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RESUMO

A inflamagéo € um processo biolégico complexo que inclui componentes vasculares,
celulares e uma gama de mediadores quimicos. A alta ingestdo de sédio, influencia a
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios no organismo dos individuos. O sédio,
altera o equilibrio plasmatico desencadeando alteragdes funcionais e agravando o
processo inflamatorio. Nesse trabalho foi desenvolvido um modelo experimental onde
se associou dois processos patoldgicos simultaneos, inflamacgao cronica (induzida por
um implante subcutaneo de uma esponja de poliéster-poliuretano) e uma dieta com
alto teor de sal em ratos Wistar (para estabelecer o estado hipertensivo sédio-
dependente). O objetivo do projeto foi determinar a influéncia de um processo
patolégico sobre o outro, e testar uma nanoformulagdo de extrato alcodlico de
Baccharis Dracunculifolia afim de avaliar os possiveis efeitos sobre os parametros
metabdlicos e inflamatdrios dos animais. Além disso, propds-se determinar os niveis
de compostos fendlicos e flavonoides presentes nos extratos e partir desse dado,
produzir a nanoformulagao para ser ministrada aos animais diariamente por via oral
pelo tempo de 14 dias po6s introducdo do estado hipertensivo. O total de 64 ratos
Wistar machos foram distribuidos em grupos de dieta contendo 0,27% de sédio (SDP
e SDDC) e outro grupo com dieta de 0,90% de sdédio (HSP e HSDC). Os grupos
denominados DC receberam a nanoformulacédo contendo extrato de B. dracunculifolia
pelo tempo de 14 dias. Foram realizadas prova de funcdo hepatica, renal e perfil
metabolico. Os resultados mostraram que o modelo de implante de esponja em ratos
Wistar foi efetivo e se manifestou de forma similar ao modelo camundongo. Nem a
associacao das dietas e nem o tratamento alterou o perfil metabdlico e inflamatério
em nenhum dos grupos avaliados. Os resultados obtidos da analise de sodio e
potassio no soro mostrou diferenca significativa nos grupos HSDC quando
comparados ao grupo SDP. Pode-se concluir que o modelo proposto esta adequado

e de acordo com as referéncias obtidas na literatura.

Palavras-chave: Inflamacao, Baccharis dracunculifolia, sédio, ingestéo de sodio



1-INTRODUGAO

A inflamacdo é um processo biolégico complexo que inclui componentes
vasculares, celulares e uma gama de mediadores quimicos (ABBAS, 2019). Pode ser
definido como uma resposta a um dano infeccioso ou estérii com a finalidade
fisiologica de restabelecer a homeostase tecidual, no entanto quando n&o controlada
pode evoluir para estados inflamatérios cronicos como sindromes metabdlicas
(SUGIMOTO, 2016). O processo inflamatoério agudo caracteriza-se por eventos
interrelacionados, tais como aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade
vascular, edema, dor, migragdo e acumulo de leucécitos inflamatérios dos vasos
sanguineos para o tecido afetado (LIMA, Rafael, 2007). Ao se expressar por um
periodo longo, a inflamagao pode tornar-se indesejavel, por levar a manifestagdes
patolégicas, como doencas metabdlicas (diabetes), doengas cardiovasculares
(hipertensao) e pulmonares (fibroses) (CARNEIRO, 2009).

O processo inflamatoério em casos agudos apresenta um papel de protegao, por
auxiliar no reparo tecidual apés uma lesido, porém nos casos cronicos observa-se que
as citocinas inflamatdrias sdo capazes de ativar vias inadequadas ou desencadear
uma hiperresponsividade (WANG, Ricardo, 2020).

A presenca de estimulos persistentes no foco inflamatério tais como: substancias
quimicas; insuficiéncia venosa crbnica dos membros inferiores e alteragdes
vasculares da diabetes; hipertensao, ulceras de pressdao em pacientes acamados;
presenca de tecidos necroticos; presenca de corpo estranho; menor atividade
mitogénica; envelhecimento precoce dos fibroblastos (NWOMEH, 1998;
DIEGELMANN, 2003); deficiéncias de vitaminas e desnutricao sao fatores que podem
influenciar negativamente o processo inflamatério (CAMPOS, 2007) contribuindo para

a manifestacado de um estado inflamatorio crénico (CARNEIRO, 2009).

A alta ingestdao de sodio (Na*) influencia a liberagcado de mediadores proé-
inflamatdrios. Ao ser ingerido em excesso, o seu equilibrio plasmatico é alterado e sua
porcao inativa € mobilizada para ser armazenada em tecidos, acarretando alteragdes
funcionais das células imunes e exacerbando o processo inflamatério (CROUCH,
2021).
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A alta concentracdo de Na* no organismo ativa células T que desencadeia a
infiltracdo de células imunes nos espacos perivasculares e rins com liberagao de
citocinas e quimiocinas, acarretando desequilibrio hidroeletrolitico, mudancas
vasculares que promovem processos inflamatérios, e alteragdes nos mecanismos
locais, neurais e hormonais para ajuste da pressado arterial (KIRABO, 2017).
Frequentemente, a hipertens&do se apresenta em conjunto com outras doengas como
a diabetes e dislipidemias, aparecendo em pares ou como sindrome metabdlica,
exibindo vias fisiopatolégicas em comuns que podem corroborar processos
inflamatdrios teciduais (JIANG, 2018; ELIJOVICH, 2020; BATISTA, 2020; OLIVERAS,
2018; ROSAS-PERALTA, 2018).

Alguns estudos apresentam evidéncias da interagao entre a alta ingestédo de Na*
e processos inflamatorio, onde individuos que fazem alta ingestdo de sddio
apresentam aumento do numero de células inflamatérias e um aumento nos niveis de
citocinas proé-inflamatoérias, que se correlacionam como marcador expressivo de
eventos inflamatérios, e estéo interligadas em quadros de doengas metabdlicas como
diabetes, quadros hipertensivos e doencgas inflamatérias cronicas (KOGA, 2008;
BIANCARDI, 2014).

Inumeras citocinas pré-inflamatérias ja descritas em estudos de processos
inflamatorios, estdo sendo correlacionadas a alta ingestdo de sédio na dieta.
Processos inflamatérios e a alta ingestdo de sodio, quando ocorrem de forma
associada, podem ser consideradas um fator agravante do risco de morbimortalidade
no ambiente clinico. Xiaohan Lu e Steven D. Crowley (2018), relataram que os
estimulos inflamatdrios, infecgado e dieta com excesso de sal ativam as respostas
imunes inatas levando ao acumulo de células inflamatérias em 6rgaos-alvo que

regulam a Pressao Arterial (PA).

Atualmente, existem inumeros tratamentos para os processos inflamatorios,
como antiinflamatérios nao esteroidais (AINES), antiinflamatérios esteroidais,
inibidores de COX-1 e COX-2. Porém suas desvantagens de uso como: restricdes e
efeitos colaterais, como complicagbes gastrointestinais, hemorragias, insuficiéncia
renal e hepatica e osteoporose pode levar ao abandono do tratamento crénico ou
quadros clinicos mais graves (ABRAHAM, 2007; BATLOUNI, 2010; BALBINO, 2011).

A busca pela medicina alternativa e alimentos funcionais sdo uma nova tendéncia que
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vém motivando pesquisas de compostos naturais e substancias bioativas, tanto para
o controle e tratamento das doengas crénicas, como a hipertensao, bem como para a
regulacéo da resposta inflamatéria de forma a proporcionar tratamentos mais eficazes
e com menores efeitos colaterais (RAUD-MATTEDI, 2008). Baseado na popularidade
do uso de medicamentos fitoterapicos, e na sua utilizagéo, o interesse cientifico sobre
os efeitos terapéuticos de produtos naturais tém crescido consideravelmente
(MUXFELDT, 2019; DAUGHERTY, 2012; CAREY, 2018; BATISTA, 2020).

Alguns produtos naturais e fitoterapicos estdo sendo investigados devido seus
diferentes mecanismos anti-hipertensivos, por exemplo: a atividade inibitéria de
peptideos derivados do leite, peixe ou plantas, atividades nas enzimas de conversao
da angiotensina, acdo vasodilatadora por estimulagdo parassimpatica ou efeitos
inibitérios na liberagdo de noradrenalina em nervos simpaticos. Observa-se que
alguns flavonoides e outros derivados de polifendis de produtos naturais apresentam
efeitos antioxidantes, antiinflamatoérios, vasodilatadores e anti-hipertensivos
(MISHIMA, 2005).

A propolis, uma substéncia resinosa elaborada por abelhas a partir de diversas
fontes vegetais, possui propriedades selantes dentro da colmeia a fim de evitar
invasdo de fungos e bactérias, apresenta diversas atividades bioldgicas
(antibacteriana, antiviral, antiinflamatéria) e sua composigao vai variar dependendo da
fonte botanica da qual foi elaborada (MARUYAMA, 2009).

A propolis verde, cuja principal fonte boténica € a Baccharis dracunculifolia
(“alecrim do campo”, “vassourinha”) vem sendo estudada por apresentar propriedades
anti-inflamatérias e imunomoduladoras e anti-hipertensivas, parte dessas atividades
estdo relacionadas a presenca de compostos como acido cafeoilquinico, acido
cindmico, flavondides, terpenos (bacarina) e &acidos benzdicos (MOISE, 2020;

PEREIRA, 2016; GUIMARAES, 2012).

Por ser importante para a composicdo da propolis verde, a Baccharis
dracunculifolia surge como uma planta com potenciais propriedades terapéuticas,
inclusive sugerindo um efeito anti-hipertensivo (MOISE, 2020). Os mecanismos
envolvidos em seu efeito ainda nao estdo totalmente elucidados e o papel dos
mecanismos imunomoduladores ainda permanece inexplorado. Pereira (2016) relatou

0 uso empirico da Baccharis como chas, decoccdes e tinturas como alternativa de
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tratamento para inflamagdes, disturbios hepaticos e ulceras estomacais. Guimaraes
(2012) ressalta que muitas substancias quimicas presentes na Baccharis
dracunculifolia também foram encontradas na propolis, o que fortalece o
questionamento de similaridade de fungdo do extrato de Baccharis e prépolis para

terapéutica hipertensiva e antiinflamatoéria.

Diante do exposto, nesse projeto foi proposto caracterizar as principais
alteracbes metabdlicas e o perfil inflamatdério dos animais submetidos a uma com alta
ingestdo de sodio e avaliar o efeito de uma nanoformulagcédo do extrato alcodlico da
Baccharis dracunculifolia no modelo inflamatério de implantes subcutédneos de

esponja.
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2-REVISAO DE LITERATURA

Estados Inflamatdrios — Inflamagéo

A inflamagao consiste em uma resposta dos tecidos a um evento ou agente
agressor, seja ele fisico, quimico, biolégico ou um estresse metabdlico, apresentando
recrutamento de diversas células como neutréfilos, macréfagos e mastécitos e
moléculas de defesa da circulagdo para os locais onde sao necessarios para
estabelecer a homeostase do organismo (COUTINHO, 2009; BACHIEGA, 2011;
TEIXEIRA, 2020).

Ap0ds o dano tecidual, primeiras 24 horas, as primeiras células de defesa chegam
ao local, os neutrdfilos, ocasionados pela permeabilidade endotelial que facilita a
migragao dos leucdcitos do fluxo sanguineo para o local lesionado (COSTA, 2019).
Os neutréfilos sdo células da classe dos granulécitos que sao recrutadas por
moléculas liberadas por células danificadas e necréticas apoés lesao tecidual (COSTA,
2019).

As moléculas liberadas por danos ou alteragdes em células e moléculas do
organismo sao denominadas de DAMPs (Padrées Moleculares Associados a Danos)
e sao designadas como alarminas, moléculas sinalizadoras de agressao (BOGLIOLO,
2016).

Em seguida, novas células séo recrutadas, como os mondcitos inflamatérios que
migram para o local da lesdo guiados por quimiocinas e varias moléculas de adesao
que amadurecem os mondcitos em macréfagos no tecido (COSTA, 2019). A funcéao
dos macréfagos é realizar a fagocitose de bactérias, tecido necrético e neutréfilos
apoptaticos. Ainda participam da liberagcdo de fatores de crescimento e citocinas
responsaveis pela modulacao e recrutamento de fibroblastos, células endoteliais e
queratindcitos no local lesionado (COSTA, 2019).

Os mastaocitos, células presentes nos epitélios da pele e das mucosas, se fazem
presentes em reagdes inflamatérias quando ativados liberando numerosos
mediadores inflamatérios, como a histamina que proporciona os sintomas das
doengas alérgicas (ABBAS, 2019).
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Desde a antiguidade a reacgéo inflamatéria € reconhecida pelos seus sinais e
sintomas tipicos como calor, rubor e dor, acrescida por altera¢des funcionais teciduais.
Esta caracterizagdo € dada por observagdo em inflamag¢des agudas (BOGLIOLO,
2016; COSTA, 2019). Durante a resposta inflamatoria aguda ainda se observa o

aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular (GERALDO, 2008).

A reacgao inflamatéria, embora seja um componente muito importante da
execugao da resposta imune a fim de eliminar a causa inicial da lesdo que pode ser
de agdo de um patdégeno ou um agente fisico, também pode ocasionar danos ao
organismo (COUTINHO, 2009).

Na inflamagao crénica é frequentemente observada o desenvolvimento da
resposta imune celular juntamente com a resposta humoral. Nessas circunstancias a
resposta humoral é mediada por moléculas sanguineas, os anticorpos produzidos por
linfocitos B. A fungao dos anticorpos é reconhecer antigenos, neutralizar infectividade
e marcar moléculas e células para serem fagocitadas. Esta fase crénica inicia-se de
forma insidiosa, com resposta imune de baixo grau, latente ou até mesmo
assintomatica (GERALDO, 2008).

Volp e colaboradores (2008), correlacionaram a presenca de
hiperfibrinogenemia com componentes de Sindrome Metabdlica (glicemia em jejum,
HDL-colesterol, pressao arterial sisttmica e IMC), o que caracteriza situagdao de
processo inflamatorio crénico. Ja a proteina amildide sérica A (SAA) é sintetizada
pelos hepatécitos em decorréncia de estimulos de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e
o TNF-a) e é considerada um marcador sensivel que reflete processo inflamatério

agudo.

Como marcadores bioquimicos na atividade inflamatoria e na avaliagcédo das
atividades de macréfagos e neutrofilos tem-se a N-acetyl-p-D-glicosaminidase (NAG)
e a Mieloperoxidase (MPO) (SILVA, 2013; COSTA, 2019). NAG, é uma enzima
lipossomal, esta relacionada com a infiltragao de células mononucleares, que ocorre
com hiperatividade macrofagica (SILVA, 2013). MPO, é uma proteina presente em
granulos azurodfilos de neutrdéfilos, apresenta fungao de destruicdo de patégenos e
possui capacidade de amplificar o efeito oxidativo e citotoxico dos neutroéfilos, além de

gerar espécies de radicais livres (COSTA, 2019).
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Tem-se bem consolidado que o ion Na* dietético em alto teor exerce influéncia
nas células imunes, levando a um fendétipo inflamatério, com aumento da produgao de
citocinas e desenvolvimento de doencas com perfil inflamatério sistémico, como por
exemplo a hipertensdo (ELIJOVICH, 2020). O papel do sodio presente no espago
intersticial tem sido pesquisado e sua compreensdao no perfil imunoldgico e
fisiopatoldgico de processos inflamatdrios tem sido correlacionado positivamente com
a alteragdo da pressdo sanguinea em humanos (PITZER, 2020). A maioria dos
estudos divulgados até o momento, envolvendo o efeito da dieta rica em sédio, focou
no papel dos rins, sistema nervoso simpatico e os efeitos da vasculatura ao investigar
a fisiopatologia da hipertensao (WILCK, 2017). Sendo assim, investigar se o impacto
de um processo diretamente sobre o outro quando ocorre de forma associada, ou seja,
um individuo que possui uma dieta rica em ingestao de sodio e apresenta um processo
inflamatdrio crénico pode consequentemente apresentar um perfil de forma mais
grave ao se comparar a um individuo que n&o apresenta a associacdo dessas

patologias.

Ingestao de sodio (Na®)

A ingestao de sédio (Na*) esta relacionada com a modulacao da liberagao de
mediadores pro-inflamatérios. Quando o Na* atinge um equilibrio entre o intersticio e
o plasma o seu excesso € mobilizado para ser excretado pelos rins, porém a porgao
inativa do Na* pode ser direcionada para ser armazenada em tecidos como a pele, o
que pode proporcionar alteragées nas fungdes das células imunes e desencadear o

aumento da expressao do processo inflamatério (CROUCH, 2021).

O Na* em excesso no organismo pode se acumular no intersticio tecidual em
concentracbes maiores que as observadas no plasma devido interacbes com
glicoaminoglicanos com cargas negativas. Em altas concentragdes o Na* ativa células
T por moléculas de sinalizagdo como o NFAT5 (Fator Nuclear de Células T ativadas
5) e a quinase 1 ou SGK1 (quinase 1 regulada por soro ou glicocorticéide), que
promove a infiltragcdo das células imunes nos espacos perivasculares e nos rins, onde
ocorre a liberagao de citocinas que estimulam a disfuncao vascular e a retencao de

Na* e agua, desencadeando a inflamacgao e doencas sistémicas como a hipertensao
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(KIRABO, 2017). Quando ha polarizagédo das células imunes para um fendtipo
inflamatoério proporciona o aumento da produgcdo de interleucina-17 (IL-17) e
hipertensao (ELIJOVICH, 2020; KIRABO, 2017).

O aumento da ingestédo de sal pode proporcionar, entre outros, a elevagéao da
pressao arterial e danos nos 6rgaos-alvo afetando a expressao de Canais de Saodio
Epitelial (ENaC), o que polariza as células imunes adaptativas e inatas para um
fendtipo pro-inflamatério  (WENZEL, 2019; WANG, Wen, 2015). As células
inflamatorias, como mondcitos, macréfagos e células T migram e se infiltram nos rins

e na vasculatura, estimulando o processo inflamatério (KIRABO, 2017).

O excesso de sal na dieta estimula a inflamacgao tecidual e doencas autoimunes
e estudos corroboram com evidéncias em que individuos com alta ingestao de sodio
apresentaram um aumento no numero de mondcitos € nos niveis de citocinas pro-
inflamatadrias, como IL-6, TNF-a e IL-23, ao serem comparados com grupos com dieta
de baixo teor de sddio (KIRABO, 2017).

Segundo as diretrizes dietéticas dos Estados Unidos de 2015-2020, a
quantidade recomendada de ingestéo de sodio ndo deve exceder 2300mg, enquanto
a Organizagao mundial de saude recomenda a ingestao de sédio inferior a 2000mg
por dia, sendo mencionado que a ingestao de sédio inferior a 1500mg por dia seria a
mais ideal (WANG, Yi-Jie, 2020).

A Baccharis dracunculifolia (DC)

O género Baccharis, pertence a familia Asteraceae e apresenta caracteristicas
de arbusto perene e lenhoso e sua altura pode variar entre 50cm até 3 metros
(CASAGRANDE, 2018; FURTADO, 2018; MANFRON, 2004). Seus arbustos dibicos,
apresentam inflorescéncias masculinas e femininas em individuos distintos com o

periodo de floragao ocorrendo duas vezes ao ano (RODRIGUES, 2020).

A Baccharis engloba mais de 500 espécies e no Brasil podemos encontrar cerca
de 120 destas espécies, sendo a Baccharis dracunculifolia (DC) nativa das regides do

Cerrado (regiao centro-oeste), Mata Atlantica (regido sudeste) e Pampa Brasileiro
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(regido sul) (RODRIGUES, 2020; CASAGRANDE, 2018; FURTADO, 2018; RINHEL,
2015).

A espécie B. dracunculifolia é popularmente denominada como “vassoura” ou
“Alecrim-do-campo” e possui aplicacdo na medicina popular como antipirético e
antiinflamatério (FURTADO, 2018). Usualmente os ramos e folhas da B.
dracunculifolia sdo empregados para o tratamento de disturbios gastricos e afecgbes

febris, tendo uso no tratamento de feridas e processos inflamatorios (RINHEL, 2015).

O uso dos extratos e formulagdes de plantas medicinais € popularmente
difundido e a B. dracunculifolia se encaixa neste contexto por exibir atividades
biolégicas e estudos demonstrando suas ag¢des farmacoldgicas, como o efeito
antiinflamatorio demonstrado em estudos de ulceras gastricas em ratos, e cicatrizante

como no tratamento de fistulas anais (SANTOS, Carlos, 2019).

Classificada como a principal fonte botanica na producédo da propolis verde a
Baccharis dracunculifolia apresenta grande importancia para a industria farmacéutica

e cosmeéstica devido suas atividades bioldgicas tais como:

Tabela 1 - Atividade Biolégica de Baccharis dracunculifolia e prépolis verde.

Autor e Ano Atividade Bioldgica

CASAGRANDE (2018) Antimutagénica, Antiinflamatoria,
Hepatoprotetora, Antidiabética

FURTADO (2018) Hepatoprotetora, Imunomodulatéria,
Antiinflamatdria, Antinociceptiva

RINHEL (2015) Antioxidante, Antiinflamatorio

PEREIRA (2016) Antibacteriano

BACHIEGA (2013) Imunomodulatério

ROBERTO (2018) Antigenotéxico e Antimutagénico

Estudos fitoquimicos da B. dracunculifolia demonstram a presenca de taninos
(polifendis) e flavondides em sua composi¢cdo, sendo cerca de 120 espécies
quimicamente estudadas, porém somente 30 apresentam pesquisas de atividade

biolégica, o que foi identificado por diversos autores (COLACITE, 2015).

Sforcin (2012) descreve que o primeiro estudo fitoquimico da espécie B.
dracunculifolia utilizando suas partes aéreas foi realizado por Bohlmann e seus
colaboradores em 1981, onde foi identificado e isolado os compostos fenilpropandides

drupanina, bacarina e artepilina C.
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Os metabodlitos da B. dracunculifolia estao associados a inumeras fungoes,
incluindo a atragdo de animais polinizadores, prote¢ao contra a luz, defesa da planta

contra microorganismos e agdes medicinais (RINHEL, 2015).

Quimicamente a B. dracunculifolia apresenta varios compostos em seu
metabolismo secundario como acido cinamico e derivados (p-cumarico e ferulico),
flavondides (canferol, apigenina entre outros), monoterpenos, sesquiterpenos e outros
tdo importantes como artepilina C, bacarina e 6xido de baccharis (RINHEL, 2015). A
presencga destes metabalitos, principalmente os flavondides e taninos garantem a B.
dracunculifolia atividades bioldgicas como acado antiinflamatéria e antioxidante
(CASAGRANDE, 2018).

A investigagao tanto da composi¢ao quimica quanto das propriedades biolégicas
de fontes vegetais como a B. dracunculifolia € importante ndo apenas pelo interesse
académico, mas também pela padronizagdo quimica dos constituintes e atividade

biologica.

Nanoformulacéo

As nanoformulagdes sdo considerados sistemas de entrega de medicamentos
e tém sido empregadas na nanomedicina. Elas vém sendo utilizadas/estudadas para
tratar, diagnosticar, como profilaxia de diversas doencas — doencas parasitarias,

cénceres, doengas auto-imunes, como processos inflamatorios (ABOUAITAH, 2021).

As vantagens das nanoparticulas podem ser listadas, como serem muito
menores que as unidades convencionais ja comercializadas; proporcionar a entrega
dos agentes farmacéuticos com maior precisao ao tecido alvo, tendo sua dose geral
reduzida juntamente com seus efeitos colaterais; possuir permeabilidade e retengéo
aumentada, podendo direcionar o acumulo das nanoparticulas em patologias
especificas; proporcionar o aumento da concentracdo ativa do farmaco e
biodisponibilidade, maior seguranca e eficacia, liberacdo do farmaco em uma taxa
constante ao longo do tempo desejado (FARJADIAN, 2019; CRACIUNESCU, 2021).

Existem hoje varios tipos de nanoformulagdes envolvidas em pesquisas com

inimeras substancias terapéuticas; como os lipossomas, que apresentam
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caracteristicas semelhantes com as membranas celulares humanas; as micelas
poliméricas, nanoparticulas poliméricas, nanotransportadores a base de proteinas,

nanoparticulas de lipidios soélidos, dentre outros tipos (CHEN, Yan, 2020).

Um dos sistemas de nanoformulagdes empregados € a nanoemulsdo, um
sistema coloidal cineticamente estavel e termodinamicamente instavel. Sua
composicao € formada por uma mistura de Ooleo, emulsificante e agua. As
nanoemulsdes se apresentam opticamente transparentes ou semitransparentes, e o
tamanho de suas particulas vai depender do tipo e proporcdo dos componentes
utilizados e a forgca mecéanica empregada para sua produgdo (CHEN, Bing-Huei,
2019). Alguns autores dispdem-se da nanotecnologia para incorporar substancias
naturais contendo compostos fenélicos e flavondides que também sao encontrados

na Baccharis dracunculifolia e na propolis verde, como apresentado na tabela abaixo:

Tabela 2 - Autores de Nanoformulagbes com substéancias naturais contendo compostos fendlicos e flavonéides

Autor Substancia
COLOMBO (2018) Kaempferol (flavondide)
SYUKRI (2021) Prépolis da Indonésia
SEVING-OZAKAR (2022) Propolis de Apis melifera
ABDELLATIF (2021) Prépolis
SON (2019) Quercetina (flavondide)

O uso de nanotecnologia nas ciéncias médicas visa buscar formas mais
promissoras para garantir uma melhoria na biodisponibilidade, estabilidade,
solubilidade e biodistribuicdo de produtos naturais, e a remodelagem dos farmacos
convencionais para um tratamento com mais seguranga e menos efeitos colaterais
(NOURI, 2020).

A formacdo de nanoemulsbes € avaliada, geralmente, medindo-se a
distribuicdo do tamanho das goticulas formadas usando técnicas de dispersao de luz
dindmica (espectroscopia de correlagdo de fétons). Uma técnica que mede a
intensidade de flutuacao da luz espalhada pelas goticulas a medida que elas sofrem
movimento browniano. Em muitas nanoemulsdes as goticulas ndo sao perfeitamente
dispersas (apresentam tamanho estreito de distribuicdo) e os resultados de disperséo
de luz sdo ponderados para polidispersidade (expressos como média de tamanho e
um indice de polidispersidade com informagdées do desvio do tamanho médio)

(TADROS, 2004). Para as nanoemulsdes serem consideradas polidispersas o indice
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de polidisperséo tem que estar abaixo do valor de 0,3, o que indica homogeneidade

da distribuicdo dos tamanhos e formagao de sistemas monodispersos na formulagao
(NEMEN, 2011).

3-

Objetivos

Objetivo geral

Caracterizar os eventos metabdlicos da associagdo da alta ingestdo de sddio no

modelo murino de inflamacgao cronica e avaliar o efeito do tratamento por via oral com

nanoemulsio do extrato alcodlico de Baccharis dracunculifolia.

Objetivos especificos

Determinar a concentragdo dos compostos fendlicos e flavonoides no extrato
alcodlico de B. dracunculifolia;

Produzir a nanoformulagao do extrato alcodlico de B. dracunculifolia e avaliar a
a sua estabilidade;

Caracterizar o perfil metabdlico dos animais que receberam dieta com altas
concentracdo de sodio associado ao estado inflamatério induzido pelos
implantes de esponja;

Caracterizar histologicamente o efeito da nanoformulagéo no figado, rim e no
microambiente dos implantes de esponja dos animais tratados e ndo tratados
quanto aos possiveis efeitos citotoxicos;

Avaliar bioquimicamente e histologicamente a resposta inflamatéria no
microambiente dos implantes subcutaneos de esponja em ratos Wistar com alta

ingestédo de sddio.
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4-Justificativa

Inflamagao associada e a alta ingestdo de sdédio quando ocorrem de forma
conjunta, apresentam um alto potencial de morbimortalidade no ambiente clinico.
Adicionalmente o uso de medicamentos utilizados para o tratamento de processos
inflamatoérios pode desencadear efeitos colaterais graves podendo agravar as
condigbes clinicas do paciente. A busca por alternativas terapéuticas naturais se faz
necessaria considerando a possibilidade de que, por agirem em multiplos alvos,
poderiam produzir efeitos terapéuticos com doses menores, especialmente aqueles
compostos ricos em acidos fendlicos, flavondides e os derivados de polifendis. Além
disso, a proposi¢cao de nanotecnologias associadas a esses compostos, garante uma
maior estabilidade das moléculas ativas, o que podera garantir melhores efeitos
terapéuticos com menores concentracées da substancia testada. Dessa forma,
propde-se o desenvolvimento de uma nanoformulagéo extrato alcodlico da Baccharis
dracunculifolia (planta rica em compostos e acidos fendlicos) administrado por via oral
para o tratamento de disturbios inflamatoérios e hipertensivos associados. A proposta
do presente trabalho foi caracterizar o perfil metabdlico e inflamatério em um modelo
experimental de associagao dos dois processos, por meio da ingestdao de uma dieta
rica em de so6dio em um modelo animal de inflamacédo induzido pelo implante

subcutaneo de esponja em ratos.

5-Materiais e Métodos

Materiais

Para a realizacao deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais e reagentes:

e Material cirurgico — lamina de bisturi, pingas, tesouras;
e Agua ultra-pura;

e Agua destilada;

e Tubos eppendorfs;

e Tubo Falcon 15mL;
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Tubo Falcon 45mL;

Seringas de insulina e agulhas 26G,;

Seringas de 3mL e 5mL e agulhas 21G;

Agulha de gavagem para ratos;

Agodéao e compressas de gaze;
Cassete histolégico com tampa;
Pote para exame (coletor universal);

Lamina para microscopia 26X76 e laminula de vidro 24x24;

Luvas de procedimento latex;

Papel toalha;

Pipeta de Pasteur graduada 1mL,;

Micropipetas volume regulavel (0,2 - 2uL; 1-10uL; 5-50uL; 10-100uL; 20-200uL;

100-1000uL);
Ponteiras de 0,1-1000uL;

Solugao salina;

Centrifuga para tubo eppendorf de 1,5 a 2mL;

Estufa de laboratorio;
Balanca analitica;

Vortex;

Refrigerador -80°C;

Freezer -20°C;

Cetamina;

Xilazina;

Tramadol;

Termometro;

Banho-maria;

Hidréxido de Sédio;

Cloreto de Sddio;

Fosfato de Sodio monobasico;
Fosfato de Potassio dibasico;
Alcool etilico;

Alcool metilico;
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e Hetamoxilina — Eosina (HE);

e Navalha para micrétomo;

e Formaldeido 10% tamponado (pH 7,2);
e Xilol;

e Alcool 70%, 80%, 90% e 99%.

Coleta do material vegetal e preparo do extrato de B. dracunculifolia

As folhas de Baccharis dracunculifolia foram coletadas em uma regiédo de cultivo
da planta, que fica dentro da propriedade da mineradora Samarco S.A. que visa, em
um projeto paralelo, estabelecer um campo melifero e de producao de prépolis como
parte das atividades de recuperacdo de areas degradadas pelo rompimento da
barragem de rejeitos minerais no distrito de Bento Rodrigues, municipio de Mariana,
Minas Gerais. As folhas foram coletadas no periodo da manha, entre 7h e 11h, durante
a estacao chuvosa. Foram armazenadas em sacos plasticos e levadas ao laboratoério
de Fisiologia Enddcrina e Cardiovascular (LFEC) da UFOP para selegao, lavagem e

pesagem.

Uma vez pesadas, as folhas foram imersas em etanol 95 a 97% P.A. numa
proporgao de 1:1,5 e assim permaneceram no processo de maceragao por 10 dias a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Ao final desta etapa, a fase liquida foi
sifonada, filtrada e um novo lote de etanol 95 a 97% P.A. foi adicionado as folhas até
total imersao numa proporcao 1:1,5. Uma terceira maceracao foi feita, seguindo os
mesmos procedimentos da segunda. As fracdes liquidas foram reunidas, misturadas
e o etanol foi evaporado em rotaevaporador a 86 mBar de pressao e 40°C de
temperatura (GRANCE, 2008). O fluido resultante foi utilizado para ensaios de

caracterizagao fitoquimica e preparo da nano emulsao.

Dosagem de compostos fendlicos e flavonoides

O fluido resultante da extracéo das folhas de B. dracunculifolia foi utilizado para

a realizagdo da dosagem de compostos fendlicos e flavondides. A metodologia
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utilizada foi descrita por SILVA, Jardel (2016) e por SILVA, Larissa (2016) e adaptada

para a realizagao do experimento.

Preparo dos reagentes e amostra

Amostra

Para o a dosagem de flavondides foi preparado uma solugdo estoque da
amostra a ser testada com concentragdo de 1mg/mL. A amostra foi solubilizada em
etanol P.A. com o auxilio de ultrassom para que a solugao figue homogénea. Ja para
0 a dosagem de compostos fendlicos foi preparada uma solugao estoque da amostra
com a concentragao de 0,5mg/mL, sendo solubilizada em etanol P.A. com o auxilio

de ultrassom.

Reagentes
Na2COs (Carbonato de Sodio)

Foi preparada a solugdo de Carbonato de S6dio com concentragao 1,5%p/v em
um volume final de 10mL. Solubilizando o Na2COs em H20 (Milli Q). Subsequente a

solucao foi filtrada em filtro de papel para remocéo de precipitados da mesma.

AICl3 (Cloreto de Aluminio)

A solugao foi preparada solubilizando o Cloreto de Aluminio em H20 (Milli Q)

para o volume final de 10ml com uma concentragao de 10%p/v.

CH3COOK (Acetato de Potassio)

O soluto Acetato de Potassio foi solubilizado em H20 (Milli Q) para um volume

final de 10mL e uma concentracdo de 1mol/L.

Padrzo - Acido Galico

A solugao do padrao de acido galico foi preparada na concentragao de 1mg/mL.

Pesou-se 0,01g de acido galico e solubilizou-se em 10mL de etanol P.A. A seguir foi
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pipetado 200uL desta solugao num tubo eppendorf e o volume foi completado para
1000uL com etanol P.A.

Padrao — Quercetina ou Rutina

A solugao de padrao de quercetina ou de rutina foi preparada na concentragao

de 0,2mg/mL. O soluto é solubilizado em etanol P.A. para um volume final de 10mL.

Curva analitica

Em uma placa de 96 pocgos foi pipetado as amostras e reagentes para cada
composto a ser analisado (compostos fendlicos e flavondides) como segue as tabelas
abaixo (Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6):
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Tabela 3 - Dosagem de compostos fendlicos - amostra e branco.

Substéncias Amostra Branco

Sol. Estoque de Amostra | 80uL 80uL

H20 30pL+40pL 120uL

Folin Ciocateau 10uL 0

Na2CO3 40uL 0

Acido Galico 0 0

Tabela 4 - Dosagem de compostos fendlicos - curva padrao.
Padréo
Substancias 6,1ug/mL | 12,1pg/mL | 18,2ug/mL | 24,3pg/mL | 36,4ug/mL | 48,5ug/mL | 60,6ug/mL | 72,8ug/mL | 84,9ug/mL
H2O 105uL+ 100pL+ 95uL+ 90uL+ 80uL+ 70uL+ 60uL+ 50uL+ 40pL+
40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL

Folin
Ciocatea 10uL 10uL 10uL 10pL 10uL 10pL 10uL 10uL 10uL
Na2CO3 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL 40uL
Acido Galico 5uL 10pL 15uL 20uL 30pL 40uL 50uL 60uL 70uL
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Tabela 5 - Dosagem de flavondides - amostra e branco.

Substéncias Amostra Branco

Etanol PA 40uL 44l

Sol. Estoque 100uL 100uL

AICI3 4uL 0

CH3sCOOK 4ul 4ul

H20 52uL 52uL

Tabela 6 - Dosagem de flavondides - curva padréo.

Padrao
Substancias 6,4ug/mL | 12,9ug/mL | 19,3ug/mL | 25,7ug/mL | 32,1pg/mL | 38,6ug/mL | 45u/mL | 51,4u/mL
Etanol PA 135uL 130uL 125uL 120uL 115uL 110uL 105uL 100uL
AICI3 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL
CH3COOK 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL 4uL
H20 52uL 52uL 52uL 52uL 52uL 52uL 52uL 52uL
Quercetina ou
Ruting 5uL 10uL 15uL 20uL 25uL 30uL 35uL 40uL
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Leituras de absorvancia

As absorvancias das solugbes (compostos fendlicos e flavondides) foram

determinadas em equipamento de leitura de placa de elisa com 96 pocos.

A leitura da placa para a dosagem de compostos fenolicos procedeu-se apds a
adicao de todos os reagentes nos pog¢os da placa e aguardar o periodo de 2 horas de
repouso, ao abrigo de luz. O comprimento de onda utilizado foi de 650nm. Para a
leitura da placa de dosagem de flavondides, apos todos reagentes adicionados aos
pocos, aguardou-se o periodo de 45 minutos, ao abrigo de luz, utilizando o

comprimento de onda de 450nm.

Calculos

Os teores de compostos fendlicos e flavondides foram calculados utilizando-se
a equagao da curva analitica obtida para os respectivos padrdes, acido galico para
compostos fendlicos e quercetina ou rutina para flavondides. Os resultados foram
expressos em micrograma equivalente de acido galico por miligrama de extrato
(L gEAG/mg de extrato) para compostos fendlicos; e micrograma equivalente de rutina
por miligrama de extrato (L gER/mg de extrato — quando usado a rutina como padrao)
e micrograma equivalente de quercetina por miligrama de extrato (ugEQ/mg de extrato
— quando usado a quercetina como padrao) (SILVA, Jardel, 2016; SILVA, Larissa,
2016; MARCUCCI, 2020).

Nanoemulséo de extrato de Baccharis dracunculifolia

Foi elaborada previamente uma nanoemulsdo contendo o extrato alcodlico de
B. dracunculifolia na concentracdo de 50mg/kg, utilizada para administracdo nos
animais apdés a cirurgia de esponja como tratamento. A dose definida para o
tratamento neste trabalho foi estabelecida baseada em trabalho anterior onde foi
demonstrado efeito anti-hipertensivo nos animais tratados. Juntamente foi preparado
o placebo contendo os excipientes da nanoemulséo (BATISTA, 2021).

A nanoformulagao utilizada neste trabalho foi descrita por BATISTA (2021) em

seu estudo. O tipo de nanoformulagéo utilizada foi de agua e 6leo e incorporada pelo
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método de inversao de fases, composta pelo extrato alcodlico de B. dracunculifolia;
oleo de girassol; Crill 3 (Croda); Croduret 50 - Special® (Croda) e agua destilada
récem coletada que foi utilizada como quantidade suficiente de solvente para
completar o volume final da formulagdo. Para o preparo da nanoformulacdo foram
pesados os ativos descritos acima em um mesmo recipiente e levados ao
equipamento de ultrassom Gnatus por uma hora. Logo apds, o recipiente foi aquecido
em banho-maria até £75°C, e em recipiente separado a agua destilada também foi
aquecida até estabelecer a mesma temperatura. Ao se atingir a temperatura, o volume
de agua necessario foi adicionado ao recipiente com os demais constituintes e através
de forca mecanica promovida por um agitador mecéanico foi formada a
nanoformulagdo. A agitagcdo foi mantida até a formulagdo atingir a temperatura
ambiente. No processo de produgao do veiculo, foi preparada uma nanoformulagao
segundo os mesmos critérios descritos acima com excegao a adigao do extrato
alcodlico de B. dracunculifolia. Findado o preparo, as formulagdes foram devidamente

acondicionadas em refrigerador a +4°C.

Este processo segue com designacdo de patente dos autores Leonardo
Maximo Cardoso, Marcos Adriano Carlos Batista, Sandra Aparecida Lima de Moura e
Orlando David Henrique, de numero de registro BR1020220108285 e titulo
"FORMULACAO NANO-ESTRUTURADA A BASE DE EXTRATO DE ALECRIM-DO-
CAMPO (BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA) PARA TRATAMENTO DA
HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA", referente a nanoemulsdo contendo o

extrato alcodlico.

Foram preparadas duas formulagdes para atender a demanda de tratamento
dos animais, cujos experimentos foram divididos em dois periodos. O aparelho
utilizado para realizar as analises foi o ZetaSizer. Para a analise foi utilizada uma
cubeta de quartzo e feita uma diluicdo da amostra pipetando 100uL de amostra e
900uL de agua ultrapura. A analise foi realizada a uma temperatura de 25°C, em
triplicada e cada triplicada foi repetida 13 vezes segundo a programagao sugerida pelo

aparelho.
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Animais

Para a realizacdo do estudo experimental foram utilizados ratos Wistar, sexo
masculino com 21 dias de idade, provenientes do CCA-UFOP, sob numero do
protocolo do comité de ética e experimentagao animal 5152120421; os animais foram
mantidos com 25 trocas/hora de ar, racdo e agua (de torneira) ad libitum, ciclo
claro/escuro de 12:12, sendo as luzes apagadas as 19h e acesas as 7h, em
temperatura média de 24+1°C até a realizacdo dos procedimentos experimentais.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei Arouca (Lei 11.794) e
com a aprovacdo prévia da Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade

Federal de Ouro Preto.

Modelo e delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: Grupo HS, tratados
com dieta composta por 0,90% de Na* por 12 semanas apés o desmame; Grupo SD,

sob dieta composta por 0,27% de Na* por 12 semanas ap6s o desmame.

Cada grupo foi subdividido em diferentes subgrupos, distribuidos de acordo com
o tratamento combinado ao implante de esponjas para indugdo de inflamagéo da

seguinte forma (Figura1):

Grupo HSP — dieta 0,90% de Na* + implante de esponja + placebo (Figura1)

Grupo HSDC —dieta 0,90% de Na* + implante de esponja + nanoemulsao de DC (dose
de 50mg/kg) (Figura1)

Grupo SDP - dieta 0,27% de Na* + implante de esponja + placebo (Figura1)

Grupo SDDC —dieta 0,27% de Na* + implante de esponja + nanoemulsao de DC (dose
de 50mg/kg) (Figura1)
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Tratamentos

Tanto nanoemulsdo sem o extrato como nanoemulsdo contendo o extrato
foram administrados em um volume de 1mL por gavagem orogastrica nos animais
contidos para tal procedimento. O tratamento se iniciou logo apds a cirurgia para

implante de esponja nos animais, pelo tempo de 14 dias de tratamento.

A nanoemulsdo sem o extrato foi designada como placebo e a nanoemuls&o
contendo o extrato foi designada como DC 50mg/kg. Placebo por definicdo é um
produto sem efeitos terapéuticos que beneficia o estado de saude devido a crenga do
paciente de que seu uso é eficaz. Também chamados de tratamentos inativos, onde
se tem um produto sem o composto ativo (POZGAIN, lvan, 2014; VASE, 2019).

Ratos Wistar recém desmamados (21 dias de idade)
Y
Grupo HS Grupo SD
(12 semanas dieta 0,90% Na*) (12 semanas dieta 0,27% Na®)
Inflamagéo

Inflamagao
(implante de espenja) (implante de esponja)

\ 4
Tratado (Nano DC) ( Placebo ( Tratado (Mano DC) ( Placebo )
A T 1:

.
Bioquimica /

{Soro, tecidos)

Created in BioRender.com bio

Figura 1 - Delineamento experimental.

Modelo de implante de esponjas

Para a inducdo do processo inflamatério, foram realizados implantes

subcutaneos de discos de esponja de poliéster-poliuretano estéreis. Foram utilizados

33



discos com 8mm de didmetro, 5mm de espessura e 4,8mg de peso médio. Os discos
foram preparados e colocados em alcool 70°GL pelo periodo de 48 horas. No dia do
implante, as esponjas foram lavadas e fervidas a 95°C em agua destilada por 30

minutos.

Na realizagao do procedimento os animais foram anestesiados, sendo o local
da incisao tricotomizado com maquina de aparar os pélos e limpo com alcool 70°GL
para a assepia. Subsequente o local da incisdo passou por assepsia com alcool
70°GL. Foi realizada uma incisdo na pele da regidao dorso-lombar de cerca de 1cm
onde foi divulsionado o tecido para a insergéo do disco de esponja a 2cm acima da
regido da incisdo. Apos a realizacao da sutura no local, os animais foram colocados
em caixas individuais com livre acesso a agua e ragao e posterior administragéo da
formulacéo contendo a nanoemulsao do extrato de B. dracunculifolia e o placebo nos

devidos grupos.

Os procedimentos que envolveram as esponjas foram baseados em
publica¢des que dispuseram da mesma metodologia com a esponja com o designio
de desenvolver pesquisas relacionadas ao processo inflamatério. Tendo nota que as
pesquisas relacionadas com implantes de esponjas foram desenvolvidas com
camundongos das espécies Swiss, Balb-c e C57BL/6 (LANNA, 2020).

Os animais foram obtidos com 21 dias, dispostos em grupos com dieta controle
(0,27% de sodio) e dieta com alta ingestdo de sédio (0,90% de sédio) por 90 dias.
Completados os 90 dias, foi realizado o implante de esponja subcutaneo nos animais
e as respectivas dietas foram mantidas até o fim do experimento. Apds o implante de
esponja iniciou-se o tratamento com as nanoformulagdes, dividindo os animais em
grupo veiculo e grupo tratado com o extrato de B. dracunculifolia, durante 14 dias.
ApoOs tratamento, foi realizado a eutanasia e a coleta das esponjas, liquor, soro e

orgaos para as analises (Figura 2).
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Figura 2 - Modelos experimentais

Eutanasia

O procedimento consistiu em aplicar uma sobredose de anestésico: cetamina
(300mg/kg) e xilazina (21mg/kg), aguardar o periodo de tempo necessario para a
eutanasia do animal e realizar a toracotomia para retirada dos 6rgaos (figado, rins) e
puncdo atrial direita para coleta do sangue. Também realizada uma incisdo para
retirada da esponja no dorso do animal. O sangue coletado foi imediatamente
centrifugado e o soro separado, armazenado e congelado no freezer -80°C para
posterior analises de sodio, potassio e parametros bioquimicos. A esponja foi

armazenada em freezer -80°C para posterior analise.

Avaliacéo do peso corporal dos animais

35



Os animais tiveram seu peso corporal medido antes dos procedimentos
cirurgicos (implante de esponja e eutanasia). A andlise da variagado de peso dos
animais entre os procedimentos cirurgicos foi tabulada para verificar a influéncia dos
protocolos de dieta (SD e HS), tratamento (nanoformulagé&o e nanoformulagdo sem o
extrato DC) e associagdo dos processos patoldégicos no comportamento e

metabolismo dos animais.

Processamento das amostras

Analises bioquimicas

Foram coletadas amostras de sangue (soro) e retirada a esponja do tecido
subcutaneo dos animais para a realizagao das analises bioquimicas, com o intuito de
realizar analises da fungao hepatica e atividade do pancreas, fungao renal, perfil

glicidico, perfil lipidico, dosagem de sodio e potassio e atividade de NAG e MPO.

As amostras foram coletadas em microtubos eppendorf, identificados e
acondicionados em banho de gelo até o térmico dos procedimentos cirurgicos. Sendo

as amostras armazenadas no freezer -80°C para posterior analise.

Os exames realizados para a funcao hepatica e atividade pancreatica foram:
Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Proteinas totais,
Albumina, Fosfatase alcalina e Amilase. Para a analise da fungdo renal foram
realizados os exames de Uréia e Creatinina. Na avaliacao do perfil glicidico foi dosado
a glicose dos animais e no perfil lipidico foi dosado o colesterol total, HDL e

Triglicérides.

Para a determinacgao da concentragao de proteinas totais foi utilizado o método
de Biureto (Zaia, 98). Tal método consiste nas reacées do biureto, uma mistura
constituida de cobre e hidréxido de sédio com um estabilizante de cobre em solugao.
A analise foi realizada em duplicata, sendo pipetado 50uL do soro para uma placa de
leitura de 96 pogos. Conseguinte adicionou-se 200uL do reagente de trabalho, 200uL
do reagente biureto. A placa foi colocada em estufa a 37°C por 10 minutos, sendo

realizada a leitura no espectrofotometro de UV visivel Elisa a 700nm.

36



A curva padrao para a dosagem de proteinas totais foi construida a partir da
resposta de absorgdo para cada concentragcao estabelecida e obtida a equagao da

reta (Figura 3).

Curva padrao - Dosagem de Proteinas Totais
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Figura 3 - Curva padréo de proteinas totais. Fonte: autoria propria.

A quantificacdo de AST, ALT, Fosfatase alcalina e Amilase foi realizada através
de métodos cinéticos. Foi pipetado 50uL do soro dos animais e adicionado 1mL do
reagente do kit analitico. Transferiu-se 200uL da amostra para a placa de 96 pogos,
incubou-se a 37°C por 1 minuto para realizar a leitura. Para cada quantificagao foi

utilizado kits analiticos especificos da marca Bioclin.

O perfil lipidico foi determinado utilizando método enzimatico. Foi utilizado 10uL
de amostra dos animais, 50uL da solugédo padrdo e 50uL do branco. Posteriormente
a placa foi incubada a 37°C por 5 minutos, apds o periodo de incubacéo foi realizada

a leitura no espectrofotdmetro UV visivel (ELISA) no comprimento de onda de 500nm.

A dosagem de glicose foi executada através do método
enzimatico/colorimétrico. Foi adicionado 10uL de amostra a 500uL de reagente branco
e 500uL do padrao analitico em microplaca de 96 pogos previamente incubadas a

37°C. A leitura foi realizada apds o periodo de 10 minutos de incubacgao.
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A metodologia utilizada para a dosagem de albumina foi verde de bromocresol,
onde foi adicionado 10uL de amostra a 1000uL de reagente de branco e 1000uL do
reagente padrdo. Foi pipetado 200uL em microplaca de 96 pogos previamente

incubadas a 37°C. A leitura prosseguiu apos o periodo de 10 minutos de incubacgao.

Os valores obtidos foram tabelados, analisados e os resultados expressos em
suas respectivas unidades de medida especificadas por cada kit comercial adotado

para quantificagao.

Dosagem de Sodio (Na*) e Potassio (K*) no soro

As amostras de soro coletadas na eutanasia foram processadas para
determinacao da concentracdo de sédio e potassio. As leituras das concentracdes de
sédio e potassio foram realizadas em fotdmetro de chamas, que se baseia na
espectrometria atdmica. Consiste na diluicgdo da amostra com solugao especifica, as
amostras s&o aspiradas e expostas a chama, promovendo a liberagédo de energia que
sao medidas em comprimentos de onda especificos ao eletrélito mensurado. Para
cada eletrdlito foi utilizado um padrao para calibragado prévia do aparelho (LABTEST:

dados de arquivo).

Histologia
Apos a eutanasia dos animais, as esponjas que foram implantadas foram

coletadas através de procedimento cirurgico, identificadas para cada animal no seu
devido grupo, pesadas em balanga analitica e imergidas em solugdo de formaldeido

tamponado 10% para fixacao pelo periodo de 48h.

Os 6rgaos retirados (figado, rins) foram identificados para cada animal e seus
devidos grupos, limpos e imergidos em solugao de formaldeido tamponado 10% para

fixagdo pelo mesmo periodo de 48h.

Passadas as 48h, todos tecidos e esponjas foram retirados da solugéo de
fixacdo e transferidos para solugdo de alcool 70°GL para aguardar o processamento

para inclusdo em resina e parafina.

Em etapa subsequente, as amostras dos tecidos e esponjas foram submetidas

ao processo de desidratagdo em concentragcdes crescentes de alcool etilico (80%,
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90%, 95% e 100%) e posterior infiltragdo. Foram seccionados pedagos dos 6rgaos
para serem emblocados com cerca de 5mm de tamanho. Em excec¢éo as esponjas,
que foi retirado o excesso de tecido suficiente para deixa-la de tamanho adequado ao

molde.

Para a inclusdo em resina, os cortes dos 6rgaos e as esponjas foram imersos
em alcool 80% durante 30 minutos. Passado o tempo, todo o alcool foi retirado com

auxilio de uma pipeta pasteur e descartado adequadamente.

Uma nova imersao foi realizada dos cortes e esponjas, agora em alcool 90%,
durante 30 minutos. Apds o tempo, foi retirado totalmente o alcool do recipiente e

descartado de maneira adequada.

Foi adicionado alcool 95% aos cortes e esponjas e aguardado 30 minutos. Em
seguida todo o alcool foi retirado, descartado e substituido por alcool 100% e

aguardado o tempo de 40 minutos.

Ao final do tempo, todo o alcool foi retirado cuidadosamente. Foram utilizados
frascos ambar ou protegidos com papel aluminio e identificados com as designacgdes
das amostras para colocar o meio de infiltragdo nas amostras. Este meio de infiltragao
usado € a resina com o ativador. As amostras foram imersas em quantidade suficiente

para cobri-las dentro do frasco com o auxilio de uma pipeta pasteur.

Os frascos foram apoiados de forma inclinada e deixados de repouso em over-
night. No dia seguinte, foi retirado todo o meio de infiltragdo, armazenado em frasco
ambar e acondicionado em geladeira, garantindo que ele possa ser utilizado

posteriormente.

Para o processo de inclusdao nas formas, faz-se necessario utilizar um banho
de gelo para armazenar a resina nova acrescida de ativador e endurecedor, esta

resina foi preparada nas medidas indicadas pelo fabricante.

Previamente ao processo de inclusao, as amostras foram identificadas em uma
folha de papel com a disposi¢ao dos pogos da placa de polimerizacao, sendo colocado
a designagao de cada 6rgao ou esponja € a posi¢ado em que se encontra na placa

para melhor identificagéo.

No fundo dos pocos da placa de polimerizagao foram acrescidas algumas gotas
de resina para inclusao (de 3 a 9 gotas) e em seguida foram posicionados os 6rgaos
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e as esponjas nos pogos da placa. Cada 6rgao e esponja foi coberto com resina até
formar uma area céncava na superficie do pogco. Em seguida a placa foi coberta com

papel aluminio e levada a estufa a 38°C pelo periodo de 3 a 6 dias.

No processo que emprega a utilizagcdo de parafina, faz-se necessario o
processo de desidratagdo das amostras que se encontram armazenadas em alcool
70%. Utiliza-se concentragdes crescentes de alcool para este processo (80%, 90%,
100%), deixando as amostras imersas durante 30 minutos em cada concentragdo do

alcool.

Ap0bs o processo de desidratacdo as amostras foram diafanizadas em xilol para
tornar o tecido translucido e posteriormente inclui-los em blocos de parafina. Os
blocos de parafina contendo os tecidos foram submetidos ao processo de microtomia
para obtengao de cortes histoldgicos com espessura de 4um. Os cortes obtidos foram
colocados sobre as laminas de vidro e levados a estufa a 60°C para secagem. Com
os tecidos aderidos a lamina, faz-se a desparafinizacdo em xilol e hidratacdo com
concentragbes decrescentes de alcool etilico (100%, 90%, 80% e 70%). As laminas
com os cortes foram lavadas com agua corrente e, posterior secagem, foram corados

com os corantes hematoxilina e eosina (HE).

Para corar as laminas, faz-se a imersao delas no corante hematoxilina (corante
acido) por 10 minutos, prosseguindo com a lavagem em agua corrente e passagem
rapida das laminas em alcool acidulado. Posterior nova lavagem em agua corrente,
as laminas foram imergidas no corante eosina (corante basico) por 30 segundos, e
lavadas em agua. Finalizando o processo, as laminas ja secas foram imersas em xilol

e montadas com historesina e laminula (LABIOCEL, 2002).

As imagens digitais dos 6rgdos e das esponjas foram obtidas com o auxilio de
microscopio Optico acoplado a um scanner de laminas histolégicas. O software

utilizado para leitura das laminas foi o CaseViewer versao 2.4 - 3DHISTECH.

Analise Estatistica
Os resultados obtidos nas analises foram tabelados e submetidos a analise de
variancia de duas vias (two way anova) para os parametros de Amilase, ALT, AST,

Fosfatase Alcalina, Proteinas Totais, Albumina, Colesterol Total, HDL colesterol,
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Triglicerideos, Glicose, Uréia, Creatinina, NAG, MPO e as dosagens de soédio e
potassio no soro, seguidas por pds-teste de Tukey. O peso dos animais € 0 peso
umido das esponjas seguiram analise de duas vias com pdés-teste de Bonferroni. O
software utilizado para as analises foi GraphPad Prism 9.0. Os valores obtidos de cada
analise encontram-se expressos seguindo as unidades de medida padrao para cada
exame. As diferengas significativas foram consideradas quando p<0,05 e foram

representadas nos graficos por asteriscos.

6-Resultados e discussao

Dosagem dos compostos fendlicos e flavonoides

A dosagem dos compostos fendlicos e flavonoides presentes no extrato bruto
da Baccharis dracunculifolia teve como intuito caracterizar a presenca de compostos
com atividade bioldgica de interesse para a execugédo do presente trabalho. Foi
constatado a presenca de compostos fendlicos e flavondides e suas quantificacbes

estdo representadas a seguir.

A curva padrao de acido galico para a dosagem de compostos fendlicos foi
realizada com o minimo de 4 pontos segundo metodologia de PIRES (2017), obtendo-
se a equacao da reta y=0,0423x — 0,0767. A curva padrdo para a dosagem de
flavondides resultaram nas respectivas equacodes da reta para cada padrao utilizado:
Rutina (y=0,0073x — 0,0165) e Quercetina (y=0,0274x — 0,0175). A quantidade de
compostos encontrada no extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia analisado

encontra-se demonstrado na tabela 7 a seguir:
Tabela 7 - Teor e quantidade de compostos no extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia

Teor e quantidade de compostos fendlicos e flavondides em extrato

etandlico de Baccharis dracunculifolia

Composto %(p/p) MgEg/mg de extrato*
Fendlicos totais 4,37 43,7
Flavonéides (quercetina) 1,82 18,2
Flavonéides (rutina) 6,84 68,4
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A analise de flavonodides foi procedida com o uso de dois padrées para se
comparar as quantidades de flavondides semelhantes aos respectivos padrdes.
Observou-se uma quantidade maior de flavondides dosados com o padréo de rutina
em comparagdo com o padrdo de quercetina. Em seu trabalho, Marcucci (2020)
discorrem sobre o uso da rutina e da quercetina na determinacgao de flavondides totais,
mostrando que o uso da rutina € empregado na determinagao de flavondides totais
em material foliar da planta, onde ocorre o predominio de glicosideos (a rutina se
apresenta como diglicosideo). Quando utilizado a quercetina (uma substancia
aglicana), a dosagem encontrada de flavondides totais em material foliar se

apresentara em menor quantidade.

Indice de Polidispersdo — Nanoformulacéo e placebo.

A dose proposta para produgédo da nanoformulacéo e utilizagao no tratamento
dos animais pos cirurgia foi estabelecida em estudo que avaliou o efeito anti-
hipertensivo de uma formulagdo nano estruturada contendo extrato alcodlico de

Baccharis dracunculifolia em ratos Wistar com sobrecarga de sodio (BATISTA, 2021).

Foram preparadas duas formulagdes (com extrato e o veiculo). As formulacgdes
apds preparadas necessitam de 48 horas de repouso para posteriormente ser

realizado o teste de polidispersao.

O teste de polidispersdo da primeira formulacdo foi realizado e para a
formulacdo com o extrato de B. dracunculifolia os resultados para tamanho das
particulas foram de 68,35nm (+0,5654) e o indice de polidispersdo encontrado foi de
0,106 (+0,011), o que confere a formulacdo homogeneidade de tamanhos de

particulas e formag¢ao de um sistema monodisperso (Figura 4).

Os resultados obtidos para o placebo demonstraram que o tamanho médio das
particulas foi de 76,21nm (+ 0,2011) e o indice de polidispersao foi de 0,127 (+0,005),
indicando uma homogeneidade nos tamanhos das particulas e um sistema

monodisperso (Figura 5).

A segunda formulacéo teve o teste de polidisperséo realizado e o resultado
obtido para a formulagédo contendo o extrato mostrou que o tamanho médio das
particulas foi de 76,38nm (+0,1650) e o indice de polidispersao foi de 0,084 (+0,002)
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(Figura 6). Ja a formulagédo contendo o veiculo apresentou tamanho de particulas de
74,40 (+0,3252) e um indice de polidispersao de 0,096 (+0,003) (Figura 7). Os
resultados indicaram que ambas as formula¢des apresentaram tamanho de particulas

homogéneos e a formagao de um sistema monodisperso.

Tadros (2004) e Nemen (2011) discorrem em seus trabalhos que uma
nanoemulsao considerada estavel e polidispersdo adequadas devem possuir indice
de polidispersdo abaixo do valor de 0,3 e homogeneidade nos tamanhos das
particulas. Colombo (2018) apresenta em seu estudo um pequeno valor para o indice
de polidispersdo no valor <0,2. Syukri (2021) demonstra em seu estudo com
nanoformulagdes que o indice de polidispersdo das formulagdes realizadas variaram
de 0,11 até 0,29. Os valores encontrados na avaliacdo das nanoemulsdes preparadas

condizem com os dados expressos na literatura (Figuras 4, 5, 6 e 7).
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Figura 4 - Gréfico representativo do tamanho das particulas da nanoformulagéo contendo o extrato de DC.
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Size Distribution by Number
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Figura 5 - Grafico representativo do tamanho das particulas da nanoformulagdo do placebo.
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Figura 6 - Gréfico representativo do tamanho das particulas da nanoformulagéo contendo o extrato de DC.
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Figura 7 - Grafico representativo do tamanho das particulas da nanoformulagéo do placebo.

Peso dos animais antes das cirurgias

Os pesos dos animais foram utilizados para avaliar se a combinagao de dois
eventos, um estado inflamatério local e a alta ingestdo de sddio, que promove
alteracdes fisiologicas e desenvolve um processo inflamatério sistémico, promovendo
alteragcdes metabdlicas que podem influenciar no ganho ou perda de peso. Cabe
ressaltar que este trabalho apresenta um carater inovador ao se realizar a técnica de

implante de esponja em ratos da espécie Wistar.

Os pesos dos animais foram avaliados no dia do implante de esponja,
mantendo-se a dieta respectiva para cada grupo (SD =0,27% Na* e HS = 0,90% Na*)
e distribuindo entre grupo que recebeu o tratamento com placebo e grupo tratamento
com a nanoformulagao. Apds 14 dias de tratamento, realizou-se a eutanasia, fazendo-

se uma nova medida do peso dos animais antes do procedimento.

A analise dos pesos coletados foi realizada e os animais apresentaram um
ganho de peso dentro dos grupos, mas nao apresentaram uma variagao de peso entre
os grupos. Possivelmente o ganho de peso dentro dos grupos foi relacionado com a
disposigcdo dos animais individualmente nas caixas dentro do biotério, que né&o
estimulou a competicdo pela alimentagdo sendo a oferta de alimento condicionada
apenas ao apetite. A expectativa sobre o peso dos animais seria de alteracbes
possivelmente induzidas por alteragdes das condigdes fisioldgicas, como por exemplo:

retencao hidrica, alteragdes absortivas de nutrientes pelo intestino, ocasionadas pela
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ingestao da dieta com alta ingestao de sodio e o tratamento com o extrato alcodlico
de Baccharis. O peso inicial médio dos animais e o ganho de peso ao final dos 14 dias
de tratamento para cada grupo avaliado foi de: SD (placebo) 393,9g e ganho de 17,6g;
HS (placebo) 387,3g e ganho de 19,7g; SD (DC 50mg/kg) 391,99 e ganho de 12g e
HS (DC 50mg/kg) 376,89 e ganho de 17,8g. Os valores de média de peso e desvio
padrdao das médias para cada grupo obtido foi: SD (placebo) = 402,7 + 8,8; HS
(placebo) = 397,2 + 9,85; SD (DC 50mg/kg) = 397,9 + 6 e HS (DC 50mg/kg) = 385,7 +
8,9. O numero amostral utilizado foi de 10 animais para cada grupo e o valor de p na
analise é de p=0,4537 (Figura 8).
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Figura 8 - Média dos pesos dos animais e desvio padrdo das médias (SEM) avaliados antes do implante de esponja

e apos 14 dias de tratamento.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sdédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. Dia zero: medida de peso antes do implante
de esponja, dia 14: medida de peso antes da eutanasia. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD —
DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com pos-teste de Bonferroni, p=0,4537.

Peso das esponjas pos eutanasia

O peso umido das esponjas foi avaliado apds o periodo de 14 dias do implante
subcutaneo. A analise do peso umido das esponjas foi associada com analises
bioquimicas para correlacionar se a combinagao de um evento inflamatério local com
a ingestdo de sodio influenciaria em estado inflamatorio sistémico. Além disso, o

tratamento com a nanoemulsao de extrato de B. dracunculifolia foi proposto com o
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objetivo de determinar se o tratamento teria alguma influéncia na expressdo das
enzimas NAG e MPO, alterando a expressao quantitativa de células inflamatdrias
dentro do ambiente da esponja. O tratamento com a nanoemulséo contendo o extrato
de Baccharis dracunculifolia ndo influenciou no peso médio das esponjas analisadas
dos animais que receberam a formulagao com o extrato DC quando comparado com
as esponjas dos animais que receberam a formulacdo placebo. A andlise desse
parametro ndo revelou diferengas significativas nos grupos estudados (p=0,1552).
Para o grupo SD (placebo) o peso médio e o desvio padrdo das médias em miligramas
foi de 140,9 +7,45; o grupo SD (DC 50mg/kg) o peso médio e o desvio padrao em
miligramas foi de 126,0 +7,45; o grupo HS (placebo) apresentou o peso médio e desvio
padrdao em miligramas de 138,5 +5,84 e o grupo HS (DC 50mg/kg) o peso médio e
desvio padrdo em miligramas foi de 150,2 +5,84. Foram analisadas 10 amostras para

cada subgrupo (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo da esponja antes do implante e pés-implante. Grafico de Peso umido dos implantes de
esponjas apos retirada no periodo de 14 dias de implantag&o.
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Figura A — Esponja pré-implante subcutaneo. Figura B — Esponja pds 14 dias de implante subcuténeo. SD
(placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);
SD - DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com pés-teste de Bonferroni, p=0,1552.

Analises bioquimicas

Funcio Hepatica e Pancreatica

Os exames bioquimicos foram realizados com o objetivo de determinar
possiveis evidéncias de alteragbes da fungao hepatica e pancreatica promovidos no
modelo experimental de dieta com alta ingestdo de sdédio e indugdo de estimulo
inflamatadrio local e ainda, se o tratamento com a nanoemulsao de extrato alcodlico de

Baccharis teria algum efeito citotéxico ou modulador nesses parametros.

A Alanina Aminotransferase (ALT), € uma enzima presente em reagdes
bioquimicas no figado. Sua analise tem a fungao de avaliar injurias celulares hepaticas
evidenciando que nem o tratamento e nem a dieta exerceu efeito hepatotoxico. Os
resultados indicaram que nao houve diferenga significativa em nenhum dos grupos
avaliados (p=0,6073). A média e o desvio padrdao da média para cada subgrupo
apresenta-se nos valores de: 49,7 U/L(+4,08) para grupo SD — Veiculo; 52,4 U/L
(x3,33) para o grupo HS — Veiculo; 44 U/L (x1,83) para o grupo SD DC 50mg/kg e
43,6 U/L (+2,14) para o grupo HS DC 50mg/kg (Figura 10).

LIMA, Claudio (2014) em seu trabalho sobre valores de referéncias de exames
hematoldgicos e bioquimicos para ratos Wistar obteve dados que condizem com o
presente trabalho. Para animais machos o valor médio e o desvio padréao de ALT
relatado por LIMA (2014) foi de 57,55U/L (+11,95). Ja LIMA, Francisco (2018)
encontrou os valores de 54,95U/L (+9,89) para ratos da mesma linhagem,
demonstrando que os valores obtidos neste experimento estdo dentro do padrao
esperado para esse modelo animal quando comparados com animais saudaveis.
(Figura 10).
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Figura 10 - Dosagem de Alanina Aminotransferase (ALT).

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);

SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova e pos-teste de Tukey, p=0,6073.

A Aspartato Aminotransferase (AST), enzima presente em organelas celulares
como mitocdndrias e no citosol celular, promove a catalisacido de transaminacao
reversivel de aspartato e 2-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato. Seus valores
podem ser induzidos por diversas doencas como por exemplo, hipdxia, acumulo de

lipideos hepaticos, inflamagdes e intoxicagdes medicamentosas (Figura 11).

Os resultados indicaram que ndo houve diferenga significativa em nenhum dos
grupos avaliados (p=0,7432). Os valores obtidos de média e desvio padrao para cada
grupo foram: SD — Veiculo = 130,1 U/L (x13,73); HS — Veiculo = 131,1U/L (+13,12);
SD DC =103,7U/L (£10,22) e HS DC = 112,3U/L (+8,07). Ainda de acordo com LIMA,
Claudio (2014) os valores de referéncia para a analise de AST em ratos Wistar machos
de 131,33 U/L (+43,98) (Figura 11). Enquanto LIMA, Francisco (2018) discorre o valor
de 104,35U/L (+12,8), condizendo os valores dispostos por eles com as analises

obtidas para esse modelo animal.
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Figura 11 - Dosagem de Aspartato Aminotransferase (AST).

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sodio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);
SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova e pos-teste de Tukey, p=0,7432.

Na dosagem das Proteinas totais e dos niveis de Albumina avalia-se a
funcionalidade do figado frente aos estimulos inflamatérios e das condigbes
metabdlicas. A avaliacdo dos niveis de proteinas totais investiga a condigao clinica

metabdlica referente a dieta e ao tratamento com a nanoformulacao.

A analise estatistica realizada para proteinas totais mostrou que néo houve
variacao estatistica significante em nenhum grupo avaliado. O valor de p foi de 0,6412.
As médias e desvio padrao para cada grupo foi de: SD (veiculo) = 5,66g/dL (£0,052);
HS (veiculo) = 5,66g/dL (+0,076); SD (DC) = 5,58 g/dL (+0,091) e HS (DC) = 5,66 g/dL
(x0,109) (figura 12). Em seu trabalho LIMA, Claudio (2014) relataram o valor de
5,75g/dL (+0,87). Castello Branco (2011) descreveram o valor de 6,1g/dL (x0,1) para
animais de um biotério universitario, corroborando com os valores achados nas
analises realizadas. Ao avaliar os resultados observou-se que nem a dieta e nem o
tratamento influenciaram no metabolismo hepatico e ndo causaram alteracdes

bruscas nos dados analiticos.
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A analise estatistica dos dados de albumina ndo indicou uma variacio
estatistica entre os grupos e o valor de p obtido foi de 0,3930. Os valores obtidos de
médias e desvio padr&o para os grupos foram de: SD (veiculo) = 3,32g/dL (£0,02); HS
(veiculo) = 3,33g/dL (£0,033); SD (DC) = 3,24g/dL (+0,030) e HS (DC) = 3,3g/dL
(£0,029) (Figura 13). Os valores encontrados no trabalho de LIMA, Claudio (2014)
foram de 2,65g/dL (+0,30), MELO (2013) relata o valor de 3,0g/dL (+0,12) (Figura 12
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Figura 12 - Dosagem de Proteinas Totais.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);
SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova e pos-teste de Tukey, p=0,6412.
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Figura 13 - Dosagem de Albumina.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);

SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova e pos-teste de Tukey, p=0,3930.

A enzima amilase, produzida pelo pancreas e pelas glandulas salivares e que
auxiliam a digestdo de amido e glicogénio, ajuda na identificagdo de doencgas
pancreaticas que podem estar relacionadas com o mal funcionamento do pancreas,
além disso, seus niveis elevados no soro estdo associados a alteragdes da funcéo
renal, como insuficiéncia renal por exemplo (LAM, 2021). Em seu trabalho avaliando
paréametros bioquimicos de ratos Wistar, ORLANDINI (2012) relata valores maximos
de 1532u/L (+172) e minimo de 1308u/L (+144) nas dosagens de amilase, sendo

compativeis com os valores encontrados nas analises do presente trabalho.

Ao se realizar a analise estatistica dos valores encontrados, observou-se uma
variacao significativa da amilase entre os grupos HS (placebo) e HS (DC 50mg/kg)
(p=0,0442), ndo tendo sido observada diferengas entre os demais grupos. Esta
variagcado pode de alguma forma, estar relacionada ao tratamento com a nanoemulséo
contendo o extrato de Baccharis. Torna-se evidente que o tratamento influenciou na
expressao da enzima, o que pode estar relacionado aos processos de digestdo de
carboidratos (amido e glicogénio). Além do exposto, a ragdo utilizada para
manutengao dos animais foi a ®Nuvilab CR1 cujo teor de carboidratos totais € igual a
530g/kg. A busca por referéncias que indicassem os teores de carboidratos para

espécie animal escolhida neste experimento evidenciou uma discrepancia para estes
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teores bem como em outras, ndo foram encontradas descricdes dos valores em seus

rotulos.

As médias e desvio padréo encontrados foram de: SD (veiculo) = 1622u/L
(£28,62); HS (veiculo) = 1669u/L (+60,53); SD (DC) = 1576u/L (+34,46) e HS (DC) =
1497u/L (+46,02) (Figura 14).
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Figura 14 - Dosagem de Amilase.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sddio e tratamento com extrato de DC. Diferencga estatistica entre grupos HS (placebo)
vs HS (DC 50mg/kg), p=0,0442. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC
50mg/kg (n=10). Teste two way anova e pos-teste de Tukey.

A fosfatase alcalina, uma enzima presente em células que circundam os ductos
biliares do figado, apresenta-se aumentada quando ocorre obstru¢des nos ductos
biliares, colestase hepatica ou doengas degenerativas do figado. Pode ser encontrada
também no tecido 6sseo. Em seu trabalho LIMA, Claudio (2014) relata valores de
referéncia de 124u/L (+6,1), enquanto ORLANDINI (2012) relata valores de 222u/L

(+44).

Na analise dos dados encontrados, observou-se uma variacao estatistica entre
os grupos SD (veiculo) e HS (DC 50mg/kg) com p=0,0121. Quando comparado ao
grupo controle (SD placebo), o grupo HS (DC 50mg/kg) apresenta maior expresséo

da enzima fosfatase alcalina o que pode estar relacionada com a dieta de alta ingestao
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de sdédio, devido a alteragdes fisioldgicas condizentes com estados inflamatdrios
sistémicos além da metabolizagdo da nanoformulacdo pelo figado. SINGH (2021)
discorre sobre a importéncia da fosfatase alcalina, principalmente presente no
intestino, como protagonista antiinflamatorio realizando a desintoxicacdo direta de
moléculas proé-inflamatdrias. Essa premissa se adequa a condigao clinica estabelecida
em nosso modelo experimental. Além do exposto, a nanoemulsao pode de alguma
forma ter influenciado na expressao dos niveis dessa enzima, ja que esse efeito foi

observado apenas nos grupos que receberam o tratamento.

As médias e desvio padrao encontrados nas analises foram de: SD (veiculo) =
101,4u/L (+£5,93); HS (veiculo) = 118,7u/L (+6,83); SD (DC) = 122,7u/L (+8,14) e HS
(DC) = 139,6u/L (+11,16) (Figura 15).
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Figura 15 - Dosagem de Fosfatase Alcalina.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. Diferenga estatistica entre os grupos SD
(placebo) vs HS (DC 50mg/kg). SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC
50mg/kg (n=10). Teste two way anova e pos-teste de Tukey, p=0,0121.

Funcdo Renal

A dosagem de creatinina e uréia no sangue pode ser um indicador de disturbios
na fungéo renal como por exemplo, filtragem dos rins ou presenga de substancias em

niveis anormais. A creatinina dosada no sangue separadamente pode ser derivada,
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principalmente, do metabolismo muscular. Quando as dosagens se encontram
alteradas no soro, a funcdo renal ja pode estar comprometida em 50%. Devido ser
uma molécula pequena e circular ndo ligada as proteinas plasmaticas, o que facilita
sua filtragdo a nivel glomerular (HUIDOBRO, 2018). Para consolidar, a dosagem de
uréia € necessaria para alinhar o diagndstico, porém a creatinina ainda € considerada
um indicador mais confiavel para diagnéstico. LIMA, Claudio (2014) ao fazer seu
referencial bibliografico relata os valores de 0,5mg/dL (+0,07) para creatinina e
48mg/dL (+7,6) para a uréia. Castello Branco (2011) apresentam os valores de
45mg/dL (+2,3) para o parametro de uréia e 0,3mg/dL (+0,1) para a creatinina.

Estando os valores analisados no presente trabalho dentro dos valores na literatura.

As analises estatisticas dos dados coletados para creatinina mostraram
diferencga estatistica entre os grupos SD (placebo) e SD (DC 50mg/kg) com p=0,0482.
Observa-se que o tratamento no grupo com dieta controle influenciou na concentragao
de creatinina plasmatica 0 que pode estar relacionado a alteragcbes decorridas da
metabolizagdo e/ou excre¢do da nanoemulsdo com o extrato. Os valores médios e os
desvios padrbes para cada grupo foram: SD (veiculo) 0,679mg/dL (+0,02); HS
(veiculo) 0,709mg/dL (+0,018); SD (DC) 0,775mg/dL (+0,037) e HS (DC) 0,716mg/dL
(+0,016) (Figura 16).

Para as analises de uréia nao foi observado diferencas estatisticas
significativas entre os grupos (p=0,9071). Os valores médios e desvios padrdes para
os grupos foram: SD (veiculo) 41,4mg/dL (+0,65); HS (veiculo) 39,8mg/dL (£1,49); SD
(DC) 42,3mg/dL (+1,38) e HS (DC) 41mg/dL (+1,39) (Figura 17).
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Figura 16 - Dosagem de Creatinina.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. Diferenca estatistica entre os grupos SD
(placebo) e SD (50mg/kg). SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg
(n=10). Teste two way anova com pos-teste de Tukey, p=0,0482.
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Figura 17 - Dosagem de Uréia.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);

SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com poés-teste de Tukey, p=0,9071.

Dosagem de glicose

A glicose, um nutriente de facil metabolizacdo pelo organismo como principal
fonte energética no metabolismo celular. A mensuracdo dos niveis de glicose no
sangue pode sinalizar o estado funcional do pancreas na liberagdo de insulina na
corrente sanguinea. A dosagem de glicose obtida das amostras coletadas quando
analisados estatisticamente estes valores, ndo demonstraram significancia, tendo
suas médias e desvio padrédo demonstrados a seguir: SD (veiculo) 336,8mg/dL
(£16,41); HS (veiculo) 387mg/dL (+21,84); SD (DC) 403mg/dL (+20,17); HS (DC)
371,2mg/dL (+19,25). A andlise estatistica obteve um p=0,1725 para este parametro
(Figura 18).
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Os valores encontrados em outros trabalhos, como de ORLANDINI (2012),
onde relata-se o valor de 216mg/dL (+41), LIMA, Claudio (2014) em que se encontra
o valor de 138,72mg/dL (+30,17) e ROBERTO (2018) ao qual descreve o valor de
245,13mg/dL (£31,0) indicam que os niveis detectados nos diferentes grupos
encontram-se mais elevados que o esperado para esses animais. Deve-se levar em
consideracao que estes autores submeteram os animais a um jejum de 12 horas sem
ingestdo de ragcdo para realizacdo da coleta de sangue e analise. Em nosso
experimento, nao foi realizado o mesmo procedimento, o que explica em parte a

diferenga entre os valores obtidos quando comparado aos valores obtidos pelos
autores citados.

Os autores LOPES (2021) e SANTOS, Monique (2019) discorrem sobre a
flexibilizagdo do jejum para exames laboratoriais, principalmente para o perfil lipidico,
onde eles alegam que o estado de jejum ndo demonstra o estado fisiolégico do
individuo na realidade, pois o0 mesmo nao exibe o perfil de realizar jejum
periodicamente e em suas pesquisas eles ndo evidenciaram variacdes estatisticas
pertinentes para as quantificagcdes dos exames laboratoriais. O fato de optarmos pela
nao realizacdo do jejum prévio em nosso trabalho se deu em fungcédo da escolha de
um estado mais proximo ao da realidade para os individuos nessas condigbes de

saude, ou seja, individuos portadores de co-morbidades e com outras desordens

metabdlicas.
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Figura 18 - Dosagem de Glicose.
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SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);
SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com pés-teste de Tukey, p=0,1725.

Perfil lipidico
O perfil lipidico, conjuntos de exames para determinar niveis de LDL colesterol,
HDL colesterol, triglicerideos e colesterol total no sangue, quando alterados,

apresentam risco para desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

Os valores detectados em todos os grupos experimentais ndo evidenciaram
diferenga estatistica significativa (Figuras 19, 20 e 21). Os valores das médias e seus
respectivos desvios padrdo encontram-se representados na tabela abaixo (tabela 8),
expressos em mg/dL. Para o parametro LDL colesterol os valores nado foram
mensurados niveis expressivos passiveis de detecgado pelo método empregado
(Tabela 8).

Tabela 8 - Perfil Lipidico

Grupos Colesterol HDL LDL Triglicerideos
total colesterol colesterol

,SD 55 +1,85 41,8 £2,04 > 122,8 £11,72
(veiculo)

I:IS 57,6 £2,08 40,9 £2,64 > 125,2 £ 18,51
(veiculo)
SD(DC) = 527+2 40 + 1,59 ** 110,7 + 11,13
HS (DC) 51,6 £ 1,28 38 £1,70 ** 110,5 + 13,02

Valores de médias expressos em mg/dL com seus respectivos desvios padrées. **LDL colesterol, n&o foi possivel
mensuracao. As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05. SD — placebo
(n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10).
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Figura 19 - Dosagem de Colesterol Total.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);

SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com pos-teste de Tukey, p=0,3191.
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Figura 20 - Dosagem de HDL Colesterol.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);
SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com poés-teste de Tukey, p=0,7892.
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Figura 21 - Dosagem de Triglicerideos.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10);
SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste two way anova com pos-teste de Tukey, p=0,9260.

ROBERTO (2018) e LIMA, Francisco (2018) realizaram testes para determinar
o perfil lipidico de ratos wistar submetendo-os a um jejum de 12 horas antes da coleta
de sangue para as analises. Os valores encontrados pelos autores encontram-se

expressos em md/dL na tabela abaixo (Tabela 9):

Tabela 9 - Perfil Lipidico (segundo os autores)

Colesterol HDL LDL C e .
Autores Triglicerideos
total colesterol colesterol

ROBERTO ;) 59,2015 17,50« 14,04 = 64,49 « 2730
(2018)
LIMA,

Francisco 62,95+ 14,23 23,1+4,12 1325,1 £ 144 60,35 + 11,86
(2018)

Valores de médias expressos em mg/dLcom seus respectivos desvios padroes. **LDL colesterol, valor n&o relatado

no trabalho do autor.

LIMA, Francisco (2018) relatam o valor para LDL em seu trabalho, enfatizam
que nao foram encontrados valores para este parametro na literatura. Nossos
resultados indicam ao manter a dieta normalmente e nao proporcionar um jejum de
12 horas para a coleta das amostras pode ter influenciado os valores das dosagens

para o perfil lipidico.
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Dosagem de Sddio (Na*) e Potassio (K*)

A reabsorgao de sodio pelos tubulos renais € um dos principais fatores que
aumentam o consumo de oxigénio renal e a hipdxia das células epiteliais tubulares
dos rins concomitante ao aumento de transporte de fluidos nos tubulos exerce um
papel importante no desenvolvimento de danos nas estruturas celulares dos tubulos
renais. A sobrecarga primaria de sodio que chega aos tubulos renais pode ser capaz
de desencadear eventos que aumentam a demanda de oxigénio e induz a produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), iniciando uma reagéo inflamatéria (ROSON,
2006).

Os valores das médias e desvios padrdes encontrados nas dosagens
realizadas estdo apresentados na tabela abaixo, com valor de p=0,6171 para sédio e
p=0,2914 para potassio (Tabela 10) e nao foi evidenciado diferengas estatisticas nos

valores encontrados:

Tabela 10 - Dosagem de sédio e potassio - Soro (mmol/L)

Grupos Na* - Soro K* - Soro
SD (veiculo) 147,4 £ 0,68 6,80 + 0,36
HS (veiculo) 147,4 + 1,13 6,94 + 0,21

SD (DC) 146,6 £ 1,55 7,79 £0,61

HS (DC) 145,3 + 1,50 7,04 £ 0,32

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sddio e tratamento com extrato de DC. Valores de médias expressos em mmol/L com
seus respectivos desvios padroes. SD — placebo (n=7); HS — placebo (n=7); SD — DC50mg/kg (n=7); HS — DC
50mg/kg (n=7); p=0,6171 (sddio) e p=0,2914 (potassio).

Autores como MELO (2013) e LIMA, Claudio (2014) realizaram analises de
sodio e potassio em soro e encontraram valores que se assemelham aos valores

encontrados no presente trabalho como demonstrado em tabela seguinte (Tabela 11).

Tabela 11 - Dosagem de sédio e potassio - Soro (segundo autores - mmol/L)

Autores | Na* - Soro | K* - Soro

MELO (2013) 138,7 £ 3,06 47 + 0,53
LIMA, Claudio

(2014) 134,03 £4,67 5,41 £1,15

Valores de médias expressos em mmol/L com seus respectivos desvios padrdes. **valores ndo analisados pelos

autores.
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Dosagem de N-Acetil-B-D-Glicosaminidase (NAG) e Mieloperoxidase (MPQO)

A quantificagcdo da atividade das enzimas inflamatérias NAG e MPO foi

realizada no pellet obtido do homogeneizado centrifugado da esponja extraida dos
animais, e correlaciona-se a atividade para o recrutamento de células inflamatdrias no

ambiente da esponja durante o processo inflamatorio.

Em seu trabalho, utilizando extrato aquoso de propolis verde, MOURA (2011)
relata que ao avaliar a atividade de NAG do grupo tratado comparado ao grupo
controle houve uma diminuicdo de ~50% desta atividade. Em contrapartida a atividade
de MPO néo foi afetada pelo tratamento com prépolis em seu estudo. No presente
estudo nao foram observadas diferengcas estatisticas em ambas as analises de
atividade enzimatica (NAG, p=0,0895) e (MPO, p=0,7874), podendo estar relacionada
com a concentragdo do extrato utilizada na nanoemulsdo, quantidade de dosas
administradas aos animais ou tempo de tratamento. Representado nos graficos abaixo
(Figuras 24 e 25).

Estatisticamente ndo houve alteragdes significativas, para atividade de NAG
(p=0,0895) e MPO (p=0,7874) nas analises do conteudo das esponjas, como é

representado nos graficos abaixo (Figuras 24 e 25).
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Figura 22 - Dosagem de Atividade de NAG.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sddio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:

grupo dieta com alto teor de sodio e tratamento com extrato de DC. No eixo y estdo expressos os valores
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encontrados em densidade optica (OD)/mg peso umido da esponja, no eixo x estdo demonstrados os grupos de
tratamento (veiculo e nanoformulacéo) e dieta (SD e HS). As diferengas foram consideradas significativas quando
0 p<0,05. SD - placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste
two way anova com pos-teste de Tukey, p=0,0895.
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Figura 23 - Dosagem de Atividade de MPO.

SD (placebo): grupo dieta controle com tratamento placebo; HS (placebo): grupo dieta de alto teor de sédio com
tratamento placebo; SD DC 50mg/kg: grupo dieta controle com tratamento com extrato de DC; HS DC 50mg/kg:
grupo dieta com alto teor de sédio e tratamento com extrato de DC. No eixo y estdo expressos os valores
encontrados em densidade optica (OD)/mg peso umido da esponja, no eixo x estdo demonstrados os grupos de
tratamento (veiculo e nanoformulacéo) e dieta (SD e HS). As diferengas foram consideradas significativas quando
0 p<0,05. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10). Teste
two way anova com poés-teste de Tukey, p=0,7874.

Achados histologicos hepaticos, renais e nas esponjas

O figado é responsavel pela concentragdo e metabolizagdo da maioria das
drogas e toxinas. E exatamente por esse motivo que algumas substancias podem
gerar hepatotoxicidade. Além dos hepatdcitos, ductos e canaliculos biliares, o
endotélio vascular e as células estreladas podem ser afetados. A hepatotoxicidade
relacionada as drogas € um evento comum. Esta presente em mais de 10% das
reagdes adversas aos medicamentos. A lesdo hepatica induzida por drogas é
responsavel por 30% dos casos de hepatite aguda e por mais de 50% dos de ictericias
agudas. A classificacdo da lesdo hepatica relacionada as drogas é estabelecida de
acordo com a apresentacao clinica, os achados laboratoriais e histoldégicos e também

pelo mecanismo de toxicidade. De forma similar, o aparelho renal, sendo o
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responsavel pelo processo de filtragao e eliminacdo dos residuos farmacoldgicos,
também ¢é afetado pelos processos citotoxicos podendo o 6rgao desenvolver desde
uma glomérulonefrite téxica a uma insuficiéncia renal crdnica, principalmente em se
tratando de drogas cuja estratégia terapéutica aplicada a longo prazo.

Com o objetivo de se avaliar o impacto das formulagdes nos rins e figado,
ambos os tecidos foram coletados em todos os animais (grupo controle e grupo
tratado) e submetidos a processamento histolégico. Os tecidos foram submetidos a
coloragédo de rotina (Hematoxilina e Eosina) e foram analisados de acordo com o
padrao histopatologico exibido.

A morfologia do figado dos animais de ambos os grupos demonstrou que nao
houve qualquer alteragao estrutural na organizagao dos hepatdcitos, ductos, vasos ou
artérias ou células estreladas. Os hepatdcitos apresentavam citoplasma homogéneo,
de formato poliédrico sem alteragbes degenerativas. O nucleo em sua maioria exibia
nucléolo evidente sem sinais de formacgodes picnoéticas. Nao foi observado em nenhum
dos animais de ambos 0s grupos, sinais de necrose ou alteragdes conjuntivas da
matriz extracelular. Em nenhum animal, foi observada a presenga de hemorragia ou
infiltrado inflamatério (Figura 26).

Em relagdo ao tecido renal, ndo foram observadas alteracées na morfologia
glomerular ou glomerulonefrite evidente, bem como a presenga de degeneragao e/ou
cilindros hialinos intratubulares indicativos de nefrotoxicidade em nenhum dos grupos
avaliados (Figura 27).

A matriz esponjosa foi bem tolerada por todos os animais. Nenhum sinal de
infeccao ou rejeigao do implante foi observado no compartimento da esponja durante
os 14 dias do experimento. Os implantes de ambos os grupos (controle e tratado)
evidenciaram o crescimento de um estroma fibrovascular, com grande producdo de
fibras colagenas espessas, dispostas de forma aleatdria em torno das trabéculas
esponjosas (fig 28 A, C e D) na tentativa de isolar as areas remanescentes de matriz
esponjosa. O perfil inflamatério foi constituido predominantemente por células
mononucleares (macrofagos e linfocitos) além da expressiva quantidade de
fibroblastos (fig 28 B). A matriz apresentava-se vascularizada com vasos de diferentes
calibres distribuidos na porcao periférica dos implantes e em torno das areas isoladas

pelos aglomerados celulares (fig 28 B, C e D).
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De forma interessante, os grupos que receberam a nanoformulagdo contendo
a DC evidenciou um estroma mais robusto, com maior densidade de células,

especialmente macrofagos, e maior deposigéo de fibras colagenas Fig 28 C e D.
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Cortes Histolégicos de Figado
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Figura 24 - Histologia Representativa do Figado dos Animais.

Analise histolégica do figado (aumento 6ptico 10x e 40x), coloragéo HE. Figuras A e B representam grupo controle
SD (placebo); Figura C e D representam grupo HS (placebo). Figura E e F representam grupo SD (DC 50mg/kg -
tratados) e figura G e H representam grupo HS (DC-50mg/kg - tratados). Legenda: VC — vaso sanguineo central,
CH — cordao de hepatécitos. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC
50mg/kg (n=10).
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Figura 25 - Histologia Representativa dos Rins dos Animais.
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CORTES HISTOLOGICOS DE IMPLANTES DE ESPONJA
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Figura 26 - Histologia Representativa dos implantes de esponjas

Analise histologica dos implantes de esponja (aumento 6ptico 10x) Insert = zoom 40x, coloragédo HE. Figuras A e
B representam grupo placebo (figura A — grupo SD, figura B — grupo HS); Figura C e D representam grupo tratados
(figura C — grupo SD, figura D — grupo HS. Legenda: T— trabécula de esponja, m — macréfago, VS — vaso
sanguineo. SD — placebo (n=10); HS — placebo (n=10); SD — DC50mg/kg (n=10); HS — DC 50mg/kg (n=10).
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7-

Conclusoes

1- A determinacdo de compostos presentes no extrato de Baccharis

2-

dracunculifolia mostrou-se equivalente quando comparados aos dados de
referéncia na literatura para esse extrato.

O protocolo de dieta e do tratamento com as nanoformulagdes néo alteraram o
comportamento alimentar dos animais, tampouco influenciaram no ganho ou
perda de peso.

Os parametros metabdlicos e provas de funcao renal e hepatica avaliados nos
animais pos-tratamento com as nanoformulacbes nédo sofreram alteragdes
expressivas, mostrando que a nanoformulagcdo na dosagem utilizada n&o
exerceu efeito citotéxico nos animais.

A analise histolégica ndo evidenciou danos teciduais aos 6rgaos avaliados,
mostrando que a dosagem utilizada para o tratamento ndo desempenhou
toxicidade aos tecidos.

A avaliacao histologica dos implantes de esponja foi capaz de induzir uma
resposta inflamatéria no interior das trabéculas esponjosas com consideravel
migracao de células mononucleares e deposicdo de um estroma fibrovascular
denso.
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9-Consideracoes finais

Os resultados desse trabalho foram obtidos a partir de uma unica dosagem,
que foi realizada no tempo de 14 dias, considerando o tempo maximo dos implantes
de esponja. E importante considerar que a cinética inflamatdria envolve eventos
vasculares, celulares e proliferativos que ndo foram analisados temporalmente neste
trabalho. Um estudo mais detalhado e que monitore tais parametros ao longo da
manifestacdo dos eventos inflamatérios, podera revelar mudangas expressivas na

dindmica dos marcadores metabdlicos em animais com alta ingestdo de sodio.

A realizacado de outros estudos com diferentes dosagens da nanoformulagao
no modelo de implante de esponja em ratos Wistar sem a dieta contendo alto teor de
sodio, poderia melhor elucidar os efeitos sobre esse processo, o que facilitaria a

compreensao dos efeitos no modelo associado.

Cabe ainda ressaltar que o modelo de estudo proposto (associagdo da alta
ingestao de sodio e inflamacgéo cronica) é inédito, e revela um cenario compativel com
a realidade vivida pela populacéo brasileira. Novos estudos deverao ser realizados a
fim de melhor elucidar a interagdes e fatores (como género e idade) poderiam ser ou

nao determinantes para o agravamento dessa condi¢ao.
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