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RESUMO

A alta ingestdo de sodio (Na*) pode estar ligada ao desenvolvimento e manutencdo da
hipertensdo arterial, que é conhecida como hipertensdo sodio-dependente. Os pacientes
hipertensos podem fazer uso de medicamentos disponiveis para controle da presséo arterial.
Entretanto, existem pacientes que sdo resistentes ou até mesmo refratarios aos tratamentos
disponiveis no mercado. A Propolis verde é um produto natural com reconhecida ac¢do anti-
hipertensiva cuja fonte botanica é constituida, principalmente, de Baccharis dracunculifolia
(alecrim do campo). Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a acdo anti-hipertensiva
associada a uma formulacdo nano-estruturada contendo extrato etanolico de Baccharis
dracunculifolia (DC) em ratos Wistar com hipertensdo sodio-dependente. Para tanto, o extrato
etanolico de DC foi preparado a partir de folhas de DC por maceracdo sucessiva. Apds o
processo de maceracgéo, o etanol foi removido em rotaevaporador e o extrato foi seco em estufa
a £40° C, obtendo-se assim o extrato etanélico de DC (EtOH-DC). Este extrato foi utilizado
para preparo da formulacdo nano-estruturada (nDC) e analises para caracterizacao fitoquimica.
Os testes bioldgicos foram conduzidos em ratos Wistar adultos, utilizando um modelo de
hipertensdo sddio-dependente em que a agua de beber é substituida por salina hiperténica (2%
NaCl) durante o periodo de 8 dias. O tratamento com nDC 12, 25 e 50 mg/kg foi realizado a
partir do 4° dia sob salina hiperténica ou agua. Ao final, os animais foram instrumentados para
medida direta da pressdo arterial. Os resultados mostraram que o modelo teve um aumento da
pressao arterial média (PAM) de 13+3 mmHg em relagdo ao seu controle. A administracéo de
nDC 25 mg/kg reduziu a PAM do modelo (19+2 mmHg) sem alterar a PAM de ratos controle.
Os resultados mostram que a administracdo de nDC foi eficaz em reverter o aumento de pressao

ocasionado pela alta ingestdo de sédio sem demonstrar efeito hipotensor.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia; sédio; hipertensdo; formulacdo nano-estruturada e

fitoterapicos.
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) estd relacionada com aumento de doencas
cardiovasculares. O desenvolvimento da HA pode estar ligado a fatores genéticos, ambientais
e de estilo de vida (ARMSTRONG; JOHNSON, 2018). O aumento da ingestéo de sal € um dos
principais fatores de risco que predispdem ao desenvolvimento da HA, sendo comumente
conhecida como hipertensdo sodio-dependente (OSBORN, 1991; OSBORN; PROVO;
MONTANA; TROSTEL, 1993). Contudo, os mecanismos que estdo envolvidos com a alta
ingestdo de sal e o aumento da pressdo arterial (PA) ainda nédo estdo elucidados (DE
WARDENER; HE; MACGREGOR, 2004). Varios estudos correlacionam o desenvolvimento
da hipertensdo sodio-dependente com disfuncBes no controle neuroenddcrino, em especial o
controle da atividade simpatica eferente (ADAMS; MADDEN; SVED; STOCKER, 2007,
ADAMS; MCCARTHY; STOCKER, 2008). A atividade simpatica eferente modula a PA por
meio da resisténcia vascular periférica (RVP), débito cardiaco e volume circulante (BIE;
EVANS, 2017). Além do controle neuroenddcrino, outros mecanismos também estdo ligados
ao desenvolvimento da HA, tais como alteragdes na fungdo barorreflexa (GOLDSTEIN;
BENTHO; PARK; SHARABI, 2011; GRONDA; SERAVALLE; BRAMBILLA,
COSTANTINO et al., 2014), acéo central e periférica da angiotensina Il (Ang 1) em receptores
para angiotensina do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2) (BIANCARDI; SON; AHMADI; FILOSA
et al., 2014; NICKENIG; STREHLOW,; ROELING; ZOLK et al., 1998). Além da Ang I, a
arginina vasopressina (AVP) também pode estar ligada com o aumento de PA principalmente
em casos de alta ingestdo de sdédio (ANTUNES; YAO; PICKERING; MURPHY et al., 2006).
Ademais, alteracbes osmdticas transitorias também sdo frequentemente associadas a alta
ingestdo de sédio e desencadeiam respostas contra regulatérias importantes que impactam o
sistema cardiovascular (STOCKER; MADDEN; SVED, 2010; TONEY; STOCKER, 2010).

Atualmente, ha vérias classes de medicamentos disponiveis no mercado para tratamento
da HA, como, por exemplo os inibidores da enzima conversora de angiotensina | (ECA-1),
antagonistas de receptores AT, blogueadores de canais de calcio, diuréticos e betabloqueadores
(BOUHANICK; VAISSE; SCHAVGOULIDZE; GANDIA, 2019). Contudo, existem pacientes
gue possuem um quadro de resisténcia ao tratamento da HA com os medicamentos que se
encontram disponiveis no mercado. Um estudo observacional publicado no ano de 2019
demonstrou que 1 em 8 pacientes diagnosticados com HA € resistente aos tratamentos (MAW;
THOMPSON; HO; KENNEDY et al., 2020). Avaliando o contexto de pacientes que possuem

resisténcia ao tratamento convencional da hipertensdo, os medicamentos fitoterapicos tém
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atraido grande atencao cientifica, devido a sua alta popularidade e claro seus efeitos terapéuticos
(HADI; POURMASOUMI; GHAEDI; SAHEBKAR, 2019). O uso de produtos fitoterapicos,
que sdo compostos de plantas medicinais, € muito discutido envolvendo razdes econdmicas e
culturais (VAHEKENI; NETO; KAYIMBO; MASER et al., 2019). Dentro da classe das plantas
medicinais com potencial efeito anti-hipertensivo temos o Baccharis dracunculifolia (DC) que
pertence a familia Asteraceae, que estdo distribuidas em mais de 500 espécies entre as areas
tropicais da América do Sul, onde também é conhecido como alecrim-do-campo ou vassourinha
(DE MIRANDA; LANNA; NASCIMENTO; DE PAULA et al., 2019). Mesmo que estudos
envolvendo o DC seja escasso na literatura, alguns autores ja relataram efeitos anti-
hipertensivos ligados ao uso de extrato etandlico da prépolis verde (MARUYAMA;
SUMITOU; SAKAMOTO; ARAKI et al., 2009). O potencial terapéutico atribuido a prépolis
verde esta intimamente ligado a presenca de compostos fendlicos e flavonoides
(GUIMARAES; MELLO; PAIVA; BUENO et al., 2012). Compostos estes que também estéo
presentes nas folhas de DC (CHANG; PILO-VELOSO; MORAIS; NASCIMENTO, 2008;
MAROSTICA JUNIOR; DAUGSCH; MORAES; QUEIROGA et al., 2008).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hipertensao arterial

A HA é uma doenca caracterizada pelo aumento da PA que atualmente é definida com
base nos valores igual ou superior a 140/90 mmHg (UNGER; BORGHI; CHARCHAR; KHAN
et al., 2020). A HA é um grave problema de satde publica, produzindo aumento no indice de
doencas cardiovasculares, renais e cerebrais (CROWLEY; GURLEY; HERRERA; RUIZ et al.,
2006; GONS; DE LAAT; VAN NORDEN; VAN OUDHEUSDEN et al., 2010; SCHIFFRIN,
2001). Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), indicam que cerca de 1,13 bilhdo de
pessoas no mundo possuem HA provocando cerca de 7,5 milhdes de mortes por ano (WHO,
2020). Diversos autores correlacionam fatores ambientais, genéticos e de estilo vida que podem
predispor o desenvolvimento da HA (CIPULLO; MARTIN; CIORLIA; GODOQY et al., 2010;
WEIDMANN, 1980). Estudos experimentais relatam que populagdes que sdo submetidas a um
estresse didrio possuem maior predisposicdo para aumento da PA (DAHL; KNUDSEN;
HEINE; LEITL, 1968; KULKARNI; O'FARRELL; ERASI; KOCHAR, 1998). Assim como,
individuos negros que possuem maior incidéncia de quadros de HA comparados com a
populacdo de cor branca (ZHU; LU; WANG; SNIEDER et al.,, 2006). Além dessas
circunstancias descritas acima, muitos estudos vém relacionando o alto consumo de sédio

produzindo aumento sustentado da PA, levando a um quadro de hipertensédo sodio-dependente
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(AVERINA; OTHMER; FINK; OSBORN, 2015; HA, 2014; OSBORN; PROVO;
MONTANA,; TROSTEL, 1993).

2.2 Hipertensao sodio-dependente e modelos experimentais

O sal é um importante eletrolito para manutencdo da homeostase e além disso € utilizado
em todo o mundo com diversas finalidades (HA, 2014). H& milhdes de anos estimava-se que 0
consumo diario de sal fosse de aproximadamente 1g por dia. Entretanto, o consumo de sal teve
um aumento abrupto com o consumo de comidas processadas (HE; MACGREGOR, 2010;
2012). Hoje em dia a OMS preconiza que a ingestdo saudavel de sodio (Na*) seja no maximo
de 5 g por dia, porém, os dados demonstram que a ingestéo diaria seja trés vezes acima deste
valor, ou seja, atingindo médias de 12 a 15 g de sddio por dia (WHO, 2020). Weinberger em
1996 demostrou que cerca de 25% da populacdo normotensa é sensivel ao alto consumo de sal
e que 50-75% da populacdo hipertensa possui um aumento abrupto da PA quando submetidos
a alta ingestdo de sddio (WEINBERGER, 1996). O modelo matematico apresentado por
Averina e colaboradores (2015) indica que a hipertensdo sodio-dependente se caracteriza a
partir do momento em que a alta no consumo de sédio promova elevacdo da PA acima de 10
mmHg (AVERINA; OTHMER; FINK; OSBORN, 2015). A alta da PA associada com aumento
no consumo de sodio pode estar ligado a desordens em diversos sistemas, como renal
(DOUGLAS; GUYTON; LANGSTON; BISHOP, 1964; GUYTON, 1989), cardiovascular
(COOK; APPEL; WHELTON, 2014), endécrino (OSBORN; FINK; KUROKI, 2011) e sistema
nervoso central (SNC) (ADAMS; MADDEN; SVED; STOCKER, 2007; GOMES; SA;
AGUIAR; PAES etal., 2017; STOCKER; MADDEN; SVED, 2010). Em tese todos os sistemas
gue modulacdo direta ou indiretamente o debito cardiaco e RVP sofrem alguma desordem

fisiolégica que pode promover aumento da PA.

Diversos modelos experimentais foram padronizados para realizar estudos e elucidar os
mecanismos por traz da génese e manutencao da hipertensao sodio-dependente. Estes modelos
utilizam valores acima do que é preconizado para ingestdo de roedores que varia de 0,23 a
0,40% de Na" na racdo. Um estudo experimental realizado em 2012, demonstrou que
camundongos submetidos a dieta contendo 8% de Na* na racdo apresentaram aumento de PA,
guando comparado com 0s ratos que receberam a dieta normal contendo 0,30% de Na* (VAN
HUYSSE; AMIN; YANG; LEENEN, 2012). Além disso, modelos que utilizam 0,9% de Na*
na ragdo também ja demonstraram efeitos no aumento de PA de ratos Wistar, submetidos a alta
ingestdo de sodio a partir do desmane durante 12 semanas (GOMES; SA; AGUIAR; PAES et

al., 2017; SOUZA; BECKER; BATISTA; ASSIS BRAGA et al., 2020). No estudo realizado
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por Gomes e colaboradores, os pesquisadores demonstram que a dieta contendo 0,9% de Na*
na racdo promoveu aumento na concentracao de sédio no liquido cefalorraquidiano (LCR) em
conjunto com aumento da atividade simpatica e consequentemente aumento da PA (GOMES;
SA; AGUIAR; PAES et al., 2017). Outro modelo utilizado para estudo da hipertenséo sodio-
dependente ¢ a alta ingestdo de sddio na racdo acompanhado da administracdo de Ang Il ou de
acetato de desoxicorticosterona (DOCA) (BUDZIKOWSKI; LEENEN, 2001; IYER; CHAN;
BROWN, 2010). Estudos envolvendo a Ang Il indicam que seu efeito pressor pode estar ligado
com o0 aumento na expresséo de receptores AT tanto vascular quanto central, principalmente
nos orgaos circunventriculares (OCVs) e regides de controle do drive simpéatico (CROWLEY;
GURLEY; HERRERA; RUIZ et al., 2006; LI; MORRIS; DIZ; FERRARIO et al., 1996;
VIEIRA; COLOMBARI; DE LUCA; COLOMBARI et al., 2010). Ja o uso do DOCA
combinado com a alta ingestdo de sal estd comumente associado com o remodelamento das
caracteristicas cardiovasculares, aumentando o volume, induzindo hipertrofia, fibrose e
disfungdes endoteliais (BROWN; DUCE; MIRIC; SERNIA, 1999; SELYE; HALL; ROWLEY,
1943). Além de modelos que induzem hipertensdo sodio-dependente devido a ingestéo de sodio
na racdo, alguns estudos induzem aumento de PA em roedores com o uso de salinas
hipertdnicas, contendo altos teores de sédio. Em 1993 Pawloski-Dahm e colaboradores,
demonstram que a ingestdo de salina contendo 1% de cloreto de sddio (NaCl) produziu aumento
de pressdo arterial quando comparado com os animais que receberam agua (PAWLOSKI-
DAHM; GORDON, 1993). Ademais, Ribeiro e colaborares também demonstraram que a
ingestdo de salina hipertonica contendo 2% de NaCl produziu aumento de PA, concomitante
simpatoexcitacdo e aumento na atividade dos receptores para AVP do tipo 1a (V1a) (RIBEIRO;
PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et al., 2015). Estes estudos descritos acima
suportam a ideia de que alta ingestdo de Na* promova aumento da PA devido a disfuncdes

neuroenddcrinas e cardiovasculares.

2.3 Sistema nervoso central e hipertensao sddio-dependente

O envolvimento de fatores neurogénicos relacionados com o desenvolvimento da HA
vem atraido bastante aten¢do no meio cientifico desde o século passado (DOYLE; SMIRK,
1955; STOCKER; KINSMAN; SVED, 2017). Ha varios relatos que corroboram essa ideia,
principalmente envolvendo o drive simpatico com o aumento da PA (ADAMS; BARDGETT,;
STOCKER, 2009; YOSHIMOTO; ONISHI; MINEYAMA; IKEGAME et al., 2019) ou a acao
da liberacdo de hormdnios por ativacdo de mecanismos neurais que podem levar ao aumento
da PA, devido a alta ingestdo de Na* (ANTUNES; YAO; PICKERING; MURPHY et al., 2006;
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GASPARINI; MELO; NASCIMENTO; ANDRADE-FRANZE etal., 2019). O aumento de Na*
nos fluidos extracelulares pode promover alteragdes na osmolaridade ou apenas aumento na
concentracdo de Na* (BOURQUE, 2008; GOMES; SA; AGUIAR; PAES et al., 2017).
Alteragdes na concentracdo de Na* podem ser detectados por neurdnios e células glias
especializadas localizados na lamina terminal, presentes nos 6rgéos circunventriculares (CVOs)
(BOURQUE AND; OLIET, 1997; NODA, 2005). Os CVOs sdo comumente conhecidos como
orgdo subfornical (SFO) e 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) (BOURQUE, 2008;
NODA,; SAKUTA, 2013). Como ja descrito na literatura essas estruturas possuem uma barreira
hematoencefalica frouxa e estdo localizados proximo ao terceiro ventriculo, trabalhando como
sensores de intercomunicacao entre a circulacdo o LCR e 0 SNC (BOURQUE AND; OLIET,
1997; BOURQUE, 2008). Além do efeito sensorial existem evidéncias demonstrando que
neurdnios localizados nesses sitios centrais sdo ativados em situacdes de hipernatremia,
hiponatremia ou mudancgas na osmolaridade (ADAMS; BARDGETT; STOCKER, 2009). Os
neurbnios presentes na lamina terminal se projetam principalmente para o nucleo
paraventricular hipotalamico (PVN). os neurdnios do PVN modulam a atividade do sistema
nervoso simpatico por meio de mono e poli sinapses para regides do bulbo rostro ventrolateral
(RVLM) e bulbo intermediolateral- IML (GUYENET, 2006; TONEY; CHEN; CATO;
STOCKER, 2003). A ativacdo de neurdnios do PVN é alterada envolvendo uma série de fatores
sensoriais incluindo oscilacbes na osmolaridade plasméatica ou na concentracdo de Na*
(NOMURA; HIYAMA; SAKUTA; MATSUDA et al., 2018), visto que o blogueio local de
glutamato ou de receptores AT: reduzem a atividade do sistema nervoso simpético durante o
periodo de hiperosmolaridade aguda (ANTUNES; YAO; PICKERING; MURPHY et al., 2006;
CHEN; TONEY, 2001). A ativacdo de vias simpatoexcitatorias devido a estimulos
hiper6smoticos para aumento da PA pode estar ligado a acdo hormonal, principalmente da AVP
ou de neurotransmissores excitatorios como o glutamato (ADAMS; MADDEN; SVED;
STOCKER, 2007; RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et al., 2015).
Estudos demonstraram que o bloqueio espinhal de receptores V1. inibe a atividade simpatica
lombar durante um estimulo hiperésmotico (ANTUNES; YAO; PICKERING; MURPHY et
al., 2006), assim como a ablacdo do RVLM inibe as repostas simpaticas a estimulos
hiperésmoticos (STOCKER; OSBORN; CARMICHAEL, 2008). Além de estudos
experimentais, ensaios clinicos que avaliaram a ingestdo de dietas com alto teor de Na*
demonstraram aumento de Na® plasmatico, concomitante aumento da PA (SCHMIDLIN;
FORMAN; SEBASTIAN; MORRIS, 2007). Outros estudos clinicos demonstraram que



cirurgias de simpatectomia produzem reducédo da PA, porém o procedimento é muito agressivo
e os efeitos adversos podem ser fatais aos individuos (PARKES, 1958). Esses estudos
demonstram que dietas com alto teor de so6dio podem promover aumento da PA, produzindo
desordens nos centros de controle da atividade simpética, produzindo maior atividade de

neurbnios simpatoexcitatorios levando a estimulos de controle da PA.

2.4 Tratamentos para hipertensao

Em relacdo ao tratamento da HA, ha, atualmente varias classes de medicamentos
disponiveis no mercado, como por exemplo os inibidores da ECA-1, antagonistas de receptores
ATi, bloqueadores de canais de calcio, diuréticos ou até mesmo betabloqueadores
(BOUHANICK; VAISSE; SCHAVGOULIDZE; GANDIA, 2019). Contudo, existem pacientes
gue possuem um quadro de resisténcia ao tratamento da hipertensdo com os medicamentos que
se encontram disponiveis no mercado. Um estudo observacional publicado no ano de 2019
demonstrou que 1 em 8 pacientes diagnosticados com HA é resistente aos tratamentos (MAW;
THOMPSON; HO; KENNEDY et al., 2020). Avaliando o contexto de pacientes que possuem
resisténcia ao tratamento convencional da HA, os medicamentos fitoterapicos medicinais tém
atraido grande atencao cientifica, devido a sua alta popularidade e claro seus efeitos terapéuticos
(HADI; POURMASOUMI; GHAEDI; SAHEBKAR, 2019).

2.5 Fitoterapicos e seus efeitos na hipertensao

O uso de produtos fitoterapicos, que sdo compostos de plantas medicinais, € muito
discutido envolvendo razbes econbmicas e culturais (VAHEKENI; NETO; KAYIMBO;
MASER et al., 2019). Um estudo realizado em 2019 estima que cerca de 80% da populagio de
paises subdesenvolvidos facam uso de produtos naturais (KANJANAHATTAKI;
KWANKHAO; VATHESATOGKIT; THONGMUNG et al., 2019). Outro estudo realizado em
2008 demonstrou que na India existem cerca de 20.000 plantas medicinais catalogadas e cerca
de 37% destas plantas catalogadas sdo utilizadas para o tratamento de diversas doencas (SAMY;
PUSHPARAJ; GOPALAKRISHNAKONE, 2008). Dentre o uso de plantas medicinais varios
pesquisadores vém estudando e demonstrando que produtos de origem vegetal possuem efeitos
anti hipertensivos, mesmo que os mecanismos fisioldgicos que desencadeiam este efeito ndo
estejam completamente elucidados (RAWAT; SINGH; KUMAR, 2016). Um estudo clinico
realizado em 2016 demonstrou que pacientes hipertensos receberam extrato hidroalcéolico de
Achillea wilhelmsii durante o periodo de 6 meses e produziram uma redugéo na PA (ASGARY;
NADERI; SARRAFZADEGAN; MOHAMMADIFARD et al., 2000). Outro estudo utilizando

0 Apium graveolens demonstrou efeitos na reducdo da PA, devido sua atividade vaso relaxante
6



e atividade hipotensora (TASHAKORI-SABZEVAR; RAZAVI; IMENSHAHIDI;
DANESHMANDI et al., 2016). Em 2017 Elias e colaboradores utilizaram extrato etanolico de
folha de goiabeira (Psidium guajava) em Guinea pigs em diversas doses (12, 26, 42, 60 e 80
mg/kg). O resultado do estudo demonstrou que a reducdo da PA era dependente da dose, ou
seja, de acordo com que a dose aumentava, reduzia ainda mais a presséo arterial dos animais
(ELIAS, 2017). Ademais, estudos utilizando a propolis verde j& demonstraram efeitos anti-
hipertensivos (KUBOTA; UMEGAKI; KOBAYASHI; TANAKA et al., 2004; MISHIMA,
YOSHIDA; AKINO; SAKAMOTO, 2005). A propolis verde é um produto derivado da resina
presente nas folhas DC que € coletada por abelhas, principalmente a abelha europeia (Apis
mellifera) (SILVA-CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA-AGUIAR, 2015). As plantas
medicinais e fitoterapicos com efeitos anti-hipertensivos estdo demonstrados na tabela 1.
Possiveis mecanismos por traz dos efeitos anti-hipertensivos da Apium graveolens e Achillea

wilhelmsii (figura 1).

Figura 1: Possiveis mecanismos de acdo do Apium graveolens e Achillea wilhelmsii na reducdo da presséo arterial
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Fonte: Figura Adaptada de (RAWAT; SINGH; KUMAR, 2016)

2.6 Compostos de origem vegetal e formulagdes nano-estruturadas (nanoemulssao)
Compostos bioativos de origem vegetal possuem fatores que limitam sua
biodisponibilidade, principalmente durante sua passagem pelo trato gastrointestinal (TGI) e

podem ser classificados de acordo com seu esquema de biodisponibilidade nutracéutica
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(NuBACS) (MCCLEMENTS; LI; XIAO, 2015). A biodisponibilidade é muitas vezes
influenciada de acordo com a liberagdo do componente bioativo, pela solubilidade nos fluidos
gastrointestinais ou sua insolubilidade. Outros parametros também alteram a biodisponibilidade
do composto bioativo, como a camada mucosa, juncdes intestinais, membranas biliares, células
epiteliais, inibicdo de transportadores e o fluxo dos transportadores (MCCLEMENTS; LI,
XIAO, 2015). Entretanto, os mecanismos de a¢do de formulagdes nano-estruturadas tendem a
quebrar as barreiras naturais que causam reducéo na biodisponibilidade de compostos bioativos,
principalmente ligados a produtos de origem vegetal (CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019;
KARAMI; SAGHATCHI ZANJANI; HAMIDI, 2019; PANDEY; CHOUDHURY; YEUN;
YIN et al., 2018).

As formulacBes nano-emulsionadas sdo compostas por uma fase oleosa, uma fase
aquosa, um agente surfactante e o composto ativo, produzindo particulas com tamanho variavel
de 20 a 600 nm (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015). Atualmente existem dois métodos
distintos para a preparacdo de formulacbes nano-emulsionadas, sendo um deles de
emulsificacdo por alta energia e o outro por baixa energia (JAISWAL; DUDHE; SHARMA,
2015). A emulsificagdo por alta-energia inclui métodos de ultrassom, microfluidizacéo,
membrana emulsificante e alta presséo de emulsificagdo (TABIBI, 1990; VERMA; KUMAR;
KUMAR; JAIN, 2018). Ja a baixa energia inclui métodos de invers@es de fase, emulsificacdo
espontanea e inversdo do ponto de emulsificacdo (SHAKEEL; BABOOTA; AHUJA; ALI et
al., 2008). Entretanto, é possivel realizar uma formulacdo nano-emulsionada combinando os
dois métodos, formando uma nanoemulssdo reversa com um sistema de alta viscosidade
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015). Alguns parametros determinam a estabilidade da
nano-formulacao, tal como a presenca de uma fase Unica, auséncia de creme, aparéncia limpida,
cor, consisténcia, auséncia de deterioracdo por microrganismos e consisténcia (JAISWAL,;
DUDHE; SHARMA, 2015). Ademais, algumas vantagens sdo associadas ao uso das
nanoemulssdes, tais como: melhora na disponibilidade do composto ativo; baixa toxicidade;
aumento da absor¢do no TGl e a possibilidade de ser formulada em diversas formas
farmacéuticas, como espumas, liquidos, sprays e cremes (BOUCHEMAL; BRIANCON;
PERRIER; FESSI, 2004; KIM; CHO; GAO, 2001; WAGNER; GERARD; KAISER, 1966).
Em 2019 um estudo demonstrou que uma nano emulsdo contendo oleo essencial de DC
produziu efeito larvicida em larvas de Cochliomyia hominivorax. No estudo os pesquisadores
utilizaram diversas concentrag¢des da droga (5, 7,5, 10, 13,5, e 15% p/v) e identificaram que o

efeito larvicida era dose dependente, ou seja, de acordo com 0 aumento na concentracao do 6leo
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essencial de DC aumentava o efeito larvicida que variou de 7, 36, 51, 81, e 92% respectivo a
cada concentragdo da droga (JAQUELINE; SHIRLEY; GIULIANO PEREIRA DE; MARIA
BEATRIZ et al., 2019).

2.7 Baccharis dracunculifolia

O DC pertence a familia Asteraceae, que estdo distribuidas em mais de 500 espécies
entre as areas tropicais da América do Sul, onde também é conhecido como alecrim-do-campo
ou vassourinha (SALATINO; TEIXEIRA; NEGRI; MESSAGE, 2005). O DC é uma das
principais fontes botanicas utilizadas para producéo da propolis verde. Os efeitos benéficos da
prépolis verde, pode estar ligado a presenca de compostos fendlicos e seus derivados, uma vez
gue os mesmos ja foram testados isoladamente e com o préprio extrato bruto da prépolis verde
e demonstraram efeitos anti-hipertensivos (DUARTE; PEREZ VIZCAINO; UTRILLA;
JIMENEZ et al., 1993; KUBOTA; UMEGAKI; KOBAYASHI; TANAKA et al., 2004;
MISHIMA; YOSHIDA; AKINO; SAKAMOTO, 2005). Além dos efeitos benéficos ja descritos
na literatura, a propolis verde ainda possui um grande valor econémico no mercado, sendo alvo
de exportacdo para paises da Asia e Europa (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2006).

O contexto econdmico e cientifico que envolve a prépolis verde nos ultimos anos ocorre
devido a seus compostos com atividade bioldgica que, no caso, também estdo presentes nas
folhas de DC (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; PARK; PAREDES-GUZMAN; AGUIAR;
ALENCAR et al., 2004). Mesmo com a semelhanca entre os compostos presentes nas folhas
de DC com a propolis verde, estudos com foco nas folhas de DC para reducéo da PA ainda séo
escassos na literatura. Deixando aberto uma pergunta, sera que o extrato etandlico preparado a
partir das folhas de DC pode exercer efeito redutor na PA, principalmente no quadro de

hipertensdo sddio-dependente?



Tabela 1: Fitoterapicos com efeitos anti-hipertensivos

Nome Familia Estudo Modelo experimental Referéncia
Achillea o Pacientes com quadros de hipertensdo (ASGARY; NADERI; SARRAFZADEGAN;
_ N Asteraceae Clinico 5 _
wilhelmsii ja estabelecidos MOHAMMADIFARD et al., 2000)
_ Salina hiperténica (1% NacCl) acrescido
Apium _ _ L R (TASHAKORI-SABZEVAR,; RAZAVI,
Apiaceae Experimental de injecBes subcutaneas de acetato de
graveolens o IMENSHAHIDI; DANESHMANDI et al., 2016)
desoxicorticosterona (DOCA)
Psidium ) o ) )
) Myrtaceae Experimental Efeito hipotensor em Guinea pigs (ELIAS, 2017)
guajava
(KUBOTA,; UMEGAKI,; KOBAYASHI;
Propolis verde  Asteraceae Experimental SHR e Ang Il TANAKA et al., 2004; MISHIMA; YOSHIDA,;

AKINO; SAKAMOTO, 2005)

Tabela adaptada (RAWAT; SINGH; KUMAR, 2016).
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3. JUSTIFICATIVA

A hipertensao arterial € uma doenga prevalente no mundo, sendo muitas vezes ligada a
disfuncdes em diversos sistemas que podem ou ndo estar atuando de forma paralela para sua
génese ou manutencdo. Estudar mecanismos anti-hipertensivos de farmacos baseados em
produtos naturais € importante para se determinar possiveis efeitos colaterais e contraindicagdes
no caso da existéncia de comorbidades. Além disso, explorar o potencial terapéutico anti-
hipertensivo de produtos naturais € uma importante etapa na descoberta de novas estratégias
farmacoldgicas terapéuticas para tratamento da hipertensdo, em especial porque o nimero de
relatos de casos de pacientes hipertensos que séo resistentes a medicagdo convencional vem
crescendo nos ultimos anos. Desta forma, justifica-se a realizacdo deste trabalho visando obter

novas drogas com potencial efeito anti-hipertensivo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi de avaliar a acdo anti-hipertensiva de uma

formulacdo nano-estruturada contendo extrato de DC (nDC) em um modelo de hipertenséo

sodio-dependente.

4.2 Objetivos especificos e estratégias experimentais

1)

2)

3)

4)

5)

Caracterizacdo fitoquimica do extrato etanélico de DC (EtOH-DC)

Estratégias experimentais: Quantificar a concentracdo de compostos fendlicos e
flavonoides e realizar a identificacdo dos compostos volateis por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

Avaliar se a administracdo da nDC influéncia a atividade pressora neurogénica no modelo
experimental utilizado neste trabalho.

Estratégia experimental: Verificar se ocorre alteracdo no indice da atividade pressora
neurogénica dos animais submetidos ao tratamento agudo com nDC.

Avaliar se a administragdo da nDC de forma aguda influenciaria na acdo da AVP e Ang Il
circulante no modelo experimental utilizado neste trabalho.

Estratégia experimental: Verificar se ocorre mudancas na pressao artéria perante o bloqueio
de receptores Via € AT1em animais submetidos ao tratamento agudo com nDC.

Avaliar se o efeito anti-hipertensivo da nDC envolve modificagdes do volume circulante.
Estratégia experimental: Verificar se ocorre alteragdes no volume circulante dos animais
tratados com nDC por meio da técnica de azul de Evans.

Avaliar se o tratamento com nDC leva a altera¢cdes no balanco hidroeletrolitico dos animais
no modelo experimental utilizado neste trabalho.

Estratégia experimental: Avaliar o a ingestao e excre¢do de liquido e a quantidade de racdo

ingeria utilizando gaiolas metabdlicas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Coleta do material vegetal

Folhas de DC foram coletadas em uma regiao de cultivo da planta. Essa area de cultivo
fica dentro da propriedade da mineradora Samarco S. A. As folhas foram coletadas no periodo
da manhg, entre 7:00 e 11:00 horas, durante a estacdo de verdo, armazenadas em sacos plasticos
e transportadas até ao laboratorio de Fisiologia Endocrina e Cardiovascular (LFEC) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) no campus morro do cruzeiro para selecdo,

lavagem e pesagem.

5.2 Preparo do extrato

Uma vez pesadas, as folhas foram imersas em etanol 95 a 97% P.A. em uma proporgéo
1:1,5 (folhas:etanol) e assim permaneceram no processo de macera¢do por 10 dias a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz. Ao final dessa etapa, a fase liquida foi filtrada e um novo lote de
etanol 95 a 97% P.A. foi adicionado as folhas até total imersdo, sempre na mesma propor¢ao
1:1,5. Umaterceira maceracao foi realizada, seguindo os mesmos procedimentos das anteriores.
As fragdes liquidas foram reunidas, misturadas e o etanol foi evaporado em rota evaporador a
86 mBar de pressdo e 40 °C (GRANCE; TEIXEIRA; LEITE; GUIMARAES et al., 2008). O
fluido resultante foi seco em estufa a +40° C, gerando o EtOH-DC que foi destinado as analises

fitoquimicas e preparo da formulagdo nano-estruturada.

5.3 Caracterizacdo fitoquimica
5.3.1 Dosagem de fendlicos e flavonoides

As analises fitoquimicas inicias do EtOH-DC foram realizadas por meio da dosagem de
compostos fendlicos totais e flavonoides. Para dosagem dos compostos fendlicos totais foi
utilizada a técnica de Folin-Ciocateau. Que consiste na solubilizacéo de 0,0025 g do EtOH-DC
em 2,5 mL de etanol P.A, com preparo de solucdes de carbonato de sédio (Na2COs) 1,5% p/v
com volume final de 10 ml em &gua Milli Q e 10 ml de acido galico na concentracdo de
1mg/1ml, pesando 0,1g de acido galico em 10ml de etanol P.A, e a leitura da anélise foi
realizada atraves do equipamento de leitor de microplaca (Molecular Devices) a 640 nm
(SILVA; FIGUEIREDO; RICARDO; VIEIRA et al., 2014). Em conjunto foi realizada
dosagem de flavonoides por meio da técnica da reacdo de cloreto de aluminio. O preparo
consiste na pesagem de 0,0025 g do EtOH-DC, solubilizado em 2,0 ml de etanol P.A, com as
solugdes de cloreto de aluminio (AICI3) 10% p/v com volume final de 10 ml em agua Milli Q.
Acetato de potassio (CH3COOK) 1 mol por litro em volume final de 10 ml de &4gua Milli Q.
Com o preparo da solugdo padrdo de quercetina 0,2 mg/ml com volume final de 10 ml de &gua
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Milli Q, onde a leitura foi realizada atraves do equipamento de leitor de microplaca (Molecular
Devices) a 450 nm. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata com uso de placa de
cultura de células de 96 pocos (BEZERRA; SILVA; BORGES; NASCIMENTO et al., 2018).

5.3.2 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS)

Para realizar a dosagem de compostos volateis presentes no EtOH-DC foi utilizado o
equipamento de CG-MS. Portanto, foi realizada a particdo de 5g do extrato para obter as fragoes
polares e apolares do EtOH-DC. Para tanto, o EtOH-DC foi resuspendido em metanol e agua
na propor¢do de 7:3 (metanol:agua) e foi adicionado ao equipamento de ultrassom Gnatus
durante o periodo de 30 minutos. Assim que resuspendido foi adicionado ao funil de separagédo
e foi acrescentado o hexano na proporcao de 7:3:5 (metanol:agua:hexano). Esse processo de
fracionando pelo hexano foi realizado trés vezes, sempre na mesma proporcao inicial. Assim
que finalizado o fracionando foi obtido duas fracbes do extrato, sendo elas a fracdo polar
(metanol:agua) e a fracdo apolar (hexano). Ao final do procedimento as fragdes foram
armazenadas no dissecador para garantir a completa remoc¢do dos solventes e assim
acondicionadas a temperatura de +4° C (SINGH; SINGH; KUMAR; ARORA, 2007).

O preparo das amostras que foram injetadas no equipamento de CG-MS, consistiu em
coletar de cada uma das fragdes, 300 pL que foram armazenas em tubos vials com limitadores
de volume para 300 pL. Para realizar a injecdo da amostra da fracdo hidrometanélica do EtOH-
DC, a mesma teve que ser submetida a técnica de liofilizacdo para secagem da amostra e total
remocao dos solventes (TEAGARDEN; BAKER, 2002). Com as amostras secas, todas foram
ressuspendidas com piridina na proporcao de 3:1 (fracdes do extrato:piridina) e injetadas ao
equipamento de CG-MS. O equipamento utilizado foi o Shimadzu GC-2010 acoplado ao
espectrometro de massas QP-2010 Plus. O aparelho estava equipado com uma coluna capilar
DB5-MS (30 m x 0,25 mm; espessura do filme de 0,25 um). A configuracdo utilizada:
temperatura do injetor, 250° C; temperatura da interface, 280°C; programa de aquecimento da
coluna: 60° C (3 min), depois 6° C por minuto até 280° C (5 min); utilizando o hélio como gas
transportador; as injecdes foram realizadas no volume de 1,0 pL, por meio de um injetor
automatico Shimadzu AOC-20i (BESTEN; NUNES; GRANATO; SENS et al., 2014).

A analise do espectro foi realizada por meio do software CG-MS Prostun Analysis
disponibilizado pelo Laboratério de Caracterizacdo Molecular e Espectrometria de Massas
(LABMASSAS) da UFOP. A identificacdo dos compostos foi realizada por meio da biblioteca
NIST MS Search 2.0 e o site PubChem (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Para computar
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qualitativamente os compostos presentes nas fragdes do EtOH-DC foram utilizados alguns
pardmetros: s6 foram analisados os picos com 0 minimo de area/altura acima de 200.000 e
apenas 0s compostos que possuiam similaridade superior a 80% foram identificados.
5.4 Preparo da formulacédo nano estruturada do extrato etanolico de Baccharis
dracunculifolia

A formulacdo nano-estruturada escolhida foi do tipo dgua e 6leo e incorporada pelo
método de inversdo de fases, composta pelo EtOH-DC; 6leo de girassol; Crill 3 (Croda);
Croduret 50 - Special® (Croda) e agua destilada recém coletada que foi utilizada como
quantidade de solvente para completar o volume final da formulacdo (QSP). Para preparar a
formulacdo nano-estruturada, 0 EtOH-DC, 6leo de girassol, Crill 3 e Croduret 50 foram pesados
em um mesmo recipiente e levados ao equipamento de ultrassom Gnatus por uma hora. Logo
apos o ultrassom o recipiente foi aquecido em banho maria até +75° C, em um recipiente
separado a agua destilada também foi aquecida até a mesma temperatura. Assim que atingido a
temperatura, o volume necessario de agua foi adicionado aos demais constituintes e por meio
de forca mecanica exercida pelo agitador mecénico foi formada a nDC. A formulagéo
permaneceu por agitacdo até atingir a temperatura ambiente. Para realizar a administragdo do
veiculo, foi preparada uma formulacdo nano-estruturada de acordo com 0s mesmos
procedimentos descritos acima, porém, sem a adicdo do EtOH-DC. Apds o preparo, ambas as
formulacGes nano-estruturadas foram armazenas a +4° C (GONCALVES; SANTOS;
TAYLOR; PERASOLI et al., 2019).

A caracterizacdo fisico-quimica e organoléptica foi realizada para identificar
propriedades pertencentes a formulagdo, tais como cor, sabor, odor, aspecto visual, pH,
tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI). Estes parametros (tamanho de particula
e PDI) foram avaliados por meio de espectroscopia de correlacdo de fétons no equipamento

Malvern Zetasizer modelo ZS.

5.5 Ensaios bioldgicos

Para realizar os ensaios biolégicos foi utilizado o modelo de hipertensdo que produz
hipernatremia e desidratacdo intracelular aguda, esses efeitos sdo obtidos por substituicdo da
agua de beber do animal por salina hipertonica (2% NaCl) durante o periodo de oito dias
(RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et al., 2015). Os animais
utilizados nos ensaios bioldgicos foram divididos em dois grupos (CT, que receberam agua e

HS que receberam solucéo salina hipertonica 2% NacCl), a divisdo dos grupos esta sumariada
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na figura 2. Foram utilizados ratos Wistar adultos, com cerca de 350-400 g, que foram
fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal da UFOP, sob o protocolo 2902070520. O protocolo
experimental perdurou por oito dias (figura 3). A administracdo da nDC nas doses de 12,5, 25
e 50 mg/kg ou veiculo tiveram inicio no 4° dia ap6s o inicio do regime hidrico de salina
hipertbnica para 0s grupos HS ou agua de torneira para os respectivos grupos controles de

acordo com a relagdo abaixo:

e Controle veiculo (CT Vh): foi ofertado dieta regular da marca comercial Nuvilab®, agua
filtrada, e gavagens orogéstricas diarias a partir do quarto dia do experimento de veiculo.

e Controle tratado (CT nDC): foi ofertado dieta regular da marca comercial Nuvilab®,
agua filtrada, e gavagens orogastricas diarias a partir do quarto dia do experimento de
nDC.

e HS veiculo (HS Vh): recebeu dieta regular Nuvilab®, salina hipertonica (2% de NaCl)
e gavagens orogastricas diarias a partir do quarto dia do experimento de veiculo.

e HStratado (HS nDC): recebeu dieta regular Nuvilab®, salina hipertonica (2% de NaCl)
e gavagens orogastricas diarias a partir do quarto dia do experimento de nDC.

e HS tratado (HS DC AGUA): recebeu dieta regular Nuvilab®, salina hipertonica (2% de
NaCl) e gavagens orogastricas diarias a partir do quarto dia do experimento de EtOH-

DC formulado em &gua.
5.5.1 Medidas do volume de ingestdo de liquidos e pesagem diaria dos ratos

A medida diaria do volume de ingestao de salina hiperténica 2% NaCl ou agua desses
ratos foram realizadas por meio de provetas graduadas entre 16 e 18 horas. Para tanto, foi
adicionado um volume inicial de 500 ml de solucéo salina hipertdnica 2% NaCl ou agua que
foram medidos por meio de uma proveta graduada a cada 24 horas. Sendo que a salina
hipertdnica 2% NaCl ou agua foram trocadas a cada dois dias durante todo o protocolo
experimental. Assim como as medidas de ingestao do volume de liquido, também foi realizada

a pesagem desses animais diariamente no mesmo periodo das medidas de volume.
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Figura 2: Divisdo dos grupos e relacdo dos ensaios bioldgicos realizados nesse estudo. Formulagdo nano-
estruturada sem conter o EtOH-DC (veiculo); formulac&o nano-estruturada contendo o EtOH-DC (nDC).

Iy ,
i 1

Ratos Wistar adultos
(350 — 450 g)

Tratamento diario Tratamento didrio
(4 dias) (4 dias)

¥ Medidas de PA |

5.5.2 Medida direta de pressao arterial

Para realizar a medida direta de PA, todos os animais foram submetidos a cirurgia de
canulacdo vascular no sexto dia do protocolo experimental (figura 3) no periodo da manha. O
procedimento cirdrgico foi realizado sob anestesia com uma mistura de cetamina 80 mg/kg e
xilazina 7 mg/kg. Os ratos foram submetidos ao procedimento cirdrgico para implante de
canulas de polietileno (PE50 soldado a PE10) na artéria e veia femorais para obtencdo do
registro da PA e administragdo de drogas respectivamente. Para tanto, o animal foi posto em
posicdo decubito dorsal para incisdo de 5 mm na face ventral da pata esquerda. Artéria e veia
femorais foram dessecadas, apartadas e um segmento de cada foi isolado com linhas cirurgicas.
Foi realizada uma pequena incisdo em cada vaso e as canulas (parte PE-10) foram
cuidadosamente inseridas. As canulas foram fixadas in locu e as porgdes PE-50 foram
conduzidas subcutaneamente até a porcdo dorsal proxima ao pesco¢o, onde foram
exteriorizadas e fixadas por sutura. Os animais receberam uma dose de tramadol (12,5 mg/kg)
que foi administrada previamente a cirurgia (20 minutos antes) a fim de minimizar os efeitos

incdbmodos da mesma. Apds aguardar o periodo de 48 horas apds o fim da cirurgia foi realizado
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0 registro de PA no periodo da manha do oitavo dia de experimento (GOMES; SA; AGUIAR,;

PAES et al., 2017)

Figura 3: Protocolo experimental.
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Dieta padrio

80 dia, registro de pressao
arterial

O registro da PA foi feito em ratos ndo anestesiados, com livre movimentagao na caixa.

Durante o registro foi removido a 4gua e as dietas dos animais e os mesmos foram alocados em

caixas limpas. Os animais receberam heparina sodica (~500 Ul.kg™) na canula arterial a fim de

evitar a formacéo de codgulos durante o registro de PA. A partir desse momento, os ratos foram

conectados a um transdutor de pressdo MLT0699 conectado a um pré-amplificador BridgeAmp
e a um conversor analdgico digital PowerLab 4 da série 35 (figura 4).

Figura 4: Sistema projetado para aferir diretamente a presséo arterial dos animais.
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Para obtencdo e anélise dos dados foi utilizado software LabChart 8.1 para Windows
que demonstrou os sinais de registro de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (HR). Os dados PAP foram registrados na frequéncia amostral de
1.000 Hz com janela de digitalizacdo ajustada para 20 mV de amplitude (GOMES; SA,;
AGUIAR; PAES et al., 2017). Os valores de PAM e HR foram computados por meio da analise
de cinco minutos do periodo basal estavel de PA dos ratos. Para determinar o periodo basal
estavel desses ratos, foram necessarios aguardar cerca de 40 a 60 minutos do registro de PA

antes da administracdo das demais drogas.

Durante o registro de PA, foi administrado via intravenosa um total de trés drogas com
intervalo de 20 minutos entre elas. A primeira delas foi o antagonista seletivo de receptores
para AVP V1 (B-mercapto-pB,B-cyclopentamethylenepropionyl?,0-me-Tyr? Arg8-vasopressin)
10 pg/kg e a segunda, o antagonista de receptores de Ang Il ATy, losartana, na dose de 10
mg/kg. A ultima droga utilizada foi o cloreto de hexameténio 20 mg/Kg (GOMES; SA;
AGUIAR; PAES et al., 2017; RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et
al., 2015). Para determinar o efeito de cada droga utilizada, foi analisado um periodo de 10
minutos do registro de PAP a partir do momento em que foi iniciado a injecdo da droga. Para
calcular o indice maximo do efeito da administracdo dessas drogas foi realizado o delta de
pressao arterial media (A PAM) e frequéncia cardiaca (A HR). O célculo do delta foi avaliado
subtraindo o nivel de pressao arterial mais baixo apds a administracdo das drogas do nivel de
PA no periodo basal (SOUZA; BECKER; BATISTA; ASSIS BRAGA et al., 2020). O nivel de
pressdo arterial mais baixo foi determinado durante os primeiros dois minutos apos a injecao
das drogas. (SANTAJULIANA; HORNFELDT; OSBORN, 1996)

5.5.3 Andlise espectral e avaliacdo barorreflexa espontanea

A variabilidade no dominio da frequéncia e do tempo do intervalo sist6lico (IS) e do
intervalo cardiaco (IC) foi determinada por meio da andlise espectral. Sequéncias de valores
consecutivos da presséo arterial sistolica e IC (5 min de registro consecutivo) foram retirados
do segmento de PAP e analisados pelo software CardioSeries v2.7. O software foi cedido por
Daniel Penteado Martins Dias. Os espectros de 1S e IC foram calculados usando um algoritmo
de transformada rapida de Fourier (FFT). Trés componentes oscilatérios dos espectros do IS e
IC no dominio da frequéncia foram comparados entre os grupos: banda de muito baixa
frequéncia (VLF) que variou de 0 a 0,20 Hz, banda de baixa frequéncia (LF) variando de 0,20
a 0,75 Hz e banda de alta frequéncia (HF) que variou de 0,75 a 3,00 Hz, bem como a relacdo

LF / HF (SOUZA; BECKER; BATISTA; ASSIS BRAGA et al., 2020). Ja a raiz quadrada
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média das diferencas sucessivas (RMSSD), foi realizada para identificar a variabilidade do IC
no dominio do tempo. A sensibilidade barorreflexa espontanea também foi obtida pelo software
CardioSeries v2.7, que se baseia-se no méetodo de identificacdo de no minimo trés batimentos
consecutivos que nos quais a diminuicdo ou o aumento da pressao sistolica € acompanhada por

um alongamento ou encurtamento progressivo do IS (ELLIOTT, 1988).

5.6 Ingest&o de liquidos, ingestdo de racdo e medidas do volume urinério durante o
periodo de 6 horas

Os ratos foram pesados utilizando uma balanca (Acrimet) e alojados individualmente
em gaiolas metabdlicas (Tecnoplast® SPA) por um Unico periodo de 6 horas e fornecidos com
agua datorneira (CT) ou solucdo salina hipertdnica 2% NaCl (HS) e racdo ad libitum. O volume
de urina e a ingestdo de dgua foram medidos gravimetricamente apos as 6 horas. A ingestdo
alimentar foi calculada e expressa em gramas/peso corporal/6 horas. A ingestdo de Na* foi
calculada somando a ingestdo de Na* na racdo pela quantidade de Na* ingerida na salina
hipertdnica (0,117 mmol/g na racéo e 0,393 mmol/g na salina hiperténica). O balanco hidrico

foi calculado subtraindo o volume de urina pelo volume de ingestéo de liquido.

5.7 Determinacéo do volume circulante

Para avaliar o efeito da alta ingestdo de sddio e do tratamento com nDC no volume
sanguineo, foi utilizado a técnica do corante de azul de Evans (EB). A técnica foi realizada em
grupos separados que ndo foram submetidos a procedimento cirurgico (GIBSON; EVANS,
1937). Os animais foram anestesiados utilizando cetamina (80 mg/kg) e xilazina (7 mg/kg;
Syntec do Brasil Ltda, Hortolandia, SP) administrados via injecdo intraperitoneal. Apds a
anestesia foi realizada a injecdo na veia femoral de 250 yuL de volume de solucdo de Azul de
Evans (EB) (0,584 mg/mL) com 20 uL de heparina (5000 Ul /mL). Apds 30 minutos os ratos
foram sacrificados conforme descrito anteriormente e 3 mL de amostra de sangue foram
coletados através de uma puncdo no atrio direito. Uma aliquota dessa amostra foi utilizada para
determinacdo do micro hematdcrito (Htc) e o restante foi centrifugado a 4.032g por 10 minutos
e o plasma coletado. A concentracdo de corante no plasma foi determinada utilizando um
equipamento de leitor de microplaca a 620 nm de comprimento de onda contra um branco de
plasma de um rato naive. Uma curva de calibracdo de concentragdo-absorbancia de 5 pontos
(620 nm) para EB foi feita usando plasma de um rato naive. O volume plasmatico foi calculado

pela equacgdo 01 e o volume sanguineo foi determinado pela equagéo 02.
Equacdo 01:
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Volume plasmaético (mL) = 0,146 / ([EB Plasma]) - 0,27
Equacéo 02:
Volume de sangue (mL) = 100 / ((100-Hct)) x Volume de plasma

Os resultados do volume plasmaético e do volume sanguineo foram individualmente
corrigidos para o peso corporal e expressos como mL/100g p.c. O plasma e o volume sanguineo
foram medidos em ratos CT e HS (Vh e nDC 25 mg / kg).

5.8 Analises dos dados e estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 9.0 para
Windows. Os dados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM). Para
comparac0es entre grupos foi utilizada a analise de variancia de duas vias (ANOVA Two Way)
ou uma via (ANOVA One Way) seguido pelos pos-testes de Tukey ou Bonferroni para
comparagdo entre pares de médias. A diferenca significativa foi definida quando a
probabilidade de se cometer erro Tipo Il for menor que 5%, ou seja, p<0,05.

6. RESULTADOS

6.1 Rendimento do extrato e teor de compostos fendlicos e flavonoides

O rendimento total do EtOH-DC foi de 31,4% (tabela2). Para calcular o teor de
compostos fendlicos e flavonoides foi realizada uma curva de calibracdo padréo para acido
galico e quercetina. O teor de compostos fendlicos determinado no EtOH-DC foi de 188+4
mg.g™* expresso em equivalente de acido galico (GAE), correspondendo a 19% da massa total
do EtOH-DC. A dosagem de flavonoides identificou o teor de 13+1 mg.g expresso em
equivalente de quercetina (QE) que corresponde a um total de 1% da massa total do EtOH-DC.

Os valores estdo representados na tabela 2.

Tabela 2: Teor de compostos fenolicos e flavonoides

Percentual presente no
EtOH-DC (%)

Compostos fendlicos 188+4 - 19

mg.gtde GAE  mg.g* de QE

Flavonoides - 13+1 1
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6.2 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS)

Os compostos volateis identificados na fracdo hexanica e hidrometandlica do EtOH-DC

estdo apresentados na tabela 3 e 4 respectivamente. Os espectros gerados pelo software CG-MS

Postrum Analysis para a fragdo hexanica e hidrometanolica EtOH-DC estdo apresentados nos

anexos 3 e 4 respectivamente.

Tabela 3: Compostos volateis identificados na fragdo hexanica do EtOH-DC. Tempo de retencdo (RT); Massa
molecular (MM); éarea apresentada pelo composto no espectro (%); percentual do composto no EtOH-DC,
calculado pela area (%) e o rendimento total do EtOH-DC; estruturas quimicas reproduzidas no software
ACD/Labs versdo DO5E41.

RT Area  Percentual no Estrutura
Compostos ) _
(minutos) (%) extrato (%) quimica
CH,
AN
Limonene 11.38 140 0,07 0,22
HsC™ “SCH,
0
Acetofeno 14.77 120 0,04 0,12 HyC
HO
Nerolidol 3556 222 035 1,11 M S
HsC OH
Viridiflorol 3637 222 048 1,52 g@
HsC CHj
y HO CHj
Globulol 37.06 222 0,07 0,22 @
CHj
HsC CHj
B-Pinene
) 42.64 152 0,94 2,99
oxidado )
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Acido

palmitico

49.00

228 5,52

17,57

OY\/\/\/VW\/CHa

OH
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Tabela 4: Compostos volateis identificados na fracdo hidrometanélica do EtOH-DC. Tempo de retencdo (RT);
Massa molecular (MM); area apresentada pelo composto no espectro (%); percentual do composto no EtOH-DC,
calculado pela area (%) e o rendimento total do EtOH-DC; estruturas quimicas reproduzidas no software
ACD/Labs versdo DO5E41.

RT Area Percentual no Estrutura
Compostos ) MM o
(minutos) (%) extrato (%0) guimica
B-Pinene 11.59 136 0,92 2,92
CH,
O\ OH
Acido hidrocinamico 27.75 150 0,37 1,17
Aromadendrene i
) 46.93 220 0,98 3,12
oxidado H

HiC CHs

6.3 caracterizacdo fisico-quimica da formulacdo nano-estruturada de Baccharis
dracunculifolia

Como resultado das caracteristicas fisico-quimicas da nDC, a formulacdo apresenta
aspecto turvo; cor esverdeada escura pH 5,34. A nDC apresentou caracteristicas organolépticas,
com odor semelhante a prépolis e sabor também semelhante a propolis. Os valores médios de

tamanho de particula foram de 198 nm, demonstrando um indice de polidispersao igual a 0,37.

6.4 Medidas diarias do volume de ingestao de liquidos e pesagem dos ratos

De acordo com o protocolo experimental, foi realizado as medidas diarias de volume de
ingestdo de liquidos, salina hipertbnica 2% NaCl e agua, para os grupos HS e CT
respectivamente (figura 5). Os dados demonstraram que a partir do segundo dia do protocolo
experimental os ratos HS ingerem um volume de liquido maior em relacdo aos respectivos
controles. Ademais, os dados indicam que o tratamento com nDC 12,5 mg/kg (figura 5), 25
mg/kg (figura 6) e 50 mg/kg (figura 7) ndo alteraram o volume de ingestdo de liquidos desses

animais
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Figura 5: Medidas diarias de ingestéo de liquidos (salina hiperténica 2% NaCl — HS; dgua - CT) durante 7 dias do
protocolo experimental dos ratos HS e CT veiculo e HS e CT tratados com nDC 12,5 mg/kg. Os valores individuais
foram expressos em (média £ EPM). O simbolo (#) e a linha demonstram a diferenca entre a ingestéo de liquidos
dos ratos HS em relacdo aos seus respectivos controles. ANOVA de duas vias para um fator de repeti¢do (tempo)
seguida por pds teste de Tukey; # (HS Vh e HS nDC diferente de CT Vh e CT nDC) P <0,05; * vermelho diferente
do dia 1 para o grupo HS Vh P<0,05; * verde diferente do dia 1 para o grupo HS nDC P<0,05.
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Figura 6: Medidas diérias de ingestdo de liquidos (salina hiperténica 2% NaCl — HS; &4gua - CT) durante 7 dias do
protocolo experimental dos ratos HS e CT veiculo e HS e CT tratados com nDC 25 mg/kg. Os valores individuais
foram expressos em (média + EPM). O simbolo (#) e a linha demonstram a diferenga entre a ingestdo de liquidos
dos ratos HS em relacdo aos seus respectivos controles. ANOVA de duas vias para um fator de repeticdo (tempo)
seguida por pos teste de Tukey; # (HS Vh e HS nDC diferente de CT Vh e CT nDC) P <0,05; * vermelho diferente
do dia 1 para o grupo HS Vh P<0,05; * verde diferente do dia 1 para o grupo HS nDC P<0,05.
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Figura 7: Medidas diarias de ingestéo de liquidos (salina hiperténica 2% NaCl — HS; dgua - CT) durante 7 dias do
protocolo experimental dos ratos HS e CT veiculo e HS e CT tratados com nDC 50 mg/kg. Os valores individuais
foram expressos em (média £ EPM). O simbolo (#) e a linha demonstram a diferenga entre a ingestao de liquidos
dos ratos HS em relacéo aos seus respectivos controles. ANOVA de duas vias para um fator de repeticédo (tempo)
seguida por pds teste de Tukey; # (HS VVh e HS nDC diferente de CT Vh e CT nDC) P <0,05; * vermelho diferente
do dia 1 para o grupo HS Vh P<0,05; * verde diferente do dia 1 para o grupo HS nDC P<0,05.
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Os dados de peso dos animais ndo demonstraram diferenca entre os grupos (figura 8-a,
9-a e 10-a). Entretanto, 0 modelo experimental produziu reducdo de peso ao longo do tempo
(figura 8-a). Ademais, o tratamento com a nDC de 12,5 mg/kg (figura 8-a), 25 mg/kg (figura 9-
a) e 50 mg/kg (figura 10-a) ndo alteraram a perda de peso ocasionada pelo modelo experimental.
A fim de verificar o peso que foi perdido pelos animais foi calculado o delta (A) para perda de
peso corporal, subtraindo o peso no Gltimo dia do protocolo experimental pelo peso no primeiro
dia do protocolo experimental. O A demonstrou que os ratos HS VVh perdem cerca de -38+4 g,
em contrapartida os ratos CT Vh perdem apenas -5+4 g de peso corporal durante todo o periodo
do protocolo experimental (figura 8-b). Os tratamentos com a nDC ndo afetaram a perda de
peso ocasionada pelo modelo experimental apresentando médias de: -1+6 g CT nDC 12,5
mg/kg; -26x4 g HS nDC 12,5 mg/kg; 10+4 g CT nDC 25 mg/kg; -31+4 g HS nDC 25 mg/kg; -
4+6 g CT nDC 50 mg/kg e -42+9 g HS nDC 50 mg/kg. Esses resultados estdo demonstrados

nas figuras 8-b, 9-b e 10-b respectivamente.
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Figura 8: (a) Medidas de peso diarias durante o periodo de 8 dias do protocolo experimental dos ratos HS e CT
veiculo e HS e CT tratados com nDC 12,5 mg/kg. (b) A de perda de peso corporal dos ratos HS e CT veiculo e HS
e CT nDC 12,5 mg/kg. Quadrados dispersos (HS) e circulos (CT) representam valores individuais e as barras
representam a média dos grupos (média = EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeticdo (tempo) seguida
por pos teste de Tukey; * vermelho diferente do dia 1 para o grupo HS Vh P<0,05; * verde diferente do dia 1 para
0 grupo HS nDC P<0,05. ANOVA de uma via; * diferenca entre HS VVh e HS nDC P<0,05.
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Figura 9: (a) Medidas de peso diarias durante o periodo de 8 dias do protocolo experimental dos ratos HS e CT
veiculo e HS e CT tratados com nDC 25 mg/kg. (b) A de perda de peso corporal dos ratos HS e CT veiculo e HS
e CT nDC 25 mg/kg. Quadrados dispersos (HS) e circulos (CT) representam valores individuais e as barras
representam a média dos grupos (média = EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeti¢do (tempo) seguida
por poés teste de Tukey; * vermelho diferente do dia 1 para o grupo HS Vh P<0,05; * verde diferente do dia 1 para
0 grupo HS nDC P<0,05. ANOVA de uma via; * diferenca entre HS VVh e HS nDC P<0,05.
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Figura 10: (a) Medidas de peso diarias durante o periodo de 8 dias do protocolo experimental dos ratos HS e CT
veiculo e HS e CT tratados com nDC 50 mg/kg. (b) A de perda de peso corporal dos ratos HS e CT veiculo ¢ HS
e CT nDC 50 mg/kg. Quadrados dispersos (HS) e circulos (CT) representam valores individuais e as barras
representam a média dos grupos (média £ EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeti¢do (tempo) seguida
por pos teste de Tukey; * vermelho diferente do dia 1 para o grupo HS Vh P<0,05; * verde diferente do dia 1 para
0 grupo HS nDC P<0,05. ANOVA de uma via; * diferenca entre HS Vh e HS nDC P<0,05.
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6.5 Medida direta de pressao arterial

Os dados obtidos por meio da medida direta de PA demonstraram que o modelo de
hipertenséo proposto foi eficaz para produzir aumento da presséo arterial, uma vez que 0s ratos
HS Vh apresentaram PAM igual a 124+2 mmHg, e os ratos CT Vh apresentaram PAM igual a
11142 mmHg. A diferenca entre as médias de PA dos grupos HS Vh e CT Vh foi de 13+3
mmHg (figura 11-a). J& o tratamento com a nDC na dose de 12,5 mg/kg ndo demonstrou efeito
redutor na PA dos ratos HS, apresentando médias de 120+4 mmHg para o grupo HS e 109+3
para o grupo CT (figura 11-a). Entretanto, o tratamento com a nDC na dose de 25 mg/kg
produziu efeito redutor na PA dos ratos HS que obtiveram médias de 1052 mmHg sem alterar
a pressao os ratos CT 111+2 mmHg (figura 11-a). Assim como no tratamento com a nDC 25
mg/Kkg, o tratamento com a nDC 25mg/kg também foi eficaz na reducéo da PA dos ratos HS
com médias de 110+2 mmHg sem alterar a valores de pressao dos ratos CT que apresentaram
médias de 111+4 mmHg (figura 11-a). Outro resultado obtido através da medida direta de
pressdo, foi a frequéncia cardiaca (HR) que néo foi alterada em nenhum dos grupos (figura 11-
b)
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Figura 11: Pressdo arterial média em repouso (PAM; a) e frequéncia cardiaca (HR; b) dos ratos HS e CT veiculo
e os ratos HS e CT tratados com nDC 12,5, 25 e 50 mg/kg. Quadrados dispersos (HS) e circulos (CT) representam
valores individuais e as barras representam a média dos grupos (média = EPM). ANOVA de duas vias seguida por
pos teste de Tukey; * diferenca entre HS Vh P<0,05.
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Afim de avaliar se a formulacdo nano-estruturada estaria produzindo aumento na
biodisponibilidade do EtOH-DC, foi realizado o tratamento de ratos HS que passaram pelo
mesmo protocolo experimental dos demais animais. Entretanto o tratamento foi realizado com
0 EtOH-DC na dose de 25 mg/Kg formulado apenas em &gua. Os resultados indicam que o
tratamento com EtOH-DC na dose de 25 mg/Kg formulado em &gua ndo foi capaz de produzir
reducdo na PAM dos ratos HS (figura 12-a) e também néo alterou a frequéncia cardiaca dos

animais (figura 12-b).
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Figura 12: Pressdo arterial média em repouso (PAM; a) e frequéncia cardiaca (HR; b) dos ratos HS veiculo, HS
tratado com EtOH-DC na dose 25 mg/kg formulado em agua e HS tratados com nDC na dose de 25 mg/kg. Circulos
dispersos (HS Vh), triangulos dispersos (HS DC AGUA) e quadrados dispersos (HS- nDC 25 mg/kg) representam
valores individuais e as barras representam a média dos grupos (média = EPM). ANOVA de duas vias seguida por
pos teste de Tukey; * entre HS Vh e HS DC AGUA P<0,05.
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6.6 Medida dos efeitos pressores da vasopressina

A medida da atividade vascular da vasopressina foi realizada durante a medida direta de
pressdo arterial nos grupos HS e CT veiculo e HS e CT tratados com nDC na dose de 25 mg/kg,
por meio da injecdo intravenosa do antagonista de receptores Vi (Viat) p-mercapto-,p-
cyclopentamethylenepropionyl!,0-me-Tyr? Arg8-vasopressin. Os dados indicam que n&o
houve diferenga na PAM dos ratos, apresentados na figura 13-a. Para calcular o indice da
atividade da vasopressina foi realizado o APAM apos a injecdo do Viant que ndo demonstrou
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diferenga entre nenhum dos grupos (figura 13-b). Os valores de HR ndo foram alterados em

nenhum dos grupos (figura 13-d e c).

Figura 13: Efeitos cardiovasculares da injecdo intravenosa de B-mercapto-p,B-cyclopentamethylenepropionyl?,O-
me-Tyr? Arg8-vasopressin (V1ant) 10 g/kg nos ratos HS e CT veiculo e HS e CT tratados com nDC 25 mg/kg. A
injecdo de V-Pant 10 pg/kg é indicada por linhas tracejadas verticais em (a e ¢). Mudangas méaximas na pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (HR) devido a injegdo do Vian foram calculadas e expressas como
AMAP (b) e AHR (d). Para (b E d), os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores
individuais e as barras representam a média dos grupos (média £ EPM). ANOVA de duas vias para um fator de
repeticdo (tempo) seguida por poés teste de Tukey; P <0,05.
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6.7 Medida dos efeitos pressores da angiotensina |1

A medida da atividade vascular da Ang Il foi realizada durante a medida direta de
pressdo arterial, por meio da administragdo intravenosa do antagonista de receptores AT:
losartana. Os dados ndo demonstraram efeitos da angiotensina Il na PA desses ratos, uma vez

que a injecédo de losartana ndo gerou efeito na PAM (figura 14-a e b) ou HR (figura 14-c e d).

31



Figura 14: Efeitos cardiovasculares da administracdo intravenosa de losartana 10 mg/ nos ratos HS e CT veiculo
e HS e CT tratados com nDC 25 mg/kg. A administracdo de losartana 10 mg/kg € indicada por linhas tracejadas
verticais em (a e c). Mudangas maximas na pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (HR) devido a
administracdo do losartana foram calculadas e expressas como AMAP (b) e AHR (d). Para (b e d), os quadrados
dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam a média dos grupos
(média £ EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeticdo (tempo) seguida por pds teste de Tukey; P <0,05.
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6.8 Medida da atividade pressora neurogénica

Para realizar a medida da atividade pressora neurogénica, foi realizado a injecédo
intravenosa de cloreto hexameténio logo ap6s a injecdo das outras drogas (Viant € losartana).
Sendo assim, a medida da atividade pressora neurogénica computa nao apenas os efeitos do
cloreto de hexametdnio, mas também do Viat € losartana. Os dados até o momento néo
demonstram efeito pressor neurogénico no modelo experimental utilizado uma vez que nédo
houve diferenca na PA dos ratos HS e CT veiculo apos a injecdo de hexametonio (figura 15-a).
Assim como ndo houve alteracéo de PA dos grupos tratados com nDC 12,5 mg/kg (figura 15-
a), 25 mg/kg (figura 16-a) e 50 mg/kg (figura 17-a). O calculo do indice de atividade pressora
neurogénica, realizado pelo delta de PA, ndo demonstrou diferencga entre os grupos HS e CT
veiculo (figura 15-b). Assim como os ratos HS e CT nDC 12,5, 25 e 50 mg/kg ndo apresentaram

diferenca entre o indice de atividade pressora neurogénica (figura 15-b; 16-b e 17-b). A injecéo
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do cloreto de hexametonio ndo apresentou diferencas na frequéncia cardiaca de nenhum dos

grupos (figura 15-c e d; figura 16-c e d; figura 17-c e d).

Figura 15: Efeitos cardiovasculares da injecdo intravenosa de Vian: 10 pg/kg, losartan 10 mg/kg e cloreto de
hexamet6nio 20 mg / kg em ratos HS e CT veiculo e HS e CT nDC 12,5 mg/kg. A inje¢do de hexametdnio 20 mg
/ kg €é indicada por linhas tracejadas verticais em (a e ¢). Mudancas maximas na pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (HR) devido ao hexametonio foram calculadas e expressas como AMAP (b) e AHR (d). Para
(b e d), os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam
a média dos grupos (média £+ EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeticdo (tempo) seguida por pés

teste de Tukey; * diferenca ao longo do tempo HS Vh P<0,05.
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Figura 16: Efeitos cardiovasculares da injecdo intravenosa de Via: 10 pg/kg, losartan 10 mg/kg e cloreto de
hexametonio 20 mg / kg em ratos HS e CT veiculo e HS e CT nDC 25 mg/kg. A injecdo de hexametdnio 20 mg /
kg é indicada por linhas tracejadas verticais em (a e c). Mudangas maximas na pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (HR) devido ao hexametonio foram calculadas e expressas como AMAP (b) e AHR (d). Para
(b e d), os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam
a média dos grupos (média = EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeticdo (tempo) seguida por p6s
teste de Tukey; * diferenca ao longo do tempo HS Vh P<0,05.
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Figura 17: Efeitos cardiovasculares da injecdo intravenosa de Vian: 10 pg/kg, losartan 10 mg/kg e cloreto de
hexametonio 20 mg / kg em ratos HS e CT veiculo e HS e CT nDC 50 mg/kg. A inje¢do de hexametdnio 20 mg /
kg é indicada por linhas tracejadas verticais em (a e c). Mudangas maximas na pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (HR) devido ao hexametonio foram calculadas e expressas como AMAP (b) e AHR (d). Para
(b e d), os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam
a média dos grupos (média £ EPM). ANOVA de duas vias para um fator de repeticdo (tempo) seguida por pés
teste de Tukey; * diferenca ao longo do tempo HS Vh P<0,05.
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6.9 Analise espectral e avaliacdo barorreflexa espontanea
Os dados de andlise espectral do IC no dominio da frequéncia ndo demonstraram
diferenca em nenhuma das bandas que comp&em o espectro (figura 18-b, ¢ e d). Ademais, ndo

foi identificado diferenca analise espectral do IC no dominio do tempo RMSSD (figura 18-a).

Além da analise realizada no IC, foi realizada a analise espectral no IS que nao

identificou diferenca entre os grupos para as bandas que compdem o espectro do IS (VLF, LF
e HF). Os dados estdo demonstrados na figura 19.
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Figura 18: Os espectros para as séries temporais do IC foram obtidos pelo software Cardioseries (v2.4) e a
variabilidade do I1C no dominio da frequéncia foi dividida em trés bandas principais de frequéncias, muito baixa
frequéncia — VLF (b); baixa frequéncia — LF (c) e alta frequéncia — HF (d). A poténcia média foi calculada para
cada banda e os dados expressos como a porcentagem da poténcia total no espectro. Ja a raiz quadrada da média
das diferengas sucessivas (RMSSD) expressa e (ms) foi realizada para calcular a variabilidade do IC no dominio
do tempo (a). E a relagdo entre LF/HF também foi demonstrada no painel E. Os quadrados dispersos (HS) e os
circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam a média dos grupos (média + EPM). O n
amostral para os grupos CT Vh (n= 7); HS Vh (n= 10); CT nDC 12,5 mg/kg (n= 4); HS nDC 12,5 mg/kg (n= 4);
CT nDC 25 mg/kg (n= 6); HS nDC 25 mg/kg (n= 9); CT nDC 50 mg/kg (n= 4) e HS nDC 50 mg/kg (n= 4).
ANOVA de duas vias seguida pelo teste Tukey; P <0,05.
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Figura 19: Os espectros para as séries temporais do 1S foram obtidos pelo software Cardioseries (v2.4) e a
variabilidade do IS no dominio da frequéncia foi dividida em trés bandas principais de frequéncias, muito baixa
frequéncia — VLF (a); baixa frequéncia — LF (b) e alta frequéncia — HF (c). A poténcia média foi calculada para
cada banda e os dados expressos como a porcentagem da poténcia total no espectro. Os quadrados dispersos (HS)
e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam a média dos grupos (média £ EPM).
O n amostral para os grupos CT Vh (n=7); HS Vh (n=10); CT nDC 12,5 mg/kg (n= 4); HS nDC 12,5 mg/kg (n=
4); CT nDC 25 mg/kg (n= 6); HS nDC 25 mg/kg (n=9); CT nDC 50 mg/kg (n= 4) e HS nDC 50 mg/kg (n= 4).
ANOVA de duas vias seguida pelo teste Tukey; P <0,05.
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Além de realizar o balan¢o autondmico a analise espectral permite identificar a funcéo
barorreflexa espontanea desses ratos que ndo apresentou diferenca entre 0s grupos.

Demonstrado na figura 20.

Figura 20: O ganho barorreflexo espontaneo também foi calculado pelo software Cardioseries (v2.4) com base nos
dados do IC e IS. O ganho barorreflexo espontaneo total (a) expresso em segundos (s); alto ganho do barorreflexo
(b) e baixo ganho barorreflexo (c). Os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores
individuais e as barras representam a média dos grupos (média = EPM). O n amostral para os grupos CT Vh (n=
7); HS Vh (n=10); CT nDC 12,5 mg/kg (n=4); HS nDC 12,5 mg/kg (n=4); CT nDC 25 mg/kg (n=6); HS nDC
25 mg/kg (n=9); CT nDC 50 mg/kg (n= 4) e HS nDC 50 mg/kg (n=4). ANOVA de duas vias seguida pelo teste
Tukey; P <0,05.
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7. Medidas de peso, ingestao de liquido, racdo e volume urinario dos ratos
Os dados de obtidos utilizando o equipamento de gaiola metabdlica demonstraram que
ndo existe diferenca no peso assim como na ingestdo de racdo dos ratos HS e CT veiculos
guando comparados com os ratos HS e CT tratados com a nDC 25 mg/kg. Os dados estdo
apresentados na figura 21 a e c respectivamente. Entretanto, os resultados demonstram que os
ratos HS veiculo ingerem mais liquido quando comparado com seu respectivo grupo controle.
Com médias de 30+2 mL/100 g p.c. e 6+0,5 mL/100 g p.c respectivamente. Ademais, 0s
resultados indicam que o tratamento com nDC ndo afetou a ingestdo de liquidos desses ratos,
uma vez que os ratos HS nDC 25 mg/kg ingeriram cerca de 31+2 mL/100 g p.c e os ratos CT

nDC 25 mg/kg ingeriram 5+1 mL/100 g p.c (figura 21-b e d).
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Figura 21: Medidas de peso, ingestao de liquido, racdo e volume urinario dos ratos submetidos ao equipamento de
gaiola metabdlica. Peso corporal dos ratos HS e CT veiculo, HS e CT tratados com a nDC 25 mg/kg (a); ingestao
de liquido dos ratos HS e CT veiculo, HS e CT tratados com a nDC 25 mg/kg (b); ingestdo de ragdo dos ratos HS
e CT veiculo, HS e CT tratados com a nDC 25 mg/kg (c) e volume urinario ratos HS e CT veiculo, HS e CT
tratados com a nDC 25 mg/kg (d). Os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores
individuais e as barras representam a média dos grupos (média + EPM). ANOVA de duas vias seguida pelo teste
Tukey; * diferente de HS VH e HS nDC P <0,05.
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Além de realizar o volume de ingestéo de liquidos, foi calculado o balanco de liquido

desses animais. Com isso foi observado que os HS veiculo aumentam o balanco de liquido

qguando comparado ao seu respectivo controle. apresentando médias de 12+2 mL/100 g p.ce 2

+ 0,5 mL/ 100 g p.c respectivamente. O tratamento com nDC ndo afetou o balanco de dgua de

ratos uma vez que os ratos HS nDC 25 mg/kg tiveram um balanco de 11 £2 mL/100 g p.c e 0sS
ratos CT 2+0,5 ml/ 100 g p.c (figura 22).

Figura 22: Balango de liquido dos ratos submetidos ao equipamento de gaiola metabdlica. Os quadrados dispersos
(HS) e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam a média dos grupos (média +
EPM). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey; * diferente de HS VH e HS nDC P <0,05.
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O volume de ingest&o de sodio também foi calculado utilizando o volume de ingestéo
de sodio na racdo, com a quantidade de sodio ingerida na salina hiperténica. Com isso, foi
observado aumento na ingestdo de sodio dos ratos HS veiculo (12+1 mmol/ 100 g p.c) e CT
veiculo (0,3 mmol/ 100 g p.c). O tratamento com nDC na dose de 25 mg/kg nédo afetou a
ingestdo de sodio dos ratos, uma vez que os animais HS ingeriram médias de 12+1 mmol/ 100g
p.c e os animais CT 0,3 mmol/ 100 g p.c (figura 23).

Figura 23: Ingestéo de sodio dos ratos submetidos ao equipamento de gaiola metabdlica. Os quadrados dispersos

(HS) e os circulos (CT) representam os valores individuais e as barras representam a média dos grupos (média
EPM). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey; * diferente de HS VH e HS nDC P <0,05.
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7.1 Medidas do volume plasmatico, hematdcrito e volume de sangue

Por meio da técnica do Azul de Evans foi mensurado o volume de plasma (figura 24-a),
o hematdcrito (figura 24-b) e o volume sanguineo (figura 24-c). Foi observado que o modelo
experimental utilizado assim como o tratamento com nDC na dose de 25 mg/kg ndo produz

alteracdes no volume plastico, hematocrito ou volume de sangue dos ratos.
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Figura 24: Volume circulante dos ratos submetidos a técnica de Azul de Evans. Volume plasmatico (a);
hematocrito (b) e volume de sangue (d). Os quadrados dispersos (HS) e os circulos (CT) representam os valores
individuais e as barras representam a média dos grupos (média + EPM). ANOVA de duas vias seguida pelo teste
post hoc de Tukey; P <0,05.
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8. DISCUSSAO

Diversos estudos que trabalham com extratos de plantas indicam os efeitos da
sazonalidade, da geografia do local e da flora que podem alterar diversas caracteristicas fisico-
quimicas da planta. A cor, aroma, sabor e composi¢do quimica sdo as principais caracteristicas
alteradas por este trés principais fatores (TEIXEIRA; MESSAGE; NEGRI; SALATINO et al.,
2010). Os resultados encontrados para a concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides
ndo foi semelhante a alguns achados na literatura. Guimarées e colaboradores encontraram uma
guantidade de compostos fenolicos totais 21,18+0,156 expressos em UM GAE e flavonoides
13,64+0,01 uM expressos em QE (GUIMARAES; MELLO; PAIVA; BUENO et al., 2012).
Outro estudo realizado em 2009 identificou que os compostos fendlicos correspondem a
aproximadamente 30% da massa total do extrato utilizado porém ndo demonstraram o0
percentual referente aos flavonoides (DE SOUSA; LEITE; JORGE; RESENDE et al., 2011).
A diferenca na concentracao dos compostos fendlicos e flavonoides encontrados por Guimaraes
e colaboradores pode ter ocorrido devido a diferenga na metodologia de extracdo, em que no
estudo em questdo os autores realizaram a extracdo com propileno glicol:H>O na proporcéo de
(7:3) (GUIMARAES; MELLO; PAIVA; BUENO et al., 2012). Sendo que estudos demonstram
que extratos do tipo etanol:H2O tendem a apresentar mais compostos devido a polaridade, além
da maceracgdo sucessiva que tém por finalidade remover um alto percentual de compostos da
matéria prima vegetal (JACOTET-NAVARRO; LAGUERRE; FABIANO-TIXIER; TENON
et al.,, 2018; LI; SMITH; HOSSAIN, 2006). Ja no estudo realizado por De Sousa e
colaboradores a diferenca na concentracdo de compostos pode ser explicada devido as
metodologias distintas que foram utilizadas para calcular a concentragdo de compostos (DE
SOUSA; LEITE; JORGE; RESENDE et al., 2011). Além das diferencas na metodologia, o
local e o periodo de coleta das folhas de DC podem contribuir para diferenca nos resultados,
devido aos efeitos de sazonalidade e geograficos (DE SOUSA; LEITE; JORGE; RESENDE et
al., 2011; ESPIRITO-SANTO; MADEIRA; NEVES; FARIA et al., 2003).

Para identificacdo dos compostos volateis presentes em extratos vegetais € comum
utilizar o equipamento de CG-MS. Devido a essa particularidade varios autores utilizaram a
técnica para identificar compostos presentes no Oleo essencial de DC (FABIANE;
FERRONATTO; SANTOS; ONOFRE, 2008; FRIZZO; ATTI-SERAFINI; LAGUNA;

CASSEL et al., 2008). Sendo assim, alguns pesquisadores utilizaram a técnica e identificaram
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similaridade entre 0s compostos presentes no extrato etanolico da propolis verde e no extrato
etandlico das folhas de DC (CHANG; PILO-VELOSO; MORAIS; NASCIMENTO, 2008). A
analise de CG-MS realizada neste trabalho identificou compostos ja descritos na literatura e
que sdo similares aos compostos presentes na propolis verde, como aromadendrene,
spathulenol, globulol e nerolidol (CHANG; PILO-VELOSO; MORAIS; NASCIMENTO,
2008; RODRIGUES; DE SOUZA; ARRUDA; PEREIRA et al., 2020). Contudo, foi
identificado um nimero menor de compostos quando comparados com os achados de Junior e
colaboradores 2008. A diferenca na quantidade de compostos identificados pode estar
relacionada a sazonalidade, fatores geogréaficos ou nos critérios de analise utilizados no
trabalho.

Para melhorar a biodisponibilidade e permeabilidade de drogas pouco sollveis em agua
foi escolhido um sistema de entrega de farmacos diferente, que no caso é a formulagcdo nano-
estruturada que desempenha um papel importante na entrega de componentes farmacéuticos. A
formulacdo nano estruturada é caracterizada como uma solucdo clara, termodinamicamente
estavel de dois liquidos ndo soluveis, por exemplo agua e 6leo estabilizados por moléculas de
surfactante (CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019). A caracterizacdo dos tamanhos de
particula da nano emulsdo ndo foi semelhante com achados encontrados na literatura para o
mesmo tipo de nano emulsdo utilizada neste trabalho. Os achados de Goncalves e colaboradores
2019, encontraram um tamanho de particula de 75,27+0,04 nm (GONCALVES; SANTOS;
TAYLOR; PERASOLLI et al., 2019). Contudo, a literatura demonstra que os tamanhos das
particulas de nano emulses podem variar de 20 a 600 nm (CHANGEDIYA; JANI; KAKDE,
2019). Portando o tamanho de particula encontrado na nano emulsao utilizada neste trabalho
esta dentro do limite encontrado na literatura. Para identificar a uniformidade dos tamanhos das
particulas é realizado o PDI, que nas melhores condicdes varia entre 0,08 e 0,3. O PDI dentre
essa faixa de dispersdo indica melhor uniformidade entre os tamanhos da particula, enquanto o
indice acima de 0,3 indica distribuicdo ampla do tamanho das particulas (CHANGEDIYA;
JANI; KAKDE, 2019). Os dados de PDI obtidos neste trabalho esta acima da faixa indicada
por Changediya e dos resultados encontrados por Goncalves e seus colaboradores
(CHANGEDIYA,; JANI; KAKDE, 2019; GONCALVES; SANTOS; TAYLOR; PERASOLI et
al., 2019). Contudo, devido ao tamanho da particula que esta dentro da faixa e que o indice de
polidispersdo que esta acima da faixa apenas de 0,07, a nDC esta dentro das caracteristicas
necessarias para veiculagdo oral via gavagem orogéastrica nos ensaios bioldgicos utilizados

neste trabalho.
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Com a realizagdo dos ensaios biologicos foi possivel identificar que os ratos HS
ingeriram um volume superior de liquido, quando comparado com ratos CT. Isso pode ser
explicado devido ao modelo experimental utilizado, que causa desidratacdo intracelular e
hipernatremia aguda. A desidratacdo intracelular e a hipernatremia aguda podem desencadear
a ativacdo de mecanismos de controle da sede (DE LUCA; PEREIRA-DERDERIAN,;
VENDRAMINI; DAVID et al., 2010; DE LUCA; VENDRAMINI; PEREIRA; COLOMBARI
et al., 2007; SCHAFF-BLASS; ROBERTSON; ROSENFIELD, 1983). Os mecanismos de
controle da sede podem estar ligados a alteracbes na osmolalidade e concomitante ativacdo de
vias centrais que controlam a liberagdo de hormoénios como AVP e Ang Il (MIMA, 2004). O
aumento na osmolalidade devido a casos de desidratacdo podem ativar vias neurais presentes
nos OCVs, que levam ao aumento na atividade de neurénios magnocelulares presentes no PVN
(BOURQUE AND; OLIET, 1997; BOURQUE, 2008; BOURQUE; OLIET; RICHARD, 1994).
Estes neurbnios estdo intimamente ligados a liberacdo de AVP pela neuro hipdfise
(VANDESANDE; DIERICKX, 1975). O aumento de AVP circulante promove aumento na
ingestdo de liquidos, assim como descrito por Mima e seus colaboradores em 2004 (MIMA,
2004). Além da AVP a Ang Il também esta ligada com o mecanismo de sede como demonstrado
por Matsuda e seus colaboradores. No estudo, os autores demonstraram que a sede pode ser
impulsionada por dois grupos distintos de neurdnios excitatorios positivos para receptores AT1
nos OCVs. E que a ablagdo desses receptores ocasionou a redugdo da sede nesses animais
(MATSUDA; HIYAMA; NIIMURA; MATSUSAKA et al.,, 2017). Tais mecanismos de
controle da sede, sugerem que as alteracdes causadas pelo modelo experimental possam
influenciar nos mecanismos dos ratos HS induzindo sede e concomitante aumento da ingestéo
de volume da salina hipertdnica (2% NaCl), uma vez que os ratos HS ndo ingerem agua.
Ademais, os resultados indicam que o tratamento com nDC nas doses de 12,5 ou 50 mg/kg ndo
influenciaram a ingestdo de liquidos desses animais. Além disso, foi observado que os ratos HS
possuem aumento no volume urinario e aumento no balanco de liquido que possivelmente se
deve a alta ingestdo de salina hiperténica. Estudos da literatura indicam que animais que
ingerem altas quantidades de liquidos possuem aumento no volume urinario, com concomitante
aumento no balango de liquidos desses animais, a fim de manter a osmolaridade e seu balango
hidroeletrolitico (GOMES; SA; AGUIAR; PAES et al., 2017; SOUZA; BECKER; BATISTA,
ASSIS BRAGA et al., 2020).

Devido aos efeitos causados pelo modelo experimental utilizado foi realizada a medida

diaria de peso corporal de todos os ratos e ndo foi identificada diferenga entre 0s grupos.
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Entretanto, foi observado que os ratos HS perdem peso durante o periodo do protocolo
experimental. Demonstrando que a ingestdo de salina (2% NaCl) altera o peso corporal desses
animais. Da mesma forma nenhum dos tratamentos interferiu no peso corporal dos ratos, ou
seja, o tratamento com nDC néo foi capaz de evitar a reducédo de peso ocasionada pela ingestdo
de salina hipertonica. A perda de peso pode estar relacionada com os efeitos ocasionados pelo
modelo experimental escolhido, que pode induzir desidratacdo intracelular aguda. Michael
Sawka em 2005 no painel de discussdes abordou que procedimentos podem ser adotados para
avaliar a desidratacdo. Dentre os procedimentos Michael destaca que avaliacdes diarias de peso
corporal, osmolaridade plasmatica e da urina, podem ser biomarcadores para casos de
desidratacdo. De acordo com Michael, aumento na osmolaridade da urina, do plasma ou de
perda de peso sdo indicativos de que o individuo esteja passando por um periodo de
desidratacdo (RITZ; BERRUT, 2005). Além da medida diaria de peso, foi realizado a afericéo
da quantidade de ingestdo de ragdo durante 6 horas e ndo foi observado alteragdes entre 0s

demais grupos.

Avaliando o efeito alta ingestdo de salina (2% NaCl) foi identificado o aumento da PA
dos ratos HS Vh. Estudos matematicos descrevem que a hipertensdo sddio-dependente se
caracteriza a partir do momento em que a alta ingestao de sddio promove aumento > a 10 mmHg
(AVERINA; OTHMER; FINK; OSBORN, 2015). Ademais, esses achados corroboram com
dados descritos na literatura que utilizam o mesmo modelo experimental, porém, durante o
periodo de quatro dias (RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et al.,
2015). Alguns possiveis mecanismos podem estar envolvidos com o aumento da PA desses
ratos, tais como aumento do ténus simpatico e AVP. Varios trabalhos suportam a ideia de que
a alta ingestdo de sddio promova aumento do tdnus simpatico levando ao aumento de PA
(ADAMS; MCCARTHY; STOCKER, 2008; HA, 2014). Estudos demonstraram que ratos que
realizaram alta ingestdo de sddio por 12 semanas produziram aumento da atividade simpaética
induzindo aumento na PA desses ratos (GOMES; SA; AGUIAR; PAES et al., 2017; SOUZA,;
BECKER; BATISTA; ASSIS BRAGA et al., 2020). No estudo realizado por Ribeiro e seus
colaboradores, os pesquisadores demonstraram que ratos submetidos a ingestdo de salina
hipertonica 2% NaCl durante quatro dias produziram aumento da atividade simpatica lombar
em conjunto com o aumento da PA (RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-
NETO et al., 2015). Além desses dados, 0s pesquisadores também demonstraram que ratos
submetidos a este protocolo experimental possuem aumento da atividade simpatica lombar
qguando submetidos a infusdo central de AVP (RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS;
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FERREIRA-NETO et al., 2015) demonstrando que além dos efeitos vasculares causados pela
AVP o peptideo também possui efeito no controle do ténus simpéatico (MALPAS; COOTE,
1994; RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et al., 2015).

Os efeitos com o tratamento de nDC na dose de 25 e 50 mg/kg normalizaram a pressao
dos ratos HS quando comparados com seus respectivos controles e reduziu a pressao quando
comparado com os ratos HS VVh. Mesmo que estudos com o EtOH-DC para reducéo da PA seja
escasso na literatura, outros estudos com a propolis verde e ou componentes isolados que estdo
presentes tanto na propolis verde quanto nas folhas de DC ja demonstraram efeitos anti-
hipertensivos. Em 2004, um grupo de pesquisadores realizaram um experimento com extrato
da prépolis verde para reducédo da PA de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). O resultado
demonstrou que os ratos tratados com o extrato da prépolis reduziram a PA (KUBOTA,;
UMEGAKI; KOBAYASHI; TANAKA et al., 2004). Os autores relacionaram o efeito anti-
hipertensivo causado pela propolis verde com sua acdo vasodilatadora (KUBOTA; UMEGAKI;
KOBAYASHI; TANAKA et al., 2004). Outro estudo demonstrando os efeitos anti-
hipertensivos da prépolis verde foi demonstrado por Mishima e seus colaboradores em 2005,
0s autores realizaram os tratamentos com o extrato etandlico da propolis verde em diversas
proporcoes de etanol. Os resultados demonstraram que os ratos SHR tratados reduziram a
pressdo arterial independente da proporcdo de etanol presente no extrato (MISHIMA,
YOSHIDA; AKINO; SAKAMOTO, 2005). Além dos estudos com o extrato bruto, alguns
estudos demonstraram os efeitos anti-hipertensivos e anti-inflamat6rios de compostos isolados
como artepelina C (PAULINO; ABREU; UTO; KOYAMA et al., 2008), kampferol (DUARTE;
PEREZ VIZCAINO; UTRILLA; JIMENEZ et al., 1993; KITAMURA,; SAITO; FUJIMOTO;
NAKASHIMA et al.,, 2018), Isosakuranetin (MARUYAMA; SUMITOU; SAKAMOTO;
ARAKI et al., 2009), acido cafeoilquinico (CICALA; MORELLO; IORIO; CAPASSO et al.,
2003; MISHIMA; YOSHIDA; AKINO; SAKAMOTO, 2005) e &cido p-cumarico (SHIMIZU;
SUZUKI, 2019) que estdo presentes na prépolis verde e nas folhas da DC. Além disso, estudos
experimentais que utilizam compostos de origem vegetal tendem a utilizar altas doses para
obtencéo dos efeitos desejados(DE MIRANDA; LANNA; NASCIMENTO; DE PAULA et al.,
2019). Uma das maneiras de reduzir as doses utilizadas em produtos de origem vegetal e 0 uso
de formulages, principalmente formulagdes nano-emulsionadas que tendem a aumentar a
solubilidade do TGI e reduzir a dose de extrato utilizada (SALVIA-TRUJILLO; MARTIN-
BELLOSO; MCCLEMENTS, 2016). A reducdo da PA dos ratos HS tratados com nDC na dose
de 25 mg/kg, foi realizado o tratamento de um grupo distinto de ratos HS com o EtOH-DC
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formulado apenas em &gua na dose de 25 mg/kg. Os resultados indicam que a nDC foi eficaz
para aumentar o efeito anti-hipertensivo pertinente ao extrato da DC, uma vez que 0s ratos
tratados com o EtOH-DC formulado em &gua na dose de 25 mg/kg ndo reduziram a pressdo

arterial dos ratos.

Avaliando os efeitos pressores da Ang Il e AVP foi realizado a injecdo intravenosa do
antagonista de receptores AT1 e V14, losartana e Viant, porém néo foi identificado alteragdes na
PA dos ratos submetidos a injecdo da droga. A resposta a injecéo do losartana e Viant NOS ratos
HS sugere baixos niveis de Ang Il e AVP circulante uma vez que ndo houve alteragdo na PA.
Esse resultado pode estar relacionado com mecanismos de feedback negativo, controlando a
liberacdo de Ang Il e AVP circulante (ROWLAND; MORIAN, 1999; SCHWEDA, 2015).
Ademais, foi avaliada a atividade pressora neurogénica também foi realizada e expressa, como
resposta a0 Viant, losartana e cloreto de hexametonio. A literatura descreve que o modelo
experimental utilizado produz aumento da atividade pressora neurogénica. Produzindo aumento
da atividade simpatica lombar nos ratos HS submetidos ao regime hidrico de salina hipertdnica
2% NaCl (RIBEIRO; PANIZZA HDO; SANTOS; FERREIRA-NETO et al., 2015). Contudo,
os resultados obtidos n&o demonstraram aumento da atividade pressora neurogénica entre 0s

ratos submetidos a injecao da droga.

A analise espectral foi realizada para identificar se existe alteracdes no balanco
autondmico desses ratos. Avaliando a variabilidade do IC no dominio do tempo e no dominio
da frequéncia. A variabilidade no dominio do tempo foi demonstrada no RMSSD, que de acordo
com a literatura esta envolvida com arritmia sinusal respiratéria (GOLDSTEIN; BENTHO;
PARK; SHARABI, 2011). Contudo nédo foi identificada diferenca entre os demais grupos,
indicando que a ingestdo de salina 2% NaCl ndo esta influenciando na arritmia sinusal
respiratdria assim como os tratamentos também nao interferiram. A variabilidade no dominio
da frequéncia foi identificada e apresentada nas trés bandas de frequéncia VLF, LF e HF. Cada
uma das bandas indica contribuicdes distintas de fatores que influenciam na variabilidade do
IC no dominio da frequéncia. Sendo que VLF estd comumente ligado a fatores humorais, LF
com alteragOes na atividade simpatica e HF com funcdo respiratoria vagal (GOLDSTEIN;
BENTHO; PARK; SHARABI, 2011). Nas bandas VLF e LF ndo foram identificadas diferencas
entre 0s grupos. Esse achado sugere que a ingestdo de salina hiperténica 2% NaCl e os
tratamentos com nDC e cetoprofeno ndo estdo alterando a atividade humoral ou a atividade
simpatica desses ratos. Outro resultado obtido por meio da analise espectral do IC ou a relagéo

entre LF/HF que indica se existe oscilacdes entre a atividade simpatica e parassimpatica desses
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ratos, porém, ndo houve diferenca na relacdo entre LF/HF destes ratos. Além da andlise
espectral realizada no IC foi também realizada no IS no dominio da frequéncia que também é
apresentada nas trés bandas de frequéncia VLF, LF e HF. Os dados da variabilidade do IS no
dominio da frequéncia ndo apresentaram diferenca em nenhuma das bandas. Indicando que a
variabilidade do IS nédo sofreu influéncia da alta ingestdo de sodio ou dos tratamentos

realizados.

Além da variabilidade no IC e IS, foi avaliada a funcdo barorreflexa desses ratos uma
vez que os dados da literatura demonstram que o alto consumo de sodio pode promover
alteracdes barorreflexas esponténeas que podem estar ligadas ao aumento da PA (SOUZA;
BECKER; BATISTA,; ASSIS BRAGA et al., 2020). Porém ndo foi identificada alteracdes
barorreflexas nestes animais. Esse resultado sugere que a ingestdo de salina hiperténica 2%

NaCl e os tratamentos com nDC né&o interferiram na funcédo barorreflexa destes ratos.

Devido a alta ingestdo de salina hiperténica 2% NaCl foi avaliado o volume circulante
desses animais. Entretanto, ndo foi observado diferencas no volume de plasma, sangue e no
hematdcrito dos ratos submetidos a este protocolo. Esses resultados sugerem que a alta ingestdo
de salina nos ratos HS n&o interferem no volume circulante desses ratos, assim como o
tratamento com a nDC de 25 mg/kg. Esses dados corroboram com o estudo de Souza e
colaboradores (2020) que avaliaram o efeito da alta ingestdo de s6dio na racdo no volume
circulante dos animais (SOUZA; BECKER; BATISTA; ASSIS BRAGA et al., 2020). A ndo
alterac@o no volume pode estar relacionado com o balanco de liquido desses ratos, uma vez que

a alta ingestdo de salina produziu também aumento no balanco de liquido dos ratos.
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9. CONCLUSAO

O processo de extragdo utilizado permitiu um bom percentual de extrato EtOH-DC.
Assim como as dosagens de compostos fendlicos totais, flavonoides e a identificacdo de
compostos volateis por CG-MS estdo dentro da faixa reportada na literatura. A veiculacéo oral
da nDC de 25 mg/kg foi eficaz para reduzir a PA dos ratos HS sem produzir efeito hipotensor.
Aumentar a dose de 25 mg/kg para 50 mg/kg ndo resultou em aumento no efeito anti-
hipertensivo em ratos HS. Entretanto, o tratamento com a nDC na dose de 12,5 mg/kg néo foi
eficaz para reduzir a PA dos ratos HS, permitindo inferir que a dose minima efetiva para
produzir efeito anti-hipertensivo nesses animais esta entre 12,5 e 25 mg/kg. A veiculagdo do
EtOH-DC na dose de 25 mg/kg em agua ndo foi capaz de produzir efeito anti-hipertensivo em
ratos HS, indicando que a veiculacdo de EtOH-DC na forma de nanoemulsséo pode representar
uma potencializa¢do do efeitos anti-hipertensivos da EtOH-DC que poderia ser traduzida em
maior biodisponibilidade dos componentes ativos do extrato. O tratamento ndo afetou o volume
urinario dos ratos HS ou controle, demonstrando que o efeito anti-hipertensivo relacionado a

nDC pode ndo estar relacionado com a¢éo diurética.

Além disso, os dados indicam que a PA dos ratos submetidos a ingestdo de salina pode
néo estar relacionado com a atividade pressora neurogénica. Da mesma forma, o aumento de
PA ndo esta relacionado com a atividade pressora da AVP, Ang Il ou alteracdes no volume

circulante. Os tratamentos também nédo afetaram nenhum dos pardmetros citados acima.
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10. LIMITACOES

Devido a pandemia da COVID-19, ocorreram limitacGes para realizagdo de alguns
ensaios previstos para este trabalho, como o uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia para
identificacdo dos compostos presentes na DC e na fracdo metandlica da nDC. Além disso, as
dosagens de Na*e K" no LCR, plasma e urina também foram afetadas devido a pandemia e

limitagdes com os equipamentos que estavam disponiveis.
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ANEXO 3: Espectro da fracao hidrometanolica do extrato etandlico de Baccharis
dracunculifolia
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ANEXO 4: Espectro da fracdo hexanica do extrato etandlico de Baccharis

dracunculifolia
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