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RESUMO

O Oleo essencial de Citrus sinensis € composto por uma mistura terpenoidica
constituida majoritariamente por d-limoneno, e possui diversas atividades biologicas
descritas na literatura, como atividade anti-inflamatdria, antioxidante, antibacteriana e
antiarritmica. No entanto, ainda € pouco utilizado como composto terapéutico pela
industria farmacéutica em funcao das limitagdes que possui, como baixa solubilidade
em agua, suscetibilidade a processos oxidativos e baixa absor¢do no trato
gastrointestinal. Uma alternativa para mitigar os problemas do 6leo essencial de C.
sinensis é a encapsulagao em nanoparticulas poliméricas, uma vez que apresentam
capacidade de melhorar a biodisponibilidade do principio ativo, conferindo proteg¢ao
da molécula contra degradacdo no trato gastrointestinal e permitindo uma liberagéo
controlada do ativo, com redugdo da sua degradagdao e depuracdo em sistemas
bioldgicos. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo nanoencapsular o
Oleo essencial de C. sinensis em polissacarideo extraido da goma do cajueiro
acetilado como matriz polimérica (PEJUac@OE) e avaliar o potencial biolégico do
nanossistema obtido. As nanoparticulas foram produzidas por nanoprecipitagdo e
caracterizadas quanto a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial, diametro
hidrodinamico, indice de polidisperséo, potencial zeta e morfologia por microscopia
eletrdbnica de transmissdo. Antes da realizacdo do potencial funcional das
nanoparticulas de PEJUac@OE foi avaliado a seguranga toxicologica dos
nanomateriais por meio de testes de citotoxicidade celular. Os resultados do ensaio
MTT demonstraram que, nas concentracbes avaliadas, as nanoparticulas de
PEJUac@OE n&o apresentam citotoxicidade. Além disso, as nanoparticulas
produzidas foram eficientes em proteger as células endoteliais contra o estresse
oxidativo por peroxido de hidrogénio. Considerando a seguranga toxicolégica e o
potencial antioxidante das nanoparticulas produzidas, testes de absorcao
gastrointestinal foram realizados para avaliar se 0 nanosistema produzido conseguiria
ser absorvido. A analise do tecido intestinal por microscopia eletrénica de transmissao
(TEM) evidenciou a presencga de corpos vesiculares caracteristicos de internalizagao
celular, evidenciando a absorcdo do nanossistema. Além disso, foi observado o
alargamento dos espacgos intercelulares, o que sugere que as nanoparticulas de

PEJUac@OE também podem ser absorvidas pela via paracelular. Uma vez que as
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particulas sao absorvidas eficientemente no trato digestivo, testou-se o potencial
biolégico do 6leo essencial e das nanoparticulas de PEJUAC@OE utilizando-se
modelo animal, avaliando-se o efeito dos tratamentos em modelo de hipertensdo. A
atividade anti-hipertensiva foi avaliada utilizando-se ratos normotensos da linhagem
Wistar e ratos espontaneamente hipertensos da linhagem SHR tratados durante 30
dias com 6leo essencial livre (OE) ou nanoparticulas de PEJUac@OE. Durante o
tratamento, a pressdo arterial sistdlica foi acompanhada semanalmente por
pletismografia de calda e ao final do tratamento os animais foram alojados em gaiolas
metabdlicas para avaliagao de consumo de agua e ragao e excregao de urina e fezes.
A fim de avaliar o efeito cardiometabdlico dos tratamentos, testes bioquimicos e
avaliacbes histopatologicas foram realizadas. O plasma e a urina foram avaliados
quanto aos niveis de creatinina, ureia, acido urico, proteinas totais, sédio e potassio.
Os tecidos hepatico e renal foram avaliados quanto as suas caracteristicas
histopatolégicas e imuno-histoquimicas. Os resultados evidenciaram que as
nanoparticulas de PEJUac@OE foram eficazes em encapsular o 6leo essencial de
C.sinensis, apresentando eficiéncia de encapsulacdo de 75,18%, e diametro
hidrodindmico de 161 nm. O indice de polidispersao foi de 0,141, o que caracteriza o
material como monodisperso, com valores de potencial zeta igual a -19,17 mV, sendo
a carga negativa atribuida as caracteristicas intrinsecas na molécula de PEJUac. Apos
o final do tratamento com OE na dose de 75 mg/kg observou-se um efeito hipotensor
nos ratos da linhagem Wistar e um efeito anti-hipertensivo nos ratos da linhagem SHR.
Além disso, o tratamento com as nanoparticulas de PEJUac@OE (75mg/kg de ativo)
também foi eficaz na apresentacédo de efeito anti-hipertensivo nos animais SHR. Na
analise dos parametros renais, ambos os tratamentos apresentaram natriurese sem
alteragcdo nos niveis plasmaticos de sodio, sugerindo melhora na fungdo renal.
Também foi observado um aumento do Clearance de creatinina e ureia nos animais
SHR tratados com as nanoparticulas de PEJUac@OE, demostrando a importancia do
nanomaterial na melhora da taxa de filtragcdo glomerular. Quanto aos parametros
bioquimicos teciduais, foi observado uma reducdo da peroxidagao lipidica no tecido
renal e hepatico dos animais tratados com as nanoparticulas de PEJUac@OE. No que
se refere as vias enzimaticas de combate ao estresse oxidativo, tanto o tratamento
com OE quanto com as nanoparticulas de PEJUac@OE foram eficazes em aumentar
a atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase no rim e figado de animais

hipertensos. Por fim, os achados da imuno-histoquimica evidenciaram um efeito mais
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acentuado das nanoparticulas de PEJUac@OE na diminuigdo dos niveis de TNFa
hepatico e renal de animais SHR, evidenciando o potencial anti-inflamatério do
nanossistema. Dessa forma, os resultados obtidos até o presente momento
evidenciam que a metodologia proposta de produgédo de nanoparticulas foi eficiente,
e que a nanoencapsulagdo melhorou o potencial bioativo do OE de Citrus sinensis,
apresentando absorg¢do no trato gastrointestinal, além de efeitos anti-hipertensivo,

anti-inflamatério, nefroprotetor e hepatoprotetor.

Palavras-Chave: d-limoneno; nanoprecipitacao; atividade anti-hipertensiva; estresse

oxidativo; nefroprotecéo; atividade anti-inflamataria.
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ABSTRACT

The essential oil of Citrus sinensis is a terpenoid mixture mainly composed of d-
limonene and exhibits several biological activities described in the literature, including
anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial, and antiarrhythmic properties. However, it
is still underutilized as a therapeutic compound by the pharmaceutical industry due to
its limitations, such as low water solubility, susceptibility to oxidative processes, and
poor absorption in the gastrointestinal tract. An alternative to mitigate these issues is
the encapsulation of C. sinensis essential oil in polymeric nanoparticles, as they have
the potential to improve the bioavailability of the active ingredient, protect the molecule
from degradation in the gastrointestinal tract, and allow controlled release, reducing its
degradation and clearance in biological systems. Thus, the present study aimed to
nanoencapsulate C. sinensis essential oil (EO) using acetylated polysaccharides
extracted from cashew gum as the polymeric matrix (acCGP@EOQ) and to evaluate the
biological potential of the produced nanosystem. The nanoparticles were produced by
nanoprecipitation and evaluated regarding their encapsulation efficiency,
hydrodynamic diameter, polydispersity index, zeta potential, and morphology using
transmission electron microscopy. Considering the purpose of testing the acCGP@EO
in animal models, we first evaluate the cellular toxicity through the MTT assay. Results
evidenced that the EO and acCGP@EO did not show baseline cytotoxicity at the tested
concentrations, evidencing the safety of the non-nanostructured EO and the produced
acCGP@EO nanoparticles. Also, the acCGP@EO nanoparticles protected cells from
oxidative stress induced by hydrogen peroxide. After demonstrating the non-
cytotoxicity and the cytoprotective potential of the produced nanoparticles, it was
evaluated if this nanosystem could be absorbed into the gastrointestinal system.
Results evidenced the presence of voluminous multivesicular bodies in the
enterocyte's periapical cytoplasm, suggesting an increase in the absorptive capacity
of these cells. Furthermore, a significant enlargement of the apical intercellular space
was observed, indicating a possible absorption of acGCP@EO nanoparticles via
paracellular transport. The biological potential of the produced acCGP@EO
nanoparticles was assessed by evaluating their effect in an animal model of
hypertension. The antihypertensive activity was assessed using normotensive Wistar
rats and Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) treated for 30 days with free
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essential oil or acCGP@EO in a dosage of 75 mg/kg. During treatment, the systolic
blood pressure was monitored weekly by tail-cuff plethysmography. At the end of the
treatment, water and food intake, as well as urine and feces excretion, were evaluated.
Biochemical and histopathological tests were conducted to evaluate the
cardiometabolic effect of the treatment. To assess the nephroprotective potential of the
treatments, plasmatic and urinary levels of creatinine, urea, uric acid, total proteins,
sodium, and potassium were measured. Hepatic and renal tissues were also analyzed
in terms of their histopathological and immunohistochemical characteristics. The
results demonstrated that the acCGP@EO nanoparticles effectively encapsulated the
essential oil from C.sinensis, achieving an encapsulation efficiency of 75.18% and a
hydrodynamic diameter of 161 nm. The polydispersity index was found to be 0.141,
indicating a monodisperse nanosystem. The zeta potential was -19.17 mV, indicating
a negative superficial charge that is attributed to the intrinsic characteristics of the
acCGP molecule. Results from systolic blood pressure evidenced that EO and
acCGP@EO had significant anti-hypertensive effects. The analysis of the plasma and
urinary metabolites evidenced that EO and acCGP@EOQO nanoparticles promoted
natriuresis without altering the plasmic levels of sodium, suggesting improvement of
renal function. Results also evidenced a recovery of the glomerular filtration rate in the
SHR animals treated with accGP@EO, confirmed by increased creatinine and urea
clearance. This result highlights the best performance of the nanosystem compared to
the non-nanostructured EO. The treatment with acCGP@EO nanoparticles was also
efficient in reducing the lipidic peroxidation in the kidney and liver tissues. Treatment
with EO and acCGP@EO nanoparticles was also efficient in increasing superoxide
dismutase and catalase activity in the kidney and liver tissues of the SHR animals.
Immunohistochemistry findings indicated a more pronounced anti-inflammatory effect
of acCGP@EO nanoparticles in reducing hepatic and renal TNFa levels in SHR
animals, demonstrating the nephroprotective and hepatoprotective potential of the
produced nanoparticles. Altogether, results demonstrate that the proposed
nanoparticle production methodology was effective, and the nanoencapsulation
improved the bioactive potential of essential oil from Citrus sinensis, promoting
absorption in the gastrointestinal tract, as well as antihypertensive, anti-inflammatory,
nephroprotective, and hepatoprotective effects.

Keywords: d-limonene; nanoprecipitation; anti-hypertensive effect; oxidative stress;

nephroprotective effect; anti-inflammatory effect.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

A hipertensao arterial, também conhecida como pressao alta, € uma condi¢ao
comum que afeta muitas pessoas em todo o mundo. Se nao for tratada, pode levar a
problemas graves de saude, como doengas cardiacas, acidentes vasculares cerebrais
e problemas renais. Nossa pesquisa esta focada no estudo do éleo essencial da casca
de laranja, que é rico em um composto natural chamado limoneno. Durante o
desenvolvimento do trabalho, testamos o efeito do 6leo essencial em sua forma
natural e encapsulado em nanoparticulas para tratar a hipertensdo e suas
complicagdes.

Ja sabemos que oOleo essencial de casca de laranja possui diversos beneficios
para a saude. No entanto, existem alguns problemas relacionados a rapidez na
evaporagao do oleo e facil degradacao que diminuem seus efeitos benéficos no
organismo. Nesse caso, buscamos protegé-lo em nanoparticulas para verificarmos se
seus efeitos benéficos ao organismo s&o melhorados. Encapsular o éleo essencial em
nanoparticulas significa envolver pequenas gotas do 6leo em uma capa especial que
ajuda a liberar o 6leo essencial lentamente no corpo, aumentando assim sua eficacia
e reduzindo possiveis efeitos colaterais.

O dleo essencial nanoencapsulado foi utilizado para tratar ratos hipertensos,
onde foi demostrado a eficacia na reducédo da pressao arterial, o que é crucial para
prevenir doencgas cardiacas e acidentes vasculares cerebrais.

Nosso estudo também demostrou que o éleo essencial pode proteger os rins,
melhorando seu funcionamento, isto €, melhora a capacidade dos rins em filtrar o
sangue, produzir urina e eliminar compostos que n&o sado mais necessarios no
organismo. Isso & especialmente importante para pessoas com hipertenséo, que
muitas vezes desenvolvem problemas renais onde o0s rins ndo conseguem mais
eliminar de forma correta diversos compostos.

Essa pesquisa tem grande potencial para melhorar a qualidade de vida de
muitas pessoas. Com um tratamento mais eficaz e seguro para a hipertenséo, as
pessoas podem ter menos complicagcdes de saude, viver mais tempo e com melhor
qualidade de vida. Além disso, usar um composto natural como o 6leo essencial de

casca de laranja pode ser uma opg¢ao mais acessivel e com menos efeitos
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indesejaveis que sao frequentemente observados em muitos medicamentos
tradicionais.

Nossa pesquisa com o Oleo essencial nanoencapsulado representa um avango
promissor no tratamento da hipertensao arterial e suas complicagdes. Ao ajudar a
controlar a pressao arterial e proteger os rins, podemos proporcionar uma vida mais

saudavel e com mais qualidade para muitas pessoas.



1 INTRODUGAO
1.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os odleos essenciais sao produtos odorantes, geralmente de composigao
complexa, obtidos a partir de uma matéria-prima vegetal definida botanicamente, por
conducgédo de vapor de agua, por destilacdo a seco ou por um meétodo mecanico
adequado sem aquecimento. Um 6leo essencial € geralmente separado da fase
aquosa por um método fisico que nao leva mudangas significativas em sua

composi¢ao quimica (1).

Estes compostos sdo biosintetizados como metabdlitos secundarios em
diferentes 6rgaos vegetais, como flores, ervas, brotos, folhas, frutas, galhos, cascas,
sementes, madeira, rizoma e raizes (2). Devido a sua natureza hidrofdbica e sua
densidade frequentemente inferior a da agua, s&o geralmente lipofilicos, soluveis em
solventes organicos e imisciveis com a agua, podendo ser separados da fase aquosa

por decantagao (3).

As plantas que produzem Oleos essenciais sdo normalmente chamadas de
plantas aromaticas, e representam 10% das espécies de vegetais conhecidas (2, 4).
Os 6leos essenciais representam uma pequena fracdo da composigao vegetal (cerca
de 5% da matéria seca vegetal) e embora o papel especifico da maioria das moléculas
envolvidas permanecga desconhecido, sabe-se que esses compostos desempenham
funcbes abidticas importantes, como na relacdo da planta com a luz, temperatura,
correntes de ar, niveis de dioxido de carbono (COz2) e niveis de oz6nio (Os), bem como
papeis bidticos, como competidores (interespecificos e intraespecificos), combate de

patdgenos, além de atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes (5-8).

Na planta, os mecanismos quimicos de defesa, onde os 6leos essenciais estdo
inseridos, sao divididos em constitutivos e induziveis. Os Oleos essenciais
constitutivos sdo expressos independente de estimulos externos e sdo compostos
principalmente de terpendides, possuindo como fungdes a redugdo do estresse
abiodtico, alelopatia, defesa contra herbivoria e microrganismos patogénicos e atragao
de polinizadores e dispersores de sementes (5, 9). Os 6leos essenciais constitutivos
atuam sobre herbivoros principalmente repelindo-os diretamente e/ou inibindo sua

alimentacdo. Eles também agem contra patdgenos microbianos inibindo seu



crescimento por meio de atividades antibacterianas, antivirais e antifungicas diretas,

além de repelir vetores virais, como pulgdes (9).

Os Oleos essenciais induziveis sdo ativados por ataques de patdogenos ou
herbivoros, e embora possuem custos metabdlicos elevados, tornam a planta
fenotipicamente plastica, além de diminuir a possibilidade de adaptagdo dos
patogenos. Possuem como fungdo a reducédo do estresse abidtico, defesa contra
herbivoros e microrganismos e alelopatia (6).

Devido aos efeitos biolégicos dos dleos essenciais, diversas plantas aromaticas
tém sido utilizadas como conservantes, agentes curativos e fonte de aroma e sabor,
sendo os variados efeitos bioldgicos atribuidos n&o apenas aos seus compostos
principais, mas também aos fortes efeitos de sinergismo dos diferentes componentes
dos dleos essenciais (10). Em fungao da diversidade de efeitos bioldgicos possiveis,
0os Oleos essenciais tém sido largamente utilizados na industria farmacéutica
principalmente para aromaterapia e para melhorar as propriedades sensoriais de
medicamentos. Além disso, diferentes sistemas tradicionais utilizam 6leos essenciais
para tratamento de diversas patologias, como 6leo de eucalipto no tratamento de
bronquite e tosse, o0leo de salvia e cravo como agente antimicrobiano e oOleo de
hortela-pimenta no combate a problemas respiratérios. Varios estudos também
evidenciam a sua potente atividade antioxidante por inibicao da peroxidacéo lipidica e
capacidade de atuar como doador de hidrogénio (10-13). Becker e colaboradores (14)
evidenciaram o efeito antioxidante de linalol e 6leo essencial de Lippia alba no
camarao perna branca do pacifico, onde os grupos tratados com linalol e L. alba
apresentaram aumento da capacidade antioxidante total, diminuicdo da peroxidacao
lipidica, aumento da atividade da glutationa redutase e diminuicdo da concentragao

de grupos sulfidrila associados a proteinas.

O dleo essencial de Citrus sinensis € extraido da casca da laranja, e sua
composic¢ao varia de acordo com a regido e o metodo de extragdo. De modo geral, os
principais constituintes desse 6leo sdo os monoterpenos hidrocarbonados (87,5% -
99,39%), monoterpenos oxigenados (0,4% - 5,51%), hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (0,18% - 0,70%) e sesquiterpenos oxigenados (0,18% - 0,22%).
Dentre as diferentes classes de terpendides presentes no o6leo essencial de
C.sinensis, o componente majoritario € o monoterpeno limoneno (Figura 1) (15), que

possui diversas atividades terapéuticas, como atividade anti-inflamatéria (16),



antioxidante (17, 18), anticancer (19, 20), antibacteriana (21), antiviral (22, 23),

antinociceptiva (24), cardioprotetora (25) e antiarritimica (26, 27).
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Figura 1. Esquema representativo da estrutura quimica do limoneno.

Murali e colaboradores (17) evidenciaram o efeito protetor do d-limoneno na
peroxidacao lipidica e enzimas antioxidantes em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, onde os animais tratados com d-limoneno apresentaram redugao
nos niveis de subprodutos da peroxidagao lipidica, aumento na atividade de
superéxidos dismutase, catalase e glutationa peroxidase, além da prevengado a
deplecdo de glutationa, vitamina C e vitamina E, mostrando o papel do terpendide na

manutengao dos parametros antioxidantes.

No entanto, a aplicacao do 6leo essencial de C. sinensis ainda é pouco utilizada
como um composto terapéutico pela industria farmacéutica em funcao de limitagdes
associadas a manutencdo da atividade bioldgica e estabilidade do ativo em
formulagcbes. Além da baixa solubilidade em agua, os 6leos essenciais podem
apresentar sensibilidade a processos oxidativos e possuir baixa absorgao no trato
gastrointestinal (28), o que faz premente a busca por alternativas biotecnoldgicas que
possibilitem melhorar as propriedades absortivas, de estabilidade e de biodistribuicao
desses 6leos para que seu potencial terapéutico possa ser utilizado em totalidade.

Uma alternativa para melhorar a performance do 6leo essencial de C. sinensis
como composto bioativo € a sua encapsulacdo em nanoparticulas, uma vez que a
encapsulacédo pode aumentar sua estabilidade e biodisponibilidade, proporcionar uma
liberagao controlada, garantindo niveis terapéuticos constantes e prolongando a agao

do limoneno, além da melhoria na palatabilidade e aceitagao do paciente, uma vez



que o composto tem um sabor citrico forte que pode ser desagradavel em doses
terapéuticas (29-31). Os nanossistemas sao uma alternativa interessante para
viabilizar o uso de 6leos essenciais na industria, e, nesse cenario, as nanoparticulas
poliméricas tém ganhado importédncia como sistema de liberagcdo por serem
acessiveis para funcionalizagado e apresentarem capacidade de liberar compostos

encapsulados a uma taxa controlada (32-35).

1.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas tém sido amplamente estudadas como
carreadoras de moléculas bioativas, se destacando como uma ferramenta para
melhorar a biodisponibilidade do ativo e prolongar sua liberagao, além de possibilitar
a reducdo da toxidade sistémica e melhora dos parametros farmacocinéticos,
aumentando a concentracdo do ativo na biofase e permitindo assim a utilizacdo de

doses menores com efetividade terapéutica (36).

Dentre os materiais que podem ser utilizados para a producdo de
nanoparticulas poliméricas, destacam-se os polimeros biodegradaveis, como a
celulose, polietilenoglicol, poli (acido latico-co-glicélico), quitosana e o polissacarideo
extraido da goma do cajueiro (PEJU), por serem biocompativeis, pouco imunogénicos
e apresentarem versatilidade quanto as possibilidades de modificagdes quimicas (36,
37).

O PEJU é um heteropolissacarideo ramificado isolado da goma do cajueiro
(Anacardium occidentale), que tem atraido atengdo como nanocarreador por ter como
origem uma fonte renovavel, ser biocompativel, e apresentar alta versatilidade
quimica, em fungdo da grande quantidade de ramificagbes e grupamentos passiveis

de serem modificados quimicamente (38-41).

Embora o PEJU seja um polissacarideo hidrofilico, sua utilizagdo como
carreador de moléculas hidrofébicas tem sido extensivamente estudada nos ultimos
anos, e seu potencial em encapsular tais moléculas € grandemente aumentado pela
hidrofobizagdo do polissacarideo por reagdes de carboximetilagdo, acetilagdo e
ftalacdo (41). Dentre as possibilidade de modificagdo quimica, a acetilagdo se
apresenta como uma alternativa interessante para a utilizacgdo do PEJU como



carreador de moléculas hidrofébicas e diversos trabalhos tém demonstrado a
eficiéncia do PEJU acetilado em encapsular e liberar anfotericina B (42), diclofenaco
dietilaménio (43), epiisopiloturina (44), licopeno (45) e mesalazina (46). Frente aos
relatos da literatura, o PEJU acetilado apresenta-se como um candidato potencial para

a encapsulacgao de 6leos essenciais, como o 6leo essencial de C. sinensis.

1.3 POTENCIAL BIOATIVO DE NANOPARTICULAS

As nanoparticulas s&o veiculos promissores para entrega eficiente e sitio-
dirigida de ativos no local de agao desejado, pois seu tamanho em escala nanométrica
permite que elas entrem em compartimentos biolégicos e acessem seus alvos de
forma mais efetiva do que o ativo ndo encapsulado (47). As nanoparticulas séo
projetadas para desempenhar uma infinidade de fungbes, sendo possivel ajustar
tamanho, forma, capacidade de carga e propriedades de superficie (48). Duas das
vacinas contra a COVID-19 de maior sucesso utilizam nanoparticulas lipidicas para
entrega do mRNA as células alvo, ao mesmo tempo que protegem a molécula da
degradagao pelo organismo (49). Na nanomedicina do cancer, nanoparticulas s&o
desenvolvidas para entrega de quimioterapicos a tumores sélidos de forma especifica,
reduzindo a toxicidade em células saudaveis e aumentando a dose do medicamento

na biofase, aumentando assim a eficacia terapéutica (50).

No entanto, para se estruturar adequadamente um nanomaterial para que ele
possua eficiéncia e entrega de ativos, deve-se levar em consideragdo alguns
parametros importantes, como a especificidade do material pelo local de agao, o que
torna a entrega sitio dirigida, se a liberagdo acontece de forma controlada, o que
aumenta o tempo da janela terapéutica da formulag&o, e a protegcédo do ativo contra
degradagao no trato gastrointestinal e depuragédo sanguinea (51).

A entrega sitio dirigida de farmacos pode ser dividida em entrega direcionada
passiva e entrega direcionada ativa (52). A entrega direcionada passiva acontece
quando a especificidade se da unicamente por caracteristicas do local de acio. Esse
tipo de entrega € muito comum no tratamento de tumores, pois o local apresenta maior
permeacao, maior acidez e maior temperatura, permitindo assim que seja
desenvolvido uma nanomaterial que ira liberar o principio ativo encapsulado nesse

ambiente em maior concentragdo. Ja a entrega direcionada ativa se da pela interagéo



quimica da nanoformulagdo com o local de acdo, onde utiliza-se processos de
funcionalizacdo das nanoparticulas, normalmente utilizando anticorpos, receptores ou
antigenos especificos da biofase, o que proporciona um maior acumulo do

nanomaterial no local e consequente aumento do farmaco no seu local de agao (53).

As nanoparticulas, em especial as nanoparticulas poliméricas, possuem a
capacidade de liberar o principio ativo de maneira controlada, permitindo um aumento
do tempo de janela terapéutica. Essa caracteristica deve-se ao fato da capacidade de
entumecimento de alguns polimeros, permitindo um afrouxamento das cadeias
poliméricas de forma lenta, com consequente liberagao retardada do conteudo do seu
interior. Dependendo do material formador da matriz do nanomaterial, ele também
pode ser degradado pelas enzimas presentes no local de ag¢do, fazendo com que o

principio ativo seja liberado numa taxa controlada (36, 51).

As nanoformulagdes também se apresentam como uma alternativa
interessante na protegédo do farmaco contra degradagéo e depuragao, principalmente
quando se utiliza a via oral. A via oral € a forma mais comum de administracao de
compostos terapéuticos em fung¢ao da facilidade de administragdo, seguranga, maior
adesdo do paciente, além do preparo das formulagdes serem mais econdmicos e
faceis de serem fabricados em larga escala (54). No entanto, apesar das vantagens
de se administrar compostos utilizando a via oral, a produgdo de formulacdes
destinadas a administracédo oral enfrenta muitos desafios, como solubilidade limitada
em agua de alguns farmacos, baixa permeabilidade intestinal, além da baixa
estabilidade quimica de alguns farmacos no ambiente gastrointestinal,
transportadores de efluxo e enzimas metabdlicas como o citocromo P450 (CYP3A4)
(55). Dessa forma, as nanoparticulas sdo uma alternativa promissora para contornar
esses gargalos, uma vez que possuem a capacidade de proteger o farmaco do
ambiente extremo do trato gastrointestinal, melhorar a permeacao intestinal e proteger
do metabolismo pré-sisttmico por diferentes enzimas presentes no trato

gastrointestinal (56).

1.4 POTENCIAL ANTI-HIPERTENSIVO

As doengas cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de morte de todo o
mundo, sendo a presséo arterial descontrolada um fator de risco significativo para o



desenvolvimento de DCV. A hipertensao arterial sisttmica (HAS) € a doenca
cardiovascular mais comum e constitui um dos principais problemas de saude publica
mundial em funcdo de sua alta prevaléncia e capacidade de comprometimento
fisiologico do organismo (57). A HAS € uma condigao clinica caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressao arterial, e esta frequentemente associada a
alteragdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgéos alvo (coragao, encéfalo, rins e vasos
sanguineos) e alteragdes metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos

cardiovasculares fatais e nao-fatais (58).

Das quase 1,4 bilndes de pessoas em todo o mundo com hipertensao, apenas
14% conseguem manté-la dentro da faixa fisiolégica normal (59). Os estagios iniciais
da hipertensdo n&o apresentam sintomas clinicos especificos, mas quando nao
controlados, os portadores correm maior risco de desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca, doenga arterial coronaria, angina, infarto do miocardio, trombose e
hemorragia cerebral, colocando em risco o comprometimento de 6rgdos como

coragéo, cérebro e rim (59, 60).

O potencial debilitante dessa patologia faz com que seja mandatéria a busca
por alternativas terapéuticas e nao terapéuticas que auxiliem ndo sé na redugao da
pressdo arterial, mas também contribuam para mitigar os danos estruturais e
metabdlicos associados ao desenvolvimento da HAS. Recomenda-se que o
tratamento farmacologico seja aplicado se as intervengdes no estilo de vida ndo forem
suficientes para controlar a pressao arterial elevada (61). Medicamentos anti-
hipertensivos comerciais, como inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA), bloqueadores dos receptores de angiotensina, bloqueadores dos canais de
calcio, B-bloqueadores e diuréticos, apresentam efeitos positivos de reducdo da
pressado arterial isoladamente ou em terapia combinada (62). No entanto, essas
drogas sintéticas apresentam efeitos colaterais, como disturbios do paladar, tosse, dor
de cabeca e tontura (63). Além disso, a necessidade de administragdo de varias doses
ao longo do dia dos medicamentos anti-hipertensivos contribui para a redugédo da
adesdo dos pacientes ao tratamento e aumenta a possibilidade do surgimento de
complicagdes ligada a descompasso da pressao arterial. Outra complicagdo é a
prevaléncia de hipertensdo resistente ao tratamento, definida pela PA permanecendo
elevada mesmo com o tratamento com 3 classes diferentes de anti-hipertensivos em

dosagem 6tima ou maxima simultaneamente (64).



Dada a prevaléncia continua da hipertensdo e inumeras barreiras no seu
tratamento eficaz, novas abordagens sdo necessarias para melhorar a eficacia das
terapias atuais. Nos ultimos anos, diversos compostos anti-hipertensivos foram
isolados de plantas, e normalmente apresentam maior eficacia e seguranga quando
comparados com os medicamentos sintéticos existentes no mercado, além de
apresentarem potencial de desenvolvimento por serem biocompativeis e
biodegradaveis (65, 66). Nesse cenario, o uso de compostos fitoterapicos com
atividade antioxidante pode contribuir para a melhora dos impactos sistémicos da HAS
(57, 67, 68). Dentre as moléculas com atividade antioxidante disponiveis na natureza,
os 6leos essenciais apresentam diversos beneficios para a saude humana, podendo
agir como moléculas antioxidantes, anti-inflamatérias, anti-hipertensivas, anti-

aterogénicas, antitrombaoticas, cardioprotetoras e vasorelaxantes (69-72).

Contudo, a maioria dos compostos naturais que apresentam atividade anti-
hipertensiva apresentacéo suscetibilidade oxidativa, sendo facilmente degradados no
trato gastrointestinal, diminuindo sua biodisponibilidade. Para contornar essas
desvantagens de uso, a encapsulagdo dessas biomoléculas em nanoparticulas tem
sido uma alternativa promissora (54, 73-75). A encapsulagdo nao s6 melhora as
caracteristicas de estabilidade e absor¢cdo desses bioativos, mas também contribui
para o aumento da concentragao do ativo na biofase, redugao das taxas de depuracao
e eliminagdo via metabolismo de primeira passagem. Nesse sentido, o uso do
polissacarideo da goma de cajueiro (PEJUac) como matriz de encapsulagao do oleo
essencial de C. sinenses podera melhorar os parametros farmacocinéticos e
farmacolégicos do 6leo essencial e melhorar seu potencial terapéutico no tratamento

das complicagcdes associadas a HAS.

1.5 HIPOTESES DO ESTUDO

Considerando o potencial biolégico do éleo essencial de C. sinensis e as
limitacbes do seu uso em modelos in vivo, bem como a capacidade do polissacarideo
extraido da goma do cajueiro (PEJU) em formar nanoparticulas, temos como
hipoteses do trabalho:

1. A encapsulagdo do oleo essencial de C. sinensis em nanoparticulas de
PEJUac@OE melhora suas propriedades farmacolégicas.



. Nanoparticulas de PEJUac@OE apresentam efeito bioldgico tipo anti-
hipertensivo e citoprotetor.
. Nanoparticulas de PEJUac@OE auxiliam na redugao dos efeitos associados

ao estresse oxidativo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Producgao, caracterizagdo e avaliagdo do potencial e anti-hipertensivo e
citoprotetor de nanoparticulas de PEJUac contendo o6leo essencial de C. sinensis
(PEJUac@OE).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producdo e caracterizagdo das nanoparticulas de PEJUac contendo 6leo
essencial de C. sinensis;

¢ Avaliagdo do efeito citotdxico e citoprotetor em cultura de células;

e Avaliacdo do efeito do 6leo essencial encapsulado e ndo encapsulado na
presséo arterial de ratos normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos
(SHR);

e Avaliacdo do efeito do dleo essencial e das nanoparticulas de PEJUac@OE na
funcdo renal em ratos normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos
(SHR);

e Determinacdo da atividade de superédxido dismutase e catalase tecidual apos
o tratamento com 6leo essencial encapsulado e ndo encapsulado em ratos
normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos (SHR);

e Determinacao do efeito do tratamento com 6leo essencial e PEJUac@OE na
histopatologia do figado e rim em ratos normotensos (Wistar) e

espontaneamente hipertensos (SHR).
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3 METODOLOGIA
3.1 OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial (OE) de C. sinensis foi gentilmente cedido pela empresa
Agroterenas S/A Citrus de Santa Cruz do Rio Pardo, S&o Paulo, Brasil. A
caracterizacdo da composicdo do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas utilizando cromatografo gasoso
Shimadzu QP2010 MDGC acoplado a espectrobmetro de massas (modelo TQ8030
triplo quadrupolo). Os experimentos foram realizados utilizando-se uma coluna DB5-
MS, com o seguinte programa de aquecimento: aquecimento linear a uma taxa de 3

°C por minuto, com inicio em 60 °C e fim de aquecimento em 230 °C.

3.2 OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DO POLISSACARIDEO DE GOMA DE
CAJUEIRO (PEJU)

A obtencéo do polissacarideo da goma de cajueiro (Anacardium occidentale)
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Silva e colaboradores (76). O
exsudato gomoso foi fragmentado e disperso em agua destilada na proporg¢ao de 1:5.
A dispersao foi mantida sob agitagédo por 24h e, em seguida, filtrada em nylon para a
remogao das impurezas remanescentes. O filtrado foi precipitado com etanol na
proporcao de 1:3 (v/v) e armazenado a 4 °C por 24h. O polissacarideo da goma de
cajueiro (PEJU) precipitado foi separado por centrifugagéo (10000 rpm, 10 min, 4 °C)
e seco a temperatura ambiente.

Ap6s a secagem, o PEJU foi quimicamente modificado por acetilagdo
(Pitombeira et al., 2015). 1 g de PEJU foi solubilizado em 20 mL de N,N-
dimetilformamida e a mistura foi incubada sob agitagao por 18h a 50°C. Em seguida,
6 mL de piridina e 15 mL de anidrido acético foram adicionados a mistura e o sistema
foi incubado a temperatura ambiente por 24h, sob agitacdo magnética. Apos a
incubacéo, foi adicionado 82 mL de agua ao sistema para precipitagdo do PEJU
acetilado (PEJUac). A separacdo do PEJUac foi realizada por filtragdo a vacuo,
seguida de lavagens exaustiva com agua para remogao dos residuos de piridina,
anidrido aceético e formamida. Apos a lavagem, o material foi centrifugado (10000 rpm,
10min, 4°C), seco em temperatura ambiente (27 °C) e armazenado em frascos de

polietileno.
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A acetilagado foi confirmada por espectroscopia na regiao do infravermelho
(FTIR-ATR) e ressonancia magnética nuclear (RMN).

Os espectros das amostras foram adquiridos pela técnica de reflexao total
atenuada (ATR) no espectrometro de absorgcédo no infravermelho Bruker Vertex 70,
com o acessorio PLATINUM ATR UNIT A 225. A amostra foi colocada sobre uma
célula de diamante (2 x 2 mm), operando no modo de reflexdo simples com um angulo
de interagdo de 45°. O espectro foi adquirido na faixa espectral de 4000 a 400 cm™',
com uma resolucdo de 4 cm™', sendo cada espectro o resultado da média de 64
medidas. A andlise foi realizada no Centro Regional para Desenvolvimento
Tecnoldgico e Inovagao (CRTI) da Universidade Federal de Goias.

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de '*C do PEJU e
do PEJUac foram realizados em um espectrometro 11.7 Tesla Bruker Avance Il (500
MHz para a frequéncia do hidrogénio), equipado com sonda PBI de 4 mm, utilizando
DMSOds como solvente. A anadlise foi realizada no Laboratério de Ressonancia de

Magnética Nuclear (LabRMN) da Universidade Federal de Goias.

3.3 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

3.31 PRODUQAO DAS NANOPARTICULAS DE PEJUac CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE C. sinensis

As nanoparticulas de PEJUac contendo 6leo essencial de C. sinenses foram
produzidas utilizando-se a metodologia de nanoprecipitacao. A fragcao hidrofdbica foi
composta por 10 mL de acetona contendo 100 mg de PEJUac e 50 uyL de 6leo
essencial de C. sinenses. Essa fragao foi gotejada em 100 mL de agua contendo 117
mg de tween 80 e a mistura foi submetida a uma sonicagdo de 500 watts durante 5
min. Apds a producgado das nanoparticulas (PEJUac@OE), a acetona foi retirada da
nanoemulsdo usando concentrador a vacuo (Concentrator PlusTM Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) e as nanoparticulas foram recuperadas por liofilizagdo (Liotop
1101, Sdo Paulo). Particulas sem 6leo essencial foram produzidas nas mesmas
condicbes descritas acima para utilizagdo como branco nos experimentos de

caracterizagao.
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3.3.2 DETERMINAGAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) e a capacidade de carga (CC) das
nanoparticulas de PEJUac@OE foi avaliada segundo Cheikh e colaboradores (77),
com modificagdes. Inicialmente, foi realizada uma curva analitica do 6leo essencial de
C. sinensis (r*=0,996) no comprimento de onda de maxima absorgao (231 nm). Para
a quantificagdo do conteudo de d6leo essencial retido nas particulas, o sobrenadante
das formulagdes foi quantificado em espectrofotémetro UV/VIS (K37-UVVIS Kasvi,
Sao Paulo, SP) no comprimento de onda de 231 nm. As quantificagbes foram
realizadas em triplicada, e a eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carga foram

calculadas de acordo com as seguintes equagdes:

Capacidade de Carrregamento (%CC) =

Eficiéncia de encapsulacio (%EE) =

onde, W, é a massa de Oleo essencial ofertada na produgédo das nanoparticulas, Wy

€ amassa do 6leo essencial no sobrenadante e Wy, € a massa total de PEJUac@OE.

3.3.3 DIAMETRO HIDRODINAMICO E POTENCIAL ZETA

A analise do didametro hidrodinamico, potencial Zeta e a distribuicdo de tamanho
das nanoparticulas de PEJUac@OE foi realizada por meio de dispersao de luz
dindmica (DLS) utilizando um analisador ZetaSizer Nano (ZEN 1600, Malvern). A
analise foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Goias.

3.3.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho das amostras foram
realizadas no equipamento Espectrofotdbmetro Brucker, modelo Vertex 70 (Berlim,
Alemanha), utilizando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR). Os espectros de
infravermelho foram obtidos em ampla regido, de 400 cm-' a 4000 cm', com resolugédo

de 4 cm™" e realizacdo de 32 varreduras por amostra. A analise foi realizada no Centro
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Regional para Desenvolvimento Tecnolégico e Inovagado (CRTI) da Universidade

Federal de Goias.

3.3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A morfologia das nanoparticulas produzidas foi avaliada em Microscépio
eletrénico de Transmissao JEM-2100, Jeol, Tokyio Japan, equipado com EDS,
Thermo Scientific, operando em 200 KV. As Amostras foram preparadas pela
metodologia de negativo de stain com acetato de uranila 2%. A analise foi realizada
no Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolugdo (LabMic) da
Universidade Federal de Goias. A avaliagao do diametro foi realizada utilizando o
software ImagedJ, analisando-se o tamanho das particulas em cinco imagens de

campos diferentes para cada amostra.

3.3.6 CITOTOXICIDADE E AVALIAGAO DO EFEITO CITOPROTETOR FRENTE
AO ESTRESSE OXIDATIVO

3.3.6.1 CULTIVO E MANUTENGAO DAS CELULAS ENDOTELIAIS

Células permanentes endoteliais humanas da linhagem EA.hy 926 originarias
da ATCC (American Type Culture Collections — Manassas, VA, USA), foram cultivadas
e mantidas de acordo com metodologia descrita por Graziani e colaboradores (78)
utilizando meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, Brasil)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, Brasil), penicilina
e estreptomicina (10.000 U.l/ml =10 mg/ml, Cultilab, Campinas, Brasil), anfotericina B
(1% p/v, Cultilab, Campinas, Brasil) e de L-glutamina (1% p/v, Cultilab, Campinas,
Brasil). Os inéculos foram mantidos em incubadora umidificada a 37 °C com uma
atmosfera de 5% de CO2. Durante o cultivo, o meio foi trocado a cada dois dias até se
atingir a confluéncia minima de 80%. Todos os testes envolvendo cultura de células
foram realizados no Laboratério Multiusuario de Avaliagdo de Moléculas, Células e

Tecidos da Escola de Medicina Veterinaria da UFG.

3.3.6.2 CITOTOXICIDADE EM CELULAS ENDOTELIAIS
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Células apresentando confluéncia minima de 80% foram utilizadas para a
avaliagao de viabilidade frente ao tratamento com d6leo essencial, nanoparticulas de
PEJUac e PEJUac@OE. Os testes de citotoxicidade foram realizados incubando-se
as células (concentragdo de 1 x 10* células por pogo) com diferentes concentragdes
de dleo essencial livre (0,031 a 0,25 yL mL-") e encapsulado (50 a 250 yg mL"") por
24h a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2. O grupo controle negativo foi tratado com
uma solugado salina enriquecida com tween 80 (1,17 mg mL"). Células viaveis com
metabolismo ativo convertem o reagente tetrazélio MTT (Brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdélio) em um produto de coloragao roxa, enquanto
células mortas nao sao capazes de realizar essa conversio. Dessa forma, a coloracao
roxa é utilizada como um quantificador de viabilidade das células testadas. A
intensidade do sinal gerado € dependente da concentracdo de MTT, tempo de

incubagao, o numero de células viaveis e sua atividade metabdlica.

Apo6s 24h de incubagado, o sobrenadante foi descartado e as placas foram
lavadas com salina tamponada, seguido de adicéo de 90 pL de salina tamponada e
10 pyL de MTT (5 mg mL-"). As placas foram incubadas por 3 h a 37 °C em atmosfera
de 5% de COg2, seguido de adigao de 100 pL de solugéo dodecil sulfato de sédio (SDS,
Vivantis Biochemical) 10% (preparado em HCL 1 mol L") em cada pogo para paralisar
areacao. As placas foram mantidas por 24h a temperatura ambiente e posteriormente
foi realizada quantificacdo da densidade 6ptica a 545 nm para determinacdo da
viabilidade celular (Awareness Technology Ine/ Stat Fax 2100). A sequéncia

metodoldgica esta representada na Figura 2.

Confluéncia Confluéncia Ensaio de Leitura

em garrafa em plascas viabilidade de placa
de 96 pogos celular por
Tripsinizagao MTT
tratamento
Plaqueamento com OE e
em placas de PEJUac@OE
96 pogos

Figura 2. Sequéncia experimental para avaliacdo do potencial citotoxico do 6leo
essencial livre e encapsulado em nanoparticulas de PEJUac sobre células endoteliais

humanas da linhagem EA.hy 926.
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3.3.6.3 AVALIAGAO DO POTENCIAL CITOPROTETOR FRENTE AO ESTRESSE
OXIDATIVO POR PEROXIDO DE HIDROGENIO PELO ENSAIO MTT

Células apresentando confluéncia minima de 80% foram tratadas com
diferentes concentragdes de 6leo essencial livre e encapsulado e incubadas por 24h
a 37 °C e 5% de O2. Apds a incubagao por 24h o sobrenadante foi descartado e as
placas foram lavadas duas vezes com salina tamponada (PBS 1X, pH 7,4). Em
seguida, foi adicionado meio DMEM contendo 3% de peroxido de hidrogénio e as
células foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:2 por 1 hora. Apds a
incubacéo, o sobrenadante foi descartado e as placas foram novamente lavadas com
salina tamponada, seguido de adicao de 90 pL de salina tamponada e 10 uL de MTT
(5 mg mL™"). As placas foram incubadas por 3 h a 37 °C em atmosfera de 5% de COx,
seguido de adicdo de 100 pL de solugado dodecil sulfato de sédio (SDS, Vivantis
Biochemical) 10% (preparado em HCL 1 mol L") em cada pogo para paralisar a
reacao. As placas foram mantidas por 24h a temperatura ambiente e posteriormente
foi realizada quantificacdo da densidade optica a 545 nm para determinacdo da
viabilidade celular (Awareness Technology Ine/ Stat Fax 2100). A sequéncia
metodoldgica esta representada na Figura 3.

\ 72h )

Confluéncia Confluéncia Estresse Ensaio de Leitura

em garrafa em placas oxidativo viabilidade de placa
de 96 pocos induzido celular por
Tripsinizagdo por H,0, MTT
tratamento
Plaqueamento com OE e
em placas de PEJUac@OE
96 pogos

Figura 3. Sequéncia experimental para avaliagdo do potencial citoprotetor do 6leo
essencial livre e encapsulado em nanoparticulas de PEJUac sobre células endoteliais
humanas submetidas a estresse oxidativo por peroxido de hidrogénio.

3.4 ATIVIDADE BIOLOGICA EM MODELO ANIMAL

3.4.1 ANIMAIS
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Foram utilizados 41 ratos machos (Rattus norvegicus) com 16 semanas de
idade, sendo 21 animais da linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) e 20
da linhagem Wistar. Estes animais foram fornecidos pelo Centro de Produgéo e
Ciéncia em Biomodelos da Universidade Federal de Goias (CPCBio) e mantidos em
caixas de polietileno, com substrato de maravalha, sob condi¢des controladas de ciclo
claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 23°C, sendo fornecidas agua filtrada
e racao “ad libitum”. Todos os protocolos experimentais foram aceitos pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias (CEUA/UFG) com

registro numero 049/22.

3.4.2 AVALIAGAO DA ABSORGAO DUODENAL DAS NANOPARTICULAS

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos experimentais
(N=3/grupo) e deixados em jejum, com livre acesso a agua durante doze horas. Apos

esse periodo, receberam seus respectivos tratamentos uma unica vez por gavagem:

e Grupo controle Wistar (n=3): Solugao de tween 80 (1,17 mg mL™")
e Grupo nanoparticula Wistar (n=3): nanoparticulas de PEJUac@OE,
contendo concentragao efetiva de 6leo essencial de C. sinenses de 75 mg

Kg™' de peso vivo.

Quatro horas apds o tratamento, todos os animais foram submetidos a eutanasia
através de alta dosagem de anestésico (40 mg Kg', i.p) com o Tiopental sodico
(THIOPENTAX®, 2,5%), seguido de coleta do duodeno.

Os fragmentos de duodeno (n = 3/grupo) foram fixados com glutaraldeido 2,5%
e acido picrico a 0,2% em tamp&o de cacodilato de sodio (0,1 mol L', pH 7,2) durante
24 horas a 4°C. Os tecidos foram lavados duas vezes em tampao de cacodilato de
sodio (0,1 mol L', pH 7,2) e pds-fixados em tetroxido de dsmio a 1% diluido no mesmo
tampao durante 2 h a 4°C. Apos a pos-fixagéo, os fragmentos foram desidratados em
séries crescentes de acetona e incluidos em resina Epon 812. Os materiais foram
cortados em secgdes ultrafinas (50-70 nm) e contrastados com 2% de acetato de
uranila e 0,2% de citrato de chumbo. As telas de cobre foram analisadas no
microscoépio eletrénico de transmissao JEM-2100 (Jeol, Akishima, Japao) equipado
com EDS (Thermo Scientific, Waltham, EUA) no Laboratorio Multiusuario de

Microscopia de Alta Resolu¢do (LabMic - UFG). As fotomicrografias obtidas foram
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submetidas a mensuragao da espessura (nm) do espago intercelular periapical (n =

50 mensuragdes/grupo) utilizando o software ImagedJ.

AVALIAGAO DOS EFEITOS CARDIOMETABOLICOS E RENAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais
(N=7/grupo) e receberam seus respectivos tratamentos, diarios e por gavagem, por
um periodo de 30 dias consecutivos:

e Grupo controle normotenso (n=7): Solugdo de tween 80 (1,17 mg mL™")

e Grupo controle hipertenso (n=7): Solugao de tween 80 (1,17 mg mL™")

e Grupo Oleo essencial normotenso (n=7): 6leo essencial de C. sinenses na
concentracao de 75 mg/kg de peso vivo

e Grupo Oleo essencial hipertenso (n=7): 6leo essencial de C. sinenses na
concentracao de 75 mg/kg de peso vivo.

e Grupo nanoparticula hipertenso (n=7): nanoparticulas de PEJUac@OE, contendo
concentracgao efetiva de 6leo essencial de C. sinenses de 75 mg/kg de peso vivo.

Vinte e quatro horas apos o ultimo tratamento, todos os animais foram
submetidos a eutanasia através de alta dosagem de anestésico (40 mg/kg, i.p.) com
o Tiopental sédico (THIOPENTAX®, 2,5%), seguidos de coleta de figado e rim para
posteriores analises morfofisioldgicas e bioquimicas. Também foram coletados e
pesados o tecido adiposo retroperitoneal dos animais. Durante o tratamento crénico
foram monitorados os dados de peso corpdreo (inicio e fim de tratamento) e presséao

arterial sistolica (Figura 4).
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Figura 4. Esquema representando a proposta metodologica dos ensaios em modelo
animal para avaliagao dos efeitos cardiometabdlicos e renais do tratamento com 6leo
essencial de C.sinensis encapsulado (PEJUAcC@OE) e ndo encapsulado (OE) em

animais normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR).

3.4.3 PLETISMOGRAFIA DE CAUDA

A pletismografia de cauda foi usada para confirmar os niveis de presséo arterial
de animais hipertensos, como critério de inclusédo para realizagao dos experimentos.
Esse procedimento também foi utilizado para acompanhar a evolucdo da pressao
arterial dos animais durante a realizagdo do tratamento. Os animais passaram por um
periodo prévio de adaptagdo a manipulagao e contencdo por 1 semana. As medidas
de presséo arterial foram realizadas por 3 dias antes do inicio dos tratamentos (uma
média dos valores de pressao arterial sistélica obtidos diariamente, foi calculada ao

final do terceiro dia).

Antes do inicio da realizacido da afericdo de pressao arterial, os animais foram
colocados em uma caixa uma caixa aquecedora com temperatura aproximada de 36
°C por 10 min, para dilatacdo da artéria caudal. Apés o aquecimento, o animal foi
colocado em caixa individual com maravalha e um manguito de borracha foi
posicionado na base da cauda juntamente com um receptor de pulso, ambos
acoplados a um transdutor e conectados ao sistema de aquisicdo de dados (Powerlab
4/25, ML0380/D, ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os animais foram mantidos
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na caixa sem a necessidade de contencgao. A partir da insuflacdo e desinsuflacdo do
manguito em intervalos regulares determinou-se a pressao arterial sistolica (PAS) pela
média aritmética de triplicata dos valores para o mesmo registro. Esse procedimento

foi realizado uma vez por semana, durante todo o periodo de tratamento.

3.4.4 ESTUDOS DA FUNGAO RENAL

Para a obtencao de informagdes sobre a fungao renal dos ratos em tratamento,
inicialmente os ratos foram pesados e alojados em gaiolas metabdlicas individuais
com livre acesso a agua e ragao por 24 h. Os animais ficaram por 24 horas para
adaptacao a gaiola antes do final do tratamento. No ultimo dia de tratamento os ratos
foram realojados nas gaiolas metabdlicas com livre acesso a agua (250 mL) e ragao
(30 g) por 24 h. Ap0ds retirar os animais da gaiola, foi realizada a medi¢gao do volume
de urina produzida e agua ingerida, pesagem de ragao e fezes. Amostras de urina
foram centrifugadas (3000 rpm por 15 min, 4 °C) e armazenadas a -80 °C para
realizacdo de analises posteriores. Foram monitorados os parametros de ingestao de
agua e ragao, volume urinario e peso das fezes. O sangue coletado por pungéo
cardiaca foi centrifugado a 10000 rpm por 15 min, 4 °C, e o plasma armazenados em
freezer a -80 °C. As analises bioquimicas foram realizadas em analisador bioquimico
semiautomatico utilizando kits de analises especificos para cada metabdlito:
Creatinina (K222-1, Bioclin), Bioprot U/LCR (K108-2, Bioclin), Ureia UV (K056-1,
Bioclin), Acido Urico monoreagente (K139-2, Bioclin). A dosagem dos ions sédio e
potassio no plasma e na urina foi realizada em Analisador de Eletrdlitos lon Seletivo
Automatico (Modelo 103AP AutoPlus, INBRAS, Jardinépolis, SP, Brasil).

Os valores lidos a partir das amostras foram multiplicados pelos seus
respectivos fatores de diluicdo. A partir dos dados de creatinina séria e urinaria foi
determinado o clearance de creatinina (CICr), utilizada para estimar o valor do ritmo
de filtracdo glomerular (RFG). A determinac&o do clearance de ureia foi realizada para
estimar a taxa de depuragdo de ureia. Para realizar os calculos de clearance de

creatinina e de ureia foram utilizadas as seguintes féormulas:

CLCr(mL - min=* - Kg=1) = [creatininaly,ing - volume de urina

[creatininalyigsmq - 1440 - peso do animal (Kg)
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[ureial, ing - volume de urina

Cl d ] L-min~1-Kg™1) =
earance de ureta (ml - min 97 [ureial,igsmq - 1440 - peso do animal (Kg)

3.4.5 AVALIAGAO BIOQUIMICA TECIDUAL
3.4.5.1 NIVEIS DE PEROXIDAGAO LIPIDICA (LPO)

Para a quantificacdo de LPO, foi utilizado o método de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS). A estimativa de TBARS foi realizada
espectrofotometricamente seguindo o método descrito por Ohkawa e colaboradores
(79) com algumas modificagbes. As amostras foram incubadas com acido
tiobarbiturico (TBA), acido tricloroacético (TCA) e dodecil sulfato de sddio (SDS) a 95
°C por 60 minutos. O produto da reagao foi determinado a 532 nm, utilizando um
espectrofotdbmetro de microplacas (Agilent Biotek Epoch™, Biotek Instruments, VT,
USA). Para a interpretagéo dos resultados, foi realizada uma curva de malondialdeido
(MDA) e os dados foram expressos como equivalentes de MDA em nmol mg™' de
proteina. A concentracédo total de proteina foi medida pelo método descrito por

Bradford (80) usando albumina bovina séria (BSA) como padrao.

3.4.5.2 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método de Misra e
Fridovich (81) com algumas modificagées. O principio deste método envolve a
capacidade da enzima superéxido dismutase de inibir a auto oxidagao da epinefrina.
O tecido foi incubado com bitartarato de epinefrina 60 mmol L', e a intensidade da cor
da amostra foi medida a 480 nm, utilizando um espectrofotdbmetro de microplacas. A
atividade enzimatica foi expressa em unidades (U) de SOD por mg-! de proteina. A
concentragao total de proteina foi medida pelo método descrito por Bradford (80)

usando BSA como padrao.

3.4.5.3 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo acompanhamento da decomposi¢cao de

H202 a 240 nm de acordo com o método descrito por Aebi (82), com modificagdes. A
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amostra de tecido foi incubada com H202 86 mmol L' e tamp&o de fosfato de sodio
(pH 7,0). A atividade enzimatica foi expressa em unidades (U) de CAT mg™' de
proteina, sendo 1 unidade de enzima (U) determinada como a quantidade de enzima
capaz de decompor 1 pmol de H202 min-' em pH 7,0 a 25 °C. A concentragéo total de

proteina foi medida pelo método descrito por Bradford (80) usando BSA como padrao.

3.4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os rins e o figado coletados foram fixados em metacarn (solugdo de metanol
60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%; n = 5), por 4 horas a 4°C. Depois de
fixados, foram desidratados em etanol, clarificados em xilol e, entdo, incluidos em
Paraplast (Histosec®, Merk®, Darmstadt, Alemanha). Os 6rgéos foram seccionados
a 5 ym em microtomo Leica (Leica® RM2155, Nussloch, Alemanha) e corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE). As analises histopatolégicas e a obtengdo das imagens

foram realizadas em microscépio de luz Zeiss Axioscope A1 (Zeiss®, Alemanha).

3.4.7 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes histolégicos de figado e rim (n = 5 animais por grupo) foram
submetidos a reacado imuno-histoquimica para deteccdo de TNFa. Depois de
desparafinizados, os cortes foram reidratados em série decrescente de etanol, e
submetidos a recuperagao antigénica em tampao citrato (pH 6,0) a 100 °C por 1h. Em
seguida, foram lavados em salina tamponada (PBS) por 3 vezes de 5 minutos. Para a
deteccado do anticorpo primario foi utilizado o kit Leica BIOSYSTEMS NovoLink
Polymer Detection System (RE7150-K), seguindo as instrugdes do manual. Em
resumo, foi realizado o bloqueio da atividade enddgena da peroxidase, seguido pela
aplicagao do Novocastra Protein Block, por 5 minutos cada etapa. Na sequéncia, os
cortes foram incubados com o anticorpo primario (TNF alpha polyclonal antibody
PA19810, Invitrogen) diluidos em BSA a 1%, na concentragcdo de 1:100 a 4 °C
overnight. No dia seguinte, os cortes foram incubados com o Post Primary Block e o
polimero, ambos por 1h cada. Em seguida, os cortes foram revelados com
diaminobenzidina (DAB Chromogen e NovoLink DAB Substrate Buffer), desidratados
em séries crescentes de etanol e montados em Entellan (MERK). Para quantificar as
marcacoes positivas para TNFa foram capturadas 15 fotomicrografias (n = 5 animais
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por grupo) para cada grupo experimental. Posteriormente, as areas positivas para
TNFa foram quantificadas no software Fiji (Imaged), por meio da ferramenta color
threshold. Os valores obtidos corresponderam a area (um?) de marcagéo castanha

positiva para TNFa por campo fotomicrografico.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo ou média % erro
padrdo da média. Os resultados foram analisados utilizando analise de variancia
ANOVA, seguida de pos-teste Tukey para comparagdo de meédias, com nivel de
significancia de 95%. As analises foram realizadas no software GraphPadPrism 9.0
(GraphPad Software, Inc.).
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4 RESULTADOS
4.1 PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

O Odleo essencial utilizado neste trabalho foi caracterizado quanto a sua
composicao terpenoidica e os resultados estdo apresentados na Tabela 1. Como pode
ser observado, o principal componente do 6leo essencial € o monoterpeno d-

limoneno, representando 95,85% dos terpenos presentes na amostra.

Tabela 1. Composi¢ao percentual do 6leo essencial de Citrus sinensis.

Composto Tempo de retengéo (min)  Area do pico (%)

a-pineno 4,68 0,89
Sabineno 5,63 0,55
B-mirceno 6,05 1,72
B-ocimeno 6,64 0,11
d-limoneno 7,39 95,85
Linalol 9,70 0,78

Considerando a natureza hidrofobica do oleo essencial extraido da casca de
laranja, o polissacarideo de goma de cajueiro foi hidrofobizado por meio da introdugao
de grupamentos acetil a sua matriz polimérica. As reacdes de acetilagdo podem ser
observadas através da comparacao entre espectros de FTIR para o PEJU antes e

apo6s a modificagao quimica (Figura 5).
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Figura 5. Espectro de FTIR do polissacarideo de goma de cajueiro antes (PEJU) e

apo6s a modificagao quimica por acetilagédo (PEJUac).
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Os dois espectros evidenciam bandas caracteristicas de estruturas
polissacaridicas na regido de 1100-700 cm-' (regido anomérica), apresentando picos
relativos aos estiramentos e deformagdes associadas as ligagdes glicosidicas entre
os monémeros formadores do PEJU (83). A acetilagdo do PEJU pode ser evidenciada
pelas seguintes alteragées no espectro de infravermelho: (1) surgimento de pico em
torno de 1746 cm', associado a vibragdo de estiramento C=0 de ésteres; (2)
aparecimento de bandas em torno de 1369 cm-! associada a deformagéo angular C—
H de CHs dos grupos acetil; (3) surgimento de pico por volta de 1220 cm™' atribuido a
vibragéo de estiramento C-O de grupamento éster; e (4) desaparecimento da banda
em torno de 3400, indicando uma reducgao significativa de espécies OH na estrutura
e/ou em associagdo com o PEJU (42, 84).

A acetilagdo do PEJU foi também confirmada por ressonancia magnética
nuclear (Figura 6). Os dados espectroscopicos da regido anomérica do espectro de
13C do PEJU (Figura 6a) e PEJUac (Figura 6b) evidenciam a presenca de residuos de
acgucar tipicos da composicdo do PEJU (Di Paula, 2011). No espectro de *C do
PEJUac pode ser notado o surgimento de quatro sinais adicionais em & 169.85,
169.68, 169.26, e 5 169.05, correspondentes aos grupos carbonila do radical acetil,

evidenciando que o processo de acetilagdo do PEJUac foi bem-sucedido.
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Figura 6. Espectro de RMN '3C do (a) PEJU e (b) do PEJUac em DMSO deuterado.

O PEJUac foi utilizado como matriz para a produgao de nanoparticulas para o
encapsulamento do o6leo essencial de Citrus sinensis (OE), sendo produzidas
particulas com didmetro médio hidrodindmico de 161 nm (+£1,48), com a presenga de
um unico pico (Figura 7), indice de polidispersao igual a 0,141 (x 0,01) e potencial
Zeta de -19,17 (= 0,83). As particulas produzidas apresentaram eficiéncia de

encapsulagao de 75,18%, com uma capacidade de carga de 15,18%.
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Figura 7. Distribuicdo do didametro hidrodindmico das nanoparticulas de PEJUac

contendo 6leo essencial encapsulado.
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A analise morfoldgica por microscopia eletrénica de transmissao (Figura 8)
evidenciou a formacao de particulas circulares, de superficie lisa com didmetro médio
de 133 £ 12,4 nm.

100 nm

Figura 8. Micrografia de transmisséo das nanoparticulas de PEJUac@OE (ampliagao
de 60.000 vezes).

4.2 CITOTOXICIDADE E AVALIAGAO DO EFEITO CITOPROTETOR FRENTE AO
ESTRESSE OXIDATIVO

O ensaio MTT permitiu inferir que as concentragbes de OE (Figura 9a) e
PEJUac@OE (Figura 9b) testadas néao causam morte celular quando comparado com
o grupo tratado com veiculo (salina + tween). Além disso, todos os grupos testados
apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle com perdxido de
hidrogénio, que por sua vez, causou morte de 80% das células (Figura 9).

O potencial citoprotetor do OE e das nanoparticulas de PEJUac@OE foi
avaliado em células endoteliais expostas ao estresse oxidativo induzido por peréxido
de hidrogénio a 3% por 1h. Foi possivel observar potencial protetor do OE apenas nas
concentragdes de 0,031 e 0,062 yL mL" (Figura 10a). Por outro lado, todas as
concentragdes de nanoparticulas de PEJUac@OE foram efetivas na protecdo do

estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio a 3% por 1h (Figura 10Db).
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Figura 9. Avaliacado da citotoxicidade de diferentes concentragdes de 6leo essencial
de C.sinensis nao encapsulado e encapsulado em nanoparticulas de PEJUac em
células endoteliais humanas pelo ensaio MTT. Os valores estdo expressos como
média + desvio padrdo. Analise One-Way ANOVA seguido por pos-teste Tukey.
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Figura 10. Avaliagdo do potencial citoprotetor pré-tratamento do 6leo essencial de

C.sinensis nao encapsulado e encapsulado em nanoparticulas de PEJUac através do

ensaio MTT frente ao estresse oxidativo causado por peroxido de hidrogénio (H202) a

3% por 1h. Os valores estao expressos como média + desvio padrao. Analise One-

Way ANOVA seguido por pés-teste Tukey. *p<0;05; **p<0,01; ***p<0.001 tratamento

vs controle oxidativo (salina + tween + H202).



29

4.3 AVALIACAO DA ABSORGAO DAS NANOPARTICULAS

Os enterécitos do grupo controle (tween 80; 1,17 mg mL") apresentaram
citoplasma apical com inumeras microvesiculas de pinocitose, e complexos juncionais
apicais integros (Figura 11A). No grupo tratado com PEJUac@OE os enterdcitos
apresentaram varios corpos multivesiculares volumosos e repletos de vesiculas
endossbmicas com conteudo elétron-lucido (Figura 11B). Estes corpos
multivesiculares foram observados no citoplasma periapical e sao indicativos do
aumento da capacidade absortiva destas células (Figura 11C). Ademais, no grupo
PEJUac@OE também foi observado um alargamento significativo do espacgo
intercelular apical (Controle: 27,61 + 7,16 nm; PEJUac@OE: 54,85 + 16,43 nm),
especificamente das regides localizadas acima das interdigitagbes da membrana
plasmatica (Figura 11D).

A
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Figura 11. Caracteristicas ultraestruturais dos enterdcitos que revestem a regido inicial
do duodeno de ratos SHR. Figura A = grupo controle (tween 80); figuras B-D: grupo
PEJUac@OE. (A) Citoplasma apical dos enterdcitos do grupo controle exibindo
inumeras microvesiculas de pinocitose (setas pretas). Complexos juncionais integros
estdo indicados pelas setas brancas. Microvilosidades (m); barra de escala: 1 um. (B)
Citoplasma apical dos enterécitos do grupo PEJUac@OE. As setas pretas indicam
microvesiculas de pinocitose. Corpos multivesiculares (mv) volumosos sao
observados nesta regido; barra de escala: 1 ym. (C) Detalhe de um corpo
multivesicular exibindo inumeras vesiculas com conteudo elétron-lucido; barra de
escala: 500 nm. (D) Regiao de contato célula-célula exibindo alargamento do espaco
intercelular (setas brancas) na regido acima das interdigitacdes da membrana

plasmatica (i); barra de escala: 1 ym.

4.4 EFEITOS CARDIOMETABOLICOS E RENAIS
4.4.1 EFEITO NA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Para avaliar o efeito do 6leo essencial de C. sinensis e das nanoparticulas de
PEJUac@OE foram utilizados animais da linhagem Wistar (modelo normotenso) e
SHR (modelo espontaneamente hipertenso). Antes da realizagdo dos testes, a
pressdo arterial sistélica dos grupos foi avaliada para confirmacdo do estado

normotenso, em Wistar, e hipertenso, em animais SHR. O valor médio de presséao
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arterial obtido para os animais SHR foi de 164,6 + 5,1 mmHg, o que confirma o estado
espontaneamente hipertensivo desse modelo animal. Para os ratos Wistar, as
condigdes normais de pressao arterial foram confirmadas, com valores médios de
pressao arterial de 106,3 £ 7,5 mmHg.

A PAS dos animais foi avaliada semanalmente durante todo o tratamento e os
registros obtidos estdo apresentados na Figura 12. Os valores basais de PAS
confirmam o estado normotenso e hipertenso dos animais.

No que se refere ao tratamento com OE, os dados demonstram um efeito tipo
hipotensor, com reducéo da pressao arterial dos animais tratados em comparacao ao
controle Wistar na ultima semana de tratamento. O OE também apresentou efeito tipo
anti-hipertensivo, com os valores de PAS diferindo do controle SHR nos ultimos 10
dias de tratamento (Figura 12a). Além disso, ao final do tratamento com OE, a PAS
dos animais SHR apresentou valores similares ao do controle normotenso.

O efeito anti-hipertensivo das nanoparticulas de PEJUac@OE foi observado ao
final do tratamento (Figura 12a), e os valores do delta da PAS (Figura 12b)
demonstraram que tanto o OE quanto as nanoparticulas foram eficientes em reduzir
a pressao arterial dos animais hipertensos, ndo havendo diferenca estatistica entre os
valores de delta de PAS nos tratamentos com o OE e PEJUac@OE.
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Figura 12. Efeito do OE e das nanoparticulas de PEJUac@OE sobre a pressao arterial
sistélica dos ratos normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos (SHR).
Painel (a): efeitos do OE e do PEJUac@OE na pressao arterial ao longo do tempo
tratamento. Painel (b): valores basais de PAS, valores de PAS ao final do tratamento
e deltas (mmHg). Os valores estdo expressos como média £+ EPM (n=6). Analise Two-
Way ANOVA seguido por poés-teste Tukey. **p <0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

tratamento vs. controle.
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4.4.2 EFEITO NOS PARAMETROS METABOLICOS

Na avaliagdo do peso corporal dos animais, o tratamento crénico com OE
ocasionou a redugao de peso dos animais normotensos, mas nao interferiu com o
peso dos animais hipertensos. Por outro lado, o tratamento com nanoparticulas de
PEJUac@OE ocasionou reducao de peso dos animais SHR (Figura 13a). Nao houve
alteracdo significativa de peso entre as linhagens estudadas. O peso do tecido
adiposo foi reduzido nos animais da linhagem SHR, apresentando diferencga
estatisticamente significativa em relagdo ao tratamento com OE, e aos controles
Wistar e SHR (Figura 13b).

20
e El \Vistar controle
10 I L Bl Wistar - OE
‘ Em SHR controle

mm SHR-OE
mm SHR - PEJUac@OE

Delta (g)
=]

Inicio do tratamento Fim do tratamento

Hm SHR controle
B SHR-OE
0.002 B SHR - PEJUac@OE

0.003

XX
0.005 Wi "
— Em Wistar controle
0.004 = Wistar - OF

(b)

Peso tecido adiposo (g)

0.001

Tecido adiposo/peso (g g")

0.000

Figura 13. Comparagao do peso corporal (a) e peso do tecido adiposo (b) entre os
animais normotensos e hipertensos submetidos a tratamento crénico com OE e
PEJUac@OE. Os valores estdo expressos como média £ EPM (n=6). Analise Two-
Way ANOVA seguido por pés-teste Tukey. *p<0,05; **p <0,01; ***p<0,001 tratamento
vs. controle; *p<0,05; *p<0,01; **p<0,01 tratamento SHR - PEJUac@OE vc SHR -
OE.

Em relagdo a ingestdo de ragcédo e excregao de fezes, observou-se que nao
houve alteragéo significativa entre os grupos experimentais e o veiculo, e ndo houve
diferenga no consumo de racdo e na quantidade de fezes excretadas entre as

linhagens Wistar e SHR (Figura 14). Estes resultados indicam que o tratamento
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cronico com OE ou nanoparticulas de PEJUac@OE né&o interfere com o

comportamento alimentar dos animais.
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Figura 14. Comparagdo da massa de racdo ingerida (a) e quantidade de fezes
excretadas (b) entre os animais normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR), amostrada
24h apds a administragao via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE na dose de 75mg
Kg'. Os valores estiao expressos como média + EPM (n=6). Andlise Two-Way ANOVA

seguido por pos-teste Tukey.

Da mesma maneira, ndo houve diferenga entre linhagens e grupos quanto a

ingestao de agua e volume de urina excretada (Figura 15).
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Figura 15. Comparacgao do volume de agua ingerido (a) e volume de urina excretada
por peso de animal em 24h (b) entre os animais normotensos (Wistar) e hipertensos
(SHR), amostrada 24h apds a administragao via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE
na dose de 75mg Kg'. Os valores estio expressos como média + EPM (n=6). Analise

Two-Way ANOVA seguido por pés-teste Tukey.
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Os niveis de sodio sérico e urinario em animais normotensos e hipertensos
foram avaliados para verificar se o OE e as nanoparticulas de PEJUac@OE interferem
na natriurese pressorica. Em relagdo a concentracéo de ions sodio no plasma, nao foi
observado nenhuma diferenga estatistica entre os grupos (Figura 16a). No que se
refere a excregao urinario do ion sodio, o grupo controle SHR apresentou uma
diminuicao dos niveis de sddio urinario quando comparados com o grupo Wistar
controle (Figura 16b). Em contrapartida, os animais SHR tratados com OE ou
PEJUac@OE tiveram os niveis de sodio urinario restaurados para os valores

observados no grupo controle Wistar (Figura 16b).
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Figura 16. Comparagao da concentragado de sddio plasmatico (a) e urinario (b) entre
0s animais normotensos e hipertensos, medidas a partir de urina e sangue coletados
24h apo6s a ultima administrag&o via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE na dose de
75mg Kg'. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6). Analise Two-Way
ANOVA seguido por pés-teste Tukey. ###p<0,0001 controle SHR vs. controle Wistar;
****p<0,0001 tratamento vs. controle SHR.

Em relacdo aos niveis de potassio plasmatico, ndo foi observado diferenga
estatistica entre os grupos (Figura 17a). No que se refere ao conteudo urinario do ion
potassio, houve uma diminuigdo da concentragao de potassio no grupo SHR controle
quando comparado com o grupo Wistar controle, sem presenca de alteragcdo das
concentragbes de potassio urinario nos animais SHR tratados com OE ou
nanoparticulas de PEJUac@OE (Figura 17b).
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Figura 17. Comparagédo da concentragdo de potassio plasmatico (a) e urinario (b)
entre os animais normotensos e hipertensos, medidas a partir de urina e sangue
coletados 24h apds a ultima administragao via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE na
dose de 75mg Kg-'. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6). Analise
Two-Way ANOVA seguido por pos-teste Tukey. #p<0,01 controle SHR vs. controle
Wistar.

Os resultados das analises de proteinas totais no plasma demonstraram que a
administragao cronica de OE ou PEJUac@OE n&o alterou os niveis de proteina
plasmaticas nas linhagens testadas (Figura 18a). Os resultados de quantificacdo de
proteinas totais presentes na urina demostraram que animais da linhagem SHR
naturalmente apresentam maior excre¢ao proteica em comparagdo com a linhagem
Wistar (Figura 18b). Quando observamos os animais SHR que foram tratados com
OE e PEJUac@OE, nenhum tratamento foi capaz de reduzir os niveis de proteinas
urinarias para os niveis observados nos animais do grupo Wistar controle, porém, o
grupo tratado com nanoparticulas de PEJUac@OE apresentou diminuigéo
significativa na concentragao de proteinas totais quando comparado com o grupo SHR
controle (Figura 18b).
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Figura 18. Comparagao da concentragao de proteinas totais no plasma (a) e na urina
(b) entre os animais normotensos e hipertensos, determinadas a partir de urina e
sangue coletados 24h apos a administrag&o via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE
na dose de 75mg Kg™'. Os valores estio expressos como média + EPM (n=6). Analise
Two-Way ANOVA seguido por pos-teste Tukey. ##5<0,0001 controle SHR vs.

controle Wistar; *p<0,05 tratamento vs. controle SHR.

Em relagdo aos niveis de acido urico plasmatico (Figura 16a), € possivel
observar um aumento nos niveis de acido urico no grupo SHR controle em relagéo ao
grupo Wistar controle. Por outro lado, nos grupos tratados com 6leo essencial ndo
encapsulado (SHR-OE) ou nanoparticulas de PEJUac@OE (SHR-PEJUac@OE)
observou-se uma reducao significativa nos valores de acido urico plasmatico, sendo
encontrados valores similares aos apresentados pelos animais do grupo Wistar
controle (Figura 19a). Por outro lado, a dosagem do acido urico urinario n&o
evidenciou diferengcas de concentracdo desse metabdlito entre os grupos avaliados
(Figura 19b).
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Figura 19. Comparagao da concentragao acido urico no plasma (a) e na urina (b) entre
0s animais normotensos e hipertensos, determinadas a partir de urina e sangue
coletados 24h apd6s a administragao via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE na dose
de 75mg Kg'. Os valores estédo expressos como média + EPM (n=6). Analise Two-

Way ANOVA seguido por pds-teste Tukey. #p<0,01 controle SHR vs. controle Wistar;
**p<0,01 tratamento vs. controle SHR.

4.4.3 EFEITO NO METABOLISMO URINARIO

O efeito do tratamento crénico com OE ou PEJUac@OE na fungao renal dos
animais foi acompanhado pela avaliagdo dos niveis de creatinina sérica e urinaria e,
também, pela determinagao do clearance de creatinina e ureia, parametros utilizados
para se avaliar o ritmo de filtragdo glomerular (RFG). Apesar de nao ser observado
alteracdes significativas no teor de creatinina sérica (Figura 20a), o tratamento com
PEJUac@OE aumentou o conteudo de creatinina excretado pela urina em animais
SHR (Figura 20b).
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Figura 20. Comparagao da concentragdo de creatinina plasmatica (a) creatinina

urinaria (b), ureia plasmatica (c) e ureia urinaria (d) entre os animais normotensos
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(Wistar) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue coletados 24h apés
a administragdo via oral de veiculo ou OE/PEJUac@OE na dose de 75mg Kg-'. Os
valores estdo expressos como média £ EPM (n=6). Analise Two-Way ANOVA seguido
por pos-teste Tukey. #p<0,01; ###p<0,0001 controle SHR vs. controle Wistar; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 tratamento vs. controle SHR; *p<0,05 tratamento SHR-
PEJUac@OE vs tratamento SHR - OE.

Os niveis de ureia plasmatica foram reduzidos nos animais SHR tratados com
PEJUac@OE quando comparados com o grupo SHR controle (Figura 20c), sendo
também observado um aumento da excreg¢ao urinaria de ureia no grupo SHR -
PEJUac@OE quando comparado com o grupo SHR controle (Figura 20d). Por outro
lado, o tratamento com 6leo essencial ndo encapsulado (OE) ndo alterou os niveis de
ureia plasmatica e urinaria dos animais SHR (Figuras 20c e 20d).

Os resultados do clearance de creatinina demostram que o tratamento dos
animais SHR com nanoparticulas de PEJUac@OE aumentou o clearance de
creatinina quando comparado com o grupo SHR controle, ndo sendo observado
aumento nos valores de clerance de creatinina nos animais SHR tratados com OE
(Figura 21a).
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Figura 21. Comparacéo do clearance de creatinina (a) e clearance de ureia (b), entre
os animais normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR), ap6s a administragao via oral
de veiculo ou OE/PEJUac@OE na dose de 75mg Kg™'. Os valores estdo expressos
como média £+ EPM (n=6). Analise Two-Way ANOVA seguido por pds-teste Tukey.
####p<0,0001 controle SHR vs. controle Wistar; *p<0,05; **p<0,01; tratamento vs.
controle SHR; **p<0,001 tratamento SHR-PEJUac@OE vs tratamento SHR - OE.
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Em relagcdo ao clearance de ureia, € possivel observar um aumento do
clearance no grupo tratado com nanoparticulas de PEJUac@OE quando comparado
com o grupo SHR controle (Figura 21b). Além disso, os valores de clearance dos
animais SHR tratados com PEJUac@OE né&o apresentam diferenga estatistica com
relagdo aos valores de clearance de ureia observados para o grupo Wistar controle
(Figura 21b). Por fim, o aumento do clearance de creatinina e ureia € um indicativo de
melhora na funcdo renal dos animais da linhagem SHR ocasionada pelo tratamento
com as nanoparticulas de PEJUac@OE.

4.4.4 AVALIAGAO BIOQUIMICA DO TECIDO HEPATICO E RENAL

A determinacgéo da taxa de peroxidacéo lipidica foi avaliada pela dosagem das
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no tecido hepatico (Figura 22) e
renal (Figura 23). Nos dois tecidos, os resultados demonstraram que n&o ha diferenga
significativa nos niveis de malonaldeido (MDA) entre os animais normotensos (Wistar)
e hipertensos (SHR). O tratamento com as nanoparticulas de PEJUac@OE foi
eficiente em reduzir os niveis de MDA tecidual nos ratos hipertensos, sendo
observado uma reducgao de 22,53% na peroxidagao lipidica no tecido hepatico (Figura
22a) e 38,31% no tecido renal (Figura 23a).
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Figura 22. Avaliacdo de marcadores oxidativos e atividade antioxidante enzimatica no
tecido hepatico. Painel (a): efeitos do OE das nanoparticulas de PEJUac@OE na
peroxidagao lipidica. Painel (b): efeitos do OE das nanoparticulas de PEJUac@OE na
atividade enzimatica da enzima superoéxido dismutase (SOD). Painel (c): do OE das
nanoparticulas de PEJUac@OE na atividade enzimatica da enzima catalase (CAT).

Os valores sdo expressos como média £+ SEM (n=6). Andlise Two-Way ANOVA
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seguido por poés-teste Tukey. *p<0,05; **p<0,01; tratamento vs. controle SHR;
**n<(0,001 tratamento SHR - PEJUac@OE vs tratamento SHR - OE.

O potencial protetor contra estresse oxidativo também foi avaliado estudando-
se o efeito do tratamento com 6leo essencial ndo encapsulado e nanoparticulas de
PEJUac@OE na atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT), importantes enzimas envolvidas no controle endogeno dos processos
oxidativos. Os resultados de atividade da SOD evidenciaram que o tratamento dos
animais hipertensos (SHR) com 6leo essencial nédo encapsulado e as nanoparticulas
de PEJUac@OE aumentou a atividade dessa enzima no tecido hepatico (Figura 22b)
e renal (Figura 23b). A atividade enzimatica da SOD no tecido hepatico (Figura 22b)
aumentou 52,78% nos animais SHR tratados com d6leo essencial ndo encapsulado
(SHR — OE) e 48,98% nos animais SHR tratados com as nanoparticulas de
PEJUac@OE (SHR - PEJUac@OE). No tecido renal, o tratamento com OE aumentou
a atividade de SOD em 40,99% nos animais SHR, enquanto o tratamento com
PEJUac@OE aumentou em 55,37% a atividade da enzima (Figura 23b).
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Figura 23. Avaliagdo de marcadores oxidativos e atividade antioxidante enzimatica no
tecido renal. Painel (a): efeitos do OE das nanoparticulas de PEJUac@OE na
peroxidacao lipidica. Painel (b): efeitos do OE das nanoparticulas de PEJUac@OE na
atividade enzimatica da enzima superoéxido dismutase (SOD). Painel (c): do OE das
nanoparticulas de PEJUac@OE na atividade enzimatica da enzima catalase (CAT).
Os valores sdo expressos como média £+ SEM (n=6). Andlise Two-Way ANOVA

seguido por pos-teste Tukey. *p<0,05; **p<0,01; tratamento vs. controle.

Em relagcdo a atividade da catalase (CAT), ndo foi observado diferencga

significativa entre os animais da linhagem Wistar controle e SHR controle nos tecidos
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hepatico (Figura 22c) e renal (Figura 23c). Por outro lado, os resultados evidenciaram
aumento na atividade da CAT nos dois tecidos dos animais da linhagem SHR tratados
com Oleo essencial ndo encapsulado ou nanoparticulas de PEJUac@OE em
comparagado com os valores de atividade observados para o grupo SHR controle
(Figuras 22c e 23c). O tratamento com 6leo essencial ndo encapsulado ocasionou
aumento de 50,68% na atividade da CAT hepatica (Figura 22c) e 44,19% na atividade
da CAT renal (Figura 23c) dos animais da linhagem SHR em comparagcdo com o
controle SHR. No grupo de animais da linhagem SHR tratados as com nanoparticulas
de PEJUac@OE foi observado aumento de 46,22% na atividade da CAT hepatica
(Figura 22c) e 39,81% na atividade da CAT renal (Figura 23c).

4.4.5 EFEITO DO TRATAMENTO NA HISTOPATOLOGIA DO FiGADO E RINS

A andlise histopatoldégica dos animais da linhagem Wistar demonstrou que os
animais normotensos do grupo controle e do grupo tratado com o 6leo essencial néo
apresentaram alteragdes teciduais no figado e rins (Figura 24A-D). Por outro lado, os
animais SHR controle apresentaram focos inflamatoérios no figado, principalmente nos
espacgos porta-hepaticos (Figura 24E). O tratamento com o o6leo essencial néo
encapsulado e com as nanoparticulas de PEJUac@OE causou uma aparente redugao
das areas hepaticas comprometidas por infiltrados inflamatorios (Figuras 24G e 241).
Os animais SHR controle também apresentaram alteragdes teciduais nos rins, tais
como vastas areas edematosas associadas a focos inflamatérios intersticiais (Figura
24F). Dentre os grupos de animais da linhagem SHR tratados, apenas o tratamento
com o Oleo essencial foi capaz de reduzir as regides de edema e inflamagao renal
(Figuras 24H e 24J).
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) s

o (A, , , G,)erim (B, D, F, H, J) corados
pelo método da hematoxilina-eosina. Grupos: Wistar controle (A-B), Wistar — OE (C-
D), SHR controle (E-F), SHR - OE (G-H) e SHR - PEJUac@OE (lI-J). Veia
controlobular (v), infiltrados inflamatdrios (*), glomérulo renal (g), edema intersticial (e).

Figura 24. Aspectos morfolégicos do figad

No figado os focos inflamatérios foram observados nos espacgos porta, € nos rins estes
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infiltrados ocorreram predominantemente nas areas intersticiais adjacentes aos

corpusculos renais.

A analise imuno-histoquimica demonstrou que o figado e os rins dos animais
das linhagens SHR controle apresentaram uma maior imunomarcacao para TNFa
quando comparados ao controle Wistar (Figuras 25 e 26). No figado, o tratamento
com o O6leo essencial reduziu significativamente a marcagcdo de TNFa tanto nos
animais Wistar (Figura 25C e 26a), quanto nos SHR (Figura 25 D e 26a). Contudo, em
animais da linhagem SHR as nanoparticulas de PEJUac@OE foram mais eficientes
em reduzir esta citocina pro-inflamatoria tanto no tecido hepatico (Figura 25l e 26a),
quanto renal (Figuras 25J e 26b).
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Figura 25. Imuno-histoquimica para TNFa do figado (A, C, E, G, |) erins (B, D, F, H,
J). Contracoloragao pela hematoxilina. Grupos: Wistar controle (A-B), Wistar — OE (C-
D), SHR controle (E-F), SHR — OE (G-H) e SHR — PEJUac@OE (I-J). No figado as
marcacgdes positivas para TNFa (setas) sédo observadas principalmente nos
hepatdcitos adjacentes aos vasos sanguineos (v). Nos rins, as marcagbes em

castanho sdo observadas nos capilares glomerulares (g).
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Figura 26. Quantificacdo das areas positivas para TNFa no tecido hepatico (a) e renal

(b). Os valores sao expressos como area + EPM (n=5, 15 imagens por grupo). Analise
Two-Way ANOVA seguido por pos-teste Tukey. ##p<0,0001 controle SHR vs.
controle Wistar; ****p<0,01; tratamento vs. controle; *p<0,05 tratamento SHR -

PEJUac@OE vs tratamento SHR - OE.
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5 DISCUSSAO

51 PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE
PEJUac@OE

O dleo essencial extraido de C. sinensis € um produto secundario da obtencao
do suco de laranja, sendo obtido a partir do residuo de bagago gerado durante o
processo de prensagem da fruta. Esse 6leo essencial € amplamente utilizado na
industria farmacéutica e cosmética em funcao de suas propriedades aromatizantes e
apresenta grande potencial bioativo em fungédo do seu alto conteiudo de d-limoneno
(Tabela 1), um monoterpeno que apresenta atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
cardioprotetora e antibacteriana (85).

No entanto, considerando sua natureza volatil, para que seja possivel utilizar
eficientemente este O6leo essencial em sistemas biolégicos, é necessario o
desenvolvimento de carreadores que aumentem sua estabilidade no trato
gastrointestinal, possibilitem uma maior absorgéo intestinal e maior disponibilidade do
Oleo essencial no local de agao desejado.

As nanoparticulas sdo uma estratégia interessante para o aumento da
biodisponibilidade de drogas administradas via oral, sendo o didmetro uma
caracteristica que exerce grande influéncia no processo de absor¢ado do nanomaterial.
Win e colaboradores (86) demonstraram que nanoparticulas com didmetro entre 100-
200 nm apresentaram maior absor¢ao quando comparadas com nanoparticulas de 50
nm e 500 nm, o que mostra que existe uma faixa 6tima de didmetro para
nanoformulagdes com administragdo oral. As nanoparticulas de PEJUac@OE
apresentaram um diametro hidrodinamico médio de 161 nm, tendo assim um tamanho
ideal para melhor absor¢do no trato gastrointestinal. Além disso, a dispersdo de
tamanho de particulas foi baixa (0,141), o que caracteriza as nanoparticulas de
PEJUac@OE como um sistema monodisperso, com baixa tendéncia a agregacgao
(87).

Outra caracteristica importante € a morfologia do nanomaterial. Bayat e
colaboradores (88) demonstraram que as nanoparticulas com formato esférico ou
subesférico e com superficie lisa aumentam a area superficial das nanoparticulas,
maximizando a absor¢cdo do composto de interesse. As nanoparticulas de
PEJUac@OE apresentaram tamanho médio de 133 £ 12,4 nm e morfologia circular e

superficie lisa, bem caracteristicos de nanoparticulas polissacaridicas produzidas por
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nanoprecipitacdo. O menor didmetro observado € um reflexo das diferencas de
deteccao observados nas técnicas de DLS e microscopia, pois na técnica de DLS faz-
se a medida do nanomaterial e a sua camada de solvatagcdo, o que nao ocorre na
microscopia eletrénica de transmissdo. Apesar da caracteristica geral hidrofébica do
PEJUac, residuos de monossacarideos que nao foram acetilados apresentam
potencial de interacdo com moléculas de agua, o que gera uma camada de solvatagao
ao redor da nanoparticula em solugéo (89, 90).

O potencial Zeta € um dos principais parametros que influenciam na
estabilidade de nanoparticulas, sendo caracterizado como o potencial elétrico na
dupla camada interfacial. Os materiais macroscépicos ou particulados quando em
contato com um liquido adquirem uma carga elétrica em sua superficie, podendo essa
carga ser por diversos motivos, como a dissociagao de grupos idnicos na superficie
da particula ou adsorcéo diferencial de ions da solugao na superficie da particula. A
carga liquida na superficie da particula afeta a distribuicdo de ions da camada de
solvatagcdo, aumentando a concentragao de contra-ions junto a superficie, formando
assim uma dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido (91).

No caso de nanoparticulas poliméricas, esse efeito de carga se alia ao efeito
de impedimento estérico oriundo das cadeias poliméricas da superficie do
nanomaterial (Figura 27), o que torna desejavel a utilizagdo de polimeros carregados
como carreadores de moléculas bioativas, uma vez que a estabilidade desses
materiais implica em menor agregacao e consequentemente melhor liberacdo do

principio ativo.

Repulséo eletrostatica e
impedimento estérico

Figura 27. Esquema representando os efeitos de repulsao eletrostatica e impedimento

estérico presentes nas nanoparticulas de PEJUac@OE.
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Além da estabilidade da formulagdo, a carga superficial das nanoparticulas
pode influenciar a captagao pelas células gastrointestinais, bem como a interagdo com
a barreira mucosa e os enterdécitos (92, 93). Chickering e Mathiowitz (94) relataram
que o uso de polimeros anidénicos conferem uma melhor adesdo a mucosa do que
polimeros catidnicos ou n&o idnicos devido a presencga de grupamentos carboxila na
superficie que geram fortes interacdes bioadesivas por ligagdes de hidrogénio com a
mucina.

Do ponto de vista quimico, as nanoparticulas de PEJUac@OE apresentam
caracteristicas que as habilitam como bons carreadores de moléculas bioativas, e sua
capacidade de encapsular o 6leo essencial confirma a qualidade do nanomaterial
produzido.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de carga (CC) da
nanoformulagdo s&o caracteristicas importantes do processo, uma vez que
demonstram a eficiéncia de produgdo do material, sendo que quanto maior a EE,
maior a quantidade de principio ativo na formulagao final, e quanto maior a CC, menor
€ a quantidade de polimero necessario para produzir a formulacdo. A nanoparticula
de PEJUac@OE apresentou eficiéncia de encapsulacéao de 75,18% e capacidade de
carga de 15,18%, valores condizentes com os achados da literatura (95, 96). A EE
demonstra a importancia da acetilagdo do PEJU na encapsulagao do 6leo essencial
de C. sinensis, uma vez que a caracteristica hidrofébica do polimero permitiu o
surgimento de interagcdes quimicas com os componentes apolares do 6leo essencial,
sendo possivel a formacdo de uma nanoformulacdo automontavel por interacoes

quimicas hidrofdbicas.

5.2 CITOTOXICIDADE E AVALIAGAO DO EFEITO CITOPROTETOR FRENTE AO
ESTRESSE OXIDATIVO

A lesao celular pode ser induzida pelo estresse oxidativo, que danifica elementos
celulares vitais como RNA, DNA, lipidios e proteinas. Portanto, estratégias para
intervencgao terapéuticas visando a redugdo do estresse oxidativo oferecem uma
abordagem promissora no tratamento de varias doencas e suas comorbidades (97).
O estresse oxidativo surge de uma disparidade entre o sistema de defesa antioxidante
da célula e a superproducdo de moléculas oxidantes, particularmente espécies

reativas de oxigénio (EROs) (98).
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Embora o H202 ndo seja diretamente um radical livre, ele &€ comumente
reconhecido com um contribuidor significativo para geragdo de EROs, pois pode
modificar o estado redox intracelular por meio de sua transformagdo em radicais
hidroxila altamente reativos, o que pode comprometer de forma irreversivel a fungao
mitocondrial, levando a morte celular (99).

O ensaio de citotoxicidade demostrou que tanto 6leo essencial quando as
nanoparticulas de PEJUac@OE nao apresentam toxicidade celular nas
concentragdes testadas, mostrando seu potencial biocompativel (Figura 9). Além
disso, o0 ensaio de atividade citoprotetora contra peréxido de hidrogénio demonstrou o
potencial antioxidante do éleo essencial e das nanoparticulas de PEJUac@OE. Varios
relatos na literatura demonstram o efeito antioxidante do 6leo essencial de C. sinensis,
como Huang e colaboradores (99), Roberto e colaboradores (18) e Piccialli e
colaboradores (100). Seu efeito antioxidante esta ligado principalmente a redugéo da
peroxidagao lipidica, bem como aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como
SOD e CAT.

5.3 ABSORGAO DAS NANOPARTICULAS DE PEJUac@OE

Existem varios relatos na literatura que demonstram que nanoparticulas podem
ser absorvidas no epitélio do intestino delgado por via paracelular ou transcelular
(101). Essas vias de transporte aumentam a absorgao de compostos bioativos no trato
gastrointestinal, uma vez que protegem o composto da passagem no TGI, bem como
diminuem o efluxo ativo que muitos compostos naturais sofrem durante o processo de

absorgao (102).

Na Figura 11, é possivel observar um alargamento do espaco intercelular epitelial,
0 que permite um transporte paracelular das nanoparticulas de PEJUac@OE com
menor didmetro. O transporte paracelular se refere a uma difusdo passiva através de
espacos intercelulares entre o epitélio (103). Tanto as nanoparticulas quanto os
mediadores de proteina juncional, como o tween 80, podem controlar de maneira
transitoria e reversivel a abertura das jungdes estreitas para melhorar o transporte de
compostos bioativos por via paracelular (104). As jungdes estreitas sao formadas por
proteinas juncionais entre as células epiteliais e sdo responsaveis pela integridade e

protecao do epitélio.
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O processo de absorgao das nanoparticulas também pode envolver transporte
transcelular, como macropinocitose, endocitose mediada por clatrina, endocitose
mediada por caveolina e endocitose independente de clatrina e caveolina (105, 106).
A macropinocitose € um processo conduzido por actina e pode internalizar as
nanoparticulas sem mediacao de receptores. Particulas com tamanho médio abaixo
de 2 um sao envolvidas por macropinossomos formados na superficie dos enterocitos
e internalizados pela célula. As nanoparticulas internalizadas sao posteriormente
translocadas para o endolisossomo (107). O’Neill e colaboradores (108) relataram que
as nanoparticulas de ciclodextrina com cauda lipidica foram absorvidas pelas células
Caco-2 por meio de macropinocitose e confirmadas pela inibicido da endocitose
mediada por clatrina e caveolina, sendo esse um mecanismo possivel para a absorc¢ao
das nanoparticulas de PEJUac@OE.

Uma parte do nanomaterial também pode ser internalizado pelas células do
epitélio intestinal por endocitose mediada por clatrina. As fossetas englobam
nanoparticulas nas células por meio de receptores lipoproteicos de baixa densidade
ou receptores de transferéncia carregados com ferro. Nanoparticulas com tamanhos
meédios abaixo de 200 nm tiveram a capacidade de estabilizar as cavidades revertidas
de clatrina (109, 110). A endocitose mediada por caveolina e endocitose independente
de clatrina e caveolina sao as menos provaveis de estarem envolvidas na absorcao
das nanoparticulas de PEJUac@OE, uma vez que estao envolvidas na internalizagéo
de nanomateriais menores que 60 nm (111, 112). Sendo assim, com base nos relatos
da literatura e os achados na microscopia eletrénica de transmissao do intestino de
ratos tratados com nanoparticulas de PEJUac@OE, o mais provavel é que as
nanoparticulas menores sejam absorvidas de forma paracelular, enquanto as
nanoparticulas maiores sejam internalizadas pelos enterdcitos por macropinocitose e

endocitose mediada por clatrina.

ApoOs serem internalizadas pelas células epiteliais intestinais, as nanoparticulas
podem ser translocadas para o endolisossomo e posteriormente degradadas no
lisossomo para liberar o 6leo essencial. As nanoparticulas podem potencialmente
permanecerem intactas no endolisossomo e entrar na circulagdo sanguinea por
exocitose, uma vez que o PEJUac é um heteropolissacarideo ramificado de dificil
degradagao enzimatica (102, 113).
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5.4 EFEITOS CARDIOMETABOLICOS, OXIDATIVOS E HISTOPATOLOGICOS DO
OLEO ESSENCIAL NAO ENCAPSULADO E DAS NANOPARTICULAS DE
PEJUac@OE

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sdo um modelo genético de ratos
que desenvolvem pressao arterial consistentemente mais alta em comparacdo com
outras linhagens, apresentando aumento da atividade dos mecanismos de retengéo
de liquidos, reabsor¢do de sédio e aumento da resisténcia vascular (114, 115). O
modelo genético SHR é o que mais se assemelha com a forma humana da
hipertensdo arterial primaria (116). Os SHR desenvolvem outras complicagcbes
associadas a hipertensdo semelhantes as que ocorrem na hipertensdo humana, como

lesdes cerebrais e miocardicas.

Os resultados de pressao arterial sistdlica nas linhagens Wistar e SHR
utilizados neste trabalho estdo de acordo com os dados da literatura, sendo
observados valores médios de PAS entre 109 e 99 para animais da linhagem Wistar
e valores de PAS acima de 160 mmHg para animais da linhagem SHR com idade a
partir de 10 semanas (117-120). Nesse sentido, a afericdo da PAS e analise da fungao
renal realizados neste estudo sugerem que o efeito evocado pelo OE de C.sinensis
nessas linhagens € do tipo hipotensor e anti-hipertensivo. Além disso, os resultados
apresentados nos tratamentos com as nanoparticulas de PEJUac@OE também
indicam uma atividade tipo anti-hipertensiva (Figura 12). O efeito tipo hipotensor do d-
limoneno, principal componente do OE de C. sinensis ja foi relatado por Nascimento
e colaboradores (26) em ratos Wistar. Segundo o autor, o efeito hipotensor pode estar
associado ao bloqueio de canais de calcio do tipo L. Além disso, efeito anti-
hipertensivo do d-limoneno ja foi descrito por Santiago e colaboradores (121),
utilizando modelo de indugao de hipertensdo em ratos Wistar. Wyer e colaboradores
(122) também evidenciaram que o d-limoneno atua como indutor de 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), restaurando o relaxamento aortico em camundongos

asmaticos.

Os achados da literatura, juntamente com os resultados da pressao arterial
sistélica obtidos nesse trabalho sugerem que o efeito mais potente do dleo essencial
nao encapsulado na redugédo da PAS dos animais da linhagem SHR em comparagéao
aos resultados observados para o tratamento com as nanoparticulas de PEJUac@OE

esta associado ao fato de que a forma livre do 6leo essencial provavelmente possui
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um pico de concentragdo mais alto na corrente sanguinea, o que estaria agindo de
forma mais efetiva no bloqueio dos canais de calcio do tipo L da musculatura lisa
vascular e na ativacdo da eNOS, enquanto que as nanoparticulas apresentam uma
liberacdo sustentada com pico de concentragdao plasmatico do composto bioativo

menor.

Além do efeito na pressao arterial, o OE e o PEJUac@OE foram avaliados
quanto a sua capacidade de interferir com os parametros metabdlicos e com a funcao
renal dos animais. A analise do peso dos animais revelou que o tratamento com OE e
PEJUac@OE afetou diferentemente o peso das linhagens Wistar e SHR (Figuras 13a
e 13b), sem alterar o consumo de ragao e/ou a excregao de fezes (Figura 14), o que
indica auséncia de efeito anorexigeno. Estudos do efeito do d-limoneno em modelo
animal de obesidade sugerem que o mecanismo de acdo desse composto esta
associado a ativacado da Proteina Quinase Ativada por Monofosfato de Adenosina
(AMPK) em adipécitos, o que resulta em inibicdo da adipogénese e lipogénese, com
ativagao da lipdlise (123). Essa proposigao é corroborada pelos resultados de peso
do tecido adiposo dos animais da linhagem SHR (Figura 13b), com a presenga de
uma reducdo de peso do tecido adiposo nos animais tratados com as nanoparticulas
de PEJUac@OE. E possivel que a diferenca de efeito na reducdo de peso dos
tratamentos com OE e PEJUac@OE na linhagem SHR (Figura 13a) possa ser um
reflexo das alteracbes celulares caracteristicas desses animais. Alteragdes de
permeabilidade de membrana podem ter afetado a capacidade de internalizagao do
OE na linhagem SHR, uma vez que foi observado efeito de redugdo de peso nos
tratamentos com OE na linhagem Wistar. Nesse caso, a encapsulagao contribuiu para
um possivel aumento da concentracdo de OE na biofase, que pode estar associado
(1) a adesdo das nanoparticulas a membrana plasmatica do adipécito com
consequente liberagdo sustentada do ativo, e/ou (2) ao aumento da concentragao
intracelular do OE ocasionado por uma permeacao facilitada do nanossistema, por
mecanismos semelhantes ao observado na absorgao pelos enterdcitos. Nesse caso,
a encapsulagao torna possivel o reestabelecimento da atividade ativadora de lipdlise
do OE, o que resulta em uma reducado de conteudo lipidico no tecido adiposo e
consequente redugdo de peso nos animais da linhagem SHR tratados com o
PEJUac@OE (Figura 13a.
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Considerando que o conteudo de gordura visceral constitui uma das vias
associadas ao aumento da PAS, a deplecdo das reservas adipociticas € um resultado
importante para o manejo da hipertensao arterial dos animais SHR. O excesso de
gordura visceral ocasiona o aumento dos niveis de diversas citocinas associadas ao
desenvolvimento de disfungdo endotelial e hipertensdo. Além disso, o aumento de
citocinas pré-inflamatérias pode ocasionar, também, rigidez ventricular e hipertrofia
cardiaca, contribuindo para o desenvolvimento da sindrome metabdlica associada a
hipertenséo (124, 125). Nesse sentido, o efeito anti-inflamatorio observado tanto para
o OE quanto para as nanoparticulas de PEJUac@OE pode ser outro resultado
importante tanto na prevengao quanto no tratamento das complicacées associadas ao

desenvolvimento da sindrome metabdlica.

Considerando a importancia da avaliagao do efeito da administracao crénica do
OE e do PEJUac@OE na ingestao de agua, foi avaliado o volume de agua ingerido e
os resultados obtidos permitiram inferir que ndo houve diferenga entre os grupos
experimentais e as linhagens Wistar e SHR (Figura 15a), podendo-se concluir que
nem o OE, nem as nanoparticulas de PEJUac@OE interferem com a osmolaridade

plasmatica dos animais.

Além dos efeitos metabdlicos, a hipertensao ocasiona alteragdes funcionais e
estruturais nos rins e, nesse sentido, avaliar a formagao e composi¢ao da urina é de
grande importancia para se estudar a fungéo renal. A determinagdo do volume de
urina excretada € um importante parametro para se avaliar o fluxo urinario no decorrer
de 24h. Ao analisarmos os resultados podemos observar auséncia de alteracédo de
volume urinario entre as linhagens e tratamentos (Figura 15b), porém, & possivel
observar que ambos os grupos SHR tratados apresentaram um aumento dos niveis
de sodio urinario (Figura 16b). A natriurese sem alteragdo nos niveis plasmaticos de
sédio (Figura 16a) sugerem uma melhora na fungéo renal, possivelmente mediada
pela inibicdo da reabsor¢cdo tubular de sddio. Este efeito pode contribuir para a
reducao da pressao arterial observada, uma vez que a excre¢gao aumentada de sédio

€ uma estratégia reconhecida para o controle da hipertensao arterial.

Também foi observado uma diminuicdo dos niveis de proteinas totais urinarias
no grupo PEJUac@OE (Figura 18b), e uma diminui¢gdo da concentracdo plasmatica
de &cido urico nas linhagens SHR tratadas com OE e PEJUac@OE em comparagao

com o grupo SHR controle (Figura 19a), demonstrando uma melhora da fungéao renal
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dos animais tratados, possivelmente devido a modulacdo das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase e catalase (Figuras 23b e 23c). Além disso, os niveis de
malonaldeido no rim sofreram redug¢ao apenas no grupo SHR - PEJUac@OE (Figura
23a), o que vai de encontro com os achados de proteinas totais na urina (Figura 18b),
demonstrando que o 6leo essencial na sua forma nanoencapsulada apresenta uma
liberacdo sustentada, o que contribui para uma acgao anti-inflamatdria e antioxidante

mais potente.

Em relagéo as alteragdes bioquimicas (Figura 22) e morfologicas (Figura 24)
observadas no figado, nota-se um comportamento semelhante ao observado no rim,
onde niveis de peroxidagdo lipidica foram reduzidos apenas no grupo SHR -
PEJUac@OE, enquanto os dois grupos SHR tratados tiveram um aumento na
atividade da SOD e CAT, reforgcando a tese de que uma liberagao sustentada do éleo

essencial favorece a atividade antioxidante do composto.

A superoxido dismutase catalisa a dismutag&o do radical superoxido (O27) em
peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Oz2). O radical superoxido € uma das formas
reativas de oxigénio (ROS) mais prevalentes e iniciais que se formam nas células. A
SOD é frequentemente a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo. A
catalase (CAT) converte o peroxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio
(O2). Embora o H202 seja menos reativo que o superoxido, ele pode ser convertido
em radicais hidroxila altamente reativos via reacdo de Fenton, tornando a sua
remogao essencial para a protegao celular (126). Com base nos relatos da literatura,
o limoneno pode agir no aumento da atividade da SOD e CAT de trés formas: (1) pode
agir diretamente nas enzimas, estabilizando sua estrutura, (2) pode agir como um
indutor génico, aumentando assim a expressdo das enzimas e (3) devido a sua
estrutura quimica que Ihe permite neutralizar eficientemente os radicais livres, ele
pode atuar como um regenerador da SOD e CAT, otimizando suas atividades
enzimaticas (17, 18). Esses mecanismos podem estar envolvidos na melhora da
atividade dessas enzimas nos tecidos hepatico e renal observados neste trabalho.

A hipertensdo desenvolvida no modelo SHR ocasiona alteragcbes estruturais
nos rins antes mesmo da hipertensao ser aparente (114, 127). Dentre as principais
alteracbes estruturais temos a remodelagdo vascular causada pela deposi¢ao de
matriz extracelular, hipertrofia e vasodilatacdo dependente do endotélio vascular

prejudicada (128). Esses fatores causam redug¢ao do didmetro do lumen e aumento
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da resisténcia periférica e, portanto, aumento da pressao arterial média. Essas
alteragdes estruturais resultam em redugao da taxa de filtracado glomerular (TGF) e
anormalidades em diversos mecanismos de transporte de ions (114). O estudo do
clearance de creatinina nos permite estudar virtualmente a TGF. No grupo SHR
controle € possivel observar o efeito negativo causado na depuragao de creatinina
quando comparo com o grupo Wistar controle (Figura 21a). Em relagdo aos animais
hipertensos tratados, o 6leo essencial ndo encapsulado nao foi capaz de melhorar a
taxa de filtragdo glomerular, enquanto o grupo tratado com PEJUac@OE apresentou
aumento do clearance de creatinina, demonstrando que as nanoparticulas de

PEJUac@OE apresentam um efeito nefroprotetor (Figura 21a).

Os rins também tém funcdo de controle dos niveis de ureia, metabdlito
nitrogenado derivado da degradacgao de proteinas que € um importante biomarcador
da funcgao renal. A ureia possui grande fungdo no transporte de contracorrente ao
longo da Alga de Henle, auxiliando no transporte de biomoléculas. A linhagem SHR
apresentou valores de ureia plasmatica superiores aos determinados no controle
normotenso (Figura 20c), o que pode ser explicado em fungdo das caracteristicas
intrinsecas do modelo SHR. A linhagem SHR apresenta diferengas no fluxo sanguineo
renal e na fungdo renal quando comparados com ratos da linhagem Wistar
normotensos. Estas diferencas devem-se em parte a alteragdes estruturais, como
remodelagdo vascular dependente do endotélio prejudicada (117). Esses fatores
causam reducdo no didmetro do lumen e aumento da resisténcia periférica vascular

e, portanto, diminuicdo da depuragao de ureia, elevando os niveis séricos (129, 130).

No entanto, foi observado que o tratamento da linhagem SHR com
PEJUac@OE ocasionou redugao significativa dos niveis de ureia plasmatica,
aumento nos valores de ureia urinaria (Figura 20d) e depuragao de ureia (Figura 21b),
indicando que o nanossistema auxilia na recuperagao da fungao renal da linhagem

SHR, apresentando efeito tipo nefroprotetor.

Desse modo, é possivel concluir que o 6leo essencial nao encapsulado, com
sua rapida absorcao e depuragao, mostrou uma acao eficaz na reducio da inflamacao
renal aguda, conforme evidenciado pela redugcdo de edema e dos focos inflamatorios
(Figura 24H). No entanto, essa rapida excre¢céo pode limitar seu impacto sustentado
sobre a fungado renal, que requer uma recuperagao prolongada e consistente das

células glomerulares e tubulares para melhorar a TFG. Por outro lado, a
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nanoencapsulagao do 6leo essencial oferece uma liberagao prolongada do composto,
permitindo uma exposi¢do continua nos tecidos renais, sendo isso crucial para a
manutengdo da hemodinamica renal e para a promogao da regeneracéo celular a
longo prazo, fatores essenciais para a melhora funcional renal. Essa afirmacao é
corroborada com a imuno-histoquimica para TNFa, onde o grupo SHR tratado com
nanoparticulas de PEJUac@OE apresentaram menor imunomarcagédo quando
comparados com o grupo SHR tratado com dleo essencial livre, principalmente nos
glomérulos renais (Figuras 24H, 24J e 25b), evidenciando que o nanomaterial

potencializa o efeito nefroprotetor do éleo essencial.

Assim, enquanto o 6leo essencial ndo encapsulado € eficaz na modulagéo
imediata da inflamacédo, a forma nanoencapsulada proporciona uma recuperacao
funcional renal superior devido a sua liberacao sustentada, destacando a importancia
das nanoparticulas de PEJUac@OE na melhora dos parametros farmacocinéticos e

farmacodinamicos do 6leo essencial de C. sinensis.
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CONCLUSOES

Nanoparticulas de PEJUac@OE foram eficientemente produzidas, apresentando
propriedades quimicas e morfologicas satisfatorias e elevado percentual de
encapsulagao de 6leo essencial de C. sinensis.

Nanoparticulas de PEJUac@OE nao apresentaram citotoxicidade e foram
eficientemente absorvidas no intestino delgado.

O dleo essencial de C. sinensis e as nanoparticulas de PEJUac@OE possuem
efeito redutor de peso, provavelmente associado a redugdo da adipogénese e
lipogénese e ativagao de lipdlise.

O oleo essencial de C. sinensis e as nanoparticulas de PEJUac@OE apresentam
efeito tipo anti-hipertensivo com interferéncia na natriurese pressoérica.
Nanoparticulas de PEJUac@OE aumentaram a taxa de filtragao glomerular dos
animais SHR, melhorando a funcao renal dessa linhagem SHR, apresentando
efeito nefroprotetor.

O ¢6leo essencial de C. sinensis e as nanoparticulas de PEJUac@OE aumentam a
atividade das enzimas SOD e CAT renais e hepaticas, enquanto apenas as
nanoparticulas de PEJUac@OE conseguem diminuir a peroxidagao lipidica no rim
e figado.

O dleo essencial de C. sinensis e as nanoparticulas de PEJUac@OE reduzem as
areas hepaticas comprometidas, e apenas o 6leo essencial de C. sinensis melhora
as regides de edema e inflamagéao renal.

O dleo essencial de C, sinensis e as nanoparticulas de pEJUac@OE reduzem as
imunomarcacgées por TNFa, e nanoparticulas de PEJUac@OE s&o mais eficientes

em reduzir a produgéo de TNFa no tecido renal e hepatico.
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PERSPECTIVAS

Avaliagcdo do efeito do Oleo essencial C. sinensis e das nanoparticulas de
PEJUac@OE na producgéao de 6xido nitrico em células endoteliais humanas.
Avaliacdo do efeito do 6leo essencial C. sinensis e das nanoparticulas de
PEJUac@OE na produgdo de radicais livres provocada por peréxido de
hidrogénio.

Avaliacido do efeito do oleo essencial C. sinensis e das nanoparticulas de
PEJUac@OE na histopatologia do coragéo.

Avaliagdo do efeito do Oleo essencial C. sinensis e das nanoparticulas de
PEJUac@OE nos marcadores oxidativos e atividade antioxidante enzimatica no
tecido cardiaco.

Avaliacdo do efeito do o6leo essencial C. sinensis e das nanoparticulas de

PEJUac@OE na producédo de marcadores inflamatérios no tecido cardiaco.
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ANEXO 1 — Artigo submetido a revista European Food Research and
Technology (Qualis CAPES - A2)

O artigo em anexo compreende uma vertente das avaliagées do potencial
bioativo das nanoparticulas de PEJUac@OE. Os resultados foram apresentados no
exame de qualificagdo, mas em fungédo do volume de informacgdes obtidas nos testes
em modelo animal, optamos por remover os testes do corpo da tese e adicionar o
artigo produzido e submetido a revista European Food Research and Technology

COMo anexo.
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Abstract

The main novelty of this research lies in combining hydrophobised natural polysaccharides
from cashew gum (acCGP) and D-limonene (DL) to create sustainable nanoparticles with
enhanced physicochemical and antimicrobial properties, offering promising applications in
diverse fields of the food industry requiring eco-friendly and high-performance components to
develop bioactive coatings and packaging. This study investigates the production and
characterisation of a green label nanoparticle of DL-loaded acCGP (acCGP@DL), focusing on
antibacterial properties and structural integrity. acCGP@DL nanoparticles had a smooth and
spheric microstructure, achieving 75.2% of DL encapsulation. X-ray diffraction, differential
scanning calorimetry and thermogravimetric analyses evidenced the success of encapsulation
in improving the physicochemical properties of DL. The antibacterial potency was evaluated
against the most common foodborne pathogens. Results evidenced that acCGP@DL
nanoparticles showed higher antibacterial activity against Escherichia coli (CDC O55) (MIC =
14.2 mg mL"! of nanoparticle; effective DL concentration of 2.2 mg mL™"), Salmonella enteritis
(S64) (MIC = 7.1 mg mL™! of nanoparticle; effective DL concentration of 1.1 mg mL"") and
Staphylococcus aureus (ATCC 13565) (MIC = 14.2 mg mL"! of nanoparticle; effective DL
concentration of 2.2 mg mL™"). The SEM images of bacterial cells treated with acCGP@DL
nanoparticles showed significant morphological changes, with the appearance of shallow
depression, disruption of the cell membranes, and liberation of cytoplasmic content. This study
underscores the potential of acetylated cashew gum polysaccharides as nanocarriers and
evidence that the produced acCGP@DL nanoparticles have excellent antimicrobial and
structural properties for advanced applications as a bioactive preservative for developing active

coatings and packaging.

Keywords: Citrus sinensis; nanoencapsulation; antibacterial activity; bioactive packaging.



75

INTRODUCTION

Pathogenic microorganisms could naturally contaminate foods during their preparation
and distribution, and the foodborne diseases associated with these contaminations constitute a
serious public health burden for developed and developing countries (Erarslan and Yuka 2024).
Foodborne pathogens such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Salmonella spp.
have emerged as a threat to public health, and different strategies have been applied to minimise
the risk of contamination of human food from pathogenic microorganisms (Ali et al,. 2021,
Maria Bonilla-Luque ef a/,. 2024). In general, the most common preservation approach relies
on the addition of synthetic antimicrobials and chemicals in food as preservatives, which can
have detrimental effects on human health, such as hypersensitivity, allergy or even the
development of antimicrobial resistance against specific pathogens (Ndwandwe et al,. 2022,

Erarslan and Yuka 2024).

In recent years, the increasing public health concerns associated with the use of certain
chemicals and antimicrobial agents as preservatives in edible coatings and packaging have
stimulated the search for natural compounds that can be used as alternatives to synthetic
preservatives in the food industry (Yazgan et al,. 2024). Therefore, plant extracts and essential
oils with bioactive properties can be a possible substitute for traditional antimicrobials being an
alternative to overcome the development of antimicrobial resistance and also aligning with
current consumer demands for “green label foods™ (Maria Bonilla-Luque et al,. 2024, Innocente

et al,. 2023).

D-limonene is a monoterpene found in citrus essential oil that has significant health
benefits and figures as a good food preservative because of its antimicrobial properties
(Khoshakhlagh et al,. 2017). These features allow us to suggest using this molecule as a natural
conservative in bioactive and edible coatings and packaging, protecting food from microbial

spoilage and increasing the covered foodstuff's nutraceutical potential. However, due to some
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inherent properties of D-limonene, such as hydrophobicity, oxidative susceptibility, chemical
destruction in the presence of light and high temperatures, and high volatility, its application at
an industrial scale is considered limited (Liu et al/,. 2024). Additionally, direct contact of D-

limonene with the skin can cause significant irritation (Santos et al,. 2024).

To overcome these drawbacks, encapsulation techniques can be applied to protect and
increase the biological potential of D-limonene. Nanoencapsulation is an effective alternative
to increase the physicochemical stability of D-limonene, thereby enhancing its performance and
broadening its applications. In recent years, the use of polymeric nanoparticles as carriers for
bioactive compounds to be used for edible coverages and packaging has been growing since
the use of natural polymers is an eco-friendly approach, providing a controlled release, reducing
volatility and improving the biological activities of the biomolecules (Khoshakhlagh et al,.
2017, Tiwari et al,. 2022, Liu et al,. 2024, Kusuma et al,. 2024). In previous studies, we
demonstrated that native cashew gum polysaccharides and acetylated cashew gum
polysaccharides are promising polymers to be used in association with polypropylene glycol or
chitosan to develop nanocarriers to hydrophobic drugs and plant extracts, presenting high
physicochemical stability and improving the efficacy of the encapsulated biomolecule (Silva et

al,. 2021, Ferreira et al,. 2024).

Thus, the present study aimed to evaluate the effectiveness of acetylated cashew gum
polysaccharides (acCGP) as a nanocarrier to D-limonene (DL) and to study the effects of
nanoencapsulation on the antibacterial potency of the DL. To achieve this, nanoparticles were
prepared using the nanoprecipitation technique and characterised in terms of their capacity to
encapsulate DL, morphological, physicochemical, and thermal properties. Non-encapsulated
DL, DL-unloaded and DL-loaded acCGP nanoparticles were further evaluated concerning their
antibacterial potency against the most common Gram-positive (S.aureus) and Gram-negative

(E.coli and S.enteritidis) foodborne pathogens. The results provide a solid theoretical basis for
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applying acCGP@DL nanoparticles as green label preservatives for coatings and edible

packaging.

MATERIAL AND METHODS
Preparation of acCGP and acCGP-DL nanoparticles

The nanoparticles were synthesised using the nanoprecipitation technique according to
the proposed method by Andrades et a/,. (2021), with some modifications. The organic phase
was prepared by mixing 100 mg of acCGP and 50 pL. of DL with 10 mL of acetone (P.A., ACS
reagent). The aqueous phase comprised 100 mL of aqueous solution containing 1.17 mg mL"!
of Tween 80. acCGP and acCGP@DL synthesis were performed by dropping the organic phase
into the aqueous phase, followed by ultrasonication for 5 min at an amplitude of 100% and a
frequency of 20 kHz, using a sonicator (Ultronique, Indaiatuba, SP, Brazil) equipped with a tip
of 4 mm in diameter. For the synthesis of DL-unloaded acCGP nanoparticles, the organic phase
was prepared without DL. The residual organic solvent was removed in a vacuum concentrator

(Eppendorf™ Concentrator Plus, Hamburg, Germany).

Encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC)

The percentage encapsulation efficiency (%EE) and loading capacity (%LC) of the
produced nanoparticles were determined according to Khodadadi et al,. (2024), by measuring
the equilibrium absorption of DL in the supernatant using a UV-VIS spectrophotometer (model
K37-UV/VIS, Kasvi, Sao Paulo, SP). The detailed method was described in the experimental

section of the supplementary file S1.
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Nanoparticles characterisation

The produced nanoparticles were thoroughly characterised using light scattering
analyses, X-ray diffractometry (XRD) analyses, Differential scanning calorimetry (DSC),
Thermogravimetric analysis (TG) and Transmission Electron Microscopy (TEM). DSC and TG
were conducted at the Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Regional
(CRTI) at the Universidade Federal de Goias, GO, Brazil. TEM experiments and analyses were
performed in the Laboratorio Multiusuédrio de Microscopia de Alta Resolugdo (LabMic) at the
Universidade Federal de Goias, GO, Brazil. The detailed methods were described in the

experimental section of the supplementary file S1.

Antibacterial activity

Minimum inhibitory concentration (MIC)

The antibacterial potential of non-encapsulated DL, DL-unloaded acCGP and
acGP@DL nanoparticles was assessed by determining the minimal inhibitory concentration
(MIC) against strains of gram-negative (Escherichia coli EPEC (CDC OS55), Salmonella
enteritidis (S64)) and gram-positive (Staphylococcus aureus (ATCC 13565)) bacteria. The MIC
tests were performed according to the methodology described by Behzadi ef al,. (2018), based
on a standard broth microdilution process (CLSI 2015). The detailed method was described in

the experimental section of the supplementary file S1.

Scanning electron microscopy (SEM) of bacterial strains

The impact of acCGP@DL treatment on the morphology of E.coli, S.enteritidis, and

S.aureus was evaluated by SEM at the Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta
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Resolugdo (LabMic) at the Universidade Federal de Goias, GO, Brazil. The detailed method

was described in the experimental section of the supplementary file S1.

Statistical analysis

All tests were performed at least in triplicate, with repetition. The data were subjected
to one-way ANOVA followed by Tukey’s test for comparison between averages using
GraphPadPrism 9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, California USA), with a significance

level of 95%.

RESULTS AND DISCUSSION

acCGP nanoparticles were synthesised carrying D-limonene (DL) through
nanoprecipitation. The formation of nanoparticles was confirmed by the Tyndall effect,
characterised by the visualisation of an opalescent suspension. Unloaded and DL-loaded acCGP
nanoparticles were deeply characterised and evaluated as antibacterial agents. Together with
the physicochemical, morphological and thermal characteristics of a nanosystem, its ability to
encapsulate the bioactive is a critical issue in bio-applications for nanocarrier performance. The
encapsulation efficiency and loading capacity of DL in the acCGP@DL nanoparticles were

75.2% and 15.2%, respectively.

Evaluation of particle size distribution, zeta potential and polydispersity index of acCGP

and acCGP@DL nanoparticles

Results from the hydrodynamic diameter determination evidenced that the

encapsulation of DL changed the size of the nanosystem (Table 1). The particle size was
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obtained by dynamic light scattering, and an unimodal particle size distribution was observed
DL-unloaded acCGP nanoparticles presented a hydrodynamic diameter of 126 nm and a
polydispersity index of 0.298. However, for the acCGP@DL nanoparticles, an increase in size
values to 161 nm was observed, which indicates that DL was included in the nanoparticle
structure. Similar results were obtained for (Dias et al,. 2016) and (Andrades et al,. 2021) using
acCGP to encapsulate hydrophobic bioactive compounds. Additionally, including DL in the
inner part of the nanostructure reduced the system's heterogeneity, with a PDI value 52% lower
for acGP@DL (Table 1). This can be due to the high miscibility between DL and acCGP, which

improved the uniformity of size distribution and the stability of the produced nanoparticles.

Table 1. DLS characterisation, size (nm) determination, entrapment efficiency (EE) and loading

capacity (LC) of the D-unloaded and DL-loaded acCGP nanoparticles.

acCGP acCGP@DL
Entrapment efficiency (%) - 75.2
Loading capacity (%) - 15.2
Hydrodynamic diameter (nm) 126 +1.70 161 +1.48
Size by TEM (nm) 98 £ 11.57 133+12.4
Polydispersity index 0.298 £ 0.02 0.141 £ 0.01
Zeta potential (mV) -33.35+0.57 -19.17+0.83

The zeta potential of nanoparticles indicates their surface charge, being an important
indicator of stability. The zeta potential values (Table 1) demonstrate that acCGP and
acCGP@DL present negatively charged functional groups at their surface that could exert
electrostatic repulsion forces between particles, helping to avoid coalescence or clumping of

the produced nanoparticles. The results also indicate that the absolute value of the zeta potential
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decreased with the addition of DL into the nanostructure. This can be related to a necessity of
reorganisation of the acCGP chains to encapsulate DL molecules inside of the nanostructure,
probably exposing hydrophilic non-charged branches of acCGP molecule on the surface of
acCGP@DL nanoparticles, consequently reducing the negative charge density on the surface

of nanoparticles and decreasing the values of zeta potential.

Morphostructural characterisation of DL-unloaded acCGP and acCGP@DL

nanoparticles

TEM images for DL-unloaded acCGP and acCGP@DL nanoparticles show spherical
particles (Figure 1). The sizes determined by TEM were in the range of 84-115 nm for DL-
unloaded acCGP nanoparticles and 116-154 nm for acCGP@DL nanoparticles. The smaller
values of diameter observed by TEM compared to those from DLS analysis (Table 1) can be
explained since the TEM method only estimates the diameter of the nanoparticle core, which is
significantly smaller than the average particle diameter in the solvated stage (Kuznetsova et al,.

2022, Eze et al,. 2022).
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100 nm

Figure 1. Representative TEM micrographs for (a) DL-unloaded acCGP nanoparticles

(magnification of 40,000x) and (b) acCGP@DL nanoparticles (magnification of 60,000x).

X-ray diffraction analysis (XRD)

The XRD patterns of acetylated cashew gum polysaccharide, DL-unloaded acCGP and
acCGP@DL nanoparticles are presented in Figure 2. The curve of the non-nanostructured
polymer (Figure 2a) reveals two broad diffraction peaks centred around 26 11.18° and 21.17°,
indicating the amorphous structure of this polymer. On the other hand, DL-unloaded acCGP
(Figure 2b) and acCGP@DL (Figure 2¢) nanoparticles showed only one broad diffraction peak,
revealing that the formation of a nanostructure interferes with the crystal structure of the native
polymer. The changes in the diffraction curves of the produced nanoparticles evidence a certain
increase in the structural order of the nanomaterial. Additionally, the inclusion of DL into the

acCGP nanoparticles leads to an increase in the microcrystallinity of the nanosystem
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(crystallinity = 41%), with a reduction of 12% of the amorphous pattern of the DL-unloaded
acCGP nanoparticle (crystallinity = 33%) and 21% of the non-nanostructured acCGP
(crystallinity = 25%). This increase in the structural order in the acCGP@DL nanoparticles
could be explained by the interactions between DL and acCGP, which can contribute to

organising the internal crystal network and conferring to the nanosystem a more crystalline

structure.
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Figure 2. X-ray diffraction (XRD) of (a) acetylated cashew gum polysaccharide, (b) unloaded

acCGP nanoparticles, and (c) DL-loaded acCGP nanoparticles (acCGP@DL).

Differential scanning calorimetry (DSC) and Thermogravimetric analysis (TGA)

DSC analysis is an important technique for assessing the thermal properties of
nanomaterials, establishing a correlation between temperature and specific physical

characteristics of the nanosystem Mathavan and Hafiz bin Hassan (2024). The thermal
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behaviour of DL, non-nanostructured acCGP, DL-unloaded acCGP and acCGP@DL

nanoparticles are depicted in Figure 3.
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Figure 3. Differential scanning calorimetry thermograms were obtained for (a) D-limonene, (b)
acCGP@DL nanoparticles, (c) DL-unloaded acCGP nanoparticles, and (d) non-nanostructured

acCGP.

The hydrophobic characteristics of non-nanostructured acCGP, DL, DL-unloaded
acCGP and acCGP@DL nanoparticles are confirmed by the absence of a definite endothermic
peak in the range of 80-100 °C, commonly related to the interfacial water loss (hydrogen-
bounded or physically adsorbed water). The exothermic (heat liberation) peak around 123.9 °C
to 192.4°C observed in the thermogram for DL (Figure 3a) is related to an exothermic transition
of degradation, with an enthalpy change of 155 J/g, indicating the loss of 155J of heat as 1g of

DL undergoes degradation.

Considering the native acCGP (Figure 3d) and the produced nanoparticles, the
endothermic peaks can be attributed to the polymer’s melting, and the broader nature of the

endothermic peaks for non-nanostructured acCGP (Figure 3d) and DL-unloaded aCGP
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nanoparticles (Figure 3c) compared to that from acCGP@DL (Figure 3b) suggests a less
organized packing acCGP nanoparticles in the absence of DL. Furthermore, the sharper peak
observed for acCGP@DL confirms the more crystalline nature of the DL-loaded nanoparticles,
as seen in XRD results. It is possible that the encapsulation of DL into the acCGP@DL
nanoparticles (1) contributed to protecting DL against thermal degradation, being observed an
absence of heat liberation peaks in the acCGP@DL thermogram; and (2) enhanced the
hydrophobic forces driving the nanoparticle organization, which improved the thermal stability
of the produced nanosystem. This inference can be confirmed by the shift of the melting peak
from 166.6 °C to 202.6 °C and the increase of the enthalpy change from 7.27 J/g to 22.65 J/g

after DL encapsulation.

To confirm the protection against thermal degradation conferred for the DL
encapsulation into the acCGP@DL nanoparticles, the TGA profile of unloaded and loaded DL
(acCGP@DL) were evaluated (Figure S1, Supplementary File 1). As evidenced by TGA
analysis, the phase decomposition related to the evaporation of water molecules and moisture
absorbed on the surface of hydrophilic polymers is missing in the acCGP@DL nanoparticles,
confirming their hydrophobic nature. Furthermore, evaporation and decomposition of the non-
nanostructured DL begin around 93 °C (Figure S1a), while acCGP @DL nanoparticles showed
a decomposition phase starting around 320 °C (Figure S1b), indicating that the interactions
between DL and acCGP created o cohesive and robust structure with improved thermal stability

and resistance to degradation.

Antibacterial effect

Minimum inhibitory concentration
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The minimum inhibitory concentrations (MIC) for DL, DL-unloaded acCGP and
acCGP@DL nanoparticles are shown in Table 2. DL and acCGP@DL nanoparticles had varied
antibacterial activity against the tested foodborne pathogens, while the DL-unloaded acCGP
nanoparticles only showed a bactericidal effect on the highest tested concentration. It is possible
that at higher concentrations, the DL-unloaded acCGP nanoparticles decreased -cell
permeability by interacting with the cell membrane components as a covering, affecting the gas
and nutrient permeability through the cell membrane and blocking the biochemical pathways
involved in bacteria growth (Spirescu et al,. 2021). The treatment with DL showed similar MIC
values for S. aureus and E. coli, whereas it was observed a lower bactericidal potency against
S. enteritidis. This lower antibacterial potency against S. enteritis could be explained by the
differences in the cell membrane structure and composition of this bacteria, especially regarding
the presence of specific virulence factors that could act avoiding the interaction and disruption
of cell membrane caused by DL or even increasing the efflux of internalised DL through efflux
pumps (Wang et al,. 2015). In this case, a higher content of DL would be necessary to guarantee

an effective bactericidal dosage, which could be achieved by nanoencapsulation.

Table 2. MICs values for DL, DL-unloaded acCGP, and acCGP@DL nanoparticles against

Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Nanoparticles
D-limonene (DL)
acCGP acCGP@DL
S. aureus (ATCC 13565) 8.6 mg mL"! 227 mg mL! 14.2 (2.2)* mg mL!
E. coli EPEC (CDC 055) 8.6 mg mL"! 227 mg mL! 14.2 (2.2) mg mL!
S. enteritidis (S64) >34.5 mg mL"! 227 mg mL"! 7.1 (1.1) mg mL!

*Values in parentheses correspond to the amount of DL (milligrams) in the acCGP@DL

nanoparticles.
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The results from the antibacterial potency of acCGP@DL nanoparticles evidenced that
the produced nanosystem was more effective than both DL and DL-unloaded acCGP
nanoparticles. DL nanoencapsulation into acCGP nanoparticles increased its antimicrobial
potency, with lower MIC values being observed for S. enteritidis. This increased antibacterial
effect for acCGP@OE could be related to, first, the impact of nanoencapsulation in increasing
the effective concentration of DL in the microenvironment close to the cell membrane of the
bacterial strains. The acCGP@QOE nanoparticles could adhere to the cell membrane and release
the DL molecules in a prolonged manner, providing a more potent effect than the unloaded DL.
Additionally, the hydrophobic characteristic of acCGP nanoparticles contributed to improving
the capacity of adhesion and insertion of the nanosystem to the cytoplasmic membrane and
maximising the interference with the tridimensional organisation of the cell membrane of the

tested bacteria.

Growth profile of bacteria non-treated and treated with DL and accGP@DL

The growth profile of S. aureus, E. coli, and S. enteritidis before and after treatment
with different concentrations of DL and acCGP@DL is shown in Figure 4. For all studied
microorganisms, in the absence of DL or acCGP@DL nanoparticles, bacteria density rose in a
typical sigmoidal pattern, with the absorbance at 600 nm increasing rapidly after 1h.
Considering the treatment with unloaded-DL, results evidenced that by increasing the
concentration of DL, the maximum population density (ODmax) for S.aureus (Figure 4a) and
E.coli (Figure 4c) was reduced, while the lag phase duration was prolonged, indicating a good
antibacterial performance against these bacteria. However, it was not observed a bactericidal
effect against S. enteritis on the tested concentrations (Figure 4e), with a bacteriostatic effect

being noted during the treatment with the highest concentration of this compound (34.5 mg mL-
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1, characterised by an increase in the lag phase and a substantial reduction in the optical density

(Figure 4e).

When bacteria strains were exposed to acCGP@DL nanoparticles, bacteria development
was delayed, especially for S. enteritidis (Figure 4f). Furthermore, as compared to the DL-
unloaded group, the addition of acCGP@DL resulted in slower growth and a reduced cell
density in the stationary state phase (Figures 4b, 4d and 4f), evidencing that acCGP@DL
nanoparticles have the potency to inhibit the growth of the tested bacteria at lower

concentrations (bacteriostatic effect) and kill the cells (bactericidal effect) at concentrations of

MIC and above.

- S.aureus (b) —*- S.aureus
-=- 34.5 mg/mL -#- 227 (34.5) mg/mL
-~ 17.25 mg/mL —~ 1135 (17.25) mg/mL
-+ 8.6 mg/mL SE ~ 56.8 (8.6) mg/mL
~ 43mg/mL S ~ 28.4 (4.3) mg/mL
- 22mg/mL = - 14.2(2.2) mg/mL
& 1.1 mg/mL = 7.1(1.1) mg/mL
¥ 027 mg/mL -+ 3.5 (0.54) mg/mL
- 0.54 mg/mL 1.8 (0.27) mg/mL
Time (h)
(c) o# == Ecol (d) - E.coli
i —=- 34.5mg/mL = 227 (34.5) mg/mL
e [ = 17.25 mg/mL : —~ 113.5 (17.25) mg/mL
g o4 o ~* 86mg/mL g - 56.8 (8.6) mg/mL
8 ¢ =R mat 8 —~ 28.4 (4.3) mg/mL
0.2 o &= 2.2mg/mL - 14.2 (2.2) mg/mL
= 1.1 mg/mL = 7.1 (1.1) mg/mL
0.0+4 -+ 0.54 mg/mL -+ 1.8(0.27) mg/mL
0 2 4 ‘ 6 8 10 12 % 027 mg/mL . & 35 (0.54) mgimL
Time (h) Time (h)
-e- S.enteritidis (f) 107 —*- S.enteritidis
—=- 34.5 mg/mL 0.84 = 227 (34.5) mg/mL
—— 17.25 mg/mL —+ 113.5 (17.25) mg/mL
~ 8.6mg/mL § 0.6 ~ 56.8 (8.6) mg/mL
—— 4.3 mg/mL 8“’ b ; —— 28.4 (4.3) mg/mL
- 2.2 mg/mL o 14.2(2.2) mg/mL
= 1.1 mg/mL 0.2 > = 7.1 (1.1) mg/mL
-+ 0.54 mg/mL 0.04 -4 3.5 (0.54) mg/mL
- 0.27 mg/mL 0 2 4 6 8 10 12 % 18(027)mg/mL
Time (h) Time (h)

Figure 4. Effects of different concentrations of DL and acCGP@DL on the growth profile of S.

aureus, E. coli, and S. enteritidis. The symbols represent the means obtained in triplicate from
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three independent experiments, and the lines represent fitting results of the Gompertz model

obtained with Prisma software.

Morphology of the bacteria treated with acCGP/CS@PEP nanoparticles

acCGP@DL nanoparticles were chosen for further investigation to get insight into the
mechanisms of action in exerting their antibacterial effect. The effects of acCGP@DL at MIC
values on the bacteria cells were clearly observed under SEM (Figure 5). The control bacteria
cells which were not exposed to the acCGP@DL nanoparticles were tightly packed smooth
cocci (Figure 5a) and rods (Figures 5c and 5e), with plump morphology, uniform size, and no
membrane damage. The SEM images of bacterial cells treated with acCGP@DL showed
significant morphological changes, with the appearance of shallow depressions in the
membrane surface (Figures 5b, 5d and 5Se, red arrows) and the presence of disruption of the
integrity of the cell membranes (Figures 5b, 5d and Se, blue arrows). Considering that the
integrity of cell membrane and bacterial structure are imperative to maintaining the vitality and
virulence of bacteria, the ultrastructural changes in the bacterial cell after treatment with
acCGP@DL nanoparticles lead to profound biochemical alterations in the cell functions with
disruption of the native organisation of the bacterial membrane, cell lysis and outflow of
intracellular components (Figures 5b, 5d and Se, inserts). Altogether, these alterations suggest
that the acCGP@DL nanoparticles adhere to the surface of the bacteria, interfering with the
integrity of the cell membrane and causing irreparable breaches in the membrane, which leads
to cell death. Since acCGP@DL nanoparticles adhere to the surface of the bacteria, there is a
controlled and prolonged release of DL that will act by increasing the outer and inner membrane
permeability, which leads to a leakage of proteins, lipids, metabolites and ions that are essential
to the maintenance of the bacterial metabolism. Additionally, considering the hydrophobic

nature of DL, it is possible that this molecule could be transported by porin channels with the
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help of chaperon proteins, being responsible for toxic metabolic imbalance triggered by the
interaction of the internalised DL with several functionally related enzymes, affecting cell

respiration, signalling, growth regulation and membrane biosynthesis (Gupta ef al,. 2021).
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Figure 5. Scanning electron micrographs of Gram-positive and Gram-negative bacteria before
and after treatment with acCGP@DL nanoparticles at MIC values for 12h. Bacteria without
treatment: (a) Staphylococcus aureus (ATCC 13565); (c) Escherichia coli EPEC (CDC 055);
and (e) Salmonella enteritidis (S64). Bacteria after treatment: (b) Staphylococcus aureus

(ATCC 13565); (d) Escherichia coli EPEC (CDC 055); and (f) Salmonella enteritidis (S64).

These findings evidence the potent bacteriostatic and bactericidal effect of acCGP@OE
nanoparticles against gram-positive and gram-negative foodborne pathogens. Altogether, the
results of this work demonstrated that the encapsulation of limonene from C.sinensis (DL)
improves its physicochemical stability and potentializes its antibacterial effect, confirming the
advantages of nanoparticles as a novel approach for applications in active packaging and

covering to prevent microbial spoilage.
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1 Experimental section
1.1 Chemical and reagents

D-limonene (DL, 95% purity) was gently provided by Agroterenas Industrial Citrus
Ltda, Santa Cruz do Rio Pardo, SP, Brazil. Ethanol, acetone, pyridine, formamide, tween 80,
and acetylic anhydride were purchased from Neon Comercial Reagentes Analiticos Ltda
(Suzano, SP, Brazil). The cashew gum polysaccharide was isolated according to the method
described by Silva et al,. (2021) and acetylated as described by Pitombeira et al,. (2015). All

other reagents were of analytical grade.

1.2 Encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC)

The percentage of encapsulation efficiency (%EE) and loading capacity (%LC) of the
produced nanoparticles were spectrophotometrically determined. The DL absorption was
determined in the range of 200 nm to 400 nm, and the maximum absorption wavelength was
achieved at 231 nm. Then, an analytical curve was prepared (r> = 0.996) and used to determine
the concentration of the unloaded DL in the supernatants. The absorbance of the freshly
prepared DL-unloaded acCGP (used as a blank) and acCGP@DL nanoparticles were evaluated,

and EE% and LC were calculated using the following equations:

amount of loaded DL in acCGP@DL
inicial amount of DL

Encapsulation efficiency (%EE) =

amount of encapsulated DL in acCGP@DL
amount of produced acCGP@DL

Loading capacity (%LC) =

1.3 Particle size distribution and zeta potential
The particle size distribution, polydispersity index (PDI), and Zeta potential of DL-
unloaded acCGP and acCGP@DL nanoparticles were determined using a Malvern ZetaSizer

Nano equipment (ZEN 1600, Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK). Each sample was
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measured six times for four replicate samples. To perform the determinations, the samples were

diluted in distilled water.

1.4 X-ray diffraction (XRD)

X-ray diffraction analyses of acCGP non-nanostructured, DL-unloaded acCGP and
acCGP@DL nanoparticles were performed using an XRD diffractometer (D8 Discover, Bruker
AXS, Billerica, MA, USA) with Cu-Ka radiation (A=1.54 A), diffraction angle (20) in the range

of 5° to 40°, with a scan rate of 0.01°.

1.5 Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetric analysis (TG)
Thermal characteristics of non-nanostructured acCGP, DL, DL-unloaded acCGP and
acCGP@DL nanoparticles were obtained through DSC and TG analyses using a simultaneous
thermal analyser (STA 449 F3 Nevio, Netzsch, Sdo Paulo, Brazil). DSC analyses were carried
out in the temperature range of 25 to 250 °C, with a heating rate of 10 °C min™!, under a nitrogen
flow of 60 mL min’!, in an 85 uL aluminium crucible. TG analysis was carried out in the
temperature range of 35 to 500 °C under a dynamic nitrogen atmosphere (60 mL-min~') and a
heating rate of 10 °C min'. Approximately 6 mg of sample was used for each analysis. The
analyses were conducted in the Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e

Regional (CRTI) at the Universidade Federal de Goias, GO, Brazil.

1.6 Transmission Electronic Microscopy (TEM)

The morphology of the DL-unloaded acCGP and acCGP@DL nanoparticles were
evaluated by TEM. A transmission electron microscope (JEM-2100, Jeol, Tokyo, Japan)
equipped with EDS (Thermo Scientific) was used to obtain the images. A drop of the diluted

samples (1:10, using ultrapure water) was placed under parafilm, and the grid was poured over
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the drop. The excess water was removed with filter paper, and the sample was covered with a
2% uranyl acetate solution. The excess of uranyl acetate solution was removed with filter paper,
and the grid was left to dry at room temperature. After the analysis by TEM, the particle size

was determined using ImagelJ software (Schneider et al,. 2012).

1.7 Antibacterial activity
1.7.1 Minimum inhibitory concentration (MIC)

The antimicrobial activities of the samples were evaluated by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method in culture broth (CLSI 2015).
To perform the MIC tests, bacterial inoculums (Escherichia coli EPEC (CDC 055), Salmonella
enteritidis (S64) and (Staphylococcus aureus (ATCC 13565)) diluted to a concentration of 108
CFU.mL™! were used. The minimum inhibitory concentration (MIC) values were determined
using a two-fold serial dilution of DL, DL-unloaded acCGP, and acCGP@DL nanoparticles.
For this, 150 pL of DL (34.5 mg mL™"), acCGP (227 mg mL™) or acCGP@DL solutions (227
mg mL"!, reaching an effective DL concentration of 34.5 mg mL™), prepared in TSB (Tryptone
Soy Broth - TBS, HiMedia, Kelton, PA, USA), were serially diluted in a 96-well microplate
and 10 pL of bacterial suspension with 108 CFU mL™!' was added in each well. Additionally,
negative and positive controls for growth inhibition were used: (1) wells containing only TBS
inoculated with each bacterial strain solution were used as a negative control for antibacterial
activity, and (2) wells containing only TBS were used as a positive control. Plates were
incubated at 37°C for 12 h, and the absorbance was read at a wavelength of 600 nm. The MIC
was defined as the minimum sample concentration that did not present alterations in the
absorbance at 660 nm compared to the positive control for inhibition. The experiment was

carried out in triplicate, and the average value was calculated.

1.7.2 Scanning electron microscopy of bacterial strains
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The scanning electron microscopy was recorded using a Jeol-JSM-IT300 field emission
microscope (JEOL JSM-IT300, Jeol Ltd., Welwyn Garden City, Hertfordshire, UK). Bacterial
strains treated at MIC level were fixed with 2.5% (v/v) glutaraldehyde solution for 24 h, washed
three times with PBS buffer to remove the excess glutaraldehyde, and dehydrated using an
ethanol gradient from 30% to 100% for 10 minutes. A drop of bacterial suspension was placed
in a glass coverslip, dried, and coated with gold. The SEM analysis was carried out using a

secondary electron detector with an accelerating voltage of 8 kV.

2 Results section

2.1 Thermogravimetric analysis of DL and acCGP@DL nanoparticles
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Figure S1. Thermogravimetric curves of (a) D-limonene (DL) and (b) acCGP@DL

nanoparticles.
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