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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma enfermidade sem tratamentos efetivos, caracterizada pela
morte de neurbnios dopaminérgicos na substéncia negra parte compacta que se relaciona a
eventos celulares como a neuroinflamacéo e estresse oxidativo. Diante da lacuna terapéutica
na DP, a Tradescantia spathacea (T.spathacea) é uma herbacea com ac¢do neuroprotetora
que, se associada a nanotecnologia, pode ser uma potencial estratégia para reducao da
limitacdo farmacocinética, eficaz entrega medicamentosa ao cérebro e atenuacgdo de efeito
sedativo. Objetiva-se avaliar o efeito neuroprotetor de nanoparticulas de silica veiculadoras
de biocompostos T. spathacea (NPSiO,-TS), em modelo pré-clinico para estudo da DP. Foi
realizada obtencéo do extrato aquoso de T. spathacea (EATS) por infusédo e caracterizacéo
do mesmo quanto ao rendimento global, quantitativo de acidos fendlicos e flavonoides totais.
Posteriormente foram formuladas nanoparticulas de silica (NPSiO.) e NPSIiO.-TS (10 e 30
mg/kg). As NPSIO,, NPSIO,-TS e EATS foram caracterizadas quanto a morfologia,
termogravimetria (TG) e grupos funcionais por Espectroscopia de infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). O estudo in vivo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso Animal da Universidade Tiradentes (n° 020919). Ratos adultos Wistar (180-250 @)
receberam microinjecao intraestriatal de solugéo salina contendo acido ascorbico (0,02%) ou
6-hidroxidopamina (6-OHDA, 20 pg/3uL) no ndcleo estriado. Os grupos (n=7) experimentais
foram: Controle (solugdo salina/NPSIO,); Lesdo (6-OHDA/NPSIO,); NPSIO-TS (6-
OHDA/NPSIO2-TS 10 mg/kg e 30 mg/kg). Os tratamentos foram administrados por via
intranasal (30 uL) diariamente durante 15 dias. Para avaliagcéo funcional, foram utilizados os
testes de campo aberto (10° dia, avaliagdo do numero médio de comportamentos de crossing,
rearing, bolos fecais e auto-limpeza) e cilindro (14° dia, porcentagem de toques contralaterais
a lesdo). No 15° dia foi realizada eutanasia. Foi realizada imunohistoquimica para avaliagdo
da expressdo da tirosina hidroxilase (TH), e da expressado astrocitaria (GFAP). Foi utilizado o
software Graph Pad Prism versédo 8.0, considerando p<0,05. O EATS apresentou 21,9 +
0,43% de rendimento, 16,3 + 1,3 mg AgE/g, 2,7 £0,79 mg RE/g. As NPSIiO,-TS apresentaram
morfologia esférica com aglomerados de EATS (30 nm a 1 um). A avaliagdo por TG mostrou
perda de 14,5% de massa e observou-se através de FTIR estiramentos dos grupos silanois,
siloxanos, hidroxila e carbonila, sendo as duas Ultimas bandas associados a presenca de
fendis, flanovoides e cumarinas. Nos testes comportamentais, o grupo 6-OHDA apresentou
reducdo significativa nas médias de crossing e rearing e aumento de namero de bolos fecais
quando comparado ao grupo controle, enquanto os animais tratados com NPSiO,-TS 30
apresentaram recuperacdo funcional, com aumento significativo no crossing e redugéo da
defecacdo em relacdo ao grupo 6-OHDA. No teste de cilindro, os grupos controle e NPSIiO-
TS 30 apresentaram uso adequado dos membros superiores (porcentagem de toques
contralaterais acima de 50%). A analise histolégica evidenciou que as NPSIO.-TS 30
proporcionaram preservacado significativa de neurénios dopaminérgicos e fibras estriatais,
assim como atenuacdo da resposta astrocitaria. Conclui-se que as NPSIiO.-TS 30
apresentaram efeito neuroprotetor frente a lesdo da via nigroestriatal apés lesdo por 6-OHDA.

Palavras-chave: Administracdo intranasal; Commelinaceae; Doenca de Parkinson;
Polifendis; Sistemas de liberacdo de farmacos por nanoparticulas.



18

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a pathology without effective treatments, characterized by the
death of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta, which is related to
cellular events such as inflammation and oxidative stress. Given the therapeutic gap in PD,
Tradescantia spathacea (T.spathacea) is an herb with neuroprotective action that, when
associated with nanotechnology, can be a potential strategy to reduce pharmacokinetic
limitation, effective drug delivery to the brain and attenuation of the sedative effect. The aim is
to evaluate the neuroprotective effect of silica nanoparticles carriers of T.spathacea
biocompounds (NPSiO,-TS), in a preclinical model of PD. The aqueous extract of T. spathacea
(AETS) was obtained by infusion and its characterization in terms of overall yield, quantity of
phenolic acids and total flavonoids. Subsequently, silica nanoparticles (NPSiO2) and NPSiO2-
TS (10 and 30 mg/kg) were formulated. The NPs were characterized in terms of morphology,
thermogravimetry (TG) and functional groups by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR). The study in vivo was approved by the Ethics Committee on Animal Use of Tiradentes
University (n° 020919). Adult Wistar rats (180-250 g) received intrastriatal microinjection of
saline solution containing ascorbic acid (0.02%) or 6-hydroxydopamine (6-OHDA, 20 ug/3uL)
into the striatum nucleus. The experimental groups (n=7) were: Control (saline
solution/NPSiOy); Lesion (6-OHDA/NPSIO,); NPSIO.-TS (6-OHDA/NPSIO.-TS 10 mg/kg and
30 mg/kg). Treatments were administered intranasally (30 uL) daily for 15 days. For functional
evaluation, open field (10th day) and cylinder (14th day) tests were used. On the 15th day,
euthanasia was performed. Immunohistochemistry will be performed for tyrosine hydroxylase
(TH) and astrocytic expression (GFAP). Graph Pad Prism version 8.0 software was used,
considering p<0.05. The AETS obtained by infusion showed 21.9 + 0.43% yield, 16.3 + 1.3 mg
AgE/qg, 2.7 £ 0.79 RE/g. The NPSiO2-TS showed spherical morphology with EATS clusters (30
nm to 1 um), in the TG they lost 14.5% of mass and in the FTIR they showed stretching of the
silanois, siloxanes, hydroxyl and carbonyl groups, the last two bands being associated with the
presence of phenols, flavonoids and coumarins. In behavioral tests, the 6-OHDA group
showed a significant reduction in crossing and rearing, and an increase in fecal boluses when
compared to the control group. While the animals treated with NPSIO.-TS 30 showed a
significant increase in crossing and a reduction in defecation compared to the 6-OHDA group.
In the cylinder test, the control and NPSIO»-TS 30 groups showed a percentage of contralateral
touches above 50%. The NPSIO2-TS 30 provided significant preservation of dopaminergic
neurons and striatal fibers, as well as attenuation of the astrocytic response. It is concluded
that NPSiO2-TS 30 showed a neuroprotective effect against injury to the nigrostriatal pathway
after 6-OHDA injury, being effective in this preclinical model for the study of PD.

Keywords: Administration intranasal; Comelinaceae; Parkinson’s disease; Polyphenols;
Nanoparticle drug delivery system.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa em
prevaléncia mundial (REICH; SAVITT, 2019). E caracterizada pela perda de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra parte compacta, ocasionando reducdo de dopamina nos
terminais pré e pds-sinapticos do nucleo estriado dorsal (RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).
Como resultado, observam-se sintomas como bradicinesia, instabilidade postural, tremor em
repouso, rigidez muscular, disfagia, dislalia e distarbios sensoriais (BLOEM, OKUN, KLEIN;
2021).

Sabe-se que a morte neuronal pode estar relacionada a eventos celulares como a
neuroinflamacdo e o estresse oxidativo. A neuroinflamacéo relaciona-se a uma cascata de
efeitos deletérios para os neurénios dopaminérgicos, mediada pela migracéo desordenada de
células da glia, principalmente astrécitos e microglia (KAUR et al., 2018). A reacdo astrocitaria
de forma desordenada interfere no suporte estrutural e metabdlico dos neurdnios,
transmissdes sinapticas, producéo de moléculas neurotréficas, na barreira hematoencefalica
e no auxilio & microglia na resposta imune (BOOTH et al., 2017).

Proveniente da cascata neuroinflamatoria, a sintase de 6xido nitrico também interfere
na morte neuronal devido a producéo de radicais hidroxilas e, consequentemente, de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) como o peroxinitrito (LIU; LIANG; SOONG, 2019). O aumento
na produgdo de ERO’s pode induzir morte neuronal e oxidacdo dopaminérgica devido ao
desequilibrio no potencial de oxidag¢ao-reducéo (redox) das células (BISWAS; ALEXANDER;
FRANCIS, 2022). Considerando que a alta atividade metabdlica neuronal pode culminar em
maior produgédo de ERO’s e que a regido da substancia negra parte compacta (SNpc) possui
vasto contetdo de espécies oxidaveis, como a dopamina, e teor reduzido de antioxidantes
enddgenos, como a glutationa, esta regido mostra-se particularmente vulneravel a cascata
neuroinflamatdria que contribui para a degeneragdo dopaminérgica na DP (TRIST; HARE;
DOUBLE, 2019).

O medicamento “padrao-ouro” para tratamento sintomatico da DP, a L-3,4-
dihidroxifenilalanina, conhecida por Levodopa, visa a atenuacdo dos sintomas motores
(ELSWORTH, 2020). Este medicamento promove beneficios significativos sobre os sintomas
da DP, todavia, aproximadamente 80% dos pacientes desenvolvem efeitos adversos como as
discinesias e as flutuacbes motoras no estagio avancado da patologia (KWON et al., 2022).
Além dos efeitos indesejados, a Levodopa apresenta baixa disponibilidade ap6s
administracéo por via oral e baixa captacdo cerebral (HOON et al., 2017).

Diante desta lacuna no tratamento da DP, é imprescindivel o desenvolvimento de
novas taticas terapéuticas, onde os agentes antioxidantes exégenos provenientes de extratos
vegetais podem representar uma alternativa exitosa. A Tradescantia spathacea (T.

spathacea), popularmente conhecida como abacaxi-roxo, € uma herbacea pertencente a
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familia Commelinaceae, endémica da América Central e de facil cultivo (GONZALEZ-AVILA
et al., 2003). Possui em sua composicdo quimica classes de compostos que estdo associados
a acdo antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora, como acidos fendlicos, flavonoides,
cumarina, iridoide, entre outros (SANTOS, 2021). A atividade antioxidante dos compostos
bioativos da T. spathacea foi considerada alta, com capacidade de eliminar radicais livres
semelhante ao tocoferol e maior que o acido ascorbico (GONZALEZ-AVILA et al., 2003).

Em modelo pré-clinico para estudo da DP, o extrato aquoso desta herbacea
apresentou agdo neuroprotetora frente a agdo da toxina 6-OHDA em ratos da linhagem Wistar,
sendo capaz de atenuar sintomas motores, proteger neurdnios dopaminérgicos e fibras
estriatais, assim como reduzir a reacao astrocitaria. Entre as doses administradas (10, 30 e
100 mg/kg), a dose de 100 mg/kg forneceu maior neuroprotecao, no entanto provocou efeito
ansiolitico e sedativo nos roedores (LOPES, 2024), havendo assim a necessidade de
otimizacéo das doses estudadas.

Considerando a possibilidade de veiculagdo de compostos bioativos em
nanomateriais, os sistemas de liberacdo controlada de farmacos podem ser alternativas
promissoras. Os nanomateriais, a base de silica em especial, vem sendo explorados devido
a suas estruturas porosas que permitem uma ampla quantidade de canais vazios, facilitando
a adsor¢do ou encapsulamento de quantidades de biocompostos (NARAYAN et al., 2018).

Caracteristicas como extensa area de superficie, grande volume de poro e tamanho
de poro ajustavel sdo de interesse para o desenvolvimento de materiais para veiculagédo
medicamentosa ou de biocompostos presentes em extratos de materiais vegetais. Essas
caracteristicas e capacidade de funcionalizacdo na superficie dos poros tornam as
nanoparticulas (NP) de silica ideais como plataformas nanocarreadoras (RIZK et al., 2018;
CIOBANU et al., 2019).

Considerando que o provavel mecanismo de morte neuronal na DP esté relacionado
a cascata neuroinflamatoria e apoptose por estresse oxidativo (KAUR et al., 2018), que o
extrato aquoso de T. spathacea proporciona protecao de neurénios dopaminérgicos e reducao
da expressado astrocitaria, porém requerendo alta dose de administracao que leva a efeito
adverso sedativo (LOPES, 2024), que as nanoparticulas de silica sdo eficazes na adsorcéo
de biocompostos e sdo plataforma nanocarreadoras eficazes (CIOBANU et al., 2019), e que
a via intranasal mostra-se uma alternativa ndo invasiva pacientes com disfagia, suscita-se que
as nanoparticulas de silica veiculadoras extratos de T. spathacea administradas por via
intranasal poderdo otimizar e contribuir para a neuroprotecdo frente a lesdo da via
nigroestriatal dopaminérgica e, dessa forma, representar uma possivel alternativa terapéutica

a se considerar para a DP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito neuroprotetor do tratamento intranasal com nanoparticulas de
silica veiculadoras de biocompostos da T. spathacea em modelo pré-clinico para estudo da

doenca de Parkinson.

2.2. Objetivos especificos

= Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de silica e nanoparticulas de silica veiculadoras
de biocompostos da T. spathacea;

= Avaliar modificacdes funcionais apos a lesdo por 6-hidroxidopamina, em funcdo dos
tratamentos, utilizando teste de comportamento;

= Avaliar, histologicamente:
o aextensdo da perda de neurbnios dopaminérgicos;
o apreservacao de fibras estriatais;
o as modificacdes na expressao astrocitéria;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Nucleos da base

Os nucleos da base (NB) (representados na figura 1) sdo um conjunto de estruturas
interligadas com localizacdo subcortical, compreendendo o estriado (nlcleo caudado e
putamen), globo palido externo (GPe) e interno (GPi), nlcleo subtalamico (NST), substancia
negra parte compacta (SNpc) e reticulada (SNr). Essas estruturas formam um complexo
circuito que controla a transmisséo de sinais neurais no cortex pré-frontal, funcionando de
forma dindmica. O nucleo estriado desempenha um papel crucial nesse circuito, uma vez que
recebe projecdes de todo o cortex e prioriza a transmissao de sinais para o cortex pré-frontal
(PIERCE; PERON; 2020).

" Cortex
Nucleo __ % -

caudado e

Putamen ~ ;‘
Sustancia

negra

Globo palido

Nucleo subtalamico

Figura 1: Representacéo gréfica de corte coronal do cérebro ilustrando os ndcleos da base e o cértex.
Adaptado de Wu et al. (2018).

A teoria mais amplamente aceita sobre a organizacdo dos nucleos da base (NB) € o
sistema de duas vias, direta e indireta, que funcionam em equilibrio funcional, permitindo a
facilitagdo e inibicho do movimento, respectivamente, dependendo do fluxo em que a
dopamina estd agindo (MCGREGOR; NELSON, 2019).

Na via direta, em condicdes fisiolégicas, os neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra parte compacta (SNpc) enviam dopamina para o nucleo estriado, onde os neurbnios
estriatais expressam receptores dopaminérgicos do tipo D1, que, por meio de estimulos
inibitérios GABAérgicos, inibem o globo palido interno (GPi) e a substancia negra parte
reticulata (SNr). Isso leva a desinibicdo do talamo, que por sua vez ativa o cOrtex cerebral por

meio de estimulos excitatorios glutamatérgicos. Na via indireta, os receptores dopaminérgicos
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do tipo D2 deixam de inibir o globo palido externo (GPe), que, por sua vez, inibe o nicleo
subtalamico (NST) por meio de estimulos inibitérios GABAEérgicos, resultando em uma
diminuicdo da excitacdo do GPi e SNr e, assim, mantendo a excitacdo do talamo. O talamo,
por sua vez, estimula o cértex cerebral por meio de estimulos excitatorios glutamatérgicos
(BOSTAN; STRICK, 2018).

Na doenca de Parkinson ocorre a morte de neurénios dopaminérgicos, resultando na
inibicdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 na via direta, o que leva a perda da inibicdo
do GPi e SNr. Consequentemente, o tdlamo e o coértex cerebral sdo estimulados. J& na via
indireta, os receptores D2 sdo excitados, 0 que resulta na inibicdo do GPe por estimulos
inibitérios GABAEérgicos. Isso leva a liberagdo do NST, que estimula o0 GPi e SNr por estimulos
excitatérios glutamatérgicos. O GPi e SNr, por sua vez, inibem o talamo por estimulo
GABAEérgico, reduzindo assim a estimulagéo do cortex cerebral (figura 2) (FERRAZOLI et al.,
2018).

FISIOLOGICO DOENCA DE PARKINSON
v
CPu
DA DA
==p- ACAO EXCITATORIA
== ACAO INIBITORIA

NST @ ACAO DESINIBITORIA

GPi/SNr GPi/SNr

TALAMO TALAMO
) E—

Figura 2: Modelo simplificado das vias direta e indireta dos nucleos da base, com esquema fisioldgico
e na doenga de Parkinson. DA = Dopamina, D1 e D2 = Receptores D1 e D2, CPu = Putdmen e caudado,
SNc e SNr = Substancia negra parte compacta e reticulada; GPe e GPi = Globo palido externo e interno,
NST = nucleo subtalamico. Adaptado de Metin e $Sengdr (2015).

3.2 Doenga de Parkinson
3.2.1 Fisiopatologia
Atualmente é a segunda doenca neurodegenerativa mais prevalente no mundo, sendo

menor apenas que a doencga de Alzheimer (DORSEY et al., 2018). Segundo o ultimo estudo

de Carga global da doenga (GBD, 2019), a prevaléncia mundial vem aumentando, em 2016 a
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patologia ja atingia mais de 6,1 milhGes de pessoas, mais que o0 dobro quando comparada
aos anos 90, onde 2,5 milhdes de individuos ja tinham o diagndstico de DP.

A DP é uma desordem neurodegenerativa e estd associada a morte de neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra parte compacta, que vai ocasionar a reducdo de
dopamina nos terminais pré e pds-sinapticos do estriado dorsal (REICH; SAVITT, 2019). Outra
caracteristica marcante na DP é a presenca de inclusbes intracelulares da proteina a-
sinucleina, os corpos de Levy e neurites de Levy (figura 3) (HAYES; 2019).

Fisiolégico Doenca de Parkinson
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Figura 3: llustracdo compara SNpc em situacéo fisiolégica e na doenga de Parkinson (DP), onde na
SNpc de um individuo com DP pode ser observada redu¢éo de neurdnios dopaminérgicos nos terminais
pré e pos-sinapticos em relagdo a um individuo saudavel, além da visualizacdo de agregados de
proteina a-sinucleina formando corpos de Levy. Adaptado de National Institute of Neurological
Disorders and Stroke National Institutes of Health (2020).

Embora a etiologia da doenca de Parkinson (DP) ainda ndo esteja completamente
elucidada, estudos sugerem que o envelhecimento, fatores ambientais e genéticos podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. A
morte neuronal associada a DP pode ser desencadeada por cascatas moleculares e eventos
celulares, tais como o acumulo de proteinas, neuroinflamacao, estresse oxidativo e disfuncéo
mitocondrial (BLOEM, OKUN, KLEIN; 2021).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) geradas pelo aumento da producéo intracelular dessas espécies ou pela diminuicdo
da capacidade antioxidante end6gena. Em altos niveis, as EROs podem ser prejudiciais,
levando a apoptose celular, devido a contribuicao para o desequilibrio do potencial oxidacéo-
reducéo (potencial redox) nas células (BISWAS; ALEXANDER; FRANCIS, 2022).

A neuroinflamacéo e o estresse oxidativo estdo inter-relacionados, mas desempenham
fungbes independentes na DP. A migracdo desordenada de células da glia, principalmente
astrécitos e microglia, foi observada em estudos post-mortem dessa patologia. Essas
modificagbes podem ter um efeito deletério nos neurdnios dopaminérgicos, mas 0s
mecanismos subjacentes ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Postula-se que, apos
injuria priméria de origem genética ou ambiental, a reagdo glial contribui para a degeneracdo

dos neurénios dopaminérgicos (KAUR et al., 2018).
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Do ponto de vista fisiolégico, as células gliais sdo capazes de modular a formacéao de
radicais livres, a liberacdo de glutamato em processos de excitotoxicidade, a restauracdo de
lesbes na barreira hematoencefdlica e o estabelecimento de neurovascularizacdo e
neurogénese. No entanto, o excesso ou desregulacdo da reagdo astrocitaria pode interferir
no suporte estrutural e metabdlico dos neurdnios, nas transmissdes sindpticas, na producao
de moléculas neurotréficas, na barreira hematoencefalica e na colaboragcdo com a microglia
na resposta imune. A resposta imune glial favorece a liberagdo do TNF-a, o que leva a
liberacdo de radicais livres e a ativacdo de proteinas, como a iINOS e as interleucinas pro-
inflamatérias (IL-1a e IL-18) (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019; KAM et al., 2020).

A disfun¢d@o mitocondrial do complexo | da cadeia de transporte respiratorio tem sido
identificada como um fator que leva a seletiva degeneracao, especialmente na substancia
negra. A disfuncdo mitocondrial pode aumentar a formacao de radicais livres e superéxido,
levando ao estresse oxidativo por meio da superoxido dismutase (SOD) (JANKOVIC; TAN;
2020).

3.2.2 Manifestagdes clinicas

Embora a DP seja amplamente conhecida como um distirbio de movimento, onde séo
conhecidos os sintomas motores cardinais (bradicinesia, instabilidade postural, tremor em
repouso e rigidez muscular), existem manifesta¢des clinicas ndo motoras que precedem o0s
sintomas classico, como a constipagdo, hipotensdo ortostatica, disfuncdo urinaria
(incontinéncia ou retencdo), ansiedade, depressdo, deméncia, dor e disturbios de sono
(TOLOSA, et al., 2021). Estimativas indicam que ocorre uma deplecéo de aproximadamente
80% da via nigroestriatal dopaminérgica até o surgimento dos sintomas motores cardinais, no
entanto, os sintomas n&do motores costumam preceder os motores na fase prodrémica (figura
4) (BLOEM, OKUN, KLEIN; 2021).

Inicialmente, ha uma perda fisiolégica de neurdnios devido ao envelhecimento e
fatores de risco para a patologia, como fatores genéticos e histérico familiar. Essa perda
continua na fase prodrémica e se intensifica na fase clinica, na qual o diagnéstico geralmente
é realizado e as manifestacdes motoras tém uma gravidade elevada (HEINZEL et al., 2016).
A DP tem um impacto financeiro consideravel devido a gama de complicacées que acometem
seus portadores (BACH et al., 2012).
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Figura 4: Esquema representativo em forma de linha do tempo das manifestacdes clinicas da DP na
fase prodrémica e fase clinica, onde pode ser observada a evolugdo dos sintomas motores e nao
motores de acordo com a severidade da patologia. Adaptado de Jankovic; Tan, 2020.

3.2.3 Modelos experimentais da doenca de Parkinson

Uma proporgéo significativa do conhecimento atual sobre a fisiopatologia e tratamento
da DP decorre de modelos in vivo, com énfase no uso de mamiferos para estudo da patologia.
Estes modelos tém uma importancia fundamental pois possibilita investigacdo da patologia e
0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (TRIGO-DAMAS et al., 2018).

Os modelos experimentais utilizados para induzir a DP incluem modelos genéticos e
modelos neurotoxicos. Os primeiros citados utilizam expressdes in vitro de mutacdes
relacionadas a patologia, ja 0s neurotdxicos podem ser induzidos por toxinas ambientais como
rotenona e paraquat para reproduzir o risco ambiental da DP ou por compostos sintéticos,
como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina MPTP (ZENG
et al., 2018).

O modelo neurotdxico por 6- OHDA foi o primeiro e ainda € um dos mais utilizados
para replicar a DP, pois induz a degeneracdo previsivel de neurdnios dopaminérgicos na
SNpc, com consequente reducdo de dopamina no nucleo estriado, disfuncdo mitocondrial e
déficits comportamentais. E um modelo de reprodutibilidade consistente, no entanto, a 6-
OHDA que é uma toxina analoga hidroxilada da dopamina (figura 5), precisa ser administrada
por via intracerebral devido sua incapacidade em atravessar a barreira hematoencefalica.
Outra desvantagem é que o modelo ndo consegue reproduzir no animal o surgimento dos
corpos de Lewy (JIANG; DICKSON, 2018).
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Figura 5: Estrutura quimica molecular da 6-hidroxidopamina e da dopamina. Adaptado de Zeng et al.
(2018).

O estresse oxidativo ocasionado pela 6-OHDA é a maior causa da lesdo neuronal
deste modelo (figura 6), pois esta toxina penetra nos neurénios catecolaminérgicos facilmente
por causa da semelhanca estrutural com as catecolaminas endogenas e alta afinidade pelo
transportador de dopamina ou noradrenalina. A 6-OHDA se oxida rapidamente ao entrar no
neurdnio e produz ERO’s como os radicais hidroxila e superdxido, que levarédo a disfuncao

mitocondrial, que consequentemente ir& gerar apoptose (CHIA; TAN; CHAO, 2020)

6-OHDA

7 M7 NEURONIO

6-OHDA ey

Disfuncdo
\ mitocondrial

Apoptose

Figura 6: llustragdo sobre 0 mecanismo de a¢do da 6-hidroxidopamina (6-OHDA), onde apds entrar no
neurdnio a toxina oxida-se e produz espécies reativas de oxigénio (ERQ’s), levando a disfungéo
mitocondrial e consequentemente apoptose do neurdnio. Adaptado de Kaji et al., 2020.

A administracao direcionada da 6-OHDA no estriado afetara primeiro os terminais
axbnicos nessa regido e, em seguida, provocara a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos na SNpc, levando a uma deplecdo parcial (20-85%), e provocando morte
neuronal imediata no local da lesé@o e progride até 28 dias (DA SILVA et al., 2016). Por ser
progressivo, o0 modelo de lesdo da via nigroestriatal € mais adequado para estudos de
neuroprotecdo (PENTTINEN et al., 2016).

Apos a inducdo do modelo animal, sdo realizadas avaliagcdes funcionais através de
testes comportamentais. Entre os testes mais difundidos esta o teste de campo aberto,
desenvolvido em 1934 por Hall com a finalidade de avaliar locomogé&o e estado emocional dos

animais, assim como permite analisar o efeito da lesdo intracerebral e a atividade exploratéria
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global dos animais. O comportamento do animal é determinado pelo conflito entre o impulso
para a exploracéo e o repulso com lugares abertos, desprotegidos e iluminados (LEIKAS et
al., 2017).

Para isto, é utilizada uma arena de madeira cercada por paredes de forma que o animal
nao possa fugir e subdividida em quadrantes para permitir a avaliacdo de quatro parametros:
(1) Crossing — comportamento de exploracdo horizontal, quantidade de quadrantes
percorridos pelo animal sobre as quatro patas; (2) Rearing — exploragéo vertical, vezes que o
animal se mantém apenas com as patas posteriores; (3) Grooming — quantidade de vezes que
o animal realiza o comportamento de autolimpeza; (4) Defecagdo — quantidade de bolos fecais
expelidos ao longo do teste (WALSH; CUMMINS, 1976) (figura 7).

Crossing Rearing Grooming

Figura 7: llustragcdo mostrando trés pardmetros do teste de campo aberto. Fonte: Valvassori; Quevedo,
2017.

Os animais com maior comprometimento neuronal apos a administracdo de 6-OHDA
apresentam menor desempenho na locomogdo, visto que a toxina se auto-oxida e
desencadeia cascata neuroinflamatéria, levando a aumento de ERO’s, disfungao mitocondrial
e morte de neurénios dopaminérgicos. Ocorre reducéo de glutationa peroxidase, SOD e CAT
intraestriatal (TU et al., 2019). Além disso, a reducgéo de atividade GABAérgica e aumento do
glutamato, visto que estes neurotransmissores juntamente com a dopamina sdo fundamentais
no desempenho motor, pode justificar a rigidez e tremores, que reduzem o crossing e rearing
(SINGH; KUMAR, 2018).

Sugere-se que a defecacdo € a atividade motora do animal que designa o seu estado
emocional, quando alta associada a baixa locomogé&o indica a ansiedade e/ou estresse do
animal. Da mesma forma, a escolha do animal para se isolar em cantos do aparato ou
centralmente serve como um indicador seletivo de ansiedade ou busca por prote¢gédo no novo
ambiente (ZIMCIKOVA; EVA, 2017).

O teste do cilindro é outra forma de avaliagdo do roedor, possibilitando mensurar a
extensdo da lesdo cerebral a partir da lateralizacdo espontanea dos membros dianteiros do
animal, ja que a injecdo unilateral da 6-OHDA pode causar comprometimento motor dos
membros. Os animais com deplecdo dopaminérgica unilateral mostrardo a preferéncia pelo

uso do membro ipsilateral a lesdo (SAMPAIO et al., 2017).
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A observacdo da assimetria dos membros anteriores é determinada durante a
exploracao vertical (figura 8), onde o animal entra em contato com a parede do cilindro de
acrilico e é feita uma mensuracao de acordo com 0 membro que tocar: contralateral a lesédo
(membro afetado), ipsilateral a lesdo (membro ndo afetado) ou ambos (simultaneamente)
(MAGNO et al., 2019).

Membro

contralateral ~d 40 cm

Membro |
ipsilateral

F__\

Figura 8: llustragcdo de animal realizando o toque espontdaneo com membro dianteiro ipsilateral durante
o teste do cilindro. Fonte: Magno et al., (2019).

3.2.4 Medidas terapéuticas

Diante das possibilidades terapéuticas, existem os métodos farmacoldgicos e os nao
farmacoldgicos, que quando associados podem promover melhoria da qualidade de vida de
individuos com DP. Nessas taticas terapéuticas existe a acdo de fonoaudiélogos,
fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais, entre outros profissionais (GERSZT, 2014). O
tratamento fisioterapéutico pode ser citado como grande aliado para auxilio no desempenho
da marcha, postura, equilibrio, forca e resisténcia, possibilitando amenizar ou retardar os
sintomas motores (RADDER et al., 2020).

Entre os tratamentos farmacolégicos, a levodopa ou L-DOPA ganha destaque por
atenuar as manifestagdes clinicas, sendo considerado o medicamento “padrao-ouro” para
tratamento da patologia em questdo (ELSWORTH, 2020). Embora seja amplamente utilizada,
cerca de 4 a cada 5 individuos que fazem uso continuo e a longo prazo estdo susceptiveis a
desenvolver flutuagcbes motoras e discinesias, que podem ser caracterizadas por movimentos
anormais e involuntarios estereotipados (KWON et al., 2022). Além disto, a L-DOPA apresenta
baixa disponibilidade ap6s administracdo por via oral e baixa captagdo cerebral, da dose
administrada aproximadamente 30% atinge a circulagéo sistémica e apenas 1% chega a nivel
cerebral (HOON et al., 2017).

Também podem ser citados os agonistas dopaminérgicos, que irdo atuar reproduzindo
a acdo da dopamina nos receptores dopaminérgicos. Geralmente sao utilizados como
monoterapia na fase inicial da DP ou como adjuvante quando ha flutuacdes motoras ou

guando a Levodopa nao esta reduzindo os sintomas de forma satisfatéria. A desvantagem
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dessa classe medicamentosa é a afinidade por alguns receptores, desta forma podem
apresentar seletividade e atuar em regifes especificas do encéfalo. Também sao associados
a efeitos adversos como tontura, nauseas, alucinacdes e distlrbios do sono (LATT et al.,
2019).

Os inibidores da monoamina oxidase (R~54TF5MAQ) atuam evitando a degradacédo
de neurotransmissores, como a dopamina, pois esta classe medicamentosa impede a acao
da MAO. Consequentemente, 0s niveis de dopamina serdo menos prejudicados nos
individuos com DP e os sintomas motores cardinais serdo atenuados. Os inibidores da MAO
sdo mais eficazes em pacientes com manifestacdes clinicas avangcadas ou com discinesias
ocasionadas pela levodopa (SCHAPIRA et al., 2017).

Os inibidores da COMT (catecol-O-metiltransferase) atuam bloqueando a COMT,
assim reduzindo a degradacdo de levodopa e de dopamina, logo a biodisponibilidade da
levodopa ira aumentar a nivel cerebral. Geralmente sdo utilizados como medicamentos
adjuvantes em individuos com flutua¢cdes motoras, no entanto ndao previnem nem retardam o
surgimento de complicacbes motoras, pelo contrario, entre os efeitos adversos esta o
aumento das discinesias relacionadas ao uso da L-DOPA (FERREIRA et al., 2018).

A industria farmacéutica vem apostando em alteracdes nas vias de administracdo e
em diferentes formulagfes para veiculagdo da L-DOPA, além de terapias simultaneas, a fim
de minimizar os efeitos adversos deste tratamento (LOTIA; JANKOVIC, 2016). No entanto,
atualmente ainda ndo ha tratamentos efetivos para a patologia. Diante disto, reconhece-se
que ha uma lacuna na terapéutica da DP e ressalta-se a necessidade do desenvolvimento de
novas taticas, especialmente com foco na neuroprotecdo e ndo somente na atenuacgdo de
sintomas motores (ELSWORTH, 2020).

3.3 Produtos naturais e compostos bioativos

O termo “compostos bioativos” ou “biocompostos” refere-se a compostos naturalmente
presentes na natureza e que apresentam efeitos benéficos para a salde humana. Estes
biocompostos estdo relacionados com diversas propriedades biolégicas como atividade
antioxidante (SAKAMULA; THONG-ASA, 2018), anti-inflamatoria (ALMUTAIRI et al., 2017),
neuroprotetora (HUSSEIN et al., 2018), anticarcinogénica (GARCIA-VARELA et al., 2016),
entre outras.

Entre as classes de biocompostos atualmente estudados, os flavonoides merecem
destaque em virtude das acgfes biologicas e terapéuticas apresentados em estudos pré-
clinicos e clinicos (LI et al., 2018; MORAES et al., 2022). Os flavonoides é um dos grupos de
biocompostos mais importantes e diversificados de origem vegetal que habitualmente
encontram-se em folhas, flores, raizes e frutos das plantas. As concentracbes de

biocompostos desta referida classe em uma determinada planta pode sofrer interferéncias
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motivadas por diversos fatores naturais como escassez hidrica, alteracdes bruscas de
temperatura ao longo das esta¢des do ano, fazendo com que ocorra uma producdo em
excesso de radicais livres, logo esta classe atua contra o estresse oxidativo (ULLAH et al.,
2020).

Os flavonoides apresentam uma série de especificidades farmacologicas que Ihes
permite atuar em sistemas bioldgicos e assim beneficiar a salde humana. Os flavonoides séo
compostos polifendlicos que possuem carbono (C6-C3-C6) em sua estrutura basica
compondo anéis arométicos e anel pirano. A partir da estrutura de carbono e nivel de
oxidacdo, dividem-se em seis subclasses: flavonas, flavondis, flavandis, flavanonas,
isoflavonas e antocianinas (FAN et al., 2022).

Apesar de ainda ndo serem completamente conhecidos, apresentam um importante
potencial terapéutico e diferentes atividades bioldgicas, como atividade antimicrobiana,
antifingica, antiviral, antibacteriana, antiparasitaria, imunomoduladora, anti-inflamatoria,
antioxidante (BELLAVITE, 2023) e neuroprotetora (MAITRA et al., 2023), sendo este o foco
do trabalho.

Outra classe que se destaca quanto as atividades biolégicas sdo os acidos fendlicos,
compostos fendlicos que podem ser divididos basicamente em derivados de 4cidos benzdicos
e de acidos cindmicos. Sao encontrados em formas livres, em frutas e vegetais, ou em formas
conjugadas, comumente em folhas, grados e sementes, onde representam a maior parte dos
compostos fendlicos. S&o clivados por hidrélise acida ou alcalina e também por acéo de
enzimas. Sao amplamente distribuidos no reino vegetal (apesar de alguns também serem
produzidos por fungos) e importantes nas interagdes entre plantas e microrganismos, agindo

como moléculas de sinalizagéo e defesa (ARNOSO et al., 2019).

3.4 Tradescantia spathacea

A T. spathacea ou Rhoeo discolor, sinbnimo aceito cientificamente, € popularmente
denominada de abacaxi-roxo, moisés-no-berco ou espada de lansa (figura 9). E uma
herbacea ornamental pertencente a familia Commelinaceae, endémica do Sudeste do México
e América Central. De facil acesso e cultivo, esta inserida na medicina popular para o
tratamento de feridas, infec¢des de vias aéreas, processos inflamatoérios, cancer, doencas
sexuais, infecgbes bacterianas e fungicas e como ansiolitico (AGUILAR et al., 1994;
GONZALEZ-AVILA et al., 2003).
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Figura 9: Fotografia da Tradescantia spathacea. Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Na América do Sul é utilizada como bebida funcional, semelhante a um cha
(ROSALES-REYES et al., 2008), onde sua atividade antioxidante é
consistentemente classificada alta em comparagdo com os chas de ervas, apoiando ainda
mais a hip6tese de que esta planta tem potencial para ser popularizada como uma bebida
funcional, ndo s6 na América do Sul (REYES-MUNGUIA et al., 2009; TAN et al., 2015).

Através de triagem fitoquimica foram identificados terpenos, taninos, saponinas,
antocianinas e alcaldides. Em analises cromatograficas foram encontrados compostos
antioxidantes como flavondides (rutina, quercetina, epigalocatequina, rhoeonina e antocianina
pigmento n°2) (TAN et al., 2015) e acidos fendlicos (acido clorogénico, acido galico, acido
vanilico, acido vanilico glicosado, &cido p-cumarico) (GARCIA-VARELA et al., 2016).

Alguns dos compostos encontrados na T. spathacea, estdo associados ao aumento dos
antioxidantes endégenos, como a SOD, catalase e glutationa, como o acido p-cumarico
(SAKAMULA; THONG-ASA, 2018), rutina (ALMUTAIRI et al, 2017), quecertina
(MAGALINGAM et al., 2016), entre outros. Assim como a redugdo também ha reportado na
literatura a reducdo da peroxidacao lipidica, da producdo de TNF-a, da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) e dos niveis de corticosterona, promovida por compostos como o
kaempferol (HUSSEIN et al., 2018), rutina (ALMUTAIRI et al., 2017) e quecertina (LI et al.,
2018).

Em estudo prévio do grupo de pesquisa (LOPES, 2024), foi realizada avaliacdo do
extrato aquoso de Tradescantia spathacea (EATS) por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

acoplado a espectrometria de massa (Anexo 3), onde os biocompostos identificados estédo
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relacionados a mecanismos anti-inflamatérios, antioxidantes e neuroprotetoras, como pode

ser visualizado na tabela abaixo (tabela 1).

Tabela 1: Pesquisas envolvendo os compostos bioativos encontrados no EATS.

COMPOSTO CLASSE ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS

Acido veratrico Acido Regula a expressdo de IL-6 e SARAVANAKUMAR;

fenolico oxido nitrico; Aumenta SOD, CAT RAJA, 2011; CHOI
e GSH; Atenua estresse oxidativo et al., 2012; YU et
e apoptose al., 2021;
Acido cafeico Acido Atenua a perda de neurbnios ZAITONE etal.,
fendlico dopaminérgicos e os déficits 2019; ZHANG et al.,
motores; Reduz a expressao de a- 2019;
sinucleina, microglia e
mediadores inflamatorios
Acido p-cumérico  Acido Regula a expressdo de TNF-a e DAROI; DHAGE;
fenolico IL-6; Atenua estresse oxidativo e JUVEKA, 2022;
apoptose neuronal; Aumenta DOLRAHMAN et al.,
niveis de SOD e GSH; Protege 2023;
neurbnios  dopaminérgicos e
atenua déficits motores;

Fraxetina Cumarina Regula a expressao de IL-13, IL-6, DENG et al., 2022;
TNF-a e oxido nitrico; Atenua AHMED et al., 2023
ativacao de microglia in vivo e in
vitro; Atenua comportamento
ansioso e depressivo

Vicenin-2 Flavonoide @ Combate a radicais livres; Em ALVES et al., 2020;
sinergia com outros compostos, RETAMOZO et al.,
reduziu comportamento 2023
antidepressivo (nanoparticulas de
Passiflora edulis)

Vestitol Flavonoide  Reduz a expressao de IL-13, IL.- BUENO-SILVA et

1a; Atenua a ativacdo das vias
NF-kB

al., 2022

Fonte: Compilado do autor (2023). Onde: IL-1a = interleucina 1 alfa; IL-1B = interleucina 1 beta;
IL-6 = interleucina 6; SOD = superdxido dismutase; NF-kB = fator nuclear kappa B; GSH = glutationa;
CAT = catalase.

Em experimento prévio de modelo animal para estudo da DP induzido por 6-OHDA,
roedores foram tratados diariamente com este mesmo extrato (EATS) nas doses de 10, 30 ou
100 mg/kg por via oral. Foi observado que os animais tratados com EATS apresentaram
melhora na atividade motora no campo aberto (crossing e rearing), atenuacdo de
comportamento ansioso (redugéo do quantitativo de bolos fecais), atenuacéo da extenséao da
perda neuronal e atenuacdo da resposta astrocitaria. No entanto, neste estudo, a maior dose
do EATS além da atividade neuroprotetora, gerou efeito sedativo nos animais (LOPES, 2024),
visando atenuar este efeito, foi considerada a possibilidade de impregnacdo dos

biocompostos do EATS em nanoparticulas de silica.
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3.5 Nanoparticulas de silica

As nanoparticulas (NP) geralmente sdo sistemas constituidos por polimeros
biodegradaveis, sintéticos ou naturais e tém sido utilizadas em varios segmentos tecnoldgicos
e biomédicos pela possibilidade de modificacdo das estruturas quimicas, das funcionalidades
de superficie e do diametro das particulas (STEPHEN et al., 2022).

As nanoparticulas de silica (figura 10), por sua vez, sao consideradas
nanoreservatérios grandes e estaveis, em especial as mesoporosas que, por possuirem poros
com diametro entre 2 e 50 nm, apresentam flexibilidade na adsorcdo de moléculas com
tamanho e geometria variada. Além disso sdo biocompativeis, ndo téxicas, faciimente
sintetizadas e com mesoporosidade estavel. Devido a estas caracteristicas, estes
nanomateriais tém sido cada vez mais usados em sistemas de carreamento controlado de
farmacos ou biocompostos (RASTEGARI et al., 2021).

A silica, cuja férmula quimica é SiO2, € um composto presente no grupo dos materiais
silicatos, uma vez que é constituida principalmente por silicio e oxigénio. Os atomos de
oxigénio, localizados nos vértices dos tetraedros de SiO4, sdo compartilhados por tetraedros
adjacentes, formando a rede tridimensional caracteristica da silica. A estrutura da silica pode
se organizar de forma cristalina ou ser amorfa. Na silica cristalina esses tetraedros sao
arranjados tridimensionalmente de maneira regular e ordenada (KONG, 2021).

A funcionalizacao das silicas permite, portanto, a ajuste das propriedades da superficie
do suporte e, consequentemente, gera materiais que encontram as mais diversas aplicagoes
em cromatografia, nanotecnologia, reconhecimento molecular, adsor¢cdo e catélise
(GOSCIANSKA; OLEJNIK; NOWAK, 2017).
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Figura 10: llustracdo das propriedades fisico-quimicas ajustaveis das nanoparticulas de silica
mesoporosa (MSNs). Adaptado de Rastegari et al., (2021).
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Além do seu excelente desempenho com nao toxicidade, boa biocompatibilidade e alta
estabilidade térmica, pode-se controlar o tamanho dos poros, volume de poros, ordenagao
mesoestrutural e a forma de particulas ajustando as condi¢cdes experimentais (KONG, 2021).

Existem alguns tipos de silica mesoporosa com diferentes arranjos estruturais ou
tamanho dos poros desenvolvidos alterando as condicdes de reacao e/ou 0s precursores de
partida, incluindo MCM-48, MCM-50, SBA (Santa Barbara Amorfo — Mobil Corporation), FDU
(Universidade Fudan), KIT (Instituto Avancado de Ciéncia e Tecnologia da Coreia), MSU
(Michigan State University) e FSM (Folhas Dobradas Materiais mesoporosos) (RAWTANI et
al., 2018).

Estas silicas mesoporosas possuem destaque, jA que apresentam alta estabilidade
mecanica, térmica e quimica, além de ter algumas propriedades passiveis de serem
controladas, como a morfologia e a porosidade. Apesar de sua estabilidade quimica, a silica
mesoporosa possui, em sua superficie, sitios sensiveis ao pH, como os grupos silandis (Si-
OH), que possibilitam a funcionalizacéo da sua superficie por modificacéo devido a ligacao de
moléculas, geralmente de organossilanos na superficie externa e no interior dos poros. Estes
silanos com grupos quimicos permitem a interacdo da matriz funcionalizada com ions
positivos e negativos, dependendo do agente funcionalizante empregado (STEPHEN et al.,
2022).

3.6 Nanoparticulas de silica em drug delivery systems

Os sistemas de administracdo controlada de farmacos (drug delivery systems)
representam um conjunto de estratégias possiveis utilizadas para atingir niveis terapéuticos
efetivos de uma substancia bioativa no local de acdo. Esses sistemas podem ser utilizados
para melhorar as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas dos farmacos
utilizados atualmente, além de auxiliar novas moléculas bioativas a superarem as barreiras
biol6gicas e eventuais problemas causados pela natureza quimica dos principios ativos
(OLIVEIRA et al., 2022). As NP estédo sendo utilizadas como método de protecdo e entrega
de compostos bioativos, pois devido a sensibilidade a exposicao térmica e oxidacdo, os
biocompostos podem se degradar (MAQSOUDLOU et al., 2020).

Nos ultimos anos, os drug delivery nanoestruturados, tém recebido a atencdo dos
pesquisadores por aprimorarem a entrega controlada e o0 sucesso dos tratamentos
farmacologicos. As NP passiveis de modulacdo, ou seja, que podem ser vetorizadas
ativamente e/ou tornadas reativas a gatilhos bioquimicos, sdo de especial interesse para
pesquisas, por apresentarem propriedades idealizadas para os drug delivery systems, tais
como: a entrega direcionada do farmaco no sitio de agéo e o controle da liberacao do farmaco

em doses terapéuticas durante periodos planejados (LEOPOLDO et al., 2020).
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Nesse contexto, as nanoparticulas de silica sdo promissoras para administracdo
controlada de farmacos, ja que apresentam uma série de vantagens sintéticas e propriedades
estruturais e biologicas favoraveis para aplicacdo na nanomedicina (OLIVEIRA et al., 2022).
O potencial das NPSiO, como nanocarreadoras de medicamentos para o tratamento de
doencas neurodegenerativas, em especial da DP e Alzheimer, vem sendo alvo de pesquisa
(ATTIA et al., 2023). Foi reportado na literatura a utilizacdo de NPSiO, para carreamento da
Rivastigmina em experimento in vivo, as NP apresentaram biocompatibilidade com as células
neuronais, aumento da disponibilidade e n&o foram relatados sinais de toxicidade
(BASHARZAD et al., 2022).

No entanto, ainda existem questionamentos sobre a neurotoxicidade. Em estudo in
vivo e in vitro foi observada agregagédo de a-sinucleina, disfuncdo mitocondrial, estresse
oxidativo e comprometimento da autofagia, no entanto o desenho experimental foi de
administracdo de NPSiO. durante 3 meses. Estas NP apresentavam diametros de 356 a 509
nm (YUAN et al., 2022).

Ja no estudo in vivo da DP induzido por MPPT, realizado por Guzméan-Ruiz et al.
(2019), foram administradas nos animais NPSiO, de 150 nm durante 5 dias por via oral. Ndo
houve aumento significativo de peroxidacao lipidica e TNF-a, além disso houve aumento dos
niveis estriatais de dopamina, noradrenalina e serotonina. Confirmando que a silica foi um

nanocarreador adequado e gue nao gerou neurotoxicidade em modelo animal.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Morfologia e Patologia Experimental (LMPE)
e no Nucleo de Estudos em Sistemas Coloidais (NUESC), ambos no Instituto de Tecnologia

e Pesquisa (ITP), e no biotério da Universidade Tiradentes (UNIT).

4.2 Material vegetal

Foram utilizadas folhas de T. spathacea, coletadas no municipio de Aracaju no estado
de Sergipe, Brasil (10°58'7.536"S, 37°3'28.469"0). A identificacdo botanica da planta
estudada j& foi realizada, de acordo com o Guia de coleta botanica proposto pelo Herbario
Tiradentes - AJU, onde a exsicata depositada recebeu a numeragédo 0845 (Anexo 1).

As folhas frescas foram pesadas, individualmente lavadas com 4gua destilada, onde o
excesso de agua foi retirado com papel toalha. Posteriormente, as folhas foram cortadas em
tamanho aproximado de 1 cm? acomodadas em recipientes de forma que ficassem
espalhadas, entdo foram colocadas em estufa de circulagédo de ar a 45° C por 48 horas. Apos
a secagem, as amostras em triplicata passaram por verificagdo do teor de umidade na balanca
termogravimétrica. Logo apés, as particulas foram separadas por tamanho através de
peneiras granulométricas da série Tyler conectadas ao peneirador mecéanico. Por fim, as
amostras com tamanho de particula de 16-32 mesh foram armazenadas em recipientes de
vidro, protegidas da luz e em temperatura ambiente para posterior extracdo (GARCIA-
VARELA et al., 2015).

4.3 Extracéao

A obtencéo do extrato aquoso de Tradescatia spathacea (EATS) ocorreu pelo método
de infuséo, utilizando a proporcao de 1 g de biomassa (16-32 mesh) para 30 mL de agua
destilada. Inicialmente, na biomassa previamente pesada foi adicionada agua destilada a
100°C, onde o material ficou em repouso por 15 min e sem aquecimento adicional. Apos este
tempo, foi realizada filtrag&o com filtro microporoso (TAN et al., 2015).

Ao fim das extracdes, o extrato foi acomodado em recipientes de vidro, previamente
identificados e pesados, e colocados na estufa de circulacdo de ar a 45°C por 48 h para
obtencdo do extrato seco. Os recipientes foram pesados diariamente a fim de
acompanhamento da evaporacdo do solvente. Amostras foram colocadas na balanca
termogravimétrica com a finalidade de verificacdo de teor de umidade, onde ao fim das 48 h

apresentaram menos de 10% de umidade.
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4.4 Caracterizacdo do EATS
4.4.1 Determinacéao de rendimento global

O rendimento da extracdo foi obtido em percentual (%) por meio da equacao (1),

conforme Machado et al., (2017).

Mes
Mag

Equacéao (1): %R = (—) x 100

Onde %R = Porcentagem de rendimento global; Mes = Massa de extrato seco (g); Mag = Massa da
amostra granulada (g).

4.4.2 Quantificacao de &cidos fendlicos

A determinacao do contetdo de acidos fendlicos do EATS foi feita usando o utilizando
o reagente Folin-Ciocalteu, procedimento descrito por Barbosa et al. (2019). Foi pipetado um
volume de 30 uL (em triplicata) de EATS em concentragcdo de 250 ppm, este volume foi
misturado com 150 uL do reagente de Folin-Ciocalteu (1:10), seguido por uma adicdo de 120
ML de solucdo de carbonato de sédio a 7,5% (p/v) (Na2COs). A microplaca com as solucdes
foi mantida sem contato com a luz e incubada por 15 min a 45°C em estufa de circulacdo de
ar, posteriormente por 30 min em temperatura ambiente. A leitura da quantificacdo dos
compostos fendlicos na amostra foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS a um
comprimento de onda de 765 nm. A curva de calibragéo (figura 11) foi preparada com &cido
gdlico (5-100 pg/mL; R?= 0,9991). O conteldo total de Acidos fendlicos foi expresso como

miligrama de &cido galico equivalente em grama de EATS (mg AgE/qg).
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Figura 11: Curva de calibragéo para solucao padréo de acido galico.

4.4.3 Quantificagéo de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais do EATS foi determinado com o método colorimétrico
de cloreto de aluminio, como descrito em Barbosa et al. (2019). Foram adicionados 45 L de
nitrato de aluminio (10%), 45 pL de acetato de potassio (1,0 M), 30 uL de EATS (250 ppm) e
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100 yL de metanol. As solugdes foram homogeneizadas nos pocos da microplaca e
submetidas a banho ultrassénico durante 30 min. ApG@s este periodo, foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro UV-VIS a um comprimento de onda de 425 nm. Foi
utilizada a curva de calibragéo (figura 12) para solucdo padrédo de rutina (600 ppm) que foi
preparada a partir da pesagem de 60 mg de rutina, transferido para baldo volumétrico e
adicionado 100 mL de metanol, a solu¢do permaneceu 30 min em banho ultrassénico em
temperatura ambiente e foi mantida sem contato com a luz. A curva de calibragdo foi
preparada com rutina (5-140 ug/mL; R?= 0,9986) e a concentracéo de flavonoides foi expressa
como miligrama de rutina equivalente em grama de EATS (mg RE/qg).
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Figura 12: Curva de calibracdo para solucao padrao de rutina.

Destaca-se que a caracterizagcao quimica por cromatografia liquida de ultra eficiéncia do
EATS obtido por infuséo foi realizada pelo grupo (LOPES, 2024) e os compostos identificados

podem ser observados no Anexo 3.

4.5 Obtencédo de nanoparticulas

Foi realizada a sintese de nanoparticulas de silica (NPSIiO2) e de nanoparticulas de
silica veiculadoras de T. spathacea (NPSIO,-TS). Ambas foram sintetizadas pela adicdo da
mistura de 6 mL de tetraetoxisilano (TEOS) como precursor de silica, e as NPSIO,-TS tiveram
adicdo de 9 mL de EATS diluido em &gua destilada (15 mg/mL). A reacéo foi deixada por 10
min em agita¢cdo continua. Em seguida, foram adicionados 3 mL de solucdo de acido cloridrico
(HCI, 1 M) e a mistura foi agitada continuamente por 15 min a temperatura ambiente. Obteve-
se uma formacéo de gel, que foi mantida em estufa de circulacdo de ar por 12 horas a 40°C.
No dia seguinte, aumentou-se a temperatura da estufa para 60° C e manteve-se por mais 24
h. Por fim, obteve-se p6, ap6s maceragdo, as amostras apresentaram tonalidade branca
(NPSIO2) e amarronzada (NPSIO,-TS) (figura 13), e foram armazenadas em recipiente
hermético para posterior utilizagdo (PERIAKARUPPAN et al., 2022).
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Figura 13: Aspecto das amostras de NPSIO2(A) e NPSIO2-TS (B). Arquivo pessoal (2022).

4.6 Caracterizacao das nanoparticulas
4.6.1 Morfologia

A morfologia das amostras foi observada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), usando um microscopio eletrénico (modelo JEOL JSM-IT200LA). As amostras foram
metalizadas com ouro e sobrepostas em fita de carbono sob o suporte metalico com uma
tensdo de 15 KV. Antes das analises, amostras foram submetidas a um pré-tratamento a
100°C na estufa 12 horas (OLIVEIRA et al., 2019).

4.6.2 Termogravimetria

Para verificagdo da degradacao térmica de compostos bioativos sugeridos pela perda
de massa do material obtido em funcdo de uma programacao controlada de temperatura foi
realizada andlise termogravimétrica (TG) e derivada termogravimétrica (DTG). Foram
analisadas: extrato aquoso de T. spathacea (EATS), nanoparticulas de silica (NPSIOy) e
nanoparticulas de silica veiculadoras de T. spathacea (NPSIiO.-TS). As condicdes
experimentais foram: faixa de temperatura de 25 a 1000°C; nitrogénio com vazao de 50
mL/min, cadinho de cerdmica com 5,7 mg de amostra (CARUCCI et al., 2021).

4.6.3 Calorimetria exploratoria diferencial

Foi avaliada a calorimetria exploratdria diferencial (DSC) com o intuito de verificar a
guantidade de energia envolvida nos eventos térmicos durante um programa controlado de
temperatura a qual as amostras foram submetidas, assim como, identificar as ocorréncias de
eventos endotérmicos ou exotérmicos envolvidos nas amostras de EATS, NPSIiO2 e NPSIO2-
TS.
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Foi utilizado o aparelho TA Instruments DSC Q20. Inicialmente as amostras foram
pesadas (3 a 6 mg) e colocadas em um cadinho de aluminio hermeticamente fechado. As
condicbes experimentais foram: faixa de temperatura de 30°C a 300°C; taxa de fluxo de
nitrogénio de 50 mL/min; ciclos de aquecimento: 1) isotérmico por 1 min; 2) rampa 10°C/min
para 50°C; 3) isotérmico por 1 min; 4) rampa 10°C/min para 300°C; 5) isotérmico por 1 min
(NUNES et al., 2021).

4.6.4 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier

Afim de verificar a presenca do EATS nas NPSIiO,-TS através das vibracdes dos
grupos funcionais, foi realizada espectroscopia de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) nas amostras de EATS, NPSiO; e NPSIiO,-TS. Foi utilizado um espectrbmetro
de refletancia total atenuada (ATR) (modelo Invenio R, marca Bruker). A medicdo dos
espectros de absorcdo das amostras foi realizada na regido do infravermelho (4000 a 600 cm
1) utilizando pastilhas de KBr, com 16 varreduras e resolugdo maxima de 4 cm™ (ALSAAD et
al., 2020).

4.7 Ensaio in vivo
4.7.1 Animais

Para o desenvolvimento deste projeto, foram respeitados os principios éticos da
experimentagdo animal de acordo com a Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), seguindo as normas para a pratica didatico-cientifica de acordo com a Lei
n® 11.794/2008, e resolucdo normativa n°® 53 de 19 de maio de 2021, que dispde sobre o0 uso
de animais para fins cientificos e didaticos. O projeto foi submetido a apreciagdo da Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Tiradentes, aprovado com o protocolo
020919 (Anexo 2). Nesta pesquisa foram utilizados ratos heterogéneos adultos, da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus albinus), do sexo masculino, com 2-3 meses de idade, pesando
entre 180 e 250 g. Estes foram acomodados em trios, em gaiolas de polipropileno padréo e
com cama tipo maravalha. O ambiente foi mantido refrigerado e com controle de ciclo
claro/escuro de 12 h. A fonte de alimentacéo foi a dieta padréo Labina® (Purina, Sdo Paulo,

Brasil), e também foi disponibilizada 4gua, ambas sem restri¢des.

4.7.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 7). Todos os grupos foram submetidos a

estereotaxia. As indugBes intracerebrais foram realizadas por meio de microinjecao
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intraestriatal de 6-OHDA ou solucéo salina e o tratamento com as nanoparticulas foi realizado
por via intranasal (30 pL).

E valido ressaltar que toxicidade aguda da T. spathacea é acima de 5.000 mg/kg (TAN
et al., 2014), sendo assim classificado como categoria 5 pelo Globally Harmonised System
(GHS), que engloba produtos que devem ser utilizados com cautela (OECD, 2001). As
formulacdes das NP veiculadoras de T. spathacea foram realizadas acrescentando doses de
10 e 30 mg/kg de EATS, baseando-se em estudo prévio, onde o EATS teve efeito
neuroprotetor sendo administrado diariamente em 10, 30 ou 100 mg/kg por via oral por 30
dias, além disto, os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade aguda em rins e figado
(LOPES, 2019).

O quadro 1 possibilita melhor visualizacdo dos grupos experimentais e tratamento que

foi recebido:
GRUPO (n=7) INDUCAO TRATAMENTO
VIA CEREBRAL VIA INTRANASAL
CLT Salina 0,9% NPSIiO2
6-OHDA 6-OHDA NPSIiO2
NPSIO,-TS 10 6-OHDA NPSIO.-TS (10 mg/kg)
NPSIO,-TS 30 6-OHDA NPSIO.-TS (30 mg/kg)

Quadro 1: Organizagédo dos grupos experimentais. Onde: CTL = Controle; NPSiO2= Nanoparticulas de
silica; NPSIiO2-TS = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea.

4.7.3 Procedimento cirrgico

Inicialmente os animais foram pesados e entédo anestesiados, por via intraperitoneal,
com cloridrato de cetamina (10 mg/kg) e cloridrato de xilazina (100 mg/kg), volume de 0,05
mL/100 g de massa corporal do animal. A estereotaxia foi realizada seguindo a metodologia
de Sampaio et al., (2017). Para realizacdo da microinjecdo no estriado direito, foi tomado
como ponto zero o Bregma foram utilizadas as coordenadas estereotéxicas (figura 13):
Anteroposterior (AP) +1,0; mediolateral (ML) +3,0; dorsoventral (DV) -5,0. Através de
microseringa Hamilton (10 pL) conectada a bomba de infusdo automatica (Insight, Brasil)
foram administrados 3 pL de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma-Aldrich, Brasil) diluida em
solucdo salina (0,9%) contendo 0,02% de acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Brasil). A
microinjecdo foi realizada a uma taxa de infusdo de 1 pL/min. A canula conectada a
microseringa através de tubo de polietileno (PE 10) foi mantida por 5 min para evitar refluxo.
O grupo controle também foi submetido ao procedimento supracitado, no entanto recebeu
solucdo salina contendo 0,02% de acido ascoérbico ao invés da 6-OHDA. Finalizado o

procedimento cirdrgico, foi realizada sutura com fio de poliglactina 910, 5-0 (PolySuture®). Ao
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final do procedimento, foi aplicada injecdo intramuscular de pentabiotico veterinario para
animais de pequeno porte (Forte Dodge Saude Animal LTDA, 0,2 mL/kg). Os animais foram

aguecidos por uma lampada de 60 W até recuperacdo anestésica.

Figura 14: Corte coronal (A), sagital (B) e horizontal (C) do encéfalo com as coordenadas referidas
(em vermelho). Adaptado de Paxinos et al. (2006).
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4.7.4. Avaliacoes funcionais

4.7.4.1 Teste de campo aberto

A avaliacdo foi realizada em uma arena de madeira com area quadrada (4.355 cm?),
cujas laterais medem 35 cm de altura e a base é subdividida em 16 quadrantes (figura 14). A
mesma foi limpa com alcool a 20% entre um teste e outro para que o cheiro do animal anterior
néo influenciasse no posterior. O teste foi realizado com todos os animais no 10° dia apés a
lesdo, de forma individual e teve duragao de 5 minutos (MARTINS et al., 2016).

Figura 15: Fotografia do equipamento de campo aberto utilizado, com animal realizando rearing.
Arquivo pessoal.

4.7.4.2 Teste do cilindro

O teste foi realizado em um cilindro transparente medindo 30 cm de altura e 16 de
didmetro. Atras do cilindro foram posicionados dois espelhos a fim de permitir uma visdo 360°
(figura 15). A avaliacdo ocorreu no 14° dia pos-cirargico, onde cada teste teve duracdo de 5
min e foi registrado em video. Os toques na parede do cilindro foram quantificados quando
realizados com o membro dianteiro contralateral ou homolateral, sendo que os toques

simultaneos foram excluidos (REAL et al., 2017).
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Figura 16: Fotografia do equipamento do teste do cilindro com animal realizando toque contralateral &
lesdo. Arquivo pessoal.

A porcentagem dos toques contralaterais se deu pela equacgéo 2:

Tc
Th+Tc

x 100

(2) %Tc =

Onde: Tc = Toques contralaterais; Th = Toques homolaterais.

4.7.5 Eutanésia e preparo histologico

No 15° dia, seguindo a Resolugédo normativa n° 53 do CONCEA (2021), os animais
foram eutanasiados com sobredosagem de anestésicos, cloridrato de cetamina (300 mg/kg)
e cloridrato de xilazina (30 mg/kg), por via intraperitoneal. O encéfalo, foi retirado por meio de
disseccdo, acomodado em formalina a 10% por 7 dias, passou por processamento histolégico
automatizado no aparelho Lupetec (modelo PT09 TS) e foi incluido em parafina. Neste
processamento, o material foi desidratado em série alcodlica crescente, diafanizado em série
de xilol e impregnado por parafina, apés a impregnacao o material foi incluido em parafina a
55-60°C para obtencao de blocos rigidos.

Os blocos foram entédo levados ao micrétomo MR2014 (O patologista, Brasil), para
fornecer os cortes de 5 um de espessura. ApGs serem seccionados, os cortes foram colocados
para flutuar no banho histol6gico digital (modelo BH201, Lupetec, Brasil) e posteriormente
foram colocados sobre em laminas gelatinizadas e levados para secar em estufa a 37°C.
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4.7.6 Andlise imunohistoquimica

As laminas com cortes de encéfalos foram submetidas a desparafinizacéo,
desidratatacado, lavagem com tampao fosfato (phosphate buffered saline (PBS) 0,1 M, pH 7,4)
e recuperacdo antigénica em steamer com tampao citrato (pH 6,0) em 3 ciclos de 5 min. Em
seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddégena (H.O2- 1% em PBS) por 7 min.

As imunohistoquimica realizadas foram com os seguintes anticorpos primarios: (1) anti
tirosina-hidroxilase (TH, marcador de neurbnios dopaminérgicos, produzido em
camundongos, na diluicdo 1:500, clone TH-16, lote n°® T2928, Sigma Aldrich Chemical
Company, St Louis MO, USA) e (2) monoclonal anti proteina &cida fibrilar glial (GFAP,
marcador de astrocitos,produzido em camundongos, clone S206A-8, 1:100, Ilote
SAB5201104; Sigma Aldrich Chemical Company, St Louis MO, USA). Os anticorpos primarios
foram preparados para incubacgao juntamente com o diluente de anticorpo primario (Sigma-
Aldrich, Sigma Chemical Co., St Louis, USA) durante 2 h em temperatura ambiente.
Posteriormente foi realizada a incubacdo com anticorpo secundario (DAKO LSAB2 kit, DAKO
Corp., Carpinteria, CA), conjugado com complexo streptavidina-peroxidase (DAKO Corp.,
Carpinteria, CA), na ordem Biotinilado por 30 min, seguido por Estreptividina por mais 30 min.

Para revelagdo, as secgdoes foram incubadas com o tetracloreto de 3'3’-
diaminobenzidina (kit DAB, Vector Laboratories) diluido em tampéao tris (Tris-buffered saline)
(TBS) pH 7,4) com H.0- (0,3%) e lavadas em agua destilada. As laminas foram desidratadas
e diafinizadas, por fim as laminulas foram fixadas com balsamo do Canada sobre as laminas.
Foi realizada contracoloragdo com hematoxilina de Harris por 3min nas laminas de GFAP
(VIVANCO-ESTELA et al., 2021).

4.7.7 Quantificacado de células

As andlises serdo realizadas a partir das laminas obtidas na imunohistoquimica para
TH e GFAP. As imagens foram obtidas através do microscépio Olympus CX31 acoplado a
camera de video Olympus. Foi utilizado o software Image J, do National Institute of Health
Image [W. Rasband, dominio publico National Institute of Mental Health
(http://rsb.info.nih.gov)] para quantificag@o de corpos celulares marcados em uma &rea de 480
pum da SNpc (TH) e nudcleo estriado (GFAP). Para a quantificagcdo de células foram
selecionadas laminas com 3+1 secc¢Oes de regides integras. Foram feitas imagens de todas
as seccoes contidas nas laminas, com ampliacdo de 100x onde foram visualizadas presenca
ou auséncia de células imunorreativas no tecido. O resultado foi expressado pela média de
neurdnios (TH) e astrocitos (GFAP) correspondente as seccdes e as comparagfes serao
realizadas entre os grupos (MARQUES et al., 2019).
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4.7.8 Densidade optica relativa para TH

Foram utilizadas as laminas obtidas na imunohistoquimica para TH. As imagens foram
obtidas através do microscépio Olympus CX31 acoplado a camera de video Olympus. O
software Image J foi utilizado para verificacdo da densidade dptica relativa, como parametro
foi aplicada uma escala de cinza variando de 0 a 255, onde 0 é a cor mais escura e representa
a maior intensidade. Em cada seccdo foram avaliados os quadrantes do nucleo estriado:
dorsomedial, dorsolateral e ventrolateral, com uma area de 480 ym. As médias das areas
foram divididas pelo cortex, que foi definidko como &rea controle. Os resultados foram
expressos pela porcentagem da densidade éptica do lado ipsilateral em relagdo ao lado
contralateral (MARQUES et al., 2019).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, as amostras
gue apresentaram uma distribuicdo Gaussiana foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, com poés-teste de Tukey. As amostras que ndo atenderam ao
pressuposto de normalidade foram submetidas a estatistica ndo paramétrica por teste de
Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn. As diferengas foram consideradas significativas para

valores de p < 0,05. Foi utilizado o software Graph Pad Prism verséo 8.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo do EATS

O EATS foi caracterizado quanto ao rendimento global, quantitativo de &cidos fendlicos
e flavonoides totais, onde os resultados das quantificacdes com o respectivo erro padrédo de
cada andlise, podem ser analisados na tabela 2.

Tabela 2: Caracterizacdo quimica do extrato aquoso de T. spathacea.

Caracterizacao Valor

Rendimento global 21,94 +£ 0,43
Acidos fendlicos 16,30 + 1,3
Flavonoides totais 2,73+0,79

Os valores sdo expressos por: Porcentagem (%) — Rendimento global; Miligrama de acido galico
equivalente em grama de extrato (mg AGE/g) — Quantitativo de acidos fendlicos; Miligrama de rutina
equivalente em grama de extrato (mg RE/g) — Quantitativo de flavonoides totais.

5.2 Caracterizacdo das nanoparticulas
5.2.1 Morfologia

A partir das amostras analisadas por MEV (figura 16), pode-se verificar que as NPSiO-
apresentaram aspecto esférico e de superficie rugosa. J& as NPSIiO,-TS apresentaram
aspecto semelhante as NPSiO;, no entanto houve aglomeracao de particulas de EATS com
formato irregular, distribuidos de forma homogénea em toda superficie da NP. Os tamanhos
das NPSiO,-TS variaram entre 30 nm em 1 um, onde na figura abaixo podem ser visualizadas

algumas particulas de menor diametro.



EATS

NPSIO2

NPSIO2-TS

Figura 17: Micrografias de extrato aquoso de Tradescantia spathacea (EATS), nanoparticulas de
silica (NPSiO2), e nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia
spathacea (NPSIO2-TS).
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5.2.2 Analise termogravimétrica

Na termogravimetria foram analisadas as amostras de EATS (figura 17), NPSIO; e
NPSIO,-TS (figura 18). Foi possivel verificar que as amostras de contendo silica (NPSIO; e
NPSIiO,-TS) mantiveram-se mais estaveis, perdendo menos massa ao longo do tempo e
temperaturas pré-estabelecidas quando comparadas ao extrato vegetal puro. A perda de
massa em todas as amostras iniciou em aproximadamente 50°C e podem estar associadas a
adgua e a biocompostos mais sensiveis a exposi¢ao térmica.

O extrato vegetal aquoso (EATS) apresentou maior instabilidade, com degradacgbes
acentuadas em diversos momentos que resultaram em perda de 72,5% de massa durante a
andlise. Péde-se notar perdas nas faixas térmicas: 150 (13%), 250-300 (15,3%), 440 (8,6%),
650 (5,8%) e 930°C (29,8%).
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Figura 18: Andlise termogravimétrica da amostra de EATS. Expresso em porcentagem de massa

perdida (% TG — linha continua) e porcentagem da derivada por minuto (DTG %/min — linha tracejada).
Onde EATS = Extrato aquoso de Tradescantia spathacea.

As NPSIO, apresentaram perda total de 19,8% durante toda a amostra, onde
observou-se que a perda de massa mais acentuada foi ao atingir aproximadamente 100°C
(10,8%), logo ap6s notou-se perdas discretas em 150, 250, 425, 545 e 795°C, que juntas
somaram 9% de degradacao térmica.

As NP veiculadoras de extrato vegetal (NPSiIO,-TS) apresentaram apenas 14,5% de
perda de massa ao longo de toda andlise. Na exposicdo entre 50 a 150°C houve degradacdo
que resultou em perda de 11,8% de massa, no entanto, logo ap6s houveram discretas perdas

de 1,9% e 0,8% nas temperaturas de 200-250°C e 400°C, respectivamente.
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Figura 19: Andlise termogravimétrica da amostra de NPSiO2 e NPSiO2-TS. Expresso em porcentagem
de massa perdida (% TG — linha continua) e porcentagem da derivada por minuto (DTG %/min — linha
tracejada). Onde NPSiO2= nanoparticulas de silica; NPSiO2-TS = nanoparticulas de silica veiculadoras

de biocompostos de Tradescantia spathacea.

E valido ressaltar que a amostra de EATS foi a mais instavel, apresentando uma
acentuada perda de massa em varios momentos da analise, no entanto, quando o extrato
vegetal é adicionado as nanoparticulas de silica é obtido um material mais estéavel e resistente

a perda de massa com exposicao a temperatura, sugerindo que a silica foi uma boa escolha

para associacdo ao EATS quando trata-se de estabilidade.

5.2.3 Calorimetria exploratoria diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial pode ser usada para caracterizar as

propriedades térmicas de materiais, neste estudo foram investigadas as amostras de EATS,

NPSIiO; e NPSIiO»-TS.

A figura 20, mostra o termograma de DSC do EATS, o qual apresenta picos de eventos
exotérmicos na faixa de aproximadamente 50°C. Apresenta também picos endotérmicos em
156,66°C e em 174,99°C, este ultimo correspondendo a decomposi¢éo do extrato. A entalpia

de fusdo em pbde ser calculada em 4,206 J/g (138,85°C) e 265,2 J/g (164,81°C).



52

0.5
0.0
138.85°C
1 4.206J/g 164.81°C
265.2J/g

-0.5
—
o ]
2
-
[@]
™ -1.04
o
[}
©
2
E -1.5 1

-2.0

174.99°C
25 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 20: Termograma de DSC da amostra EATS. Onde EATS = Extrato aquoso de Tradescantia
spathacea. Expresso em fluxo de calor (W/g) de acordo com temperatura pré-estabelecida (°C). Linha
em vermelho indica a entalpia de fuséo (J/g).

Os termogramas de DSC das amostras NPSIO:; (figura 21) e NPSIiO,-TS (figura 22)
apresentaram curvas calorimétricas semelhantes, ambas apresentando eventos exotérmicos
no inicio, podendo estar associadas a perda de agua adsorvida. A partir de 60°C, em ambas
amostras se iniciaram eventos endotérmicos de decomposicao, cujo pico maximo se da em
128,49°C na amostra que continha somente silica (NPSIO,), e 134,39°C na amostra com silica
e biocompostos veiculados da Tradescantia spathacea (NPSIiO.-TS). A entalpia de fusdo na
amostra de NPSIiO; péde ser calculada em 409,7 J/g (71,38°C), ja na amostra de NPSIiO,-TS
foi de 602,7 J/g (94,64°C), significando que a Ultima amostra citada precisou desprender mais

energia para fundir-se, que pode estar relacionado a um maior tamanho de particulas.
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Figura 21: Termograma de DSC da amostra de nanoparticulas de silica (NPSiO2). Expresso em fluxo
de calor (W/g). Linha em vermelho indica a entalpia de fusdo (J/g).
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Figura 22: Termograma de DSC da amostra de nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos
de Tradescantia spathacea (NPSiO2-TS). Expresso em fluxo de calor (W/g). Linha em vermelho indica

a entalpia de fusao (J/g).
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5.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é realizada para
verificar a presenca de grupos funcionais na superficie das amostras de EATS, NPSIO; e
NPSIO-TS. A figura 19 e 20 mostram os espectros de FTIR na regido de 4000 a 500 cm™.

O espectro da NPSiO,; e NTPS apresentam estiramentos semelhantes, que podem ser
associados aos grupos funcionais silandis (Si-OH) e de siloxanos (Si-O-Si). Os silanois sao
representados na deformacgdo angular O-H em 1635 cm, na banda de estiramento O-H na
regido entre 3511 a 3089 cm™ e frequéncia de estiramento Si-O que absorve em 955 cm™

A presenga da banda em 3511 a 3089 cm™ pode ser atribuida ao alongamento O-H
que pode ser associada a umidade do ambiente absorvida pela estrutura mesoporosa
(amostras NPSiO; e NPSIiO,-TS). Nas amostras com o extrato (NPSIiO,-TS e EATS), essa
banda mostra maior alongamento, além da agua que foi utilizada como solvente, pode estar
associada a presenca de fendis. O grupo carbonila pdde ser identificado no estiramento 1655
das amostras NPSIO,-TS e EATS, este grupo pode corresponder a presenca de flavonoides
e cumarinas. A ligacdo aromatica C=C absorve na regido 1600 a 1450 cm™ e pode ser
visualizada no espectro do EATS.
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Figura 23: Espectro de FTIR da amostra EATS. Onde EATS = Extrato aquoso de Tradescantia
spathacea.
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Figura 24: Espectros de FTIR das amostras de NPSiO2 e NPSiO2-TS. Onde NPSIiO2 = nanoparticulas
de silica; NPSIO2-TS = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia
spathacea.

5.3 Andlise comportamental
5.3.1 Teste de campo aberto

Para andlise dos resultados do crossing (figura 21) no teste de campo aberto foi
realizada ANOVA de uma via com pés teste de Tukey [F (3, 22) = 3,861; p = 0,0219], os
animais lesionados com a 6-OHDA apresentaram reducédo significativa nas exploracbes do
aparato em relacéo ao grupo controle (p = 0,0372). Ja os animais dos grupos NPSiO,-TS 10
(p=0,8346) e NPSiO»-TS 30 (p = 0,8662) apresentaram comportamento semelhante ao grupo
controle, logo ndo houve diferenca estatistica entre eles. Adicionalmente, foi observado
aumento significativo no crossing do grupo NPSIiO,-TS 30 quando comparado com 0s animais
do grupo 6-OHDA (p = 0,0085). Os animais que receberam a toxina por microinjecao
intracerebral e tratados com nanoparticulas (NPSIiO2-TS 10 e NPSIO»-TS 30) mostraram

médias estatisticamente iguais entre si (p = 0,4241).
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Figura 25: Resultado do teste de campo aberto quanto ao parametro de crossing, anélise por ANOVA
de uma via com pos teste de Tukey (p < 0,05). Onde CTL = controle; 6-OHDA = 6-hidroxidopamina;
NPSIO2-TS 10 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 10
mg/kg; NPSiO2-TS 30 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia
spathacea 30 mg/kg. * significa diferenca significativa em relagdo ao grupo CTL (p < 0,05), ## indica
diferenca significativa em relag&o ao grupo 6-OHDA (p < 0,01).

Quanto ao rearing (figura 22) foi realizada andlise por Kruskal-Wallis com pés-teste de
Dunn (p = 0,0065). Foi possivel verificar que os animais do 6-OHDA apresentaram diminui¢ao
significativa em relac@o ao grupo controle (p = 0,0070). Os animais lesionados e tratados com
NPSIO,-TS apresentaram comportamento semelhante aos animais que ndo receberam a
toxina (Controle vs. NPSIO2-TS 10, p = 0,1078; Controle vs. NPSIiO,-TS 30, p > 0,9999), o

mesmo ocorreu com 0s grupos NPSiO»-TS quando comparados entre si (p > 0,9999).
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Também ndo houve diferenca significativa entre os grupos NPSiO»-TS 10 (p > 0,9999) e
NPSIO.-TS 30 (p = 0,2089) quando comparados ao grupo 6-OHDA.
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Figura 26: Resultado do teste de campo aberto quanto ao parametro de rearing, analise por Kruskal-
Wallis com p6s-teste de Dunn (p < 0,05). Onde CTL = controle; 6-OHDA = 6-hidroxidopamina; NPSiO2-
TS 10 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 10 mg/kg;
NPSIO2-TS 30 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 30
mg/kg. ** indica diferenca significativa em relacdo ao grupo CTL (p < 0,01).

Ao analisar a média de eliminacao de bolos fecais (figura 23) durante o teste de campo
aberto por Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (p = 0,0028), observou-se que 0S grupos
lesionados com toxina e tratados com as NPSIiO.-TS apresentaram comportamento
semelhante ao grupo controle (p > 0,9999), enquanto os animais do grupo 6-OHDA (p =
0,0025) apresentaram um aumento significativo na defecag&o. Os animais do grupo NPSIO»-
TS 30 apresentaram reducgdo significativa nos bolos fecais em relagéo ao grupo 6-OHDA (p =
0,0307). O grupo NPSIO2-TS 10 néo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao

grupo 6-OHDA (p = 0,3476), nem ao NPSiO»-TS 30 (p > 0,9999).
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Figura 27: Resultado do campo aberto, considerando os bolos fecais eliminados durante o teste, analise
por Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn (p < 0,05). Onde CTL = controle; 6-OHDA = 6-
hidroxidopamina; NPSIiO2-TS 10 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de
Tradescantia spathacea 10 mg/kg; NPSiO2-TS 30 = nanoparticulas de silica veiculadoras de
biocompostos de Tradescantia spathacea 30 mg/kg. ** indica diferenca significativa em relacdo ao
grupo CTL (p < 0,01), # indica diferenca significativa em relacdo ao grupo 6-OHDA (p < 0,05).

Para analisar o grooming (figura 24) realizado no teste de campo aberto foi feito
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (p = 0,0551), onde nao foi observada diferenca
estatistica entre nenhum dos grupos que receberam a toxina intracerebral quando comparado
ao grupo que nao recebeu a toxina (Controle vs. 6-OHDA, p > 0,9999; Controle vs. NPSIO,-
TS 10, p = 0,1210; Controle vs. NPSIiO,-TS 30, p = 0,1210). Também nao foi observado
aumento significativo entre os grupos lesionados com 6-OHDA quando comparados entre si
(p > 0,9999).
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Figura 28: Resultado dos movimentos de grooming durante o teste, analise por Kruskal-Wallis com pos
teste de Dunn (p < 0,05). Onde CTL = controle; 6-OHDA = 6-hidroxidopamina; Onde CTL = controle;
6-OHDA = 6-hidroxidopamina; NPSiO2-TS 10 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos
de Tradescantia spathacea 10 mg/kg; NPSiO2-TS 30 = nanoparticulas de silica veiculadoras de
biocompostos de Tradescantia spathacea 30 mg/kg.

5.3.2 Teste de cilindro

Com relacdo as médias das porcentagens de toques contralaterais (%TC), 0 grupo
controle obteve um resultado de 51%, o grupo 6-OHDA de 18,8%, o grupo NPSIiO,-TS 10 de
47,1%, o grupo NPSIiO,-TS 30 de 52,8%.

Para avaliacao estatistica, foi realizado Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (figura
25) [F (3, 22) = 3,493; p = 0,0193], onde foi evidenciada diferenca estatistica entre 0s grupos
6-OHDA e CTL (p > 0,9999). Nao houve diferenca estatistica entre os demais grupos NPSiO.-
TS 10 (p > 0,9999) e NPSIO.-TS 30 (p = 0,9990) quando comparados com 0s animais do
grupo controle. Embora os animais que foram lesionados com 6-OHDA e que receberam
tratamento com nanoparticulas apresentarem um percentual de toques contralaterais mais
elevado do que os animais lesionados e tratados somente com veiculo, 0 aumento destes
toques néo foi significativo entre estes grupos (6-OHDA vs. NPSIO»,-TS 10, p = 0,1737; 6-
OHDA vs. NPSIO2-TS 30, p = 0,0636). Também n&o houve diferenca estatistica entre os

animais tratados com as diferentes doses de nanoparticulas (p > 0,9999).
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Figura 29: Resultado do teste de cilindro, expresso pela porcentagem de toques contralaterais, analise
por Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn (p < 0,05). Onde CTL = controle; 6-OHDA = 6-
hidroxidopamina; NPSiO2-TS 10 = nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de
Tradescantia spathacea 10 mg/kg; NPSiO2-TS 30 = nanoparticulas de silica veiculadoras de
biocompostos de Tradescantia spathacea 30 mg/kg. * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
CTL (p < 0,05).

5.4 Anélise imunohistoquimica
5.4.1 Preservacao de neurdnios na SNc

A imunohistoquimica para TH na SNc dos grupos estudados foi avaliada por ANOVA
de uma via com p0s-teste de Tukey [F (3, 40) = 59,73; p < 0,0001]. Onde todos os animais
lesionados com 6-OHDA apresentaram reducgdo significativa de neurbnios em relagdo ao
grupo controle (p < 0,0001). Os animais tratados com NPSIiO,.TS 30 apresentaram aumento
significativa de neurbnios imunorreativos em relagdo ao grupo 6-OHDA (p < 0,0001) e ao
NPSIO.. TS 10 (p = 0,0016). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos 6-OHDA e
NPSIO..TS 10 (p = 0,2310) e 30 entre si.
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Figura 30: Fotomicrografias (100x) de neurdnios imunorreativos para enzima TH na SNc dos animais
pertencentes aos grupos controle (A), 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (B), nanoparticulas de silica
veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 10 mg/kg (NPSiO2TS 10) (C),

nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 30 mg/kg (NPSiOx.
TS 30) (D).
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Figura 31: Resultado da quantificagcdo de neurdnios imunorreativos presentes em relacdo ao lado
contralateral a lesdo, andlise por ANOVA de uma via com pos teste de Tukey (p < 0,05). As colunas
representam as médias e as barras o desvio padrdo da média. **** significa diferenca em relagédo ao
controle (p < 0,0001), #### significa diferenca estatistica em relacdo ao 6-OHDA (p < 0,0001), $$
significa diferenca estatistica em relacdo ao NPSiO2-TS 10 (p < 0,01).
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5.4.2 Preservacdao de fibras estriatais

Foi realizada ANOVA com p0s teste de Tukey [F (3, 36) = 5,256, p 0,0041]. A
densidade Optica relativa para TH (figura 27) do nucleo estriado evidenciou reducéo
significativa na porcentagem das fibras positivas TH+ no grupo 6-OHDA (p = 0,0032) em
relacdo ao grupo controle. Os animais tratados com NPSiO,.TS 10 (p = 0,6403) e NPSIO..TS
30 (p = 0,8326) mantiveram a porcentagem de fibras estriatais semelhantes ao grupo controle,
ndo apresentando diferenca significativa. Nos animais tratados com NPSIiO..TS 30 houve
aumento significativo em comparagéo ao grupo 6- OHDA (p = 0,0295). Os grupos de NPSIiO».
TS ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p = 0,9863).
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Figura 32: Densidade o6ptica relativa de fibras estriatais para enzima tirosina-hidroxilase (TH+) no
nucleo estriado, em relacdo ao lado contralateral a leséo, analise por ANOVA de uma via com pds teste
de Tukey (p < 0,05). As colunas representam as médias e as barras o desvio padrdo da média. ** indica
diferenca significativa em relagcdo ao controle (p < 0,01); # indica diferenca significativa em relacdo ao
6-OHDA (p < 0,05).

5.4.3 Expressao astrocitaria no nacleo estriado

Na figura 28 podem-se visualizar fotomicrografias (400x) do nucleo estriado dos
respectivos grupos estudados, onde foram realizadas Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn
(p < 0,0001). Na densidade Optica para GFAP (figura 29) foi observado um aumento
significativo de expresséao astrocitaria nos grupos 6-OHDA (p < 0,0001) e NPSIO.-TS 10 (p =
0,0026) em relacdo ao grupo controle. Os animais tratados com a maior dose de
nanoparticulas (NPSiO,-TS 30) apresentaram reducdo na expressdo astrocitaria,
assemelhando-se ao grupo controle (p = 0,1839) e diferindo do grupo 6-OHDA (p = 0,0313).
N&o houve diferenga estatistica entre os grupos NPSIiO2-TS (p > 0,9999).
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Figura 33: Fotomicrografias (400x) de astrocitos imunorreativos para proteina GFAP no nicleo estriado
dos animais pertencentes aos grupos controle (A), 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (B), nanoparticulas de
silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 10 mg/kg (NPSiO2.TS 10) (C),

nanoparticulas de silica veiculadoras de biocompostos de Tradescantia spathacea 30 mg/kg (NPSiOa.
TS 30) (D).
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Figura 34: Resultado da quantificacao de astrécitos imunorreativos presentes no ndcleo estriado, em
relagdo ao lado contralateral a lesdo, analise por Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (p < 0,05). As
colunas representam as médias e as barras o desvio padrdo da média. ** indica diferenca significativa
em relagdo ao controle (p < 0,01); **** indica diferenca significativa em relagc&o ao controle (p < 0,0001);
# indica diferenca significativa em relacdo ao 6-OHDA (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, a infusdo foi a técnica utilizada para obter o extrato aquoso da
Tradescantia spathacea. Este método convencional esti associado a eficacia na obtencéo de
compostos fendlicos totais presentes no material vegetal (UDUWANA; ABEYNAYAKE;
WICKRAMASINGHE, 2023).

A infusdo pdde destacar-se no rendimento global, jA que o extrato aqui obtido
apresentou rendimento global satisfatorio (21,94 + 0,43%) quando comparado a outros
métodos de extracdo para a mesma espécie vegetal, onde foram relatados rendimentos de
2,8 a 8,37% utilizando-se a técnica de decoccdo (LUCIANO-MONTALVO et al.,, 2013;
ROSALES-REYES et al., 2008), 17,9% por Soxhlet (MENA-REJON et al., 2009) e 3,4% em
secagem por rotaevaporagdo (SRIWANTHANA et al., 2007).

Tratando-se da obtenc@o de compostos fendlicos, no EATS foi possivel quantificar
16,30 + 1,3 mg/g, corroborando o estudo de Garcia-Varela et al. (2015) que em condi¢des
semelhantes a deste estudo (infusdo com folhas secas) foram encontradas 16,9 + 3,7 mg/g
de fendis. Nota-se que a agua aos 100°C, como foi utilizada nesta pesquisa, € capaz de
separar mais biocompostos, seja em folhas secas (8,5 + 3,7 mg/g) ou frescas (7,5 + 1,5 mg/qg).
Além disto, a 4gua como solvente proporciona maior obtencdo de fenodis na T.spathacea
guando comparada a outros solventes como metanol (1,5 + 0,7 mg/g), etanol (1,6 £ 0,2 mg/qg),
acetona (5,5 £ 1,1 mg/qg), éter petrolifero (1,4 + 2,4 mg/g), cloroformio (1,7 = 2,5 mg/g) e
hexano (0,7 + 0,01 mg/g). Este achado corrobora positivamente a pesquisa, visto que esta
classe foi de interesse para o desenvolvimento das nanoparticulas e posterior aplicacdo in
vivo (SANTOS, 2021).

Comparando os flavonoides totais obtidos no EATS (2,73 £ 0,79 mg/g) a pesquisas
utilizando o mesmo material vegetal, pdde-se observar que o quantitativo destes compostos
foi superior ao extrato metandlico através de ultrassom (0,7 mg/g) obtido por SAnchez-Roque
et al. (2017) e inferior ao extraido por Tan et al. (2014) onde foram utilizados como solventes
a acetona aquosa a 70% e o acido féormico a 1% (10,8 mg/g), isto pode ser associado aos
métodos de extracao, solventes e sazonalidade do pais onde foi realizada a coleta do material
vegetal. Na familia Commelinaceae, a T. spathacea destaca-se pelo teor de flavonoides totais
(Tan et al., 2014), que atuam em sinergismo com outras classes de biocompostos desta
herbacea.

O extrato contendo biocompostos desta pesquisa foram veiculados em nanoparticulas
de silica, que possuem propriedades fisicas variaveis, como morfologia e tamanho de
particulas. A morfologia pode ser modificada no momento da sintese, no entanto o aspecto
esférico foi encontrado em diferentes sinteses, seja por secagem em estufa (ABOMUGHAID,
2022), micro-ondas ou autoclave (OLIVEIRA et al., 2020). Quanto ao didametro, a analise de

Matussin et al., (2020) constatou que os compostos quimicos da T. spathacea influenciam no
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processo de formagéao das particulas, assim como o método de sintese tem ligagéo direta com
o tamanho das particulas. Também foi verificado que a concentracdo do extrato da T.
spathacea € inversamente proporcional ao tamanho das NP, ou seja, uma alta concentracdo
do material vegetal proporciona supressao do crescimento das NP.

Isto pode justificar a discrepancia entre os diametros das NPSIiO.-TS, visto que foi
utilizado uma baixa concentracdo de EATS na sintese (15 mg/mL). No entanto, foram
formadas particulas a partir de 30 nm, o que significa um achado positivo comparado com o
estudo de Matussin et al., (2020) que formulou NP abaixo de 100 nm utilizando o extrato de
T. spathacea. Ja Abomughaid (2022) em seu estudo com NPSIO; veiculando extrato aquoso
de casca de laranja conseguiu obter particulas com diametros médios de 20 nm.

Sabe-se que o didmetro médio das nanoparticulas é uma caracteristica importante
guando o objetivo é atravessar a barreira hematoencefélica, onde o ideal é que seja de até
100 nm (BHARADWAJ et al., 2016). No entanto, o estudo de Lungare et al., (2016) realizou a
obtencdo de NPSIO, com compostos naturais (curcumina e crisina) para tratamento da
doenca de Alzheimer com administragdo por via intranasal, onde as NPSiO, abaixo de 500
nm mostraram-se carreadoras fitoquimicas eficazes na entrega medicamentosa ao cérebro,
sendo capazes de serem captadas por células olfativas.

As amostras foram submetidas a avaliacdo de termogravimetria, visto que alguns
biocompostos podem ser mais sensiveis a degradacdo térmica. Os achados obtidos
corroboram o estudo de Ciobanu et al., (2019), que também encontrou uma maior
decomposicdo térmica nos extratos puros (42 e 48%) quando comparado ao extrato
associado a silica mesoporosa, onde as curvas de TG evidenciaram uma perda de massa de
21 a 41%. No estudo de Abomughaid (2022) foi realizada andlise térmica de nanoparticulas
de silica veiculadoras de biocompostos de material vegetal (casca de laranja) também
aconteceu degradacdao térmica semelhante, onde a degradacao iniciou em aproximadamente
50°C por conter extrato aquoso, assim como as amostras com EATS e NPSiO,-TS, no entanto
foi perdido cerca de 30% de massa, quase o dobro da perda da NPSIO,-TS.

Na analise de calorimetria, nota-se que a silica apresentou eventos endotérmicos, ou
seja, absorveu calor do entorno, com pico na faixa de aproximadamente 130°C, corroborando
os achados de Chaudhary; Rohilla; Mehta (2014), onde foram avaliadas nanoparticulas de
silica em poO calcinadas e ndo calcinadas, ambas apresentaram termogramas de DSC
semelhantes ao do presente estudo, com evento endotérmico em aproximadamente 120°C.
Comparando a entalpia de fusdo das NPSIO, com a das NPSIiO,-TS, percebe-se que a
amostra com os biocompostos da T.spathacea precisou desprender mais energia para fundir-
se, corroborando os achados do MEV, indicando que estas possuiram maior discrepancia

entre os tamanhos de particulas.



66

Quanto aos grupos funcionais presentes, nas amostras contendo silica (NPSIO; e
NPSIO,-TS) ja era esperado que nos espectros fossem encontradas bandas de silandis e
siloxanos (OLIVEIRA et al., 2020). Nas amostras contendo os biocompostos da T. spathacea
(NPSIO.-TS e EATS), foram encontradas bandas que podem ser associadas a presenca de
fendis, flavonoides e cumarinas (ESTRADA et al., 2021). Estes grupos de compostos bioativos
ja haviam sido identificados na amostra de EATS (SANTOS, 2021).

E vélido ressaltar que as classes de biocompostos supracitadas podem estar
associadas aos achados comportamentais nesta pesquisa, visto que estes compostos foram
associados a atividade antioxidante devido ao aumento dos antioxidantes exdgenos, como a
SOD, glutationa e catalase (HUSSEIN et al., 2018). Além disso, em estudo prévio, o EATS
apresentou capacidade inibitéria de 50% (ICso) de 16,7 +1,9 ug/mL, e na concentragédo
maxima testada (100 ppm), o EATS foi capaz de inibir 81,3% dos radicais livres (LOPES,
2019).

Nesta pesquisa, 0s animais que receberam 6-OHDA via intracerebral no procedimento
cirurgico ainda apresentavam reducao da locomocéo espontanea no teste de campo aberto,
realizado no 10° dia apés a estereotaxia, indicando déficits motores provocados pela indugéo
do modelo animal para estudo da doenga de Parkinson através da toxina supracitada (TRIGO-
DAMAS et al.,, 2018). Além disso, os animais lesionados com a 6-OHDA que receberam
tratamento diario de NPSiO»-TS 30 mg/kg apresentaram aumento significativo no rearing. Tal
achado é sugestivo de acao neuroprotetora.

O teste de campo aberto além de possibilitar avaliagdo funcional, permite mensurar
comportamentos ansiosos no animal (SU et al.,, 2018). O numero de bolos fecais é um
parametro para avaliar ansiedade (WALSH; CUMMINS, 1976). Dessa forma, pode-se
observar que o aumento significativo na defecag¢éo dos animais do grupo 6-OHDA em relac&o
ao grupo controle indica um maior nivel de ansiedade em funcéo da leséo, e sugere-se que
as NPSIiO»-TS em 30 mg/kg apresentaram efeito ansiolitico devido a reducgéo significativa dos
bolos fecais em relagéo ao grupo 6-OHDA.

Em estudo prévio, o EATS em dose de 100 mg/kg havia apresentado efeito sedativo
(diminuicdo dos parametros de ansiedade, mas também da atividade motora) quando
comparado ao grupo 6-OHDA (LOPES, 2024). No presente trabalho, observou-se diminuicdo
no parametro de ansiedade (bolos fecais), sem comprometimento da atividade motora
espontanea. Além disto, a T. spathacea esta listada como uma das plantas medicinais
utilizadas para tratamento de ansiedade e depressao no México, pais onde é amplamente
utilizada e estudada (GUTIERREZ et al., 2014).

A atividade ansiolitica pode estar associada a presenca da fraxetina, uma cumarina,
que além de atuar em mecanismo anti-inflamatério mediando expressao de interleucinas (IL-
1B, IL-6), TNF-a, oxido nitrico e micréglia, foi associada a atenuagédo de comportamento
ansioso e depressivo in vivo (DENG et al., 2022; AHMED et al., 2023). Outro biocomposto que
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pode estar associado a reducdo de bolos fecais nesta pesquisa € o vicenin-2, um flavonoide
presente na T.spathacea e marjoritario da Passiflora edulis que foi relacionado a acéo
antioxidante (ALVES et al.,, 2020) e antidepressiva, atuando em sinergia com demais
compostos (RETAMOZO et al., 2023).

Na avaliacdo do teste do cilindro, os toques contralaterais espontaneos podem ser
utilizados como indicador da extensédo da lesao cerebral, pois 0 membro contralateral & lesédo
sera afetado. O déficit motor manifestado no toque contralateral relaciona-se a deplegcéo
dopaminérgica no nucleo estriado e agédo da via indireta dos nucleos da base, onde os
estimulos GABAérgicos para o Gpe aumentam, desinibindo o NST e mantendo o cOrtex motor
inibido. Em consequéncia h& reducdo na iniciagdo dos movimentos contralaterais
(FERRAZOLI et al., 2018).

Diante disto, um animal que foi exposto a lesdo da via nigroestriatal e no teste de
cilindro apresenta porcentagem de toques contralaterais igual ou maior a 50% pode ser
considerado saudavel (BOIX et al., 2015). Os animais tratados com NPSiO,-TS apresentaram
comportamento semelhante ao dos animais nao lesionados (controle 51%, NPSiO,-TS 10
47,1% e NPSIO,-TS 30 52,8%). Ja os animais que receberam a toxina e foram tratados com
veiculo apresentaram maior dificuldade em realizar os toques contralaterais, apresentando
uma porcentagem de 18,8% destes movimentos.

Neste experimento, a leséo por 6-OHDA foi realizada no lado direito do nucleo estriado,
entdo, assim como na literatura, nos grupos com maior a extensado da lesdo o animal optou
pelo uso do membro dianteiro direito, logo apresentaram menor % TC (KAINDLSTORFER et
al., 2019). O contrario também aconteceu nos grupos tratados (e, possivelmente, com menor
extensao da lesdo), os animais tiveram preferéncia de utilizar a pata esquerda e a %TC se
elevou (ANTIPOVA et al., 2017). O grupo tratado com NPSIiO,-TS 30 mg/kg apresentou %TC
acima de 50% (de maneira similar ao grupo controle), podendo ser considerado saudavel.

Também foi observada perda significativa de neurdénios na SNpc e de fibras
dopaminérgicas no nucleo estriado dos animais que foram induzidos com 6-OHDA e tratados
apenas com NPSIO;, este achado contribui para efetividade do modelo experimental a partir
da leséo da via nigroestriatal (WANG et al., 2017). Por ser uma lesdo progressiva, a deplecao
de neurdnios dopaminérgicos pode evoluir até 28 dias (DA SILVA et al., 2016).

Concomitante a isto, os animais lesionados com a 6-OHDA apresentaram aumento na
cascata neuroinflamatéria, evidenciado pelo aumento na expressao astrocitaria mesmo apos
15 dias de procedimento cirargico, e poderia ser observado até 4 semanas (MORI et al., 2017).
A disfungéo astrocitéria pode resultar em déficit no combate aos radicais livres e no suporte
metabdlico e estrutural dos neurdnios dopaminérgicos, que possuem tempo de vida reduzido
apo6s a administracéo da 6-OHDA (KUTER et al., 2018).

Os animais com les&o induzida por 6-OHDA e tratados diariamente com NPSIiO2-TS

nas doses de 10 e 30 mg/kg apresentaram recuperagdo significativa de neurdnios na SNc,
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preservacado de fibras positivas TH+ e reducao da expresséo astrocitaria no nicleo estriado.
Esses achados corroboram os de Lopes (2024), onde foram encontradas atenuacdo da
extensao de perda neuronal e da resposta astrocitaria nos animais tratados com o EATS nas
doses de 10, 30 e 100 mg/kg, onde a maior dose proporcionou maior neuroprotecdo, no
entanto ocorreu efeito sedativo nos animais, acdo esta que presente estudo objetivava cessar.
Esses achados séo sugestivos que o mecanismo de acdo das NPSIO,-TS frente a lesdo da
via nigroestriatal por 6-OHDA envolve atividade anti-neuroinflamatéria. Isto pode ser atribuido,
inclusive, aos biocompostos encontrados em sua composi¢ao quimica (LOPES, 2024).

Entre os &cidos fendlicos identificados anteriormente pelo grupo de pesquisa no EATS,
o acido cafeico e o0 acido p-cumarico foram relacionados a protecéo de células neuronais (PC-
12) contra citotoxicidade e prevencéo de apoptose por estresse oxidativo (GAO et al., 2020).
O &cido cafeico atua reduzindo expressao astrocitaria e de mediadores inflamatérios, além de
proteger neurénios dopaminérgicos e déficits motores (ZHANG et al., 2019).

Em modelo in vivo para estudo da doenca de Parkinson induzido por rotenona e tratado
com &cido cafeico, os animais apresentaram atenuacao dos déficits motores, além de menor
expressao microglial e de mediadores inflamatérios, como a 6xido nitrico-sintase induzida
(iNOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e fator nuclear kappa B (NFkB) (ZAITONE et al., 2019).

O é&cido veratrico, um acido fenélico também identificado no EATS, atua com
mecanismo anti-inflamatdrio, regulando a expressao de IL-6 e Oxido nitrico, aumentando
antioxidantes enddgenos como SOD, CAT e GSH, consequentemente atenuando o estresse
oxidativo e a apoptose (SARAVANAKUMAR; RAJA, 2011; CHOl et al., 2012; YU et al., 2021).
O vestitol modula ativacdo de NF-kB, consequentemente atuando na expressao de
interleucinas (IL-1p e IL-1a) (BUENO-SILVA et al., 2022).

Os compostos bioativos presentes na T. spathacea podem ter minimizado possiveis
eventos celulares relacionados a toxicidade pulmonar da silica, como apoptose celular e
aumento de TNF-qa, IL-1a e IL-6. Embora na literatura percebe-se que as aten¢gfes sejam
mais voltadas a toxicidade in vivo por silica cristalina, e ndo silica amorfa, reconhece-se a
silica por via intranasal em doses elevadas (2,6 a 27 mg / m3) e longa duragéo (28 a 90 dias)
pode ocasionar respostas inflamatdrias, morte celular e fibrose pulmonar (DA SILVA et al.,
2022). Embora o tratamento tenha sido realizado por 15 dias e em doses menores (10 e 30
mg/kg), reconhece-se que estudos mais direcionados serdo necessarios, sendo esta uma

limitac&o da pesquisa e perspectiva de continuidade.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto, pdde-se verificar que a infusédo foi um bom método de obtencao de
compostos bioativos, obtendo-se um quantitativo satisfatério de compostos fendlicos e
flavonoides totais no EATS quando comparado com a literatura. Na morfologia das NP,
embora tenham sido observados aglomerados de EATS, foram formadas particulas de
didmetro satisfatorio para captacédo neuronal. Além disso, percebe-se que houve veiculacdo
de extrato nas NPSIO.-TS, confirmada presenca de grupos carboxila e hidroxila no NPSiO-
TS, além dos grupos silandis, siloxanos. Péde-se constatar também que a silica mesoporosa
tornou 0 EATS mais estavel a exposicao térmica, evidenciada pela pequena perda de massa
da NPSIO,-TS quando comparada ao EATS, sugerindo menor degradacdo de compostos
bioativos.

Na avaliacao in vivo, observou-se melhora funcional em testes comportamentais apés
a leséo da via nigroestriatal no grupo tratado com NPSiO,-TS30 mg/kg, indicando um efeito
neuroprotetor das NP. Em acréscimo, a dose de NPSiO»-TS 30 apresentou efeito ansiolitico,
mas nao foi sedativo. O tratamento com NPSiO,-TS30 proporcionou protecdo de neurdnios
dopaminérgicos, preservacao de fibras estriatais e atenuagéo de expresséo astrocitéria.

Portanto, as nanoparticulas de silica mesoporosa veiculadoras de T. spathacea na
dose de 30 mg/kg apresentaram efeito neuroprotetor frente a leséo da via nigroestriatal neste

modelo pré-clinico para o estudo da DP.
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ANEXO 1 — EXSICATA DA Tradescantia spathacea
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ANEXO 3 — IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS DO EATS

Tabela - Identificac@o de biocompostos do extrato aguoso de Tradescantia spathacea.

[M-H]

[M-H]

n R.t Observad Calculad Product lons Fom,“.”a Ppm Composto Referéncia
min a a (MS/MS) empirica (erro)
1 2.98 181.0495 181.0501 161.0390, 135.0489 CoHyO4 -3.3 Acido Veratrico?! Jia et al., 2020
2 3.24 207.0295 207.0295 179.0376, 163.0399 C10H70s 1.0 Fraxetina Saleem et al., 2019
3 3.63 593.1505 593.1506 473.1264, 353.0658 C27H20015 -0.2 Vicenin 2! Farooq et al., 2020
4 3.77 311.0769 311.0767 193.0460, 178.0218, C14H150s 0.6 Acido feruloil trednico? Wang et al., 2017
149.0456, 134.0351
5 3.82 179.0345 179.0344 135.0477 CoH704 0.6 Acido cafeico'* Campos et al., 2020
6 404 351.1291 351.1291 249.0609 C14H23010 0.0 Desconhecido -
7 423 371.0977 371.0978 249.0576, 121.0303, C16H19010 -0.3 Desacetilasperulosideo? Ouchemoukh et al.,
113.0255 2014
8 435 163.0391 163.0395 119.0493 CoH703 -2.5 Acido p-cumarico ** Amaya-Cruz etal.,
2018
9 4.44  385.1144 385.1135 207.1059, 113.0237 C17H21010 2.3 Acido sinapico-O- Lorenzo etal., 2018
hexosideo!
10 480 693.2028 693.2031 271.0932 Cs2H37017 -0.4 Heloniosideo A Zou et al., 2017
11 5.13 691.2618 691.2602 335.1241 C34H43015 2.3 Desconhecido -
12 541 271.0964 271.0970 - C16H1504 -2.2 Vestitol Yerlikaya et al., 2019
13 584 675.2654 675.2653 - C34H43014 0.1 Desconhecido -
14 6.67 375.2758 375.2747 - C20H3906 -2.4 Derivado de acido graxo! -
15 6.90 373.2583 373.2590 - C20H3706 -1.9 Derivado de acido graxo! -
16 7.11 327.2161 327.2171 229.1406, 211.1334 Ci1sH310s5 -3.1 Isémero do acido pinelico! Barragan-Zaratea et
al., 2020
17 7.34 371.2420 371.2434 - C20H3506 -3.8 Derivado de acido graxo! -
18 7.56 329.2317 329.2328 229.1441, 211.1323 CisH3305 -3.3 Isémero do acido pinelico! Barragan-Zaratea et
al., 2020
19 7.94 359.2785 359.2797 - C20H3905 -3.3 Derivado de acido graxo? -

* indica comparacado com o padrdo. ! indica fragmentos de dados do MS/MS. Fonte: Lopes (2024).



Cromatograma UPLC-QTOF-MS, modo negativo, extrato aquoso da Tradescantia spathacea
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Fonte: Lopes, 2024.




