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Introducao

A epilepsia ¢ uma condigdo neuroldgica cronica caracterizada por crises recorrentes,
associadas a hiperexcitabilidade neuronal e a alteracdes transitdrias do funcionamento cerebral.
Sua expressao clinica e fisiopatologica ¢ heterogénea, o que dificulta a padronizacao de
respostas terapéuticas e refor¢a a necessidade de modelos experimentais capazes de reproduzir
a progressao da epileptogénese e permitir a triagem de substancias com potencial farmacologico
(BEGHI, 2020). Nesse contexto, o modelo de abrasamento induzido por pentilenotetrazol
(PTZ-kindling) constitui ferramenta relevante para investigar a evolug¢do cronica das crises,
uma vez que a administracdo repetida de doses subconvulsivantes de PTZ possibilita
acompanhar a sensibilizagdo epileptogénica e seus desfechos comportamentais (NGOUPAYE
etal., 2022; THAPLIYAL et al., 2023).

O controle das crises epilépticas envolve, em grande parte, a modulacdo do equilibrio
entre neurotransmissdo excitatoria e inibitoria, sendo que farmacos benzodiazepinicos atuam
sobre o sistema GABA¢érgico e permanecem importantes no manejo das crises; entretanto, seu
uso pode estar associado a efeitos adversos como sedacdo, prejuizo psicomotor, alteragdes
cognitivas, tolerancia e dependéncia, o que justifica a busca por novas estratégias terapéuticas
(AGRAWAL; MULA, 2019; BELISARIO, 2023). Entre as vias investigadas, o sistema
endocanabinoide tem se destacado por sua participagdo na modula¢do da excitabilidade
neuronal, especialmente por meio de receptores CB1 e CB2, canais i0nicos e controle da
liberacao de neurotransmissores (CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020).
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Amidas graxas bioativas, como oleiletanolamida (OEA) e palmltoﬂetanolamlda (PEA)
apresentam semelhanca funcional com mediadores endocanabinoides e podem modular a
neurotransmissdao por mecanismos relacionados a redu¢do do influxo de célcio, regulagdo de
canais de potassio e diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores excitatoérios, como o
glutamato (KRISHNA KUMAR et al., 2023; LAZARINI-LOPES; SILVA-CARDOSO, 2022).
Assim, compostos lipidicos obtidos por amidacdo de &acidos graxos representam uma
abordagem de interesse para a quimica medicinal, sobretudo quando associados a busca por
moléculas com potencial anticonvulsivante.

O 6leo de Olea europaea constitui matriz lipidica promissora para essa finalidade, pois
apresenta composicao rica em acidos graxos, especialmente acido oleico, palmitico e linoleico,
favorecendo a obtengdo de diferentes derivados etanolamidicos. A conversdo desses
constituintes em amidas graxas por biocatalise enzimatica, empregando lipase de Candida
antarctica-B e etanolamina, representa uma rota seletiva, conduzida em condi¢des brandas e
associada a menor formacao de subprodutos, o que fortalece a interface do estudo com a
biotecnologia e a quimica medicinal (LIMA, 2018; LIMA; ANJOS; PORTO, 2022).

A incorporagdo dessas amidas em sistemas nanoemulsionados amplia a relevancia
farmacotécnica da proposta, uma vez que compostos lipofilicos podem apresentar limita¢des
de dispersao, estabilidade e biodisponibilidade. Nanoemulsdes com tamanho nanométrico,
potencial zeta adequado e baixa polidispersividade podem favorecer a solubilizagdo, a
estabilidade coloidal e a entrega de compostos bioativos em sistemas voltados ao sistema
nervoso central (MALODE et al., 2021; JUSRIL et al., 2022; ZHOU, 2022; CHAVDA et al.,
2024).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo obter amidas graxas a partir do
6leo de Olea europaea, caracterizar as amidas obtidas e sua formula¢do nanoemulsionada, bem
como avaliar seu efeito anticonvulsivante em modelo animal crénico de epileptogénese
induzida por PTZ.

Material e Métodos

O azeite de oliva extravirgem Andorinha Portugal® (lote L0206423) foi utilizado como
matriz lipidica para obten¢do das amidas graxas. A mistura de amidas foi obtida por biocatélise
enzimatica, conforme Araujo et al. (2018), utilizando 1 mL de azeite, 10 mg de lipase de
Candida antarctica-B (CAL-B) e 3 mL de etanolamina, sob agitagdo magnética (300 rpm, 27
+ 2 °C) por 24 h. Apos a reacdo, o biocatalisador foi removido por filtracdo e lavagem com
acetona; o filtrado foi evaporado sob pressao reduzida e purificado por cromatografia em coluna
com silica gel e hexano:acetato de etila (9:1). As amidas foram caracterizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), em GCMS-QP2010 (Shimadzu), com
auto-amostrador AOC-201, ionizagao por impacto eletronico a 70 eV, coluna RTX-5MS e hélio
como gas de arraste.
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As nanoemulsdes foram preparadas por inversdo de fase com baixo aporte energétiéo.
O sistema emulsificante foi composto por Span 80 (10,51 mg) e Tween 80 (64,48 mg),
correspondendo a HLB 13,5. A fase organica foi formada pela incorporagdo de 75 mg de amidas
graxas ao blend de surfactantes, seguida de agitacdo em vortex por 30 min a 750 rpm. Em
seguida, 2850 mg de 4gua destilada foram adicionados gota a gota sob agitagao de 720 rpm por
1 h, obtendo-se formulacdo com 25000 pg mL™' e razdo surfactante/6leo de 1:1. A
caracterizacao fisico-quimica foi realizada por espalhamento de luz eletroforético em Zetasizer
Nano Series, avaliando diametro hidrodindmico médio, indice de polidispersividade (PDI) e
potencial zeta ({). As amostras foram diluidas em dgua deionizada na propor¢do de 1:25 (v/v)
e analisadas em triplicata.

O estudo in vivo foi aprovado pelo CEUA-UFPA sob protocolo n® 4335290521,
respeitando a Lei n® 11.794/2008 e normas do CONCEA (BRASIL, 2008). Foram utilizados
camundongos Swiss machos adultos (20—40 g), mantidos em ciclo claro/escuro de 12 h/12 h,
temperatura controlada, agua e racao ad libitum. Os animais foram distribuidos em grupos
controle positivo (diazepam 2 mg kg™'), controle negativo (solucao salina 0,9%), amidas graxas
livres (FAA) e nanoemulsdo de amidas graxas (NFAA). FAA e NFAA foram administradas por
via intraperitoneal na dose de 100 mg kg™', respeitando volume maximo de 200 pL.

A epileptogénese foi induzida pelo modelo PTZ-kindling, conforme Thapliyal et al.
(2023). A partir do 2° dia, durante 24 dias, os grupos receberam pentilenotetrazol (35 mg kg™,
1.p.) 30 min apos os tratamentos, em dias alternados, e foram observados por 30 min sobre o
desenvolvimento de sinais comportamentais de acordo com a escala de Racine (1972), além da
laténcia e dura¢do das crises convulsivas (Figura 1), com ensaios cegos. Os dados foram
expressos como média + SEM e analisados no GraphPad Prism 8.0 por ANOVA de uma via e
pos-teste de Tukey, apds Kolmogorov-Smirnov e Levene, adotando-se p < 0,05.

Figura 1: PTZ-kindling cronico
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Fonte: Autoria Prpria

Resultados e Discussao

A anélise por CG-EM evidenciou que o 6leo de Olea europaea utilizado como matriz
apresentou predominio de acido oleico (70,80%), seguido de acido palmitico (22,07%),
linoleico (6,57%) e vacénico (0,56%), como apresentado pela Tabela 1. A elevada fragdo de
acidos graxos insaturados, especialmente oleico, refor¢a a adequagdo do azeite de oliva como
substrato para obtenc¢ao de derivados etanolamidicos, uma vez que a biocatalise enzimatica com
lipases permite converter constituintes lipidicos em amidas graxas de interesse farmacoldgico
(LIMA; ANJOS; PORTO, 2022).

Tabela 1: Composi¢do dos acidos graxos do 6leo de Olea europaea, por analise CG-EM?

Acidos GraxosP Pico ;:;if:;?f/:;

Palmitico 1 22,07

Oleico 2 70,80
Linoleico 3 6,57
Vacénico 4 0,56

>’ Saturado - 22,07

2" Insaturado B 71,36
> Polinsaturado - 6,57

aBanco de dados do EM (NIST 5.0); % do 4acido graxo correspondente pela integragdo da
area dos picos

Apds a amidagdo, observaram-se picos compativeis com palmitoiletanolamida (22,5
min), oleiletanolamida (26,5 min), linoleiletanolamida (27,8 min) e vacenoiletanolamida (29,4
min) (Figura 2). A predominancia da oleiletanolamida acompanha o maior teor de acido oleico
da matriz, sustentando a conversao dos principais acidos graxos de Olea europaea em derivados
etanolamidicos (ARAUJO et al.,2018; LIMA; ANJOS; PORTO, 2022).

Figura 2: Cromatograma do conjunto de amidas graxas obtidas a partir da reagdo de amidacao
direta do azeite de oliva. * impureza.
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Fonte: Autoria Propria
A comparagdo dos espectros de massa reforgou a conversdo quimica dos precursores
lipidicos. O oleato de etila apresentou pico base em m/z 55, padrao associado a ésteres etilicos,
enquanto a oleiletanolamida apresentou ion base em m/z 98, compativel com fragmentagao
caracteristica de etanolamidas graxas. A distingao entre os perfis de fragmentacdo permite
diferenciar ésteres residuais de amidas formadas, fortalecendo a identificacdo da
oleiletanolamida como um dos compostos majoritarios obtidos.

Figura 3: Espectro de massa dos compostos oleato de etila (A) e oleiletanolamida (B).
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Fonte: Autoria Propria

A NFAA apresentou potencial zeta de -68,7 + 6,68 mV (Figura 4), indicando repulsao
eletrostatica e menor tendéncia a agregagdo, conforme descrito para sistemas nanoestruturados
estaveis (FAN et al., 2020). O didmetro hidrodindmico médio foi de 325,8 nm e o PDI de 0,216
(Figura 5), perfil compativel com nanoemulsdes farmacéuticas, nas quais goticulas
nanométricas ¢ PDI < 0,3 favorecem dispersao, estabilidade fisica e reprodutibilidade da
formulagdo (MALODE et al., 2021; JUSRIL et al., 2022; ZHOU, 2022; ALGAHTANI;
AHMAD; AHMAD, 2022).
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Figura 4: Distribui¢do do potencial zeta da nanoemulsao de amidas graxas
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Fonte: Autoria Propria

Figura 5: Distribuicao de tamanho de particula, por intensidade, da nanoemulsdo carreada de
amidas graxas produzidas a partir dos acidos graxos de Olea europaea
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No modelo cronico induzido por PTZ, o grupo PBS apresentou progressao evidente dos

scores de Racine, atingindo estagios compativeis com crises generalizadas, enquanto o
6
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diazepam manteve scores proximos de zero durante todo o protocolo. Esse padrdo confirma a
efetividade do PTZ-kindling e valida os controles experimentais, sendo a escala de Racine
adequada para classificar a severidade comportamental das crises (RACINE, 1972).

Figura 6: Evolucao epileptogénica dos grupos no modelo PTZ-kindling. *p < 0,05 vs PBS; #p

< 0,05 vs DZP/NFAA
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Fonte: Autoria Propria
O grupo FAA atrasou a progressao epileptogénica em relagdo ao PBS, mas ndo impediu
a evolucdo dos sinais convulsivos nas administragdes finais. Em contraste, a NFAA manteve
scores baixos durante o protocolo, sem progressdo para estdgios avancados. Na 12?2
administracdo de PTZ, a NFAA apresentou média de 0,857 + 1,215, com diferenca significativa
em relacdo a PBS e FAA, mas sem diferenca em relagdo ao diazepam, indicando maior
eficiéncia da formulagao nanoemulsionada.

A duragdo das crises reforcou esse comportamento. O grupo PBS apresentou aumento
progressivo da duragdo dos episodios nos dias finais de indugao, evidenciando agravamento do
quadro convulsivo. O grupo FAA apresentou duragao inferior a do controle negativo, sugerindo
redugdo parcial da severidade. J& os grupos NFAA e diazepam ndo apresentaram crises
mensuraveis, indicando maior controle da manifestagdo convulsiva. Esses achados dialogam
com resultados anteriores de amidas graxas obtidas de 6leos vegetais, que demonstraram agao
anticonvulsivante em modelos induzidos por PTZ e possivel envolvimento de vias
GABA¢érgicas e endocanabinoides (RODRIGUES DE OLIVEIRA et al., 2020; KRISHNA
KUMAR et al., 2023).
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Figura 7: Duracao das crises convulsivas no modelo PTZ-kindling. *p < 0,05 vs PBS
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Fonte: Autoria Propria

Quanto a laténcia convulsiva, o grupo FAA apresentou tempo médio de 1,144 + 0,702
min no apice das crises, enquanto o grupo PBS apresentou média de 2,148 + 1,473 min no
mesmo periodo. Embora esse parametro isolado nao demonstre superioridade das amidas livres
em relagdo ao controle negativo, sua interpretagao conjunta com os scores de Racine e a duragao
das crises sugere atenuacdo parcial da severidade convulsiva. Para os grupos NFAA e
diazepam, a auséncia de crises mensuraveis limita a comparagao direta da laténcia, mas reforga
o efeito protetor observado nos demais pardmetros comportamentais.

Figura 8: Laténcia das crises convulsivas no modelo PTZ-kindling. *p < 0,05 vs PBS
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Fonte: Autoria Prpria
A superioridade da NFAA pode estar associada ao tamanho nanométrico, ao PDI
reduzido e ao potencial zeta altamente negativo, parametros que favorecem estabilidade e
possivel maior disponibilidade das amidas no meio bioldgico. Em conjunto, os resultados
indicam que a biocatalise permitiu obter amidas compativeis com a matriz de Olea europaea,
enquanto a nanoemulsdo apresentou estabilidade coloidal e melhor desempenho
anticonvulsivante no modelo PTZ-kindling.

Conclusoes

Os resultados demonstram que a biocatalise enzimdtica permitiu a obtengdo de amidas
graxas a partir do 6leo de Olea europaea, com perfil compativel com a composicao lipidica da
matriz, especialmente pela presenca de oleiletanolamida e palmitoiletanolamida. A
caracterizagdo por CG-EM confirmou a formacdo dos derivados etanolamidicos, enquanto a
nanoemulsdo apresentou parametros fisico-quimicos favoraveis a estabilidade do sistema, com
tamanho médio em escala nanométrica, baixa polidispersividade e potencial zeta altamente
negativo. No modelo cronico de epileptogénese induzida por PTZ, a formulagao
nanoemulsionada apresentou melhor desempenho que as amidas graxas livres, reduzindo a
evolugdo dos scores de Racine e impedindo crises convulsivas mensuraveis. Assim, a
associagdo entre amidas graxas bioativas e sistema nanoemulsionado mostrou-se uma estratégia
promissora para modular a progressao epileptogénica em modelo animal cronico, refor¢cando a
integracdo entre biocatalise, caracteriza¢do fisico-quimica e avaliagdo farmacoldgica na
prospeccao de bioprodutos com potencial anticonvulsivante.

Este trabalho foi desenvolvido no &mbito do Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Amap4, com apoio de bolsa de mestrado concedida
pela Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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