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RESUMO

Estima-se que hipertensdo arterial € o principal fator de risco para doenca cardiovascular. Sua
prevaléncia parece ser cerca de 30-45% da populacdo mundial. Contudo, apesar do
conhecimento atual, a adesdo ao tratamento da hipertensdo a longo prazo ainda é baixa. A
prépolis vermelha brasileira apresenta grande teor de compostos fendlicos em sua constituicéo
quimica, dentre os quais destacam-se as isoflavonas, metabdlitos com efeitos benéficos para
doencgas cardiovasculares, incluindo hipertensdo. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos cardiovasculares de um sistema gastrorresistente de propolis vermelha
(ESPV, patentes registradas BR 10 2012 013590-6 A2 e WO 2014/186851) em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). A analise HPLC-UV demonstrou a presenca dos
marcadores quimicos para propolis na composi¢do quimica do ESPV: daidzeina, biochanina A,
liquiritigenina, pinobanksina, isoliquiritigenina, formononetina e pinocembrina. A avaliagéo da
citotoxicidade de ESPV, em macrdfagos J774 através do ensaio de MTT, revelou IC50 = 72,86
pug/mL. A injecdo intravenosa de ESPV causou um efeito hipotensor dependente de dose (0,1;
0,5; 1; 5 e 10 mg/kg), sem alterar a freqliéncia cardiaca em SHR consciente. O efeito hipotensor
ndo foi afetado pela anestesia. Em anéis de artéria mesentérica pré-contraidos com fenilefrina
10 uM, ESPV induziu vasorrelaxamento (Emax = 100 + 0,4%; pD2 = 1,08 + 0,02 pug/mL) que
foi afetado pela remocéo do endotélio (Emax = 56,7 + 2%; PD2 = 1,37 + 0,04 pg/mL). Na
avaliacdo do efeito anti-hipertensivo, 0 ESPV (75 e 150 mg / kg) foi administrado oralmente a
SHRs jovens (11 semanas de idade) e adultos jovens (24 semanas de idade), a pressao sistdlica
foi entdo avaliada através do método de medida indireta de pressdo arterial tail-cuff antes e 7,
14, 21 e 28 dias ap6s o inicio do tratamento. Desta forma, observou-se um efeito anti-
hipertensivo significativo a partir do 14° dia de tratamento apenas em SHR de adultos jovens,
com diminuicdo de 56 mmHg em compara¢do com a pressao arterial sistdlica basal. Além disso,
0 tratamento reduziu a hipertrofia ventricular esquerda em SHR de adultos jovens como
evidenciado pela morfometria miocardica. Além disso, a funcdo vascular das artérias
mesentéricas de SHR tratados com SHR também foi investigada, o relaxamento independente
do endotélio foi avaliado através de uma curva concentracdo-resposta para nitroprussiato de
sodio (102 — 3.10* M), e sob estas condigdes permaneceram inalteradas em comparacgio ao
controle. Por outro lado, o relaxamento dependentes do endotélio a avaliado através da curva
para acetilcolina (10— 3.10* M) apresentou melhorara significativa (Emax = 76,4 + 3,8% e
pD2 = -8,72 + 3,8 M). Por conseguinte, para avaliar o relaxamento dependente de NO,
investigou-se a reatividade vascular a acetilcolina (10— 3.10* M) na presenca do inibidor
inespecifico de NOS, L-NAME (3.10° M). Nestas condicGes, a resposta relaxante foi abolida
(Emax = 18,9 £ 1,65% e pD2 = -5,12 £+ 0,33 M). Resultados similares, foram obtidos ao avaliar
o relaxamento da acetilcolina na presenca de L-NAME mais um antagonista da ciclo-oxigenase,
a indometacina (10 M) (Emax = 15,90 + 1,32% e pD2 = -5,39 + 0,24 M), indicando que a
resposta ao tratamento com ESPV envolve o aumento do relaxamento dependente de éxido
nitrico via NOS. Estes resultados revelaram que o ESPV é eficaz para promover reducdo da
pressdo arterial apenas de SHR adultos jovens, que o efeito anti-hipertensivo esta associado
com a reducdo da hipertrofia ventricular esquerda e provavelmente pela diminuicdo da
resisténcia vascular periférica, melhorando a funcdo endotelial e aumentando o relaxamento
dependente de NO atraves da NOS.

Palavras-chaves: Prdpolis vermelha brasileira; hipertensao, disfuncdo endotelial e SHR.



ABSTRACT

Arterial hypertension it is the leading risk factor for cardiovascular disease. Its prevalence
appears to be about 30-45% of the general population. Despite current knowledge the long-term
adherence to cardiovascular drugs is still low in hypertension treatment. The Brazilian red
propolis has a large content of phenols compounds such as isoflavones, this have been reported
to exert beneficial effects in cardiovascular disease, including hypertension. Therefore the
objective of this study was to investigate cardiovascular effects from a red propolis
gastroretentive system (ESPV, patents register numbers BR 10 2012 013590-6 A2 and WO
2014/186851) in spontaneously hypertensive rats (SHR). The HPLC-UV analysis showed in
ESPV chemical composition the presence propolis chemical markers: daidzein, biochanin A,
liquiritigenin, pinobanksin, isoliquiritigenin, formononetin and pinocembrina. The cytotoxicity
from ESPV was evaluate on macrophage J774 by MTT assay and exhibited 1C50 = 72.86
ug/mL. Intravenous injection of ESPV caused a hipotensive dose-dependent effect at 0.1, 0.5,
1, 5 and 10 mg/kg, unchanges heart rate in conscious SHR. The hypotensive effect was not
affected by anesthesia. In intact rings of rat mesenteric artery pre-contracted with 10 pM
phenylephrine, ESPV induced relaxations (Emax = 100 + 0.4 %; pD2>=1.08 + 0.02 pg/mL) that
were affected by endothelium removal, (Emax = 56.7 £ 2 %; pD2 = 1.37 £ 0.04 pg/mL). In an
antihypertensive study, ESPV (75 and 150 mg/kg) was orally administered to Juvenile (11-
week-old) and young adult (24-week-old) SHRs, and the systolic pressure were measured using
the tail-cuff method before and 7, 14, 21 and 28 days after beginning of treatment. Was
observed a significant antihypertensive effect from 14" day of treatment only in young adult
SHR, with decreased by 56 mmHg compared with baseline systolic blood pressure.
Furthermore, the treatment reduced left ventricular hypertrophy in young adult SHR as evident
by myocardial morphometry. The vascular function of mesenteric arteries was also investigated
at the end of the treatment with ESPV in young adult SHR, the endothelium-independent
relaxations to sodium nitroprusside (107 to 3.10 M) was unchanged compared to control. For
other hand, endothelium-dependent relaxations to acetylcholine (102 to 3.10* M) was
markedly improve (Emax = 76.4 + 3.8% e pD2 = -8.72 + 3.8 M). We therefore investigated
vascular reactivity to acetylcholine (107 to 3.10* M) also in the presence of the nonspecific
NOS inhibitor L-NAME (3.10° M), in order to assess NO-dependent relaxation. In these,
relaxation response was abolished (Emax = 18.9 = 1.65% e pD2 = -5.12 + 0.33 M). Similary,
the acetylcholine relaxation in the presence of L-NAME plus a cyclooxygenase antagonist,
indomethacin (10 M), was too antagonized (Emax = 15.90 + 1.32 % e pD2 = -5.39 + 0.24 M),
indicating that the response to ESPV treatement involves the enhancement of the nitric oxide
via NOS relaxations. These results disclosed that ESPV is effective to lower blood pressure
only of young adult SHR, its antihypertensive effect is associated with lowering left ventricular
hypertrophy and probably by decrease peripheral vascular resistance, improving endothelial
function and increasing the NO-dependent relaxation via NOS.

Keywords: Brazilian red propolis; hypertension, endothelial dysfuction and SHR.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Prdpolis vermelha

Figura 2 — Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides
Figura 3 — Projecdo de mortalidade de 2008 a 2030.

Figura 4 — Mecanismos de controle da pressao arterial.

Figura 5 — Mecanismos de acoplamento excitacdo—contracdo vascular.

Figura 6 — Relaxamento da célula muscular vascular lisa via difusdo dos fatores
relaxantes derivados do endotélio.

Figura 7 — Relaxamento da célula muscular vascular lisa através da ativacao da PKG
via NO

Figura 8 — Obtencéo da fase cloroférmica de propolis vermelha alagoana.
Figura 9 — Processo de emulsificacdo da prdpolis vermelha.

Figura 10 — Secagem em Spray-Drier do sistema emulsificante.

Figura 11 — Representacdo esquematica referente ao protocolo experimental para
avaliagéo do efeito de ESPV e ECPV sobre a PAM e FC em SHR né&o anestesiados.

Figura 12 —Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito anti-hipertensivo induzido pelo ESPV em ratos SHR néo anestesiados

Figura 13 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacao do
efeito de ESPV sobre contracdo induzida por FEN em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de SHR.

Figura 14 — Representacdo esquematica do protocolo experimental da avaliacdo da
resposta vascular e endotelial em anéis de artéria mesentérica isoladas de SHR adulto
tratados por 28 dias com ESPV.

Figura 15 — Representacdo esquematica do protocolo experimental da avaliacdo da
resposta endotelial em anéis de artéria mesentérica isoladas de SHR adulto tratados
por 28 dias com ESPV.

Figura 16 — Sobreposicdo dos cromatogramas dos padrdes de isoflavonas na
concentragéo de 500 pg/mL.

Figura 17 — Cromatograma dos extratos de propolis a 200 pug/mL no comprimento
de onda 280 nm, em A ECPV e B ESPV

Figura 18 — Cromatograma dos extratos de PVA a 200 pg/mL no comprimento de
onda 366 nm, em A ECPV e B ESPV.

21

23
25
28
29
31

32

39
40

41
44

45

47

47

48

49



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Efeito da propolis vermelha alagoana sobre a viabilidade celular m
macrofagos da linhagem (J774).

Grafico 2 — Efeito do ESPV e ECPV sobre a PAM e FC em SHR adultos nao-
anestesiados.

Gréfico 3 — Efeito do ESPV sobre a PAM e FC em SHR adultos anestesiados.

Gréafico 4 — Efeito do ESPV em anéis de artéria mesentérica superior de SHR adultos
pré-contraido com FEN.

Gréfico 5 — Efeito do ESPV na PAS de SHR jovens tratados por 28 dias.
Gréfico 6 — Efeito do ESPV em SHR adultos tratados por 28 dias

Gréfico 7 — Comparacéo do efeito do ESPV em SHR jovens e adultos tratados por 28
dias.

Grafico 8 — Efeito do tratamento de ESPV sobre a morfometria do miocardio.

Gréafico 9 — Avaliacdo da resposta vascular a ACh em artéria mesentérica superior de
SHR adultos tratados com ESPV por 28 dias.

Gréafico 10 — Avaliacdo da resposta vascular ao NPS em artéria mesentérica superior de
SHR adultos tratados com ESPV por 28 dias.

Gréfico 11 — Comparacao da resposta vascular a ACh na presenca e auséncia de L-
NAME em artéria mesentérica superior de SHR adultos tratados com ESPV por 28 dias.

Gréafico 12 — Comparacao da resposta vascular a ACh na presenca e auséncia de L-
NAME e INDO em artéria mesentérica superior de SHR adultos tratados com ESPV por
28 dias.

52

54

55
56

57
58
59

59
62

64

65

66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Principais tipos de prépolis difundidos: origens botéanicas e principais
constituintes.

Tabela 2 — Classificacdo da propolis brasileira segundo Park et al. (2000).

Tabela 3 — Principais modelos experimentais desenvolvidos para o estudo da

hipertensdo arterial sistémica.

Tabela 4 — Composic¢éo da solugéo nutritiva Tyrode.
Tabela 5 — Efeito de ESPV e ECPV sobre a viabilidade celular.

Tabela 6 — Comparagdo dos valores de Emax € pD2 de ESPV em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato

Tabela 7 — Peso corporal médio de SHR tratados com ESPV por 28 dias.

Tabela 8 — Efeitos da curva concentracdo-resposta a ACh em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de SHR adultos apés tratamento por 28 dias com
ESPV pré-contraidos com FEN.

Tabela 9 — Comparacdo dos Emax e pD2 de anéis de artéria mesentérica superior
isolada de SHR adultos apds tratamento por 28 dias com ESPV em diferentes
condigOes experimentais.

17

28

33

38
53

55

60
62

63



ACh
ADH
AVE
ANG I
BHR
CAPE
Ca2+
CDAE
CG
CLAE
CLMV
COX
DC
DCBEN
DHCA
DOCA-sal
DPB
ECPV
ESPV
EVE
FC
FCDE
FEN
FHDE
FRDE
GCs
GMPc
HAS
HIV
HSV-2

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetilcolina

Hormonio antidiurético

Acidente vascular encefalico

Angiotensina tipo 2

Ratos com Hipertensdo Limitrofe

Ester fenetil do acido caféico

fon célcio

Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
Cromatografia gasosa

Cromatografia liquida de alta performance

Célula Muscular Vascular

Ciclooxigenase

Débito cardiaco
2,2-dimetil-6-carboxietil-2H-I-benzopirano

acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinnamico

Ratos Hipertensos por Sal e Mineralocorticoides
Acido 6-propendico-2,2-dimetil-8-prenil-2H-I-benzopirano
Extrato cloroférfimico de prépolis vermelha alagoana
Extrato seco de prépolis vermelha alagoana
Espessura ventricular esquerda

Frequéncia cardiaca

Fatores contracturantes derivados do endotélio
Fenilefrina

Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Fatores relaxantes derivados do endotélio

Guanilil ciclase solavel

Monofosfato de guanosina ciclico

Hipertensdo arterial sistémica

Virus da imunodeficiéncia humana

Virus da herpes simplex tipo 2



HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia

ICC Insuficiéncia cardiaca

ICs0 Concentracdo capaz de inibir 50% das células
L-NAME L-N®-Nitroarginina metil éster

MS Espectroscopia de massa

MTT Teste do 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
NO Oxido nitrico

NOS NO-sintase

NOSe NO-sintase endotelial

NPS Nitroprussiato de sddio

PAM Pressdo arterial média

PAS Pressdo arterial sistolica

PC Peso corporal médio

PCA Anélise dos componentes principais

PCo Peso cardiaco

PKG Proteina cinase dependente de GMPc

PVA Prépolis vermelha alagoana

PVE Peso do ventriculo esquerdo

RVPT Resisténcia vascular periférica total

SAD Hipertensdo por Desnervacdo do Barorreceptores Sino-Adrticos
SHR Ratos espontaneamente hipertensos

SHRSP Ratos espontaneamente hipertensos propensos ao AVE
SNC Sistema nervoso central

SCV Sistema cardiovascular

TGR Ratos com Hipertensdo Transgénica

UV-vis Regido de absorcao nas regides ultravioleta visivel
Vv.0. Via orogastrica

WKY Wistar Kyoto



1.1
1.11
1.2
1.3
1.4

2.1
2.2

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
441
442
443
4.5

5

5.1
5.2
5.3
53.1
5.3.2
54
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..ottt asa st 16

(0] 010 1SS 16

PrOPOLIS DraSIIIra......ccueieiiiiiee bbb 18
Hipertensao arterial SISTEMICA . ..........cccoiiiiiiiiiieee e 24

Controle da pressao arterial e vasorrelaxamento.............cccccveveieeniiieinene e 26
Modelos experimentais para o estudo da hipertensao ...........ccocvvveveeniiinveeneeenn 33

OBUIETIVOS ...ttt sttt ae et e s e e e et e e e stenresneenaeneas 36

(@] 0] [ (A0 X [=1 - | SRRSO 36
ODjJetiVOS ESPECITICOS. ...veviieiieiiiie e 36
MATERIAL ..ottt te e e e e et nrestenneeneens 37

ANHIMIAIS 1.ttt bbbttt e bt bbbt et e b et bbb nenne s 37
DIrogas € FEAGENTES ........coiiiirie it 37

IMETODO ...ttt 38

Obtencédo da fase cloroférmica do extrato de propolis vermelha alagoana............ 38
Obtencdo do extrato seco de prépolis vermelha alagoana............ccccccocevvvvivirennnne. 39
Avaliacéo do contetdo fendlico de ESPV € ECPV ... 41
ENsaios farmacolOgiCOS ........cc.ooiiiieiiiccece e 42

Ensaios de viabilidade celular in VItrO...........cocviiiiiiiiiie s 42

Ensaios farmacolOgiCOS IN VIVO .........coviiiiiriiiicesese e 42

Ensaios farmacolO0gicos para teStES EX VIVO ........c.ccveiveiieiieriecee e ste e 45

ANALISE BSTALISTICA. .. vvevierieieiiecie e ettt sttt ereas 48
RESULTADOS ...ttt te e se et e et e ntestesrenneane e 49

Avaliacao do conteudo fenolico do ECPV e ESPV por hplc acoplado a uv-vis ......49
Efeito de ECPV e ESPV sobre a viabilidade celular em macréfagos ..................... 52

Efeito do ESPV e ECPV sobre pressdo arterial media e frequéncia cardiaca........ 53

Efeito do ESPV e ECPV sobre PAM e FC de SHR adultos. ..........cccoociiiiiiiiniienns 53

Efeito do ESPV e ECPV sobre PAM e FC de SHR adultos anestesiados. .................... 54

Efeito do ESPV sobre anéis de artéria mesentérica de SHR adultos....................... 55

Avaliacao do efeito anti-hipertensivo do ESPV em SHR adultos .............cccceceneee. 56
Avaliacao do efeito anti-hipertensivo do ESPV em SHR jovens...........c.cccocevennene. 57
Comparacéao do efeito anti-hipertensivo do ESPV em SHR jovens e adultos......... 58

Avaliacéo do peso médio de SHR submetidos ao tratamento com ESPV................ 59
Avaliacdo da morfometria do MIOCArdiO.........ccoeviiririiiiieeee e 60
Avaliacao da reatividade VaSCUIAT ............ccevviiieiieie e 61

5.10.1 Awvaliagdo da presenca do endotélio funcional na resposta vascular a adi¢cdo de ACh 61



5.10.2 Avaliacdo da resposta vascular & adicdo de NPS ... 63

5.10.3 Avaliacdo da participacdo da via da NOS na resposta endotelial...............cccccoevvvrnennee. 64
5.10.4 Avaliagdo da participacdo da via da NOS na resposta endotelial a adi¢do de ACh.....65
6 DISCUSSAO ...ttt 67
7 CONCLUSOES ...ttt 75

REFERENCIAS ..o oot ee e e e e e e et e e er et e e et e et e er et e e e s e e et e e s e e s e e s 76



16

1. INTRODUCAO
1.1 Prépolis

A propolis (pr6 = em defesa e polis = cidade) é produzida pelas abelhas e empregada na
protecdo da colmeia e da colonia. Este produto consiste em uma mistura complexa de
compostos quimicos produzido a partir da coleta de substancias de diversas plantas
(GHEDIRA; GOETZ; LE JEUNE, 2009).

Sua analise fisica evidencia diferentes aromas e cores (verde, vermelho, marrom ou
amarela), a depender tanto da idade quanto regido de origem, além de uma consisténcia
maleédvel e aderente sob temperaturas elevadas, enquanto que em ambientes frios enrijece e
torna-se quebradica, por isso € comumente denominada de “cola de abelha” (MARCUCCI,
1995). A analise quimica, por sua vez, revela uma constitui¢do variavel na qual observa-se em
geral 50% de resina, 30% de cera, 5% de pdlen, 10% de Oleo essencial e 5% de outras
substancias, entre elas, ésteres, flavonas, flavononas, terpenos, aldeidos aromaéticos, alcoois,
acidos graxos, estilbenos e B-esterdides, destacando-se flavonoides e os compostos fendlicos e
aromaticos (SILVA-CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA-AGUIAR, 2015)

Entretanto, apesar destas caracteristicas bem delineadas, a propolis ndo possui um
padrdo quanto sua constituicdo organica, pois como as abelhas coletam substancias de plantas,
sua composicdo esta diretamente relacionada aos aspectos botanicos destas, que por sua vez
resulta das propriedades climaticas e geograficas locais (WALKER; CRANE, 1987; CRANE,
1990; MARCUCCI, 1995; BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000; BANKOVA, 2005b).
Deste modo, pode-se afirmar que a comparacdo entre a constituicdo quimica de prépolis
produzidas em diferentes regides do mundo, como por exemplo, Brasil e Bulgéaria, assemelha-
se a comparar a complexidade de duas plantas de familias distintas (BANKOVA, 2005a).

Devido a esta variabilidade quimica, muitos estudos acerca das atividades biologicas
de seus compostos foram realizados nas ultimas décadas (BURDOCK, G., 1998; KUJUMGIEV
et al.,, 1999; BANSKOTA,; TEZUKA; KADOTA, 2001; CASTALDO; CAPASSO, 2002;
SFORCIN, 2007; BANKOVA, 2009; GHEDIRA; GOETZ; LE JEUNE, 2009; POPOVA et al.,
2009; SFORCIN; BANKOVA, 2011), o que possibilitou classificar os diversos tipos de
prépolis de acordo com o0s constituintes quimicos biologicamente ativos e com base na planta
utilizada pelas abelhas como principal fonte de substancias (origem botanica) (BANKOVA,
2005b). A tabela 1 elenca os principais tipos de propolis de acordo com sua origem geografica,

boténica e principais constituintes biologicamente ativos.
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Além das espécies citadas na tabela, outras também plantas sdo consideradas fontes

boténicas para producdo de prépolis, e seus constituintes quimicos despertam interesse da

comunidade cientifica devido ao seu amplo espectro de atividades biologicas.

Atualmente mais de 300 constituintes quimicos foram identificados (RIGHI; NEGRI,

SALATINO, 2013). Essa identificacdo tornou-se possivel devido ao desenvolvimento de

técnicas de purificacdo, separacdo e identificagdo quimicas mais sensiveis, como a

cromatografia liquida de alta performance (CLAE ou HPLC), a cromatografia de camada

delgada de alta eficiéncia (CCDAE), a cromatografia gasosa (CG) e a espectrometria de massa
(MS) (ALENCAR et al., 2007; CASTRO et al., 2007).

Tabela 1 - Principais tipos de propolis difundidos: origens boténicas e principais constituintes.

Tipo de Origem Origem Boténica Principais
Propolis Geogréfica Constituintes
Poplar tropicais da Asia, frequente P. o GIEIE0), outros
ot . ésteres
Nova Zelandia nigra L.
Verde Baccharis spp., Derivados prenilados do
(alecrim) Brasil predominante B. ac. p-cumarico, 4c.
Brasileira dracunculifolia DC. diterpénicos
Flavonas, flavanonas
Bétula Russia Betula verrucosa Ehrh  (diferentes do tipo
poplar)
. Isoflavonoides
Cuba, Brasil, .
Vermelha g Dalbergia spp. (pterocarpanos e
Mexico ;
isoflavanas)
Mediterranea Sicilia, Grécia, Cupressaceae (espécies (Dirtienrger;cl);eme do tino
Creta, Malta ndo identificadas) princip P
labdéanicos)
Clusia Cuba, Venezuela Clusia spp Benzofenonas
' ' polipreniladas
Pacifica Regido do pacifico ~ Macaranga tanarius Flavonanas-C-preniladas

Adaptado de SFORCIN; BANKOVA, 2011.

Desta forma, tornou-se possivel a identificacdo de compostos antes ndo encontrados em

amostras de propolis, a exemplo de flavonoides, terpenos, ésteres fendlicos, minerais, e
acucares (HUANG et al., 2014).
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Além disso, tornou-se possivel caracterizar a constituicdo quimica da propolis,
também, através das caracteristicas climaticas regionais de sua origem botanica (CASTRO et
al.,, 2007; RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013). Onde, paises de regides temperadas,
apresentam maior concentracdo de flavonoides, &cidos aromaticos e seus esteres (BANKOVA,;
DE CASTRO; MARCUCCI, 2000), enquanto que paises tais quais, Grécia, Argélia e Croécia,
situados na regido do mediterraneo destacam-se pela presenca de diterpenos (POPOVA et al.,
2009) na Austria os estilbenos prenilados predominam (ABU-MELLAL et al., 2012), em
Taiwan e regides do Japdo, as flavononas preniladas (CHEN et al., 2003; KUMAZAWA et al.,
2004) e nos paises tropicais, como o Brasil, uma diversidade de compostos fendlicos séo
considerados majoritarios (BANKOVA, 2009; SARTORI 2012).

1.1.1 Propolis brasileira
1.1.1.1 Classificagéo

Em 1956, as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata Lepeletier) foram introduzidos
no sudeste brasileiro e devido a uma fuga de abelhas rainhas, um processo de africanizacao
ocorreu com as abelhas presentes no Brasil, dando origem as abelhas responsaveis pela
producdo de propolis (SHEPPARD et al., 1991). Estas abelhas apresentam preferéncias por
certas caracteristicas das plantas, distinguindo-as e podendo produzir os mais variados tipos de
prépolis de acordo com a variedade botéanica local (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002).

O Brasil destaca-se por ser o pais com maior biodiversidade do mundo, abrangendo
mais de 20% das espécies da fauna e flora existentes na Terra (MMA, 2016).Varias sao as
possiveis fontes boténicas para producdo de propolis pelas A.m scutellata, havendo
predominancia de determinada espécie botanica de acordo com a regido do pais (DUTRA et
al., 2008; TORETI et al., 2013). Dentre as possibilidades destacam-se as espécies Baccharis
dracunculifolia DC (Astaraceae), Populus alba (Salicaceae) no sul (PARK; ALENCAR,;
AGUIAR, 2002; PARK et al., 2004) e Hyptis divaricate e Dalbergia ecastaphyllum (Fabaceae)
no nordeste (DAUGSCH et al., 2008) Diante do exposto, o Brasil apresenta uma vasta
variedade de propolis quando comparados a outros paises (SILVA et al., 2008), sendo essa,
categorizada em 12 grupos segundo PARK et al. (2000) (Tabela 2).

A classificacdo de Park estabeleceu-se de acordo com a area geografica das propolis
analisadas, por meio de analises cromatograficas e espectrofotométricas (de absorcéo na regiao
ultravioleta-visivel, UV-vis; CLAE e CCDAE) e fisicas, bem como avaliagdes das atividades
antimicrobianas, anti-HIV, citotdxicas e antioxidantes (PARK et al., 2000). Desta forma, Park

possibilita uma analise qualitativa e quantitativa destas caracteristicas, atraves da qual observa-
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se diferencas nas atividades bioldgicas de acordo com sua composicao quimica (CASTRO et
al., 2007).

Tabela 2 — Classificagdo da proépolis brasileira.

Grupo Cor Area Geografica

1 Amarelo Sul (RS)

2 Castanho claro Sul (RS)

3 Castanho escuro Sul (PR)

4 Castanho claro Sul (PR)

5 Marrom esverdeado Sul (PR)

6 Marrom avermelhado Nordeste (BA)
7 Marrom esverdeado Nordeste (BA)
8 Castanho escuro Nordeste (PE)
9 Amarelo Nordeste (PE)
10 Amarelo escuro Nordeste (CE)
11 Amarelo Nordeste (PI)
12 Verde ou Marrom esverdeado Sudeste (SP)

RS — Rio Grande do Sul; PR — Parana; BA — Bahia; PE — Pernambuco; CE — Ceara; Pl — Piaui; SP — Sao Paulo.
Adaptado de PARK, 2000.

Além da classificacdo de Park (2000; 2004), demais autores relataram a presenca de
marcadores quimicos nos diversos grupos de propolis (ALENCAR et al., 2007; BANKOVA,
2009; MARCUCCI et al., 2000; POPOVA et al., 2009; SALANTINO et al., 2005; SILVA et
al., 2008). Estes estudos, tornaram a identificagdo dos mesmos uma ferramenta fundamental na
classificacdo da propolis brasileira.

Desda forma, tonou-se possivel a identificagdo de um novo tipo de propolis, o 13°
grupo, encontrado nas regides litoraneas dos estados Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia e denominado de prépolis vermelha (SILVA et al., 2008). Assim, a classificacdo de Park
associada aos conhecimentos acerca dos marcadores quimicos, sdo essenciais aos trabalhos
cientificos que tém em vista as propriedades da prépolis brasileira (ADELMANN et al., 2007;
NASCIMENTO et al., 2008; DE MENDONCA et al., 2015)

1.1.1.2 Caracteristicas quimicas e farmacologicas
Apesar da analise quimica da prépolis ser considerada complexa devido ao fato de se

tratar de uma mistura de compostos dependente da flora de cada regido e da época do ano
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(NASCIMENTO et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2010), as inimeras propriedades bioldgicas
benéficas a salide tém aumentado o interesse ndo apenas de seu consumo por parte da populagdo
(BURDOCK, G. A., 1998; DAUGSCH et al., 2008), mas também das industrias farmacéuticas
e alimenticia no desenvolvimento de novos produtos derivados da propolis (CASTALDO;
CAPASSO, 2002; FERNANDES et al., 2014). Neste contexto, a maior parte dos estudos quanto
a composi¢cdo quimica e relevancia bioldgica da propolis brasileira corresponde a prépolis
verde, vermelha e marrom (MENEZES, 2005; TEIXEIRA et al., 2005; DA SILVA FROZZA
etal., 2013; LOPEZ et al., 2014; PIMENTA et al., 2015; MACHADO et al., 2016).

Esta ultima, encontra-se amplamente distribuida pelas regides do pais e apresenta
coloragdo variada, do marrom escuro ao marrom avermelhado (FERNANDES et al., 2014).
Uma vez que o interesse por parte da comunidade cientifica por este tipo de prépolis é recente,
dados a respeito de suas atividades biologicas ainda sdo escassos (RIGHI; NEGRI,;
SALATINO, 2013; SANTANA et al., 2014). Contudo, observaram efeitos anti-inflamatorios
e antioxidantes com reducéo de lesbes causadas pelo virus da herpes simplex tipo 2 (HSV-2)
em ratas. A avaliacdo do contetdo fendlico revelou predominancia de galangina (flavonoide) e
éster fenetil do acido caféico (CAPE, cumarina) (SARTORI et al., 2012). Sendo a mistura total
de compostos fendlicos responsavel pelas atividades em questdo, pois um Unico constituinte da
prépolis ndo apresenta uma atividade maior que o total do extrato (KUJUMGIEV et al., 1999).
A esta mesma conclusdo a cerca dos constituintes fendlicos chegaram Fernandes et al. (2014)
e Pimenta et al. (2015) ao avaliarem as atividades de imunomodulacdo, antioxidante,
antimicrobiana e antigenotédxica. Além de compostos fendlicos, a propolis marrom caracteriza-
se por vasto contedo de diterpenos com atividades antileshmania e antitumoral
(MIDORIKAWA et al., 2001; SANTANA et al., 2014; TAZAWA et al., 2016).

Por outro lado, diversos trabalhos podem ser encontrados na literatura a respeito das
propriedades quimicas e farmacoldgicas da propolis verde (12° grupo). Sendo esta considerada
uma importante fonte de metabdlitos farmacologicamente ativos, devido a presenga de uma
variedade de constituintes quimicos (CASTRO et al., 2007a; NUNES; GUERREIRO, 2012).
Como resultado dessa complexidade quimica, a propolis verde pode apresentar subtipos, o que
torna confusa a padronizagéo de seu perfil quimico (NEGRI; SALATINO; SALATINO, 2003).

Apesar disto, pode-se destacar como caracteristica quimica a presenca de
fenilpropranoides prenilados, como a Artepilina C (PARK et al., 2004) e 3-prenilcinamato de
alila proposto como um novo marcador quimico de propolis verde, além de terpenos e derivados
do &cido cinamico prenilados e nao prenilados (NASCIMENTO et al., 2008).A presenca destes

compostos é fortalecida pelos achados de Teixeira et al. (2005), entretanto, contrasta com 0s
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estudos que descrevem presenca de acidos clorogénicos, cafeoilquinicos (KUMAZAWA etal.,
2004) e benzoicos (NEGRI; SALATINO; SALATINO, 2003) como constituintes majoritarios.

Ainda sobre a propolis verde, no que se diz respeito ao seu perfil quimico, esta bem
evidenciado na literatura um baixo teor de flavonoides (PEREIRA et al., 2000), compostos de
alta relevancia farmacol6gica (CORRADINI et al., 2011) e encontrados em altas concentraces
nas propolis verdes da Europa, China e Uruguai (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000).
Estas diferencas sdo consequéncias da discrepancia entre as origens botanica e caracteristicas
climaticas locais (KUMAZAWA et al., 2004), sendo a brasileira produzida principalmente
através do arbusto alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) nas regides sul e sudeste do
Brasil (PARK et al., 2004).

Além do ja exposto, a prépolis verde, possui um alto potencial terapéutico e muitas
acOes farmacoldgicas foram estudadas (LUSTOSA et al., 2008) . Entre elas encontram-se as
atividades antibacteriana (CASTRO et al., 2007b), anti-influeza (URUSHISAKI et al., 2011)
.anti-inflamatéria (MOURA et al., 2011; SZLISZKA et al., 2013; SANTANA et al., 2014) ,
antitripanossoma (SANTANA et al., 2014) , anticancer (SZLISZKA et al.,, 2011) ,
neuroprotetora (NAKAJIMA et al., 2009) e anti-hipertensiva (MARUYAMA et al., 2009;
MOURA et al., 2011).

Como fonte de metabdlitos ativos, destaca-se também a prépolis vermelha, 13° grupo
segundo a classificacdo de Park (ALENCAR et al., 2007). Esta denominag@o ocorre em razao
de sua coloracdo vermelha, e deve-se ao fato de sua fonte botanica Dalbergia ecastophyllum
(L) Taub. (Fabaceae, nome popular: Rabo de Bugio) apresentar exsudatos e resina
avermelhados (Figura 1) (SILVA et al., 2008).

Figura 1 — Propolis vermelha

A) Abelha A.m scutellata coletando exsudatos vermelhos de D.ecastophyllum e B) producéo de prdpolis
vermelha pelas A.m scutellata.

Fonte: www.tribunahoje.com
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A composi¢do quimica, de forma semelhante aos demais tipos de propolis, varia de
acordo com as carateristicas regionais (DAUGSCH et al., 2008), e como a prépolis vermelha
estd amplamente distribuida no nordeste os estudos quanto ao seu perfil quimico sdo confusos.
(DAUGSCH et al., 2008; NUNES et al., 2009; LOPEZ; SAWAYA, 2012; LOPEZ et al., 2014).

Por outro lado, diversos estudos encontrados na literatura descrevem o padréo
fitoquimico da propolis vermelha originada no estado de Alagoas, chamada de Propolis
Vermelha Alagoana — PVA (TRUSHEVA et al., 2006; ALENCAR et al., 2007; SILVA et al.,
2008; PICCINELLI et al., 2011; INUI et al., 2014; DE MENDONCA et al., 2015).

A principio, foram descritos 14 compostos na PVA onde seis estavam ausentes em
outros tipos de propolis brasileira (TRUSHEVA et al., 2006). Em seguida, constatou-se a
presenca de compostos fendlicos como a quercetina, daidzeina e acido feldrico, além de
algumas isoflavonas ndo identificadas nas demais propolis brasileiras (ALENCAR et al., 2007).
Desta forma, pdde-se observar que PVA apresenta alto teor de compostos fendlicos em sua
composicdo quimica, onde destacam-se as isoflavonas (DE MENDONCA et al., 2015).

Os compostos fenolicos consistem ampla familia de metabdlitos secundarios com
grande valor para comunidade cientifica devido a gama de atividades bioldgicas na qual esta
envolvida (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997; CAROCHO; FERREIRA, 2013;
RANGEL-HUERTA et al., 2015; TRACANNA et al., 2015; HUGEL et al., 2016; NICKEL et
al., 2016). Por tratar-se de uma variedade de compostos quimicos em um Unico grupo, este
divide-se em varias subclasses como: flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, derivados
do 4cido caféico entre outras (SIMOES, 2007).

Uma vez que a PVA apresenta alto teor de compostos fendlicos, principalmente de
flavonoides na forma de isoflavonas (Figura 2) (DE MENDONGCA et al., 2015), pode-se sugerir
gue sdo essas as subclasses responsaveis pelas atividades farmacolégicas da PVA. Como por
exemplo atividade antimicrobiana, antileshmania, anti-inflamatéria, antioxidante, anticancer,
antinociceptiva e anti-hipertensiva (CALDERONE et al., 2004; ALENCAR et al., 2007
BUENO-SILVA et al., 2013; INUI et al., 2014; DE MENDONCA et al., 2015; TELES et al.,
2015; DO NASCIMENTO et al., 2016).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides.
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Adaptado de CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007

As isoflavonas apresentam relevante potencial terapéutico e sdo indicados no tratamento
e prevencao dos sintomas da menopausa, osteoporose, cancer (DUNCAN; PHIPPS; KURZER,
2003) e doengas que acometem o sistema cardiovascular (SCV) (KUBOTA et al., 2004;
JACKMAN; WOODMAN; SOBEY, 2007; MARTIN et al., 2008; GILANI et al., 2009;
MARUYAMA et al., 2009; SUN et al., 2013).

Estas ultimas séo a principal de causa de morte no mundo (DORNAS; SILVA, 2011;
DE FATIMA AHMAD BALDUINO et al., 2016) e neste contexto, as isoflavonas ganham
destague. A daidzeina, biochanina A, formononetina genisteina, vestitol e neovestitol por
exemplo, sdo isoflavonas encontradas na PVA (ALENCAR et al., 2007; DAUGSCH et al.,
2008; LOPEZ et al., 2014), e apresentam relevantes acdes cardiovasculares como efeitos
vasorrelaxante, anti-hipertensivo, antioxidante e cardioprotetor (WANG et al., 2005; WANG
et al., 2006; JACKMAN; WOODMAN; SOBEY, 2007; ZHU et al., 2007; MARTIN et al.,
2008; GILANI et al., 2009; SUN; LIU; CAO, 2011; SUN et al., 2013) motivo pelo qual sdo
empregados no tratamento e prevengdo de doengas cardiovasculares, tal qual hipertensao
arterial sisttmica (HAS) (DUNCAN; PHIPPS; KURZER, 2003; JACKMAN; WOODMAN,;
SOBEY, 2007).

Desta forma, visto que as isoflavonas sdo metabolitos com expressiva acdes benéficas
sobre o sistema cardiovascular (SCV) e a PVA um produto natural rico em isoflavonas, pode-
se afirmar que a PVA apresenta significativo potencial terapéutico para o tratamento e
prevencao de doencas cardiovasculares.

Neste sentido, o registro de patente nacional BR 10 2012 013590-6 A2 e intercanional
WO 2014/186851 Al propbs a producdo do objeto de estudo do presente trabalho, o
microencapsulado gastrorresistente contendo propolis vermelha alagoana aqui referido como

extrato seco de propolis vermelha (ESPV).
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1.2 Hipertensao arterial sisttmica

A HAS ¢ considerada uma condicdo clinica caracterizada por niveis elevados e
sustentados de PAM (> 140/90 mmHg, para presséo arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD),
respectivamente) (SBC, 2016). Essa, apesar de ndo apresentar causa especifica pode ser
influenciada por fatores ambientais e genéticos (SBC, 2016), além de estar associada a uma
série de fatores de risco, tais quais obesidade, consumo elevado de alcool e sedentarismo
(ISLAM, 2015).

Este estado patoldgico pode ser considerada uma sindrome quando acompanhada de
alteracdo no metabolismo lipidico e glicidico, obesidade e resisténcia a insulina (LU et al,
2015). Ademais, quando ndo tratada de modo eficaz a HAS pode estar associada a uma gama
de doencas cardiovasculares, como por exemplo, doenca cerebrovascular, doenca arterial
coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal crénica e doenca vascular
(SHRIVASTAVA, 2014).

Este grupo de doencas cardiovasculares apresenta cerca de um terco do total de mortes
no mundo, o que equivale aproximadamente a 71 milhdes de morte, onde, 9,4 milhGes sdo
oriundas de complicacdes da HAS (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013). No
Brasil, dados epidemioldgicos acerca da HAS sdo escassos, contudo, estudos populacionais
realizados em algumas cidades, estimaram que cerca de 22,3 a 43,9% da populacdo do pais €
hipertensa (GUS et al, 2004).

Desta forma, a HAS apresenta-se como grave problema de satde pablica mundial, fato
este fortalecido por meio da estimativa publicada pela Organizacdo Mundial de Satde em 2008,
a qual projeta que até o ano 2030, ocorrerdo 23 milhdes de mortes em razdo de doencas
cardiovasculares devido a hipertensdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008)
(Figura 3). Neste panorama, observa-se a necessidade de um tratamento de individuos
hipertensos que vise o controle da doenca a partir da reducéo dos valores pressoricos (MANCIA
et al, 2007).

Para tal, a terapia anti-hipertensiva caracteriza-se por medidas farmacoldgicas e ndo
farmacoldgicas, onde estas Gltimas, consistem no inicio da terapia e relacionam-se com a
melhoria da qualidade de vida do hipertenso (GKALIAGKOUSI; GAVRIILAKI; DOUMA,
2015). As principais recomendacdes ndo medicamentosas para prevencdo da HAS sao:
alimentacdo saudavel, consumo controlado de sal e &lcool, ingestdo de potéssio e combate ao
sedentarismo e ao tabagismo. Com o agravo da doenga, de acordo com a necessidade de cada

individuo, fArmacos sdo adicionados ao tratamento. Esta adi¢do considera o beneficio que cada
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medicamento oferece, ou seja, visa utilizar aqueles com menores probabilidades de efeitos
adversos (SBC, 2010).

Figura 3 — Projecdo da mortalidade mundial de acordo com estimativas da OMS no periodo entre

de 2008 a 2030.
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Estes medicamentos utilizados no tratamento da HAS s&o chamados de anti-
hipertensivos e ndo devem apenas reduzir a PA, mas também os eventos cardiovasculares fatais
(SBC, 2010). Os anti-hipertensivos atuam sob um ou mais dos seguintes parametros
fisiol6gicos envolvidos no controle da PA: a) resisténcia vascular periférica total (RVPT), b) o
débito cardiaco (DC), c¢) volume sistélico (VS) e d) frequéncia cardiaca (FC) (HOFFMAN,
2015).

Contudo, apesar das opcbes de medicamentes anti-hipertensivo e protocolos
terapéuticos bem delineados, uma das principais causas para a falta de controle da HAS é a
baixa taxa de adesdo aos tratamentos anti-hipertensivos, que segundo as Diretrizes Brasileiras
de Hipertensédo (2010), a taxa de abandono €é crescente ap6s o inicio da terapéutica.

Em parte, este fato deve-se aos efeitos adversos observados, bem como a politerapia e ao maior
nimero de doses diarias muitas vezes necessario a eficacia do tratamento (FERREIRA;
GRACA; CALVINHO, 2016).

Neste contexto, as preparagOes de liberacdo lenta ganham importéncia, pois formulacgdes de

liberacdo controlada proporcionam uma atividade mais rapida, mais prolongada, mais regular,
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mais localizada, com menor toxicidade e efeitos secundarios sem reduzir a eficacia terapéutica
(HOFFMAN, 2008) além de promover diminui¢do do nimero de doses diérias levando-se a um
tratamento ininterrupto e, conseqlientemente, ao desaparecimento de picos plasmaticos com

aumento das concentracdes eficazes (PRISANT et al., 1992).

1.3 Controle da pressao arterial e vasorrelaxamento
O sistema cardiovascular, composto por um coracdo e uma rede de vasos sanguineos, é
responsavel pelo transporte de substancias essenciais ou ndo ao metabolismo por todo o
organismo (KOEPPEN, 2009). Por isso, uma serie de alteracbes ocorrem em funcéo do controle
do SCV, tais quais modificagdes nos didmetros dos vasos de resisténcia (principalmente
arteriolas), do desempenho cardiaco e/ou do volume sanguineo venoso (CAMPAGNOLE-
SANTOS; HAIBARA, 2001). Estas alteracGes, apresentam influéncia direta em um parametro
fisioldgico, a Presséo Arterial Média (PAM).
A PAM representa matematicamente a pressao arterial pulsatil, de modo simplificado,
a PAM pode ser expressa como produto do débito cardiaco (DC) e resisténcia vascular
periféricatotal (RVPT) de acordo com a equacao: PAM =DC x RVPT. Onde DC é a quantidade
de sangue ejetado do coragdo para 0 organismo a cada minuto e pode ser reguladoo em funcgéo
dos parametros fisiolégicos, volume sistolico (VS) e frequéncia cardiaca (FC): DC = VS x FC.
Desta forma, pode-se observar que mudancas sobre qualquer um dos parametros supracitados,
podem induzir modificagdes na PAM (HOFFMAN, 2015).
Além disso, diversos mecanismos fisiologicos estdo envolvidos no controle da pressao
PAM, como por exemplo o barorreflexo, um mecanismo de controle da PAM a curto prazo
considerado essencial para homeostase cardiovascular. Este mecanismo, é constituido por
receptores especificos situados nos seios carotideos e arco adrtico, denominados de
barorreceptores (ou pressorreceptores) e respondem ao estiramento vascular induzida pelo
aumento da PAM (DUSCHEK; WERNER; REYES DEL PASO, 2013). Uma vez ativados, 0S
barorreceptores inibem as regides vasoconstrictoras do bulbo, que por sua vez gera uma
vasodilatacdo periférica e consequente reducdo da pressdo arterial (LOHMEIER; ILIESCU,
2015). Ademais, somando a estes efeitos, ocorre uma bradicardia devido a estimulagdo vagal
(GUYENET, 2006; KAREMAKER; WESSELING, 2008).
Além dos barorreceptores, 0s quimiorreceptores periféricos também séo responsaveis
pela regulacdo da PAM a curto prazo. Estes receptores, situam-se na bifurcacéo carotidea e na
regido do arco adrtico e estdo primeiramente relacionados a regulacéo da respiragdo (SMITH

etal., 2015). No que se diz respeito ao controle da PAM, os quimioceptores, atuam na regulacao
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local do tonus da musculatura lisa vascular, estimulando as regies vasoconstritoras a partir de
uma reducdo de O2 ou excesso de CO e H*, bem como regides vasodilatadoras a partir do
aumento de Oz ou reducdo de CO2e H" (EDGELL et al., 2015)

Ainda sobre o controle da PAM, os mecanismos hormonais estdo estreitamente
relacionados com as alteracdes fisioldgicas implicadas na sua regulacdo, pois, promovem
aumento da pressdo arterial (PA) através do horménio antidiurético (ADH ou vasopressina) e
sistema catecolaminérgico (adrenalina e noradrenalina) ou reducdo da PAM atraves da
liberacdo do peptideo atrial natriurétrico (PAN) e ativacdo do sistema calicreina-cininas
(KOEPPEN, 2009). Além disso, podem estimular a liberacdo de substancias produzidas pelo
endotélio vascular, como 6Oxido nitrico (NO), endotelinas e prostaglandinas, que promovem
alteracdes na RVP e modificam a taxa de fluxo sanguineo local (HOFFMAN, 2015).

Por outro lado, o controle da presséo arterial a longo prazo € determinado pelo equilibrio
dos fluidos no organismo, ou seja, equilibrio entre a ingestdo e eliminacdo de liquidos, pois
uma vez que a RVP encontre-se constante, 0 aumento de liquido no organismo aumenta o DC
e consequentemente a PAM (KOEPPEN, 2009). Para exercer este controle, 0s rins secretam
renina, uma enzima proteolitica que é liberada pelas células do aparelho justaglomerular para a
circulacdo, esta liberacdo ocorre mediante trés estimulos: estimulacdo simpatica, reducdo na
carga de sédio na mécula densa e reducdo na pressao de filtracdo glomerular (FRY, 1981;
SPARKS et al., 2014). No plasma a renina é responsavel pela conversao do angiotensinogénio
(produzido pelo figado) em angiotensina I, que por sua vez é convertida em angiotensina 1l
através da enzima conversora de angiotensina (ECA) (GOLDFARB; NOVICK, 1994;
BRUNINI; FERREIRA, 2007; JIANG et al., 2014). Angiotensina Il é um peptideo que atua no
sistema cardiovascular promovendo vasoconstriccdo, aumento da contratilidade cardiaca e
hipertrofia cardiaca (GOLDFARB; NOVICK, 1994; AKAZAWA et al., 2013; MATSUMOTO
et al., 2013), nos rins esse peptideo promove reabsor¢éo tubular de sédio, além de estimular a
secrecdo de aldosterona (GOLDFARB; NOVICK, 1994). Este sistema é denominado sistema
renina-angiotensina aldosterona (SRAA) e seus mecanismos em conjunto séo responsaveis pela
elevacdo da PAM (ATLAS, 2007; TE RIET et al., 2015; MUNOZ-DURANGO et al., 2016).

Desta forma, constata-se que o controle da pressdo arterial € realizado através de uma
acao conjunta e integrada do sistema renal, neural e endocrino, que promovem alteracdes no
sistema cardiovascular conforme ilustra a Figura 4 (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA,
2001).
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Figura 4 — Mecanismos de controle da presséo arterial.
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Fonte: AUTOR, 2017.

Por outro lado, tratando-se do processo de acoplamento excitacdo—contracdo vascular,
observado no controle da RVPT, dois mecanismos principais estdo envolvidos, 0 mecanismo
eletromecénico e o farmacomecanico, ambos, embora por vias moleculares distintas, aumentam
o nivel intracelular de célcio (SOMLYO, AVRIL V ; SOMLYO, ANDREW P, 1968;
BARANY, 1996).

O acoplamento eletromecénico tem inicio com a despolarizacdo da membrana
plasmética devido a entrada de ions que alteram o gradiente eletroquimico e promovem a
abertura de canais para calcio voltagem dependentes (VOC) (NELSON et al., 1990;
THORNELOE; NELSON, 2005), com consequente difusdo de Ca?* extracelular para o interior
da célula, obedecendo ao gradiente de concentracdo (NELSON et al., 1990) (Figura 5A).

Em contrapartida, o acoplamento farmacomecénico independe da despolarizagédo
celular inicial para desencadear a contragdo, mas envolve a interagdo de agonistas com seus
receptores acoplados a proteina G na membrana plasmatica (ITOH, 1991; CHEN; REMBOLD,
1995). Apos ativacdo desta proteina, ha fosforilagdo de fosfolipases, fosfolipase Cg (PLCp),
estas enzimas hidrolizam o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) associado a membrana
liberando o inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 1995).
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Figura 5 — Mecanismos de acoplamento excitacdo—contracéo vascular.
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O IP3 liga-se a receptores especificos na membrana do reticulo sarcoplasmatico (IPsR),
causando a liberacdo de Ca?* para o citosol celular (BERRIDGE, 2016). Adicionalmente, o
influxo deste ion para o meio intracelular ocorre através dos canais para calcio operados por
receptores (ROC), pois como o calcio se encontra em maior concentragao no meio extracelular,
o influxo é favorecido pelo gradiente de concentracdo do ion (NILSSON; JENSEN;
MULVANY, 1994) (Figura 5B).

Concomitante ao mecanismo de aumento de Ca®* via IP3, 0 DAG, devido as elevadas
concentragdes de Ca?* intracelulares, ativa a proteina quinase C (PKC), que por sua vez
promove elevacgdo da conduténcia i6nica dos canais transmembranais para calcio (do tipo L) e
reducdo dos canais para potassio. Além disso, a PKC modula a sensibilidade do aparato
contréatil ao Ca?* (ITOH, 1991; CHEN; REMBOLD, 1995; BERRIDGE, 2016).

Ap0ls aumento da concentracdo de calcio intracelular ocorre a formacgédo do complexo
Ca?*-calmodulina (quatros Ca?* ligados a proteina calmodulina), este complexo liga-se a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), o que resulta em alteracdo da conformacéo e

deslocando a sequéncia autoinibitoria da MLCK, ativando a quinase e causando a fosforilagao
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da miosina (NELSON et al., 1990; LACINOVA, 2005; THORNELOE; NELSON, 2005;
ZAMPONI et al., 2015).

Entretanto, o desenvolvimento de tensdo do mdsculo liso depende ndo apenas da
fosforilacdo direta da miosina, mas também da ativacdo da actina pela desinibicéo causada pela
saida do complexo tropomiosina-caldesmon (SOMLYO, AVRIL V; SOMLYO, ANDREW P,
1968). O complexo tropomiosina-caldesmon localiza-se ao longo dos filamentos finos e séo
responsaveis pela obstrucao dos sitios de ligacdo da actina com a miosina durante o repouso do
musculo liso (BARANY, 1996). A mudanca de conformacdo do caldesmon (induzida pelo
Ca?"calmodulina) libera o complexo tropomiosina-caldesmon, este processo resulta no
desbloqueio dos sitios de ligacao da actina e permite a formagdo do complexo actomiosina, com
consequente contracdo muscular (HOROWITZ et al., 1996).

Para promocdo do relaxamento do mdsculo liso vascular, de forma oposta aos
mecanismos contrateis, ha reducdo da concentracdo intracelular de calcio com consequente
dissociacdo do complexo calmodulina-MLCK.

Desta forma, alguns receptores acoplados a proteina G quando estimulados promovem
a fosforilacdo da mesma (SOMLYO; SOMLYO, 2000), que por conseguinte fosforila a enzima
adenilil ciclase (AC) elevando os niveis intracelulares do segundo mensageiro, Monofosfato de
Adenosina Ciclico (AMPc), o qual via fosforilacdo da proteina quinase A (PKA) promovera
relaxamento vascular (OSTROM et al., 2002).

A PKA promove suas acdes vasculares através da fosforilagio de canais para Ca’* e
para K+, com consequente reducdo do influxo de Ca?* e promocao de hiperpolarizacio celular,
respectivamente (THORNELOE; NELSON, 2005) , além de promover diminuicdo da
mobilizagdo de Ca?* através da inibicdo da formacdo do IPs e inibicdo do receptor para IP3
(IPsR) situado no reticulo sarcoplasmatico das células vasculares; estas a¢des conjuntas levam
a inibicdo da MLCK e ativacdo da fosfatase de cadeia leve da miosina (MLCP) com
consequente reducdo da fosforilagdo da cadeia leve de miosina (WEBB, 2003)

Ainda sobre relaxamento do masculo liso vascular, o endotélio vascular exerce
importante papel, pois as células endoteliais promovem regulacdo do ténus por meio da
liberacdo uma gama de substéncia, entre elas fatores relaxantes (FRDE), metabdlitos do &cido
araquidénico (como exemplos: prostaciclinas PGl,, acidos epoxieicosatetraenoicos EETS e
derivados da lipoxigenase), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e o oxido
nitrico (NO), além de fatores contracturantes derivado do endotélio (FCDE) que incluem
endotelina, tromboxano A, (TXA?) e prostaglandinas F2 (JIN et al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6 — Relaxamento da célula muscular vascular lisa via difusdo dos fatores relaxantes

derivados do endotélio.
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Mediante a diversos estimulos a producdo de NO ocorre em diversos sistemas organicos
(WIESINGER, 2001; ADUA et al.,, 2015; UEHARA; SHIDA BDE; DE BRITO, 2015),
entretanto, o presente trabalho deter-se-a producéao pelo sistema cardiovascular posto pois pelo
mesmo em evidéncia. Assim, como representado na figura 6, o NO nas células endoteliais
vasculares € produzido juntamente com L-citrulina atraves da enzima NO-sintase endotelial
(NOSe) na presenca do aminoacido L-arginina e oxigénio molecular (O2) (PALMER;
ASHTON; MONCADA, 1988).

Por ser um gas o NO difunde-se através das membranas celulares as células musculares
vasculares lisas (CMLVs) adjacentes, uma vez no citosol destas células o NO ativa diretamente

a enzima guanilil ciclase solivel que eleva as concentragdes intracelulares do nucleotideo
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Monofosfato de Guanosina Ciclico (GMPc) (CAWLEY et al., 2007) e por conseguinte, induz
a fosforilagdo da proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (WALDMAN; MURAD, 1987,
MURAD, 1994). A PKG ativa promove relaxamento do tonus vascular através da fosforilagcdo
da fosfolambam no reticulo sarcoplasmatico, ativacdo da captacdo Ca?* pela célcio-ATPase e
principalmente, por inibir a PLCp e consequentemente o processo de contracdo vascular
(MICHEL, 1998; LUCAS et al., 2000) (Figura 7).

Figura 7 — Relaxamento da célula muscular vascular lisa através da ativacdo da PKG via NO.
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Desta forma, faz-se possivel perceber que diversos estudos fisiologicos possibilitaram
0 conhecimento a respeito da complexa interacdo entre inUmeras substancias e sistemas para
garantir niveis adequados de PAM em diversas situacdes. Disfuncbes nestes componentes
podem, portanto, ocasionar a elevacao cronica dos niveis pressoricos e desta forma a condicéo
clinica de Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS) (CAIN E KHALIL, 2002).
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1.4 Modelos experimentais para o estudo da hipertensao
O uso de modelos experimentais constitui uma ferramenta importante no ambito
cientifico (LEONG; NG; JAARIN, 2015), pois além de direcionar a compreensao, facilita a
descobertas de novos alvos terapéuticos para determinadas doencas (DORNAS; SILVA, 2011).
Neste sentido, uma série de modelos experimentais foram desenvolvidos para estudar a
HAS e suas complicacdes (Tabela 3) (DOGGRELL; BROWN, 1998).

Tabela 3 — Principais Modelos Experimentais Desenvolvidos para o Estudo da Hipertenséo
Arterial Sistémica.
Modelo Experimental Referéncia

Hipertensdo Genética

Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR) OKAMOTO e AOKI (1963)

Ratos Espontaneamente Hipertensos Propensos ao AVE (SHRSP) OKAMOTO et al. 1974

Dahl Sal-sensiveis DAHL; HEINE e TASSINARI

Ratos com Hipertensdo Transgénica (TGR) (1962)

Ratos com Hipertenséo Limitrofe (BHR) MULLINS; PETERS e GANTEN
(1990)
HENRY; MEEHAN e STEPHENS
(1967)

Hipertensdo Renal

Hipertensdo Renovascular GOLDBLATT et al. (1934)

Hipertensdo Renopriva LEDINGHAM e PELLING (1967)

Hipertensdo Enddcrina

Ratos Hipertensos por Sal e Mineralocorticoides (DOCA-sal) (PROVOOST; DE JONG, 1978)

Hipertensdo Neurogénica
Hipertensdo por Desnervacdo do Barorreceptores Sino-adrticos (KRIEGER, 1964)
(SAD)

Hipertensao por Inibicdo Cronica da Sintese de NO

Hipertensdo por L-NAME (BAYLIS; MITRUKA; DENG,
1992)
Hipertenséo por ANG 11 (MCBRYDE et al., 2007)

L-NAME — L-N©-Nitroarginina metil éster; ANG Il — Angiotensina tipo 2
Fonte: AUTOR, 2017.

Cada um dos modelos expostos na tabela 3 apresenta diferentes vias pelas quais a
hipertensio pode se desenvolver (HALLBACK; WEISS, 1977; LEONG; NG; JAARIN, 2015),

e por isso, a escolha de um modelo experimental para determinada pesquisa, deve ser realizada
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através da associacdo do conhecimento das alteragBes cardiovasculares predominantes no
modelo, com os objetivos propostos pelo trabalho (GRIEGER, 1971; BIANCHI et al., 1986;
SEGAL-LIEBERMAN; ROSENTHAL, 2013), garantindo desta forma, uma maior eficacia da
pesquisa.

O modelo genético de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foi desenvolvido a
partir de ratos normotensos, o Wistar Kyoto (WKY) através de cruzamentos consanguineos
(irmdos com irmas), resultando em 100% dos animais com desenvolvimento espontaneo de
hipertensdo (OKAMOTO; AOKI, 1963; OKAMOTO; TABEI, et al., 1966). Este modelo
consiste no mais referenciado pela comunidade cientifica (FAZAN JR; SILVA; SALGADO,
2001). Pois, para o entendimento adequado das fungdes organicas e adaptacdes fisiologicas
decorrentes da hipertensdo humana, bem como desenvolvimento de possiveis intervencées
farmacoldgicas, deve-se optar por modelos que apresentem similaridade com a hipertenséo
desenvolvida em humanos (TRIPPODO; FROHLICH, 1981). O SHR apresenta-se como 0
unico modelo com tanta similaridade.

O desenvolvimento da hipertensdo em ambos, humanos e SHR, € susceptivel a
alteracBes de fatores ambientais, tais quais dieta hipersodica, estresse e alteracdes sociais
(TRIPPODO; FROHLICH, 1981; DORNAS; SILVA, 2011). Além disso, caracteriza-se por ser
poligénica e multifatorial ou seja, observa-se diversas alteracoes fisioldgicas (hemodinamicas,
vasculares, neurais, renais e hormonais), sem no entanto apresentar uma causa especifica
(OKAMOTO; HAZAMA; et al., 1966; OKAMOTO; TABEI; et al., 1966; FOLKOW et al.,
1973; PFEFFER; FROHLICH, 1973; LAIS etal., 1977; MULVANY’; HANSEN; AALKJAER,
1978; FERRONE et al., 1979; SMITH; HUTCHINS, 1979; PUZSEROVA; KOPINCOVA,;
BERNATOVA, 2010; STERLEY; HOWELLS; RUSSELL, 2016).

Diversas diferengas sdo observadas entre o SHR e seu controle WKY, como alteragéo
fundamental, encontra-se o aumento progressivo da PAM em funcdo da idade (HALLBACK;
WEISS, 1977). Neste caso, 0 estado hipertensivo do SHR se inicia com trés a cinco semanas
de vida (ratos jovens) aumentando progressivamente até alcancar um platd no inicio da fase
adulta (20° — 25° semana de vida), em torno de 200 mmHg que equivale a 30% de aumento
comparado ao WKY de mesma idade (YAMORI, 2013). Além disso, com o envelhecimento o
SHR apresenta hipertrofia cardiaca (PARK et al., 1997) que pode evoluir para um quadro de
insuficiéncia cardiaca (FROHLICH, 1977).

Apesar desta variacdo na PAM, a FC encontra-se elevada apenas entre a terceira e sexta
semana de vida (DICKHOUT; LEE, 1998), em contraste com a RVPT que permanece elevada
ao longo da vida do SHR (TRIPPODO; FROHLICH, 1981; YAMORI, 2013).
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Acredita-se que essa elevacdo da RVPT esteja associada a alteragdes estruturais e
funcionais das células vasculares e endoteliais, como a disfuncdo endotelial (JUDY et al., 1976;
WARSHAW; MULVANY; HALPERN, 1979). Tais alteracbes estdo relacionadas ao
envelhecimento do SHR, onde observa-se uma menor resposta aos FRDE e FHDE, associada
ao predominio dos FCDE em ratos adultos jovens (22 semanas de idade) (PUZSEROVA et al.,
2014). Além de haver evidéncias de que 0 aumento do estresse oxidativo vascular esta presente
em SHR e por esta via haveria inativacdo oxidativa de NO, sendo este o responsavel pela
disfuncdo endotelial (PUZSEROVA; KOPINCOVA; BERNATOVA, 2010). Além disso,
autores relacionam esta disfuncdo a uma hipertrofia vascular em funcdo da hiperatividade
simpética do SHR (GRISK e RETING, 2004) (MULVANY; HANSEN; AALKJAER, 1978;
PUZSEROVA et al., 2014).

Desta forma, uma vez que as alteracdes fisioldgicas do SHR decorrem de maneira
dependente de idade e muitas destas precedam o estado propriamente dito da hipertenséo,
assemelhando-a da HAS em humanos, este € um modelo indicado a estudos farmacolédgicos
que visam impedir a progressao, bem como a reversdo da hipertensdo. E por isso, apresenta-se

como modelo escolhido ao desenvolvimento do presente estudo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pela formulacdo gastroresistente,
extrato seco de prépolis vermelha alagoana (ESPV), em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR).

2.2 Objetivos especificos

- Testes in vivo

(] Caracterizar os efeitos de ESPV e ECPV sobre a PAM e FC em SHR ndo
anestesiados;

(1 Caracterizar os efeitos crénicos na pressao arterial apds tratamento de 4 semanas em

SHR jovens e adultos;

- Testes ex vivo
1 Avaliar os efeitos macroscopicos sobre 0 miocardio de SHR jovens e adultos tratados

com ESPV por 4 semanas;

1 Avaliar a resposta vascular dependente e independente do endotélio em SHR adultos
tratados com ESPV por 4 semanas, atraves do uso de ferramentas farmacoldgicas

especificas;
- Testes in vitro

71 Avaliar a viabilidade celular na presenca de ESPV.
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3 MATERIAL
3.1 Animais

Em todos os protocolos experimentais foram utilizados Ratos machos Espontaneamente
Hipertensos (SHR) Adultos (24 semanas de idade). No protocolo de avaliacdo do efeito anti-
hipertensivo induzido pelo derivado ESPV, também foram utilizados Ratos SHR Jovens (11
semanas de idade).

Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal da
UFAL. Estes animais foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura (22 + 1°C) e
ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18 horas), tendo livre acesso a alimentacdo e dgua. Todos 0s
animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo com normas estabelecidas pela
Comissdo de Etica da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Todos 0s experimentos
desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Uso de
Animais da UFAL (CEUA), certiddo numero 09/2014.

3.2 Drogas e reagentes

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes ferramentas
farmacoldgicas: tiopental sodico (Cristalia), sal sddico de heparina (Roche), cloridrato de
acetilcolina (ACh), cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), nitroprussiato de sodio (NPS) e
indometacina (INDO), todos da Sigma®. As solucdes estoques de indometacina foram
dissolvidas juntamente com bicarbonato de s6dio (NaHCO3) em &gua destilada. As demais
substancias foram dissolvidas em agua destilada (experimentos ex vivo) ou salina

(experimentos in vivo).

3.3 Solucgdes nutritivas
Para a preparacao da solucdo nutritiva Tyrode foram utilizadas as seguintes substancias:
cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de célcio (CaCly), sulfato de
magnésio (MgSQas), cloreto de magnésio (MgCly), glicose (CsHi1206) todos da Merk.
Bicarbonato de sodio (NaHCO:3), fosfato de sodio (NaH2POs), fosfato dissddico (NazHPOs),
fosfato de potassio (KH2PO4) todos da Vetec. A tabela 4 a seguir mostram as composic¢des da

mesma.:



38
Herculano, E.A

Tabela 4 — Composicéo da solucéo nutritiva Tyrode.

Substancia Concentracdo (mM)
NaCl 158,3

NaHCOs 10,0

NaH;PO..H,0O 0,42

CaCl».2H.0 2,0

KCI 4,0

MgCl,.6H,0 1,05

CsH1206 5,6

Fonte: AUTOR, 2017

4 METODO
4.1 Obtencao da fase cloroférmica do extrato de propolis vermelha alagoana

A obtencdo dos extratos deu-se em parceria com o Prof. Dr. Ticiano Gomes do
Nascimento no Laboratorio de Andlises Farmacéutica e Alimenticia da Escola de Enfermagem
e Farméacia da Universidade Federal de Alagoas (ESENFAR, UFAL).

Para tal, uma amostra de 200 g de propolis foi submetida a processo de extracdo por
maceracdo em alcool absoluto (96°GL, 1800 mL) por periodo de 48 horas (Figura 8A) . O
processo de extracdo foi repetido por 3 vezes até o completo esgotamento do material. O
material foi concentrado em rotaevaporador da marca IK HB-10 digital (Curitiba, Parana,
Brasil), acoplado a uma bomba de vicuo da Tecnal (S&o Paulo, Brasil), usando uma velocidade
de rotacdo de 100 rpm, temperatura do banho Maria 40°C e pressdo de 700 mmHg (Figura 8B).
O extrato etandlico (153,0g) obtido foi solubilizado em sistema de solvente etanol 96°GL e
submetido a processo de particionamento com hexano e cloroformio. Realizou-se duas lavagens
do extrato bruto livre de solvente com um volume de 350 mL de Hexano, o qual foi submetido
arotaevaporagdo. O extrato bruto, apds remoc&o de ceras com hexano, foi submetido a lavagem
com cloroférmio (350mL) (Figura 8C) e em seguida submetido a rotaevaporacdo. A fase
cloroformica de prépolis vermelha (ECPV, 141,85g) obtido em maior quantidade foi
concentrado em rotaevaporador e utilizado para obtencdo dos extratos secos de propolis
vermelha (ESPV) (Figura 8D).
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Figura 8 — Obtencéo da fase cloroférmica de propolis vermelha alagoana.

f ¥ E )

A) Maceracdo da amostra de prépolis em alcool absoluto; B) Rotaevaporagdo, C) Esquerda extrato bruto
etanolico de prdpolis vermelha ap6s remocdao da cera e a direita extrato solubilizado em cloroférmio e D)
Fase cloroférmica de propolis vermelha.

Fonte: AUTOR, 2017.

4.2 Obtencao do extrato seco de prépolis vermelha alagoana

O extrato seco de propolis vermelha foi obtido através da técnica de emulsificacdo
seqguido pela secagem em Spray-Dryer, em parceria com o Prof. Dr. Ticiano Gomes do
Nascimento no Laboratério de Analises Farmacéutica e Alimenticia da Escola de Enfermagem
e Farmacia da Universidade Federal de Alagoas (ESENFAR, UFAL).

Para a preparacao do ESPV foram utilizados adjuvantes gelatina (37,5 g), amido (12,5
g) e didxido de silicio coloidal (1g). Uma quantidade de 509 do extrato cloroférmico de prépolis
foi solubilizado em etanol (500 mL) a 80% etanol:4gua (400:100, v/v) e entdo para obter a
concentracdo o peso seco foi obtido. Em outro recipiente com auxilio de mixer (IKA RW 20
digital) os adjuvantes foram preparados sob agitacdo constante de 300 rpm na seguinte ordem:
gelatina solubilizada em 400 mL de agua destilada a 37°C (Figura 9A), amido solubilizado em
50 mL de agua destilada (Figura 9B) e dioxido de silicio em 100 mL de a4gua destilada (Figura
9C). Ap0s preparacdo do sistema o extrato cloroformico de propolis vermelha foi incorporado

lentamente sob agitacdo constante (Figura 9D).
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Figura 9 — Processo de emulsificacdo da propolis vermelha.

Solubilizacdo dos adjuvantes de ESPV: A) gelatina, B) amido e C) diéxido de silicio e D) incorporacéo do extrato
de propolis.
Fonte: AUTOR, 2017.

A formulacdo resultante foi submetida a processo de secagem em mini Spray-Dryer, de
marca BUCHI, modelo B-290, usando agulha injetora de 1 mm. O Spray-Dryer apresentou as
seguintes condicdes de secagem: temperatura de entrada 164°C, temperatura de saida 98°C e
fluxo de bombeamento 10 mL/min (Figura 10). Apo6s secagem o pé obtido (ESPV) foi pesado
para determinacdo do rendimento, em que a quantidade obtida era dividida pela quantidade
inicialmente adicionada multiplicada por 100 para obter-se os valores de rendimento em

porcentagem.
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Figura 10 — Secagem em Spray-Drier do sistema emulsificante.

A)Condicdes de secagem do mini Spray-Drier; B) secagem da formulagdo e C) ESPV pronto.
Fonte: AUTOR, 2017.

4.3 Avaliacéo do conteudo fendlico de ESPV e ECPV

O monitoramento do perfil quimico dos marcadores e dos ECPV e ESPV foram
realizados pelo método de analise HPLC acoplado a UV-vis em parceria com o Prof. Dr.
Ticiano Gomes do Nascimento no Laboratorio de Analises Farmacéutica e Alimenticia da
Escola de Enfermagem e Farmacia da Universidade Federal de Alagoas (ESENFAR, UFAL).
A fase estaciondria utilizada foi uma coluna Shimpak C18 (250 mm x 4.6 mm id, 5um)
acoplada a uma pré coluna Phenomenex C18 (4.0 mm x 3.0 mm i.d.; 5 um), ambas mantidas a
35°C. A fase movel se caracterizou por um sistema gradiente, utilizando acido férmico/agua
(1:19 v/v) como solvente A e metanol grau CLAE como solvente B (JT Baker, Mallinckrodt,
México). O fluxo da fase maével foi de 0,80 mL/min e o detector ajustado para 281 ou 366 nm.
O gradiente de solventes foi programado da seguinte forma: 30% de B no tempo de 0 a 7 min,
40% de B em 15 min, 45% de B em 30 min, 60% de B em 40 min, 80% de B em 50 min, 90%
de B em 60 min, reduzindo para 30% de B em 65 min e permanecendo isocratico até 70 min.
As amostras de dos extratos foram injetadas em volume de 20 pL. Em corridas individuais,
foram injetados os padrbes fitoquimicos (catequina, liquiritigenina, isoliquiritigenina,
formononetina, pinocembrina, biochanina A, pinobanksina e daidzeina) nas concentracfes de

0,15 - 7,5 pg/mL, e os extratos, naa concentragdes de 200 pg/mL.
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4.4 Ensaios farmacoldgicos
Foram utilizadas trés diferentes formas de abordagens: uma com ensaios farmacol6gicos
in vivo, utilizando animais integros, outra com ensaios farmacoldgicos ex vivo, utilizando artéria

mesentérica superior isolada e uma utilizando cultura de células in vitro.

4.4.1 Ensaios de viabilidade celular in vitro

Os ensaios de Proliferacdo Celular foram realizados no Laboratdrio de Biologia Celular
em parceria com o Prof. Dr. Emiliano de Oliveira Barreto do instituto de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude da Universidade Federal de Alagoas (ICBS, UFAL). O efeito citotoxico de ESPV e
ECPV sob macrofagos da linhagem (J774) foi investigada usando o método de ensaio de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) (MOSMANN, 1983). As
células (1.5x10° células / pogo) foram cultivadas em uma placa de 96 pogos com meio de cultura
(RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina e 40 ug / ml de
gentamicina) durante a noite. Em seguida, a celulas foram tratados com cada extrato em
concentracdes de ESPV (1, 5,10, 50, 100, 500 e 1000 pg/mL) e ECPV (50, 100, 500 e 1000
pg/mL) durante 24 h. Apds incubacédo, o meio foi substituido com meio RPMI fresco contendo
5 mg/mL de MTT, ap6s 4 h de incubagdo a 37°C, o sobrenadante foi retirado e solucdo de
dimetilsulféxido (150 uL / poco) foi adicionada a cada placa de cultura. Apds 15 min de
incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia do produto formazan MTT solubilizado foi
medido espectrofotometricamente a 540 nm. Quatro pogos individuais foram tratados, e a
reducdo da atividade de MTT foi determinada como porcentagem das células controle

([absorbéncia de celulas tratadas / absorbancia de células ndo tratadas] x 100).

4.4.2 Ensaios farmacoldgicos in vivo
4.4.2.1 Medida direta da pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos SHR adultos
ndo anestesiados

Ratos foram anestesiados com tiopental sodico (45 mg/kg, i.p.), e cateteres de
polietileno (PE), um segmento de PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm,
respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (diametro interno e externo de 0,58 e 0,96
mm, respectivamente), preenchidos com solucdo salina heparinizada (1: 20 v/v), foram
implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral esquerdas,
respectivamente. Apds a inser¢do e fixagdo, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e

exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical posterior do animal (scapulae).
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A PA e FC foram medidas 24h ap6s o procedimento cirurgico pela conexdo do cateter
arterial a um transdutor de pressdo (BLPR, AECAD, Brasil) pré-calibrado acoplado a um
amplificador (Modelo 04P, AECAD, Brasil) e conectado a um micro-computador equipado
com placa conversora analdgico-digital usando um software AQCAD (AVS Projetos, SP,
Brasil). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo
cardiaco, o computador calcula a presséo arterial sistolica, diastdlica e media, e o intervalo de
pulso (referido como freqliéncia cardiaca). O cateter venoso foi implantado para a
administracdo das drogas. Apos 0s experimentos os animais foram eutanasiados com tiopental
sodico (i.v.).

Para obtencdo de uma curva dose-resposta, os animais foram mantidos em aclimatagéo
por um periodo de no minimo 30 min., para estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, e
em seguida foi administrado nitroprussiato de sodio (10 mg/kg, i.v.) para verificar a eficacia da
implantacdo do cateter venoso. Apds 15 min., doses crescentes de ESPV e ECPV (0,1; 0,5; 1;
5; 10mg/kg) foram administradas de forma randémica pela via endovenosa in bolus com
intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares retornem aos seus
valores da linha de base (Figura 11).

Os valores de PAM e FC foram expressos em porcentagem, computados antes (valores
da linha de base) e imediatamente apds a administracdo das substancias, calculadas através das
férmulas (equacédo 1 e 2).

1) Valores de PAM (%) = (PAM ap6s — PAM antes) x 100
PAM antes

2) Valores de FC (%) = (FC ap6s — FC antes) x 100
FC antes

4.4.2.2 Verificacdo dos efeitos da anestesia com tiopental sodico sobre a resposta hipotensora

e bradicardica induzida pela administracdo de doses crescentes do ESPV em SHR Adultos.

Apds o procedimento cirargico descrito no item 4.2.2 sob efeito do anestésico tiopental

sodico (45 mg/kg, i.p.), um barbiturico com acdo anestésica geral, foi obtido uma curva dose-
resposta como descrito item 4.2.3.



44
Herculano, E.A

Figura 11 — Representacdo esquematica referente ao protocolo experimental para avaliacao do
efeito de ESPV e ECPV sobre a PAM e FC em SHR néo anestesiados.

ESPV e ECPV
(mglkg, i.v.)

Aclimatagao
30 min
NPS

Fonte: AUTOR, 2017.

4.4.2.3 Avaliagéo do efeito anti-hipertensivo induzida pelo derivado ESPV em SHR.

Os valores de PA sistolica foram medidos por meio do método indireto de
pletismografia de cauda. Para tal procedimento, foram utilizados ratos SHR Adultos e Jovens,
inicialmente os ratos foram mantidos em estufa a 37°C por 20 min e acondicionados em um
meio de contensdo, no qual a regido proximal da calda encaixava-se a um manguito de borracha
acoplado ao esfigmomanometro para insuflar e desinsuflar automaticamente em intervalos
fixos de aproximadamente 50 segundos.

Préximo ao manguito o transdutor de pulso (sensor) captava os sinais a serem enviados
e registrados em computador para a realizacdo das medidas da PAS. A PAS era considerada
como sendo o primeiro sinal de pulso do retorno do processo de perda e retorno do sinal de
pulso na insuflacdo e desinsuflacdo. O protocolo experimental teve inicio ap6s periodo de
adaptacao dos animais de no minimo trés dias e da estabilizacdo dos sinais de pulso.

A PAS foi considerada como a média de no minimo cinco medidas. O sinal era captado
e conectado a um amplificador de sinais, RTBP 2000 Rat Tail Blood Pressure System For Rats
And Mice (Kent Scientific Corporation) e conectado a um conversor analdgico digital
PowerLab/400 (ADInstruments, Australia). A comunicacdo de dados entre o powerlab e o
computador se deu através de um cabo conectado a uma placa SCSI onde o software “Chart for
Windows” gerava os registros de pulso, a partir dos dados enviados pelo amplificador de sinais

e conversor analogico digital.
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Os animais foram divididos em seis grupos de cinco animais cada, grupos controles, 0s
quais foi administrado salina por via orogéastrica e 0s grupos tratados, 0s quais receberam uma
unica dose diaria durante 28 dias (4 semanas), de 75 ou 150 mg/kg do ESPV via orogastrica.
Os Grupos foram divididos em: controle Jovem; controle Adulto; Jovem 75 mg/kg; Jovem 150
mg/kg; Adulto 75 mg/kg; Adulto 150 mg/kg. Os valores de PA foram registrados antes (dia 0 )
e apds o tratamento ( 07, 14, 21 e 28 apds administracdo) (Figura 12 ). A porcentagem de
reducdo de PA foram calculadas considerando os valores antes do tratamento como 100% de
atividade (VERGARA-GALICIA ET AL., 2008).

Para célculo da dose de acordo com a massa corporea (PC), os ratos foram pesados em
balanca semi-analitica SHIMADZU, de modo semelhante antes do inicio do tratamento (0 dia)

e durante o tratamento (7°, 14°, 21° e 28° dia).

Figura 12 — Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagéo do efeito anti-
hipertensivo induzido pelo ESPV em ratos SHR.

ESPV (75 e 150 mg/kg)
ou

Dias de tratamento

salina — —_——
0 via orogistrica

P CTi i

Fonte: AUTOR, 2017.

4.4.3 Ensaios farmacoldgicos para testes ex vivo
4.4.3.1 Avaliacdo da morfometria do coracdo de SHR adultos e jovens tratados com ESPV.
Apds a eutanasia os coragdes foram excisados, isolados (foram considerados
isolados quando sem artérias aorta e veia cava), desprovidos de tecidos conectivos e lavados
com solucdo salina 0,9%. Em seguida, os cora¢des foram pesados em balanga analitica em
meio hidrostatico por método de Sherle, baseado no principio de Arquimedes. Este
principio consiste na suspensdo do coracéo por um fio de algod&o fixado em uma base fora
da balanca analitica em um béquer contendo solucdo salina 0,9% sem aplicacGes de tensdo
isométrica para realizagdo da pesagem. Apdés dissecacdo o ventriculo esquerdo foi pesado
segundo 0 mesmo principio. Os pesos do coracdo e ventriculo esquerdo foram normalizados
pelo peso corporal do animal. Entdo, com o auxilio de um paquimetro foi realizada a

espessura da parede do ventriculo esquerdo.
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4.4.3.2 Preparagdo com artéria mesentérica superior isolada de SHR adulto

Os ratos foram eutanasiados por exsanguinagdo sob anestesia com tiopental sodico (45
mg/kg). Em seguida, através de uma incisdo no abdémen do animal, foi retirada a artéria
mesentérica superior. Anéis do primeiro segmento da artéria (1 - 2 mm) foram obtidos livres
de tecido conectivo e adiposo, e foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solucgéo
nutritiva de Tyrode a 37° C e gaseificada com uma mistura carbogénica (95 % de 02 e 5 % de
C02). Os anéis foram suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor de forca
(DATAQ, Brasil) acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (DATAQ, Brasil) para o
registro das contracdes isométricas. Cada anel sera submetido a uma tensdo constante de 0,5g
por um periodo de no minimo 60 min. Durante este tempo, a solucdo nutritiva foi trocada a
cada 15 min. para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Anéis sem endotélio funcional foram obtidos mecanicamente através do atrito entre as
paredes internas do vaso. A presenca ou auséncia do endotélio funcional foi verificada pela
habilidade, medida em percentagem (%), da ACh (10 uM) em relaxar os anéis pré-contraidos
com 10 uM de FEN. Foram considerados com endotélio funcional, os anéis que apresentaram
relaxamentos superiores a 70% sobre a pré-contragdo com FEN. Ja os anéis com relaxamentos
inferiores a 10%, foram considerados sem endotélio funcional (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980) para os protocolos realizados em anéis com auséncia de endotélio o mesmo foi

removido mecanicamente e foi obtida uma nova curva concentragdo-resposta.

4.4.3.3 Avaliacdo da resposta vasorrelaxante de ESPV anéis de artéria mesentérica isoladas de
SHR adultos na presenca e auséncia do endotélio funcional

Apb6s o periodo de estabilizacdo de 60 min e posterior verificacdo do endotélio
funcional, como descrito no item anterior 4.4.3.2 foi induzida uma contragdo com FEN (10 uM)
(aproximadamente 30 minutos) e concentragdes crescentes de ESPV (1, 5, 10, 50 e 500 pg/mL),
foram adicionadas as cubas de maneira cumulativa, para obtengcdo de uma curva concentracéao-
resposta na auséncia e na presenca do endotélio vascular (Figura 13). O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da contracdo produzida pelo FEN na auséncia do
endotélio vascular. A eficicia do efeito vasorrelaxante de ESPV foram avaliadas atraves dos

valores do Eméx e pD2.
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Figura 13 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagcdo do efeito de
ESPV sobre contracdo induzida por FEN em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
SHR.
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ACh (1, 5,10, 50 e 500 ugimL )
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Fonte: AUTOR, 2017.

4.4.3.4 Avaliacdo da resposta vascular e endotelial em anéis de artéria mesentérica isoladas de
SHR adulto tratados por 28 dias com ESPV.

Apds o tratamento de 28 dias com ESPV, realizou-se a avaliacdo da resposta vascular
dos trés grupos de SHR Adultos (Controle Adulto, Adulto 75 e Adulto 150). Para tal
procedimento, ap6s o periodo de estabilizacdo de 60 min e posterior verificacdo da integridade
do endotélio funcional, como descrito no item 4.4.3.2, induziu-se uma nova contragdo com
FEN (10 uM) e ap6s aproximadamente 30 minutos, concentracdes crescentes de NPS (10710 —
3.10*M) ou ACh (10%°—3.10* M) foram adicionadas as cubas de maneira cumulativa (Figura
14).

Figura 14 — Representagdo esquematica do protocolo experimental da avaliacdo da resposta
vascular e endotelial em anéis de artéria mesentérica isoladas de SHR adulto tratados por 28 dias
com ESPV.
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Fonte: AUTOR, 2017.
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Para avaliacdo da via da NOS e FHDE no vasorrelaxamento observado apds o
tratamento com ESPV. Apds a verificacdo da integridade do endotélio os anéis foram pré-
incubados por 30 min com L-NAME 3.10° M ou L-NAME (3.10° M) e INDO (1.10° M) e
uma nova contracdo com FEN (10 uM) foi obtida, apds aproximadamente 30 minutos,
concentragdes crescentes de ACh (101° — 3.10*M) foram adicionadas as cubas de maneira
cumulativa (Figura 15). Para todos os protocolos, a eficacia do efeito vasorrelaxante para NPS

ou ACh foram avaliadas através dos valores do Emax e pD2.

Figura 15 — Representacdo esquematica do protocolo experimental da avaliacdo da resposta
endotelial em anéis de artéria mesentérica isoladas de SHR adulto tratados por 28 dias com ESPV.
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Fonte: AUTOR, 2017.

4.5 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média + erro padrdo
da média (e.p.m). Para os testes in vivo e ex vivo foram realizados testes “t” de Student pareado
ou ndo-pareado para analise entre dois grupos e para analise de diferenca entre todas as médias
ANOVA “one way” seguida do pds-teste de Bonferroni. As curvas foram obtidas através de
regressdo nao-linear, e representam os valores de Emax, que correspondem a média percentual
de relaxamento do ESPV para cada condicdo estudada. O paramétro farmacoldgico pD2
representa 0 —Log da concentracgdo capaz de realizar 50% do Emax (CE50). Para 0s experimentos
de viabilidade celular as diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos do
pos-teste de Newman-Keuls-Student. As diferencas entre as médias foram consideradas
significantes quando valor obtido para “P” foi menor ou igual a 0,05 (P <0,05).Toda a anélise
estatistica e plotagem das curvas foram realizadas utilizando o programa estatistico Graph-Pad
Prism 6.0°.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao do contetdo fendlico do ECPV e ESPV por hplc acoplado a uv-vis

Através da comparacgdo entre os tempos de retencdo (tR) dos analitos em estudo e dos
padrdes (Figura 16), buscou-se determinar a presenca de compostos fenoélicos em 200 pg/mL
dos extratos de propolis. Deste modo, foi possivel a identificacdo de sete isoflavonas (1)
daidzeina com tR de 11,5 min; (2) liquirritigenina, 16 min; (3) pinobankisina, 15,5 min; (4)
isoliquirritigenina, 16 min; (5) formononetina, 18 min; (6) Pinocebrina, 22,5 min e (7)
biochanina A, 24 min, em ambos extratos a 280 nm (Figura 17 A e B). No comprimento de
onda de 366 nm, observa-se a presenca de um pico de maior area indentificado como
isoliquirritiginina (4) com tR de 16 min (Figura 18 A e B).

Figura 16 — Sobreposic¢ao dos cromatogramas dos padrdes de isoflavonas na concentracéo de 500

pg/mL.
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(1) daidzeina; (2) liquirritigenina; (3) pinobankisina; (4) isoliquirritigenina; (5) formononetina; (6) Pinocebrina e
(7) biochanina A.
Fonte: AUTOR, 2017.
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Figura 17 — Cromatograma dos extratos de PVA a 200 pg/mL no comprimento de onda 280 nm,

em A ECPV e B ESPV.
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Figura 18 — Cromatograma dos extratos de PVA a 200 pg/mL no comprimento de onda 366 nm,
em A ECPV e B ESPV.
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5.2 Efeito de ECPV e ESPV sobre a viabilidade celular em macro6fagos

Inicialmente foi avaliado o efeito citotoxico ESPV e ECPV sob macréfagos da

linhagem (J774), os quais foram expostos aos extratos em concentragdes de 1, 5, 10, 50,

100, 500 e 1000 pg/mL em meio de cultura suplementado durante 24 h. O ESPV apresentou

reducdo entre (71,44 — 87,67%) a partir da concentracdo de 100 pg/mL (Gréfico 1A). De
modo semelhante ECPV reduziu em 45,46 — 82,55% a partir da concentragao de 100 pg/mL

(Grafico 1B). Em ambos os graficos observa-se diminuicdo de 90,24% de células viaveis

apos tratamento com Tween 20 (3%). Os valores estdo expressos na Tabela 6.

Gréfico 1 — Efeito da Prépolis Vermelha Alagoana sobre a viabilidade celular em macréfagos
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(A) ESPV (1, 5,10, 50, 100, 500 e 1000 uM/mL). (B) ECPV (50, 100, 500 e 1000 pM/mL). As células foram
expostas ao composto por 24h antes da avaliacao da viabilidade pelo teste de MTT. Valores expressos como média

+ e.p.m. da viabilidade das células. *** P < 0,001 versus grupo de células viadveis representado pela linha

pontilhada.

Fonte: AUTOR, 2017.
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Tabela 5 — Efeito de ESPV e ECPV sobre a viabilidade celular.

Concentracoes ESPV ECPV
(ug/mL)

1 106.7 + 4.84 -

10 101.6 +1.40 -

50 91.34 +5.80 88.04 £ 7.61
100 28.56 + 2.27 *** 54.54 + 2.37 ***
500 12.33 £ 0.87 *** 17.45 + 0.37 ***
1000 12.08 + 0.46 *** 39.37 £ 12.70 ***

Valores expressos como media + e.p.m. da viabilidade das células. *** P < 0,001 versus grupo 100% de células
viaveis.
Fonte: AUTOR, 2017.

5.3 Efeito do ESPV e ECPV sobre pressdo arterial média e frequéncia cardiaca
5.3.1 Efeito do ESPV e ECPV sobre PAM e FC de SHR adultos.

Apbs o periodo de estabilizacdo dos parametros hemodinamicos, a administracdo
randomica de doses de ESPV (0,1; 0,5; 1; 5, 10 mg/kg, e.v.) promoveu hipotensdo dependente
de dose (-9,8 £2,9; -14,4 + 3,1; -11,3 + 3,0; -19,4 £ 1,6; -22,5 + 3,8%, respectivamente), sem
efeitona FC (-3,9+3,2;-5,7+4,2; 16 £14;0,6 £1,2; 1,4 + 2,4%, respectivamente) quando
comparada aos efeitos observados pela administracdo de salina (0,15 mL/dose) na PAM (-3,3
+20;-31+10;-40+£1,0;-1,7+2,0;-22+1,4%),e FC (-1,0+£3,2;05+1,2;3,2+3,3; 3,3
+1,2; -0,7 £ 2,4%, respectivamente) de SHR nao-anestesiados (Gréafico 2).

De modo semelhante apds a administracdo randémica de doses de ECPV (0,1; 0,5; 1;
5, 10 mg/kg, e.v.) pode-se observar no Grafico 2 uma hipotensdo dependente de dose (-5,5 +
3,0; -184 + 1,9; -16,3 £ 4,3; -20,8 £ 5,5; -22,7 + 4,0%, respectivamente) sem alteracGes
significativas na FC. N&o houve diferenca significativa em nenhuma dose entre os efeitos sobre
aPAM e FC de ESPV e ECPV.
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Graéfico 2 — Efeito do ESPV e ECPV sobre a PAM e FC em SHR adultos.
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Efeito hipotensor (A) e FC (B) induzidos pela administracdo aguda de doses crescentes ESPV e ECPV (0,1;
0,5; 1; 5 e 10 mg/kg, e.v.) em SHR adultos ndo-anestesiados (n = 5). Valores estdo expressos como média +
e.p.m. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 versus veiculo (salina).

Fonte: AUTOR, 2017.

5.3.2 Efeito do ESPV e ECPV sobre PAM e FC de SHR adultos anestesiados.

A depressdo do controle central (SNC) sobre a PAM, através da administracdo de
Tiopental sodico (45 mg/kg, i.p.) em SHR adultos, ndo provocou diferenca significativa no
efeito hipotensor induzido por doses do ESPV (0,1; 0,5; 1; 5 e 10 mg/kg, e.v.) (-10,7 £ 2,2; -
14,2 + 3,3; -18,5 £ 4,6; -18,7 + 4,0; -20,3 * 4,5%, respectivamente) (Grafico 3).
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Grafico 3 — Efeito do ESPV sobre a PAM e FC em SHR adultos anestesiados.
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Efeito hipotensor induzidos pela administracdo aguda de doses crescentes ESPV (0,1; 0,5; 1; 5 e 10 mg/kg, e.v.)
em SHR adultos anestesiados com Tiopental sédico (45 mg/kg, i.p.) (n = 5). Valores estdo expressos como média
te.p.m.

Fonte: AUTOR, 2017.

5.4 Efeito do ESPV sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada de SHR
ESPV (1, 5, 10, 50 e 500 pug/mL) antagonizou de maneira dependente de concentracdo

as contragdes induzidas por FEN (10 uM) em anéis de artéria mesentérica isolada de SHR
com endotélio funcional (Emax = 100 + 0,4 % e pD2= 1,08 + 0,02 pug/mL). Nas preparacoes

em que o endotélio foi removido mecanicamente houve um deslocamento para direita da
curva concentragdo-resposta (Emax = 56,7 = 2% e pD2 = 1,37 + 0,04 pg/mL) (Tabela 7,
Gréfico 4). O tempo maximo de estabilizacdo do relaxamento entre uma concentragdo e

outra foi de 5 min, com uma duragdo méxima de relaxamento total de 30 min.

Tabela 6 — Comparagdo dos valores de Emax € pD2 de ESPV em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato.

Condig0es pD2 Emax
Experimentais (ng/mL) (%) relaxamento
Adulto com endotélio 1,08 + 0,02** 100 + 0,4***
Adulto sem endotélio 1,37+ 0,04 56,7+2

Os valores estdo expressos com média + e.p.m. de 5 experimentos. ** P < 0,01 e *** P < 0,001.
Fonte: AUTOR, 2017.
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Gréfico 4 — Efeito do ESPV em anéis de artéria mesentérica superior de SHR adultos pre-
contraido com FEN.
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Efeito do ESPV (1, 5, 10, 50 e 500 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolado de SHR adultos, na
presenca e auséncia do endotélio funcional, pré-contraidos com 10 uM de FEN (n = 5). *** p < 0,001 versus
endotélio ausente.

Fonte: AUTOR, 2017.

5.5 Avaliagéo do efeito anti-hipertensivo do ESPV em SHR adultos

O gréafico 5 expressa os valores de PAS de SHR adultos em fungdo do tempo de
tratamento com ESPV e veiculo. A PAS do grupo Controle Adulto apresentou aumento
significativo apos 14, 21 e 28 dias de tratamento com veiculo (198,35 + 0,40; 210,40 + 1,19;
213,40 = 0,64; 206,30 + 1,73 mmHg, respectivamente) comparada ao dia 0 (188,93 + 1,5
mmHg, valor basal). Por outro lado, o tratamento de SHR com ESPV pertencentes ao grupo
Adulto 75 foi capaz de impedir o aumento da PAS observada no grupo Controle Adulto, efeito
observado a partir da analise da curva dos valores de PAS nos dia 0, 7, 14, 21 e 28 (187,92 +
5,85; 196,73 + 1,64; 185,57 + 1,61; 193,68 * 3,25 e 187,00 £ 2,35 mmHg, respectivamente).

Por sua vez, o tratamento com ESPV de SHR do grupo Adulto 150 demonstrou
alteracdes significativas na PAS comparada ao dia 0 (193,95 + 1,64 mmHg). Onde observou-
se aumento significativo da PAS no 7° dia de tratamento (213,96 + 1,49 mmHg) com reverséo

no 14° dia (169,67 £ 2,25 mmHg) e significativa reducao nos dias 21 e 28 (166,17 £ 1,67 e 156
+ 1,6 mmHg).
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Além disso, o grafico 5 demonstra a auséncia de diferencas significativas entre as PAS
basais dos grupos Controle Adulto, Adulto 75 e Adulto 150 e significante reducdo da PAS ap6s
14 dias de tratamento com ESPV em ambos os grupo. A reducdo da PAS observada no grupo
Adulto 150 apresentou-se significativamente maior em comparacao a reducao do grupo Adulto

75 ao longo do tratamento.

Gréfico 5 — Efeito do ESPV em SHR adultos tratados por 28 dias
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Efeito na PAS de SHR adultos ap6s a administracéo de salina (1mL/kg, v.0.) e ESPV (75 mg/kg ou 150 mg/kg,
v.0.). Valores estdo expressos como média + e.p.m. (n =5). a P < 0,05 versus dia 0 do grupo Controle Adulto; b
P < 0,01 versus dia 0 do grupo Controle Adulto; ¢ P < 0,05 versus dia 0 do grupo Adulto 150; d P < 0,01 versus
dia 0 do grupo Adulto 150 (n=5) ; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 versus grupo Controle Adulto; #P < 0,05,
##P < 0,01, ###P < 0,001 versus grupo Adulto 75.

Fonte: AUTOR, 2017.

5.6 Avaliacado do efeito anti-hipertensivo do ESPV em SHR jovens

Os valores basais de PAS representados no Grafico 6 como dia 0. O Grupo Controle
Jovem exibiu PAS basal de 164,44 + 2,33 mmHg sem oscilagdes significativas ao longo do
tratamento (171,71 = 1,33; 182,92 £+ 2,64; 171,67 + 3,02; 184,45 + 4,58 mmHg, dias 7; 14; 21
e 28, respectivamente). Da mesma forma, comparados aos valores basais (dia 0: 155,4 + 2,63 e
153,58 + 0,23 mmHg), o grupo Jovem 75 (ESPV, 75 mg/kg, v.0.) e Jovem 150 (ESPV, 75
mg/kg, v.0.) ndo apresentaram alteracdes significativas na PAS apds o tratamento (dia 7: 160,09
+1,15e 171,78 £ 3,75; dia 14: 179,65 + 0,16 e 182 + 2,29; dia 21: 163,50 + 2,51 e 176, 46
+2,41; dia 28: 177,84 £ 4,08 e 180,75 + 0,26 mmHg, respectivamente). Os valores de PAS néo

diferiram de maneira significativa entre os grupos compostos por SHR jovens.
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Grafico 6 — Efeito do ESPV na PAS de SHR jovens tratados por 28 dias.
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Efeito na PAS de SHR jovens ap6s a administragdo de salina (1mL/kg, v.0.) e ESPV (75 mg/kg ou 150 mg/kg,

v.0.). Valores estdo expressos como média = e.p.m (n = 5).
Fonte: AUTOR, 2017.

5.7 Comparagéo do efeito anti-hipertensivo do ESPV em SHR jovens e adultos

A comparacdo entre os valores basais dos grupos Controle Jovem (164,44 + 2,33
mmHg) e Controle Adulto (188,93 + 1,5 mmHg) demonstrou aumento significativo no grupo
Controle Adulto, entretanto, a diferenca observada foi abolida no 28° dia (184,45 + 4,58 e 206,3
+ 1,73 mmHg) (Gréfico 7). O gréafico também revela reducdo da PAS do grupo Adulto 150
equiparou-se aos valores do grupo Controle Jovem no 14° dia de tratamento (169,67 + 2,25 e
182,92 + 2,64 mmHg, respectivamente), apresentando-se significativamente menor apos 21° e

28° dia de tratamento.
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Gréfico 7 — Comparacédo do efeito do ESPV em SHR jovens e adultos tratados por 28 dias.
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Efeito na PAS de SHR adultos e jovens apds a administracdo de salina (1mL/kg, v.0.) e ESPV (75 mg/kg ou 150
mg/kg, v.0.). Valores estdo expressos como média = e.p.m. (n =5) P < 0,05; b P < 0,01 e ¢ P < 0,001 versus grupo

Controle Jovem.
Fonte: AUTOR, 2017.

5.8 Avaliacao do peso médio de SHR submetidos ao tratamento com ESPV.

As médias dos pesos médios antes e ao longo do tratamento estdo descritos na Tabela
8. A partir desta, observas-se a auséncia de alteracdes no peso corporal médio (PC) ao longo
do tratamento nos grupos Controle Adulto, Adulto 75 e Adulto 150. Entretanto, 0 mesmo néo
foi observado nos grupos com animais jovens, onde, apenas o grupo Controle Jovem néo
apresentou alteracdo no peso médio. Além disso, observa-se aumento significativo no peso
médio do grupo Jovem 75 ap06s o dia 0, ademais significante reducdo do peso médio no 14° dia

de tratamento no grupo Jovem 150 comparado ao dia O e aos demais grupos.
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Tabela 7 — Peso corporal médio de SHR tratados com ESPV por 28 dias.

Peso dia 0 Peso dia 7 Peso dia 14 Peso dia 21 Peso dia 28
Grupo
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

Controle Adulto 301,4 + 6,06 324,6 + 8,51 324,6 £ 8,51 316,2+7,32 3146+ 7,4
Adulto 75 301,6+1,0 3016+1,0 290,0 + 2,45 289,6 + 3,15 301,67 +0,96
Adulto 150 318,0+ 1,61 311,6 £ 6,53 315,2 + 6,87 305,6 +6,4 287,0 + 12,57
Controle Jovem 269,6 5,72 285,40 + 3,32 2946 + 2,04 293,00 + 3,33 279,6 £1,15
Jovem 75 265,00 + 5,43 2874 +58fF 2912+3,95¢ 294,00 +£3,50¢ 288,67 +7,5¢
Jovem 150 299,2+1,68 276,8 + 10,47 258,4 + 1,59 4 282,00 +1,94 282,33 +4,3

Peso corporal médio apds 28 dias de tratamento. Valores estdo expressos como média £ e.p.m. (n =5) P < 0,01
versus dia 0 do grupo Jovem 75; e P < 0,05 versus dia 0 do grupo Jovem 75; d P < 0,01 versus dia O do grupo
Jovem 150; ** P < 0,01 versus grupo Controle Jovem e ## P < 0,01 versus grupo Jovem 75.

Fonte: AUTOR, 2017.

5.9 Avaliacao da morfometria do miocardio

Na avaliacdo da razdo peso médio do miocardio e peso corporal médio (PCo/PC),
expressa no Grafico 8A, o grupo Controle Adulto apresentou o aumento de 4,96% quando
comparado ao grupo Controle Jovem, enquanto grupo o grupo Adulto 75 demonstrou aumento
de 10,97% em relacdo ao grupo Jovem 75. Por outro lado, ndo observou-se qualquer alteracao
entre os grupos tratados com ESPV e seus respectivos controles.

Por outro lado, a razdo entre o peso do ventriculo esquerdo e peso corporal médio
(PVE/PC) revelou significante diminuicdo de 17,09% e 9,67% nos grupo Adulto 75 e Adulto
150 em comparagéo ao grupo Jovem 75 e Jovem 150, respectivamente Grafico 8B.

Em relagdo a espessura do ventriculo esquerdo (EVE) ndo houve diferenca
significativa entre os grupos como observa-se no Gréafico 8C. Entretanto, na avaliacdo da razéo
entre a espessura do ventriculo esquerdo e peso corporal médio (EVE/PC) os grupos Adulto 75
e Adulto 150 apresentaram reducéo significativa de 19,64% e 17,86%, respectivamente, quando

comparados ao grupo Controle Adulto.
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Gréfico 8 — Efeito do tratamento de ESPV sobre a morfometria do miocardio.
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A) Razdo entre 0 peso médio do miocéardio e peso corporal médio; B) razdo entre o peso do ventriculo esquerdo e
peso corporal médio; C) espessura do ventriculo esquerdo e D) da razdo entre a espessura do ventriculo esquerdo
e peso corporal médio de SHR tratados com salina (1mL/kg, v.0.) ou ESPV (75 mg/kg ou 150 mg/kg, v.0.). Valores
estéo expressos como média + e.p.m. (n = 5).
a P < 0,05 versus grupo Controle Jovem; b P < 0,01 grupo Jovem 75; ¢ P < 0,01 versus grupo Jovem 150; d P <
0,05 versus grupo Jovem 75; # P < 0,05 e #P < 0,05 versus grupo Controle Adulto.

Fonte: AUTOR, 2017.

5.10 Avaliagio da reatividade vascular
5.10.1 Avaliacdo da presenca do endotélio funcional na resposta vascular a adicdo de ACh

A exposicdo a ACh (10° — 3.10% M) promoveu efeito trifasico dependente de
concentragéo, caracterizado por relaxamento seguido por contragdo vascular e relaxamento
concomitante (Grafico 9). O grupo Controle Adulto apresentou primeiramente efeito relaxante
de 34,02 + 4,8% com conseguinte 4,9 + 2,7% de contracdo, enquanto os grupos Adulto 75 e
150 apresentaram curva concentracao-resposta deslocadas significativamente para esquerda

com fase vasorrelaxante primaria prolongada apresentando relaxamento maximo de 77,68 +
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3,92% e 76,4 + 3,8%, respectivamente. A fase contrétil dos grupos Adulto 75 e 150 (13,62 *
5,94% e 19,32 * 4,76%, respectivamente) apresentou-se significativamente maior em relacéo
ao grupo Controle Adulto, sem alteracdes significativas no efeito vasorrelaxante final da curva
(Tabela 8). A Tabela 9 descreve as diferencgas entre 0s Emax e pD2 nas respostas vasorrelaxanteas
a curva concentragdo-resposta a ACh.

Gréfico 9 — Avaliagdo da resposta vascular a ACh em artéria mesentérica superior de SHR adultos
tratados com ESPV por 28 dias.
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Curva concentracdo-resposta ao ACh (101°— 3.10* M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de SHR
adultos tratados por 28 dias com salina (1mL/kg, v.0.) ou ESPV (75 mg/kg ou 150 mg/kg, v.0.). Valores estéo
expressos como média £ e.p.m (n = 5).

Fonte: AUTOR, 2017.

Tabela 8 — Efeitos da curva concentragao-resposta a8 ACh em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de SHR adultos apos tratamento por 28 dias com ESPV pré-contraidos com FEN.

Condicéo Experimental Controle Adulto Adulto 75 Adulto 150
Fase relaxante % 34,02 +4,8 77,68 + 3,92%** 76,4 + 3,8***
Fase Contratil (A%) 49+27 13,62 £ 5,94 19,32 £ 4,76
Efeito Final 48,08 +4,7 64,06 + 4,44 57,08 + 4,07

Valores expressos como média = e.p.m. (n=5). *** P < 0,001 versus Controle Adulto

Fonte: AUTOR, 2017.
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Tabela 9 — Comparacéo dos Emax € pD2 de anéis de artéria mesentérica superior isolada de SHR

adultos apos tratamento por 28 dias com ESPV em diferentes condi¢es experimentais.

Condicdo Experimental Controle Adulto Adulto 75 Adulto 150

Emax NPS(%0) 100,5 + 0,98 100,8 + 0,97 101,3+0,85
pD2 NPS (pg/mL) -7,45 £ 0,04 -7,35+0,39 -7,55+0,04
Emax ACh (%) 48,06 + 4,2 ¢4 77,68 +392° 76,4 + 3,8b¢
pD2 ACh (ug/mL) -5,74+0,14 -6,46 £ 0,15 -8,72+3,8%
Emax L-NAME (%) 16,07 + 0,98 - 18,9 + 1,65

pD.; L-NAME (ug/mL) -6,27 £ 0,19 - -5,12+£ 0,332
Emax L-NAME + INDO (%) 35,66 + 2,32 - 15,90 +1,32°
PDz L-NAME + [RDO 6,2+0,23 i 5,39 40,24

(Mg/mL)

Valores expressos como média + e.p.m. (n=15). aP < 0,05 e b P < 0,001 versus Controle Adulto; ¢ P < 0,05

versus pD2 L-NAME Controle Adulto; d P < 0,001 versus Emax L-NAME Controle Adulto; e P < 0,001 versus

Emax L-NAME Adulto 150. (-) condicdo experimental ausente

5.10.2 Avaliacdo da resposta vascular a adicdo de NPS
A adicdo cumulativa de NPS (1071°— 3.10* M) em anéis pré-contraidos com FEN (10

Fonte: AUTOR, 2017.

pUM) (Gréfico 10). Nesta condicdo, NPS foi capaz de promover efeito vasorrelaxante

dependente de concentragdo nos grupos Controle Adulto (Emax= 100,5 + 0,98%, pD> = -7,45
+ 0,04 pg/mL), Adulto 75 (Emax= 100,8 + 0,97%, pD2 = -7,35 £ 0,39 pg/mL) e Adulto 150

(Emax= 101,3 + 0,85%, pD> = -7,55 + 0,04 pg/mL) sem diferencga significativa (Tabela 9).



64
Herculano, E.A

Gréfico 10 — Avaliagdo da resposta vascular ao NPS em artéria mesentérica superior de SHR
adultos tratados com ESPV por 28 dias.
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Curva concentragdo-resposta de NPS (10%° - 3.10* M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de SHR
adultos tratados por 28 dias com salina (ImL/kg, v.0.) ou ESPV (75 mg/kg ou 150 mg/kg, v.0.). Valores estéo
expressos como média + e.p.m. (n = 5).

Fonte: AUTOR, 2017.

5.10.3 Avaliacdo da participacdo da via da NOS na resposta endotelial a adi¢cdo de ACh.
Afim de investigar a participa¢do da via da NOS na resposta endotelial de animais SHR
tratados com ESPV por 28 dias, os anéis de artéria mesentérica foram pré-incubados com L-
NAME (300 uM), um bloqueador ndo seletivo da NOS. A presenca do L-NAME foi capaz de
abolir a resposta vascular a concentragdes crescentes de ACh (10%° — 3.10* M) no grupo
Controle Adulto e em ambos os grupos com reducdo significativa do Emax € pD2 como

demonstrado através da Tabela 9 e Grafico 11.
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Gréfico 11 — Comparacdo da resposta vascular a ACh na presenca e auséncia de L-NAME em
artéria mesentérica superior de SHR adultos tratados com ESPV por 28 dias.
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Curva concentragdo-resposta ao ACh (10%°— 3.10* M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de SHR
adultos tratados por 28 dias com salina (1mL/kg, v.0.) ou ESPV (150 mg/kg, v.0.); na auséncia e presenca de L-
NAME (300 uM). Valores estdo expressos como média = e.p.m. (n = 5) *** P < 0,001 versus Grupo Controle
Adulto na presenca de L-NAME; ### P < 0,001 versus Grupo Tratado 150 na presenca L-NAME.

5.10.4 Avaliacdo da participacdo da via da NOS na resposta endotelial a adicdo de ACh.

De forma semelhante, o bloqueio concomitante da NOS (L-NAME, 300 uM) e COX
(INDO, 100 pM) promoveu abolicdo da resposta as concentragdes-crescentes de ACh nos
grupos Controle Adulto e Adulto 150 (Gréafico 12 e Tabela 9).
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Gréfico 12 — Comparacao da resposta vascular a ACh na presenca e auséncia de L-NAME e INDO
em artéria mesentérica superior de SHR adultos tratados com ESPV por 28 dias.
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Curva concentragdo-resposta ao ACh (10°°— 3.10*M) na presenca de L-NAME (300 uM) e INDO (100 pM) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de SHR adultos tratados por 28 dias com salina (1mL/kg, v.0.) ou
ESPV (150 mg/kg, v.0.). Valores estdo expressos como média = e.p.m. (n = 5). *** P < 0,001 versus Grupo

Controle Adulto.

Fonte: AUTOR, 2017.
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6 DISCUSSAO

A PVA corresponde a um produto produzido pelas abelhas A.m. scutellata a partir de
substancias coletadas da D. ecastophyllum em regides litoraneas do estado de Alagoas. Dentre
0s varios tipos de propolis encontrados no Brasil, a PVA apresenta um alto teor de isoflavonas,
metabolitos que exibem diversas a¢fes farmacologicas, como por exemplo, antimicrobiana,
antileshmania, anticancer, antinociceptiva, além de possuir elevado potencial terapéutico para
doencas que acometem o SCV, pois apresenta atividade anti-inflamatdria, anti-hipertensiva e
antioxidante. As doencas cardiovasculares constituem a principal causa de morte no Brasil e no
mundo, e a HAS representa o principal fator de risco para estas patologias. Entretanto, apesar
do alto indice de morbimortalidade em virtude desse estado patoldgico, a adesdo ao tratamento
farmacoldgico da HAS apresenta-se baixa. Assim sendo, com intuito de promover um melhor
controle da HAS, as formulacBes de liberacdo lenta contendo farmacos anti-hipertensivos
mostram-se COmMo uma opgao promissora.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as a¢0es cardiovasculares
do extrato seco de propolis vermelha (ESPV), uma formulacdo gastroresisente, em ratos
espontaneamente hipertensos. O modelo de hipertensdo genética SHR foi escolhido devido a
semelhanca, no que diz respeito ao desenvolvimento e complicagdes com a HAS observada em
humanos. Para atingir o objetivo proposto foram utilizadas diferentes abordagens
experimentais, in vivo para os protocolos de medidas direta e indireta de presséo arterial e ex
vivo para avaliacdo da reatividade vascular em artéria mesentérica superior isolada. Desta
forma, ESPV promoveu efeito anti-hipertensivo em SHR adultos tratados por 28 dias, devido
a uma provavel reducédo da disfuncao endotelial.

O ESPV, conforme registro de patente BR 10 2012 013590-6 A2, foi desenvolvido a
partir do extrato cloroférmico de PVA para fins de se obter uma preparacao gastrorresistente
com granulometria estavel, promovendo desta forma uma liberagdo lenta do extrato de PVA.
Desta forma, para que o ESPV fosse obtido, primeiramente foi realizada uma extracao de PVA
em cloroférmio originando o ECPV (extrato cloroférmico de propolis vermelha). Devido a
presenca de compostos fenolicos de varias polaridade, observa-se uma maior presencga destes
em fracgdes cloroférmicas de PVA quando comparadas a extragdes realizadas em etanol, hexano
e acetato de etila (ALENCAR et al., 2007), ndo havendo diferengas qualitativas entre a fracao
cloroférmica e extrato etandlico (DE MENDONCA et al., 2015).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) constitui em uma técnica amplamente utilizada para separagdao de compostos

de misturas complexas, como por exemplo produtos naturais (ENGELHARDT, 2012).
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Entretanto, ndo fornece detalhes necessarios a identificacdo desses compostos, deste modo, faz-
se necessario o acoplamento de técnicas de espectrometria capazes de realizar tais
identificacbes, como por exemplo a espectrofotometria de absorcéo nas regides do ultravioleta
visivel (UV-vis), técnica analitica abrangente e indicada a identificacdo de compostos com
instauracdes, a exemplo dos fendlicos (BARNES, 1992).

Com base no exposto, para devida separacéo e identificacdo dos constituintes presentes
no ECPV e ESPV, foi utilizado HPLC acoplado a UV-vis. Os cromatogramas revelaram a
presenca dos mesmos compostos fenolicos em ambos extratos, identificados como as
isoflavonas: daidzeina, biochanina A, liquirritigenina, pinobankisina, formononetina e
pinocebrina e uma chalcona a isoliquirritigenina. A presenca destes compostos no perfil
fitoquimico da PVA ¢ difundida no meio cientifico o que confirma a qualidade da amostra de
propolis utilizada na extracdo (DAUGSCH et al., 2008; FROZZA et al., 2013; LOPEZ et al.,
2014). Além de demonstrar que a preparacdo do ESPV foi capaz preservar a composicao e
concentragdes da maioria dos compostos. Dado importante, visto que as isoflavonas
identificadas apresentam diversas a¢fes farmacoldgicas (RANGEL-HUERTA et al., 2015).

Diversos estudos foram realizados com as isoflavonas presentes nos extratos de forma
isolada (ONDRIAS et al., 1997; JACKMAN; WOODMAN; SOBEY, 2007; GAUR et al.,
2014; LIU et al., 2015). Nos quais se observaram a formononetina, constituinte majoritario do
ESPV e ECPV, capaz de reduzir a PAS de SHR tratados por oito semanas, provavelmente
devido a uma melhora na funcéo endotelial com aumento da expressdo de NOSe e reducdo do
receptor adrenérgico al vascular (SUN; LIU; CAO, 2011; SUN et al., 2013), a pinomcebrina a
qual apresenta acdes sobre o ritmo cardiaco de ratos e grande atividade antioxidante (RASUL
etal., 2013; LUNGKAPHIN et al., 2015; LAN et al., 2016); e ainda, a daidzeina e biochanina
A promovem vasorrelaxamento dependente e independente de endotélio (WANG et al., 2005;
WANG; GAO; et al., 2006; WANG; QIU; et al., 2006; JACKMAN; WOODMAN; SOBEY,
2007). Estes estudos fundamentam o potencial farmacologicos para a¢cdes do ESPV no SCV de
SHR.

Além das ja mencionadas, 0s compostos identificados apresentam uma gama de outras
acOes farmacologicas conhecidas (CALDERONE et al., 2004; MING et al., 2015; LIU; BAI;
Ql, 2016; TAN; KIM, 2016), entretanto, os demais constituintes presentes no ESPV ainda néo
apresentam identificacdo, desta forma, tornou-se necessario avaliagdo da toxicidade dos
extratos. Para esse fim, realizou-se a avaliagdo da viabilidade celular através do ensaio do MTT,

este teste avalia 0 dano mitocondrial provocado pelo composto/extrato, através da capacidade
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celular de reduzir o MTT a formazan. Desta forma, a concentracdo de formazan reflete o estado
funcional da cadeia respiratdria celular e por conseguinte sua viabilidade (MOSMANN, 1983).

Para realizacdo do MTT macrofagos da linhagem (J774), foram expostos ao ECPV e
ESPV, e ap6s 24h a concentragdo de formazan demonstrou que ambos extratos apresentam
toxicidade com ICso 72,86 e 83,28 pg/mL, respectivamente. Em contrapartida, em linhagem de
celula embrionéria do epitélio renal (Hek-293) o extrato etanolico de propolis vermelha
apresentou 1Cso maior que 150 pg/mL (FROZZA et al., 2013) e em linhagem de fibroblastos
de pulméo (MCR-5) ICso de 36,4 pg/mL (DE MENDONCA et al., 2015). Esta discrepancia
nos valores de ICso deve-se as diferentes linhagens celulares empregadas nos ensaios, bem
como a diferencgas nos protocolos, como por exemplo, tempo de incubacdo que variou de 24 a
72h. Ademais, estudos de citotoxicidade in vitro sdo parte de uma triagem inicial para
identificar se o composto/extrato interfere na viabilidade celular, sendo necessario outras
metodologias para atestar ou ndo a seguran¢a de ESPV e ECPV (DE MENDONCA et al.,
2015).

Apds confirmacao da presenca de isoflavonas e analise da citotoxicidade, tendo em vista
o favoravel potencial farmacologico sobre o SCV, avaliou-se o efeito do ESPV e ECPV sobre
0s parametros cardiovasculares de SHR. Para isso, utilizou-se uma abordagem in vivo, onde
foram avaliados os parametros PAM e FC, através do protocolo de medida direta da pressdo
arterial. Para evitar alteragdes no funcionamento dos principais sistemas de regulacdo da
pressdo, realizou-se o protocolo de medida direta da pressdo arterial em animais nédo
anestesiados com livre movimentacédo, pois a anestesia altera as respostas autonémicas através
da inibicdo de algumas sinapses do sistema nervoso central (KORNER et al, 1968; WHITE e
MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al, 1982),

A administragdo randémica de doses ESPV e ECPV induziu hipotensdo de maneira
dependente de dose, sem qualquer efeito na FC de SHR. Uma vez que alteracbes na PAM
podem estar associadas a FC e/ou RVPT (MOHRMAN, 2008). Esta auséncia de efeito na FC,
indica que ambos extratos ndo exercem acdo direta sobre o ritmo cardiaco e que a hipotensédo
observada ndo é mediada ou associada a alteragdes na FC e sim, provavelmente, por a¢des sobre
a RVP (CRESTANI et al., 2009; MADLALA et al., 2016).

Visto que nenhuma diferenca foi observada no efeito hipotensor induzido pelo ESPV
em comparacdo ao ECPV, além das semelhancas na composi¢do quimica e no que diz respeito
aos resultados sobre a viabilidade celular, os demais protocolos experimentais foram realizados

apenas com 0 ESPV.
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Desta forma, com o propésito de avaliar o envolvimento do sistema nervoso central no
efeito hipotensor do ESPV, o mesmo protocolo foi realizado com um grupo de animais
anestesiados com tiopental sodico, pois, a anestesia altera os principais sistemas de regulacao
da PAM (KORNER et al., 1968; WHITE; MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al., 1982), através
da depressd@o do SNC com consequente inibi¢do do sistema nervoso simpéatico (FLUCKIGER
et al., 1985; DORWARD et al., 1985). Sob estas condic6es o efeito hipotensor do ESPV néo
foi alterado, assim sendo, a hipotensdo induzida pela administracdo do ESPV, deve-se
provavelmente a efeitos periféricos e nao centrais.

Para confirmar a possivel acdo periférica vascular do ESPV foram utilizados protocolos
ex vivo com anéis de artéria mesentérica superior isolada. A escolha da técnica, deu-se devido
ao pequeno diametro da artéria mesentérica, pois vasos de pequeno calibre constituem o
principal local de geracao de resisténcia vascular e por isso apresentam uma maior participacdo
na regulacdo da pressdo arterial e perfusdo de 6rgaos (KWANA et al, 2004). Para isto foram
obtidas curvas concentracdo-resposta para ESPV frente a pré-contra¢Ges induzidas por FEN. A
partir dos resultados, observou-se um efeito vasorrelaxante dependente de concentracdo. Desta
forma, pode-se dizer que ESPV promoveu hipotensdo em SHR provavelmente em funcédo de
uma reducdo da RVP (MUNHOZ et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012)

Todos os vasos sanguineos, com excecdo dos capilares, sdo constituidos por trés
camadas de células, a adventicia (tecido conjuntivo externo), a média (tecido muscular liso) e
a intima (endotélio) (MELLO et al, 2007). Esta ultima, através da sintese e secrecao de diversos
mediadores quimicos, desempenha um papel importante no controle da homeostase vascular,
pois promove o equilibrio na liberacéo de fatores vasoconstrictores e vasodilatadores liberados
(FURIAN, 2009).

A sintese desses fatores vasodilatadores ocorre por meio do aumento das concentragdes
de Ca®" intracelular via estimulagio de receptores acoplados a proteina G expressos na
membrana plasmatica das celulas endoteliais (VIARO; NOBRE e EVORA, 2000). Os
principais fatores relaxantes sdo o NO, os produtos derivados da COX e o FHDE (DURAND;
GUTTERMAN, 2013). Diante do exposto, torna-se fundamental a avaliacdo da participacéo
dos fatores relaxantes derivados do endotélio no efeito dilatador induzido pelo ESPV.

Para tanto, uma nova curva concentracdo-resposta para o ESPV foi obtida em anéis de
artéria mesentérica na auséncia do endotélio funcional. Sob estas condi¢fes, observou-se um
uma atenuacdo do efeito vasorrelaxante com reducdo do Emax, além de um deslocamento da

curva para direita refletindo o aumento do pD.. Dados estes, proponentes de que o0 ESPV néo
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apenas exerce efeito vasorrelaxante, como esta acdo depende da integridade do endotélio para
ser observada em sua totalidade (100%).

Tendo por base a gama de farmacos utilizados como anti-hipertensivos que atuam
através da reducdo da RVPT (MANCIA et al., 2007; SEGURA DE LA MORENA; GARCIA
DONAIRE; RUILOPE URIOSTE, 2010) e que ESPV apresentou agdo vasorrelaxante,
objetivou-se avaliar se ESPV era capaz de promover efeito anti-hipertensivo. Para tal, foi
realizado tratamento cronico de 28 dias através da administracdo de 75 e 150 mg/kg (v.0.) do
ESPV em SHR, a PAS aferida de forma indireta a cada 7 dias, através da técnica de
pletismografia de calda.

Estas doses foram estabelecidas de acordo com estudos sobre a toxicidade da PVA, nos
quais foram observados que o tratamento por 28 dias (v.0.) de ratos com doses inferiores a 200
mg/kg de PVA ndo promoveu sinais toxicos (DA SILVA et al., 2015).

Os resultados demonstraram que ESPV promoveu efeito anti-hipertensivo a partir do
1490 dia apds inicio do tratamento com maior eficacia na dose de 150 mg/kg, onde obteve-se
valores de PAS semelhantes aos de ratos normotensos observado em outros estudos (ZHAO et
al., 2013). De modo semelhante o extrato etandlico de PVA promoveu efeito anti-hipertensivo
em ratos hipertensos por ablagdo cirurgica renal (TELES et al., 2015). Entretanto, efeito menos
eficaz, pois o extrato etanolico reduziu 20 mmHg, enquanto que o ESPV reduziu em 56 mmHg
a pressdo dos animais tratados. Deste modo, ESPV foi capaz de produzir um efeito anti-
hipertensivo superior aqueles observados em SHR tratados com captopril, um bloqueador dos
canais para céalcio utilizado como farmaco anti-hipertensivo, por outros autores
(ZEMANCIKOVA; TOROK, 2009; XIE; ZHANG, 2012; ZHAO et al., 2013).

Visto que 0s SHR apresentam uma variedade de alteragdes cardiovasculares dependente
do envelhecimento (TRIPPODO; FROHLICH, 1981; ENGELMANN; VITULLO; GERRITY,
1987), objetivou-se avaliar se ESPV exerceria acao anti-hipertensiva também em animais cuja
0 estado hipertensivo ndo provocou alteragcdes nos 6rgaos alvos da hipertensdo. Desta forma,
realizou-se 0 mesmo protocolo experimental em SHR com 11 semanas de idade, aqui referidos
como Grupo jovem. No entanto, nenhum efeito sobre a PAS foi observado ap6s tratamento de
SHR jovens com ESPV. Provavelmente, o0 mecanismos pelo qual ESPV promove efeito anti-
hipertensivo esteja associado as alteracdes observadas no envelhecimento do SHR (MATZ et
al., 2000; CEZAR et al., 2015).

Entre as alteracbes fisiologicas associadas ao desenvolvimento da hipertenséo,
encontra-se a hipertrofia cardiaca e ventricular (ENGELMANN; VITULLO; GERRITY, 1987;

PARK et al., 1997). Em humanos hipertensos e em SHR esta hipertrofia ocorre de forma lenta
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e progressiva (PFEFFER; FROHLICH, 1973; HAN et al., 2015). Contudo, o tratamento com
alguns anti-hipertensivos pode reduzir o desfecho desta complicagdo em ambos
(CUTILLETTA et al., 1977; HALLBACK; WEISS, 1977; TRIPPODO; FROHLICH, 1981;
NOLLY et al., 2015). Neste contexto, o principal tipo de hipertrofia cardiaca em funcdo da
HAS, caracteriza-se por um aumento da espessura da parede ventricular esquerda associada a
elevacdo da massa cardiaca e por conseguinte uma reducdo na cavidade ventricular (GANAU
etal., 1992).

Diante do exposto, realizou-se a morfometria do miocardio ap6s o tratamento com
ESPV em SHR jovens e adultos através da relagdo dos pesos corporais com 0s respectivos pesos
dos coracdes, além dos pesos e espessuras dos ventriculos esquerdos. A avaliagdo revelou que
apenas em ratos adultos o ESPV, na dose de 150 mg/kg, impediu a hipertrofia ventricular
esquerda, observada através da inibicdo do aumento da razdo PCo/PC, além de reducdo das
razdes PVE/PC e EVE/PC.

O estado hipertréfico do coragdo caracteriza-se por ser uma resposta adaptativa aos
aumentos de PAM com fins de reduzir o estresse na parede ventricular e desta forma manter o
débito cardiaco em niveis normais, como observado nos SHR (PFEFFER; FROHLICH, 1973;
FERRONE et al., 1979; SMITH; HUTCHINS, 1979). Diante do fato de que a hipertrofia pode
evoluir a um quadro de disfuncéo ventricular e insuficiéncia cardiaca (HILL; OLSON, 2008;
KEHAT; MOLKENTIN, 2010), a inibi¢do da hipertrofia ventricular pela administracéo de 150
mg/kg do ESPV, reforca seu potencial terapéutico e demonstra que os efeitos cardiovasculares
aqui observados, estdo relacionados a alteracdes em funcdo da idade dos animais, o que explica
seus efeitos estarem presentes apenas no tratamento de SHR adultos.

Além de alteracdes cardiacas, o desenvolvimento da hipertensdo no SHR e no humano
leva a diversas desordens funcionais e estruturais nos vasos sanguineos, onde destaca-se a
disfungéo endotelial (BARTON et al., 1997; CERNADAS et al., 1998; MATZ et al., 2000).
Esta disfuncédo pode ser definida como a alteracdo de processos fisiologicos normais realizada
pelo endotélio, o que inclui uma reducdo da suas propriedades anticoagulante e anti-
inflamatoria, a modulacdo do crescimento e remodelamento vascular, além de uma deficiéncia
significativa no relaxamento vascular dependente endotelio (BERNATOVA et al., 2009). Desta
forma, a disfungéo endotelial é considerada como a incapacidade de artérias e arteriolas em
dilatar totalmente em resposta a um estimulo apropriado, como por exemplo ao
neurotransmissor Acetilcolina (ACh) (YOON et al., 2010).

Isto ocorre em fungdo de que a ACh ao atuar em 0s receptores muscarinicos expressos

na membrana endotelial (Ms), promove a fosforilacdo da enzima fosfolipase C que eleva as
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concentragdes de Ca?* intracelulares que juntamente com a calmodulina fosforila a enzima NO-
sintase (NOS), responsavel pela sintese de NO a partir da conversdo metabdlica de L-arginina
em L-citrulina (HUYNH; CHIN-DUSTING, 2006).

O NO é um mediador quimico que apresenta papel fundamental na regulacdo e
promocdo da vasodilatacdo (IGNARRO et al., 1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA,
1987). Pois, esta liberacdo de NO através do endotélio resulta em fosforilagdo direta de uma
guanilil ciclase solavel (GCs) na musculatura vascular lisa (SOMLYO, AVRIL V ; SOMLYO,
ANDREW P, 1968) o que resulta no aumento do segundo mensageiro monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) (MURAD; BARBER, 2009). Este aumento nas concentracfes de
GMPc ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG) com consequente hiperpolarizacdo
e vasodilatacdo (MARTIN et al., 2000).

Uma vez que ESPV foi capaz de promover hipotensdo e vasorrelaxamento em artéria
mesentérica de SHR, e sobretudo um efeito anti-hipertensivo, além de impedir a hipertrofia
ventricular apenas em animais cuja disfuncdo endotelial estava presente, objetivou-se avaliar
se 0 ESPV promoveria uma melhora na funcéo vascular de SHR adultos, modelo e idade que
apresenta relaxamento endotelial comprometido (PUZSEROVA et al., 2014).

Para isto, ap6s o tratamento por 28 dias com ESPV nas mesmas doses na qual o efeito
anti-hipertensivo foi observado, curvas concentragdo-resposta para ACh foram obtidas. Os
resultados revelaram uma melhora significativa no vasorrelaxamento dependente de
concentracdo para ACh em SHR tratados com ESPV nas doses de 150 e 75 mg/kg. Estes dados
corroboram com o proposto de que ESPV promover uma melhora no relaxamento vascular na
presenca de disfuncdo vascular (CERNADAS et al., 1998; EHLERS et al., 2011)

Com o objetivo de confirmar se o efeito observado no relaxamento vascular ap6s o
tratamento com ESPV, deu-se em fungdo de uma melhora na fungéo endotelial, realizou-se uma
curva-concentragao resposta para o nitroprussiato de soédio (NPS), um nitrovasodilatador. Pois,
em contrastes com os vasodilatadores dependentes do endotélio, nitrovasodilatadores causam
relaxamento do tecido vascular, independente do endotélio, ao ativar a formagdo de GMPc em
células musculares lisas adjacentes e liberar NO diretamente (KATSUKI et al., 1977;
CERNADAS et al., 1998). Os resultados demonstraram que o tratamento com ESPV néo
promoveu nenhuma alteracdo significativa e que ndo houve alteracdo na funcdo vascular
relaxante independente do endotélio em comparacdo ao relaxamento obtido por outros
experimentos (PUZSEROVA; KOPINCOVA; BERNATOVA, 2010; PUZSEROVA et al.,
2014).
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Diante do exposto, resolveu-se avaliar a participacdo dos fatores relaxantes derivados
do endotélio nos efeitos induzidos pelo ESPV, uma vez que o efeito anti-hipertensivo e anti-
hipertréfico sé foram observados no grupo de SHR adultos tratados com 150 mg/kg, os demais
experimentos ndo foram realizados com o grupo Adulto 75.

Para isto, efetuamos uma curva concentracdo-resposta para ACh em anéis de SHR
adultos pré-incubados com L-NAME, um bloqueador inespecifico e competitivo da enzima
NOS. Nestas condicdes, a presenca do L-NAME antagonizou completamente o relaxamento da
ACh. Embora, no presente trabalho a atividade da NOSe ndo tenha sido mensurada, estudos
indicam que em SHR adultos ha uma reducdo significativa na atividade desta enzima
(PUZSEROVA et al.,, 2014), e portanto, os dados obtidos sugerem que a melhora no
vasorrelaxamento em respostas as concentracdes de ACh em SHR tratados com ESPV , além
de ser dependente de endotélio, podem ocorrer via NOSe.

Além do NO, o FHDE e FCDE s&o responsaveis pela regulacdo do ténus vascular, nos
SHR (BERNATOVA et al., 2009). Na HAS observada humanos os FCDE mediados pelos
derivados da enzima ciclo-oxigenase (COX), encontram-se elevados (BARTON et al., 1997).
Desta forma, estes fatores provocam danos ao relaxamento dependente de endotélio em funcgéo
das idade. Para avaliar a possivel participacdo do FHDE, foi realizado uma nova curva
concentracdo-resposta a ACh em anéis de SHR tratados com ESPV pré-incubados com L-
NAME e INDO, um bloqueador ndo seletivo da COX. A curva concentragdo-reposta, ndo
apresentou alteracdes significativas, corroborando com os dados anteriores de que a melhora

do relaxamento vascular dependente do endotélio funcional em SHR adultos ocorreu via NOSe.
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7 CONCLUSOES
Os estudos acerca com extrato de prépolis vermelha alagoana sugere que:

. A formulacdo gastroresistente encapsulado ao extrato seco (ESPV), preserva 0s
constituintes quimicos presentes no extrato cloroférimico, utilizado na formulag&o;
. A presenca de isoflavonas no ESPV eleva seu potencial terapéutico para doengas que

acometem o SCV;

. O tratamento agudo de SHR com ESPV promove hipotensdo sem alterar a frequéncia
cardiaca;
. O efeito hipotensor do ESPV parece ocorrer devido a uma reducdo da resisténcia

vascular periférica atraves de a¢cdes no endotélio vascular;

. O tratamento crénico com ESPV impede a hipertrofia ventricular esquerda em SHR;

. O ESPV promove efeito anti-hipertensivo apenas em SHR adultos com alteragdes nas
funcdes cardiacas e vasculares;

. Este efeito ant-hipertensivo, deve-se, possivelmente, a uma melhora na disfuncéo

endotelial via NOSe.
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