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APRESENTAÇÃO 
Desde o surgimento da espécie humana, o homem procura na natureza elementos 

que possam ser utilizados como alternativas para melhorar sua qualidade de vida. As 
plantas medicinais sempre ocuparam seu papel de destaque como importante matéria-
prima para obtenção de remédios e o tratamento de diversas doenças, o que se verifica 
também nos dias atuais.  No entanto, hoje, o uso das plantas medicinais passou do 
universo empírico para avançados modelos científicos o que tem impulsionado cada vez 
mais o uso de insumos vegetais na farmácia, medicina, medicina veterinária, enfermagem 
e outras áreas da saúde. A importância das plantas medicinais e seus derivados está 
registrada na maioria dos capítulos que integram a obra “Pesquisa, Produção e Difusão 
de Conhecimentos nas Ciências Farmacêuticas 2”. Aqui, destacam-se os trabalhos que 
abordam sobre o efeito de diferentes insumos obtidos a partir de plantas medicinais, 
interações medicamentosas com fitoterápicos e desenvolvimento farmacotécnico de 
produtos formulados com derivados vegetais. Também estão reportados temas como a 
influência de medicamentos no comportamento humano, erros de dispensação, papel do 
farmacêutico na conciliação medicamentosa, descarte de medicamentos, avaliação da 
qualidade de produtos, doenças endêmicas e parasitárias.  A contribuição de múltiplas 
observações no campo farmacêutico faz da coletânea “Pesquisa, Produção e Difusão de 
Conhecimentos nas Ciências Farmacêuticas 2” uma obra que contribui para a disseminação 
do conhecimento. Boa leitura a todos!

Iara Lúcia Tescarollo
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RESUMO: Estudos mostraram que o extrato 
metanólico de Rapanea ferruginea exibe efeito 
nootrópico em animais normais quando usado 
por via oral. Neste trabalho, foram utilizadas 
nanoemulsões contendo o extrato de frutos desta 
planta (NERF), com o objetivo de estabelecer 
seu efeito sobre os déficits cognitivos de animais 
submetidos a um modelo de Alzheimer (DA) o 
modelo do peptídeo β-amiloide (Aβ1-42, i.c.v.). 
Após a indução da DA, NERF (10, 50 e 100 mg 
/ kg), controles, sendo negativo nanoemulsões 
sem extrato (veículo/0) e positivo (Galantamina) 
foi administrado nos animais, os quais foram 
submetidos a diferentes testes de memória e 
deambulação. Ao final dos experimentos, seus 
cérebros foram removidos e submetidos a 
análises bioquímicas para avaliação da atividade 
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), 
glutationa redutase (GR) e superóxido dismutase 
(SOD). do sistema de oxidação bem como e 
avaliação dos níveis de peroxidação lipídica. Os 
resultados obtidos mostraram que o tratamento 
com NERF reduziu os déficits cognitivos 
induzidos pelo peptido amiloide Aβ1-42, sem 
afetar o sistema motor. O mecanismo pelo qual o 
NERF exerce efeito, parece estar relacionado à 
diminuição do estresse oxidativo. Os resultados 
juntos apontam para R. ferruginea como um 
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potencial alvo terapêutico para a DA.
PALAVRAS - CHAVE: Doença de Alzheimer; Nanoemulsões; Nanotecnologia; Aβ1-42.

NANOEMULSIONS EFFECTS WITH RAPANEA FERRUGINEA EXTRACT ON 
THE COGNITIVE DEFICITS OF MICE IN ALZHEIMER’S MODEL INDUCED BY 

Aβ1-42

ABSTRACT: Studies shown that the methanolic extract of Rapanea ferruginea exhibits a 
nootropic effect in normal animals when used orally. In this work, nanoemulsions containing 
the R. ferruginea fruit extract (NERF) were used, in order to establish its effect on the cognitive 
deficits of animals submitted to an Alzheimer’s model (DA) the β-amyloid peptide model (Aβ1-

42, icv). After the induction of AD, NERF (10, 50 and 100 mg / kg), controls, being negative 
nanoemulsions without extract (vehicle / 0) and positive (Galantamine) was administered 
to the animals, which were submitted to different tests of memory and ambulation. At the 
end of the experiments, their brains were removed and subjected to biochemical analyzes 
to assess the activity of catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase 
(GR) and superoxide dismutase (SOD) of the oxidation system and evaluation of the levels 
of lipid peroxidation. The results obtained showed that the treatment with NERF reduced the 
cognitive deficits induced by the amyloid peptide Aβ1-42, without affecting the motor system. 
The mechanism by which NERF has an effect seems to be related to the reduction of oxidative 
stress. The results together point to R. ferruginea as a potential therapeutic target for AD.
KEYWORDS: Alzheimer’s disease; Nanoemulsions; Nanotechnology; Aβ1-42.

1 |  INTRODUÇÃO
O aumento na expectativa de vida traz consigo um conjunto de patologias 

associadas aos idosos, dentre elas a doença de Alzheimer (DA). Na patogênese da DA tem 
sido reportado que a formação de placas senis causadas pela deposição da proteína beta-
amiloide (Aβ) juntamente com a fosforilação da proteína TAU, que derivam em emaranhados 
neurofibrilares, levam a célula a neuroinflamação e neurotoxicidade resultando em perda 
e disfunção sináptica, além da morte neuronal (MUKHIN; PAVLOV; KLIMENKO, 2016; 
SHARMA et al., 2020). 

Poucas opções de tratamento estão disponíveis comercialmente, que são 
inibidores da colinesterase (LANCTÔT; RAJARAM; HERRMANN, 2009). As Estratégias de 
tratamento geralmente falham devido à sua baixa solubilidade, menor biodisponibilidade e 
ineficácia de atravessar a barreira hematoencefálica, sendo assim, métodos de tratamento 
nanotecnológico, que envolvem o design, caracterização, produção e aplicação de sistemas 
de distribuição de drogas em nanoescala, tem sido empregado para otimizar a terapêutica 
da DA (OLARU et al., 2019). Essas nanotecnologias incluem nanopartículas poliméricas, 
nanopartículas lipídicas sólidas, transportadores lipídicos nanoestruturados, microemulsão, 
nanoemulsão e cristais líquidos (MAURYA et al., 2019). As folhas e casca de R. ferruginea, 
popularmente conhecida como “Capororoca” é utilizada na medicina popular brasileira para 



 
Pesquisa, Produção e Difusão de Conhecimentos nas Ciências Farmacêuticas 2 Capítulo 13 130

o tratamento de eczema, doenças hepáticas e urinárias, bem como alguns distúrbios da 
pele (DAL MAS et al., 2016). Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa 
demonstraram que os ácidos mirsinóicos A (AMA) e B (AMB) são os compostos majoritários 
de R. ferruginea (BACCARIN et al., 2011). Além disso, outros estudos anteriores revelaram 
que as preparações de R. ferruginea e seus compostos isolados têm efeitos antimicrobianos, 
antileishmaniais, anti-inflamatórios e anti-hiperalgesicos, antioxidante e antiinflamatórios os 
quais foram atribuídos ao teor de ácidos mirsinóicos nesses extratos de Rapanea (FILHO 
et al., 2013; DAL MAS et al., 2016;  DOS SANTOS et al., 2018).  Adicionalmente Costa 
(2011) demostrou que o extrato bruto de R. ferruginea melhora a memória de animais. 
Considerando que na patogênese da DA o estresse oxidativo e a neuroinflamação estão 
supostamente envolvidos, nos propomos a investigar o efeito de Rapanea ferruginea 
incorporado a um sistema de nanoemulsões sobre os déficits cognitivos induzidos pelo 
peptídeo Aβ1-42.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Incorporação do extrato no sistema nanoemulsificado
Nanoemulsão (a/o) contendo 1% de extrato de R. ferruginea (RFE), 10% de 

surfactante, 5% de óleo e 0,5% de conservante foi desenvolvida com um tamanho médio 
de gotícula de 10 nm. A formulação foi preparada usando emulsificação de baixa energia 
por fase de inversão. As formulações foram preparadas por aquecimento em banho-maria 
a 75° C das fases aquosa e oleosa separadamente. A fase aquosa foi deixada cair no óleo 
contendo o surfactante e o RFE sob aquecimento e agitação mecânica a 600 rpm. Após 
a adição completa de água, o sistema permaneceu sob agitação e aquecimento por mais 
5 minutos. Decorrido esse tempo, as emulsões foram removidas do banho, mantendo a 
agitação com um agitador mecânico por 5 minutos, resultando em nanoemulsões contendo 
1% de extrato de Rapanea ferruginea (NERF).
2.2 Animais e tratamentos

Foram utilizados camundongos (25 a 30g) fêmeas, mantidos a 22-27ºC, com livre 
acesso a água e alimentos, em ciclo claro/escuro 12:12h, exceto durante os experimentos. 
Os testes farmacológicos foram realizados de acordo com os princípios éticos do Conselho 
Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e os protocolos experimentais 
analisados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) protocolo nº 027/14. O número 
de animais por grupo experimental foi de aproximadamente 10 e divididos em 5 grupos: G1 
- Naive (animais sem indução de DA) tratados com solução salina; G2 - veículo (0) animais 
induzidos tratados com nanoemulsões sem extrato; G3, G4 e G5  -  animais induzidos 
tratados respectivamente com NERF nas doses de 10 mg/kg, 50mg/kg e 100mg/kg), G6 
animais SHAM (falsos operados) e G7 animais induzidos tratados com Galantamina (20 
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mg/kg). Todos os tratamentos foram administrados por via oral (v. o.).

2.3 Administração do peptídeo (Aβ1-42)
O peptídeo foi administrado por via intracerebroventricular (i.c.v.) como descrito 

anteriormente (AMOAH et al., 2015; SOUZA et al., 2018). Os camundongos foram 
anestesiados (xilazina/quetamina 1,0 mg/mL) pela via, intraperitoneal. Após detectar a 
perda dos reflexos posturais, foi injetado na região superior da cabeça um anestésico local 
contendo vasoconstritor (Xylestesin 2% subcutâneo), seguido de uma incisão para remover 
os tecidos cutâneos, a fim de obter a exposição da calota craniana. Imediatamente, 3 µL 
do peptídeo Aβ1-42 (400 pmol / camundongo) foram administrados via i.c.v. usando uma 
micro-seringa Hamilton acoplada a um sistema de microcânula com uma agulha no 
final. O procedimento foi realizado inserindo a agulha sob o crânio dos camundongos 
unilateralmente, a 1 mm da fissura craniana central em um ponto equidistante de cada olho 
a uma distância igual entre os olhos e as orelhas e perpendicular ao plano do crânio. 

2.4 Avaliações do efeito preditivo das nanoemulsões nos déficits de memória 
dos animais com Alzheimer induzido pelo peptídeo (Aβ1-42).

No dia seguinte à indução da DA (aplicação de Aβ1-42, i.c.v.), após a recuperação 
completa dos animais, iniciou-se o período de tratamento dos animais durante 7 dias. 
Decorrido os dias de tratamento os animais foram submetidos aos testes do Campo aberto 
(TCA) para avaliação da performance motora. Em seguida, os animais tiveram a memória 
avaliada através do teste de reconhecimento de objetos (TRO) e o teste da esquiva inibitória 
(TEI). 

2.4.1 Teste de Campo Aberto (TCA)

Para verificar se os tratamentos poderiam afetar o sistema motor dos animais e 
comprometer os resultados dos testes de memória, no 8º dia após a aplicação do Aβ1-42, os 
animais foram submetidos ao TCA, um aparato de madeira medindo 30 x 30 x 30, com o 
piso da caixa dividido em 9 quadrados iguais. Durante 6 minutos foi observado, para cada 
animal, o número de cruzamentos de um quadrante a outro (Crossings) e o número de 
comportamento de exploração (Rearings) caracterizado pela postura do animal em manter-
se levantado com o corpo apoiado somente nas patas traseiras.

2.4.2 Teste de reconhecimento de objetos (TRO)

Vinte e quatro horas após o teste de campo aberto, que também foi usado como 
habituação do aparato no teste, foi realizado o TRO para avaliar a memória espacial 
(LUEPTOW, 2017). Os animais foram colocados individualmente no aparato com dois 
objetos idênticos (objetos A e B) por 5 minutos e permitidos explorá-los livremente (sessão 
de treinamento). Após 24 h, na sessão de teste, os animais foram colocados novamente 
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no aparato por 5 min, mas um dos objetos anteriores (B) foi substituído por um novo objeto 
(objeto C). O tempo gasto explorando o objeto familiar e novo foi registrado. Os objetos 
utilizados foram pares de blocos de montagem de plástico e foram colocados em uma 
posição simétrica dentro do aparato. O aparato e os objetos foram limpos entre os ensaios 
com 40% de etanol para remover resíduos e cheiros. A exploração foi considerada apenas 
quando os animais farejavam ou tocavam os objetos com o nariz e / ou patas dianteiras. 
Os resultados foram analisados usando o índice de reconhecimento para cada animal 
calculado da seguinte forma, índice de reconhecimento = TC / (TA + TC), onde TA é o tempo 
de exploração para o objeto familiar (A) e TC é o tempo de exploração do novo objeto (B).

  
2.4.3 Teste da esquiva inibitória (TEI)

A memória aversiva foi avaliada utilizando-se o TEI. O aparato utilizado foi uma 
caixa de 50 cm de comprimento, 25 de largura e 25 de altura. O Assoalho da caixa é uma 
grade com barras de bronze de 1 mm de diâmetro, com espaço de 1 cm, dotado de uma 
plataforma de madeira. O teste é dividido em duas sessões: a sessão de treinamento (12º 
dia após a aplicação do Aβ1-42), em que cada animal foi colocado sob uma plataforma 
de madeira, com um cronômetro acionado. A latência completa de descida do animal da 
plataforma (com as quatro pernas na grade de bronze) foi cronometrada. Quando isso 
ocorreu, o animal recebeu choques (0,4 mA) por um período de 2 segundos até retornar à 
plataforma. A sessão de teste ocorreu 24 horas após o treinamento e foi realizado o mesmo 
procedimento da sessão anterior mas com omissão de choques. As diferenças entre as 
sessões de treinamento e teste foram consideradas como índices de memória.

2.5 Análises bioquímicas 
Após a execução de todos os ensaios comportamentais os animais foram 

eutanasiados, e os cérebros foram removidos para análise bioquímica. O cérebro 
(região encefálica sem o cerebelo) e cérebro foi triturado e o material centrifugado. Os 
homogenatos foram divididos em duas porções e uma parte foi centrifugada diretamente 
a 8000 rt por 10 minutos para obter o sobrenadante. Alíquotas do sobrenadante foram 
usadas para determinar a atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase 
(GPx), glutationa redutase (GR) e superóxido dismutase (SOD). A segunda parte do 
homogenato foi sonicada 4 vezes por 30 segundos cada a intervalos de 20 s usando o 
sonicador Bronson, centrifugada a 5000 xg por 10 min a 4 ° C e o sobrenadante foi coletado 
e armazenado a -70 ° C para determinar a atividade da enzima SOD. A determinação 
da lipoperoxidação foi realizada por espectrofotometria através da reação com o ácido 
tiobarbitúrico TBARS (Substâncias Reativas ao Acido Tiobarbitúrico). A concentração de 
TBARS formada foi expressa em nmol MDA/mg Proteína.
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2.6 Análise estatística
Os dados obtidos foram apresentados com medidas seguidas pelos respectivos 

erros padrão médio (EPM) e os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA). 
Para os testes não paramétricos, foram utilizados os testes post hoc de Bonferroni ou 
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Duns. Os resultados foram apresentados com medidas 
seguidas dos intervalos interquartis. Foram considerados estatisticamente significantes os 
valores de p menor do que 0,05 (p < 0,05). Para todas as análises, foi utilizado o software 
GraphPad INSTAT© 8.0.

3 |  RESULTADOS 

3.1 Efeitos dos tratamentos sobre os parâmetros comportamentais dos 
animais submetidos ao teste do campo aberto

Os efeitos dos tratamentos sobre os parâmetros comportamentais dos animais 
submetidos ao teste do campo aberto estão apresentados na tabela 1.  Os resultados 
demonstraram que não houve diferença dos parâmetros comportamentais (Cruzamentos) 
e atividade exploratória (Rearings) quando comparado ao grupo 0 (veículo) sugerindo que 
as diferentes concentrações de NERF não interferem na atividade motora e exploratória de 
animais.

Tratamentos Cruzamentos
(crossings)

Atividade Exploratória
(rearings)

NAIVE 144,00 ± 24.70 54.30 ± 9.50
SHAM 133.00± 8.50 52.30 ± 11.50

0 145.12± 6.20 51,16 ± 11.70
NERF 10 107.9 ± 17.30 54.90 ± 21.20
NERF 50 97.6 ± 28.90 47.30 ± 11.20

NERF 100 104.6 ± 14.40 49,00 ± 12.90
Galantamina 132,00± 8.70 53,45± 11.30

 Tabela I – Efeito dos tratamentos com NERF (10, 50 e 100 mg/kg), veículo e Galantamina sobre 
parâmetros locomotores dos camundongos avaliados no teste de campo aberto.

Efeito dos tratamentos (NERF (10-100mg/ kg, 0 (veículo) e Galantamina (20mg/kg) sobre os 
parâmetros comportamentais de animais com DA induzida por peptídeo β-amiloide (Aβ1-42, 
i.c.v.).  e submetidos ao teste do campo aberto. Os dados são apresentados como média ± 

E.P.Ms. N = (8-10) animais para cada grupo. ANOVA, uma via. NAIVE: animais sem indução da 
DA e SHAM: animais que passaram pelo processo cirúrgico, porém não receberam infusão de 

Aβ1-42. 
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3.2 Avaliação do efeito dos tratamentos sobre os déficits cognitivos de 
animais com DA induzida por Aβ1-42 e submetidos ao teste de reconhecimento 
de objetos

Nas figuras 1 A e B respectivamente, estão apresentados os resultados relacionados 
as memórias de curta e longa duração (avaliação 2h e 24h após a sessão de treinamento) 
dos animais com indução do peptídeo Aβ1-42. Os resultados demonstram que os déficits de 
memória de curto prazo não são alterados pelos tratamentos com NERF e Galantamina 
(Fig. 1A). Porém, a memória de longo prazo (Fig. 1B) é melhorada nos grupos tratados 
com NERF (100 mg /kg) e Galantamina (2mg/kg) quando comparado ao grupo 0 (veículo) 
(p <0,001).

Figura 1 – Efeito dos tratamentos com NERF (10, 50 e 100 mg/kg), veículo e Galantamina 
sobre parâmetros de memória avaliados no teste de reconhecimento de objetos. 

Efeito dos tratamentos com NERF (10-100mg/kg, v.o.), Galantamina (20mg/kg) e veículo (0) 
sobre os déficits cognitivos de animais com DA induzida por Aβ1-42 e avaliados no teste de 
reconhecimento de objetos 2h (A) e 24h (B) após a sessão de treinamento. Os dados são 
apresentados como média ± E.P.M. (N = 10). Asteriscos indicam significância estatística 

quando comparados ao veículo (*** p <0,001, *p <0,001) e Hashtags (#) indicam diferença 
quando comparado ao grupo NAIVE (### p, 0,001). ANOVA, Bonferroni.

3.3 Avaliação do efeito dos tratamentos sobre os déficits cognitivos de 
animais com DA induzida por Aβ1-42 e submetidos ao teste da esquiva inibitória

Para demonstrar que o efeito nootrópico do tratamento com NERF ocorre 
independentemente do tipo de teste de memória utilizado, os animais com DA induzidos pelo 
peptídeo Aβ1-42 foram avaliados quanto à memória aversiva no teste de esquiva-inibitória, 
demonstrado na figura 2. Os resultados demonstram que os tratamentos dos animais com 
NERF nas concentrações de 50 e 100 mg/kg produziram significantemente reversão dos 
déficits da memória da esquiva inibitória quando comparados aos animais tratados com 
veículo (nanoemulsões sem o extrato incorporado). Da mesma forma pode ser observado 
o efeito da Galantamina revertendo o déficit cognitivo dos animais com infusão do Aβ1-42. 
A reversão dos déficits cognitivos fica mais evidente quando comparamos com o grupo 
NAIVE (animais sem indução da DA) e animas SHAM (animais que passaram os mesmos 



 
Pesquisa, Produção e Difusão de Conhecimentos nas Ciências Farmacêuticas 2 Capítulo 13 135

procedimentos de indução i.c.v , porém não receberam Aβ1-42, somente líquor artificial).  

Figura 2 – Efeitos dos tratamentos com NERF (10, 50 e 100 mg/kg), veículo e Galantamina 
sobre parâmetros de memória avaliados no teste de esquiva-inibitória. 

Efeito dos tratamentos com NERF (10-100mg/kg, v.o.), Galantamina (20mg/kg) e veículo 
(0) sobre os déficits cognitivos de animais com DA induzida por Aβ1-42 e avaliados no teste 
de esquiva inibitória. Em A, as barras brancas representam as sessões de treino enquanto 

as barras cinzas as sessões de teste. Em B está representada a sessão de teste para 
melhor visualização dos efeitos. Os dados são apresentados como medianas com intervalos 
interquartis (25-75). N= 10 animais para cada grupo. Asteriscos (*p <0,05, **p<0,01) indicam 
diferenças comparando sessões de teste com o grupo 0 (veículo). Hashtags (#) indicam a 

diferença quando comparando com o grupo NAIVE. Os dados foram submetidos à análise não 
paramétrica de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Duns.

3.4 Ensaios Bioquímicos

3.4.1 Avaliação da atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa 
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e superóxido dismutase (SOD) em 
animais com DA induzida por Aβ1-42 e tratados com NERF e Galantamina

Na figura 3, pode ser observado que no cérebro de animais com DA induzido pelo 
Aβ1-42, o tratamento com Galantamina e com NERF 100 mg/kg promoveu um aumento da 
atividade enzimática da SOD, CAT, GPx e GR em comparação com o tratamento do veículo 
(0). Os resultados demonstram evidentemente que em animais normais (representados 
pelo grupo NAIVE) e o no grupo SHAM (falsos operados sem indução da DA) a atividade 
das enzimas é alta. Nos animais do grupo tratado somente com as nanoemulsões sem o 
extrato (veículo/0), a atividade a enzimática é drasticamente reduzida.
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Figura 3 – Efeitos dos tratamentos com NERF (10, 50 e 100 mg/kg), veículo e Galantamina 
sobre parâmetros oxidativos encefálico. 

Efeito dos tratamentos com NERF (100mg/kg, v.o.), Galantamina (20mg/kg) e veículo (0) sobre 
o sistema de oxidação endógeno (A) SOD, (B) GR, (C) CAT e (D) GPx, do cérebro de animais 

com DA induzida por Aβ1-42. Cada coluna representa a média dos resultados seguidos pelo 
E.P.M. (A) atividade SOD. (B) atividade de GR. (C) atividade de catalase. (D) atividade GPX. 
Asteriscos denotam significância estatística quando comparados ao veículo (0) (** p <0,01, 

*** p <0,001). Hashtags (#) denotam diferença quando comparados ao grupo NAIVE (### p < 
0,001). ANOVA, Bonferroni.

3.4.2 Efeitos do tratamento com NERF (100mg/kg) e Galantamina sobre 
o processo de peroxidação lipídica cerebral de animais com DA induzida por Aβ1-42

Os resultados para os ensaios bioquímicos de peroxidação lipídica dos cérebros 
de animais com DA induzidos e tratados com NERF na concentração de 100 mg/kg são 
mostrados na figura 4. Os resultados demonstram que o tratamento dos animais com NERF 
(100mg/kg) e Galantamina (20mg/kg)  reduziram de forma significativa (***p<0.0001) o 
processo de  peroxidação lipídica do cérebro dos animais com DA induzido com por Aβ1-42 
quando comparado aos animais tratados com veiculo (nanoemulsões sem incorporação do 
extrato da planta. A indução da DA por peptídeo Aβ1-42 promove aumento da concentração 
de TBARS como observado no grupo veículo (0), esse efeito é reduzido no grupo NERF 
(100mg/kg) e Galantamina.
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Figura 4 –Efeitos dos tratamentos com NERF (10, 50 e 100 mg/kg), veículo e Galantamina 
sobre o processo de peroxidação lipídica no encefálica.

Efeito do tratamento com NERF (100mg/kg), Galantamina (20mg/kg) e veículo 
(0) sobre o processo de peroxidação lipídica de cérebros de animais com DA por Aβ1-42. 
Os dados são apresentados como média ± E.P.M. N = 10 para cada grupo. Hashtags (#) 
denotam diferenças estatísticas comparadas ao grupo NAIVE (### p <0,001) e Asteriscos 
denotam diferenças estatísticas comparadas ao veículo (*** p <0,001). ANOVA, Bonferroni.

4 |  DISCUSSÃO
Descrita em 1906 por Alois Alzheimer, a DA é a forma mais comum de demência 

com perda progressiva de memória e deterioração crescente de todas as funções cerebrais 
(KNOPMAN; PETERSEN; JACK, 2019). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), 
estima-se que 50 milhões de pessoas em todo o mundo tenham demência, sendo a DA a 
forma mais comum de demência entre os idosos, representando um importante problema 
de saúde pública já que a longevidade está ocorrendo no mundo inteiro (ROBINSON; 
LEE; HANE, 2017). A terapia atual do Alzheimer inclui os inibidores de colinesterases (por 
exemplo, Galantamina, Rivastigmina e Donezepil) e inibidores do receptor glutamatérgico 
NMDA (Memantina) os quais atuam apenas para estabilizar o declínio da cognição, não 
exercendo grandes efeitos na patogênese da doença, sendo um tratamento paliativo com 
efeitos adversos significativos, desta forma a busca por alvos para a terapêutica da doença 
é uma constante no mundo inteiro. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo 
descrever os efeitos de um sistema nanoemulsificado contendo uma concentração de 
1% de extrato de Rapanea ferruginea (NERF) sobre os déficits cognitivos dos animais 
submetidos a um modelo de Alzheimer pela administração intracerebroventricular (i.c.v) do 
peptídeo amiloide (Aβ1-42).
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A produção de um peptídeo β-amiloide a partir de um processamento anormal da 
Proteína Precursora Amiloide (APP) são eventos que desempenham um papel fundamental 
no desenvolvimento e progressão da DA (ARBOR; LAFONTAINE; CUMBAY, 2016). Desta 
forma, o modelo de indução da DA por administração do peptídeo β-amiloide na sua forma 
mais tóxica (Aβ1-42) mimetiza o principal achado histológico da doença, a formação das 
placas amiloides, pela sua deposição extracelular em placas no tecido cerebral que culmina 
em neuroinflamação e estresse oxidativo, juntamente com os eventos relacionados à 
hiperfosforilação de TAU levando a apoptose neuronal (ARBOR; LAFONTAINE; CUMBAY, 
2016). O modelo β-amiloide tem sido usado para estudos de substâncias anti-Alzheimer, 
como mostrado por vários autores ao longo dos anos (AMOAH et al., 2015; FACCHINETTI; 
BRONZUOLI; SCUDERI, 2018). Roedores quando recebem a infusão de Aβ1-42 i.c.v 
desenvolvem déficits cognitivos os quais podem ser evidenciados quando eles são 
submetidos aos diferentes testes de memória (SAKAKIBARA et al., 2019). Os resultados 
aqui apresentados corroboram com esses achados, uma vez que animais veículo (sem 
tratamento com as NERFs) tiveram desempenho ruim na tarefa de esquiva inibitória (TEI) 
e no teste do reconhecimento de objetos (TRO) replicando resultados anteriores descritos 
na literatura. Além disso, os resultados demostraram que os animais com as NERFs e com 
a Galantamina reverteram esses déficits, impedindo desta forma o declínio cognitivo dos 
mesmos. 

Os efeitos da R.ferruginea sobre a memória de animais normais já foram estudados 
em experimentos anteriores em nossos laboratórios (Costa, 2011), entretanto, é a primeira 
vez que o extrato da planta incorporado a sistemas de nanoemulsões (NEs) foi testado 
em animais submetidos a um modelo de Alzheimer. Nanoemulsões são emulsões de 
tamanho nanométrico que são sintetizadas para melhorar a distribuição de medicamentos 
ao local alvo e minimizar efeitos adversos e reações tóxicas (JAISWA et al., 2015). As 
NEs apresentam vantagens se compararmos com outros sistemas nanotecnológicos, por 
exemplo são biocompatíveis, fisicamente estáveis, facilmente sintetizadas em larga escala, 
com tecnologia bem desenvolvida e biodegradáveis (LI et al., 2008). A administração de 
NEs por via intravenosa ou intraperitoneal se mostra eficaz, principalmente devido ao 
tamanho das gotículas (ou seja, menos de 1 µm) (TAMILVANAN et al., 2005)e evidências 
de imagem confirmaram e absorção oral de NEs integrais que sobrevivem à digestão, 
por epitélios entéricos e sua distribuição em vários compartimentos corporais, incluindo o 
SNC (XIA et al., 2017). No presente estudo, as NEs preparadas e caracterizadas segundo 
Cechetto (2016) foram utilizadas como transportadores do extrato de Rapanea ferruginea. 
Comparando nossos resultados ao de Costa (2011) o qual utilizou o extrato da planta (nas 
mesmas concentrações) verificamos não só que o efeito nootrópico da planta é mantido 
quando o extrato é incorporado as NEs, como também que o mesmo é intensificado, 
sugerindo que as NEs possivelmente atravessam a barreira hematoencefálica levando o 
extrato para o SNC dos animais.
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Dois testes de memória foram conduzidos para avaliar os efeitos das NERFs, o teste 
de reconhecimento de objetos (LUEPTOW, 2017) e o teste da esquiva inibitória (ATUCHA; 
ROOZENDAAL, 2015). O primeiro teste avalia a memória espacial dos animais, que se 
baseia na tendência natural do animal para explorar um novo objeto em um contexto 
conhecido (MENG et al., 2020). A diferença entre a latência das sessões de treino e teste 
são tomadas como índice de reconhecimento. Vários são os trabalhos mostrando que a 
indução de DA com peptídeo amiloide promove redução do índice de reconhecimento de 
objetos (WATREMEZ et al., 2018). Enquanto o índice de reconhecimentos dos objetos em 
animais controle (tratados somente com as NERFs sem o extrato que receberam o peptídeo) 
é baixo, naqueles animais que receberam o extrato da planta incorporado nas NEs o índice 
de reconhecimento é significativamente mais elevado. No TEI, o animal é apresentado com 
um estímulo aversivo, associado a um estímulo inicialmente neutro do ambiente (CANTO-
DE-SOUZA; MATTIOLI, 2016). Por isso, o aprendizado ocorre rapidamente, uma vez que 
os animais instintivamente procuram evitar situações aversivas. Desta forma, o mesmo 
perfil farmacológico das NERFs no TRO foi reproduzido no TEI. Os resultados encontrados 
demonstraram então que, independentemente da forma farmacêutica em que o extrato de 
R. ferruginea é utilizado, seus efeitos sobre diversos tipos de memória são facilitadores o 
que aponta um potencial terapêutico dessa planta.

Vários autores relataram que processos neurodegenerativos como a DA podem 
ser desencadeados pelo estresse oxidativo (KAMAT et al., 2016; TÖNNIES; TRUSHINA, 
2017; POHANKA, 2018). A deposição de Aβ1-42 na forma de placas induz neuroinflamação e 
consequentemente, a produção de radicais livres podem oxidar lipídios, ácidos nucléicos e 
proteínas, interferindo no metabolismo celular (BUTTERFIELD; BOYD-KIMBALL, 2018). No 
presente estudo foi investigado se o extrato de Rapanea ferruginea atuar sobre o estresse 
oxidativo induzido pelo peptídeo amiloide considerando que espécies do gênero exibem 
efeito antioxidante (FIBRICH et al, 2020). Nos processos oxidativos, a SOD é uma enzima 
que catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. Portanto, 
é uma importante defesa antioxidante em quase todas as células do corpo expostas ao 
oxigênio (WARNER, 1994; SINGH et al., 2017). A catalase (CAT) é responsável pela 
conversão do peróxido de hidrogênio em produtos menos reativos ao organismo, onde 
catalisa rapidamente a decomposição do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio 
(SINGH et al., 2017). Os tratamentos dos NERF aumentaram a atividade da SOD e CAT, 
sugerindo a capacidade de impedir a formação de superóxido de hidrogênio e suas ações 
deletérias no tecido nervoso. A eliminação de todo o peróxido de hidrogênio formado 
durante o estresse oxidativo é extremamente importante. Para isso, existe outro sistema 
enzimático que constitui defesa antioxidante em nosso corpo. Este sistema consiste nas 
enzimas GPx e GR. A GPx usa glutationa reduzida, que deve ser oxidada para reduzir o 
peróxido de hidrogênio. O objetivo do GR é restaurar a glutationa reduzida com o auxílio de 
NADPH, fornecendo este produto para GPx (ISLAM, 2017). Em relação a esses sistemas, 
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observou-se neste estudo que as NERF foram capazes de promover o aumento da atividade 
de GPx e GR em animais com DA induzidos pelo Aβ1-42. Outro fator relacionado ao dano 
oxidativo, que pode ser investigado é a peroxidação lipídica. Isso ocorre quando os radicais 
livres removem elétrons dos lipídios das membranas celulares, desestabilizando-os. A 
avaliação desse processo pode ser realizada quantificando o produto dessa peroxidação, o 
MDA. Quanto maior a concentração de TBARS, maior o grau de destruição da membrana 
(BRADLEY-WHITMAN; LOVELL, 2015). No presente estudo, o tratamento dos animais com 
NERF 100 mg/kg, produziu um efeito significativo contra a peroxidação lipídica.

5 |  CONCLUSÃO
Os resultados em conjunto suportam e ampliam achados anteriores sobre os efeitos 

do extrato de Rapanea ferruginea sobre a memória e demostram que o uso do extrato de R. 
ferruginea na forma de nanoemulsão potencializa seus efeitos. Nossos resultados também 
indicam que para a DA o efeito nootrópico encontrado no extrato pode ter seu mecanismo 
explicado pela intervenção do estresse oxidativo induzido pelo peptídeo amiloide. 
Considerando que o tratamento tradicional da DA é totalmente paliativo, o desenvolvimento 
de alvos terapêuticos mais eficazes e especialmente seguros se fazem necessários.
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