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RESUMO

CARDOSO, K. M. F. Desenvolvimento e analise farmacoldgica de um complexo
de inclusdo a partir de Citrus sinensis (L) Osbeck direcionado para Doenca de
Alzheimer. Orientadora: Chistiane Mendes Feitosa. Teresina-Pl: UFPI, 2014.
(Defesa — Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas).

Com o crescente numero de idosos na populacdo mundial, ha necessidade de novos
medicamentos para tratar doencas que causam disturbios de cognicdo, como por
exemplo a doenca de Alzheimer (DA). O tratamento mais promissor para a
DA consiste em aumentar o nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores
da enzima acetilcolinesterase (AChE). Este trabalho teve como objetivos analisar
um complexo de inclusdo elaborado entre o 6leo essencial das folhas de Citrus
sinensis (laranjeira) e B-ciclodextrina (CIOECS-BCD). Posteriormente avaliou-se 0
efeito inibitério do CIOECS-BCD sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) No primeiro capitulo, foi realizada uma prospeccao discutindo as atividades
farmacoldgicas das plantas do género Citrus e complexos de inclusdo com
ciclodextrina. O segundo capitulo trata da elaboracéo e caracterizacdo da amostra,
0 6leo usado para este estudo foi extraido por hidrodestilagao utilizando extrator
tipo Clevenger e analisado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas, no qual apresentou 0s seguintes constituintes quimicos: B-felandreno
(11,76 %), p-careno (11,76 %), limoneno (15,89 %), B-ocimeno (5,41 %), a-linalol
(7,43 %), (R)-(+)-citronelal (4,32 %), p-ment-1-en-4-ol (3,96 %), 2-octen-1-0l-3,7-
dimetil (4,06 %), neral (3,27 %), geranial (1,35 %) e citral (3,81 %). O complexo
foi elaborado a partir do método de co-precipitacdo e caracterizado utilizando as
técnicas espectroscopicas: ultravioleta, calorimetria exploratéria diferencial,
espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier e difratometria
de raios X. Os resultados sugerem que houve a formacdo do complexo, o
termograma demonstrou que houve um deslocamento do pico endotérmico maximo
da ciclodextrina em 118, 2 °C, indicando uma possivel complexacdo. A analise de
Infravermelho teve como deslocamento expressivo o da banda da —ciclodextrina,
possivelmente devido a formacdo do complexo, ja que o Gleo essencial ocupa a
cavidade e a banda ndo aparece no complexo. Na anélise por difracdo de Raios X
foi obtido um difratograma com caracteristicas de um material amorfo, sem picos
definidos que pode ser um indicativo da ocorréncia de complexagédo. O terceiro
capitulo trata das analises toxicoldgicas (Testes do MTT, Toxicidade em Artemia
salina e Teste de hemdlise) e anticolinesterasica (Testes qualitativo e quantitativo
de inibicdo da enzima acetilcolinesterase) do complexo, onde nas analises
toxicologicas o complexo ndo apresentou sinais de toxicidade e nos teste de
acetilcolinesterase obteve resultados positivos na inibicdo da enzima. No quarto
capitulo consta o pedido de deposito de patente do complexo, para que possa
proteger a producéo deste e de futuras formulag@es farmacéuticas solidas a partir do
complexo de inclusdo para o tratamento de pacientes com Alzheimer.

Palavras-chave: Citrus sinenses, Acetilcolinesterase, 3-ciclodextrina, Complexo

de incluséo.
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ABSTRACT

CARDOSO, K. M. F. Development of a solid pharmaceutical composition of essential
oil from the leaves of Citrus sinensis (L.) Osbeck directed to Alzheimer’s diseases.
Advisor: Chistiane Mendes Feitosa. Teresina-Pl.. UFPI, 2014 (Qualification — Master’s
in Pharmaceutical Sciences)

With the increasing number of elderly in the world population, there is need for new drugs
to treat diseases that cause disorders of cognition, for example Alzheimer's disease (AD).
The most promising treatment for AD is to increase the level of acetylcholine in the brain
using inhibitors of the enzyme acetylcholinesterase (AChE). This work aims to prepare
and characterize an inclusion complex between the essential oil (EO) from leaves of
Citrus sinensis (laranjeira) and B-cyclodextrin (BCD-CIOECS). Further evaluate its
inhibitory effect on the activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE., targeting
future treatment of Alzheimer's patients. In the first chapter, we created a survey touting
the pharmacological activities of plants of the genus Citrus and inclusion complexes with
cyclodextrin. The second chapter covers the preparation and characterization of the
inclusion complex one, the EO used for this study were extracted by hydrodistillation
using Clevenger type extractor and analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. The EO C. sinensis showed the chemical constituents: B-phellandrene
(20.26%), 3-carene (11.76%), limonene (15.86%), a-linalool (7.43%) (R) - (+)-citronellal
(4.32%) , p-ocimene (5.41%), neral (3.27%), geraniol (1.35%) and citral (3.81%). The
complex was prepared from co-precipitation method and characterized using
spectroscopic techniques: UV, differential scanning calorimetry, spectrophotometry
transform infrared spectroscopy and X ray diffraction results suggest that the move was
the formation of the complex the thermogram showed that there was a displacement of
the maximum endothermic peak of the cyclodextrin 118, 2 °C, indicating a possible
complexation. Infrared analysis was as significant displacement of the band of [3-
cyclodextrin, possibly due to complex formation, since the essential oil occupying the
cavity and the band does not appear in the complex. The analysis by X-ray diffraction
XRD was reached with characteristics of an amorphous material with no defined peaks
that can be indicative of the occurrence of complexation. The third chapter is in the patent
application of the complex and technological prospecting performed to search for
identical or similar to the proposed product, so you can give the basis for the production
of a natural medicine from the inclusion complex for the treatment of Alzheimer's
patients.

Keywords: Citrus sinenses, Acetylcholinesterase, f-cyclodextrin, Inclusion complex.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é a terceira causa de morte nos paises
desenvolvidos, perdendo apenas para doencas cardiovasculares e o cancer, ja nos paises
subdesenvolvidos representa 70% do conjunto das doencas que afetam a populagéo
geriatrica, sendo que este nimero tende a crescer com 0 aumento da expectativa de vida
(FEITOSA et al., 2011). A DA esta relacionada ao déficit cognitivo e a retencdo de
memdria, devido a disfungdes da neutransmisséo colinérgica, um tratamento eficaz da
doenga baseia-se no aumento dos niveis de acetilcolina a partir da inibigdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (SA et al., 2012).

A rivastigmina (Exelon®), um dos medicamentos mais utilizados no tratamento
da DA, é capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE) apresentando, assim, maior
eficacia quanto ao aumento dos niveis cerebrais de acetilcolina. Entretanto, esse
medicamento apresenta efeitos gastrointestinais adversos, associados ao aumento de peso
dos pacientes (GROSSBERG, 2003). A tacrina (Cognex®) foi o primeiro inibidor
reversivel da AChE utilizado no tratamento da DA, entretanto, este medicamento
apresentou sinais de toxicidade no figado, hepatoxicidade, levando ao aumento das
transaminases hepaticas, resultando em hepatite medicamentosa e provocando a retirada
da medicacdo em muitos pacientes (SHAO et al., 2004). Nesta perspectiva 0 complexo
surge como uma nova proposta no tratamento do Alzheimer, e estudos posteriores trardo
dados de sua toxicidade.

Elaborar complexos de inclusdo entre 6leos essenciais e [-ciclodextrina € um
método bastante efetivo para protecdo do complexante contra a oxidacdo, degradacao
térmica e evaporacdo (BHANDARI et al., 1998). A formacao destes complexos é de suma
importancia, pois, 0 processo de inclusdo modula as propriedades fisico-quimicas tanto
do complexante quanto do complexado, propriedades estas que envolvem aumento da
solubilidade, melhora da estabilidade quimica, biodisponibilidade, toxicidade reduzida
dentre outras (Li et al., 2012). O agente complexante, 3-ciclodextrina (B-CD), faz parte
da classe das ciclodextrinas, é formada por sete unidades de D-(+)-glicopiranose unidas
por ligagdes a-1,4 (FRACETO et al., 2007), possui em sua estrutura grupos hidroxila
primarios e secundarios orientados para o exterior, assim seu exterior é hidrofilico e sua
cavidade interna € hidrofdébica. A presenca desta cavidade permite que as ciclodextrinas

complexem outras moléculas, de dimensbes compativeis, alterem suas propriedades
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fisico-quimicas, tais como, solubilidade em agua, estabilidade e biodisponibilidade
(FRACETO et al., 2007).

Oleos essenciais (OES) sdo misturas complexas de substincias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Os OES podem ser obtidos por diversas
técnicas, a saber: arraste por vapor dagua, extracao por CO, supercritico, hidrodestilacao,
dentre outras. Os OES s&o bastante utilizados na indUstria farmacéutica ou cosmética e
possuem varias atividades comprovadas: antibacteriano, antisséptico, antiinflamatorio,
dentre outras (SIMOES et al., 2000). Os OES podem ser encontrados em muitas plantas
aromaticas, e também nas plantas citricas.

O 6leo essencial (OE) da espécie Citrus sinensis, conhecida popularmente como
laranja, apresentou em estudos atividade sedativa / hipndtica, contrastando com o extrato
etanolico das folhas, que nao apresentou esta atividade (CARVALHO et al., 2002). Os
frutos se mostraram, in vitro, potentes inibidores da atividade do rotavirus, que causa
diarréias (HYUN et al., 2000). A laranja é amplamente divulgada como digestiva,
expectorante, diurética e hipotensora na medicina tradicional, embora sua eficacia néo
tenha sido comprovada cientificamente. Ao cha das folhas atribui-se propriedades
sudorifera, antigripal, carminativa, calmante e antiespasmddica. O cha da casca e dos
frutos é indicado contra ma digestdo (LORENZI et al., 2002; MATOS et al., 1999).

Um estudo preliminar com o OE de outra espécime de Citrus sinensis, voltado
para memoria de ratos sugeriu que o Oleo inibe consideravelmente a enzima
acetilcolinesterase melhorando a memoria (SA et al., 2012), dando assim base para o
desenvolvimento do complexo de incluséo.

O presente estudo teve como principal objetivo analisar um complexo de incluséo
elaborado entre o0 6leo essencial das folhas de Citrus sinensis e B-ciclodextrina (CIOECS-
BCD). Complementando este estudo, testes de toxicidade e de atividade

anticolinesterasica in vitro foram realizados com o CIOECS-BCD.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

+ Analisar um complexo de inclusao elaborado entre o 6leo essencial das folhas de
Citrus sinensis com a B-ciclodextrina (CIOECS-BCD), visando a formulagao

futura de um fitomedicamento para o tratamento da doenga de Alzheimer.

2.2 ESPECIFICOS

+ Realizar uma revisdo sobre as atividade farmacoldgicas de plantas do género
Citrus e complexos de inclusdo envolvendo 6leos essenciais;

+ Preparar um complexo de inclusdo a partir do método de co-precipitacdo entre o
6leo essencial das folhas de Citrus sinensis e B-ciclodextrina;

+ Caracterizar o CIOECS-BCD, a partir de métodos espectroscopicos: Calorimetria
exploratéria diferencial, Ultravioleta, Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourrier e Difratometria de Raios X;

+ Avaliar a toxicidade do complexo formado a partir dos teste do MTT, Toxicidade
em Artemia salina e Hemolise;

+ Analisar a inibicdo qualitativa e quantitativa da enzima acetilcolinesterase pelo
complexo de incluséo;

+ Submeter um pedido de registro de depdésito de patente para protecdo da producéo

do complexo de incluséo.
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Chistiane Mendes Feitosa

Atividades farmacologicas relevantes para o Alzheimer de 6leos essenciais de

plantas do género Citrus e perspectivas de usos em complexos de incluséo.

RESUMO

As plantas do género Citrus, além de sua importancia na area alimenticia, também s&o
conhecidas por apresentarem relevantes atividades bioldgicas. Os 6leos essenciais (OE)
destas espécies sdo compostos por uma grande variedade de substancias tais como
terpenos. Esta revisdo reuniu informacdes sobre a constituicdo e acbes bioldgicas
exercidas por OE extraidos de variadas parte de espécies do género Citrus. O d-limoneno
€ 0 composto que esta presente na maioria das espécies de Citrus, exercendo tanto acdes
inseticidas quanto inibidora da enzima acetilcolinesterase. Os flavondides também estéo
presentes e relatados como responsaveis pela capacidade seqiiestrante de radicais livres.
Aos flavonoides dos Citrus atribuem-se também papéis importantes na inibigdo da sintese
de mediadores pro-inflamatdrios, comprovando sua capacidade antiinflamatoria. Diante
da pluraridade de atividades do género Citrus realizamos um levantamento sobre
atividades farmacologicas e a perspectiva de elaboracdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas com os OE ou compostos isolados destas espécies. As ciclodextrinas
utilizadas para a formulacdo de complexos de inclusdo constituem uma nova classe de
excipientes farmacéuticos com capacidade para formar complexos de inclusdo reversiveis
com moléculas apolares como por exemplo os OE o que torna o género Citrus como uma
promissora fonte de principios ativos para elaboracbes de futuras formulacdes
farmacéuticas.

Palavras-chave: Citrus, Oleos essenciais, Antioxidantes, Acetilcolinesterase, [-

ciclodextrina
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ABSTRACT

The plants of the genus Citrus, and their importance in the food industry, are also known
to have significant biological activities. The essential oils (EO) these species are
composed of a variety of substances such as terpenes. This review gathered information
about the formation and biological actions exerted by essential oils extracted from various
species of genus Citrus. The d-limonene is the compound that is present in most species
of Citrus, acting both as insecticides inhibitory action of acetylcholinesterase enzyme.
Flavonoids are also present and are responsible for sequestering ability of free radicals.
At the Citrus flavonoids also attribute it important in inhibiting the synthesis of
proinflammatory mediators roles, proving anti-inflammatory capacity. Given the
plurality of activities of the genus Citrus conducted a survey of pharmacological activities
and the prospect of preparing inclusion complexes with cyclodextrins with essential oils
or compounds isolated from these species. Cyclodextrins used for the formulation of
inclusion complexes represent a novel class of pharmaceutical excipients having the
ability to form inclusion complexes with reversible apolar molecules such as essential
oils which makes the genus Citrus as a promising source of active compounds for
elaborations future pharmaceutical formulations.

Keywords: Citrus, Essential Oils, Antioxidants, Acetylcholinesterase, B-cyclodextrin
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1 INTRODUCAO

Plantas do género Citrus constituem uma excelente fonte de muitos nutrientes e
fitoconstituintes e sdo capazes de fornecer uma dieta saudavel, nos sucos de Citrinos 0s
acidos fenolicos e as flavanonas sdo os principais grupos de compostos fenolicos, esses
sucos geralmente sdo uma rica fonte de compostos antioxidantes, dentre eles fenais,
flavondides e &cido ascérbico (ABIRAMI et al., 2014)

Os oOleos essenciais, sdo importantes ingredientes aromatizantes nos produtos
alimentares e bebidas, sdo misturas complexas de compostos quimicos e classificam-se
em trés grupos principais: monoterpenos, sesquiterpenos e oxigenados. Pigmentos
naturais (principalmente carotenoides e clorofilas) também estdo presentes nos 6leos
essenciais das plantas do género Citrus. O componente marjoritario de 80% dos 6leos dos
Citrinos é o d-limoneno (MUNOZ-LOPEZ et al., 2014)

Os oOleos essenciais dos Citrus também sdo conhecidos por apresentarem

importantes atividades bioldgicas (llustracdo 1):

llustracdo 1. Atividades bioldgicas relevantes para os Citrus que inibem a enzima

acetilcolinesterase

Antioxidantes
(CAMPELO
etal., 2011)

Antiinflamatorias

_ (BENAVENTE-
Citrus GARCIAE
sinensis CASTILLO,
2008)

Anticolinesterasi
ca(SAetal.,
2012)

Na tradicional medicina chinesa as cascas secas de Citrus reticulata tem sido

amplamente usadas por séculos como um remédio para tratar indigestdo e no combate as
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sindromes inflamatorias do trato respiratorio como asma e bronquite (HO e LIN, 2008).
Citrus aurantium L. comumente conhecida como laranja-azeda é usada na medicina
popular brasileira e em outros paises para tratar ansiedade, insénia e como
anticonvulsivante, sugerindo uma acdo depressiva sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC), dentre outras propriedades (CARVALHO-FREITAS e COSTA, 2002).

Citrus limon Osbeck conhecida popularmente como limdo, foi descrita como
tendo um largo numero de ac¢Bes, como larvicida (FURTADO et al., 2005), antifingica
(EZZAT, 2001), antimicrobiana (GUTKIND et al., 1981), antioxidante (LUZIA e
JORGE, 2009), demostrando ser uma espécie biologicamente ativa. Por apresentar
flavondides, 6leos volateis e cumarinas em sua constitui¢do, onde sua atuacdo no SNC
ainda ndo é bem conhecida, é sugerido que os constituintes quimicos do 6leo essencial de
Citrus limon, também exerca atividade no sistema nervoso central, o que é reforcada pelo
uso popular em situacdes de ansiedade e depressdo (VENDRUSCOLO et al., 2005).

Outros achados sugerem que o suco fresco de Citrus Hystris e Citrus maxima
apresentam as seguintes atividades: antioxidante in vitro na redugéo de radicais tais como
DPPH*®, ABTS*® e OH®, capacidade de eliminacdo de radicais, inibicdo da peroxidacdo e
antinemolitica.  Inibindo  ainda  consideravelmente as enzimas tirosinase,
acetilcolinesterase e B-glucoronidase (ABIRAMI et al., 2014)

Diante da pluraridade de atividades de plantas do género Citrus realizamos um
levantamento sobre atividades farmacologicas e a perspectiva de elaboracdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs) e 0Oleos essenciais ou compostos
isolados destas espécies, onde estas constituem uma nova classe de excipientes
farmacéuticos com capacidade para formar complexos de inclusdo reversiveis com
moléculas apolares.

A habilidade das CDs em encapsular farmacos tem conseguido melhoras na
biodisponibilidade, estabilidade e seguranca de inUmeras férmulas farmacéuticas
atualmente comercializadas. A estrutura espacial conica e a orientacdo dos grupos
hidroxilicos para o exterior conferem a estes acucares ciclicos propriedades fisico-
quimicas unicas, sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso e a0 mesmo tempo
encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofébicas (CUNHA-FILHO et al.,
2007). Mais de 30 medicamentos comercializados no mercado mundial contam com a
presenca deste excipiente em suas formulas (DAVIS e BREWSTER, 2004; LOFTSSON
e DUCHENE, 2007).
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O presente artigo registra informacgdes sobre atividades relevantes para o
Tratamento do Alzheimer dos compostos biologicamente ativos presentes em espécies do
género Citrus, atividades estas que incluem agbes inseticida, antioxidante,
antiilflamatoria, anticolinesterasica, assim como perspectivas de usos de complexos de

incluséo para possivel tratamento da doenca.

2 CONSIDERACOES SOBRE A DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada patologicamente pela deposi¢édo da
proteina B-amildide na placa senil no cérebro humano, formando placas amildides nos
neurdnios, que consiste de um ndcleo central circundada por neurites distroficas,
microglia e astrocitos reativos. O constituinte majoritario do ndcleo da placa é o peptideo
amildide B-A4, contendo 3943 aminoéacidos (CAMILLERI, 1994). A inibicdo da
formacéo destas placas toxicas surge como uma abordagem para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos para a DA (QIN, 2002).

A DA é a terceira causa de morte nos paises desenvolvidos, perdendo apenas para
doencas cardiovasculares e o cancer, ja nos paises subdesenvolvidos representa 70% do
conjunto das doencas que afetam a populacdo geriatrica, sendo que este nimero tende a
crescer com 0 aumento da expectativa de vida (FEITOSA et al., 2011). Esta relacionada
ao déficit cognitivo e a retencdo de memoria, devido a disfuncdes da neutransmissédo
colinérgica, um outro tratamento eficaz para a doenca baseia-se no aumento dos niveis de
acetilcolina a partir da inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), ou seja a hipGtese
colinérgica. Nesta hipdtese a deficiéncia de acetilcolina ocorre devido a uma atrofia do
nucleo basalis de Meynert que é fonte da enzima colina transferase, esta por sua vez é
transportada para areas cerebrais tais como, hipocampo, cortex cerebral e amigdala, onde
catalisa a reacdo de sintese da acetilcolina a partir da colina a da acetilcoenzima, por fim
a acetilcolina restante é degrada pela acetilcolinesterase na fenda sindptica em colina e
acetato (llustracdo 2) (SA et al., 2012; MINETT e BERTOLUCCI, 2000). Entender a
hipotese colinérgica é importante para entender o desencadear da doenca e sugerir
possiveis tratamentos.

Inibidores da AChE tais como: tacrina e fisostigmina, possuem potencial inibicdo
desta enzima, no entanto possuem como efeito colateral a hepatoxicidade, essa

caracteristica faz com que essas substancias ndo sejam adequadas para o tratamento da
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doenca, ja que o Alzheimer possui como sintoma os distdrbios no figado, que podem ser
causados pela aglomeracdo de proteinas (FEITOSA etal., 2011; LAWLESS et al., 2008).
Outro medicamento utilizado € a rivastigmina (Exelon®) que encontra-se disponivel em
mais de 50 paises. O Exelon® possui eficacia semelhante a do donepezil e da tacrina,
porém apresenta como vantagem o fato de ndo ser hepatotdxica e seu efeitos colaterais
sdo dose-dependentes (MINETT e BERTOLUCCI, 2000). A tacrina (Cognex®) foi a
primeira droga aprovada para o tratamento do Alzheimer, pelo FDA no ano de 1993
(MINETT & BERTOLUCCI, 2000). Entretanto, o Cognex® apresentou sinais de
toxicidade no figado, levando ao aumento das transaminases hepéticas, resultando em
hepatite medicamentosa e provocando a retirada da medicacdo em muitos pacientes
(SHAO et al., 2004).

llustracdo 2. Esquema de demonstracdo da hipotese colinérgica (MINETT &

BEROLUCCI, 2000)
. ( .' ' j \ AFA_:

—

Legenda: ACh: acetilcolina; AChE: acetilcolinesterase; CAT: enzima colina transferase; COL.:

C

Colina; AChCO: acetilcoenzima
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3 COMPLEXOS DE INCLUSAO COM CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos que possuem superficie
externa hidrofilica e uma cavidade hidrofébica (MURA, 2014). A presenca desta
cavidade permite que as CDs complexem outras moléculas, de dimensdes compativeis,
onde, o processo de inclusdo modula as propriedades fisico-quimicas tanto do
complexante quanto do complexado, propriedades estas que envolvem aumento da
solubilidade, melhora da estabilidade quimica, biodisponibilidade, toxicidade reduzida,
dentre outras (Li, 2012).

A estrutura espacial conica e a orientacdo dos grupos hidroxilicos para o exterior
conferem a estes acucares ciclicos propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes de
solubilizar-se em meio aquoso e a0 mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade
moléculas hidrofébicas (CUNHA-FILHO et al., 2007). Elaborar complexos de inclusao
entre dleos essenciais e B-ciclodextrina é um método bastante efetivo para protecdo do
complexante contra a oxidacao, degradacdo térmica e evaporacao (BHANDARI, 1998).

Ciclodextrinas sdo formadas por unidades de D-(+)-glicopiranose unidas por
ligagdes a-1,4, unidas por subunidades de d-glucopiranose, as formas mais comuns sao
a, B e y-ciclodextrinas (Ilustragdo 3), compostas respectivamente por 6, 7 ¢ 8 moléculas
de d-glucose, como mostra a figura 2 (FRACETO et al., 2007; LI et al., 2014). Dentre
estas a B-CD é a mais utilizada, pois possui a capacidade de se complexar com moléculas
de massa molecular entre 100 e 400 g/mol, faixa de massa molecular da maioria das
moléculas de interesse, além disso, possui baixo preco em relacdo as outras ciclodextrinas
(AGUIAR et al., 2013). Ha também ciclodextrinas com até 19 unidades de glicopiranose,
no entanto devido ao alto custo e baixo rendimento, sua produgdo ¢ bastante limitada,

além do que sua capacidade de complexacdo ¢ reduzida (MURA, 2014).
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llustracdo 3. Estruturas quimica das ciclodextrinas a, B e y
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As CDs sdo obtidas a partir da degradacdo do amido pela enzima ciclodextrina-
glucosil-transferase (CGTase), que € uma enzima microbiana capaz de converter o amido
em ciclodextrinas por reacGes de ciclizacdo, acoplamento e desproporcionacéo
(BENDER, 1986; TONKOVA, 1998).

Os complexos de inclusdo possuem aplicabilidade em varios ramos. Na industria
farmacéutica sdo utilizados principalmente para aumentar a solubilidade em agua, a
velocidade de dissolucdo de drogas com baixa solubilidade, a biodisponibilidade e a
estabilidade de farmacos (MURA, 2014). Na industria alimenticia os complexos de
inclusdo podem ser utilizados como aditivos para proteger constituintes lipofilicos
presentes nos alimentos, agindo com estabilizante de sabores (LI, 2014).

As CDs podem ter relagéo direta no tratamento da DA, onde estudos sugerem que
a B-ciclodextrina é capaz de interagir com peptideo (3 amiloide e esta interacdo provoca
uma considerdvel reducdo dos efeitos neurotdxicos do peptideo, colaborando para o
tratamento da Doenca (CAMILLERI, 1994).

Os achados desta pesquisa revelaram que ha poucos artigos que relatam a

complexacdo de dleos essenciais de espécies do género Citrus e ciclodextrinas. Bhandari
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e colaboradores (1998) elaboraram um complexo com 6leo de Citrus limon (limao)-
ciclodextrina com o objetivo de determinar o efeito da proporcéo, do complexo entre 6leo
de limdo e a B-ciclodextrina, sobre o rendimento para a encapsulacdo de materiais
volateis. O complexo Citrus limon-ciclodextrina foi bem caracterizado e comprovou-se a
complexacdo. A microencapsulacdo de compostos volateis com ciclodextrinas € um dos
mais efetivos métodos para proteger os compostos volateis contra oxidacao, degradacao
por calor e evaporagéo.

Estudos recentes mostram que os terpenos podem ter suas atividades
potencializadas através de complexos com ciclodextrinas tornando-0s uma promissora
fonte para possiveis formulagfes farmacéuticas, um exemplo desta estratégia foram os
estudos realizados por Quintans-Junior e colaboradores (2013) que foi possivel
comprovar que o complexo de inclusdo entre a B-ciclodextrina e o p-cimeno, terpeno
bastante presente em 06leos essenciais de plantas e na maioria dos Citrus, teve as acoes
analgeésica e anti-inflamatoria potencializadas em relacéo ao p-cimeno isolado.

Em experimentos relizados por Qin et al. (2010) foi elaborado um complexo de
inclusdo com o peptideo B-amiloide (AB) e a ciclodextrina, que fora analisado através
de anélises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Dicroismo Celular (DC). Esses
estudos apontam uma importante regido de formacdo de placas fibrilares amildides, e
revelaram que a inibicdo de formacao desse polimero constitui uma nova abordagem para
desenvolvimento de agentes terapéuticos para a DA, visto que a polimerizacdo do
peptideo B-amiloide (12-28) é uma das maiores caracteristicas na patologia do Mal de
Alzheimer. Nesta perspectiva esta inibicdo apds optimizacdo das propriedades
farmacoldgicas desse complexo e potencial terapéutico, podera ser usado no controle de
progressdao da doenca, no entanto outros estudos também sugerem esta hipotese da
ciclodextrina no tratamento do Alzheimer.

Outros estudos sugerem que o peptideo B-amildide é neurotoxico nos neurdénios
envelhecidos de ratos, esse processo de agregacdo se da principalmente pela interacéo do
peptideo com os residuos hidrofobicos, assim a redugdo na interacdo dos residuos pode
ser uma forma de controle da progressdo da doenca de Alzheimer. Os peptideos que
contém acidos aromaticos, em especial triptofano e fenilalanina, interagem com a P-
ciclodextrina, o resultado desta interaco resulta numa diminuicdo dos efeitos neutdxicos
do peptideo (CAMILLERI et al., 1994).

Portanto, estes achados sdo importantes para demonstrar que a ciclodextrina

isolada j& possui atividade contra o Alzheimer, entdo ela complexada pode vir a
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potencializar desta atividade, ja que as ciclodextrinas constituem uma importante classe

de excipientes farmacéuticos, como mostra o item a seguir.

4 APLICACOES BIOLOGICAS RELEVANTES PARA SUBSTANCIAS QUE
INIBEM A AChE

ATIVIDADE INSETICIDA

A atividade inseticida esta diretamente relacionada com a doenca de Alzheimer
(DA), alguns compostos com atividade inibitéria da AChE s&o utilizados
terapeuticamente para tratar miastenia grave e glaucoma. Esses compostos s&o
extensivamente utilizados como inseticidas e ja foram usados, inclusive, como armas
quimicas em guerras (FOYE et al., 1995). Outros estudos demonstrados por Finkelstein
e colaboradores (2002) revelaram importantes achados com cianoguadinidinas inseticidas
sintetizadas e inibidoras da AChE, surgindo nesta pesquisa uma nova classe de inibidores
reversiveis da AChE.

As propriedades inseticidas tém sido reconhecidas nos 6leos essenciais de muitas
espécies do género Citrus e recentemente, varios produtos contendo (+)-limoneno,
linalol, ou extrato bruto vem ganhando espagco no mercado. Essas substancias podem ser
toxicas via penetracdo pela cuticula, pelo sistema respiratorio e/ou pelo trato digestorio
(IBRAHIM et al., 2001).

Levantamento bibliografico demonstrou que a atividade inseticida do d-limoneno
foi investigada sobre a barata alemd, (Blattella germéanica L.), mosca (Musca domestica
L.), gorgulho do arroz (Sitophilus oryzae L.), e no crisomelideo do milho (Diabrotica
virgifera virgifera LECONTE). Por via tdpica, o d-limoneno foi ligeiramente toxico para
Blattella germénica e para a Musca domestica L.. Altas concentragdes de vapor causaram
mortalidade em Blattella germanica e Sitophilus oryzae (L.). Também em altas
concentragdes, o d-limoneno apresentou toxicidade contra ovos e larvas de Diabrotica
virgifera virgifera (KARR e COATS, 1988).

A atividade inseticida por meio da pulverizacdo de extratos volateis das cascas de
duas espécies de laranja — Citrus sinensis e Citrus aurantifolia, exibiram, em graus
diferentes, atividade inseticida contra mosquito, barata e mosca. A atividade inseticida
foi melhor no maior periodo de exposicao (60 minutos) em comparacgdo aos 30 minutos
de pulverizagdo. O extrato hexanico das folhas de C.Cinensis demonstrou bons resultados
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no combate a larva do mosquitos Aedes Aegypti L. (WARIKOO et al., 2012). Os extratos
volateis de C. sinensis mostraram melhor potencia inseticida, e a barata (Blattella
germanica L.) foi & espécie mais susceptivel aos efeitos da casca da laranja dentre os trés
insetos estudados (EZEONU et al., 2000).

O dleo extraido de Citrus limon (limédo) apresentou atividade sobre as larvas do
inseto Culex pipiens onde foi observada relagdo positiva entre o tempo de exposicao e a
porcentagem de mortalidade das larvas desse inseto (ZAYED et al., 2009).

O extrato da casca de Citrus aurantium (L.) foi avaliado quanto a sua toxicidade
contra a mosca-da-oliveira (Bactrocera oleae) e mosca-do-mediterraneo (Ceratitis
capitata). As moscas Bactrocera oleae foram mais susceptiveis ao extrato do que a C.
capitata em bioensaios residuais e de contato. Ambos os sexos de B. oleae foram
igualmente suscetiveis nos dois testes. Entretanto, machos de C. capitata foram mais
susceptiveis que as fémeas, fato que pode ser explicado pela sua melhor capacidade de

metabolizar inseticidas quimicos (SISKOS et al., 2008).

ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIA DE ESPECIES DE
CITRUS

Varios estudos tém demonstrado que o uso de compostos antiinflamatdrios
diminui a progressdo da DA e a degeneragdo neuronal, ou reduz o risco do seu
desenvolvimento desta doenca (HOUGHTON et al., 2003). Estudos em animais tém
mostrado que o acumulo de radicais livres esta relacionado com déficits de memoria,
cognicéo e aprendizado, durante o processo de envelhecimento, esses sinais assemelham-
se aqueles observados na DA.

Pesquisas demonstram que o tratamento a base de antioxidantes -- como tocoferol,
[3-caroteno e &cido ascorbico -- corrige problemas relativos a memoria, ao aprendizado e
a cognicao, provocados por envelhecimento ou moléstias (SOCCl et al., 1995; PEERING
et al., 1997). A peroxidacgdo lipidica contribui para a progressao da doenca e 0 uso de
antioxidantes, que impedem essa peroxidacdo, pode ser uma terapia alternativa para o
tratamento da doenca (MONTINE et al.,, 2002). Dentre os Citrus com atividade
antioxidante, destaca-se Citrus Sinensis, com inibicao dos radicais DPPH®, OH® e ABTS
**, pelos flavonoides identificados em destaque tem-se a quercetina que possui uma
ligacdo dupla que confere a ela atividade antioxidante, dado que a presenca de uma porcao
catecol confere maior estabilidade para os radicais aroxil formados por reacdo com o
compostos radicais (BARRECA et al., 2014)
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Em estudos in vivo realizados por Sa (2012) foi comprovada a acdo antioxidante
do Oleo essencial das folhas de uma espécime de C. sinensis. Foi observada uma
significativa reducgéo de 20% no hipocampo de camundongos tratados com dose de 150
mg/kg sobre a peroxidacao lipidica, reduzindo o estresse oxidativo e o contetdo de nitrito
com uma reducéo significativa em todos os grupos, sugerindo um efeito neuroprotetor
contra lesdes cerebrais. Ainda nestes estudos, testes com animais em labirinto aquatico
de Morris, que avalia a memoria espacial, indicaram que os animais tratados com este
oleo essencial tiveram uma capacidade de memdria melhorada em relagdo a um grupo

controle.

ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA DOS CITRUS

Alguns inibidores da AChE tém sido encontrados em plantas medicinais,
inibidores reversiveis da colinesterase sdo atualmente usados em ensaios clinicos no
tratamento da doenga de Alzheimer (DA), onde este tratamento baseia-se na inibicdo da
AChE. A enzima AChE hidrolisa a acetilcolina, que logo ap6s € desnaturada em colina e
acetato. As colinesterases presentes no Reino animal sdo classificadas de acordo com a
especificidade do substrato, como acetil (AChE), propionil (PChE) ou
butyrylcholinesterases (BUChE) (MIYAZAWA e YAMAFUJI, 2005; RYAN e KEANE,
1999).

Estudos realizados por Conforti e colaboradores (2007) com a espécie Citrus
medica L. cv. Diamante (cidra) demonstraram atividade anticolinesterasica, podendo ser
justificada pela alta quantidade de monoterpenos presentes na casca da fruta. Na verdade
essa classe de compostos foi a primeira a apresentar atividade inibidora da AChE. De
acordo com estudos realizados em 17 tipos de monoterpendides com esqueleto p-metano,
a atividade inibidora da AChE de compostos como o y-terpineno e o terpinen-4-ol chegam
a 22,6% e 21,4% em 1,2 mM, respectivamente. Outros terpenos como o limoneno e 0
linalol, exercem em 164 pg/mL, uma inibicao de 27% e 37%, respectivamente. Chaiyana
e colaboradores (2010) constatou essa mesma atividade ao estudar Citrus hystrix (que
provocou inibicdo de 10% da enzima AChE), e essa acéo foi relacionada a presenga dos
monoterpenos aciclicos e monociclicos (citronelal e B-felandreno, respectivamente)
presentes no Oleo essencial extraido da folha dessa planta.

A diversidade estrutural dos terpendides que exercem atividade inibitdria da
AChE dificulta a predicdo do potencial de relagdo estrutura-atividade. Mas sabe-se que
algumas caracteristicas, como a presenca de um ligante hidrofobico pode estar associadas
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a uma maior efetividade na inibicdo, ja que o sitio ativo da AChE é conhecido por ser
susceptivel a interagdes hidrofébicas. Os monoterpenos consistem de um esqueleto
hidrocarboneto que podem ser ciclicos (a-pineno) ou aciclicos (linalol), uma
caracteristica que também pode influenciar em sua atividade inibidora da AChE. Para os
monoterpendides biciclicos com um esqueleto careno ou pinano, o potencial de inibicdo
da AChE foi associado com a posicdo da dupla ligacdo (CONFORTI et al, 2007). A
presenca de olefinas terminais resultou em diminuicdo da inibigdo de AChE, assim como
a presenca de um grupo funcional oxigenado (MIYAZAWA e YAMAFUJI, 2005).

Além dos terpendides, outros compostos, como as cumarinas, também mostraram
exercer acao inibitéria sobre a enzima AChE. Essa a¢do pode, por exemplo, ser atribuida
ao composto citropteno (5,7-dimetoxicumarina), presente na casca da cidra, ou ao
aurapteno (7-geraniloxicumarina), presente em C. paradisi, que demonstrou ser um
potente inibidor da AChE (CONFORTI et al., 2007).

6 CONCLUSAO

Os Oleos essenciais de plantas do género Citrus apresentam compostos
biologicamente ativos que podem atuar de varias formas na promocéao a saude. Esses
compostos além de apresentarem acao sequestrante de radicais livres, também atuam no
combate aos processos inflamatorios via inibicdo de mediadores pro-inflamatorios. A
atividade inibitéria da AChE constitui um significativo efeito induzido por cumarinas e
principalmente por monoterpenos, como o d-limoneno.

As (CDs) utilizadas para a formulagéo de complexos de incluséo constituem uma
classe de excipientes farmacéuticos com capacidade para formar complexos de incluséo
reversiveis com moléculas apolares como por exemplo os éleos essenciais o0 que torna o
género Citrus como uma promissora fonte de principios ativos para elaboracao de novas

formulagdes farmacéuticas.
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Elaboracdo de um complexo de inclusdo a partir do 6leo essencial das folhas de

Citrus sinensis e a g-ciclodextrina.

RESUMO

Elaborar complexos de inclusdo entre 6leos essenciais ¢ B-ciclodextrina é um método
bastante efetivo para protecdo do complexante contra a oxidagdo, degradacao térmica e
evaporacdo. A formacdo destes complexos € de suma importancia, uma vez que o
processo de inclusdo modula as propriedades fisico-quimicas tanto do complexante
qguanto do complexado, propriedades estas que envolvem aumento da solubilidade,
melhora da estabilidade quimica, biodisponibilidade, toxicidade reduzida, dentre outras.
O objetivo deste trabalho foi elaborar um complexo de inclusdo entre o 6leo essencial
extraido das folhas de Citrus sinensis (1.) Osbeck (OECS) (laranjeira) e p-ciclodextrina.
O complexo de inclusdo do OECS e B-ciclodextrina (CIOECS-BCD) foi elaborado a partir
do método de co-precipitacdo. O CIOECS-BCD foi preparado em trés diferentes
proporcoes (6:94, 9:91 e 12:88). Para a proporcdo 6:94, 20mg do OECS, foi solubilizado
em 200 mL etanol PA (10% wi/v) e adicionado lentamente a solucdo de B-
ciclodextrina em banho maria (uma mistura de 313 mg de -CD solubilizada em 12mL
etanol para agua (1:2) mantida a 55 °C (+ 2 °C) sob aquecimento e agitacdo). O
aquecimento foi interrompido apds a adicdo do OECS e a mistura resultante vedada
permanecendo sobre agitacdo durante 4 horas. A solucdo final permaneceu em
refrigeracdo durante 24 horas a 4 °C. O precipitado foi recolhido e liofilizado e
identificado como CIOECS-BCD 6:94, repetiu-se o procedimento para as outras
proporcdes. Para a caracterizagdo do CIOECS-BCD utilizou-se os métodos
espectroscopicos a saber: ultravioleta, calorimetria exploratoria diferencial,
espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier e
difratometria de raios X. Nesta perspectiva nossos achados sugerem que ap0os optimizagédo
das propriedades farmacoldgicas desse complexo e potencial terapéutico, podera ser
obtido comprimidos na forma de compressdo direta para tratamento de pacientes com
Alzheimer.

Palavras-chave: Citrus sinenses, 3 —ciclodextrina, Complexo de incluséo
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ABSTRACT

Develop inclusion complexes between essential oils and B-cyclodextrin is a very effective
method for complexing protection against oxidation, thermal degradation and
evaporation. The formation of these complexes is of paramount importance, since the
inclusion process modulates the physicochemical properties of both the complexing as
the complexed, these properties involving increased solubility, improved chemical
stability, bioavailability, reduced toxicity, among others. The objective of this study was
to develop an inclusion complex between the essential oil extracted from the leaves of
Citrus sinensis (L.) Osbeck (OECS) (orange) and -cyclodextrin. The inclusion complex
of B-cyclodextrin and OECS (CIOECS-BCD) was prepared by the method of co-
precipitation. The CIOECS-BCD was prepared at three different ratios (6:94, 9:91 and
12:88). For the 6:94 ratio, the DECS 20 mg, was solubilized in 200 mL ethanol BP (10%
w / v) and added slowly to the B-cyclodextrin solution in a water bath (a mixture of 313
mg of B-CD solubilized in 12mL ethanol to water (1: 2) maintained at 55 ° C (£ 2 ° C)
under heating and stirring). The heating was stopped after the addition of DECS and the
resulting mixture remains sealed under stirring for 4 hours. The final solution remained
at refrigerated for 24 hours at 4 ° C. The precipitate was collected and dried and identified
as CIOECS-BCD 6:94, the procedure was repeated for other ratios. For the
characterization of CIOECS-BCD was used spectroscopic methods such as: ultraviolet,
differential scanning calorimetry, spectroscopy in the infrared Fourier transform
spectroscopy and X-ray diffraction this perspective our findings suggest that, after
optimization of the pharmacological properties of this complex and therapeutic potential
can be obtained in the form of tablet a direct compression for the treatment of Alzheimer's
patients.

Keywords: Citrus sinenses, B-cyclodextrin, Inclusion complex



44

1 INTRODUCAO

Oleos essenciais (OES) sdo misturas complexas de substincias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Os OES podem ser obtidos por diversas
técnicas, a saber: arraste por vapor dagua, extracao por CO, supercritico, hidrodestilacao,
dentre outras. OES sdo bastante utilizados na industria farmacéutica ou cosmética e
possuem varias atividades comprovadas: antibacteriano, antisséptico, antiinflamatorio,
dentre outras (SIMOES, 2000). Os OES podem ser encontrados em muitas plantas
aromaticas, e também nas plantas citricas.

Os OES da espécie Citrus sinensis, espécie conhecida popularmente como laranja,
apresentaram em estudos atividade sedativa / hipnoética, contrastando com o extrato
etanolico das folhas, que ndo apresentou esta atividade (CARVALHO et al., 2002). O
extrato hexanico possui atividade larvicida contra a larva do mosquito Aedes aegypti L.
(WARIKOO et al., 2012). Os frutos se mostraram, in vitro, potentes inibidores da
atividade do rotavirus, que causa diarreias (HYUN et al., 2000). O suco da fruta apresenta
propriedades antioxidantes (BARRECA et al., 2014). As nanoparticulas preparadas a
partir do extrato da casca apresentam atividade antibacteriana (KAVIYA et al., 2011) E
também amplamente divulgada como digestiva, expectorante, diurética e hipotensora na
medicina tradicional, embora sua eficacia ndo tenha sido comprovada cientificamente.
Ao cha das folhas atribui-se propriedades sudorifera, antigripal, carminativa, calmante e
antiespasmadica e 0s aos chas da casca e dos frutos é indicado contra ma digestdo
(LORENZI e MATOS, 2002; MATOS et al., 1999).

Elaborar complexos de inclusdo entre 6leos essenciais e B-ciclodextrina é um
método bastante efetivo para protecdo do complexado contra a oxidacdo, degradagdo
térmica e evaporacdo (BHANDARI et al., 1998). A formac&o destes complexos é de suma
importancia, pois, 0 processo de inclusdo modula as propriedades fisico-quimicas tanto
do complexante quanto do complexado, propriedades estas que envolvem aumento da
solubilidade, melhora da estabilidade quimica, biodisponibilidade, toxicidade reduzida
dentre outras (LI et al., 2012). O agente complexante utilizado neste estudo é a -
ciclodextrina (B-CD), faz parte da classe das ciclodextrinas, é formada por sete unidades
de D-(+)-glicopiranose unidas por liga¢des o-1,4 (HU et al., 2012), possui em sua
estrutura grupos hidroxila primarios e secundarios orientados para o exterior, assim seu
exterior é hidrofilico e sua cavidade interna é hidrofobica. A presenca desta cavidade

permite que as ciclodextrinas complexem outras moléculas, de dimensdes compativeis,
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alterem suas propriedades fisico-quimicas, tais como, solubilidade em agua, estabilidade
e biodisponibilidade (FRACETO, 2007). A estrutura espacial conica e a orientacdo dos
grupos hidroxilicos para o exterior conferem a estes agucares ciclicos propriedades fisico-
quimicas unicas, sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso e a0 mesmo tempo
encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofébicas (CUNHA-FILHO et al.,
2007).

As Ciclodextrinas podem ser consideradas como um dos melhores carreadores
para aplicacdes farmacéuticas, devido a sua eficiéncia em complexar drogas, mas a
aplicacdo no campo farmacéutico é limitada devido a sua baixa solubilidade em agua e
alguns efeitos colaterais indesejados depois da administracdo parentérica (HU et al.,
2012). No entanto, mais de 30 medicamentos comercializados no mercado mundial
contam com a presenca deste excipiente em suas formulas (DAVIS e BREWSTER, 2004)

Estudos preliminares realizados no nosso grupo de pesquisa com o OE das folhas
de uma espécime de Citrus sinensis administrado em ratos sugeriu que este OE inibe
potencialmente a enzima acetilcolinesterase melhorando a memédria destes animais (SA,
2012).

Neste contexto, os resultados apresentados por S& (2012) nos motivaram a
elaborar e caracterizar um complexo de incluséo entre o OE das folhas de C. sinensis e 3
-ciclodextrina. Esta nova abordagem de pesquisa sugere que novos estudos envolvendo
tanto o 6leo essencial como formulagdes farmacéuticas sélidas a partir do OE, podem vir

a fornecer um novo medicamento para o tratamento do Mal de Alzheimer.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Extracédo do 0leo essencial de Citrus sinensis

Foram coletadas no Bairro Sdo Pedro, municipio de Teresina-Pl cerca de 5,0 kg
de folhas de C. sinensis. As folhas foram seccionadas e submetidas ao processo de
hidrodestilacdo-Clevenger por um periodo de 4h (llustragdes 1). Apos a hidrodestilagdo
calculou-se o rendimento do 6leo essencial. O OECS obtido foi seco com sulfato de sédio

anidro e reservado para elaboracdo do complexo de incluséo com a B-ciclodextrina.
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llustracdo 1. Esquema da extracdo do 6leo essencial de Citrus sinensis

Ve X

5 kg de folhas (C.sinensis)

2.2 ldentificacdo dos constituintes do 6leo essencial de Citrus sinensis

A anélise da amostra de 6leo essencial de Citrus sinensis OECS foi realizada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) utilizando
cromatografo TRACE GC Ultra, acoplado ao espectrémetro de massas TSQ Quantum,
ambos da Thermo Scientific. Foi utilizando coluna capilar apolar Equity 1, de silica
fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de 0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade
de fluxo 1 mL/min e modo de divisdo 1/10. A temperatura do injetor e do detector foi
programada em 250 °C. A temperatura da coluna foi programada de 50 °C a 180 °C a uma
taxa de 5 °C/min, seguida de uma rampa de 180 °C a 260 °C a uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min., permanecendo 10 minutos a 260 °C. Os espectros de massas foram
gravados na faixa de 50 a 650 m/z, e o volume injetado foi de 1 pL.

Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus
espectros de massas. Uma serie de C8-C20 n-alcanos foi usada como referéncia para o
calculo do indice de retencéo, bem como por comparagéo visual da fragmentacao padrédo
com aqueles relatados na literatura. A composicao percentual foi obtida a partir da medida

da integracdo das areas sobre 0s picos.
2.3 Elaboracio do complexo de inclusido com B-ciclodextrina e o éleo essencial

Para o processo de complexacédo utilizou-se 0 método de co-precipitacdo usado
por Reineccius (1989), modificado por Bhandari et al. (1998). Preparou-se o CIOECS-



47

BCD em trés diferentes proporgoes (6:94, 9:91 e 12:88). Para a proporcao 6:94, 20mg de
6leo essencial de laranja, foi solubilizado em 200 mL etanol PA (10% w/v) e adicionado
lentamente a solucdo de B-ciclodextrina em banho maria (uma mistura de 313 mg de B-
CD solubilizada em 12 mL etanol para d4gua (1:2) mantida a 55 ° C (x 2 °C) sob
aquecimento e agitacdo). O aquecimento foi interrompido ap6s a adicdo do o6leo, e a
mistura resultante vedada permanecendo sobre agitagcdo durante 4 horas. A solucdo final
permaneceu em refrigeracdo durante 24 horas a 4 ° C. O precipitado foi recolhido e
liofilizado, identificado como CIOECS-BCD 6:94. O procedimento supracitado foi
repetido para as outras duas proporcdes 9:91 e 12:88. Para a mistura fisica (MF) entre
OECS e B-CD fez-se uma simples combinacéo de 40 mg de OECS ¢ 400 mg de B-CD,
maceradas em grau com pistilo. Finalmente, as misturas em p6 foram armazenados a 25

°C em um dissecador a vacuo (llustracéo 2).

llustracdo 2. Esquematizacdo da elaboracdo do complexo de inclusdo

S W-=m-m
B

2.4 Caracterizagdo do complexo de incluséo

Para a caracterizacdo das misturas foram utilizados os métodos espectroscopicos:
ultravioleta (UV), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), Espectrofotometria na
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regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) com acessorio para
reflectancia total atenuada (ATR) e difratometria de Raios X (DRX).

2.4.1 Ultravioleta/Visivel

Analisou-se as solugcdes de 40 ppm de (OECS/Etanol) e a solucdo padrédo
proporgéo de 1:24 (H.O/Etanol) na faixa de absorcdo de 190 cm™ e 800 cm™ a cada 15
minutos até completar 300 minutos, verificando a absorbancia versus o comprimento de

onda na faixa do ultravioleta., repetiu-se o procedimento para o CIOECS-BCD.

2.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

Na andlise por DSC (TA Instrumento 2920) colocou amostras de 5 mg (6:94,
12:88, pCD, OECS) em uma porta de aluminio, analisadas por uma taxa de 10°C/min
entre 30-300 °C, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de 40mL/min). As analises foram
realizadas no Laboratorio de Analise de Combustiveis da Universidade Federal do Piaui
— LAPETRO.

2.4.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier
e acessorio de reflectancia total atenuada

Na analise por FT-IR utilizou-se Espectdbmetro com acessorio para reflectancia
total atenuada (ATR) modelo Variam 660- IR acessibilidade 4cm™, 16 escaneamentos
com variacdo de 400-4000 nas mesmas proporcdes para a obtencdo do resultado final e
elucidar a formacgéo do complexo. As amostras analisadas foram (CS 6:94, 9:91, 12:88,
BCD, MF e OECS) As anélises foram realizadas no Laboratério Interdisciplinar de
Materiais Avancados da Universidade Federal do Piaui — LIMAV.

2.4.4 Difragéo de raios X

A analise de raios X, das proporc¢des do complexo de incluséo e a mistura fisica
foram realizados no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avangados (LIMAYV) da
UFPI, em difratbmetro (Shimadzu modelo XRD-6000), operando a 40 KV, 30 mA, com

varredura angular 20 de 2°min’, variando de 2 — 40 °C, utilizando-se radiacdo de cobre.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracdo e calculo do rendimento do 6leo
A partir da extracao de 5000,0 g folhas de Citrus sinensis por hidrodestilagdo com
extrator tipo Clenvenger, obteve-se um volume de 50 mL de 6leo essencial. O

rendimento de 0,1% de dleo essencial foi obtido em relacdo as folhas frescas.

3.2 Caracterizacdo dos Constituintes

A identificacdo de derivados volateis foi realizada por interpretacdo automatizada
de espectros de massa dos constituintes na amostra de dleo e ainda pelo indice de
retencdo. A andlise identificou uma grande quantidade de constituintes, que a maioria sdo
monoterpenos caracteristicos do 6leo de C. sinensis (SA, 2012). O constituinte mais
abundante encontrado nas folhas de C. sinesis foi o P-felandreno que teve uma
porcentagem de area de (20,26%), em outras espécies de Citrus o limoneno é o mais
abundante (TU et al., 2002).

Neste presente estudo a analise por CG-EM do 6leo essencial das folhas de C.
sinensis identificou uma mistura dos constituintes sendo, que o maroritario € o limoneno,
carcetrizando a folha de laranjeira.

A identificacdo dos constituintes foi realizada a partir do cromatograma do ion
extraido, no caso escolheu-se o composto limoneno. O sinal m/z 136,24 do limoneno foi
isolado e fragmentado (llustracdo 3B). A fragmentacdo resultou na formacdo dos ions
m/z 93 (pico base), 68 e 67. O pico base do limoneno é resultante da movimentagédo de
elétrons no ciclohexano (LIMA, 2006).
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llustracédo 3A. Cromatograma do 6leo de Citrus sinensis com tempo de retencéao
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llustracéo 3B. Espectro de massas do limoneno
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3.3 Caracterizacao do Complexo (CIOECS-pCD)

3.3.1 Ultravioleta (UV)

A espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta/visivel (UV/VIS) é
um método analitico baseado na propriedade das espécies idnicas ou moleculares de
determinados comprimentos de onda da radiagdo UV/VIS (LIMA et al., 2008; LYRA et
al., 2010).

Na amostra de OE (llustracdo 4) obtivemos uma pequena variacdo no grafico
de absorbéancia versus o comprimento de onda na faixa do ultravioleta, verificou-se uma
baixa absorcdo sugerindo uma ineficacia na caracterizacdo por esta técnica, ja que o
complexo de inclusdo ndo fluoresceu e ndo obteve o espectro de UV, tornando esta
ineficaz para analise da mistura (VENTURINE et al., 2008).

lustragéo 4. Analise Ultravioleta do CIOECS-BCD
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3.3.2 Andlise por Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Na analise por DSC (llustracdo 5) o termograma da [-CD demonstra um
acentuado pico endotérmico a 118,2 °C provocado pela perda de agua presente no interior
da sua cavidade, pico que teve sua intensidade reduzida quando comparado ao
termograma dos complexos o evento caracteristico da desidratacdo da CD na curva DSC

do complexo pode apresentar um deslocamento devido a substituicdo de moléculas de
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agua na cavidade por moléculas hospedes, o que resulta em alteracdo do estado
energético (LI etal., 2005; FICARRA et al., 2000), deslocou a banda do OE, a diminuicao
no pico endotérmico é associada com a amorfizacdo da amostra ou uma formacéo de

complexo entre as moléculas (AIGNER et al., 2012).

lHustragdo 5. Calorimetria Exploratéria Diferencial do CIOECS-BCD 6:94 - 12:88
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3.3.3 Anélise por Infravermelho (FTIR-ATR)

A caracterizacdo por FTIR-ATR foi baseada nos deslocamentos que ocorrem nas
bandas de absorcéo da ciclodextrina, devido a sua interacdo entre grupos de atomos da
molécula hdspede (KUBOTA et al., 2010). Na llustracdo 6, observa-se principalmente
mudancas no desaparecimento de bandas do 6leo, em 2770 cm® ha os picos
correspondentes a deformacdes de aldeido, que desaparecem no complexo. Em 1670 cm®
1 ha os picos correspondentes as ligagdes C=0 de aldeido e em 1613 cm™ os picos
correspondentes as ligagdes C=C, ambos os picos desapareceram no espectro das
proporcdes. A partir destas analises sugere-se que houve a formacdo do complexo, pois
quando o 6leo ocupa a cavidade da ciclodextrina suas bandas ndo aparecem no complexo,
ja que nas andlises de infravermelho ocorre a complexagéo, quando as bandas mudam de

posi¢do, diminuem ou até mesmo desaparecerem (CORTI et al., 2007)



53

llustracdo 6. Espectrometria na regido do infravermelho com acessoério de reflectancia
total atenuada nas proporgdes 6:94, 9:91, B-CD, MF e OECS.
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3.3.4 Difracao de raios X (DRX)

A difracdo de raios X determina a natureza cristalina de materiais sélidos,
apresentando-se como uma técnica simples e rapida para a caracterizacdo de complexos
de inclusdo é baseada no espalhamento coerente da radiacdo X por estruturas organizadas
(cristais), possibilitando um estudo morfoldgico das substancias, sua estrutura cristalina
e/ou sua fracdo cristalina. A comparacao dos difratogramas das espéecies puras com 0s
seus respectivos complexos e dispersdo permite inferir a ocorréncia de interagdo entre
estes, mediante alteragGes em seus picos caracteristicos (VEIGA et al. 2006).

Observou-se a formacao de novos picos em CIOECS-BCD 6:94 ¢ 9:91 entre 20 =
10°-30° diferentes da B-CD, que indicam uma nova fase sélida, que corresponde também
ao complexo B-CD/OECS o CIOECS-BCD 6:94 e 9:91 apresentou picos caracteristicos
da forma cristalina Il em 20 = 11,82°, 14,44°, 17,62° ¢ 18,67°. No entanto, a mistura fisica
¢ apenas a sobreposi¢ao dos padrdes da molécula hospede e da 3-CD com picos de menor
intensidade, caracterizando uma ndo complexacdo (TAKAHASHI et al., 2009). A B-CD
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também teve sua estrutura cristalina bem evidenciada pela grande quantidade de picos
(lustracdo 7).

A mistura fisica apresentou uma sobreposi¢do dos padrdes de DRX das espécies
isoladas, com reducéo de alguns picos caracteristicos da B-ciclodextrina, mas mantendo
0 pico mais intenso do complexo de inclusdo em 26 = 12,41°. O complexo de inclusdo
sofreu uma ligeira amorfizacao (llustracéo 7), tendo em vista que o nimero de sinais foi
reduzido, bem como sua intensidade, o que caracteriza perda de cristalinidade
(TAKAHASHI et al. 2009) da amostra CS 12:88 que representa maior estabilidade por
desaparecimento dos picos caracteristicos da -CD, assim esta proporc¢éo fora escolhida
para realizacdo dos testes seguintes A obtencdo de um difratograma com caracteristicas
de um material amorfo, ou seja, sem picos finos bem definidos, pode ser um indicativo

da ocorréncia de complexacdo (CORTI et al, 2007).

llustracgéo 7. Difratograma das proporgoes 6:94, 9:91, 12:88 B-CD e MF
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho obteve-se éxito através da formacdo do complexo CIOECS-BCD
pela técnica de co-precipitacdo, a amostra na proporcdo CS 12:88 foi a que apresentou
maior estabilidade por desaparecimento dos picos caracteristicos da f-CD, assim esta
proporcéo fora escolhida para realizacdo dos testes farmacologicos. A busca por novas
alternativas no tratamento de Doencas Neurodegenerativas é constante, assim propds-se
a elaboracdo deste complexo de incluséo CIOECS-BCD que para ser usado

posteriormente em formulagdes farmacéuticas para o tratamento desta doenca.
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Freitas

Analise toxicologica e anticolinesterasica de um complexo de incluséo entre o 6leo
essencial das folhas de Citrus sinensis (L) Osbeck e a pB-ciclodextrina

RESUMO

Doencas relacionadas a déficits cognitivos, aquisi¢do e retencdo de memaria sdo cada vez
mais diagnosticadas em um ndmero maior de pessoas, dentre essas doencgas destaca-se a
doenca de Alzheimer (DA), caracterizada por um déficit da neurotransmisséo colinérgica
e pode ser tratada com agentes que restaurem o nivel de acetilcolina atraves da inibicédo
das enzimas a saber: acetilcolinesterase e butirilcolinesterase ou reduzindo a agregacgao
de B-amilodide e a formacdo das fibrilas neurotoxicas no cérebro, com isso ha necessidade
da busca de novos medicamentos para o tratamento da DA. Nesta perspectiva esse
trabalho trata da analise toxicoldgica e anticolinesterasica do complexo de incluséo obtido
entre e o 6leo essencial extraido das folhas de Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranjeira) e
ciclodextrina (CIOECS-BCD). Nas analises toxicologicas foram realizados os testes de
MTT, hemdlise e Artemia salina, 0 CIOECS-BCD néo apresentou sinais de toxicidade
em nenhum dos testes. Nos testes de atividade anticolinesterasica, as analises qualitativa
(manchas brancas de inibigdo em cromatografia em camada delgada) e quantitativa (em
espectrofotbmetro) de inibicdo da enzima foram realizadas através do ensaio e Ellman,
com os resultados a saber: 0 CIOECS-BCD inibiu a enzima nos dois testes (manchas
brancas no teste qualitativo), tendo um resultado significativo (Clso =0,310 x 106 pg / mL)
em relagdo ao padréo positivo, a neostigmina (Clso =1,87 ug/mL), um dos medicamentos
ja usados no tratamento da DA. As referidas analises foram de suma importancia, visto
que a investigacdo do uso seguro deste CIOECS-BCD ¢ promissor pois este composto
podera ser usado em futuras formulacdes farmacéuticas solidas direcionadas para o
tratamento da DA.

Palavras-chave: toxicologia, anticolinesterase, complexo de incluséo
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ABSTRACT

Diseases related to cognitive deficits, memory acquisition and retention are increasingly
diagnosed in a greater number of people, among these diseases is distinguished
Alzheimer's disease (AD), characterized by a deficit in cholinergic neurotransmission and
may be treated with agents to restore the acetylcholine level by inhibiting enzymes such
as: acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase or reducing the aggregation of f-
amyloid neurotoxicity and the formation of fibrils in the brain, it is necessary to search
for new drugs for the treatment of AD. In this perspective this work deals with the
toxicological and anticholinesterasic analysis of the inclusion complex obtained between
and the essential oil extracted from the leaves of Citrus sinensis (L.) Osbeck (orange) and
cyclodextrin (CIOECS-BCD). In toxicological analyzes were performed the MTT test,
hemolysis and Artemia salina, the CIOECS-BCD showed no signs of toxicity in any of
the tests. In anticholinesterase activity tests, qualitative analyzes (white spots inhibition
in thin layer chromatography) and quantitative (spectrophotometer) of enzyme inhibition
were performed using the test and Ellman, with the results as follows: the CIOECS-BCD
inhibited enzyme in both tests (white spots in the qualitative test) and a significant result
(Clso= 0.310 x 10° pug / mL) in relation to the positive pattern, neostigmine (Clso= 1.87
ug / ml), one of the drugs now used to treat of AD. These analyzes were extremely
important, since the investigation of the safe use of this CIOECS-BCD is promising
because this compound can be used in future solid pharmaceutical formulations directed
to the treatment of AD.

Keywords: toxicology, anticholinesterase , inclusion complex
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer é uma doenca neuroldgica que afeta cerca de 10% da
populacdo com idade superior a 65 anos. Tem como caracteristicas, neurodegeneracao
progressiva, deméncia e declinio da funcdo cognitiva, geralmente acompanhada de
distarbios comportamentais. Medicamentos utilizados no tratamento da doenca sdo
eficazes no entanto acarretam efeitos colaterais indesejados: anorexia, diarreia, fadiga,
nduseas, dores musculares, bem como gastrointestinais, cardiorrespiratorias,
geniturinarias e distdrbios do sono (RASHED et al., 2014)

Neste trabalho serdo abordados bioensaios para avaliar a toxicidade do complexo
de incluséo obtido entre e o 6leo essencial extraido das folhas de Citrus sinensis (L.)
Osbeck (laranjeira) e ciclodextrina (CIOECS-BCD). e seu potencial de inibicdo frente a
enzima acetilcolinesterase.

Dentre os bioensaios amplamente divulgados para avaliar a toxicidade encontra-
se 0 ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] que
avalia a atividade metabolica das células quantificando a reducdo do MTT. Esta solugédo
é um sal de tetrazolio reduzido a formazan pelas enzimas mitocondriais. Este método é
aplicado para avaliar a sobrevivéncia, proliferacdo de células e detectar o sinal produzido
pela ativacao de células vivas é um processo de baixo custo e que produz resultados em
um curto intervalo de tempo. (MARTINS et al., 2013; SOARES et al., 2012). A clivagem
de MTT tem vérias propriedades desejaveis onde este é clivado por todas as células
metabolicamente ativas que sdo testadas, ndo por células mortas ou eritrécitos, assim a
quantidade de formazano gerada é diretamente proporcional ao nimero de células
(MOSMANN, 1983).

Outro ensaio bastante utilizado para avaliar a toxicidade ¢ o de avaliacdo da
toxicidade em Artemia salina que caracteriza-se por ser um teste de grau qualitativo,
rapido e de baixo custo. A Artemia € um microcrustaceo de agua salgada que é utilizado
como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de
aquaristas. A simplicidade deste bioensaio de toxicidade favorece sua utilizacdo rotineira
(SIQUEIRA et al., 1998).

Para finalizar os ensaios de toxicidade realizamos a avaliacdo da atividade
hemolitica. A hemolise caracteriza-se pela quebra de eritrdcitos no sangue que provoca a
liberacdo de hemoglobina e do contetdo intracelular das células para o plasma

circundante. A hemolise ¢ um fendémeno visivel, observada por uma coloragdo rosa
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avermelhada no plasma ou soro sanguineo, dependendo da concentracdo de hemoglobina
livre (a hemolise torna-se visivel a partir de ~ 0,20 g/ 1). (DOLCI e PANTEGHINI, 2014)

Para avaliar a atividade anticolinesterasica do CIOECS-BCD realizou-se 0S
testes de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase pelo método de Ellman, que é um método
extremamente sensivel e aplicavel a qualquer pequenas quantidades de tecido ou a baixas
concentragfes de enzima. O principio do método é a medicdo da taxa de producdo de
tiocolina e hidrélise da acetiltiocolina, pela reagdo continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-
2-nitrobenzoato, para produzir o anion de cor amarela acido 5-tio-2-nitrobenzdico
(ELLMAN et al., 1961)

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Estudo da citotoxicidade em 3 linhagens de células tumorais (Método do MTT)

As linhagens tumorais utilizadas, HL60 (leucemia pro-mielocitica), NCI-
H292 (cancer de pulmdo) e MCF-7 (cancer de mama) foram obtidas do Banco de células
do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e
atmosfera contendo 5% de COx.

A amostra, CIOECS-BCD 12:88, foi diluida em DMSO puro estéril. As linhagens
NCI-H292 (cancer de pulm&o) e MCF-7 (cancer de mama) foram plaqueadas na
concentragéo de 1 x 10° células/mL e a de HL60 (leucemia pro-mielocitica) foi plaqueada
na concentracdo de 0,3 x 10°. A amostra previamente dissolvida em DMSO foi diluida
em série no meio RPMI para obtencéo das concentracdes finais e adicionada em placa de
96 pocos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2a 37°C. Em
seguida, foram adicionados 25 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas
foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida ap6s dissolu¢do do precipitado com
DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm. Como padréo positivo utilizou-se
a doxorrubiciina, medicamento comumente utilizado para tratamento de cancer.

Para concentracdo Unica: Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras sem atividade, com pouca atividade
(inibig&o de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada (inibicao

de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade (inibicdo de
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crescimento variando de 75 a 100%). As amostras que apresentaram mais de 75% de
inibicdo seré calculado a CI50.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos
de confianca no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em triplicata em

dois experimentos independentes.

2.2 Avaliagao da toxicidade em Artemia salina

A toxicidade do complexo em Artemia salina foi realizada de acordo com o
método descrito por Meyer e colaboradores (1982) com modificacbes de Islam e
colaboradores (2012). Ovos (60 mg) de A. salina foram colocados em um béquer de 250
ml contendo agua do mar artificial (NaCl, 36 g/L) para eclodirem por 24 horas na
presenca de luz fluorescente. Apos a eclosao, dez A. salina foram transferidas para tubos
de ensaios contendo o CIOECS-BCD 12:88, nas concentracdes 10, 25, 50, 100 e
200 pg/mL. Um controle positivo (dicromato de potassio) foi realizado simultaneamente,
nas mesmas concentragdes. O experimento foi realizado em triplicata e repetido 3 vezes.
Apbs 24 horas de tratamento a temperatura ambiente, realizou-se a contagem dos
crustaceos que morreram e 0s dados expressos como percentagem de mortalidade pela

seguinte formula:

Mortalidade (0/0) = Nmm - N¢ x 10 / No,

no qual, Nmm € 0 nimero médio de A. salina que morreram, No é 0 nimero inicial de A.
salina que sobreviveram em cada concentracao e Ncrepresenta a mortalidade no controle
negativo. A CLso (concentracdo que mata 50% de A. salina) do complexo foi obtida por
regressdo de Probit a partir do software IBM SPSS STATISTIC 20 e indice de

mortalidade a partir do software GraphPad Prism 6.0.

2.3 Avaliagao da atividade hemolitica

Para avaliacdo da atividade hemolitica em eritrocitos de rato, foi utilizada a
metodologia descrita por Ugartondo e colaboradores (2009) com modificagbes. A
suspencdo de eritrocitos a 10% foi preparado de acordo com o procedimento descrito por
Girish e colaboradores (2012). Para verificar a capacidade hemolitica baseado na lise da
membrana celular, 100 puL do complexo de inclusdo diluido em PBS (Tampéo fosfato
salino: NaCl = 8 ¢g/L, KCI = 0,2 g/L, Na;HPO4 = 1,44 ¢g/L, and KH2PO4 = 0,24 ¢/L; pH
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7,4) nas concentragdes de 200, 100, 50, 25 e 10 nM foram adicionados em tubos de
ensaios contendo 300 pL de suspensdo de eritrdcitos (10% v/v, PBS). Apés agitacdo
suave, 0s tubos foram incubados a 37 °C por 120 minutos. Despois deste tempo,
2400 L de PBS foi adicionado a mistura reacional e subsequentemente os eritrocitos
foram precipitados por centrifugacdo (2500 rpm) durante 5 minutos. A magnitude da
hemolise foi determinada pela mensuracdo da absorbancia do sobrenadante usando um
espectrofotdmetro em 540 nm. Dois controles foram utilizados no presente estudo, sendo
0 PBS como controlo negativo e o Triton X-100 (200, 100, 50, 25 e 10 nM)

2.4 Teste qualitativo de inibigdo da enzima acetilcolinesterase

A amostra CIOECS-BCD 12:88 foi dissolvida em metanol para se obter uma
concentracdo de 10 mg/mL. Entdo aplicou-se 1,5-2,5 ul de cada amostra numa placa de
silica gel e seguidamente eluida em cloroférmio: metanol 9:1. Apds a placa ser preparada
a atividade inibitdria serd detectada utilizando revelador baseado no método de Ellman.
A placa sera pulverizada com DTNB (acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzéico)/ATCI (lodeto
de acetiltiocolina) (1 mM DTNB e 1 mM ATCI em tampdo tris) até que haja saturacédo
com o reagente, mas ndo tanto para escorrer. Depois de seca por 3-5 minutos pulveriza-
se com 5 units/mL da enzima (ELLMAN, etal., 1961; INGKANINAN et al., 2000; RHEE
etal., 2001). A enzima é adquirida liofilizada e sua manipulagdo dar-se-a em tampdo tris-

hidroximetil aminometano a pH 8.

2.5 Teste quantitativo de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase

Pesou-se 1 mg do CIOECS-BCD, adicionou-sel mL de solugdo tampéo 50mM
Tris-HCI, pH8, 10% de metanol, retirou-se 500uL de amostra e completou o0 volume com
500uL de solucao tampao 50 mM Tris-HCI, pH8,10% de metanol e assim sucessivamente
para obtencédo de 5 solucbes de concentracdes diferentes (1 mg / mL; 0,5 mg / mL; 0,25
mg / mL; 0,125 mg/ mL; 0,0625 mg / mL) em triplicataS e diluidas a partir da primeira.
Retirou-se da primeira amostra 100uL e transferiu-se para um tubo de ensaio (realizar em
triplicata para cada concentragdo). Adicionou-se 100uL da enzima 10U com tampao e
albumina, em todos os tubos de ensaio e posteriormente 200uL de tampdo 50mM Tris-
HCI, pH8, 0,1% BSA, em todos os tubos de ensaio.

Preparo do branco: adicionou-se em um tubo de ensaio 100pL de 50mM Tris-
HCI, pH8, 10 % metanol e 300uL de Tris-HCI, 50mM, pH8, 0,1% BSA.
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Em seguida as amostras foram aquecidas em banho maria, ao retirar as amostras
do banho acrescentou-se 500uL de solucdo tampdo com DTNB+NaCl+MgClo.
Transferiu-se as amostras para a cubeta de quartzo e acrescenta-se 100pL de solugéo
tampé&o com iodeto de acetilcolina. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 425
nm, o teste foi monitorado durante um periodo de 5 min. A neostigmina foi utilizada como

controle positivo, nas mesmas concentra¢ées do CIOECS-BCD.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo da citotoxicidade em 3 linhagens de células tumorais (Método do MTT)

A citotoxicidade é um complexo fenbmeno in vivo que pode desencadear uma
gama de efeitos desde uma simples morte celular a aberragcdes metabolicas com mudancas
funcionais (MARTINS et al., 2013).

Anédlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de
10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e
barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

A partir da analise dos resultados (Tabela 1), observa-se que o CIOECS-BCD
12:88, ndo inibiu os tumores das linhagens em estudo pelo método do MTT, onde mesmo
apresentando atividade moderada perante a HL60, mas fora bem abaixo do padrédo
positivo a doxorrubicina, podendo ser caracterizado como atdxico. Este resultador ¢

promissor visto que ndo hé interesse que o complexo seja citotoxico (MOSMANN, 1983).
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Tabela 1. Percentual de inibicdo em concentracdo Unica do crescimento celular das

amostras em trés linhagens tumorais e seu intervalo de confianca.

- 88,4 115 62,2 0,7 80,0 0,4

Sem Sem Sem Sem 55,8 16,3
atividade atividade atividade atividade

* Doxorrubicina: controle positivo

3.2 Avaliacéo da toxicidade em Artemia salina

O dicromato pode ser usado como padrédo nos teste de Artemia salina, onde
mesmo em baixas concentracdes possui alta toxicidade perante o crustaceo (SHAKIR et
al., 2012). Segundo Meyer et al. (1982) o grau de toxicidade e a dose letal média, DL50,
apresentada por extratos e fraces de plantas sobre larvas de A. salina, sdo: DL50 > 1000
Hg/mL sdo atdxicos, entre 500 < DL50 < 1000 pg/mL baixa toxicidade e DL50 < 500
pg/mL altamente toxico, assim a amostra testada apresenta atoxicidade frente ao teste
realizado. Na tabela 2 o indice de mortalidade da amostra é bastante inferior ao controle
positivo, assim apresentou nas estatisticas CLso acima de 1000. Este resultado é bastante
promissor, visto que o CIOECS-BCD que nos impulsiona para elaboracdo de um
fitomedicamento para o tratamento da Doenca de Alzheimer, ndo pode apresentar sinais

de toxicidade.

Tabela 2. Avaliacdo da toxicidade em Artemia salina.

88,88 (+23,9)

>1000
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llustracéo 1. indice de motalidade da avaliacdo da toxicidade em Artemia salina.
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3.3 Teste de hemolise

O Triton X-100 (TX100) é um tensoativo ndo i6nico amplamente utilizado na lise
de células para extrair proteina e outras organelas celulares ou para permeabilizar a
membrana da célula viva para a transfeccdo. No entanto, se grandes quantidades sdo
adicionados ou as células sao sujeitas a uma exposicado prolongada a TX100, as células
podem morrer, devido a essa caracteristica o Triton pode ser usado como padrdo positivo
em testes de hemolise (KOLEY e BARD, 2010).

O resultado da atividade hemolitica (llustracdo 2), mostra que o0 CIOECS-BCD ¢é
atoxico com atividade hemolitica em torno de 10%, em relacdo ao padrdo positivo de
Triton-X com atividade de 100%. Devido a baixa atividade hemolitica este composto
pode vir a ser utilizado em farmécia para futuras formulagdes farmacéuticas solidas (GUL
etal., 2014).

llustracéo 2. Atividade hemolitica do complexo de inclus&o.
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3.4 Teste qualitativo de inibigdo da enzima acetilcolinesterase

Plantas que tem demonstrado potencial atividade anticolinesterasica, também
apresentam, atividade anti-inflamatoria, antioxidante e outras atividades farmacoldgicas
relevantes sendo potencialmente de interesse para o uso clinico de doenca de Alzheimer,
destacando a espeécie Citrus sinensis (laranjeira) (KHALED et al., 2014)

O resultado qualitativo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase em
cromatografia em camada delgada (CCD ) mostrou que CIOECS-BCD inibiu
significativamente a enzima pelo aparecimento de um fundo amarelo na placa com
manchas brancas ao redor da amostra que foram visiveis ap6s cerca de 5 minutos, como
mostra a llustracdo 2 (ELLMAN, et al., 1961; INGKANINAN, et al., 2000; RHEE et al.;
2001).

llustragdo 3. Placa de CCD/Ensaio de CCD/AChE; Circulo verde: CIOECS-BCD/

Circulo Azul: Padrédo Caféina

3.5 Teste quantitativo de inibigdo da enzima acetilcolinesterase

Os resultados da inibicdo quantitativa da acetilcolinesterase para O CIOECS-BCD
promissora atividade em ambos os testes, o valor de Clso determinado fora de Clso=0,310
x 108 pg / mL com limites de 95% entre 0,248 e 0,396 mg / mL). A concentracdo de
inibicdo de 50% (Clsp) foi testado a partir de cinco diferentes concentragdes (1 mg / mL;
0,5mg/mL; 0,25 mg/ mL; 0,125 mg/ mL; 0,0625 mg/ mL) em triplicata, este resultado
mostra que o complexo tem potencial de inibicdo superior ao de medicamentos utilizados
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usualmente para o Alzheimer, como o controle positivo neostigmina (Clso = 1,87 ug /
mL) (KHALED et al., 2014), bem como o gréfico de probitos tem a tendéncia de uma
reta (llustracdo 4). Este resultado corrobora com o fato de que a industria farmacéutica
precisa buscar novas alternativas de origem natural, ndo somente para o Alzheimer, mas
tamém para outras Doencas Neurogenerativas, ja que estas afetam grande parte da

populagéo idosa mundial.

llustracdo 4. Analise de Probitos da IC50 do complexo de inclusédo

Probit Transformed Responses
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4 CONCLUSAO

O CIOECS-BCD nao apresentou sinais de citoxicidade a partir do teste do MTT e
mostou-se atdxico nos testes de Artemia salina e hemolise, bem como inibiu
qualitativamente e quantitativamente a enzima acetilcolinesterase. Assim, a amostra
mostra-se incialmente segura como uma alternativa de interesse para futuros

medicamentos para pacientes com Alzheimer ou outras doengas neurodegenerativas.
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Obtencdo de uma formulacdo farmacéutica a partir do complexo de inclusdo do 6leo
essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck e suas aplicagdes com B-ciclodextrina e suas
aplicacdes na terapia da Doenga de Alzheimer.

REIVINDICACOES

1. “PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM B-ciclodextrina E
SUAS APLICACOES EM FORMULACOES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER”. Produto natural, caracterizado por o 0leo
essencial apresentar acdo inibitoria da enzima acetilcolinesterase in vitro e in vivo.

2. “PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM p-ciclodextrina E
SUAS APLICACOES EM FORMULACOES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER?” produto natural da reivindicacdo 1, sendo que este
6leo essencial caracterizado por ser apresentada na forma seca, semi-sélida, liquida e/ou
obtida por meio de qualquer solvente ou solucéo extrativa, independente das proporgdes

entre os solventes.

3. “ PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM B-ciclodextrina E
SUAS APLICACC)ES EM FORMULAC@ES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER” produto natural das Reivindicages 1 e 2,
caracterizado por ser obtido por meio de qualquer técnica ou processo de semi-sintese

e/ou sintese.

5. “PREPARAGCAO E CARACTERIZAGAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM g-ciclodextrina E
SUAS APLICACOES EM FORMULACOES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER”. ” produto produto natural da Reivindicacao 2,
caracterizado por se apresentar na forma seca, pode ter sido obtido por meio do processo
de secagem do produto sintético por meio de qualquer processo viavel de secagem da

fracdo e que possua ou ndo qualquer excipiente sélido como carreador.

6. “ PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM p-ciclodextrina E
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SUAS APLICACOES EM FORMULACOFS FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER”. pro 213 itural da Reivindicacdo 1, caracterizado
por veiculado em qualquer apresentacdo farmacéutica, esteja esta na forma de produtos
farmacéuticos solidos, semi-solidos e/ou liquidos, estéreis ou ndo, independente da via de
administracdo, posologia, concentracdo do produto sintético na formulacdo e forma de

liberacdo dos ativos (liberagdo imediata, liberagdo controlada, e etc.).

7. “PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM p-ciclodextrina E
SUAS APLICAGCOES EM FORMULAGOES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER”. ” produto farmacéutico da Reivindicagdo 6,
caracterizado por apresentar a acdo farmacologica de interesse quando isolado ou
qguando associado a qualquer outro farmaco (sintético, semissintético, fitofarmaco,
mineral, bioldgico, biotecnoldgico ou fitoterapico) que potencialize a acgdo

anticolinesterasia in vitro e/ou in vivo.

8. “ PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM p-ciclodextrina E
SUAS APLICAQC)ES EM FORMULACOES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER”, produto farmacéutico da Reivindicagdo 7,
caracterizado por uso humano que pode ser destinado a administracdo pediatrica, adulta

ou geriatrica.

9. “ PREPARACAO E CARACTERIZAGAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM B-ciclodextrina E
SUAS APLICACOES EM FORMULACOES FARMACEUTICAS NA TERAPIA
DA DOENCA DE ALZHEIMER”, produto farmacéutico da Reivindicagdo 6,
caracterizado por tratar apraxias construtivas, agnosias e disturbios afasicos, bem como
outras doencas onde os disturbios das func¢Bes cognitivas responda pela fisiopatologia

inerente.
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RESUMO
PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO
OLEO ESSENCIAL DE Citrus sinensis (L.) Osbeck COM B-ciclodextrina E
SUAS APLICACOES EM FORMULACOES FARMACEUTICAS NA
TERAPIA DA DOENCA DE ALZHEIMER”.

A presente invencdo referente a aplicacdo 6leo essencial extraido das folhas de
Citrus sinensis e o complexo de inclusdo deste com a B-ciclodextrina com potencial
aplicacdo como inibidores da enzima acetilcolinesterase e os métodos para obtencédo dos
mesmos. O Gleo essencial ou seu complexo podem ser de utilidade no tratamento da
doenga de Alzheimer, podendo ser administrados como formulagfes farmacéuticas
convencionais ou como preparacgdes transdermais de liberacdo controlada. A presente
invencédo referente especificamente a atividade anticolinesterasica in vivo e in vitro do
0leo essencial das folhas de C. sinensis e elaboracdo do complexo de inclusdo e a sua
aplicacdo em formulacéo de produto(s) farmacéutico(s) para o prevencao e/ou tratamento
do Mal de Alzheimer, doenca associada a reducdo de neurotransmissores cerebrais,

principalmente a acetilcolina.

Comprovou-se a formacdo do complexo do 6leo essencial de Citrus sinensis com
a B-ciclodextrina através de analises espectroscdpicas. Comprovando em estudos
preliminares que o Oleo essencial de C. sinensis inibe significativamente a
acetilcolinesterase e melhora significativamente a memoria dos animais. Estudos futuros
visam analisar este complexo de inclusédo que serdo administrados em ratos para comparar

com resultados do 6leo essencial administrado in natura nestes animais.
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JUSTIFICATIVA

A presente invencgéo trata da elaboracdo de um complexo de incluséo (CE) com o
agente complexante B-ciclodextrina e o 6leo essencial (OE) de Citrus sinensis ( L.)
Osbeck, uma espécie conhecida popularmente como laranja, que apresenta algumas
atividades relevantes a saber: sedativa e hipnotica. O dleo essencial de C. sinensis
apresenta potencial aplicagdo como inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) e a
métodos para obtencdo dos mesmos. O complexo de inclusdo pode ser de utilidade no
tratamento da doenca de Alzheimer, podendo ser administrados como formulagdes
farmacéuticas convencionais ou como preparacdes transdermais de liberacdo controlada.
A presente invencao trata especificamente a elaboragédo do complexo de inclusdo com o
6leo essencial de C. sinensis presente nas folhas da planta e a sua aplicacdo em
formulacdo de produto(s) farmacéutico(s) para o prevencdo e/ou tratamento do Mal de
Alzheimer, doenca associada a reducdo de neurotransmissores cerebrais, principalmente

a acetilcolina.



