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REIS, G.S. Acdo do Nerolidol puro e complexado em lipossoma sobre o sistema
cardiovascular em modelo animal de hipertensdo arterial, Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias da Saude), - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude (PPGCS),
Universidade Federal de Sergipe, Aracaju-SE, p.93. 2023.

RESUMO:

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCVs), as quais apresentam elevada taxa de
morbimortalidade em todo 0 mundo. Estudos salientam que o uso de produtos naturais reflete
positivamente no tratamento da HAS, dentre eles se encontram os terpenos, cujas propriedades
terapéuticas possuem acdo sobre o sistema cardiovascular. O nerolidol (NRD), € um
sesquiterpeno que possui acdo anti-inflamatoria, antioxidante e cardioprotetora. Porém, devido
a sua baixa solubilidade e alta volatilidade, é necessario a inclusdo em uma formulagdo que
aumente a biodisponibilidade e absor¢édo por via oral. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos cardiovasculares do NRD puro e complexado em lipossoma (NLIP) em modelo animal
de hipertensdo. Foram utilizados ratos Wistar machos (CEPA: 7471310521/3941310521)
hipertensos (L-NAME, 20 mg/kg/dia, 7 dias). Medidas de pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) foram realizadas antes e apds administracéo intravenosa (i.v.) do NRD
(1; 5; 10; 20 mg/kg) €, apds administracao oral (200 mg/kg; gavagem) do NRD ou NLIP. Apos
a realizacdo do tratamento oral foram avaliados os efeitos hemodindmicos por 48h. No
tratamento intravenoso o NRD produziu resposta hipotensora em todas as doses (-19,8 + 3,87,
-25,5 £ 3,08, -36,10 + 4,87, e —45,53 + 4,61, n = 7) e bradicardia nas doses de 10 mg/kg e 20
mg/kg (-32,55 + 11,97 e -54,11 + 8,18, n = 7). A hipotensao foi inibida pelos pré-tratamentos
(10 mg/kg e 20 mg/kg) com atropina (ATR) (-3,54 + 1,71, -9,31 % 6,14, n=5)., L-NAME (-
12,72 + 6,38, e —14,86 £ 5,16, n = 7), e indometacina (INDO) (-19,36 + 4,56 e -20,43 £ 6,11,
n =6), ja a bradicardia foi atenuada com ATR (-0,83 £ 0,30 e -1,57 £ 1,51, n=6)., L-NAME (-
10,96 + 9,67, e —9,33 + 9,48, n=6) e hexametonio (HEXA) (-1,40 + 2,40 e —6,26 + 2,03, n=5).
No tratamento oral o NRD e o NLIP induziram respostas anti-hipertensivas, sendo as maiores
respostas encontradas no tempo de 48h (112 £ 5,04% mmHg) do NLIP; 0,5h e 1h (137 £ 4,47%
e 139 + 4,47% mmHg, respectivamente) do NRD. Os resultados demonstram que 0 NRD induz
a hipotensao com bradicardia pela via intravenosa e, quando administrado via oral em sua forma

pura e complexada, apresentou um efeito anti-hipertensivo promissor.

Palavras-chaves: Hipertensao arterial; Sesquiterpeno; Nerolidol; Biotecnologia.



REIS, G.S. Action of pure and complexed nerolidol in liposome on the cardiovascular
system in an animal model of arterial hypertension, Dissertation (Master in Health
Sciences), - Graduate Program in Health Sciences (PPGCS), Federal University of
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ABSTRACT:

Systemic arterial hypertension (SAH) is one of the main risk factors for the development of
cardiovascular diseases (CVDs), which have a high morbidity and mortality rate worldwide.
Studies point out that the use of natural products reflects positively on the treatment of SAH,
among which are terpenes, whose therapeutic properties have an effect on the cardiovascular
system. Nerolidol (NRD) is a sesquiterpene that has anti-inflammatory, antioxidant and
cardioprotective action. However, due to its low solubility and high volatility, it is necessary to
include it in a formulation that increases oral bioavailability and absorption. The aim of this
study was to evaluate the cardiovascular effects of pure and liposome-complexed NRD (NLIP)
in an animal model of hypertension. Male Wistar rats (CEPA: 7471310521/3941310521)
hypertensive (L-NAME, 20 mg/kg/day, 7 days) were used. Measurements of mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) were performed before and after intravenous (i.v.)
administration of NRD (1; 5; 10; 20 mg/kg) and after oral administration (200 mg/kg; gavage )
of the NRD or NLIP. After oral treatment, the hemodynamic effects were evaluated for 48h. In
intravenous treatment, NRD produced a hypotensive response at all doses (-19.8 + 3.87, -25.5
+ 3.08, -36.10 = 4.87, and —-45.53 + 4.61, n = 7) and bradycardia at doses of 10 mg/kg and 20
mg/kg (-32.55 + 11.97 and —54.11 + 8.18, n = 7). Hypotension was inhibited by pretreatments
(10 mg/kg and 20 mg/kg) with atropine (ATR) (-3.54 £ 1.71, -9.31 £ 6.14, n=5)., L -NAME (-
12.72 £ 6.38, and —14.86 £ 5.16, n = 7), and indomethacin (INDO) (-19.36 + 4.56 and -20.43 +
6.11 , n = 6), whereas bradycardia was attenuated with ATR (-0.83 + 0.30 and —1.57 + 1.51,
n=6)., L-NAME (-10.96 + 9.67 , and —9.33 + 9.48, n=6) and hexamethonium (HEXA) (-1.40
2.40 and —6.26 £ 2.03, n=5). In the oral treatment, NRD and NLIP induced antihypertensive
responses, with the highest responses found within 48 hours (112 + 5.04% mmHg) of NLIP;
0.5h and 1h (137 %= 4.47% and 139 + 4.47% mmHg, respectively) of NRD. The results
demonstrate that NRD induces hypotension with bradycardia intravenously and, when
administered orally in its pure and complexed form, showed a promising antihypertensive
effect.

Keywords: Arterial hypertension; Sesquiterpene; Nerolidol; Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Saude, as doencas cardiovasculares (DCVs) sdo
responsaveis por aproximadamente 18,6 milhdes de 6bitos a cada ano, correspondendo a cerca
de 31% das mortes em todo mundo e estima-se que em 2030 ocorrerdo cerca de 23,6 milhdes
de mortes. Segundo a American Heart Association (2023) aproximadamente 85% dessas mortes
sdo ocasionadas principalmente por doencas isquémicas do coracdo, cerebrovasculares e
hipertensdo. H& mais de 20 anos as DCVs caracterizam um dos maiores desafios para a saude
publica, atingindo principalmente regides de média e baixa renda. No Brasil, complicacdes
cardiovasculares como infarto do miocéardio, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo somaram um
custo financeiro de 52,5 bilhdes para o sistema de saude no ano de 2015 (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2022; AMERICAN
HEART ASSOCIATION, 2023).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é caracterizada pela elevacdo de forma sustentada
da presséo arterial (PA), no qual os niveis pressoricos dispdem-se igualmente ou superior a
140/90 milimetros de mercurio (mmHg). Ela é apontada como um dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento de diversos problemas cardiovasculares e considerada um dos
principais desafios para saude publica (PEREIRA, 2016; JORDAN; KURSCHAT; REUTER,
2018; LOGANATHAN et al., 2019).

Atualmente existe uma gama de medicamentos que visam o tratamento da HAS, ainda
assim, apesar dos grandes avancos trazidos por essas terapias tradicionais, as mesmas sao
acompanhadas de algumas limitacGes, como por exemplo, os efeitos colaterais, necessidade de
associacdo de mais de um farmaco e consequente baixa adesdo por parte da populacédo. Ja o
tratamento ndo medicamentoso, se baseia na melhora de todos os fatores de risco modificaveis
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016; GALVAO; SOARES, 2016;
MENGUE et al., 2016).

As plantas foram os primeiros recursos terapéuticos a serem utilizados pela humanidade.
Registros mostram relatos da utilizacdo de plantas medicinais desde 2.600 a.C. Nos dias atuais
a medicina popular tradicional ainda € muito utilizada a fim de tratar males que afetam a saude
humana. Além da forte utilizacdo popular, os produtos naturais vém sendo o foco de diversos
estudos cientificos, e tém demonstrado potenciais efeitos bioldgicos. Muitas dessas

propriedades terapéuticas sdo provenientes dos chamados metabdlitos secundarios, como 0s



terpenos, que podem apresentar efeitos antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatorios,
cardiovasculares, entre outros (LIA; BRANDELLI, 2017; TSIOUFIS; THOMOPOULOQOS,
2017).

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios e os principais componentes presentes nos 6leos
essenciais extraidos de plantas aromaéticas. Eles sdo classificados de acordo com a quantidade
de residuos de isopreno (blocos de cinco carbonos-Cs) que possuem. Dentre a diversidade de
acOes terapéuticas, os terpenos possuem efeitos cardiovasculares, atuando, por exemplo, como
anti-hipertensivos e cardioprotetores. Os sesquiterpenos sao encontrados em dleo essencial de
cravo, arnica-da serra, casca de laranja, gengibre, entre outros. Além disso, possuem
propriedades biolégicas importantes para o desenvolvimento de novos tratamentos
farmacolégicos (FELIPE; BICAS, 2017; KIYAMA, 2017; PAULINO, 2019).

O nerolidol (NRD) ou peruviol € um sesquiterpeno aciclico que pode ser encontrado nas
folhas de diversas plantas. Além de ser muito utilizado pela industria de cosmeticos, produtos
de limpeza e alimenticia, o NRD apresenta uma gama de efeitos bioativos: atividade
antioxidante, antibacteriana, anti-biofilme, antifingica, antiparasitaria, antinoceptiva, anti-
inflamatdria, antitumoral, cardioprotetora, entre outros. Diante dessa versatilidade, o NRD pode
ser um caminho promissor para o desenvolvimento de novas terapias (CHAN et al., 2016;
ASAIKUMAR et al., 2019; GONCALVES, 2020).

Embora o NRD possua diversos efeitos biologicos, durante o processo de extracdo de
Oleos essenciais ha uma certa perda fazendo com que o volume final seja bem reduzido. Além
disso, ele € lipossolivel, o que acaba dificultando a absorcdo pelo organismo e
consequentemente reduz o aproveitamento de suas propriedades bioativas. Para aumentar a
biodisponibilidade dos principios ativos dos Oleos essenciais, sistemas de veiculacdo de
farmacos como o lipossoma tém sido muito utilizados (LILA; ISHIDA, 2017; EL-HAMMADI;
ARIAS, 2019; IQUBAL et al., 2019, GONCALVES, 2020).

Os lipossomas sdo estruturas vesiculares de propriedade anfifilica formadas por
fosfolipidios organizados em bicamadas lipidicas que atuam como um sistema de liberacéo de
farmacos até seu sitio de acdo. Dessa forma, atraves dessa biotecnologia € possivel contornar
propriedades limitantes do NRD, além de potencializar seus efeitos terapéuticos, reduzindo
também possiveis efeitos colaterais (EL-HAMMADI; ARIAS, 2019; LAI; ROGACH, 2020).

O uso de biotecnologias como sistema de veiculacdo e transporte de farmacos, a exemplo

do lipossoma, pode influenciar significativamente na melhora da biodisponibilidade dos



sesquiterpenos, desta forma, pode vir a favorecer a intensidade dos efeitos biolégicos do NRD
sobre o sistema cardiovascular, especialmente, na resposta anti-hipertensiva. Diante do exposto,
através da incorporacgdo do sesquiterpeno NRD em lipossoma, o estudo visa contribuir com

uma nova estratégia e abordagem terapéutica para reducdo dos impactos causados pela HAS.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas cardiovasculares

O sistema cardiovascular é composto pelo coragdo, vasos sanguineos e sangue, e a
capacidade de fornecer e manter o fluxo sanguineo é considerada sua funcdo primordial. A
homeostase proveniente do bombeamento deste sangue e sua passagem pelo limen dos vasos
sanguineos resulta na manutencdo da presséo arterial (PA). Em condi¢cdes normais, a PA deve
se manter em uma determinada faixa de variacdo, permitindo a adequada perfusdo dos 6rgaos
e tecidos. No decorrer da vida, possiveis fatores podem vir a alterar o equilibrio do sistema
cardiovascular, levando assim, ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCVs)
(KRIEGER; IRIGOYEN; KRIEGER, 1999; SANTANA et al., 2019; DANTAS; RONCALLLI,
2019).

As DCVs sdo consideradas uma das principais causas de mortes a nivel mundial. No
Brasil, segundo o Ministério da Saude (2022), cerca de 14 milhGes de individuos possuem
alguma doenca cardiovascular e, pelo menos, 400 mil mortes ocorrem a cada ano em
decorréncia das DCVs, isso corresponde a cerca de 30% dos dbitos no pais. As DCVs estédo
relacionadas ao sistema circulatorio e coracao e, de acordo com a American Heart Association
(2023) as principais sdo: doencas da artéria corondria, cerebrovascular, arterial periférica,
cardiaca congénita, cardiopatia reumatica e hipertensdo arterial. As DCVs possuem por vezes
uma progressdo lenta, que pode provocar efeitos a longo prazo. E embora com o passar dos
anos tenha havido avangos na medicina, estimativas demonstram que a prevaléncia das mesmas
tende a aumentar (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010; MINISTERIO
DA SAUDE, 2022; AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2023).

H& muitos anos as DCVs geram impactos sociais e na saude, por se tratar de causas
multifatoriais, com progressdo lenta, diagnostico tardio, que muitas vezes necessitam de
tratamentos a longo prazo e até mesmo internacGes em casos graves, tendem a demandar
recursos financeiros significativos. E estdo intimamente relacionadas as regides de média e
baixa renda, onde os individuos estdo frequentemente expostos aos fatores de risco e possuem
menor acesso aos servicos de salde, gerando assim, um grande desafio para a saude publica.
No Brasil, complicag¢6es cardiovasculares como infarto do miocérdio, insuficiéncia cardiaca e

hipertensdo somaram um custo financeiro de 52,5 bilhGes para o sistema de salde no ano de



2015 (MENGUE et al., 2016; HERING; TRZEBSKI; NARKIEWICZ, 2017; NOONE et al.,
2018; LOBO et al., 2017; KARUNATHILAKE; GANEGODA, 2018; MENSAH; ROTH;
FUSTER, 2019; ZHANG et al., 2020; BARROSO et al., 2021; AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2023).

A incidéncia das DCVs tem aumentado consideravelmente com o envelhecimento e
crescimento populacional, isso pode ser observado ao comparar as taxas de mortalidade e
morbidade de DCVs com a idade dos portadores. Nota-se que a prevaléncia de DCVs é maior
em pessoas com idade superior a 65 anos, e especialmente naquelas que possuem mais de 80
anos. Se relacionam a isso os demais fatores de risco como hipertensao, diabetes mellitus, idade,
genética, sexo, obesidade, entre outros (GALVAO; SOARES, 2016; ALVES-SILVA et al.,
2016; LOBO et al., 2017; PANENI et al., 2017; HONG; SHAN, 2020; BARROSO et al., 2021).

2.2 Hipertensao arterial sistémica

A hipertensao arterial sisttmica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial, que se
caracteriza pelo nivel elevado e sustentado da pressédo arterial (PA), onde 0s niveis pressoricos
sdo encontrados acima de 140 milimetros de mercurio (mmHg) e de 90 mmHg, da pressao
sistélica (PAS) e diastolica (PAD), respectivamente. Para a pressdo arterial ser considerada no
seu limite de normalidade é levado em conta valores sistolicos entre 130-139mmHg e
diastolicos entre 85-89mmHg. Engquanto que para se ter uma presséao arterial considerada 6tima,
os valores devem ser inferiores a 120mmHg na sistolica e 80mmHg na diastdlica (AMERICAN
HEART ASSOCIATION, 2023). Por se tratar de uma condi¢do frequentemente assintomatica,
a elevacdo prolongada da PA tende a evoluir com alteracdes funcionais e estruturais em o0rgaos-
alvo, como coragdo, vasos sanguineos, cérebro e rins, que pode gerar danos na estrutura do
miocéardio, vasculatura coronéria, e no sistema de conducéo elétrica, provocando um aumento
no risco da ocorréncia de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (SOUSA et al., 2016; AL-
MALLAH; SAKR; AL-QUNAIBET, 2018; CAREY et al, 2018; GIROTTO; SILVA;
CARAMASCHI, 2018; BURNIER, 2019; HUA et al., 2019; BARROSO et al., 2021).

Em individuos normotensos em repouso, a PAS deve ser menor que 140 mmHg e a PAD
menor que 90 mmHg (Sociedade Brasileira de Cardiologia — SBC, 2016). A PAS refere-se a

pressdo arterial maxima, € caracterizada como o valor medido no momento da sistole



ventricular (ventriculo esquerdo contrai e bombeia o sangue). A PAD corresponde & pressdo

arterial minima (ventriculo esquerdo relaxa) (MCARDLE et al., 2016).

A pressdo sanguinea é considerada dependente de cinco fatores hemodinamicos: débito
cardiaco (DC) e energia da contracdo ventricular; quantidade de sangue circulante (volemia);
qualidade do sangue e viscosidade sanguinea; elasticidade das artérias (resisténcia central);
tonicidade e permeabilidade das arteriolas pré-capilares (resisténcia periférica). Desta forma, a
regulacdo da pressdo sanguinea é considerada um processo que envolve a integracdo de
multiplos sistemas de regulacdo do tdnus vascular, como por exemplo: o barorreflexo, as vias
hormonais, renais, vasculares, sistemas reguladores e a regulacdo intrinseca exercida por
mecanismos locais dentro do um tecido. Todos esses mecanismos influem no débito cardiaco e
na resisténcia vascular periférica, que séo considerados 0s principais parametros responsaveis
pelo equilibrio da pressao arterial sisttmica (ARAUJO; ACURI; ABRAMS, 1988; SCHER,
1989).

No Brasil estima-se a existéncia de aproximadamente 30 milhdes de hipertensos, sendo
que 30% corresponde a populacdo adulta e 60% a individuos com idade superior a 60 anos. A
HAS trata-se de uma condicéo clinica tratavel, que ao ser controlada pode evitar ou retardar o
aparecimento de outras DCVs. Todavia, existem diversos fatores de risco modificaveis ou ndo,
que predispdem o desenvolvimento da HAS, bem como, das demais DCVs. Os fatores
modificaveis referem-se ao sedentarismo, alcoolismo, tabagismo, obesidade, exposicao cronica
ao estresse, maus habitos alimentares, ambiente, medicamentos, estilo de vida e renda. Ja os
fatores ndo modificaveis referem-se a idade, sexo, raca e predisposicao genética. Compreender
tais fatores e suas interacGes permite melhores abordagens (ALVES-SILVA et al., 2016;
PEREIRA et al., 2016; SOUZA et al., 2017; AHUJA; SHARMA; MOHAN, 2017,
KARUNATHILAKE; GANEGODA, 2018; LUCENA; GUEDES, 2020).

Os tratamentos para HAS que visam a reducdo da PA, sdo considerados meios bem
estabelecidos para prevencdo de DCVs. De forma que uma diminuicdo de 10mmHg na PAS e
PAD reduz em cerca de 20% as chances de eventos cardiovasculares, e em 13% de mortalidade
por todas as causas decorrentes. Devendo sempre ter como objetivo primordial a reducdo da
morbidade e mortalidade por DCVs (TSIOUFIS; THOMOPOULOS, 2017; OMBONI;
VOLPE, 2018; VAZQUEZ-NARVAEZ; ULIBARRI-VIDALES, 2019; LOGANATHAN et
al., 2019;).



O tratamento anti-hipertensivo com medicamentos consiste na utilizagdo de diversas
terapias farmacoldgicas, sendo as principais classes: os diuréticos, bloqueadores dos receptores
de angiotensina Il, betabloqueadores, bloqueadores dos canais para célcio e inibidores da
enzima conversora da angiotensina. Quanto ao tratamento ndo medicamentoso, ele é baseado
na mudanca do estilo de vida, que envolve de forma ativa a melhora de todos os fatores de risco
modificaveis (ALVES-SILVA et al., 2016; MENGUE et al, 2016; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010). Embora as terapias tradicionais sejam importantes,
ainda existem limitacGes, como necessidade de terapia combinada com mais de um farmaco,
efeitos incompletos, efeitos colaterais e baixa adesdo da populacdo. Sendo necessario o
desenvolvimento de novas terapias, principalmente advindas de plantas medicinais, que
busquem a regulacdo dos fatores responsaveis pela homeostase cardiovascular, a exemplo do
endotélio vascular e do sistema nervoso autbnomo (WERMELT; SCHUNKERT, 2017; CHOY;
MURUGAN; MUSTAFA, 2018; GEWEHR et al., 2018; JORDAN; KURSCHAT; REUTER,
2018; KARUNATHILAKE; GANEGODA, 2018).

2.3 Endotélio vascular

A estrutura anatdmica dos vasos sanguineos apresenta-se em forma de tubo e com uma
disposicéo celular em sua circunferéncia, essa disposicdo permite que a luz do vaso reduza no
momento da contragdo muscular. Dessa forma, a musculatura dos vasos consegue se manter
contraida por longos periodos com um baixo consumo energético, sendo esse fator fundamental
para funcdes vasculares basicas, permitindo assim, o controle da pressdo arterial. Os vasos
sanguineos podem ser divididos anatomicamente em trés camadas (Figura 1): adventicia,
média e intima. A camada adventicia é a mais externa (composta por um tecido conjuntivo
denso e componentes celulares). A camada média é considerada a mais espessa (composta em
grande parte por tecido muscular, elastina e colageno). A camada intima é a mais interna
(constituida por uma Unica camada de células e responsavel pelo contato direto com o fluxo
sanguineo) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; RODRIGUES, 2010).



Camada externa adventicia

Camada média muscular lisa

Camada interna endotelial

Figura 1: Detalhe da parede arterial mostrando a tdnica adventicia, média e a intima (Fonte: smart.servier.com).

Em condicdes fisiologicas normais, o endotélio exerce funcdo protetora que €
fundamental para a manutenc@o da homeostasia corporal e prevengéo contra o desenvolvimento
de lesdes vasculares, como a atividade anticoagulante, vasodilatadora e anti-inflamatéria. O
controle do ténus da musculatura lisa vascular ocorre pela producdo de mediadores que podem
produzir vasodilatacdo ou vasoconstricdo (Figura 2). Dentre os principais fatores relaxantes
(vasodilatadores) derivados do endotélio se encontram: o o6xido nitrico (NO), o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a prostaciclina (PGI12). Os principais fatores
contrateis (vasoconstritores) sdo: a prostaglandina H2 (PGH2), a tromboxana A2 (TXA2), a
angiotensina Il (Ang Il), a endotelina-1 (ET-1) e os anions superdxido ou espécies reativas de
oxigénio (ROS). A regulacdo do tonus vascular pelo endotélio ird ocorrer através da liberacao
de substancias vasoconstritoras (FCDE) e vasodilatadoras (FRDE), e o ideal é que exista um
equilibrio preciso entre a liberacdo desses fatores. No entanto, em algumas doencas
cardiovasculares, entre elas a HAS, esse equilibrio é alterado através da presenca da atenuacao
dos efeitos vasodilatadores do endotélio, o que influi no relaxamento vascular e gera uma
disfuncao endotelial (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; CARVALHO et al., 2001).
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Figura 2: Liberag&o de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras derivadas do endotélio. Oxido nitrico (NO);
prostaciclina (PGI12); fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF); espécie reativa de oxigénio (ROS);
endotelina-1 (ET1); tromboxano-2 (TXA-2); prostaglandina (PGH2) (SANTANA, 2022).

Os mecanismos responsaveis pela disfuncéo endotelial provocada na hipertensédo arterial
sdo considerados multifatoriais, de forma que dependem do tipo de hipertensédo desenvolvida,
da duracgdo e do leito vascular estudado. Entre os possiveis fatores envolvidos se encontram:
aumento da liberacdo dos fatores contrateis derivados do endotélio, como a PGH2 e
angiotensina I1; diminuicdo da responsividade das células musculares lisas ao NO; diminuicéo
na expressdo da atividade da guanilil ciclase solivel e da liberacdo do EDHF. Assim sendo,
observa-se que o endotélio possui um papel central na HAS, sendo responsavel por controlar a
permeabilidade vascular, adesdo leucocitaria, proliferacdo de células musculares lisas,
coagulacéo e o equilibrio entre os fatores endoteliais (IGNARRO, 1987; FURCHGOTT, 1988;
CARVALHO et al., 2001; SANDOQO et al., 2010).

O NO é uma molécula capaz de difundir livremente nas membranas celulares e
responsavel pela regulacdo de diversos processos endogenos fisiopatologicos (Figura 2).
Inicialmente, Furchgott e Zawadzki (1980) descobriram que as células endoteliais respondiam
aos agentes vasodilatadores e produziam um fator relaxante derivado do endotélio, tendo como
principal bioativo o NO. Foi observado que o processo de contracdo ocorria somente apds a
retirada da camada endotelial (Figura 1). Ao preservar essa camada e colocar em contato com
acetilcolina ou carbacol ocorria um relaxamento, sugerindo assim que a acetilcolina liberava

uma substancia inibitéria denominada endothelial-derivated relaxing factor (EDRF), e
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posteriormente chamada de NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; TAYLOR et al., 1988;
MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999; RANG et al., 2011).

A sintese do NO ocorre a partir do aminoécido L-arginina, através de uma familia de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintase (NOS). Trés isoformas de NOS foram identificadas
(Figura 3): neuronal (nNOS/1NOS), encontrada no sistema nervoso e em outros tecidos;
endotelial (eNOS/3NOS), produzida nas células endoteliais; e induzivel (iNOS/2NQOS), que
pode ser encontrada em processos celulares anormais. A iINOS é considerada constitutiva, ja a
eNOS e a nNOS sdo ativadas através do aumento da concentracdo de célcio dentro da célula
proveniente do complexo célcio-calmodulina. A sintese do NO ocorre em duas etapas de uma
reacdo: 1) N-hidroxilacdo de um grupo guanidino da L-arginina, formando a N-hidroxi-L-
arginina (L-NOHA); 2) a L-NOHA ¢ metabolizada em L-citrulina e NO (FORSTERMANN;
SESSA, 2012).
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Figura 3: Isoformas de NOS (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Desta forma, o NO desempenha um papel importante na regulacédo do ténus vascular e da
homeostasia cardiovascular (Figura 4), o que pode ser observado através do fato que a inibicéo
da NO sintase (NOS) diminui a vasodilatacdo dependente de endotélio, principalmente nos
vasos de condutdncia e, a administracdo aguda de inibidores da NOS pode produzir
vasoconstri¢do, enquanto o tratamento cronico de ratos com esses compostos induz hipertenséo
arterial (PEPINE, 2009; FORSTERMANN; SESSA, 2012; BIELLI et al., 2015; SU, 2015;
RAMESHRAD et al., 2016; GARCIA; SESSA, 2018).
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Figura 4: Efeitos cardiovasculares do éxido nitrico (NO) (MILLER; MEGSON, 2007).

Células do musculo
liso vascular

O relaxamento da musculatura vascular dependente dos canais de K* ocorre quando os
mesmos sdo ativados e abertos, permitindo o efluxo de ions K* da célula, gerando assim a
hiperpolarizacdo da membrana. Isso resulta no fechamento dos canais de Ca?* dependentes de
voltagem. Esse fechamento provoca reducio da ligagdo do ion Ca?* a calmodulina (a formagc&o
do complexo Ca?* - calmodulina) e assim ocorre o impedimento da fosforilagdo da miosina
quinase de cadeia leve, por fim, gera uma resposta relaxante. Ja o relaxamento provocado pelo
NO esté relacionado a estimulacdo da enzima guanilato cliclase soluvel (GCs) com um
consequente aumento na producdo de GMP ciclico. A qual, por sua vez, estimula a quinase
dependente de GMP ciclico (PKG) que atraveés de diversos mecanismos, estimula o
relaxamento da musculatura lisa vascular. A PKG atua ativando os canais de K* induzindo
hiperpolarizagdo ou estimulando a saida de Ca?* do citoplasma da célula, o que leva a uma
vasodilatacdo. Desta forma, a PKG diminui a sensibilidade da maquinaria contratil ao Ca?*
diminuindo a contracdo muscular (Figura 5) (YOSHIDA; OWENS, 2005; ZHAO et al., 2000;
SATIN; SCHRODER; CRUMP, 2011; TOUSOULIS et al., 2012).
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Figura 5: Sintese de 6xido nitrico pela célula endotelial (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2011).

Quanto a PGI2, é observado que sua contribuicdo para a vasodilatacdo dependente do
endotélio é pequena. Sua acdo € proveniente da presenca de receptores especificos na parede
das células musculares lisas vasculares. A estimulacdo desses receptores leva a uma
estimulacdo da adenilil ciclase, produzindo assim, um aumento de AMP ciclico e estimulacao
da proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA) no masculo liso vascular. A PKA possui
um efeito semelhante a PKG, e pode ativar canais de K* sensiveis ao ATP induzindo
hiperpolarizacdo, estimulando a saida de Ca?* do citosol e inibindo a maquinaria contratil. A
prostaglandina vasodilatadora, € o principal metabolito derivado do &cido araquiddnico gerado
pela via da ciclooxigenase. Todavia, existe a formacao de pequenas quantidades de prostandides
vasoconstritores como a PGH2 e o tromboxane A2. Além dos fatores supracitados, o sistema
nervoso autbnomo também ¢é caracterizado como um importante sistema na regulacédo
cardiovascular (PALMER et al., 1988; BOLOTINA et al., 1994, VANHOUTTE, 1999;
MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999).

2.4 Sistema Nervoso Autdnomo

O sistema nervoso autonomo é dividido em nivel estrutural e funcional através do

componente periférico e central. Funcionalmente pode ser dividido em sistema nervoso
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autdbnomo (SNA), sistema nervoso sensitivo e somatico. O SNA, que se subdivide em
simpético, parassimpatico e entérico, regula as respostas involuntarias, sendo assim, no sistema
cardiovascular controla o tbnus vascular, a contratilidade e frequéncia cardiaca. Através de uma
via de dois neur6nios, as fibras nervosas autdbnomas interagem com os 6rgdos-alvo: pré-
ganglionar (tronco encefalico ou da medula espinal aos ganglios) e pés-ganglionar (partem dos
ganglios e inervam os 6rgaos periféricos). Esses ganglios possuem as terminagGes nervosas das
fibras pré-ganglionares e os corpos celulares dos neur6nios pds-ganglionares. As fibras pré-
ganglionares liberam o neurotransmissor acetilcolina (ACh) que age nos receptores
colinérgicos nicotinicos e com menor propor¢do, nos muscarinicos. No sistema nervoso
parassimpatico as fibras pds-ganglionares sdo colinérgicas e liberam ACh, que age nos
receptores muscarinicos. No sistema nervoso simpatico as fibras pds-ganglionares liberam a
noradrenalina (NA), que age em receptores adrenérgicos ou adrenoceptores (SIQUEIRA et al.,
2004; GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010).

Os receptores nicotinicos e muscarinicos constituem as duas principais classes de
receptores colinérgicos. Os receptores nicotinicos sdo considerados receptores ionotropicos
(canais idnicos - regulados por ligantes) caracterizado por cinco subunidades proteicas que ao
ser ativada adquire a conformacédo de canal aberto permeavel a ions Na* e K* (Quadro 1). Estdo
localizados em sinapses excitatorias e sdo divididos em dois subtipos: neurais (Nn); musculares
e ganglionares (Nm) (SIQUEIRA et al., 2004; GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010).

Os receptores muscarinicos correspondem a superfamilia de receptores metabotrépicos
(acoplados a proteina G) (Quadro 1). As quais sdo consideradas proteinas de membrana
formada por sete dominios transmembranares. Com cinco subtipos: (M1, M2, M3, M4 e M5)
que formam dois grupos funcionais: M1, M3 e M5 (responsaveis pela estimulacdo da
fosfolipase C através da proteina Gg. Os receptores M2 e M4 atuam através da proteina Gi na
inibicdo da adenilil ciclase e ativacdo dos canais de K*. Os receptores supracitados sdo
encontrados: neurdnios do SNC e periféricos (M1, M2, M4 e M5); células parietais do estbmago
(M1); masculo cardiaco (M2); musculatura lisa visceral (M2 e M3); tecido glandular e musculo
liso (M3) (SIQUEIRA et al., 2004; GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010).



Quadro 1: Receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos
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A sinalizacdo da proteina Gq engloba os receptores impares (M1, M3 e M5), sendo
descrito como o seguinte processo (Figura 6): O agonista ira se ligar promovendo a troca do
GDP por GTP; o GTP se desloca pela membrana até encontrar o efetor biol6gico; ocorre a
ativacdo do efetor PLC (fosfolipase C); a PLC ativa vai servir como catalisador para transformar
0 PIP2 em DAG (diacilglicerol), simultaneamente, a PLC também é capaz de formar o IP3; o
IP3 ira até o reticulo endoplasmético e isso vai culminar no aumento de Ca*? para o citosol da
célula; enquanto isso acontece, a DAG vai catalisar a ativacdo da PKC; a PKC ativa com o
aumento de Ca*? intracelular culmina na fosforilagdo de proteinas (SIQUEIRA et al., 2004;
GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010; PRANDO et al., 2016).

Receptores Muscarinicos M1, M3 e M5

..........................................................

N
fosforilagéioT

Figura 6: Sinalizac8o da proteina Gq (receptores impares: M1, M3 e M5) (Adaptado de GOLAN et al., 2009).

A sinalizacdo da proteina Gi engloba os receptores pares (M2 e M4), por se tratar de uma
proteina inibitoria, seu efeito final provoca a diminuicao da fosforilacdo de proteinas devido a
uma resposta bioldgica inibida. Resumidamente, seu processo engloba (Figura 7): A reducéo
do AMPc (segundo mensageiro), da PKA, da fosforilacdo e consequente inibicdo. Sendo seu
efetor a adenililciclase (AC) (SIQUEIRA et al., 2004; GOLAN et al., 2009; VENTURA et al.,
2010; PRANDO et al., 2016).
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Figura 7: Sinalizacdo da proteina Gi (receptores pares: M2 e M4) (Adaptado de GOLAN et al., 2009).

A ativacdo dos receptores muscarinicos (M3) do endotélio promove um aumento na
concentragdo de Ca?" no interior das células endoteliais, esse aumento influi no
vasorelaxamento proveniente da liberagdo de fatores derivados do endotélio, a exemplo do NO
e as PGI2, isso ocorre porque quando a ACh se liga ao receptor induz a liberagdo de NO, a
liberacdo do NO ativa a guanilato ciclase (enzima que catalisa 0 GTP em GMPc) dilatando o
vaso sanguineo (Figura 8). Sendo assim, essa acdo SO ird ocorrer nos vasos que possuem
endotélio, pois s6 é possivel encontrar o receptor M3 no endotélio (SIQUEIRA et al., 2004;
GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010; PRANDO et al., 2016).

VASO SANGUINEO

Oxido nitrico sintase
ginina —— NO

Guanilil ciclase
GTP ———» cGMP

Misculo liso

Figura 8: Ativacgao dos receptores muscarinicos (M3) do endotélio (Adaptado de GOLAN et al., 2009).

Resumidamente, a interacdo da acetilcolina (ACh) com um dos 5 tipos de receptores
muscarinicos ou um dos dois tipos de nicotinicos (Nn ou Nm), gera algumas respostas
colinérgicas. Além disso, a ACh possui uma ampla agdo sistémica, entre elas, nota-se a agdo
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direta no coragdo através dos receptores M2 (receptor acoplado a proteina G inibitdria). Os
efeitos associados ao M2 abrangem a diminuicdo da FC, da contratilidade e velocidade de
conducéo (SIQUEIRA et al., 2004; GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010; PRANDO et
al., 2016).

Atualmente, devido a importante acdo fisioldgica, patologica e farmacoldgica
proveniente do NO, diversas pesquisas estdo sendo realizadas objetivando a descoberta de
farmacos que possuam a capacidade de liberar NO. E ja existem no mercado diversas
substancias (organicas e inorganicas) utilizadas no tratamento da HAS, todavia sua utilizacdo é
limitada pelos seus efeitos colaterais. Dentre 0os medicamentos utilizados para o tratamento da
HAS encontra-se a nifedipina, que devido a sua acdo anti-hipertensiva possui importantes
repercussdes sobre o sistema cardiovascular (PAULO, 2011; GOUVEIA, 2017).

A nifedipina é um farmaco que age bloqueando os canais para Ca*? do tipo L nas células
musculares lisas vasculares, causando assim, uma vasodilatacdo com consequente reducdo da
PA e aumento reflexo da FC. Ela se caracterizada por seu rapido potencial acdo e permanéncia
prolongada no organismo. Todavia, tendo em vista os efeitos colaterais gerados pelos farmacos
atuais, a exemplo da taquicardia, a busca por novos farmacos que complementem e agreguem
o tratamento da HAS se fazem necessarios. Nesse aspecto, as plantas medicinais se apresentam
como um importante recurso para o tratamento da HAS (PONTREMOLLI, 2005; BEEVERS;
LIP; O’BRIEN, 2007; LAL et al., 2021).

2.5 Plantas Medicinais e Terpenos

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), a medicina tradicional
se refere a soma de conhecimentos, habilidades e praticas baseadas em teorias, crengas e
experiéncias de diferentes culturas, que ha muitos anos vem sendo utilizada na manutencéo da
salde. As plantas medicinais sdo utilizadas terapeuticamente por milhares de anos, e 0s
medicamentos a base de plantas desempenham nos estudos cientificos um papel com grande
relevancia. E notavel que os medicamentos tradicionais utilizam produtos naturais que s&o
importantes para o tratamento de doencas. Tais produtos possuem uma ampla gama de
estruturas quimicas multidimensionais e compostos biologicamente ativos, que ao longo dos

anos foram responsaveis pelo desenvolvimento de novos farmacos (RODRIGUES, 2006;



18

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2016; CHAN et al., 2016; ALVES-
SILVA et al.,, 2016; SOUSA; TESSER, 2017; ALVES; SILVA, 2019).

Devido a flexibilidade metabdlica necessaria para adaptacdo desses produtos a diversas
situacOes na natureza, 0s mesmos apresentam-se como uma fonte renovavel de metabolitos
especializados. Os metabolitos secundarios sao responsaveis por grande parte das propriedades
terapéuticas, e podem apresentar efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antimicrobianos,
anti-hipertensivos, cardioprotetores, entre outros. Dentre 0s principais metabdlitos secundarios
encontram-se os terpenos (RODRIGUES, 2018; HUA et al., 2019; GONCALVES et al., 2020).

Os terpenos sdo encontrados em cerca de 90% dos 6leos essenciais extraidos de plantas e
estdo relacionados a diversos processos bioldgicos, incluindo crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e defesa das plantas. Apesar de serem considerados moléculas estruturalmente
simples, diversas atividades farmacologicas sdo atribuidas a eles, destaca-se entre elas as
atividades no sistema cardiovascular, como anti-hipertensivos e cardioprotetores (ALVES-
SILVA et al., 2016; FELIPE; BICAS, 2017; TETALIL 2019; LASON, 2020; GONCALVES et
al, 2020).

Eles séo classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno (blocos de cinco
carbonos-Cs) em sua estrutura, sendo: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), estesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Também
podem ser classificados em termos do grau de ciclizacdo da molécula, como: aciclicos,
monociclicos ou biciclicos. (ALVES-SILVA et al., 2016; FELIPE; BICAS, 2017; TETALI,
2019; LASON, 2020).

Os sesquiterpenos sao substancias aromaticas volateis encontradas em plantas, fungos e
algas. Eles sdo considerados agentes antimicrobianos naturais e populares. Atualmente, devido
as suas propriedades biolégicas importantes para o desenvolvimento de novos tratamentos
farmacoldgicos, estdo ganhando grande popularidade e interesse cientifico (ALVES-SILVA et
al., 2016; FELIPE; BICAS, 2017; TETALI, 2019; HE et al., 2019; LASON, 2020).

Diversos estudos comprovaram as propriedades farmacologicas provenientes dos
sesquiterpenos, observa-se que: 0s compostos sesquiterpénicos (corimbolona e mustacona) do
extrato cloroférmio dos rizomas de Cyperus articulatus L., apresentam propriedades anti-
plasmddicas (RUKUNGA et al., 2008); o dleo essencial da Cedrelopsis greveino, apresenta um
importante efeito anti-inflamatério (AFOULOUS et al., 2013); o Farnesol apresentou uma

significativa atividade hipotensora e bradicardica em ratos normotensos (SILVA et al., 2018 );
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0 (- )-a-bisabolol, apresenta uma significativa atividade hipotensora e bradicardica em ratos
normotensos (MENEZES et al., 2010). Dentre os sesquiterpenos, destaca-se o nerolidol (NRD)
que é considerado um sesquiterpeno aciclico, encontrado nas folhas de diversas plantas e
diversos estudos abordam suas propriedades bioldgicas (ASAIKUMAR et al., 2019;
GONCALVES, 2020; LIN et al., 2021; MEERAN et al., 2021; SANTANA, 2022)

2.6 Nerolidol

O nerolidol (NRD) ou peruviol (Figura 9) é um sesquiterpeno aciclico, identificado como
um dos principais compostos bioativos de 6leos essenciais encontrado nas folhas de diversas
plantas, como: Alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), Mubafo (Canarium
schweinfurthii), Caruru-gigante (Amaranthus retroflexus), Laranja amarga (Citrus
aurantium), lavanda (Lavandula), gengibre (Zingiber officinale Roscoe), capim liméo
(Cymbopongon citratus) e arvore do cha (Melaleuca alternifolia). Também costumam ser
utilizados pela industria de cosméticos, produtos de limpeza e alimenticia (AZZlI et al., 2018;
ASAIKUMAR, et al., 2019; EPHREM et al., 2019; BEZERRA et al., 2020).
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Figura 9: Estrutura quimica do NRD (mistura racémica). Massa Molecular: 222.37 (SIGMA-ALDRICH, 2023).

Além disso, seus metabdlitos demonstram efeitos bioativos, como: atividade antioxidante
(NOGUEIRA et al., 2013), antibacteriana e anti-biofilme (MOURA et al., 2021), antifingica
(FONSECA et al., 2020), antiparasitaria (SILVA et al., 2017), antinoceptiva e anti-inflamatéria
(FONSECA et al., 2016), cardioprotetora (GONCALVES, 2020), sobre a reatividade vascular
(SANTANA, 2022), entre outros. Sendo assim, possui algumas repercussoes cardiovasculares

documentadas em estudos (Quadro 2).
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Quadro 2: Atividades biologicas do NRD sobre o sistema cardiovascular

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ESPECIE EFEITO

SANTANA, 2022 Rato Wistar ~ Vasorelaxante em anéis com endotélio
funcional
LIN et al., 2021 Rato Wistar ~ Cardioprotetor com reducéo da inflamacao e

melhora das funcbes cardiacas

MEERAN et al., 2021 Rato Wistar ~ Protecdo contra a cardiotoxicidade induzida
pela doxorrubicina (DOX)

GONCALVES, 2020 Rato Wistar ~ Hipotensor, bradicardico e cardioprotetor
contra o |AM

ASAIKUMAR et al., 2019 Rato Wistar ~ Protecéo contra o IAM e reducdo do estresse
oxidativo

Apesar de existir poucas pesquisas sobre as repercussdes do NRD em doencas
cardiovasculares, seus efeitos sobre os mais variados sistemas séo estudados ha muitos anos.
Todavia, Goncalves (2020) observou as repercussoes fisiologicas do NRD no tratamento agudo
do IM, sendo demonstrado que o NRD foi capaz de promover hipotenséo e bradicardia quando
administrado em animais normotensos e atenuar as repercussdes do IAM. Santana (2022)
também observou que em experimentos in vitro o NRD apresentou um efeito vasorelaxante
principalmente em anéis com endotélio funcional. Asaikumar et al. (2019) mostrou através de
estudos bioquimicos e histopatologicos que a administracdo oral do NRD foi eficaz na
prevencdo do dano tecidual no miocardico induzido por 1SO, de forma que o NRD foi
importante para o0 manejo do IAM. Meeran et al. (2021) identificou que o NRD apresenta
potencial para proteger o miocardio da cardiotoxicidade cronica induzida por doxorrubicina
(DOX) através do combate ao estresse oxidativo, a ativacdo de NF-kB/MAPK, a expressao de
citocinas pré-inflamatodrias e fibrose. Assim como, Lin e colaboradores (2021) relataram que a
administracdo do NRD foi capaz de regular a pressdo arterial em animais hipertensos, bem

como, o efeito hipertréfico associado a calcineurina ao regular a cascata de sinalizagdo Mel-18-
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HSF-2-1GFIIR, o que destaca uma influéncia sobre o potencial do NRD contra cardiomiopatias

induzidas por hipertenséo.

Ainda que o NRD apresente diversas atividades farmacoldgicas, seu uso é restrito, isso
decorre devido a sua volatilidade. Bem como, a capacidade de ser lipossoluvel e suscetivel a
fotodegradacéo, o que acaba dificultando a absorgéo pelo organismo e consequentemente reduz
0 aproveitamento de suas propriedades bioativas. Para aumentar a biodisponibilidade dos
principios ativos dos Oleos essenciais, diferentes nanoestruturas tém sido utilizadas, como:
nanocapsulas, nanoesferas, nanoparticulas lipidicas, nanocapsulas lipidicas, lipossomas,
micelas e dendrimeros. Esses processos de encapsulacdo tém por objetivo controlar o tamanho
das particulas, as propriedades da superficie, a liberacdo do agente farmacoldgico no respectivo
sitio de agdo, aumentar a solubilidade, reduzir efeitos toxicos e aumentar a vida util dentro do
organismo, melhorando assim a biodisponibilidade e bioeficacia do efeito terapéutico desejado
pelo farmaco (AZZI et al., 2018; ASAIKUMAR et al., 2019; LASON, 2020).

2.7 Complexacao em lipossoma

Os lipossomas sdo considerados pioneiros na geracdo de nanocarreadores de
medicamentos e foram descobertos por Bangham em 1965, cerca de trés décadas depois da
descoberta o primeiro medicamento lipossémico o Ambisome® comegou a ser comercializado.
Através dos efeitos pautados na literatura, pesquisas sobre farmacos lipossomais segue em
crescimento. Os lipidios que compdem o lipossoma costumam ser biocompativeis e
biodegradaveis, desta forma, assemelha-se aos encontrados nas membranas bioldgicas.
Ademais, podem diferir no que diz respeito ao seu tamanho, nimero de lamelas, lipidios
utilizados, volume, composicdo da superficie e do meio aquoso interno (BANGHAM et al.,
1965; DAVIDSON et al., 1994; HANN; PRENTICE, 2001; BUDAI; SZOGYI, 2001;
FREZARD et al., 2005; CHANG; YEH, 2012; ALLEN; CULLIS, 2013; MASSERINI, 2013;
LAMICHHANE et al., 2018).

Os lipossomas séo caracterizados como vesiculas esféricas (Figura 10) de propriedade
anfifilica, formadas por bicamadas lipidicas concéntricas, as quais se formam espontaneamente
em solucdo aquosa. Devido a sua estrutura, as bicamadas lipidicas podem incorporar moléculas
lipofilicas e anfifilicas, e 0 ntcleo lipossomal permite o encapsulamento de agentes hidrofilicos.

As cabecas polares dos lipidios (hidrofilicas) estdo voltadas para o exterior em contato com o
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meio aquoso, e as caudas hidrofdbicas estdo voltadas para o interior da bicamada (AZZI et al.,
2018; EPHREM et al., 2019; SILVA et al., 2019; BEZERRA et al., 2020; LASON, 2020).
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Figura 10: Formacdo da molécula de lipossoma (NEVES et al., 2021).

Ao encapsular um farmaco dentro do lipossoma (Figura 11) ele se torna protegido contra
acOes fisiologicas, como por exemplo, da degradacdo enzimatica, imunoldgica e inativacao
quimica, o que repercute sobre sua depuracao plasmatica, resultando em um prolongamento de
sua acdo e na protecdo contra possiveis instabilidades de pH. Assim como, a encapsulacdo em
lipossomas promove a diminuicdo da exposicdo que os tecidos sofrem com determinados
medicamentos, reduzindo assim, os efeitos colaterais do tratamento. A reducdo dos efeitos
colaterais estd diretamente relacionada a diminuicdo da dose terapéutica e do nimero de
administracdes, isso ocorre tendo em vista que ao encapsular um farmaco sua liberacéo passa a
ser progressiva e controlada (KYLE; SAHA, 2014; BOZZUTO; MOLINARI, 2015; LI et al.,
2017).

Bicamada lipidica Substancias hidrofébicas

Meio aquoso Substancias hidrofilicas

Figura 11: Estrutura da molécula de lipossoma (Adaptado de HAMMOUD et al., 2020).
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Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho das vesiculas, as quais
variam de muito pequenas (25 nm) a grandes (5000 nm). Assim como, através o nimero de
camadas (Figura 12): unilamelares (ULVs: uma membrana de bicamada) ou multilamelares
(MLVs: maltiplas  bicamadaslipidicas). As ULVs se subdividem em trés categorias:
unilamelares gigantes (ULV com bicamada lipidica Gnica de 1 pm de didmetro), unilamelares
pequenas (tamanho na faixa de 20 a 200 nm) e multivesiculares (varias vesiculas com menos
de 1 um de tamanho) (SHARMA; SHARMA, 1997; SUBRAMANI; GANAPATHYSWAMY,

2020).
1 2 2a 2b 2c

Figura 12: Classificacdo dos lipossomas em relacdo ao nimero de camadas: 1- Vesiculas multilamelares (MLVs);

2- Vesiculas unilamelares (ULVs); 2a- Vesiculas unilamelares gigantes (GUV); 2b- Vesiculas unilamelares
pequenas; 2c- Vesiculas multivesiculares (MVV) (NEVES et al., 2021).

No que se refere a administracdo de medicamentos, o tamanho almejado dos lipossomas
deve variar entre 50 e 200 nm (HARASHIMA et al., 1994; WOODLE, 1995). A vista disso, 0s
processos que visam a reducdo da lamelaridade e do tamanho dos lipossomas séao
frequentemente realizados, de forma que durante o processo de encapsulacédo os lipossomas sdo
submetidos a homogeneizacao, sonicacao, ciclos de extrusao ou
congelamento/descongelamento, sendo esses fatores dependentes do farmaco e/ou substancia
que sera encapsulada. Atualmente, algumas formulagdes com lipossomas convencionais ja se
encontram disponiveis para comercializacdo e diversos terpenos foram encapsulados para
analise in vivo (JOHNSON et al., 1971; SCHERPHOF et al., 1985; HOPE et al., 1985;
BRANDL et al., 1990; HARASHIMA et al., 1994).

Objetivando melhorar a solubilidade e a estabilidade dos terpenos, os sistemas de
veiculacdo de farmacos em lipossomas estdo sendo amplamente estudados. Hammoud e

colaboradores (2021) observaram que ao encapsular o a-pineno em lipossomas convencionais
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(CLs) e no sistema droga-em-ciclodextrina-em-lipossomas (DCLs), seus resultados
demonstraram uma liberacdo gradual do monoterpeno. Também foi observado que os DCLs
melhoraram o encapsulamento de componentes do eugenol (SEBAALY et al., 2016), trans-
anetol (GHARIB et al., 2017), estragol (GHARIB et al., 2019), timol (HAMMOUD et al., 2020)
retardando a liberacdo do farmaco e prolongando o efeito bioldgico, assim como, que 0s
lipossomas convencionais (CLs) e DCLs apresentaram liberacdo gradual do nerolidol (AZZI et
al., 2018). A vista disso, a incorporacdo do nerolidol em nanoparticulas carreadoras de
lipossomas pode aumentar a absorcdo, prolongar a meia vida, melhorar a distribuigéo,
potencializar seus efeitos terapéuticos e reduzir possiveis efeitos colaterais (AZZI et al., 2018;
EPHREM et al., 2019; SILVA et al., 2019; BEZERRA et al., 2020; LASON, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares do nerolidol puro e complexado em lipossoma em

ratos hipertensos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da administragéo intravenosa (i.v.) aguda do NRD puro sobre a presséo

arterial média (PAM) e sobre a frequéncia cardiaca (FC) em ratos hipertensos;
Investigar os possiveis mecanismos de acdo do NRD através da avaliacdo da participacéo:
* Dos receptores muscarinicos;
« Dos receptores nicotinicos;
* Do o6xido nitrico;
» Dos metabolitos de ciclooxigenase (COX) endoteliais.

Avaliar os efeitos da administracao oral (v.0) subaguda do NRD puro e complexado em

lipossoma sobre a PAM e FC em ratos hipertensos.



26

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Complexagéo do nerolidol em lipossoma

Para a preparacdo dos lipossomas foram utilizados o NRD e os fosfolipidios. Os
lipossomas foram preparados por uma adaptacdo da metodologia descrita por Nunes et al.
(2011) (Figura 13). Sendo assim, foi preparada uma dispersdao, com concentracdo de 20
mg/mL. Para isso, dissolveu-se 250 mg de fosfatidilcolina, 0,8 g de NRD em 20 mL de
cloroférmio em um baldo. As solucGes formadas foram levadas para sonificagdo em banho de
ultrassom por 10 minutos e, apds esse procedimento, foram submetidas a rotaevaporador para
retirada do solvente organico sob temperatura de 40°C. Com a evaporacéo do solvente, observa-
se no fundo do baldo um filme fosfolipidico os quais foram ressuspensos em 40 mL de agua
ultrapura e submetidos a outro banho de ultrassom por 30 minutos, resultando em uma disperséao
de lipossomas em meio aquoso. O material resultante foi colocado em um frasco de vidro

hermeticamente fechado.

Hidratacao
Filme Lipidico
Formacao Ag?tac_éo
- Filme Lipidico Mistura
I = I'—:": —
i | | |
iy S5 ) \ | A
- I =l s T lj’mmﬂ!
o - ___4 ——4 ® ¢
Rotaevaporacao Formacao de lipossomas

Vesiculas Multilamelares (MLV's)

Figura 13: Esquema representativo da preparacéo do lipossoma (Adaptado de NUNES et al., 2011).

4.2 Caracterizacao fisico-quimica das capsulas de lipossoma com NRD

Para avaliar o teor de NRD dentro da formulacdo (eficiéncia de encapsulacdo) foi
utilizado o teste de Cromatografia Liquida de alta performance (HPLC), utilizando a
metodologia de Souza et al. (2020), na qual foram utilizados: um cromatografo liquido

Shimadzu equipado com desgaseificador DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, um injetor
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automatico SIL-20A HT, um forno cto-20A, um detector de arranjo de diodos SPM20avp,
acoplados a um sistema controlador CBM-20A, utilizando uma coluna de fase reversa C18 de
150 x 4,6 mm. Para o procedimento de extracdo dos lipossomas foram feitas uma fase mével
(FM), uma solucdo contendo metanol e agua acidificada (0,1% acido férmico) na proporcéo
80/20, e foi realizada uma curva de calibragédo utilizando as concentragdes de 10, 30, 50, 100 e
150 mcg/mL. O tempo de corrida do HPLC foi de 15 minutos, o volume de inje¢éo foi de

microlitros, o fluxo de 1mL por minuto em eluicéo isocratica.

Para as analises de tamanho da particula, potencial Zeta e espalhamento dindmico de luz
(DLS), foi utilizado um equipamento Zetasizer nano ZS90, REF. ZEN3691, MALVERN. Para
evitar interferéncias na carga elétrica dos ions em solucdo para analise de potencial Zeta foi
adicionado nitrato de potassio. A temperatura no momento do teste foi de 20°C. Por fim, foi

utilizado um pHmetro para analisar 0 pH da substancia.

4.3 Protocolo de inducéo da Hipertensao

A inducdo da hipertensdo nos animais foi feita uma vez ao dia, durante 7 dias
consecutivos, via gavagem, através da inibicdo da sintese de éxido nitrico (NO) por meio da
administracao oral de NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) (20 mg/kg) (RIBEIRO et al.,
1992). Os animais foram pesados todos os dias antes da administracdo para o ajuste da dose do
L-NAME. Em seguida, separados em grupos e no 8° dia passaram pela cirurgia de cateterizacao
da artéria e veia femorais. Apos o término do presente protocolo (Figura 14) os animais foram

distribuidos em grupos aleatorios para a realizacdo dos tratamentos.

Inibigdo da sintese 7° dia: cirurgia de
Via gavagem: Uma  de éxido nitrico (NO) cateterizacdo da Distribuidos em
vez ao dia, durante 7 por meio da artéria e veia grupos aleatdrios
dias consecutivos. administracdo oral )
de L-NAME femorais

Figura 14: Protocolo experimental (Adaptado de SILVA, 2018)
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4.4 Animais

Foram utilizados 60 ratos (Rattus novergicus) machos, da linhagem Wistar, com peso
compreendido entre 250 — 300 gramas. Os animais foram obtidos do biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e mantidos no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular
(LAFAC) pertencente ao Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe que
se encontra devidamente regulamentado no CIUCA/CONCEA.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com 258 cm? de base e 17,8 cm
de altura, em grupos de no maximo 5 adultos por gaiola, sob as mesmas condicGes de
temperatura ambiente (23 + 2°C), umidade e ruido. Com ciclo claro-escuro de 12:00 horas, com
a fase clara iniciando as 6:00 e terminando as 18:00 horas, os animais receberam racéo
comercial (Nuvilab; Quimtia) e agua ad libitum, durante todo o periodo de experimentacao

cientifica.

Todos o0s protocolos experimentais propostos respeitaram 0s critérios éticos de
experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e Internacional Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). E s6
foram iniciados apds aprovacdo (CEPA: 7471310521/3941310521) do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal em Pesquisa (CEUA), da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

4.5 Substancias

Durante os experimentos foram utilizadas as seguintes drogas: NRD (pureza 98%),
brometo de hexametonio (HEXA), sulfato de atropina (ATR), indometacina (INDO), NGnitro-
L-arginina-metil-éster (L-NAME) e cloroférmio obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, USA),
cloreto de sédio (NaCl) (Neon), Tween 80 (Oxiteno, BR), além de dipirona e cloridrato de
ketamina e xilazina (SESPO, Séo Paulo, BR). As solucGes foram mantidas em 0 °C. De acordo
com alguns protocolos, as drogas foram diluidas em solucéo salina (0,9%) ou agua destilada

(veiculo), nas concentracdes almejadas.
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4.6 Ensaios Farmacoldgicos in vivo

4.6.1 Categorizacao dos grupos

4.6.1.1 Tratamento agudo via intravenosa (i.v)
Os animais hipertensos submetidos ao tratamento agudo via intravenosa foram divididos

em 2 grupos, compostos por 6 animais cada, sendo eles:
Grupo 1: NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.);
Grupo 2: Controle veiculo (salina- NaCl 0,9% + Tween 80- 0,2% i.v.).

Para investigacdo dos mecanismos de acao envolvidos nos efeitos do nerolidol os animais

hipertensos foram divididos em 4 grupos, compostos por 6 animais cada, sendo eles:
Grupo 3: Atropina (2 mg/kg, i.v.) + NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.);
Grupo 4: Hexametdnio (20 mg/kg, i.v.) + NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.);
Grupo 5: L-NAME (20 mg/kg, i.v.) + NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.);

Grupo 6: Indometacina (5mg/kg, i.v.) + NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.).

4.6.1.2 Tratamento subagudo via oral (v.0)
Os animais hipertensos submetidos ao tratamento subagudo via oral foram divididos em

4 grupos, compostos por 6 animais cada, sendo eles:
Grupo 7: Nerolidol puro (NRD) (200 mg/kg);
Grupo 8: Nerolidol complexado em lipossoma (NLIP) (200 mg/kg);
Grupo 9: Controle positivo nifedipina (CN) (10 mg/kg);

Grupo 10: Controle negativo veiculo (CV) (salina- NaCl 0,9% + Tween 80).
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4.6.2 Preparacdo dos animais para medida dos dados hemodinamicos

Para a realizagdo da coleta dos dados hemodindmicos, os animais foram pesados e
devidamente anestesiados com ketamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.). E ap06s
verificado a eficacia do plano anestésico através da auséncia de movimentacdo corporal,
resposta ao pingamento da regido plantar da pata traseira e reflexo palpebral, os animais foram
submetidos a cirurgia de cateterizacdo da artéria e veia femorais (Figura 15), as quais foram
cuidadosamente dissecadas através de uma incisdo na regido inguinal esquerda. Posteriormente
foi realizada a implantag&o de um cateter de polietileno (PE) formado por um segmento de PE-
10 (diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente) com uma das extremidades
fundida a um segmento de PE-50 (didmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm,
respectivamente), preenchidos com solucéo salina heparinizada (9:1, v/v). Apoés insercdo e
fixacdo do cateter, o mesmo foi tunelizado subcutaneamente pelo dorso do animal e
exteriorizado atraves de uma incisdo cutanea entre as escapulas, e entdo as incisdes foram
suturadas. O acesso venoso foi utilizado para administracdo do NRD e de ferramentas
farmacoldgicas no tratamento intravenoso (i.v.). Para minimizar o sofrimento dos animais apos
o fim do procedimento cirurgico foi utilizado analgésico (Dipirona; 60 mg/kg i.p), por fim, eles
foram colocados em caixas individuais e passaram por um periodo de recuperacdo pos-cirurgica
de 24 horas.

Figura 15: llustracdo do procedimento de cateterizagdo da artéria e veia femorais em ratos (JESPERSEN; KNUPP;
NORTHCOTT, 2012)
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4.6.3 Coleta dos dados hemodinamicos

Depois da recuperacéo no pos-operatorio e a constatagdo do bem-estar dos animais, 0s
que apresentaram mobilidade espontanea passaram por um periodo de aclimatacdo na sala de
avaliacdo hemodinamica por no minimo 30 minutos, para que assim ocorresse a estabilizacdo
dos parametros cardiovasculares. ApoOs esse periodo o cateter arterial foi conectado ao
transdutor de pressdo (Edwards Lifescience, Irvine, CA, EUA) devidamente pré-calibrado e
acoplado a um amplificador (Bridge Amp FE221, ADInstruments). Apés a estabilizacdo dos
parametros, a PA foi registrada em um microcomputador com interface analdgico-digital. O
sinal de PA foi registrado e processado pelo software computacional LabChart Pro versdo 7
(ADInstruments, USA), pontos de inflexdo foram identificados e geradas séries temporais
batimento a batimento, utilizando frequéncia de amostragem de 2000 Hz. Valores de PA média

(mmHag), sistolica (mmHg), diastolica (mmHg), e FC (bpm) foram obtidos e mensurados.

4.7 Protocolos para elucidacdo do mecanismo de acdo do NRD

4.7.1 Protocolo de registro dos dados hemodinamicos apds tratamento intravenoso (i.v.) em

rato hipertenso

Para o tratamento agudo, doses randomizadas do NRD foram administradas via
intravenosa in bolus (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.), assim como, foram respeitados os intervalos de
tempo suficiente para o retorno dos parametros basais entre uma dose e outra. Os valores da
PAM e FC foram computados antes da administracdo (valores basais) e imediatamente apos a
administracdo do NRD e das ferramentas farmacoldgicas. Sendo inicialmente realizado o
registro controle de 10 min. As variagdes foram expressas em % para cada dose e calculadas

utilizando a férmula:

Resposta (%) = (PAM final — PAM inicial) x 100 / PAM inicial
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4.7.1.1 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos sobre o efeito induzido pelo

NRD em ratos hipertensos

Na avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos os animais foram tratados com
atropina (ATR) (2 mg/kg, i.v.), que se trata de um antagonista ndo-seletivo dos receptores
muscarinicos (MITCHELSON, 1984). Apos a administracdo da ATR, foi dado um intervalo de
15 minutos e posteriormente foram administradas as doses randomizadas do NRD (1; 5; 10 e

20 mg/kg i.v.) para verificagdo de seus efeitos sobre a PAM e FC.

4.7.1.2 Avaliacdo da participacdo dos receptores nicotinicos sobre o efeito induzido pelo NRD

em ratos hipertensos

Para a avaliacdo dos receptores nicotinicos foi realizado bloqueio ganglionar através da
administracao prévia de 30 minutos do hexameténio (HEXA) (20 mg/kg, i.v.) (TAKAHASHI;
OWYANG, 1997). Apds 30 min da administracdo do HEXA, foi realizado a administracao das
doses randomizadas do NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.) para verificacdo de seus efeitos sobre a
PAM e FC.

4.7.1.3 Avaliacéo da participacdo do 6xido nitrico (NO) no efeito induzido pelo NRD em ratos

hipertensos

Na avaliacdo da participacdo do NO os animais foram tratados o L-NAME (20 mg/kg,
i.v.), que corresponde a um inibidor da sintese de NO (RIBEIRO et al., 1992). Posteriormente,
foi dado um intervalo de 30 minutos e em seguida foram administradas as doses randomizadas

do NRD (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.) para verificacdo de seus efeitos sobre a PAM e FC.

4.7.1.4 Avaliacdo da participacdo de metabolitos da ciclooxigenase (COX) no efeito induzido

pelo NRD em ratos hipertensos
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Na avaliacdo da participacdo dos metabolitos da ciclooxigenase (COX) os animais foram
tratados com indometacina (INDO) (5mg/kg, i.v.) que se trata de um inibidor da COX
(CLARK; FUCHS, 1997). Posteriormente a administracdo da INDO, foi dado um intervalo de
30 minutos e em seguida foram administradas as doses randomizadas do NRD (1; 5; 10 e 20

mg/kg i.v.) para verificagdo de seus efeitos sobre a PAM e FC.

4.7.2 Protocolo de registro dos dados hemodindmicos ap6s tratamento via oral (v.0.) em rato
hipertenso

Apos o inicio do registro foi dado um intervalo de 30 minutos para a estabilizacéo do
sinal. Depois de constatada a estabilizacdo foi realizado o registro (tempo 0) dos valores basais.
Feito isso, 0s animais foram submetidos a seus respectivos tratamentos, como descrito no topico
4.6.1. Posteriormente a realizag@o dos tratamentos foram realizados os registros nos respectivos
tempos: 0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 24, 30 e 48 horas.

4.8 Eutanasia
Depois de concluido todos os protocolos experimentais, 0s animais foram anestesiados
com ketamina (80 mg/kg i.p.) e xilazina (10 mg/kg i.p.) para a eutanasia por deslocamento

cervical.

4.9 Analise estatistica

Inicialmente, os dados coletados foram transportados para uma planilha de dados no
programa Excel for Windows 10. Todos os dados foram expressos como a media + erro padrao
da média (e.p.m.). Para a comparacao entre as variaveis na analise do modelo de hipertensao
inicialmente foi realizado o teste de normalidade de shapiro-wilk, em seguida para avaliar as
diferencas entre as médias foi utilizado o Teste t de Student ndo pareado ou analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni. O nivel de significancia
foi fixado em p < 0,05. Todas as analises foram realizadas no programa estatistico GraphPad
Prism versdo 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Caracterizagdo do complexo de nerolidol em lipossoma (NLIP)

Estudos utilizando os lipossomas se mostram altamente producentes. Nesse aspecto, 0S
6leos essenciais encapsulados em lipossomas mostraram maior atividade dos efeitos
pesquisados ou menor tempo para ativacdo do farmaco. Isso demonstra que os lipossomas
protegem efetivamente as substancias contidas das agressdes do organismo, mantendo sua
concentracdo e ampliando seu potencial de acdo (SOUZA et al., 2019; SANTANA; BORGES;
ASSIS, 2017). Quanto a formulacdo produzida no presente estudo, o teste de HPLC realizado
foi necessario para a identificacdo e quantificacdo dos componentes da mistura. Esse teste
demonstra a eficiéncia de encapsulacdo (EE), ou seja, se 0 NRD esta envolto do lipossoma e
qual a porcentagem. Sucintamente, quanto maior for a absorc¢éo de luz, mais concentrada é a
substancia. Sendo assim, o método realizado apresentou uma solu¢do com concentracao teorica
de 20 mg/mL e um teor de 98% (Figura 16). Isso permite a utilizacdo de menor dosagem do

NRD, com manutencao dos efeitos e menor toxicidade.
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Figura 16: Curva de calibracdo do NRD. O grafico em questdo relaciona area do pico com as concentracdes
analisadas (10, 30, 50, 100 e 150). O gréfico também apresenta a equagdo da reta, com o valor de coeficiente

angular (R?), quanto mais proximo de 1 melhor a reta descrita, como demonstrado na figura.

Para analise por HPLC, Hammoud e colaboradores (2020) utilizou 100 pL de cada

solucdo de a-pineno adicionadas a uma solucgdo de p-cimeno (100 pL) e metanol (200 pL), o
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método de HPLC foi validado em termos de linearidade, repetibilidade e limite de detec¢éo, a
curva de calibracdo foi construida e o coeficiente de correlacdo variou entre 0,994 e 0,999,
demonstrando que o a-pineno foi eficientemente aprisionado em CLs e DCLs com valores altos
de EE (100,0 + 0,0). Em consonancia, Azzi e colaboradores (2018) realizaram a anéalise por
HPLC em um modo isocratico, para determinar as concentracdes de NRD, 100 pL da amostra
e 100 pL da solugdo padréo de timol foram adicionados a 200 pL de metanol. O método do
HPLC foi validado quanto a linearidade, repetibilidade e limite de deteccdo. A eficiéncia de
encapsulamento (EE% = > 97%) e a taxa de carregamento (LR%) de NRD em lipossomas foram

determinadas, desta forma, o NRD foi encapsulado com sucesso em lipossomas e DCLS.

O teste de potencial Zeta é responsavel por medir a amplitude de repulséo ou atracao
das cargas entre as particulas e o uso do nitrato de potassio oferece uma menor interferéncia
na medicao dessas cargas, permitindo assim, identificar a carga da substancia. O equipamento
utilizado para essa analise, também realiza a medigéo através do sistema de disperséo de luz
dindmica (DLS), que retrata a distribuicdo dos tamanhos de particulas. Os resultados do
presente estudo demostraram particulas com 22,7 - 64,9 nm de diametro e de potencial Zeta,
-23,1 — 0,3 mV (Figura 17). Nossos achados (Tabela 1) demonstram uma estabilidade das
particulas no que diz respeito a uma baixa taxa de coagulacdo e sedimentacdo, mantendo as
propriedades do fluido a ser administrado. Para moléculas e particulas pequenas um alto

potencial zeta confere estabilidade, e a solu¢do ou dispersdo resistem a agregacao.

Size Distribution by Intensity
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Figura 17: Gréfico da analise do potencial Zeta, demonstrando o teste de DLS. No eixo Y tem-se a intensidade
de luz transmitida e no eixo X o tamanho da particula em relagao ao espalhamento da luz. Com 8% de intensidade,
¢ atingido o pico de tamanho de particula, entre 10-100 nm.
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De acordo com estudos que utilizaram o lipossoma como sistema de veiculagéo de
farmacos é possivel observar resultados quanto a sua caracterizacdo, a exemplo de: os CLs
apresentaram duas populagGes distintas (uma populacdo de tamanho nanométrico com
tamanho médio de 150 + 0,0 nm e uma populacdo de tamanho micrométrico com tamanho
médio de 6,2 £ 0,9 um), sendo a porcentagem da populacdo nanométrica de 87,7 £ 6,7%
(HAMMOUD et al., 2020); o tamanho dos lipossomas ao encapsular nanoemulsées de linalol
(LN-NESs) e doxorrubicina (DOX) foi de 267,0 £ 4,6 nm, com eficiéncia de carga de 55,1 +
3,1% e 27,2 + 0,9% para linalol e DOX, respectivamente (WI et al., 2020); os lipossomas
multivesiculares com o acido oleandlico (OA-MVLs) usados para o tratamento do carcinoma
hepatocelular apresentaram particulas esféricas, com um tamanho médio de particula de 11,57
um, eficiéncia de encapsulamento de 82,3%+0,61%, potencial zeta absoluto de -13,35 mV e
0 indice de polidisperséo de 0,21 (LUO et al., 2016); atraves do sistema de disperséo de luz
dindmica (DLS) o estudo obteve lipossomas na faixa de 200 nm, o PDI médio de cada
formulacéo lipidica estava entre 0,22 e 0,40 e o potencial zeta apresentou uma variacao entre
-5,5 a -6,9 (JARADAT et al.,, 2022); As nanoparticulas lipidicas sélidas carregadas
com nerolidol (NR-LNPs) apresentaram propriedades satisfatorias com diametro médio das
particulas de 159 + 4,89 nm, PDI de 0,32 + 0,01, potencial zeta de —10 = 1,97 e porcentagem
de eficiéncia de aprisionamento 71,3% + 6,11 (PARVEZ et al., 2022).

Tabela 1:Valores do tamanho da particula e o indice de polidisperséao.

PARAMETRO RESULTADO
Tamanho de particula 34 nm

Pdl 0,318
Potencial Zeta -22,67

pH 5,22

Teor 98%
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5.2 Avaliacdo dos efeitos induzidos pela administracdo intravenosa (i.v.) aguda do
nerolidol (NRD) sobre a PAM e FC em ratos hipertensos

As primeiras curvas dose-resposta do efeito do NRD em ratos hipertensos foram
obtidas através da administracdo intravenosa em ratos acordados. O valor basal da PAM nos
ratos hipertensos ndo anestesiados foi de 142 + 0,4 mmHg e a FC foi de 341 £ 7 bpm (n = 6)
(Tabela 2 e Figura 18). Nesses animais, inje¢Oes intravenosas in bolus de NRD (1, 5, 10 e
20 mg/kg, i.v.), n = 7) induziram hipotensdo nas quatro doses aplicadas (-19,8 £ 3,87, -25,5
+ 3,08, -36,10 £ 4,87, e —45,53 + 4,61 mmHg, respectivamente) quando comparado ao grupo
controle (Figura 19A). Este efeito foi associado a uma bradicardia significativa nas doses de
10 e 20 mg/kg (-32,55 + 11,97 e —54,11 + 8,18 bpm, respectivamente) (Figura 19B). Sendo
assim, o NRD gerou uma intensa hipotensdo e bradicardia quando comparado ao grupo

controle.

Tabela 2: Valores basais de PAM e FC em ratos hipertensos ndo anestesiados antes (controle; n = 8)
e ap6s administracdo aguda (i.v.) de atropina (2 mg/kg; n = 8), HEXA (20 mg/kg; n = 6), LNAME
(20 mg/kg; n =6) e INDO (5 mg/kg; n = 6).

Controle Apobs Apobs Apos L- Apobs

Atropina HEXA NAME INDO
PAM (mmHg) 142+ 0,4 120 + 2*** 108 + 3*** 150+ 2 152+ 2
FC (bpm) 3417 490 £ 4*** 388 + 7** 341+18 327 +13

PAM: pressdo arterial média; FC: frequéncia cardiaca; HEXA: hexamet6nio; L-NAME: NG -nitro-L-arginina-
metiléster; INDO: indometacina. Os valores estdo expressos como média + e.p.m dos registros obtidos. Foi
utilizado ANOVA de uma via seguido de p6s-teste de Bonferroni; ** p < 0,01; *** p < 0,001 versus controle.
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Resultados semelhantes foram observados em estudos com o farnesol (FN) em ratos
normotensos, quando administrado in bolus o FN promoveu hipotenséo nas doses de 2,5; 5 e
7,5 mg/kg (-10 = 2%, -15 = 2% e -26 + 3%, n = 8, respectivamente), sendo esse efeito
associada a bradicardia (-25 + 12%, -34 £ 10 e -7 £ 10%, n = 8, respectivamente) (SILVA et
al., 2018). Bem como, em estudos com o NRD para o tratamento do infarto agudo do
miocardio em animais normotensos, onde as doses foram administradas de forma
randomizada in bolus nas concentracdes (1, 5, 10 e 20 mg/kg, i.v.), e foi observado a reducao
dos niveis pressoricos em todas as doses (-18 * 3%, -28 + 5%, -29 + 3% e -43 £ 3%,
respectivamente, n=8), sendo a reducdo mais significativa nas doses mais altas, e associado a
bradicardia apenas na dose de 20 mg/kg (-63 + 6%, n=8) (GONCALVES, 2020).

Resultados significativos tambem foram encontrados na aplicacdo de outros
representantes da classe dos terpenos, o citral foi capaz de induzir a hipotensdo e bradicardia
em animais normotensos, sendo sua acgéo relatada por uma possivel ativacdo dos receptores
muscarinicos cardiacos, reducdo da resisténcia periférica e do debito cardiaco (DC)
(MOREIRA, 2013), além disso, tais respostas foram encontradas durante a aplicacdo do (-)-
a-bisabolol (MENEZES et al., 2010), D-limoneno (ANDRADE et al., 2012), linalol (ANJOS
etal., 2013; CAMARGO et al., 2018), anetol e estragol (SIQUEIRA et al., 2004) em animais
normotensos. Nascimento e colaboradores (2019) observaram que o D-limoneno quando
administrado de forma intravenosa induziu hipotensao e taquicardia moderada nas doses de
1 e 5 mg/kg. Assim como, nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg, produziu uma intensa e persistente
hipotensdo (-13,9 + 6; -53 £ 3; -28 + 8%) associada a bradicardia (-33 £ 10; -57 + 9 ; -53 +
15%).
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Figura 19: Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administracdo aguda de doses randomizadas
do nerolidol (NRD) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.) em ratos hipertensos (n=7). Os resultados foram expressos como a
média £ e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. * p = 0,05; *** p

= 0,001 vs controle veiculo (CV).

Diante dos dados obtidos, e apos observado o efeito hipotensor e bradicardico do NRD
em animais normotensos nas concentracoes de 1, 5, 10 e 20 mg/kg, i.v. (GONCALVES, 2020),
e efeitos semelhantes no atual estudo em animais hipertensos, foram realizados experimentos a
fim de complementar os resultados do estudo supracitado que abordam o mecanismo de acao

do NRD.

Dentre os fatores fisiol6gicos que podem influenciar na hipotensdo, efeito demonstrado
na figura 6, encontra-se a vasodilatacdo, que pode ser estimulada pelos receptores muscarinicos
endoteliais e estar relacionada a uma bradicardia (CLAGUE et al., 1985; ZUCCOLO et al.,
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2017). A estimulagdo dos receptores muscarinicos endoteliais do subtipo M3 resulta no
aumento de influxo de Ca?* nas células endoteliais (PRANDO et al., 2016; SILVA et al., 2021).
O aumento de Ca?* promove a liberagdo de substancias vasorrelaxantes do endotélio como o
6xido nitrico (NO) e as prostaciclinas (PGI2) (MYSLIVECEK, 2003; REMONDINO et al.,
2003; YU et al., 2014; GONCALVES, 2020). Quando estimulados, tais receptores apresentam
uma associa¢do com a reducdo do débito cardiaco gerada por uma bradicardia. Quando esse
estimulo atua sobre os receptores muscarinicos de células cardiacas, ele desencadeia a abertura
de canais de K* e conseguinte bradicardia. Dessa forma, cada vez mais estudos buscam elucidar
o efeito vasorelaxante dos terpenos (WOODWARD; JONES; NURUMIYA, 2011).

Dessa forma, para avaliar se o efeito induzido pelo NRD apresenta relacdo com os
receptores supracitados, os animais foram pré-tratados com atropina (ATR) (2 mg/kg, i.v.),
um antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos (MITCHELSON, 1984; CLAGUE
etal., 1985; WHALEN, 2016). A partir dos resultados obtidos, observa-se a atuacdo do NRD
sobre esses receptores, uma vez que quando administrado junto a ATR a hipotenséo foi
significativamente atenuada (1,19 = 1,50, 0,24 + 0,52, -3,54 = 1,71, -9,31 + 6,14,
respectivamente nas doses de 1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n=5) (Figura 20A). Estes resultados
sugerem que o efeito hipotensor induzido por NRD parece ser causado, a0 menos em parte,
por uma ativacao dos receptores muscarinicos endoteliais, o que corrobora com os resultados
do trans-cariofileno nas doses de 1, 5, 10 e 15 mg.kg i.v., que induziu hipotensao significativa
(7+1,15% 2,21 + 2 e 37 £ 3%, respectivamente) (CUNHA et al., 2004), pelo citral nas doses
del1,5 10e20mg/kg (-8 £2,-21 +4,-18 + 4 e -24 + 4%, n = 4) (MOREIRA, 2013) e pelo
2-(4-((1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol (LQFMO032) onde a
atropina atenuou hipotensdo (MENEGATTI, 2019). No estudo de Lahlou e colaboradores

(2002) a hipotensao gerada pelo 1,8-cineol ndo sofreu influéncia da atropina.

A literatura demonstra que diversos estudos in vitro envolvendo terpenos apresentam
importantes respostas cardiacas, dentre eles, se encontra o citral (MOREIRA, 2013), o
esteviosideo (LEE et al,, 2001), trans-desidrocrotonina (SILVA et al., 2005), que
apresentaram uma acdo vasorelaxante pelo blogueio do influxo de Ca?* através dos canais
para Ca®*, e o linalol que demonstrou um efeito vasorelaxante em artéria mesentérica
possivelmente decorrente do efeito direto no musculo liso vascular (ANJOS et al., 2013;
CAMARGO et al., 2018).

A vista disso, o efeito vasorelaxante do nerolidol em artéria mesentérica superior e
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suas principais vias foram avaliadas atraveés do estudo in vitro de Santana (2022). Seus
achados demonstram que a resposta vasorelaxante induzida pelo NRD foi maior em anéis
com o endotélio integro, principalmente na ultima concentragdo (102 M) (Emax= 91,70
8,21%; n=6). Todavia, apesar da resposta ser menor nos anéis sem endotélio funcional, o
NRD também foi capaz de promover efeito vasorelaxante por essa via (Eméax= 62,56 +
8,47%; n=7). Além disso, nos anéis pré-incubados com a atropina (ATR 108 M), o
relaxamento foi significativamente atenuado em comparagdo com o grupo sem a presenca da
ATR (Emax = 91,70 £ 8,21 %, com endotélio; n= 6 versus 36,89 * 9,37%, com endotélio +
ATR; n=7) o que demonstra que a resposta vasorelaxante induzida pelo NRD possivelmente

atua através da ativacdo dos receptores muscarinicos presentes no endotélio (subtipo M3).

Ainda de acordo com Santana (2022), ao analisar a participacdo dos canais para
Ca2+ dependentes de voltagem (Cav) o NRD foi capaz de promover um vasorelaxamento
significativamente diferente, quando em comparagdo aos anéis sem endotélio funcional que
foram pré-contraidos com FEN (10uM) (Emax= 111,27 + 3,67 %, sem endotélio + KCI 80
mM; n= 6 versus 62,56 * 8,47%, sem endotélio+FEN; n=7), esse resultado sugere que o efeito
vasorelaxante do NRD possivelmente age por envolvimento dos Cav. Por fim, ao avaliar a
participacdo dos canais para potassio (K+) através do bloqueio inicial dos canais com
tetraetilaménio (TEA - 1 mM) o resultado do estudo supracitado demonstrou que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, indicando que os canais para K+ ndo contribuem para

as respostas induzidas pelo NRD.

Comrelacéo ao efeito bradicardico, nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg do presente estudo
observou-se um efeito significativo (-1,10 + 1,09, -0,83 + 0,30 e -1,57 + 1,51,
respectivamente, n=6) (Figura 20B). Isso sugere que 0s receptores muscarinicos cardiacos
podem estar envolvidos no efeito bradicardico induzido através do NRD pela acao direta ou
indireta dos receptores via ativacao vagal e liberacéo de acetilcolina no nd sinoatrial. Estudos
anteriores demonstraram um comportamento semelhante através da administracdo de
terpenos, na dose de 5 mg/kg do farnesol a ATR foi capaz de atenuar completamente a
bradicardia (-34 = 10% para 1 £ 0,9%, n = 8) (SILVA et al., 2018), nas doses de 1, 5, 10 e 20
mg/kg (-1 +£1,-9+7, -19+10e-11 + 6%, n = 4) a bradicardia induzida pelo citral foi
praticamente abolida (MOREIRA, 2013) e no estudo com o 2-(4-((1-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)methyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol (LQFMO032) a atropina atenuou a bradicardia
(MENEGATTI, 2019).
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Em contrapartida, aos resultados anteriores, Gongalves (2020) observou que o
bloqueio muscarinico ndo inibiu o efeito hipotensor do NRD em todas as doses (1, 5, 10 e 20
mg/kg), porém, inibiu a bradicardia na dose de 20 mg/kg (-2+1, n=6). Ainda assim, faz-se
necessario elucidar outros mecanismos (como ganglionares ou vasculares) que podem estar

envolvidos no efeito hipotensor e bradicardico.
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Figura 20: Efeito hipotensor (A) e bradicéardico (B) induzido pela administracdo aguda de doses randomizadas
do nerolidol (NRD, n=7) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.) em ratos hipertensos antes e apos pré-tratamento com ATR
(2mg/kg, i.v., n = 5). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de

duas vias seguido do p6s-teste de Bonferroni. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs controle.

Para verificar o efeito indireto do NRD por via neuronal colinérgica, os animais
foram tratados previamente com hexametbnio (HEXA), um antagonista colinérgico

nicotinico que pode causar vasodilatacdo e hipotensdo (GOLAN et al., 2014; WHALEN et
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al., 2016). Sua acdo ocorre nas arteriolas produzindo vasodilatacdo seguida do aumento no

fluxo sanguineo, nas veias promovendo dilatacdo com consequente diminuicdo do retorno

venoso e débito cardiaco e, no coragdo provocando taquicardia (GOODMAN; GILMAN,

2006). Através dos resultados obtidos, observa-se que o tratamento com HEXA ndo alterou

significativamente a PAM (Figura 21A), no entanto, o efeito bradicardico promovido pelo
NRD foi abolido nas doses 5; 10 e 20 mg/kg (-1,11 = 1,04, -1,40 + 2,40 e —6,26 + 2,03,

respectivamente, n=5) (Figura 21B).
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Figura 21: Efeito hipotensor (A) e bradicérdico (B) induzido pela administragdo aguda de doses randomizadas
do nerolidol (NRD, n=7) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.) em ratos hipertensos ap6s pré-tratamento com HEXA (20
mg/kg, i.v., n = 5) em ratos hipertensos. Os resultados foram expressos como a média + e.p.m. Foi utilizado o

teste ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. * p < 0,5; *** p < 0,001 vs controle.

Estudos anteriores com 0 NRD apresentaram comportamento semelhante, causando
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diminuicdo significativa da FC de animais pré-tratados com o HEXA na dose de 20 mg/kg
(7+4, n=6) (GONCALVES, 2020), esclarecendo uma possivel atuacdo bradicardica do NRD
por estimulo aos receptores nicotinicos. Resultados semelhantes também foram encontrados
na administracdo do farnesol nas doses de 2,5 e 5 mg/kg (3 + 4% e 4 + 3%, respectivamente,
n=8) (SILVA et al., 2018) e do citral nas doses de 1,5,10e 20 mg/kg (1 £1;-7 £6;-13 £ 13
e -28 + 12%, n = 5) (MOREIRA, 2013) em animais normotensos. Desta forma, os resultados
obtidos sugerem que a resposta bradicardica do NRD deve acontecer via ativagdo desses

receptores.

A hipotensdo pode ser provocada por diversos fatores, dentre eles se encontram 0s
fatores derivados do endotélio, os quais permitem a regulacdo do ténus vascular através da
liberacdo de substancias mediadoras de relaxamento, como o 6xido nitrico (NO) e produtos
derivados da ativagéo da ciclo-oxigenase (COX) como a PGI2. O aumento na liberagdo destes
mediadores provoca uma intensa vasodilatacdo, a queda na resisténcia periférica total e
consequente reducdo da PAM. Assim, para analisar sua influéncia foi realizado blogueio da
sintese do NO através da administracdo prévia do NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME),
um inibidor competitivo da enzima NO-sintase (NOS) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
MONCADA,; HIGGS, 1993; WHALEN et al., 2016).

Os resultados obtidos demonstram que o L-NAME influenciou na resposta
hipotensora induzida pelo NRD. Desta forma, o NO demonstra estar envolvido na hipotensao
gerada pelo NRD em todas as doses (-1,85 £ 0,85%, -8,27 + 4,20%, -12,72 £ 6,38%, e —14,86
+5,16%, respectivamente, n =7) (Figura 22A). No estudo de Menegatti (2019) foi observado
que o LQFMO032 atenuou hipotensdo. Moreira (2013) observou que o efeito hipotensor
induzido pelo citral foi significativamente atenuado, sugerindo a participacdo de NO no efeito
hipotensor do citral. Quanto a investigacdo do papel do NO na resposta induzida pelo NRD,
foi observado no estudo de Santana (2022) que o bloqueio com L-NAME, nao foi capaz de
atenuar o vasorelaxamento promovido pelo NRD (Eméax = 91,70 £ 8,21%, com endotélio; n=
6 versus 102,86 + 3,89%, com endotélio + L-NAME; n=7), assim sendo, o estudo sugere que

0 NO provavelmente ndo tem envolvimento nas respostas vasorelaxantes.

A modulacdo da resisténcia vascular e consequentemente da pressao arterial, ocorre
em parte por conta da via endotelial do NO, que proporciona uma agdo vasodilatadora
fisiolégica (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; FORSTERMANN ; MUNZEL, 2006;
RATTMANN et al., 2009). Estudos demonstram que o NO também é capaz de gerar
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vasorelaxamentos através de uma via independente de GMPc, abrangendo a ativacdo direta
de canais para K* sensiveis ao Ca?* com grande condutancia (BOLOTINA et al., 1994;
MISTRY; GARLAND, 1998). Assim sendo, nota-se que o efeito hipotensor induzido pelo
nerolidol pode estar em parte relacionado a um possivel vasorelaxamento provocado pela
liberacdo do NO. Todavia, mais experimentos sao necessarios para confirmar esta via de acao.
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Figura 22: Efeito hipotensor (A) e bradicérdico (B) induzido pela administragdo aguda de doses randomizadas
do nerolidol (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n=7) em ratos hipertensos apds pré-tratamento com L-NAME (20 mg/kg,
i.v., n = 6) em ratos hipertensos. Os resultados foram expressos como a média * e.p.m. Foi utilizado o teste
ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni. * p < 0,5; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs controle

O L-NAME também influenciou a resposta bradicéardica induzida pelo NRD (0,26 +
4,35%, -2,80 = 1,93%, -10,96 = 9,67, e —9,33 + 9,48%, respectivamente nas doses de 1; 5; 10

e 20 mg/kg i.v. n=6) (Figura 22B). Estudos observaram que farnesol foi capaz de atenuar



47

significativamente o efeito bradicardico nas doses de 5 e 7,5 mg/kg (7 = 4 e 28 + 13%,
respectivamente, n = 6) (SILVA et al., 2018), o NRD aboliu a bradicardia na dose de 20
mg/kg (946, n=6) (GONCALVES et al., 2020) e o LQFM032 (MENEGATTI, 2019)
demonstrou resultados semelhantes onde ocorreu uma reducdo da bradicardia. Ja Moreira
(2013) observou que a bradicardia ndo foi alterada com o citral. Dessa maneira, a atenuagéo
do efeito bradicardico gerado pelo NRD através do pré-tratamento com o L-NAME, nas doses
de 1, 5, 10 e 20 mg/kg, sugere uma possivel participacdo do NO na bradicardia.

Dentre os mediadores importantes para o ténus vascular, assim como o NO,
encontram-se 0s metabodlitos da ciclooxigenase (COX), principalmente no que se refere a
prostaciclina (PG12) (CLARK; FUCHS, 1997; MONCADA; HIGGS, 1991). Dessa maneira,
para investigar a participacdo da COX nos efeitos do NRD os animais foram pré-tratados com
indometacina (INDO) (5 mg/kg, i.v., n =5), um potente inibidor ndo-seletivo da COX. Como
observado na Figura 23A, o pré-tratamento com a INDO promoveu uma atenuacdo no efeito
hipotensor nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg (-8,57 * 3,97%, -19,36 + 4,56% e -20,43 £ 6,11%,

respectivamente, n = 6), indicando uma possivel participacdo da PGI2 nessa resposta.

A INDO néo foi capaz de atenuar o efeito bradicardico (Figura 23B), indicando que
a PGI2 possivelmente ndo esta envolvida nesse efeito. Esse resultado corrobora com o estudo
do citronelol onde ocorreu uma hipotensao associada a bradicardia ndo dependente da dose
(BASTOS, 2010) e do citral onde o efeito hipotensor e bradicardico foi atenuado na dose de
5 mg/kg. Esses resultados sugerem que a PGI2 parece, em parte, estar envolvida nestes
efeitos. Em contrapartida, no estudo de Goncalves (2020) a INDO ndo alterou o efeito
hipotensor e o bradicardico do NRD, sugerindo que a PGI2 ndo participa dessa acao.
Resultados semelhantes foram observados no estudo de Silva (2018) com o farnesol. Sendo

assim, mais experimentos sdo necessarios para confirmar os resultados.
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Figura 23: Efeito hipotensor (A) e bradicrdico (B) induzido pela administracdo aguda de doses randomizadas
do nerolidol (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n=7) em ratos hipertensos apds pré-tratamento com INDO (5 mg/Kkg, i.v., n
= 6) em ratos hipertensos. Os resultados foram expressos como a média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de

duas vias seguido do pdés-teste de Bonferroni. * p < 0,5; *** p < 0,001 vs controle.

5.3 Avaliacdo dos efeitos induzidos pela administracdo oral (v.0) do nerolidol puro e

complexado em Lipossoma sobre a PAM e FC em ratos hipertensos

Apos constatado o efeito hipotensor e bradicardico do NRD pela via intravenosa,
foram realizados experimentos através administragdo oral do NRD puro e seu complexo em
lipossoma (NLIP) em animais hipertensos. Como se sabe, a via oral é uma das formas mais

antigas e a mais utilizada para tratamento farmacologico de doengas devido ao baixo custo e
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comodidade (GOLAN et al., 2014). Estudos anteriores com outros terpenos, a exemplo do
farnesol (SILVA et al., 2018), demonstraram efeitos anti-hipertensivos promissores através
da administragéo via oral.

Ao ser administrado via oral nos animais hipertensos, 0 NRD induziu respostas anti-
hipertensivas em diversos tempos (Figura 24A e 25A), sendo as respostas significativas
encontradas nos tempos de 0,5h, 1h, 8h, 24h, 30h e 48h (137 + 4,47, 138 + 4,82, 137 + 6,79,
137 £ 7,80, 124 + 4,15 e 117 + 5,06 mmHg, respectivamente) quando comparado ao CV
(p<0,05 e p < 0,01). JA o NLIP (Figura 24A e 25A), induziu respostas anti-hipertensivas
significativas nos tempos de 24h e 48h (137 £ 1,08 e 112 + 5,04 mmHg, respectivamente)
quando comparado ao CV (p<0,05, p < 0,001). Assim como, apresentou resultados
significativos nos tempos de 0,5h, 1h, 2h, 3h e 48h (154 + 2,01, 151 + 3,18, 147 + 3,07, 143
+ 3,23 e 112 + 5,04 mmHg, respectivamente) quando comparado ao CN (p < 0,05) (Figura
24A e 25A). Dessa forma, nota-se que a resposta induzida pelo NRD e NLIP na PAM ocorreu
a partir de 0,5h e se mostrou duradoura até 48h (Figura 24A e 25A).

Em nossos resultados, o grupo tratado com nifedipina (CN) (Figura 24A e 25A), um
farmaco de agdo anti-hipertensiva que age bloqueando os canais para Ca*> (PONTREMOLI,
2005; COHAN; CHECCIO, 1985) caracterizada por seu rapido inicio de acdo (BEEVERS;
LIP; O’BRIEN, 2007; ISHII et al., 1980), apresentou uma reducéo significativa na PAM nos
tempos de 0,5h, 1h, 2h e 3h (137 + 5,41, 133 + 6,13, 130 + 5,73 e 133 + 5,13 mmHg,
respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo (CV) (p < 0,01 e p < 0,001). Esse
resultado corrobora com outros estudos que demonstraram uma expressiva reducdo da PAM
apos a administracdo da nifedipina (SILVA et al., 2018; FRAGA, 2013; MOREIRA et al.,
2016).

Quando comparados entre si, 0 NRD (137 + 4,47) e o NLIP (154 = 2,01)
apresentaram diferenca significativa (p < 0,01) apenas no tempo de 0.5h, nos posteriores
tempos ambos apresentaram respostas parecidas (Figura 24A e 25A).

Como pode ser observado na Figura 24B e 25B o NLIP foi capaz de causar uma
reducdo significativa na FC nos tempos de 2h, 3h, 4h, 8h, 24h, 30h e 48h (337 + 3,67, 329 +
9,75, 319 + 3,60, 313 £+ 1,38, 304 + 3,78, 301 + 4,49 e 303 + 2,42 bpm, respectivamente)
quando comparado ao CV (p < 0,001). Assim como, apresentou resultados significativos nos
tempos de 30h e 48h (301 £ 4,49 e 303 + 2,42 bpm, respectivamente) quando comparado ao
CN (p <0,05). O NRD (Figura 24B e 25B) também apresentou resultados significativos nos
tempos de 2h, 3h, 4h, 8h, 24h, 30h e 48h (346 + 8,70, 328 + 8,68, 341 + 11,09, 333 * 5,62,
342 + 8,58, 328 £ 4,14 e 341 + 16,62 bpm, respectivamente) quando comparado ao CV (p <
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0,05, p < 0,01 e p < 0,001).
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Figura 24: Efeito do tratamento oral (via gavagem) do nerolidol puro (NRD) (200 mg/kg), nerolidol complexado
em lipossoma (NLIP) (200 mg/kg), controle nifedipina (CN) (10 mg/kg) e controle veiculo (CV) sobre a PAM (A)
e FC (B) de ratos hipertensos (L-NAME) (n = 6) antes (tempo 0) e 0,5; 1; 2; 3; 4; 8; 24; 30 e 48 h ap6s 0s
tratamentos. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido
de pos-teste de Bonferroni. 8 § p < 0,01 NRD vs NLIP; & p < 0,05, && p < 0,01, &&& p < 0,001 CV, NRD, NLIP
vs CN; + p<0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 NRD, NLIP vs CV; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, NLIP,
NP vs CV; # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 NLIP, CV vs CN.



51

A reducdo da FC é um importante fator do tratamento anti-hipertensivo, alguns

farmacos indicados para o tratamento de doencas cardiovasculares, como o atenolol

(antagonista beta-adrenérgico) que possui uma a¢do direta sobre a FC ao bloquear a atividade

simpética cardiaca, apresenta-se como um importante fator no controle dos efeitos deletérios
do aumento da presséo arterial (BUUSE ET AL., 2001; BUUSE, 2002). Todavia, alguns

farmacos apresentam como reacdo adversa a taquicardia, isso aumenta a necessidade de

estudos voltados para administracdo de farmacos que diminuam a FC (ALVES et al., 2016).
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Figura 25: Efeito do tratamento oral (via gavagem) do nerolidol puro (NRD) (200 mg/kg), nerolidol complexado
em lipossoma (NLIP) (200 mg/kg), controle nifedipina (CN) (10 mg/kg) vs controle veiculo (CV) sobre a PAM
(A) e FC (B) de ratos hipertensos (L-NAME) (n = 6) antes (tempo 0) e 0,5; 1; 2; 3; 4; 8; 24; 30 e 48 h apds 0s
tratamentos. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido
de pds-teste de Bonferroni. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 CN, NRD, NLIP vs CV.
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No grupo tratado com a droga nifedipina (CN) (Figura 24B e 25B), foi possivel
observar resultados significativos na redugéo da FC somente nos tempos de 2h, 3h, 4h e 48h
(374 + 20,75, 374 + 15,08, 364 + 13,77 e 368 = 11,60 bpm, respectivamente) quando
comparado ao CV (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001). Quando comparados entre si, 0 NRD e

NLIP ndo apresentaram diferengas significativas.
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Figura 26: Efeito do tratamento oral com NRD complexado em lipossoma (NLIP) (200 mg/kg, n = 5),
controle veiculo (CV) e controle nifedipina (CN) (10 mg/kg, n = 5) sobre a PAM de ratos hipertensos (L-
NAME) ap6s 48 h. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via
seguido de pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05, ***p < 0,001 NLIP, CN vs CV.

Nesse sentido, estudos tém mostrado melhorias significativas nas propriedades
farmacoldgicas dos terpenos quando encapsulados em lipossomas, inclusive em relacdo a
duracdo dos efeitos. Um estudo com lipossoma observou que a incorporacdo do NRD em
ciclodextrina e lipossoma protegeu o nerolidol da fotodegradacdo e estendeu a liberacdo de
forma eficaz (AZZI et al., 2018). Hammoud et al (2021) observou que o a-pineno, ao ser
encapsulado em lipossomas convencionais (CLs) e no sistema droga-em-ciclodextrina-em-
lipossomas (DCLs), apresentou resultados positivos quanto a liberacdo gradual do
monoterpeno. Os DCLs também melhoraram o encapsulamento de componentes do eugenol
(SEBAALY et al., 2016), trans-anetol (GHARIB et al., 2017), estragol (GHARIB et al., 2019)
e timol (HAMMOUD et al., 2020) retardando a liberacdo do farmaco e prolongando o efeito
bioldgico.

Na terapia do cancer, o estudo Jaradat et al. (2022) objetivou encapsular o
quimioterapico paclitaxel (PXT) e direcionar a entrega de drogas na quimioterapia através do

uso de nanoparticulas lipidicas (LNPs), assim sendo, os NPs apresentaram baixos valores de
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indice de polidispersdo (PDI), alta homogeneidade e boa estabilidade. Em consonancia,
Kunstfeld e colaboradores (2003) demonstraram que o paclitaxel encapsulado em lipossomas
preveniu o crescimento e a invasdo do melanoma influenciando na melhora e sobrevivéncia
de camundongos. Wi e colaboradores (2020) observaram que ao utilizar lipossomas para
encapsular nanoemulsées de linalol (LN-NESs) e a doxorrubicina (DOX) os resultados foram
positivos, quanto ao crescimento do tumor no cancer epitelial de ovario (EOC). Assim como,
LUO et al. (2016) observou que ao utilizar lipossomas multivesiculares para o acido oleanélico
(OA-MVLs) foi possivel superar sua baixa solubilidade, prolongar os niveis terapéuticos e
aumentar o efeito antitumoral no carcinoma hepatocelular.

Por fim, tendo em vista que um tratamento farmacolégico objetiva a administracdo
de um farmaco com grande eficacia na menor dosagem possivel, reduzindo assim, possiveis
efeitos adversos (GOLAN et al., 2014; RANG et al., 2015; SILVA et al., 2018). E que
atualmente alguns farmacos comumente utilizados apresentam como reacdo adversa a
taquicardia, a reducdo da FC mostra-se como um importante fator do tratamento anti-
hipertensivo, que deve ser levado em conta ao pesquisar novas substancias farmacoldgicas
(ALVES et al., 2016). Sendo assim, os resultados relatados no estudo (Figura 24 e 25)
demonstram as primeiras a¢6es do nerolidol complexado em lipossoma em um modelo animal
de hipertensdo. Observa-se que a agdo do complexo NLIP foi mais efetiva e duradoura quando
comparada com o controle nifedipina, sendo seu efeito anti-hipertensivo prolongado até 48h
(Figura 26). Todavia, 0 NRD e NLIP apresentaram efeitos semelhantes (Figura 24 e 25).

Diante dos resultados expostos, observa-se a importancia da presente pesquisa para o

estudo dos efeitos cardiovasculares do nerolidol e seu complexo em lipossoma no que se

refere ao avanco do tratamento da HAS.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, mais estudos sdo necessarios para investigar os efeitos do nerolidol sobre o
sistema cardiovascular, por exemplo, como perspectivas, pode ser realizada a analise
farmacocinética do nerolidol puro e complexado em lipossoma, a analise da reatividade
vascular, analise do barorreflexo e modulacdo autonémica. Bem como, a complexacédo do
nerolidol em outros sistemas de veiculacdo de farmacos buscando a melhora de seu perfil

farmacoldgico.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a agdo hipotensora e
bradicardica do nerolidol em animais hipertensos. No tratamento intravenoso, a hipotensdo
gerada pelo NRD indica a possivel participacdo dos receptores muscarinicos, receptores
nicotinicos e dos metabdlitos da ciclooxigenase nesse efeito. No que diz respeito a
bradicardia induzida pelo NRD houve uma possivel participacdo dos receptores
muscarinicos, dos receptores nicotinicos e do NO nessa resposta.

Quando comparado ao grupo controle o tratamento oral com nerolidol puro
apresentou uma reducdo da presséo arterial nos tempos iniciais, com uma estabiliza¢do nos
tempos médios e queda nos tempos finais. No tratamento com o nerolidol complexado em
lipossoma houve uma reducgéo da pressao arterial nos tempos finais. O grupo tratado com
nifedipina apresentou uma reducdo significativa na pressao arterial nos tempos iniciais.
Ademais, o nerolidol puro e o nerolidol complexado em lipossoma promoveram uma redugéo
na FC em 2h apos a administracdo do tratamento que perdurou até as 48h, contrastando com
outros farmacos da literatura, a exemplo da nifedipina. Quando comparado ao grupo
nifedipina o tratamento oral com nerolidol complexado em lipossoma apresentou uma
reducdo da pressdo arterial nos tempos iniciais, com uma estabilizacdo nos tempos médios e
queda em 48h. Assim como, houve uma reducdo da FC nos tempos finais. Sendo
demonstrado dessa maneira que o presente estudo corroborou para um promissor tratamento

da hipertensao arterial.

Diante do exposto, € notorio a importancia da pesquisa para a analise dos efeitos
cardiovasculares do nerolidol e seu complexo em lipossoma no que se refere ao avango no
tratamento da hipertensdo arterial, desta forma, o presente estudo abre caminho para novas
pesquisas que comprovem os efeitos resultantes dos produtos naturais pertencentes a classe

dos terpenos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIAGAO DO EFEITO AGUDO DO NEROLIDOL EM MODELO ANIMAL DE HIPERTENSAO
ARTERIAL", protocolada sob o CEUA n? 3941310521 (o 000339), sob a responsabilidade de André Sales Barreto - que envolve a
producdo, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 16/06/2021.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE ACUTE EFFECT OF NEROLIDOL IN ANIMAL MODEL OF ARTERIAL HYPERTENSION",
utilizing 42 Heterogenics rats (42 males), protocol number CEUA 3941310521 (1o 000339), under the responsibility of André Sales
Barreto - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the
meeting of 06/16/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2021 a 07/2022 Area: Farmacologia
Origem: Biotério do Laboratério de Farmacologia Cardiovascular - LAFAC

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 42
Linhagem: Wistar Peso: 250a310g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia Cardiovascular do Departamento de Fisiologia.

Séo Cristévao, 03 de novembro de 2021

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Marcal
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sao Cristovao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Hordario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 3941310521
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DO EFEITO HIPOTENSOR DO NEROLIDOL PURO E COMPLEXADO EM LIPOSSOMA
EM MODELO ANIMAL DE HIPERTENSAQ", protocolada sob o CEUA n2 7471310521 o 000374), Sob a responsabilidade de André Sales
Barreto - que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe
(CEUA/UFS) na reunido de 02/09/2021.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE HYPOTENSIVE EFFECT OF PURE AND COMPLEXED NEROLIDOL IN LIPOSOME IN
ANIMAL HYPERTENSION MODEL", utilizing 24 Heterogenics rats (24 males), protocol number CEUA 7471310521 (o 000374), under the
responsibility of André Sales Barreto - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 09/02/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2021 a 07/2022 Area: Farmacologia
Origem: Biotério do Laboratério de Farmacologia Cardiovascular - LAFAC

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 24
Linhagem: Wistar Peso: 250a310g

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular/Departamento de Fisiologia

Séo Cristévao, 05 de novembro de 2021

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Marcal
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sdo Cristovao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 7471310521
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