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Avaliacdo do efeito cardiovascular exercido por nanoformulagoes
produzidas a partir de dois extratos vegetais em ratos espontaneamente

hipertensos

RESUMO
A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) consiste em uma doenca cronica caracterizada pela
elevagio da pressdo arterial sistolica > 140 mmHg e pressdo arterial diastolica > 90 mmHg. E
uma condicdo multifatorial que atinge 30% da populacdo mundial, tornando-se um desafio
significativo para a saude publica. Com base nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a acdo de duas nano formulacdes produzidas a partir de espécies vegetais na
abordagem de patologias envolvendo hipertensdo arterial. No estudo inicial, o 6leo de Athallea
phalerata, conhecido popularmente como acuri, foi extraido e analisado. As nanocépsulas
foram preparadas pelo método de nanopreciptacdo, depois caracterizadas. Para a
experimentacdo animal, trés protocolos foram realizados usando ratos machos
espontaneamente hipertensos (SHR). No primeiro protocolo, ratos SHR anestesiados tiveram a
artéria cardtida canulada para mensuracdo da pressdo arterial. Na sequéncia, receberam doses
distintas de nanocépsulas de acuri (1, 3 e 10 mg/kg), enalapril (5 mg/kg) ou veiculo (solucao
salina 0,9%; 100 pl por 100 g de peso corporal), permitindo assim a avaliacdo aguda da pressédo
arterial. No segundo protocolo experimental, grupos distintos de ratos SHR receberam terapia
oral prolongada (sete dias); nanocapsulas de acuri (1, 3 e 10 mg/kg), enalapril (5 mg/kg) ou
veiculo (dgua filtrada; 100 pl por 100 g de peso corporal) foi administrado. No oitavo dia de
experimento, os animais foram anestesiados e operados para permitir a mensuracao da pressdo
arterial via artéria carétida por 35 minutos. No terceiro protocolo, grupos de ratos SHR tiveram
a artéria femoral esquerda canulada e ligada a uma bomba de infusdo. L-NAME (7 mg/kg/min)
e azul de metileno (150 nmol/kg/min) foram infundidos; por via intraperitonial, uma dose Unica
de DDA (0,1 mg/kg); TEA 400 (umol/kg); ou nanocapsulas de acuri (3 mg/kg) foram
administradas. Cada rato recebeu uma substancia e, apos a administracdo, a presséo arterial foi
registrada por 35 minutos. Os resultados obtidos demonstraram uma atividade anti-hipertensiva
significativa tanto nas avalia¢Ges agudas, quanto no manejo prolongado. Além disso, os dados
obtidos sugerem o envolvimento da liberacdo do 6xido nitrico e da abertura dos canais de
potéssio dependentes de calcio. Para a segunda avaliacéo referente ao uso de nano formulagdes
para a terapia da hipertensdo arterial, foi avaliada a capacidade de nanoparticulas de ouro
estabilizadas no extrato aquoso de Pfaffia paniculata (AuNPs-PP), popularmente conhecidas



como ginseng brasileiro, em promover ac¢ao anti-hipertensiva e garantir seguranca reprodutiva
de ratas fémeas SHR. Os animais foram colocados para acasalamento e a presenga de
espermatozoides no lavado vaginal indicou o primeiro dia de gestacdo. Logo ap0s, 0s animais
foram randomicamente distribuidos e receberam terapéutica oral, por 18 dias, com o AuNPs-
PP (0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg), anlodipino (5 mg/kg) e veiculo (agua filtrada; 100 pl por 100 g de
peso corporal). Durante todo o periodo experimental foram monitorados os possiveis sinais de
toxicidade. No final do periodo experimental e antes da eutanasia, os animais foram submetidos
a coleta de urina, eletrocardiograma, medida direta da pressao arterial, retirada do leito vascular
mesentérico e coleta de sangue para as analises bioquimicas. Ap0s a eutanasia, o Utero gravidico
e os ovarios foram retirados para a avaliacdo de diferentes parametros reprodutivos. Além disso,
o coracao foi retirado para as analises morfométricas e histopatoldgicas. A intervencdo com as
AUNPs-PP ndo exerceu atividade diurética ou anti-hipertensiva, bem como ndo impactou 0s
resultados do eletrocardiograma e a reatividade em leito vascular mesentérico. Os parametros
bioquimicos séricos e a histopatologia cardiaca ndo foram alterados por nenhum dos
procedimentos realizados. Nenhuma alteracdo significativa foi também observada nos
diferentes indices e parametros reprodutivos, demonstrando uma possivel acdo protetora
exercida pelas AuNPs-PP em ratas SHR prenhas. Os dados obtidos demonstram que o
tratamento prolongado com AuNPs-PP n&o promoveu acdo cardioprotetora, e ndo apresentaram
impacto no desenvolvimento gestacional. Apesar dos dados demonstrarem uma possivel
seguranca gestacional ao longo do tratamento, estudos adicionais sd@o recomendados para

investigacdo dos mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Hipertensdo Arterial, Oleo de Acuri, Gestacdo, Ginseng brasileiro, Atthalea

phalerata, Pfaffia paniculata.



Evaluation of the cardiovascular effect of nanoformulations produced from

two plant extracts in spontaneously hypertensive rats

ABSTRACT
Systemic arterial hypertension is a chronic disease characterized by elevated systolic blood
pressure > 140 mm Hg and diastolic blood pressure > 90 mm Hg. It is a multifactorial condition
that affects around 30% of the world's population, making it an important public health
problem. Based on this context, the aim of this study was to evaluate the effects of two
nanoformulations produced from plant species in the treatment of situations involving
hypertension. In the first study, the oil of Athallea phalerata, popularly known as acuri, was
extracted and characterized. Nanocapsules were prepared using the nanoprecipitation method
and subsequently analyzed and characterized. In regard to animal experimentation, three
experimental protocols were carried out using male spontaneously hypertensive rats (SHR). In
the first protocol, anesthetized SHR rats had their carotid arteries cannulated to measure blood
pressure. Subsequently, animals received different doses of acuri nanocapsules (1, 3 and 10
mg/kg), enalapril (5 mg/kg) or vehicle (0.9% saline solution; 100 pl per 100 g of body weight),
thus allowing acute assessment of blood pressure. For the second experimental set, different
groups of SHR rats received prolonged oral treatment (seven days), with the acuri nanocapsules
(1, 3 and 10 mg/kg), enalapril (5 mg/kg) or vehicle (filtered water; 100 pl per 100 g body
weight). On the eighth day of the experiment, animals were anesthetized and operated on, to
allow blood pressure measurements via carotid artery for 35 minutes. For the third protocol,
different groups of SHR rats had the left femoral artery cannulated and connected to an infusion
pump, followed by the administration of L-NAME (7 mg/kg/min); methylene blue (150
nmol/kg/min) was continuously infused; a single dose of DDA (0.1 mg/kg); TEA 400
(umol/kg); or acuri nanocapsules (3 mg/kg) were administered intraperitoneally; each animal
received only one substance and after administration, blood pressure was recorded for 35
minutes. The results obtained showed significant antihypertensive activity both in acute
evaluations and in prolonged treatment. Furthermore, data obtained suggests the involvement
of nitric oxide release and the opening of calcium-dependent potassium channels. The second
study evaluated the ability of gold nanoparticles stabilized in the extract of Pfaffia paniculata
(AuNPs-PP), popularly known as Brazilian ginseng, to promote antihypertensive effect and
ensure reproductive safety in female SHR rats. The animals were mated and the presence of

sperm in the vaginal lavage indicated the first day of pregnancy. Animals were then randomly



assigned to receive oral treatment, for 18 days, with AuNPs-PP (0.03, 0.1 and 0.3 mg/kg),
anlodipine (5 mg/kg) and vehicle (filtered water; 100 pl per 100 g body weight). Possible signs
of toxicity were monitored throughout the experimental period. At the end of the experimental
period and before euthanasia, the animals underwent urine collection, electrocardiogram, direct
measurement of blood pressure, removal of the mesenteric vascular bed and blood collection
for biochemical analysis. After euthanasia, the gravid uterus and ovaries were removed to assess
different reproductive parameters. Heart was also removed for morphometric and
histopathological analysis. Treatment with AuNPs-PP did not exert diuretic or antihypertensive
activity, nor did it impact the results of the electrocardiogram and the reactivity in the
mesenteric vascular bed. Serum biochemical parameters and cardiac histopathology were not
altered by any of the treatments. No significant changes were also observed in the different
reproductive indices and parameters, demonstrating the absence of gestational toxicity. The
data obtained allows us to conclude that treatment with AuNPs-PP does not induce
cardioprotective effects or reproductive toxicity in pregnant SHR rats.

Keywords: Systemic hypertension, Acuri oil, Pregnancy, Brazilian ginseng, Atthalea phalerata,

Pfaffia paniculata.
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1. INTRODUCAO

A Hipertensao Arterial Sist€émica (HAS) corresponde a condig¢do clinica em que os
niveis pressoricos sdo constantemente elevados, com a pressdo arterial sistolica (PAS) > 140
mmHg e a pressdo arterial diastolica > 90 mmHg (Mitchell, 1971; James et al., 2014). Quando
ha a presenca cronica da HAS no organismo ocorrem danos exclusivos que facilitam o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, sindrome metabolica, doenga renal e acidente
vascular cerebral (AVC) (Bidani; Griffin, 2004; MacMahon et al., 2008; Unger et al., 2020).
Para o desenvolvimento da patologia no organismo ¢ necessario a combinagdo de fatores
genéticos e epigenéticos; devido ao aumento constante de casos, passou a ser considerado como
um problema de saude publica (Furberg et al. 2017).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 33% da populagdo
global coexista com a pressdo arterial elevada e, nos ultimos 30 anos, o nimero de individuos
afetados dobrou, passando de 650 milhdes para 1,3 bilhdo (Organizacdo Mundial da Saude,
2023). O Brasil segue a tendéncia global, considerando que 27,9% da populagdo brasileira esta
diagnosticada com hipertensao arterial, sendo as mulheres as mais afetadas (Ministério da
Satude, 2025). Uma das manifestacdes da elevacao da pressdo arterial no organismo pode
ocorrer durante a gravidez, a Sociedade Internacional para o Estudo da Hipertensao na Gestagao
(SIEHG) estabelece que a ocorréncia da hipertensao arterial durante a gravidez pode ocorrer de
quatro maneiras distintas (hipertensao cronica pré-existente a gravidez, hipertensdo gestacional,
hipertensdo sobreposta por pré-eclampsia e pré-eclampsia), formando o grupo classificado
como Sindromes Hipertensivas Gestacionais (SHG) (Tranquilli ef al., 2014).

As SHG correspondem a segunda causa de morte materna no Brasil e a sua ocorréncia
no organismo além de estabelecer um quadro de risco, pode provocar agravos clinicos tanto
para a mde como para o bebé. Assim como ocorre com a HAS, as SHG apresentam predominio
nas popula¢des mais pobres, fato que pode interferir diretamente no tratamento, uma vez que
impacta nas condic¢des de aquisicao de medicamentos (Magee et al., 2016; Barroso et al., 2021).
Nesse contexto, destacam-se as plantas medicinais, tradicionalmente usadas pela humanidade
para fins farmacologicos e que, ainda hoje correspondem a principal fonte de tratamento para
uma parcela da populacdo (Patricio ef al., 2022; Coals ef al., 2024). Este fato levou a OMS a
estabelecer o uso de ervas terapéuticas como um dos pilares para a promog¢ao dos cuidados
primarios em saude, manifestagdo reconhecida pelo governo brasileiro através da criagdo da

Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) que autoriza o uso de
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plantas medicinais no Sistema Unico de Saude (SUS) e incentiva pesquisas a respeito do uso,
eficacia e seguranca das principais espécies usadas no pais (Antonio et al., 2014; Kluge et al.,
2018; Habimorad et al., 2020).

Plantas no geral possuem mecanismos bioquimicos complexos que promovem a
formagao de metabdlitos secundarios, moléculas que podem exercer efeito farmacologico no
organismo humano (Piasecka et al., 2015; Zhou et al., 2023), estudos relacionados a esses
compostos representaram um grande avango na farmacologia, com a morfina sendo um
exemplo notéavel, pois simboliza o primeiro alcaloide isolado de um vegetal e atualmente se
iguala a um dos principais analgésicos utilizados globalmente (Wicks et al., 2021; Yeshi et al.,
2022). Novas tecnologias sdo desenvolvidas para ampliar a eficacia de medicamentos no corpo,
como as nano formulagdes (Anand et al., 2022). Preparadas com particulas nanométricas (1-
1000 nm), as nano formulacdes vém ganhando destaque devido a possibilidade de intensificar
a acdo do medicamento no sistema, controlar a liberacdo na corrente sanguinea e facilitar a
entrada de compostos no interior das células, representando uma das principais formas de
potencializacdo farmacoldgica no corpo humano, em especial de substincias extraidas de
plantas (Medina et al., 2007; Noruzi, 2015).

Este trabalho avaliou o efeito cardiovascular de nano formulagdes feitas a partir de dois
extratos vegetais. O estudo se baseia na importancia do uso de plantas medicinais € na
relevancia da hipertensdo arterial e sindromes hipertensivas gestacionais. A primeira pesquisa
determinou o mecanismo de agdo de nanocédpsulas produzidas com o o6leo de Athallea
phalerata, o acuri, em relacdo ao tratamento da hipertensdo arterial sistémica, enquanto a
segunda analise avaliou o potencial cardioprotetor e a seguranca gestacional exercida por
nanoparticulas de ouro estabilizadas no extrato de Pfaffia paniculata, o ginseng brasileiro, em
ratas SHR prenhas. Ambos os estudos focaram na avaliagdo de nano formulagdes vegetais em

relacdo ao sistema cardiovascular, com a hipertensao arterial sistémica como doenga subjacente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hipertenséo Arterial Sistémica

Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) representa um importante e crescente
problema de satde publica, tendo sido responséaveis por 74% dos Obitos registrados ao nivel
global no ano de 2019. No Brasil os dados sdo igualmente alarmantes, uma vez que durante o

mesmo periodo, foram registrados 730 mil 6bitos devido as DCNT (Castellano-Tejedor, 2022;
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Ministério da Saude, 2025). A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) ¢ classificada como uma
doenca cronica ndo transmissivel. Corresponde a uma condigdo sistémica e multifatorial,
caracterizada pelos valores de Pressao Arterial Sistolica (PAS) > 140 mmHg e Pressao Arterial
Diastolica (PAD) > 90 mmHg (Barroso et al., 2021). O estabelecimento da HAS proporciona
maior risco ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, doengas renais e diabete mellitus.
A HAS desenvolve-se a partir de fatores genéticos, epigenéticos e socioecondmicos, tornando
o seu diagndstico e prevengdo complexos e individuais (Oparil et al., 2018).

Em relacdo a prevaléncia, estima-se que ao redor do mundo, 33% dos adultos entre 30
e 79 anos convivam com a HAS. No entanto, quatro a cada cinco pessoas diagnosticadas com
hipertensdo ndo realizam o tratamento de forma adequada. Entre 1990 e 2019, o numero de
pessoas diagnosticadas com HAS dobrou, passando de 650 milhdes para 1,3 bilhdes. Estima-
se que 78% se encontram nos paises de baixa e média renda, sendo as regides mais populosas
as mais acometidas (Organizacao Mundial da Saude, 2025). No Brasil, entre os anos de 2006 e
2023, houve um aumento de 5,3% dos casos referidos, passando de 22,6% para 27,9%, sendo
a regido sudeste e, em especial, a cidade do Rio de Janeiro as localizagdes de maiores indices
da enfermidade (Stopa et al., 2022; Ministério Da Saude, 2025).

O organismo humano é dotado de mecanismos que visam buscar a regulagdo fisiologica
da pressdo arterial. Dentre eles, um dos mais notdveis, ¢ o sistema renina- angiotensina-
aldosterona. A queda da pressao de perfusao sanguinea renal, mudangas na concentragao tubular
de cloreto de sodio e a estimulagdo nervosa simpatica sdo meios de ativacdo da cascata de
reagdes que liberam a renina na circulagdo, catalisando a conversdo do angiotensinogénio em
angiotensina I, que por a¢do da enzima conversora da angiotensina (ECA), produzird a
angiotensina II. A angiotensina II produz vasoconstri¢cao sistémica, liberagdo de aldosterona e
estimulacdo simpatica reflexa, tendo como resultado o aumento da pressdo arterial (Guyton,
1990; Bernal ef al., 2023). O consumo excessivo de sal leva a expansdo do volume do fluido
extracelular, aumentando o débito cardiaco e a concentracdo tubular de sodio, o que ativa o
sistema- renina- aldosterona e contribui para o aumento da pressao arterial (Nishimoto et al.,
2024).

Em consonancia com esse processo € possivel citar o papel do 6xido nitrico (NO) na
regulacdo da pressao arterial. O ON ¢ um mediador bioldgico que exerce agcdo no endotélio
vascular. E produzido pela familia de enzimas chamada 6xido nitrico sintase (NOS), sendo o
calcio endotelial o maior estimulo para a producao dessas moléculas, que podem acontecer por
interagdo receptor-agonista e pelo estresse de cisalhamento (Moncada et al., 1989; Modun;

Giustarini etal., 2014)). As isoformas responsaveis pela atua¢do na regulagao da PA sdo a eNOS
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ou NOS III, tendo como atuacao fisioldgica a produgao continua de 6xido nitrico no organismo,
promovendo a vasodilatacao, regulacdo da agregacdo plaquetédria na parede vascular e efeitos
antioxidantes(Alderton; Cooper et al., 2001; Sobrevia et al., 2016; Tenopoulou; Doulias, 2020).
No entanto, doencas como a obesidade e o diabete influenciam na produgdo e
biodisponibilidade do ON, acarretando a inativacdo da eNOS e exercendo impactos
significativos no organismo, em especial na regulagdo da pressao arterial (Choromanska et al.,
2020; Panda et al., 2022).

O tratamento da HAS ¢ composto tanto por meios farmacoldgicos, quanto por meios
ndo farmacologicos. Dentre as medidas que ndo requerem medicagdes, a principal
recomendacdo consiste em mudangas no estilo de vida, ado¢do de uma dieta equilibrada e
praticas regulares de atividades fisicas. Dessa forma, ha uma regulacdo na ingestdo de sédio,
redugdo da obesidade e consequente diminui¢ao da ocorréncia dos mecanismos envolvidos na
desregulacdo da pressdo arterial, melhorando os valores basais da PA e reduzindo os riscos
cardiovasculares associados (Verma et al., 2021). Entretanto, quando as medidas nao
farmacoldgicas ndo surtem efeitos, ou quando ha evidéncias de lesdes em oOrgdos alvos ¢
necessario o uso de fArmacos para a regulacdo da pressdo arterial. Nesse contexto, ¢ possivel
citar as seguintes classes farmacoldgicas: betabloqueadores, diuréticos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina, bloqueadores dos canais de cdlcio, inibidores da renina e
bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina II (Zisaki; Miskovic; et al., 2015; Unda
Villafuerte et al., 2020; Barroso et al., 2021).

2.2. Sindromes Hipertensivas Gestacionais

A hipertensdo gestacional representa um relevante problema de satde publica,
considerando que equivale a um quarto das mortes maternas na América Latina (OMS, 2011).
As sindromes hipertensivas gestacionais (SHG) correspondem a um sistema de classificagao
das condigdes clinicas em que a mulher gestante apresenta niveis de PA sistolica >140 mm Hg
e PA diastolica > 90 mm Hg. Hg. A presenca da HAS durante a gestagdo estabelece a
categorizagao de alto risco, tanto para a mae, quanto para o bebé, devido a possibilidade de
complicacdes clinicas (Ministério Da Saude, 2022). A analise de cada estado clinico ocorre de
acordo com seu mecanismo fisiopatologico. Atualmente, a Sociedade Internacional para o
Estudo da Hipertensao na Gestacdo (SIEHG) estabelece quatro condigdes que fazem parte dessa

classificagdo, sendo eles: hipertensdo cronica, hipertensdo gestacional, pré-eclampsia (com
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proteindria ou sem proteinuria associada) e hipertensao cronica/ gestacional sobreposta por pré-
eclampsia (Brown; De Swiet, 1999; Tranquilli et al., 2014)

Durante o processo gestacional, o organismo feminino passa por uma série de
adaptagdes anatomicas e fisioldgicas para promover a nutrigao fetal e consequentemente
garantir uma gestacao saudavel (Tan; Tan, 2013). J4 nas primeiras semanas, ocorre a elevagao
do volume sanguineo, devido ao crescimento da demanda exercida pelo ttero. A hipervolemia
progressiva causa impacto direto no débito cardiaco, que se eleva para assegurar a perfusao de
orgaos como utero, rins e placenta (Pritchard, 1965; Ueland et al., 1969). Em uma gestagao
saudavel, os valores de pressdo arterial permanecem normais, ¢ em alguns casos, podem
apresentar leve queda. Isso acontece devido ao processo de angiogénese das artérias uterinas,
em especial nas artérias espiraladas, onde se verifica a perda das camadas musculares presentes
na parede do vaso sanguineo, promovendo a diminuicdo da resisténcia vascular periférica,
garantindo redug¢do de pressio ao mesmo tempo que se tem aumento do fluxo
sanguineo(PERACOLI et al., 2019) (Melchiore et al., 2012; Melchiore et al., 2016).

Diagnosticar de forma rapida e correta qual a sindrome hipertensiva que acomete a
gestacdo ¢ essencial para a prescri¢do do tratamento, uma vez que as condigdes clinicas
possuem fisiopatologias distintas (Peragoli et al., 2019). Em casos em que a gestante apresenta
PA sistolica > 160 mm Hg, deve ser considerado um caso de urgéncia, optando pelo uso de
nifedipino e/ou hidralazina. Em relagdo as gestantes com valores de PA abaixo do valor de corte
para urgéncia, ndo existe um consenso a respeito do tratamento farmacologico, ficando a critério
do médico a escolha da terapia medicamentosa. No entanto, vem crescendo na literatura
evidéncias que reforcam o uso de medicagdo a partir do momento em que a gestante apresenta
PAS > 140 mm Hg, evitando complica¢des futuras. No mais, em casos em que ha lesdes dos
orgdos alvo ou a possibilidade iminente de pré-eclampsia, recomenda-se o inicio da terapia
medicamentosa e suplementacdo com sulfato de magnésio (Barroso et al., 2021; Magee ef al.,

2016; Sinkey et al., 2020).

2.2.1 Hipertensdo crénica durante a gestacédo

Hoje em dia, sdo considerados casos de hipertensao arterial cronica (HAC) quando a
paciente possui 0os seguintes niveis pressoricos: PAS > 140 mm Hg e PAD > 90 mm Hg,
identificados antes da 20° semana de gravidez, ou condi¢do clinica diagnosticada antes do

periodo de prenhez (Battarbee et al., 2020). A HAC corresponde a uma das principais causas
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de acometimento materno e de complicagdes gestacionais, aumentando de 1,7% para 3,7% dos
casos, nos anos de 2008 a 2021 nos Estados Unidos. A HAC ¢ um dos fatores primordiais de
problemas na gravidez no Brasil, acometendo de 1 a 1,5% das gestacdes. Entre as mulheres que
fazem parte deste grupo, de 13 a 40% enfrentardo problemas como pré-eclampsia e sindrome
HELLP (Leonard et al., 2024). HELLP ¢ um acrostico que recolhe as primeiras letras das
alteragdes envolvidas: hemolise/ hemolyses (H), elevagdo/ elevated (EL), enzimas hepaticas/
liver enzymes (L) e baixas plaquetas/ low platelets (LP). Esta condicao equivale a uma das
principais complicacdes causadas pela SHG, representando o comprometimento sistémico do
organismo materno e podendo resultar na morte tanto da mae quanto do bebé (Rath et al., 2000).

Ao contrario dos outros distirbios que compdem as SHG, sdo os danos provocados pela
condicdo pré-existente da situacdo de HAC (no organismo materno) que impactardo nos
mecanismos fisioldgicos de adaptacdo a gestagdo, uma vez que a fisiopatologia da doenca ja
provoca um processo inflamatdrio cronico, aumento da resisténcia vascular periférica e débito
cardiaco elevado. Essas alteragdes em conjunto tornam o sistema vascular (artérias uterinas e
artérias espiraladas) resistentes aos estimulos bioquimicos e fisiologicos para o relaxamento,
influenciando diretamente os niveis de pressao arterial. Essas alteragdes impactam a correta
adaptacao do organismo a gestagao, fator que associado a ocorréncia do processo inflamatorio
cronico pode contribuir para o agravamento do quadro, favorecendo a ocorréncia da pré-

eclampsia (Sass ef al., 1990; Tihtonen et al., 2007).

2.2.2 Hipertenséo gestacional

A hipertensdo gestacional corresponde a condi¢do clinica em que a gestante apresenta
elevacdo da pressdo arterial apos a 20° semana de gestacdo, sem proteindria ou alteracdes
metabdlicas associadas, bem como auséncia de diagndstico prévio de HAC (Kattah; Garovic,
2013). Em linhas gerais, mulheres que possuem esse estado sdo categorizadas como gestacao
de risco, é importante enfatizar que elementos como idade, etnia, presenca de comorbidades e
circunstancias socioecondmicas sdo decisivos para o progresso do quadro clinico. Nesse
contexto, é essencial a realizagdo de um pré-natal eficiente e direcionado, a fim de evitar
complicagdes, sendo a pre-eclampsia a principal delas (Kintiraki et al., 2015; Ministério Da
Saulde, 2022).

A fisiopatologia da hipertensao gestacional ndo ¢ definida por completo, mas a diferenca

entre o mecanismo da hipertensao cronica e a hipertensao induzida pela gestacao € reconhecida,
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tornando-as duas condicdes clinicas distintas (Brown et al., 2018). Na gesta¢do acometida pela
hipertensdo cronica sdo os danos fisioldgicos previamente provocados os responsaveis pelo
risco gestacional. Por outro lado, alguns estudos apontam que a hipertensao causada pela
gestacdo pode estar ligada a fatores genéticos, assim como pode estar relacionado a falhas no
processo de adaptacdo fisioldgica, principalmente durante a placenta¢do (Furuya et al., 2008;

Wei et al., 2022).

2.2.3. Pré-eclampsia

A pré-eclampsia é uma sindrome multifatorial, caracterizada pela elevacdo da PA,
associada a proteinuria e/ou alteracbes hematologicas e bioquimicas. Dentre as sindromes
hipertensivas gestacionais é a mais prevalente, acometendo aproximadamente 16,5% das
gestacdes ao nivel mundial, sendo responséavel por aproximadamente 60.000 mortes maternas
todos os anos (ACOG, 2019). Ao redor do territdrio brasileiro, complicacdes devido a pré-
eclampsia sempre foram uma questdo de satde publica, tendo em média 5,2 casos a cada 1.000
nascidos vivos, sendo as regides menos desenvolvidas as mais acometidas pela condicéo
(Giordano et al., 2014). Guida et al. (2022) evidenciou que hd um crescimento de ocorréncias
de pré-eclampsia no Brasil, com 6,7 instancias a cada 1.000 nascidos vivos. Por outro lado, 0s
autores relatam que ha maiores esforgos em diagnosticar e tratar a condi¢do em todo o territdrio
nacional.

O mecanismo fisiopatoldgico da pré-eclampsia, embora ndo totalmente elucidado, é
reconhecido como uma doenca que impacta a placenta e se relaciona com 0 processo de
angiogénese (especialmente das artérias espiraladas) e com o0s mecanismos imunoldgicos
envolvidos na placentacdo (Steegers et al., 2010). A placentacdo normalmente ocorre através
da adaptacdo fisiol6gica do organismo materno, e envolve a remodelacdo dos vasos sanguineos.
As artérias uterinas passam por divisdes que podem terminar tanto no miométrio, onde estdo
localizadas as artérias basais, quanto no espago interviloso, onde se formam as artérias espirais.
Essas adaptagdes fazem parte do mecanismo fisioldgico que garante o fluxo sanguineo para o
feto, mantendo a irrigacdo sanguinea necessaria para um bom desenvolvimento gestacional
(Osol; Mandala, 2009)

Um dos mecanismos de adaptacdo fisioldgica consiste em converter as artérias espirais,
destinadas a pequenos suportes teciduais, em grandes vasos de fluxo sanguineo. Acredita-se

que em pacientes pré-eclampticas ocorram falhas que impactam no processo de remodelagao
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arterial, fazendo com que o remodelamento vascular gere vasos de calibres menores do que o
ideal (Staff et al., 2022). A avaliacdo e comparacdo de artérias espiraladas provenientes tanto
de placentas acometidas pela pré-eclampsia, quanto de placentas saudaveis, corrobora esse
argumento, uma vez que as amostras pré-eclampticas apresentam em média 200 um de
diametro, contra 500 um das artérias provenientes de placentas saudaveis (Robertson et al.,
1967).

Ganha destaque a possibilidade de a isquemia placentaria estar presente desde o inicio
da gestagdo. Isso ocorre porque os citotrofoblastos de gestagdes pré-eclampticas parecem
apresentar anormalidades na diferenciagdo dos fenotipos epitelial e endotelial. O subtipo
endotelial ¢ o responsavel por promover a invasdo arterial, dando inicio ao remodulamento.
Nessa etapa, naturalmente, sdo expressos diversos marcadores, destacando-se a caderina
endotelial vascular e as integrinas alp1 e avp3, compostos ausentes em mulheres acometidas
pela doenga (Zhou et al., 1997). De forma adicional, € valido citar a provavel desregulacio dos
mecanismos antioxidantes e prd-oxidantes, fazendo com que o organismo ndo tenha total
controle sobre o processo de apoptose e estresse oxidativo, facilitando a ocorréncia do processo
inflamatério de modo exacerbado (Burton et al., 2009; Kurlak et al., 2023).

Dentre as complicagdes que podem ocorrer a partir da presenga da pré-eclampsia, a
eclampsia corresponde a um dos acometimentos de maior importancia. Apesar de ser uma
sindrome relativamente rara, trata-se de uma condi¢do de urgéncia médica, tendo em vista que
a gestante apresenta cefaleia intensa, distirbios visuais e convulsdes (Karumanchi; Lindheimer,
2008; Liu et al., 2011). Além disso, a intercorréncia mais comum relacionada a pré-eclampsia
esta no estabelecimento da sindrome HELLP. Quando a paciente evolui para essas condi¢des,
significa que ha o acometimento sist€émico provocado por reagdes autoimunes, representando
riscos de sofrimento fetal, ruptura hepdtica, disturbios de coagulacdo, hemorragias e morte

(AloizoS et al., 2013; Rath; Faridi et al., 2000).

2.2.4. Hipertensdo cronica/ gestacional sobreposta por pré-eclampsia

Corresponde a condi¢do clinica em que a gestante possui hipertensdo cronica ou
apresentou hipertensdo induzida pela gestagdo, e evoluiu para o estabelecimento da pré-
eclampsia. O diagnostico pode ser realizado a partir da detec¢ao da elevagao da proteintiria ou

alteracdes dos parametros hematoldgicos e bioquimicos. A evolucdo da doenga representa
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agravamento do quadro clinico da paciente, e em alguns casos, envolvendo a antecipaciao do

parto como medida de emergéncia (Tranquilli et al., 2014; Ministério da Satude, 2022).

2.3. Nanoformulacdes

Durante a década de 1960, o médico alem&o Paul Erlich propds a pesquisa de modelos
farmacéuticos que facilitassem a liberacdo controlada de farmacos na circulacdo sanguinea,
sendo essa a ideia precursora do que seria 0 uso da nanotecnologia na producdo de
medicamentos (Bayda et al., 2019). A principal caracteristica das nano formulacGes é a
composicéo por particulas de tamanho entre 1 e 1000 nm. Isso permite melhor manipulagdo da
formulacdo e projecdo de propriedades fisico-quimicas. Aumenta também a superficie de
contato, potencializando a acdo farmacoldgica. Baseado nessas possibilidades, pesquisas
envolvendo nano formulagdes correspondem a uma das principais areas dentro da tecnologia
farmacéutica, uma vez que permitem a liberacéo prolongada e controlada do farmaco, e também
possibilita melhores condicdes de absorcao (Devalapally et al., 2007; Blanco et al., 2015).

As nano formulacdes correspondem a uma alternativa para carreadores farmacologicos
no organismo. A criagdo de um nanossistema ideal, ocorre a partir do equilibrio entre
farmacologia, farmacocinética e quimica, tanto do farmaco, quanto da nanoparticula. Nesse
contexto, ¢ necessario atentar-se a fatores como tamanho da particula, formato e material de
composicdo, sendo essas caracteristicas essenciais para o estabelecimento do tempo na
circulagdo sanguinea, ativacdo do sistema imunologico e processos de endocitose celular
(Zhang et al., 2015; Shen et al., 2019). Atualmente, existem diversos protocolos disponiveis
para a producdo de nanocarreadores. No que diz respeito aos materiais de composi¢ao, ganham
destaque: polimeros, dendrimeros, lipidios, metais (ouro e prata) e dcidos nucléicos. No que diz
respeito a estrutura, os principais sao: esferas, cdpsulas, micelas, lipossomas e polimerossomas.
A escolha do material e o formato para a composi¢cdo da formulagdo dependem do objetivo
farmacologico que se busca alcangar (Letchford; Burt, 2007; Verma et al., 2021).

Dentre os protocolos existentes, os lipossomas sdo estudados por seu sucesso como
carreadores farmacologicos. Além disso, os lipossomas foram os primeiros nanocompostos
aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA) (Almeida ef al., 2020). Trata-se de uma
vesicula em formato esférico composta de camadas lipofilicas que sdo intercaladas entre duas
camadas hidrofilicas. A escolha para nano formula¢des compostas por lipossomas geralmente

ocorre devido as propriedades de bio distribuicdo e regulagdo de dosagem, bem como o
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direcionamento até o local desejado (Shah et al., 2020). As nanoesferas sdo particulas de 1 a
1000 nm, cujo tamanho varia conforme o polimero usado em sua composi¢ao. Elas podem
exibir duas fases, hidrofilica e hidrofobica, o que facilita a distribuigdo do composto no
organismo (Allen ef al., 2019). Normalmente, a superficie das nanoesferas ¢ hidrofobica,
intensificando a interagdo com o sangue. Os meios de acoplamento do farmaco a particula
podem ser realizados através da aplicacdo das seguintes técnicas: dissolu¢do, aprisionamento,
encapsulamento, adsor¢do ou ligacdo quimica (Mahjoubin-Tehran et al., 2024).

Por outro lado, as nanocédpsulas correspondem a sistemas vesiculares, usados
principalmente para o transporte de 6leos e compostos hidrofobicos. Essa caracteristica ocorre
devido a formacao estrutural das nanocapsulas, tendo em vista que o farmaco ¢ confinado a um
reservatorio ou cavidade, que podera ser revestida tanto de polimeros quanto por membranas,
inviabilizando o contato do nlicleo com a 4dgua, caracteristica responsavel por tornar as
nanocapsulas as principais escolhas para o transporte de 6leos no organismo (Yurgel et al.,
2013; Nasr; Abdel-Hamid, 2015). O mecanismo de montagem das nanocapsulas pode ser
realizado de duas formas: automontagem: ocorre quando os blocos de lipidios ou polimeros se
encontram (em meio aquoso) e formam os blocos vesiculares; ou método de casca: ocorre
quando se utiliza um molde para formar a vesicula de polimero. (Johnston et al., 2006).

Nanoparticulas sdo caracterizadas por possuirem didmetro ente 1 — 1000 nm, o tamanho
reduzido confere as particulas maior superficie de contato, fator que potencializa a acdo do
composto, favorecendo o uso desse composto para fins farmacéuticos (Zuhrotun et al. 2023).
Dentre os materiais que podem ser utilizados para a elaboragdo de nanoparticulas, os metais,
em especial o ouro, se destacam pela facilidade de produgao e apresentar um bom desempenho
como carreador de medicamentos, facilitando o processo de endocitose celular, em especial
células cancerigenas (Blanco et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2023). Apesar do
promissor avan¢o com nanoparticulas de ouro, ainda ha a possibilidade de intoxica¢do no
organismo, uma vez que pode ocorrer o acimulo de nanoparticulas em 6rgaos como figado e
baco (Missaoui et al., 2018). Atualmente, a sintese verde representa o procedimento de
estabilizagdo de nanoparticulas de ouro em extratos vegetais, uma operagdo que diminui a
toxicidade e auxilia na amplificacdo de compostos presentes em plantas medicinais para o
tratamento de enfermidades, podendo ser essa uma alternativa a formulacdes contendo

metabolitos secundarios (Hathout, 2022; Muddapur ef al., 2022; Shen et al., 2019).

2.4. Plantas Medicinais
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O uso de espécies vegetais para fins medicinais é tdo antigo quanto as civilizages.
Acredita-se que os primeiros humanos tenham aprendido a usar as plantas como medicamentos
através da observacdo, desenvolvendo o conhecimento de forma empirica (Lipp, 1996). Ao
longo da historia, foram registrados diversos exemplos da importancia botanica para o
desenvolvimento farmacoldgico, tal como o papiro de Ebers, datado aproximadamente de 1500
a.C. Consiste na coletdnea médica mais antiga do mundo, reunindo mais de 700 espécies e
detalhando de forma minuciosa as principais preparagdes usadas naquele periodo (“Papyrus
Ebers”, 1912; Santi¢ et al., 2017).

A evolucdo do conhecimento popular produziu informagdes e categorizacdo das
plantas de acordo com suas propriedades terapéuticas. Nesse contexto, ressalta-se o salgueiro
Salix spp., popularmente utilizado devido as propriedades antipiréticas e anti-inflamatorias.
Corresponde a primeira espécie vegetal estudada e catalogada com rigor cientifico, fato que
permitiu o isolamento da salicina, precursor do acido acetilsalicilico, principio ativo da
Aspirina® (Desborough; Keeling, 2017; Montinari ef al., 2019). Apds a revolugdo industrial e
a consolidacdo da industria farmac€utica, a produg¢do de medicamentos quimicamente
sintetizados tornou-se comum, fazendo com que o uso de plantas para fins medicinais caisse
em desuso, passando a ser considerado uma pratica cultural (Jones, 2011).

Entretanto, os estudos envolvendo as plantas medicinais ainda correspondem a uma
das principais fontes de descobertas de novas moléculas com potencial farmacologico
(Ali et al., 2021; Romano et al., 2021). Nesse contexto, destacam-se alguns importantes
exemplos, tais como a digoxina, extraida de Digitalis spp.o manejo da insuficiéncia cardiaca, e
a quinina, extraida de Chinchona spp., o primeiro composto quimico a ser utilizado no
tratamento da malaria (Achan ef al., 2011; Khandelwal et al., 2024).

A evolucdo do conhecimento cientifico permitiu elucidar que as propriedades
farmacoldgicas das plantas remetem a sua capacidade de producdo dos metabolitos secundarios.
Trata-se de moléculas produzidas em diferentes estruturas das plantas, podendo apresentar
diferencas de concentracdo e propriedades bioldgicas, dependendo do estagio de
desenvolvimento (Erb; Kliebenstein, 2020). Na literatura, é possivel encontrar referéncias a
diversos metabdlitos secundarios, porém, os terpenoides, flavonoides e alcaloides sdo as
moléculas que comumente apresentam resultados mais favoraveis para o desenvolvimento de
novos farmacos (Garcia-Lafuente et al., 2009; Bergman et al., 2019; Bhambhani et al., 2021).
Nesse contexto, é possivel citar a morfina, alcaloide isolado da papoula (Papaver somniferum)

em 1806, o mais notavel representante desse grupo, uma vez que corresponde ao principal
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analgésico de alta eficacia, disponivel até a contemporaneidade (Christrup, 1997; Laux-
Biehlmann et al., 2013).

Desde a declaracdo de Alma- Ata, a OMS reconhece o uso de plantas como medida
terapéutica e a classifica como Medicina Tradicional, estabelecendo a fitoterapia como um dos
pilares da promocéo dos cuidados primérios de satide (Almeida et al., 2018; Hone et al., 2018).
Apesar da fitoterapia, na maioria dos casos, ser uma opcdo complementar a medicina
convencional, o emprego de espécies vegetais para fins farmacoldgicos ainda representa a
principal fonte de tratamento das populacGes mais pobres, sendo uma pratica comum em todo
0 mundo (Sen; Samanta, 2014). Levando em consideracdo essa realidade, a OMS ressalta a
importancia do desenvolvimento de pesquisas a respeito do uso seguro de plantas como
medicamentos, principalmente em paises em desenvolvimento (World Health Organization,
2013).

Atualmente, estipula-se que existam pelo menos 400 mil espécies vegetais em todo o
mundo, no entanto, estima-se que nem 10% tenham sido investigadas a respeito das suas
propriedades farmacoldgicas (Ali et al., 2021). A América Latina, apresenta uma elevada
biodiversidade, sendo o Brasil o principal representante, sobretudo pela presenca da Floresta
Amazonica (Elisabetsky; Shanley, 1994; Pedrollo et al., 2016). Estudos etnobotanicos mostram
que a diversidade biol6gica e cultural do territdrio nacional afeta o consumo de plantas pela
populacdo. Assim, é possivel observar regides no Norte do pais em que o baixo indice de
desenvolvimento humano faz com que a populacdo, especialmente as ribeirinhas, utilizem as
plantas como a Unica fonte de tratamento. Por outro lado, nas regides mais desenvolvidas como
0 Sul e Sudeste, a populacéo utiliza as plantas medicinais principalmente como complemento
a medicina convencional (Pedrollo et al., 2016; Pio et al., 2018; Coals et al., 2024; Higa et al.,
2024).

Independente do motivo que leve a populacdo a recorrer ao uso de espécies vegetais
para fins medicinais, é inegavel a aptidao dos brasileiros ao tratamento com os produtos naturais
(Elisabetsky; Wannmacher, 1993; De Souza et al., 2021; Antonio Pereira et al., 2023). Visando
0 reconhecimento da tradi¢cdo popular, bem como proporcionar um uso seguro e alinhado as
diretrizes da OMS, o Ministério da Satude promulgou em 2006 a Politica Nacional de Préaticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), na qual reconhece tanto as plantas medicinais quanto
os fitoterapicos como medida terapéutica. Aliado a esse pensamento, em 2008 foi estabelecida
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, cujas principais diretrizes

correspondem a fomentagéo de pesquisas e desenvolvimento tecnoldgico a respeito das plantas
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medicinas, bem como a incluséo do programa no SUS, favorecendo a oferta segura dos produtos
naturais & populacéo (Ruela et al., 2019; Habimorad et al., 2020).

2.4.1 Atthallea phalerata

Popularmente conhecida como acuri, bacuri ou uricuri, A. phalerata Mart ex Spreng. é
uma palmeira pertencente a familia Arecaceae. Possui ocorréncia neotropical, conforme é
possivel visualizar na figura 1, podendo ser encontrada em paises que compdem a porcao
oriental da América do Sul, sendo o Pantanal Sul Mato-grossense a regido de maior recorréncia.
Porém, é possivel encontrar exemplares desde o Acre até Sdo Paulo, e em diversos biomas,
como o Cerrado, Pantanal e Amazonia. O acuri apresenta altura variando entre 2 e 12 metros,
didmetro entre 25 e 40 centimetros e folhas de 2 a 3 metros com caracteristica flabeliforme. O
fruto ocorre ao longo do ano, com aspecto elipsoide- oblongo e quatro sementes internas. Nas
regides de alta recorréncia, a A. phalerata corresponde a uma importante atividade extrativista,
uma vez que todas as partes da espécie possuem alguma finalidade econdmica, sendo as
sementes e 0s 6leos por elas produzidos, as mais utilizadas para fins medicinais (Negrelle, 2015;
Arruda et al., 2018).

Figura 1 — mapa de ocorréncia no Brasil de A. phalerata
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Centro Nacional de Conservacio da Flora - CNCFlora. Disponivel em:
<http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/ptbr/profile/Attalea%20phalerata>.
Acesso em: 30 jan. 2025.
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O fruto da espécie possui um grande valor econdmico e cultural para as regides de
producao, pois além de ser usado para a extragao do 6leo da semente, também representa fonte
de alimentos para as familias que moram nessas regides. Em relacdo a composi¢do quimica, foi
possivel observar no extrato aquoso preparado a partir de folhas maceradas, a alta presenca de
esteroides, em especial o colesterol, compostos fendlicos, saponinas, taninos, flavonoides,
cumarinas ¢ glicosideos cardiotonicos. Todos esses compostos podem estar diretamente
relacionados aos efeitos medicinais relatados pela populagao (Cardoso Coimbra ef al., 2020).

Levando em consideragdo o costume ancestral de utilizar o uso do dleo de acuri para
propositos medicinais, ¢ possivel encontrar na literatura estudos referentes a toxicidade
exercida pela espécie. Freitas de Lima et al. (2016) demonstraram por um ensaio de toxicidade
realizado com ratos Wistar (machos e fémeas) auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade
durante tratamento prolongado, apesar dos autores reforcarem a necessidade da realizagao de
estudos adicionais. Em consonancia, Freitas de Lima ef al. (2017) demonstraram em um ensaio
de toxicidade aguda e subaguda com ratos Wistar (machos e fémeas) a auséncia de alteragdes
nos padrdes de alimentagdo, consumo de 4gua e ganho de peso. Além disso, nenhuma morte foi
registrada durante todo o periodo experimental.

Em relacgdo a atividade biologica, Freitas de Lima et al. (2018) evidenciaram que ratas
Wistar tratadas com 700 mg/kg de dleo de A. phalerata apresentaram reducgdo significativa do
edema de pata induzido pela carragenina. De fato, foi demonstrado que o edema teve redugao
favoravel em todas as fases de desenvolvimento, sendo que o tratamento atuou diretamente nos
mediadores quimicos da inflamagao, dentre eles a histamina e prostaglandinas. Em consonéncia
aos resultados in vivo, Freitas de Lima et al. (2018) demonstraram a capacidade de diferentes
concentragdes do 6leo de acuri induzir a produgdo de 6xido nitrico e inibir a agdo das enzimas

Ciclooxigenases 1 (COX1) e COX2.

2.4.2 Pfaffia paniculata

A espécie P. paniculata (Mart.) Kuntze, popularmente conhecida como suma, faftia e
ginseng brasileiro, pertence ao género Pfaffia Mart., familia Amaranthaceae. E considerada um
semi arbusto, podendo chegar até 2 metros de altura. Apresenta raizes com tubérculos grossos,
geralmente associados a tracos humanoides, sendo essa uma caracteristica da espécie (Oliveira,

1986). Normalmente, apresenta flores esbranquicadas e folhas lanceadas em tons esverdeados
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com até 12 cm de comprimento, sendo o periodo de florescimento entre os meses de fevereiro,
em relacdo a disponibilidade, a P. paniculata ocorre em regides abertas e proximas a rios, sendo
possivel encontrar a espécie na bacia amazodnica e nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso e Santa Catarina (Marchioretto et al., 2010).

No inicio do século XXI, a P. paniculata representava um dos maiores volumes de
vendas relacionadas a plantas medicinais no Brasil. Tal fato, deve-se a alguns fatores, incluindo
a semelhanga fisica e farmacoldgica com o Ginseng coreano (Panax ginseng), € principalmente
a crenga popular decorrente dos povos origindrios que habitavam a bacia amazonica, pois
atribuiam a P. paniculata o nome de ‘para tudo’, uma vez que a espécie ¢é utilizada
popularmente no tratamento de diversas patologias Apesar do uso de todas as partes da P
paniculata para fins terapéuticos, a raiz ¢ a principal escolha da populacao. A estrutura possui
de 3 a 4 cm de comprimento, tendo coloragdo intermedidria entre marrom e amarelo. Sendo
subterranea, possui como principal caracteristica o crescimento irregular em espessura,
decorrente do desenvolvimento de anéis provenientes do tecido meristematico, que por sua vez
dao origem a 18 sucessivas faixas vasculares colaterais, sendo responsaveis pela aparéncia com
tracos humanoides (Gosmann et al., 2003). Foi a partir do extrato metandlico, produzido a partir
do po6 daraiz de P. paniculata, que foi isolado em 1983 o 4cido pafico, pertencente a classe dos
noriterpendides, que corresponde ao principal metabolito da espécie. Estudos posteriores
demonstraram a presenca de 3 saponinas que receberam o nome de pfaffosideos A, B e C, e
pfaffine A e B, pertencentes a classe dos noriterpenodides, todos esses compostos sao
encontrados apenas na P. paniculata, podendo ser usados para a caracterizagao da espécie. No
mais, também ¢ possivel encontrar esteroides e triterpenodides, que podem auxiliar no
desempenho biologico apresentado pela planta (Takemoto ef al., 1983; Nishimoto et al., 1984;
Lietal.,2010). (Rateds; Gosmann, 2002). A possibilidade de aplicagdo da P. paniculata para o
tratamento de diversos sintomas a categoriza como um adaptogeno, termo usado para
representar a capacidade de uma planta atuar como reguladora metabolica natural, elevando a
prote¢ao do organismo diante estimulos estressantes (Mendes; Carlini, 2007).

Apesar do uso de todas as partes da P. paniculata para fins terapéuticos, a raiz ¢ a
principal escolha da populagao. A estrutura possui de 3 a 4 cm de comprimento, tendo coloragao
intermedidria entre marrom e amarelo. Sendo subterranea, possui como principal caracteristica
o crescimento irregular em espessura, decorrente do desenvolvimento de anéis provenientes do
tecido meristematico, que por sua vez dao origem a 18 sucessivas faixas vasculares colaterais,
sendo responsaveis pela aparéncia com tragos humanoéides (Gosmann et al., 2003). Foi a partir

do extrato metanodlico, produzido a partir do péd da raiz de P. paniculata, que foi isolado em
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1983 o acido pafico, pertencente a classe dos noriterpenoides, que corresponde ao principal
metabolito da espécie. Estudos posteriores demonstraram a presenca de 3 saponinas que
receberam o nome de pfaffosideos A, B e C, e pfaffine A e B, pertencentes a classe dos
noriterpendides, todos esses compostos sao encontrados apenas na P. paniculata, podendo ser
usados para a caracterizagdo da espécie. No mais, também ¢ possivel encontrar esteroides e
triterpendides, que podem auxiliar no desempenho bioldgico apresentado pela planta
(Takemoto et al., 1983; Nishimoto et al., 1984; Li et al., 2010).

Levando em consideracdo o costume popular em aplicar a raiz de P. paniculata para
o tratamento de diversas patologias, € possivel encontrar na literatura diversos estudos
referentes a acdo bioldgica da espécie. Em relacdo a atividade antimicrobiana, pouco se sabe,
entretanto, estudos demonstraram resultados satisfatorios do extrato glicolico produzido a partir
do pd da raiz de ginseng brasileiro em reduzir o crescimento de bactérias com elevada
importancia clinica, dentre elas Klebsiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa (Paula-
Ramos et al., 2016), bem como apresentou atividade antifingica frente espécies do género
Candida, em especial Candida albicans, reduzindo o seu crescimento e diminuindo a producao
do biofilme (Miranda et al., 2024).

Desde o isolamento do acido péfico e a identificacdo das saponinas presentes na raiz
de P. paniculata, sabe-se do potencial anticancerigeno da espécie. Estudos in vitro foram
realizados com células de carcinoma mamario metastatico humano (MCF-7) tratadas com o
extrato butanolico produzido a partir da raiz da espécie, evidenciou a diminuicdo do
crescimento celular, sendo possivel observar o aumento no numero de morte celular e alteracdes
nas organelas citoplasmaticas, provocando inviabilidade celular (Nagamine et al., 2009). Ja em
relacdo aos estudos in vivo com camundongos é possivel encontrar relatos sobre a capacidade
do extrato butandlico obtido do pé da raiz de P. paniculata em reduzir a incidéncia de lesGes
hepaticas (pré-neoplasicas), bem como aumentar a presenca de infiltrado inflamatorio no tecido
hepético, demonstrando uma possivel acdo inflamatdria desencadeada pelo tratamento (Da
Silva et al., 2005). De modo geral, a presenca de saponinas na composi¢ao quimica da espécie
pode ser uma possivel explicacdo para os resultados apontados, uma vez que a literatura
reconhece o efeito inflamatorio e imunogénico exercido por essa classe de compostos (Da Silva
et al., 2010; Vieira et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos cardioprotetores exercidos por nanocapsulas produzidas a partir de
oleo de Athallea phalerata em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e avaliar a seguranca
gestacional exercida por nanoparticulas de ouro estabilizadas em extrato aquoso de Pfaffia
paniculata em ratas SHR prenhas.

3.4. Objetivos Especificos

e Auvaliar o potencial antihipertensivo agudo exercido por nanocapsulas produzidas a
partir do 6leo do fruto de A. phalerata em ratos SHR;

¢ Investigar o potencial antihipertensivo exercido por nanocapsulas produzidas a partir do
6leo do fruto de A. phalerata apos tratamento prolongado em ratos SHR;

e Avaliar o mecanismo de acdo antihipertensivo das nanocapsulas produzidas a partir do
6leo de Atthalea phalerata em ratos SHR;

e Investigar o potencial cardioprotetor exercido por nanoparticulas de ouro estabilizadas
no extrato aquoso de P. paniculata apds tratamento prolongado em ratas prenhas SHR;

e Avaliar parametros gestacionais de ratas prenhas SHR apds o tratamento com

nanoparticulas de ouro estabilizadas no extrato aquoso de P. paniculata;
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Abstract: Attalea phalerata Martius ex Spreng is a palm tree that is widely distributed in the Central-
West region of Brazil. In this study, we investigated whether the oil-loaded nanocapsules of A. phalerata
(APON) have acute and long-lasting antihypertensive effects in male spontaneously hypertensive
rats (SHR), as well as explored the underlying molecular mechanisms. APON was prepared using
the interfacial polymer deposition method. The particle size, polydispersity index, and zeta potential
were investigated using dynamic and electrophoretic light scattering. The antihypertensive effects
of APON (administered at doses of 1, 3, and 10 mg/kg) were evaluated after acute intraduodenal
administration and after 7 days of oral treatment. To investigate the molecular pathways involved,
we used pharmacological antagonists and inhibitors that target prostaglandin/cyclic adenosine
monophosphate, nitric oxide/cyclic guanosine monophosphate, and potassium channels. Both
acute and prolonged administration of APON (at doses of 3 and 10 mg/kg) resulted in a significant
reduction in systolic, diastolic, and mean arterial pressure. Prior treatment with a non-selective nitric
oxide synthase inhibitor (Nw-nitro-L-arginine methyl ester), guanylyl cyclase inhibitor (methylene
blue), or non-selective calcium-sensitive K* channel blocker (tetraethylammonium) abolished the
antihypertensive effects of APON. Our study showed that A. phalerata oil-loaded nanocapsules have a
significant antihypertensive effect in SHR after both short-term and long-term (7-day) use. This effect
seems to rely on the vascular endothelium function and involves the NO-cGMP-K* channel pathway.
This research suggests a new direction for future studies to definitively prove the therapeutic benefits
of APON in treating cardiovascular disease.

Keywords: Arecaceae; acuri; cardiovascular; drug carrier; hypertension; nanoformulation

1. Introduction

Cardiovascular disease (CVD) remains a global health challenge, significantly con-
tributing to mortality and morbidity rates worldwide. Hypertension, a prevalent CVD,
significantly increases the risk of heart failure, coronary artery disease, and chronic kidney
disease [1,2]. Traditional populations have a longstanding practice of using medicinal
plants and herbs in the management of cardiovascular ailments, particularly hypertension.
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These natural products contain a rich source of biologically active compounds, favoring
the development of new herbal medicines [3,4]. Despite the rich phytochemical spectrum,
many plant-based preparations have low solubility and gastrointestinal absorption [5].
Therefore, the use of nanocarriers can promote the development of innovative formula-
tions from natural products, becoming effective pharmaceutical forms for the treatment of
cardiovascular diseases [6].

Palm tree oils are commonly used as food and remedies by traditional communities [6].
The palm tree oil (dendé oil) obtained from the Elaeis guineensis and Coconut oil (from
Cocos nucifera) are the palm tree oils most known and commercialized around the world.
However, there is a diversity of oils produced by different species of the Arecaceae family
which are little known but widely used by native populations both as food and as remedy.
Attalea phalerata Martius ex Spreng, commonly known as acuri, is a palm tree native to
Central-West Brazil, and particularly, to the Cerrado biome [7,8]. Traditionally, indigenous
populations have used the kernel oil of A. phalerata as a substitute for palm and coconut oil
in cooking [6,7]. Additionally, acuri oil has been used in traditional medicine to treat fever,
skin lesions, respiratory problems, and inflammation [7,9].

Recent research suggests potential health benefits beyond its traditional uses. Acacio
et al. [8] reported that APO contains 79.60% saturated fatty acids (Cg.o, 8.73%; C19.0, 7.91%;
Ci12.0, 43.33%; Ci4.0, 10.80%; C1g.9, 6.69%; Cig., 2.20%) and 20.35% unsaturated fatty acids
(C18:1n9¢, 18.01% and Cig.onge, 2.35%). Dodecanoic acid (Cyz.), also known as lauric acid is
the prevalent saturated fatty acid present in APO. It has diverse beneficial effects, includ-
ing cholesterol reduction [8]. The prevalent unsaturated fatty acid contained in APO is
9-octadecenoic acid (Cyg.1n9¢, also known as oleic acid). Oleic acid reduces total cholesterol
and low-density lipoprotein cholesterol and contributes to regulating the blood pressure.
However, APO was never evaluated in order to validate its utility in those health conditions.

Our research group has developed a formulation called acuri oil-loaded nanocapsules
(APON) that demonstrates anti-inflammatory and cytotoxic effects against cancer cells [8].
APON reduces serum triglycerides and total cholesterol in rats, suggesting potential ap-
plications in preventing and treating cardiovascular diseases [8]. Additionally, the study
found APON to be non-toxic at high doses in rats, with an LD5, exceeding 2000 mg/kg [8].

This study investigated the effects of Attalea phalerata Martius ex Spreng oil-loaded
nanocapsules (APON) on blood pressure in male spontaneously hypertensive rats (SHR).
We specifically assessed whether APON administration resulted in acute and/or long-term
antihypertensive effects. Additionally, we explored the underlying molecular mechanisms
responsible for the observed hemodynamic changes.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Heparin was obtained from Hipolabor (Belo Horizonte, MG, Brazil). Xylazine and
ketamine hydrochloride were sourced from Syntec in Sao Paulo, SP, Brazil. Methylene
blue, 2',5'-dideoxyadenosine (DDA), indomethacin, tetraethylammonium (TEA), and Nw-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Kollicoat® MAE 100P was kindly supplied by BASF, Sao Paulo, Brazil. Tween 80
was purchased from Crodapharma, Sao Paulo, (Brazil).

2.2. Plant Material

Ripe fruits of A. phalerata were harvested in the municipality of Jaraguari, Mato Grosso
do Sul, Brazil (20°6'58" S 54°25'44"” W). The Department of Botany at the Federal University
of Mato Grosso do Sul confirmed the botanical identification of the species.

2.3. Oil Extraction

Ripe fruits were air-dried at room temperature for 7 days. Subsequently, the kernels
were separated from the fruit and ground using an electric grinder. The extraction was
performed using 200 g of the grinding fruit kernel in 1000 mL of n-hexane. The mixture
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was placed in the dark for 7 days and stirred thrice a day. The n-hexane liquid holding
the oil was filtered through filter paper to remove physical impurities and transferred to a
rotary evaporator under vacuum at a temperature of 50 °C until complete solvent removal.
The oil was stored in an amber bottle at room temperature until further use [8].

2.4. Physicochemical Characterization

The organoleptic properties, such as color, aroma, and appearance of the APO, were
documented. The physiochemical properties, including refractive index, relative density,
acidity index, iodine value, and saponification value, were evaluated in accordance with
the Brazilian Pharmacopeia [8-10].

2.5. Gas Chromatography/Mass Spectroscopic Analysis

The fatty acid profile of the APO was evaluated following the methodology developed
by Acécio et al. [8]. Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (Shimadzu,
model GC-2010, Kyoto, Japan) was used with a Flame Ionization Detector (FID) and a
split/splitless injector. The separation was carried out on a 30 m fused silica capillary
column with a diameter of 0.25 mm, BPX-70 (70% Cyanopropyl polysilphenylenesiloxane)
from Sigma Aldrich, USA. The operating parameters were as follows: detector temperature
of 250 °C, injector temperature of 250 °C. The initial column temperature was set at 80°C
(3 min), gradually increased to 140 °C at a rate of 10 °C/min, further increased to 240 °C
at a rate of 5 °C/min, and held at that temperature for 11 min. Helium (from White
Martins, Brazil) was used as the carrier gas with a flow rate of 1.0 mL/min, synthetic air
and hydrogen as the detector gas, and nitrogen as the auxiliary gas (make-up gas). The
injection volume was 1pL. Identification and quantification of fatty acids were performed
by comparing the retention time of fatty acid methyl esters in the sample with that of
the standard (FAME mix, 100 mg—37 components). The quantitation was expressed as a
percentage of the total found fatty acids.

The analytical methodology was developed and validated for this purpose. The
method’s recovery (accuracy) was 100 & 2.11%, the precision was + 1.12%, the limit of
detection (LOD) was 2.50 ppm, and the limit of quantification (LOQ) was 8 ppm. The mean
and the standard deviation of three replicates were reported.

2.6. Nanocapsules Preparation

The Acuri oil-loaded nanocapsules were synthesized using the nanoprecipitation
method [11] with some modifications [8]. For the preparation of the organic phase, 1 g
of Kollicoat® MAE 100P was dissolved in 20 mL of a mixture of absolute ethanol and
acetone (3:1). The mixture was stirred at 400 rpm for 7 min. Then, 0.5 g of Span80 and
0.5 g of Acuri oil were added, with the stirring kept at 400 rpm for 10 more min. The
aqueous phase consisted of 100 mL of Milli-Q water and 0.5 g of the non-ionic surfactant
Tween 80. The organic phase was added dropwise to the aqueous phase with agitation
(650 rpm) and stirred for 15 min. The mixture was sonicated using an ultrasonic probe
(Sonics Vibra-Cell VCX 750, Sao Paulo, Brazil) with a power of 8.0 W for 7 min. Then,
the solvent mixture was evaporated on a heating plate at 50 °C with magnetic stirring at
650 rpm for 24 h. The nanocapsule suspension was transferred to an amber vial; the volume
was adjusted to 100 mL with Milli-Q water, and it was stored at 25 & 2 °C for 24 h prior to
characterization [8].

2.7. Nanocapsules Characterization
2.7.1. Particle Size and Polydispersity Index

The particle size and homogeneity (polydispersity index) were assessed using Pho-
ton Correlation Spectroscopy with a Zetasizer Nano ZS instrument (Malvern, UK). The
measurements were conducted at a laser wavelength of 633 nm, scattering angle of 173°,
and temperature of 25 °C. Three measurements were taken for each sample, and the
mean =+ standard deviation was reported [8,11].
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2.7.2. (-Potential

The (-potential was measured using Electrophoretic Light Scattering in a Zetasizer
Nano ZS (Malvern, UK) with gold electrode polycarbonate cuvettes (DTS1060, UK). The
measurements were conducted at 25 °C with a voltage of 150 V. Three replicates were
carried out, and the results were reported as mean =+ standard deviation [8,11].

2.7.3. pH Evaluation

The pH of the suspension of nanocapsules was measured using a pH meter (Gehaka
PG2000). The equipment was calibrated using buffer solutions of pH 4, 7, and 10 before
taking the measurements. The measurements were carried out in triplicate.

2.8. Animals

Three-month-old male SHR rats, weighing 310-340 g, were obtained from the animal
facility at the Federal University of Grande Dourados (UFGD). The rats were housed in a
controlled vivarium with a 12-h light/dark cycle, maintained at a temperature of 22 + 3 °C
and a humidity level of 50-60%. They were provided with ad libitum access to filtered water
and standard food pellets. All animal handling procedures were conducted in accordance
with the guidelines approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation of
UFGD (protocol no. 07/2020).

2.9. Investigation of APON Effects on Arterial Pressure and Heart Rate

To evaluate the acute effects of APON, male spontaneously hypertensive rats (SHR)
were subjected to continuous anesthesia via inhalation of isoflurane (2 to 3%). Additionally,
each rat received a single subcutaneous injection of heparin (50 IU). Subsequently, the left
carotid artery was cannulated and connected to a pressure transducer, which was interfaced
with the PowerLab data acquisition system utilizing LabChart 8.1.28 software for Windows
(ADI Instruments, Castle Hill, Australia) to recording SBP, DBP, MAP, and HR levels. After
this procedure, different groups of rats (n = 6) received varying doses of APON (1, 3, or
10 mg/kg) or enalapril (5 mg/kg) via intraduodenal administration. The control group
was given intraduodenal administration of a vehicle (0.9% saline) at a consistent volume
of 100 uL per 100 g body weight. Changes in arterial pressure and heart rate (HR) were
monitored for 35 min following the treatments.

To evaluate the blood pressure-lowering effects after extended treatment, distinct
groups of rats (n = 6 per group) were given oral doses of APON (1, 3, or 10 mg/kg),
enalapril (5 mg/kg), or a control (filtered water; 100 pL./100 g body weight) once a day for
7 days. On the 8th day, the rats were anesthetized with continuous inhalation of isoflurane
(2-3%) and underwent the same surgical procedure as previously described. Changes
in blood pressure and heart rate were monitored for 35 min. Each rat received only one
substance being studied during both acute and prolonged treatment stages. At the end of
the experiments, euthanasia was carried out by administering an overdose of isoflurane
inhalation (30-40%).

2.10. Involvement of the Prostaglandin/Cyclic Adenosine Monophosphate, Nitric Oxide/Cyclic
Guanosine Monophosphate Pathways, as well as K* Channels, in the APON
Antihypertensive Effects

After isoflurane anesthesia (2-3%), the left femoral vein was cannulated in different
groups of spontaneously hypertensive rats (n = 6/group) and connected to an infusion
pump (EFF 311, Insight, Ribeirao Preto, Brazil). Subsequently, L-NAME (a non-selective ni-
tric oxide synthase inhibitor; 7 mg/kg/min) or methylene blue (a guanylyl cyclase inhibitor;
150 nmol/kg/min) was continuously infused, or a single injection of DDA (selective adeny-
late cyclase inhibitor; 0.1 mg/kg), indomethacin (a nonselective cyclooxygenase inhibitor;
3 mg/kg), or TEA (non-selective K* channel blocker; 400 pmol/kg) was administered
intraperitoneally. Afterward, APON (3 mg/kg) was administered via the intraduodenal
route, and arterial pressure levels were recorded for 35 min. Each rat received only one of
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the substances being investigated. The total volume injected into the animals during the
infusion period was 1000 pL. At the end of the experiments, all animals were euthanized
using an overdose of isoflurane (30-40% by inhalation).

2.11. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni post hoc test. Results are expressed as mean =+ standard error
of the mean of 6 animals per group. Statistical significance was set at p < 0.05. GraphPad
Prism 10 for macOS (San Diego, CA, USA) was used for constructing the graphs and for all
statistical analyses.

3. Results
3.1. Oil Extraction and Characterization

The Athalea phalerata oil (APO) is non-viscous and translucent liquid, yellowish, with
the aroma of the ripe fruit. The extraction yielded 35.25% (w:w) of APO. APO exhibited
a refractive index (at 30 °C) of 1.4590 + 0.0105, a density (30 °C) of 0.925 =+ 0.040, an

acidity value of 0.12 + 0.02%, an iodine value of 21.50 =+ 3.15, and a saponification value of
237.80 4 10.25.

3.2. Fatty Acid Profile

The fatty acid composition of the APO is shown in Table 1. It is important to note that
the lipid composition of Acuri oil includes just eight fatty acids, with saturated fatty acids
making up 79.60% and the predominant compound being dodecanoic acid. Unsaturated
fatty acids make up 20.35%, with the prevalent one being octadecenoic acid.

Table 1. Fatty acid profile of the Acuri kernel oil.

Chain Length Fatty Acid Relative Quantity (%)

Cso Octanoic acid 8.91 +0.31
Cio0 Decanoic acid 7.67 £0.74
Ci20 Dodecanoic acid 4297 + 155
Cia0 Tetradecanoic acid 10.09 + 0.37
Cis0 Hexadecanoic acid 6.02 + 0.49
Cigo Octadecanoic acid 2.42 +0.08
Ci8:1n9¢ 9-octadecenoid acid 19.22 +0.85
Ci8:2n6¢ 9,12-octadecadienoid acid 2.88 +£0.14
Total 99.18 + 0.49

The analysis was made in triplicate. Saturated fatty acids: 77.08 £ 0.59%, Unsaturated fatty acids 22.10 =4 0.26%.

3.3. Nanocapsules Properties

The particle size distribution and ¢-potential of APON are shown in Figure 1. Nanocap-
sules showed a particle size of 196.90 nm (Figure 1A). The particle size distribution graph
exhibits a narrow peak base, typical of a system with a low polydispersity index (0.159).
Nanocapsules showed a (-potential of —59.10 mV (Figure 1B), and a pH of 5.14.

A Size distribution by Intensity Zeta potential counts B
400,000 e
15

= : Z- potential: -51.10:mV
Polydispersity index: 0.159 // sy
10 : :
0

300,000

Size: 196.90 nm 200,000

100,000

Intensity (per cent)

10 100 1,000 10,000

-100 -50 0 50 100
Apparent Zeta potential (mV)

Size (am)

Figure 1. Particle size distribution (A) and (-potential (B) of A. phalerata kernel oil-loaded nanocap-
sules (APON).
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Patent

This product was patented as: Jesus Rafael Rodriguez Amado, Ariadna Lafourcade
Prada; Bianca Rodrigues Acacio; Marco Anténio Utrera Martines; Renata Trentin Perdomo.
Compositions containing oil from acuri fruits (Scheelea phalerata (Mart. ex Spreng.) Burret:
Pharmacologic, cosmetic, and nutraceutical utilities (in Portuguese). Under deposit number:
BR 102022015777-4 A2. Nacional Institute of Industrial Property (INPI), Brazil. Deposit
date: 09/08/2022. Publication date: 20/02/2024. Revista da Propriedade Industrial, Rio
de Janeiro, Brazil. https:/ /revistas.inpi.gov.br/rpi/ (accessed on 9 May 2024). Section VI,
Patents: p. 224.

3.4. Antihypertensive Effects of APON in SHR2

After a 15 min stabilization period and before administering any substances, the
baseline systolic blood pressure (SBP), the diastolic blood pressure (DBP), and the mean
arterial pressure (MAP) of the animals (SHR) were recorded as 161.4 £ 4.2, 99.3 & 3.9,
and 122.5 4+ 4.6 mmHg, respectively, while the heart rate (HR) was at 345 + 39 beats per
minute (bpm). Administering intraduodenal APON at doses of 3 and 10 mg/kg resulted
in a decrease of approximately 20 mmHg in SBP, DBP, and MAP (Figure 2A-C). There
was no noticeable effect on HR with any of the substances given (Figure 2D). Further
analysis showed no statistically significant differences in the recorded data following the
administration of enalapril (5 mg/kg) compared to receiving APON at doses of 3 and
10 mg/kg.
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Figure 2. Acute antihypertensive effects of Attalea phalerata oil-loaded nanocapsules (APON). APON
was administered intraduodenally in anesthetized rats. The systolic blood pressure (SBP; A), diastolic
blood pressure (DBP; B), mean arterial pressure (MAP; C), and heart rate (HR; D) are displayed.
C-, effect of vehicle control (0.9% saline, 200 pL). The results are expressed as mean + SEM
(n = 6/group).  p < 0.05 when compared with respective control group; ® p < 0.05 when com-
pared with 1 mg/kg APON (ANOVA followed by Bonferroni post hoc test).

Seven days of oral administration of APON at doses of 3 and 10 mg/kg resulted in a sig-
nificant decrease in blood pressure in all hypertensive rats. Basal measurements in control
animals showed SBP, DBP, and MAP levels at 166.3 + 4.7, 97.9 4= 4.2, and 120.3 & 4.0 mmHg,
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respectively. However, in animals treated with 3 and 10 mg/kg of APON, the SBP, DBP,
and MAP levels decreased to 144.1 4 4.3, 75.9 4 4.8, and 100.4 + 4.4 mmHg, respectively
(Figure 3A-C). It is important to note that heart rate did not show any significant changes
with any of the treatments (Figure 3D). Additionally, SHR treated with enalapril also
showed a significant decrease in blood pressure levels, comparable to the values seen in

rats given 3 or 10 mg/kg of APON.
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Figure 3. Sustained antihypertensive effects of Attalea phalerata oil-loaded nanocapsules (APON).
APON was administered orally daily for 7 days. The systolic blood pressure (SBP; A), diastolic blood
pressure (DBP; B), mean arterial pressure (MAP; C), and heart rate (HR; D) are displayed. C-, effect
of vehicle (filtered water, 300 uL). The results are expressed as mean + SEM (n = 6/group). # p < 0.05
when compared with respective control group; P p < 0.05 when compared with 1 mg/kg APON
(ANOVA followed by Bonferroni post hoc test).

3.5. Effects of the Prostaglandin/Cyclic Adenosine Monophosphate Pathway on the
Antihypertensive Effects of the APON

The decrease in blood pressure caused by APON was not affected when combined
with indomethacin (Figure 4A-C) or adenylate cyclase inhibitor 2’,5-dideoxyadenosine
(DDA; Figure 4D-F). Furthermore, the use of indomethacin and DDA did not result in any
changes in heart rate in any of the experimental groups.

3.6. Effects of the NO-cGMP-K* Channel Pathways on the Antihypertensive Effects of the APON

The continuous administration of L-NAME resulted in a significant increase in systolic
blood pressure (SBP) from 171.1 £ 5.1 mmHg to 205.6 £ 8.7 mmHg, diastolic blood pressure
(DBP) from 98.5 4 4.6 mmHg to 125.4 4 5.2 mmHg, and mean arterial pressure (MAP) from
119.8 £ 4.7 mmHg to 154.7 + 7.4 mmHg. L-NAME infusion impaired the ability of 3 mg/kg
of APON to reduce SBP, DBP, and MAP, while only slightly affecting the effectiveness of
enalapril (Figure 5A—C). Moreover, the administration of methylene blue (Figure 5D-F)
or nonselective calcium-sensitive potassium channel blocker tetraethylammonium (TEA)
(Figure 5G-I) abolished the antihypertensive effects of APON without changing the efficacy
of enalapril.
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Figure 4. Absence of the involvement of the prostaglandin/cAMP pathway in the antihypertensive
effect of Attalea phalerata oil-loaded nanocapsules (APON). The animals received APON (3 mg/kg, in-
traduodenally) in the presence and absence of an intraperitoneal injection of indomethacin (3 mg/kg)
or DDA (0.1 mg/kg). The systolic blood pressure (SBP; A,D), diastolic blood pressure (DBP; B,E),
mean arterial pressure (MAP; CF) are displayed. ® p < 0.05 when compared with respective control
group (ANOVA followed by Bonferroni post hoc test). DDA, 2,5'-dideoxyadenosine.
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Figure 5. Involvement of the nitric oxide/cGMP pathway and K* channels in the antihypertensive
effect of Attalea phalerata oil-loaded nanocapsules (APON). The animals received APON (3 mg/kg,
intraduodenally) in the presence and absence of a continuous infusion of L-NAME (7 mg/kg/min),
a continuous infusion of methylene blue (150 nmol/kg/min), or an intraperitoneal injection of
tetraethylammonium (400 umol/kg). The systolic blood pressure (SBP; A,D,G), diastolic blood
pressure (DBP; B,E H), mean arterial pressure (MAP; C,F,I) are displayed. The results are expressed
as mean + SEM (1 = 6/group). @ p < 0.05 when compared with respective control group; ° p < 0.05
when compared with respective inhibitor (ANOVA followed by Bonferroni post hoc test). L-NAME,
Nw-Nitro-L-arginine methyl ester; TEA, tetraethylammonium.
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4. Discussion

The oil extracted for this study is a non-viscous and translucent liquid with a yellowish
hue, with the smell of ripe fruit. The extraction process revealed a yielding of 35.25% (w:w).
The APO refractive index, relative density, acidity value, iodine value, and saponification
value agree with those reported by Acacio et al. [8]. APO exhibited a fatty acid profile
with dodecanoic acid (Cj2.0) as the most abundant (42.97%) saturated acid and oleic acid
(C18:1n9¢) as the prevalent unsaturated fatty acid (19.22%). APO shares physicochemical
characteristics consistent with the results described in the literature [8,10]. This fact occurs
because we use the same row material, methodology, and characterization methods. These
properties play a crucial role as they can be used as quality control parameters to facilitate
scalability for possible industrial production of the APO. Notably, beyond the research
conducted by Acacio et al. [8] and our research, there are no existing studies focused on
the use of APO. This lack of reference points underscores the need for further investiga-
tion, especially for potential commercial applications of this extractivist oil in cosmetics
and pharmaceuticals.

The development of nanoencapsulated drugs based on ethnopharmacological knowl-
edge provides a promising alternative for innovation in medicine [12]. This approach
combines efficiency and cost-effectiveness [11,12]. Nanophytopharmaceuticals have the
capability to address challenges associated with herbal products, including low solubil-
ity, limited bioavailability, and shelf-life concerns. The APON exhibited a pH of 5.14,
which is typical of nanocapsules prepared using Kollicoat MAE 100P [13,14]. On the other
hand, APON presented a particle size of 196.90 nm with excellent homogeneity in size,
represented by the narrow peak base and a low polydispersity index (0.159). The APON
exhibited a (-potential of —59.10 mV. The high modular value of {-potential allows the
occurrence of strong particle—particle interaction, keeping nanoparticles in suspension,
preventing aggregation, precipitation, and agglomeration processes, thus enhancing the
APON kinetic stability [13,15].

The effect of A. phalerata fruit kernel oil on blood pressure has not been investigated
until today. In our investigation, we explored the antihypertensive effects of APON in SHR,
uncovering the molecular mechanisms involved in the cardiovascular effects. As a first
step, we perform a screening of the antihypertensive activity after a single administration
via the duodenum. This procedure avoids interaction with stomach food and allows for
better standardization of absorption time and pharmacological response. Additionally,
we also evaluated the effect after 7 days of oral administration, aiming to determine if
the antihypertensive effect would be sustained. In both cases, we observed that doses
of 3 and 10 mg of APON were able to induce a similar antihypertensive effect; therefore,
we chose to use the lower dose (3 mg/kg) for investigative studies on the mechanism of
molecular action.

In recent decades, there has been a focus on the role of endothelium-derived vasoactive
mediators in the cardiovascular field [16]. The endothelium regulates vascular homeostasis
by synthesizing and releasing substances that either constrict or relax blood vessels in
response to chemical (internal or external) or physical stimuli, such as shear stress and
pulsatile stretch. While the nitric oxide and prostacyclin produced by endothelial cells
have a significant impact on controlling the tone of large arteries, endothelium-derived
hyperpolarizing factors play a crucial role in smaller resistance arteries [17]. Our study
demonstrated that the antihypertensive effects of APON were not affected neither by
inhibiting cyclooxygenase with indomethacin, nor by the use of DDA, a selective adenylate
cyclase inhibitor. On the other hand, the use of L-NAME, a nitric oxide synthase inhibitor,
as well as methylene blue (a guanylyl cyclase inhibitor), abolished the antihypertensive
response to APON. Therefore, it is reasonable to suggest that APON-induced blood pressure
reduction is directly influenced by the release of endothelial nitric oxide.

To investigate the role of downstream pathways in the nitric oxide-dependent ac-
tivity of APON, we used a traditional K* channel blocker, tetraethylammonium, which
completely reversed the antihypertensive effects of APON. These results suggest that the
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activation of potassium channels is an important step for APON-induced antihypertensive
effects. Given that the downstream targets of the nitric oxide pathway in blood vessels
involve the opening of K* channels [18], it is reasonable to propose that the NO-cGMP-K*
channel pathway contributes to the endothelium-dependent effects of APON in the SHR.

Despite the valuable insights gained from our study, there are certain limitations that
need to be considered. We recognize that our investigation did not delve into the specific
mechanisms that may be responsible for modulating NO production or inactivation by
APON. Due to the known interaction between antioxidants and NO availability, additional
research is needed to clarify the exact mechanisms by which APON affects NO signaling
and the implications it has on vascular function.

5. Conclusion

Our study demonstrated a significant antihypertensive effect of Attalea phalerata oil-
loaded nanocapsules in spontaneously hypertensive rats (SHR) following both acute and
prolonged (7-day) administration. This effect appears to be dependent on the function of the
vascular endothelium and involves the NO-cGMP-K* channel pathway. By elucidating this
pathway’s involvement, our findings contribute to a deeper mechanistic understanding
of APON'’s pharmacological effect. This work reports, for the first time, the potential
therapeutic value of APON for hypertension management, along with the mechanistic
insights into its cardiovascular effects. This research opens a new avenue for future
investigations aimed at definitively establishing APON’s therapeutic utility in managing
cardiovascular disease.
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Resumo

As sindromes hipertensivas gestacionais (SHG) representam um significativo problema de
saude publica, pois correspondem a causa preponderante de morte materna no Brasil.
Questdes socioecondmicas sao um dos fatores fundamentais de agravo clinico. Isso se deve a
dificuldade em adquirir medicamentos e seguir a terapéutica adequada. No mesmo cendrio, as
plantas medicinais sdo destacadas. Elas sdo bases da promocao do bem-estar bésico e a fonte
predominante de assisténcia para populagcdes mais pobres. Pesquisas farmacologicas
envolvendo plantas medicinais s3o uma das bases para o desenvolvimento de novos farmacos,
dessa forma, frequentemente busca-se novas tecnologias a fim de aprimorar o desempenho de
compostos organicos. Ganhando destaque as nanoparticulas, compostos em escala
nanométrica que potencializam a ac¢do farmacologica e facilitam a circulagdo do farmaco no
organismo humano. O presente estudo buscou avaliar o efeito de nanoparticulas de ouro
estabilizadas no extrato aquoso de Pfaffia paniculata (AuNPs-PP), popularmente conhecida
como ginseng brasileiro, em ratas espontaneamente hipertensas (SHR) prenhas. Para isso,
ratas SHR com 3 meses de idade foram colocadas durante um periodo de 12 horas para
acasalar com ratos machos SHR. Quando a gestagao foi detectada, os animais receberam
cuidado oral didrio por 18 dias, com diversas doses de AuNPs-PP (0,01 mg/kg; 0,1 mg/kg e
0,3 mg/kg). Durante todo o periodo experimental, foram monitorados possiveis sinais de
toxicidade. No final do periodo experimental e antes da eutandsia, os animais foram
submetidos a coleta de urina, medida direta da pressdo arterial, retirada do leito vascular
mesentérico e coleta de sangue para analises bioquimicas, os dados obtidos a partir desses
procedimentos demonstraram auséncia de agdo cardioprotetora. Apos a eutanasia, o utero
gravidico e os ovarios foram retirados para avaliacdo de diferentes pardmetros reprodutivos,
assim como o coracao foi coletado para avaliagdo morfométrica e histopatologica. Os dados

referentes aos pesos das placentas, 6rgdos reprodutivos e demais parametros reprodutivos ndo
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apresentaram diferengas quando comparados ao grupo normotenso, evidenciando o possivel
efeito protetor promovido pela terapéutica e refor¢am a possibilidade do tratamento em
promover a seguranca gestacional, no entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
comprovar essa hipotese. Hipertensao arterial na gestagdo ¢ um sério problema de satde
publica. E essencial buscar alternativas confiaveis de tratamento para melhorar a adesio desta

populagdo.

Palavras-chave: Sindromes hipertensivas gestacionais, hipertensao arterial, gestagdo, Ginseng

brasileiro, Amaranthacea

Introduciao

As Sindromes Hipertensivas Gestacionais (SHG), correspondem a um conjunto de
disturbios que induzem a elevagdo da pressdo sistolica para niveis acima de 140 mmHg (1)
Desde 2014 a Sociedade Internacional para Estudos da Hipertensdo na Gestagao estabelece a
classificagdo das SHG da seguinte forma: hipertensdo cronica, hipertensdo gestacional, pré-
eclampsia (com ou sem proteinuria associada) e hipertensdo cronica sobreposta por pré-
eclampsia (2). Mulheres acometidas por uma SHG apresentam gestag¢do de alto risco e podem
evoluir para complicagdes clinicas, tanto para a mae, quanto para o bebé (1,3).

A ocorréncia das SHG tem aumentado, particularmente a hipertensao cronica durante a
gestagdo, um fato que se relaciona ao aumento de diagnosticos de hipertensdo arterial, no Brasil
e no mundo (4-7). Os mecanismos fisiopatologicos dos distirbios hipertensivos gestacionais
ndo sdo totalmente elucidados, mas sabe-se que diferem entre si. E sabido que existem fatores
de risco para a sindrome, como idade acima de 40 anos, obesidade e distirbios imunologicos.

Fatores socioecondmicos influenciam no desenvolvimento da doenga, pois impactam na
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possibilidade de aquisicdo de medicamentos e acesso a estabelecimentos de satde
especializados. A falta de acesso a cuidados médicos pode atrasar o diagnostico e tratamento
(8-10)

Nesse sentido, ¢ valido mencionar as plantas medicinais, trata-se de um conhecimento
ancestral baseado em empregar espécies vegetais para o tratamento de diversas patologias
(11,12). A OMS reconhece, desde a década de 1970 que o uso de plantas medicinais
corresponde a um dos pilares para a promog¢ao da atencdo em saude primadria, especialmente
em paises em desenvolvimento e em populagdes mais pobres (11,13). Baseada nessa realidade,
promover pesquisas que envolvem plantas medicinais € essencial tanto para o desenvolvimento
de novos farmacos, quanto para o estabelecimento de uso seguro (14)

A partir desse contexto, destaca-se a P. paniculata (Mart.) Kuntze Kuntze popularmente
conhecida como ‘ginseng brasileiro’ ou ‘para-tudo’. Trata-se de uma espécie da familia
Amaranthacea, ¢ devido as caracteristicas adaptogenas, ¢ tradicionalmente utilizada para o
tratamento de diversas patologias, incluindo as cardiovasculares (15,16). Apesar de haver
evidéncias do uso de todas as partes de Pfaffia paniculata para fins medicinais, a raiz ¢ a
principal escolha da populacdo (17).

E possivel encontrar diversos estudos realizados com diferentes preparagdes obtidas de
Pfaffia paniculata, que relatam a atividade farmacologica exercida pela espécie, com destaque
para os efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos, antifungicos, antiangiogénicos e
antineoplésicos (17-19). Quimicamente, a espécie tem muitos metabolitos secundarios.
Destacam-se os flavonoides, triterpendides e saponinas chamadas pfaffosideos. Estas tltimas,
que sdo noriterpendides, sdo responsaveis pelo mecanismo antineoplasico (20-23).

Apesar do uso das plantas medicinais 'in natura' ser disseminado no mundo, as
formulagdes farmacéuticas especializadas sdo empregadas para concentrar os principios ativos

e aprimorar aspectos farmacocinéticos das formulagdes (24). Nesse contexto, destacam-se as
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nano formulagdes, sdo compostos cuja principal caracteristica ¢ o emprego de particulas em
escalas nanométricas (1 — 1000 nm), o tamanho reduzido auxilia na potencializagdo da agao
farmacoldgica da formulagdo (25). O material e o processo de producdo das nanoparticulas
definem o seu comportamento; nesse caso, as nanoparticulas de ouro ganham destaque, pois
apresentam propriedades fisico-quimicas bem definidas, fator que as torna uma excelente
escolha para carreadores de medicamentos, pois ¢ possivel determinar o local de agdo, tamanho
e distribuicao fisioldgica (26-28).

O estudo de plantas medicinais para obtencdo de compostos isolados tem sido uma
promissora area dentro das pesquisas farmacoldgicas (29). As nanoparticulas de ouro
apresentam atualmente, um promissor avango no desenvolvimento de agentes carreadores de
farmacos no organismo, proporcionando ao farmaco todas as vantagens referentes as
nanoparticulas, principalmente a facilidade de penetragio no meio intracelular e
potencializa¢cdo do mecanismo de ag¢ao (30—32). No entanto, os processos classicos de producao
de nanoparticulas de ouro, podem se tornarem complexos devido a possibilidade de exercerem
toxicidade no organismo humano (33-35). A fim de solucionar essa questdo, surgiram as
sinteses verdes, processo em que o processo de produgdo das nanoparticulas de ouro € realizado
com auxilio de material vegetal. Dessa forma, elimina-se a toxicidade proporcionada pelo
método tradicional, assim como permite potencializar o efeito presente em plantas
tradicionalmente utilizadas pela populagado (24,36).

Devido a ampla utilizagdo das plantas medicinais no Brasil, bem como a importancia
clinica das SHG, e a auséncia de evidéncias sobre o uso do ginseng brasileiro nessas condi¢des,
o presente estudo tem por finalidade avaliar o efeito de nanoparticulas de ouro estabilizados no
extrato aquoso de Pfaffia paniculata (Au-NPPs) em ratas espontaneamente hipertensas (SHR)

prenhas.
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Resultados e Discussoes

O uso de plantas medicinais, correspondem a uma pratica ancestral passada entre
geragdes (12). No Brasil, o Ministério da Saude promulgou em 2006 o Programa de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, a fim de incentivar pesquisas sobre as principais plantas utilizadas
no pais, incluindo, a espécie Pfaffia paniculata popularmente conhecida como ‘para-tudo’,
‘ginseng brasileiro’ e ‘suma’ (15,37,38).

O periodo gestacional, corresponde a uma série de mecanismos fisiologicos de
adaptacao do organismo materno para garantir a correta nutri¢ao e desenvolvimento do feto (8).
O sistema cardiovascular ¢ um dos mais afetados, pois ¢ necessario alteragdes no débito
cardiaco para suportar o aumento do fluxo sanguineo promovido pela gravidez (39). No entanto,
mulheres que sofrem com alguma (SHG) ndo conseguem realizar a correta adaptagdo, em
especial mulheres com diagnostico prévio de hipertensao arterial, uma vez que a fisiopatologia
da doenca impacta na correta adaptagdo fisiologica do organismo (40,41). Até o presente
momento, ndo hé estudos referentes a agdo cardioprotetora exercida pela Pfaffia paniculata e a
seguranga gestacional exercida pela espécie, bem como, ndo encontramos estudos a respeito do
uso de Pfaffia paniculata para a produ¢do de nanoparticulas de ouro.

Dada a importancia clinica das SHG, encontrar possiveis mecanismos farmacoldgicos
que auxiliem no tratamento da patologia torna-se essencial. Apds o tratamento oral prolongado,
avaliamos os niveis de pressao arterial sistolica, diastdlica e pressdo arterial média, conforme
demonstrado na Tabela 1, dois grupos que receberam a AuNPs-PP (0,01 e 0,1 mg/kg)
apresentaram valores de pressdo arterial média (PAM), pressao arterial sistdlica (PAS) e pressao
arterial diastdlica (PAD) inferiores, quando comparados aos grupos controle negativo e controle

positivo (anlodipino), no entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas.
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Uma das consequéncias provocadas pela hipertensdo arterial cronica no organismo € o
aumento sustentado da resisténcia vascular periférica, sendo esse, um dos principais empecilhos
para adaptacao gestacional. Durante a angiogénese das artérias uterinas e espiraladas ha a perda
do tecido muscular que compdem a parede dos vasos, tendo como consequéncia alteragdes da
reatividade vascular, contribuindo com a manutengdo dos niveis pressoricos elevados (42,40).
A Tabela 2 apresenta os dados referentes a avaliagdo da reatividade vascular em leito
mesentérico de todos os grupos experimentais. E possivel observar que nio houve alteragdes
estatisticamente significativas, evidenciando a auséncia de atividade cardioprotetora.

A Tabela 3 mostra que todos os grupos experimentais hipertensos (controle negativo,
anlodipino e AuNPs-PP nas doses de 0,03, 0,01 e 0,1 mg/Kg) apresentaram aumento
significativo da massa cardiaca quando comparados ao grupo normotenso (NAIVE). Esses
dados revelam a hipertrofia caracteristica que a hipertensao arterial provoca sobre o miocardio,
confirmando a pré-existéncia da hipertensao arterial antes da gestacao (43,44).

O comprometimento renal ¢ uma classica alteragdo nos pacientes portadores de
complicacdes hipertensivas, no entanto, em gestantes, a presenca de alteracdes nos parametros
urinarios, em especial a presenca de proteinuria, corresponde ao agravamento do quadro clinico,
com o estabelecimento da pré-eclampsia (45). A Tabela 4 apresenta os parametros urindrios
mensurados no primeiro e no 15° dia de gestacdo, permitindo analisar as alteragdes decorrentes
ao longo da gestagdo. Em relagdo ao volume, foi possivel observar, no primeiro dia de
experimento, uma maior eliminagdo de urina dos animais do grupo controle negativo em
comparac¢do ao grupo normotenso (NAIVE), podendo pressupor uma tentativa de compensagao
renal em reduzir os niveis pressoricos. Nos grupos tratados com o AuNPs-PP ou com a
anlodipino ndo houve alteragdes significativas nesse periodo. Por outro lado, no 15° dia de
tratamento, o grupo tratado com a anlodipino apresentou eliminac¢do urinaria superior ao grupo

normotenso. Além disso, assim como ocorreu com os valores de pressdo arterial, os grupos
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tratados com a AuNPs-PP apresentaram eliminacdo de urina ligeiramente superior ao grupo
normotenso, mas também nao houve alteragdes estatisticas significativas. Nao houve alteragdes
relacionadas ao pH, no entanto, em relacdo a densidade, no primeiro dia de coleta, os animais
dos grupos controle negativo e os animais tratados com a maior dose do AuNPs-PP (0,3 mg/kg)
apresentaram reduc¢do significativa da densidade urindria, provavelmente devido as alteragdes
da funcdo renal induzida pela hipertensdo. As concentragdes urindrias de sodio, potédssio e
cloreto ndo foram alteradas por nenhum dos tratamentos realizados (dados ndo apresentados).

Ao longo do desenvolvimento da gestagao ¢ normal o ganho de massa, ja que o feto em
desenvolvimento também vai ganhando peso. Vale salientar que o ganho de peso ocorre
conforme a nutri¢do adequada. Tanto ganhos excessivos quanto perdas expressivas podem ser
indicativos de desnutricdo ou outras condi¢des patologicas associadas (46). A Tabela 5
apresenta os diferentes parametros gestacionais avaliados. Os dados apresentados indicaram
que ndo houve diferencas significativas entre os grupos que receberam a AuNPs-PP e os animais
dos grupos controles. O periodo organogénico corresponde ao periodo de desenvolvimento dos
orgdos dos ratos (7-15 dias de gestagc@o), e ndo foram observadas alteragdes entre os grupos
tratados com a AuNPs-PP e os grupos controles. Esses dados associados ao fato de ndo ter
ocorrido alteragdes clinicas significativas, incluindo sangramentos vaginais e mudanga nos
padrdes alimentares, evidenciam uma provavel auséncia de toxicidade do composto durante o
desenvolvimento gestacional, tanto na fase de implantagdo, quanto na fase de desenvolvimento
dos orgdos. Ao avaliarmos as massas dos fetos, assim como a relacdo prole e progenitora,
também observamos auséncia de alteragdes.

A Tabela 5 também demonstra os valores referentes aos 6rgaos reprodutivos, o peso do
utero, os ovarios e os numeros dos corpos luteos. Todos os grupos tratados com a AuNPs-PP
ndo apresentaram diferengas significativas quando comparados com os animais dos grupos

controle. Essas informagdes evidenciam que o tratamento com a AuNPs-PP, além de ndo afetar
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a implantacdo do citotrofoblasto, possivelmente ndo impacta na producdo de progesterona e
estradiol, hormodnios produzidos pelos corpos luteos e responsaveis pelo desenvolvimento
saudavel da gestacao (47,48).

Em relagdo ao peso das placentas, a Tabela 5 demonstra que os grupos hipertensos
tratado com o veiculo ou com a anlodipino apresentaram placentas menores em comparagao ao
grupo normotenso (NAIVE). Possivelmente, essa alteracdo ocorreu devido a presenga da
hipertensdo cronica, uma vez que o aumento da resisténcia vascular periférica pré-existente
impacta na reatividade vascular aos fatores bioquimicos de angiogénese das artérias
responsaveis pela irrigagdo das placentas, impactando diretamente na perfusdo placentaria (42).
O fato de ndo ter ocorrido alteragdes significativas nas placentas dos grupos que receberam as
AuNPs-PP, demonstra novamente a possibilidade de o tratamento continuado com AuNPs-PP
nao promover toxicidade durante o periodo gestacional.

Os indices reprodutivos, mostrados na Tabela 5, avaliaram o comportamento fisiologico
do organismo materno durante a gestagdo. A taxa de perda pré-implantagdo, assim como o
indice de reabsor¢do, avalia o periodo de implantacdo (1-6 dias de gestacdo), fase responsavel
pela implantacdo do blastocisto. Caso esse processo ndo ocorra adequadamente, o Utero
reabsorve o blastocisto e da origem a uma ‘reabsor¢do’. J4 o indice de implantacdo, e a taxa de
perda pos-implantagdo, avaliam a capacidade do animal em implantar o blastocisto, porém, sem
desenvolvimento viavel dos filhotes (filhotes mortos ou com més formagdes incompativeis com
a vida). Nesses parametros, também ndo houve alteracdes significativas entre todos os grupos
avaliados, reforcando a provavel auséncia de toxicidade da AuNPs-PP em todas as fases
gestacionais.

De modo geral, o tratamento com AuNPs-PP, apresentou resultados satisfatorios
referente a seguranga gestacional, tendo em vista que, relacionado aos pardmetros gestacionais,

os dados referentes aos grupos de tratamento com AuNPs-PP nao apresentaram alteragdes



61

significativas quando comparado ao grupo normotenso (NAIVE) fato que demonstrou a
possibilidade de auséncia de toxicidade evidienciando a seguranga gestacional exercida pelo
composto. No mais, os dados referentes a pressdo arterial e reatividade vascular mesentérica
ndo demonstraram agdo cardioprotetora promovida pelo tratamento. Ao analisar os dados
obtidos com os grupos tratados com as doses de 0,03 mg/kg e 0,1 mg/kg € possivel notar que
tanto a pressado arterial sistolica, quanto a pressao arterial média apresentaram valores inferiores
ao grupo de controle negativo (animais prenhas hipertensas que nao receberam tratamento
farmacoldgico, apenas veiculo), esses dados ndo sdo o suficiente para evidenciar um efeito
hipotensor, no entanto, ¢ possivel sugerir a possibilidade de um efeito atenuador da hipertensao
no organismo materno. Sao necessarios estudos adicionais para melhor investigacdo dessa

hipotese.

Materiais e métodos

Obtengdo dos extratos de P. paniculata e produgdo das AuNPs-PP

Raizes de P. paniculata foram coletadas, limpas e secas em estufa de ar circulante. A
partir do material seco, o extrato aquoso foi preparado através da infusdo. Neste procedimento,
as raizes de P. paniculata foram trituradas, e o p6 resultante submetido a infusdo com 4gua em
ebulicdo em uma propor¢ao de 50 gramas/litro. A infusdo foi mantida em repouso até atingir a
temperatura ambiente, e posteriormente filtrada. Para a sintese das nanoparticulas metalicas de
ouro (AuNPs) foi empregado o extrato aquoso descrito anteriormente. O extrato foi misturado
a uma solu¢do aquosa do sal metalico HAuCl4 para que ocorresse a biorredugdo. A mudanca
visivel de coloracdo da solu¢do reacional ¢ a principal indicagdo de formagdo das

nanoparticulas. A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
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empregada para a caracterizagdo dos grupos funcionais presente na superficie das

nanoparticulas.

Animais e planejamento da prenhes

Foram utilizados ratos da variedade SHR (60 fémeas e 60 machos), com 3 meses de
idade, pesando entre 180-250 g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). Os animais foram mantidos no biotério de pesquisa da FCS/UFGD, em
ambiente controlado, com uma temperatura de 20-24 °C, e um ciclo claro/escuro de 12 h cada.
Para manutencdo, os animais foram agrupados em grupos de 3 a 4 individuos em uma caixa
retangular para ratos (49 x 34 x 16 cm — comprimento x largura x altura), utilizando maravalha
como cama ¢ com disponibilidade de comida e 4gua a vontade. Para os diferentes protocolos
experimentais o nimero de animais por grupo foi de 10 individuos. Para o acasalamento, ratas
SHR virgens foram acasaladas com ratos férteis no modelo de harém em propor¢do de 3:1. A
observacdo da presencga de espermatozoides no esfregago vaginal foi usada para definir o 1° dia
de prenhez. Além disso, as taxas de mortalidade foram monitoradas diariamente. Apods a

confirmagdo da prenhes, os tratamentos foram iniciados e conduzidos por 18 dias.

Desenho experimental

As ratas SHR prenhes foram divididas em diferentes grupos experimentais (n = 10) e
tratadas diariamente da seguinte maneira: 1) Naive (n = 10): ratas prenhes normotensas tratadas
com o veiculo (agua filtrada; 1 mL/kg), por via oral, por 18 dias; 2) Controle negativo (n = 10):
ratas prenhes hipertensas tratadas com veiculo (4dgua filtrada; 1 mL/kg), por via oral, por 18

dias; 3) AuNPs-PP (n = 10 por grupo): ratas prenhes hipertensas tratadas com trés diferentes
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doses (0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg) da AuNPs-PP, pela via oral, por 18 dias; 4) Controle positivo:

ratas prenhes hipertensas tratadas com anlodipino (5 mg/kg), por via oral, por 18 dias.

Investigacdo da seguranca reprodutiva e efeito cardioprotetor

Pressdo arterial sistémica

Os animais foram anestesiados com isoflurano gasoso e em sequéncia receberam uma
injecdo subcutanea de heparina (20 UI). Na sequéncia, a artéria carotida esquerda foi isolada e
canulada a um transdutor de pressdo, ¢ conectado a um sistema de gravacdo PowerLab
(ADInstruments, Inc. Colorado Springs, CO, USA). Os valores de pressao arterial sistolica
(PAS), pressao arterial diastolica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca

(FC) foi registrada por 20 minutos.

Reatividade do leito vascular mesentérico

Antes da eutandsia, os leitos vasculares mesentéricos foram rapidamente isolados e
preparados para a perfusdo. A artéria mesentérica superior foi canulada e lavada delicadamente
uma solucgdo de PSS (119 mM de NaCl; 4,7 mM de KCI; 2,4 mM de CaCl2; 1,2 mM de MgSO4;
25,0 mM de NaHCO3; 1,2 mM de KH2PO4; 11,1 mM de dextrose e 0,03 mM EDTA) para
eliminar o sangue de seu interior. Apos a remocao do intestino inteiro e do leito vascular
associado, o leito mesentérico foi delicadamente separado. Somente quatro filiais arteriais
principais do tronco mesentérico superior colocalizada préximo ao ileo terminal foram
utilizadas. Os leitos mesentéricos isolados foram acondicionados em cubas de vidro, mantidos

a 37 °C, aerados com carbogénio (02 95% e CO2 5%) e perfundidos a um fluxo constante de 4
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mL/min com uma solu¢ao de PSS com auxilio de uma bomba peristaltica. O registro da pressao
de perfusdo foi feito através de um transdutor de pressdo acoplado ao sistema de perfusao,
interligado a um poligrafo computadorizado (Chart v7.00 ADI Instruments, Australia). Apds
um periodo de 30 minutos para estabilizagdo, a integridade da preparacao foi verificada por
uma administracdo em bolus de 120 mmol de KCI. Em seguida, uma curva doseresposta de
fenilefrina (Phe; 1; 3; 10; 30 e 100 nmol); acetilcolina (Ach 10; 30; 100 e 300 pmol e Inmol).
Apbs um novo periodo de estabilizacdo (30 minutos), as preparagdes foram continuamente
profundidas com PSS associado com 3 pM de Phe para induzir um aumento prolongado na
pressdo de perfusdo. Nestas condigdes, foram investigadas as alteragdes da reatividade vascular

induzidas pela administra¢ao de nitroprussiato de sddio (NPS; 300 pmol; 1; 3; 10 ¢ 30 nmol)

Diurese

Para a avalia¢do da funcdo renal a metodologia utilizada foi a de Gasparotto et al. (2009)
(49), com algumas modifica¢des. Para isso, a urina foi coletada no primeiro e no décimo quinto
dia de gestacdo. Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=10), sendo: NAIVE
(animais prenhes e normotensos tratados com agua filtrada 0,2 mg/kg); Controle negativo
(animais prenhes e hipertensos tratados com é4gua filtrada 0.2 mL/100 g); Controle positivo
(animais prenhes e hipertensos tratados com anlodipino 5 mg/kg); AuNPs-PP (animais prenhes
e hipertensos tratados com 3 doses de AuNPs-PP (0,01, 0,1 e 0,3 mg/kg). Visando a equalizagao
dos eletrolitos corporais e a randomizagdo dos grupos pelo volume urinario, previamente ao
inicio dos tratamentos, os animais receberam 5 mL/100g de peso corporal de cloreto de sodio
0,9 %. Os animais foram alocados em gaiolas metabolicas com dgua e racdo ad libitum, durante

um periodo de oito horas apos o balanco de eletrolitos, apds esse periodo foi mensurado o
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volume urindrio, densidade urinaria e pH urinario, amostras de urina foram encaminhadas para

dosagem de sodio, cloreto e potassio.

Coleta de sangue e andlises bioquimicas séricas

Ap6s aretirada dos leitos vasculares mesentéricos e antes eutandsia, amostras de sangue
(4-5 mL) foram obtidas da artéria cardtida previamente canulada. As amostras foram
centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos para obtencdo de soro. Os niveis séricos de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia, creatinina, albumina,
creatinofosfoquinase MB, sodio e potassio serdo mensurados através de um analisador
bioquimico automatizado (Roche Cobas Integra 400 Plus). Os niveis de nitrotirosina (NT)
foram determinados através de ensaio imunoenzimatico (MyBioSource, San Diego, CA, EUA).
Ao final deste procedimento, todos os animais foram submetidos a eutandsia por overdose de
isoflurano em camara com saturacdo obedecendo as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do

Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA).

Peso relativo do coragdo e andlises histopatologicas e morfométricas do ventriculo esquerdo,

arco aortico e placenta

Ap0s a eutandsia, o coracdo foi retirado, seccionado longitudinalmente e limpo. Em
seguida, o peso relativo do coragdo foi determinado (% em peso = peso absoluto do 6rgdo x
100/peso corporal do animal). Parte do tecido cardiaco, o arco adrtico e a placenta foram
colocados em formalina tamponada a 10%. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em

alcool, limpas com xileno e embebidas em parafina. As amostras foram entdo seccionadas (5
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um), coradas com hematoxilina e eosina, e examinadas sob microscopia 6tica. A aquisi¢ao e as

analises dos dados serdo realizadas com auxilio do software Motic Images Plus 2.0.

Andlise dos parametros reprodutivos

Ao final dos experimentos, as ratas foram laparatomizadas para a retirada dos cornos
uterinos. Em seguida, foram determinados o numero de fetos vivos e mortos, relagao feto/mae,
massa dos fetos, massa da placenta e dos ovarios, nimero de implantagdes e reabsorgdes, taxa
de implantacdo (nimero de implanta¢des/nimero de corpos luteos x 100), numero de corpos
luteos, perdas de pré-implantagdo (ntimero de corpos luteos - numero de implantagdes
viaveis/numero de corpos luteos x 100) e perdas de pos-implantagdo (nimero de implantagdes
- numero de fetos vivos/nimero de implantacdes x 100). Aspectos macroscopicos externos

também foram avaliados a fim de detectar possiveis malformagdes fetais(50).

Andadlises estatisticas

Os dados foram analisados quanto & homogeneidade de varidncia e normalidade. As
diferengas entre as médias foram determinadas usando andlise de varidncia (ANOVA) de uma
ou duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos como a média +
erro padrao da média (E.P.M.). Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Os graficos e as analises estatisticas foram realizados com auxilio do software

GraphPad Prism versao 9.3.1. para macOS (GraphPad® Software, San Diego, CA, USA).
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Tabela 1. Valores de pressdo arterial e frequéncia cardiaca em ratas prenhes hipertensas tratadas por 18 dias com
0 AuNPs-PP ou com o anlodipino

Parametros Naive Contr(_)Ie Anlodipino AuNPs-PP AuNPs-PP AuNPs-PP
Negativo 0,03 mg 0,1 mg 0,3 mg
PAS (mmHg) 107.0+7.84 166.2 £ 11.77 159.3 £ 18.52 133.1+£17.39 156.2 £11.71 182.0 £8.33
PAD (mmHg) 53.55 + 12.06 95.62 +7.33 90.46 + 16.77 86.61 + 16.32 69.87 + 8.00 102.4 £5.84
PAM (mmHg) 83.78 +7.81 128.4 £9.35 122.1£19.08 108.6 £ 14.99 108.4 £ 10.30 140.6 £6.41
FC (bpm) 317.8 +19.93 330.4 +13.59 301.3 + 36.28 313.3+17.21 300.7 £ 11.61 325.8+8.14

As analises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média. @ p < 0.05 quando comparado ao grupo naive; PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial
diastolica; PAM: pressdo arterial média; FC: frequéncia cardiaca.

Tabela 2. Valores de reatividade vascular mesentérica em ratas prenhes hipertensas tratadas por 18 dias com
AUNPs-PP ou com a anlodipino.

A . . - AuNPs-PP AuNPs-PP AuNPs-PP
Paréametros Naive Controle Negativo Anlodipino 0,03 mg 0.1 mg 0,3 mg
Phe (nmol)

1 0.61+£0.19 0.99+0.31 0.63+0.31 0.67 £0.27 1.00 £ 0.67 1.48+£0.41
3 2.56 £0.76 161+1.15 0.76 £ 0.40 1.98 +0.85 1.34+£0.84 0.98 £ 0.55
10 4.77+0.48 299+ 122 229+1.17 4.28+1.48 7.63+4.55 512+2.44
30 10.76 £ 3.77 10.62 £ 3.13 3.80+£1.09 9.17+£250 8.49 £ 3.09 9.76 £ 2.99

100 28.87 £9.92 54.66 + 12.25 12.50 + 3.58 33.89 +£5.06 26.33 £5.63 31.38 £ 3.64
ACh (nmol)

0.01 -0.87+0.21 -1.18 +0.27 -0.77 £0.33 -2.66 +1.11 -1.00+0.21 -0.69 + 0.46

0.03 -3.20+ 1,51 -1.43+0.73 -1.14+0.19 -1.36 +1.81 -3.05+ 1.46 -0.63 £ 0.41

0.1 -2.69 + 1.47 -1.76 £ 0.83 -1.00 £ 0.33 -2.52+0.93 -1.69+0.90 -1.21+0.41

0.3 -5.,50 + 1.87 -4.74+2.14 -1.38 £ 0.90 -4.13 + 1.66 -5.05 + 1.56 -2.87 £1.15

1 -7.18+2.73 -4.16 £2.54 -2.29+0.81 -6.07 £1.39 -5.11+£1.99 -4.92 £ 0.97
NPS (nmol)
0.3 -6.16 + 3.96 -2.93 £ 1.05 -1.68 + 0.45 -3.28 +1.61 -3.16+1.74 -2.10 £ 0.59
1 -7.30 + 3.68 -3.02 £ 1.05 -1.96 + 0.55 -5.42 +2.06 -6.59+1.49 -3.84+1.17
3 -5.32+2.24 -3.00 £ 1.29 -1.56 + 0.57 -3.54 +1.07 -71.74+1.74 -4.03+0.94
10 -4.73+2.28 -3.45+1.35 -1.88 +0.97 -5.26 + 1.56 -8.09 + 2.06 -5.06 + 1.27
30 -5.00 + 2.61 -1.98+0.74 -1.98 + 0.60 -2.62 +0.89 -8.07 + 1.40 -3.02 £ 0.99

As analises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média. ® p < 0.05 quando comparado ao grupo naive; PAS: pressao arterial sistlica; PAD: pressao arterial
diastdlica; PAM: presséo arterial média; FC: frequéncia cardiaca.

Table 3. Valores do peso relativo do coragdo de ratas prenhes hipertensas tratadas por 18 dias com o
AUNPs-PP ou com o anlodipino

Parametros Naive Controle Anlodipino AuNPs-PP AuNPs-PP AuNPs-PP
negative P 0,03 mg 0,1 mg 0,3 mg
Coracdo 0.29£0.01 0.45+0.012 0.47 +0.0° 0.44+0.012 0.44 +0.012 0.47 £0.032

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni. Os dados estdo
expressos como média + erro padrdo da média. ® p < 0.05 quando comparado ao grupo naive; PAS: pressdo arterial sistolica;
PAD: pressdo arterial diastdlica; PAM: pressdo arterial média; FC: frequéncia cardiaca.
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Tabela 4. Volume urinério de 8-horas (mL/100g por peso), pH e densidade urinaria de ratas prenhes hipertensas tratadas
por 18 dias com o AuNPs-PP ou com a anlodipino

Parametros Naive Controle Anlodipino  AuNPs-PP 0,03 mg AUNPs-PP AUNPs-PP
Negativo 0,1 mg 0,3 mg

Dia 1
Urina 24-horas/100g 3.26+0.43  6.06 £ 0.49 3.36 £ 0.62 3.47+0.21 5.40+1.71 3.61+0.68
pH 7.76 £0.10 7.39+£0.16 7.31+£0.16 7.35+0.12 7.77+0.08 7.15+0.22
Densidade 1027 +3.94 1014 + 0.66 1020 + 4.09 1016 + 1.65 1015 +1.35 1013 +1.51
Dia 15
Urina 24-horas/100g  2.76 +0.49 434+0.71 9.41+2.82 5.29 £0.26 4.76 £ 0.39 5.28 +2.02
pH 7.64+0.15 7.08+£0.15 7.23+0.18 7.42£0.17 7.54+£0.26 7.19+£0.25
Densidade 1020 + 2.15 1016 £1.15 1012 +2.13 1017 = 2.04 1014 £ 0.97 1017+3.19
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6. CONCLUSAO

A hipertensao arterial ¢ relevante na saude publica mundial, e sua elevagdo na gestacao
pode ser um problema clinico. Este estudo investiga através de dois estudos, alternativas para
tratar a hipertensao e avaliar a seguranga gestacional e o efeito cardioprotetor.

Athallea phalerata, popularmente conhecida como ‘acuri’, ¢ usado pela populagdo para
o tratamento de diversas enfermidades, dentre elas a hipertensdo arterial. No primeiro estudo,
avaliamos os efeitos anti-hipertensivos promovidos por nanocapsulas produzidas com o6leo de
acuri (APON). Os resultados foram mais expressivos na dose de 1 mg/ kg e 3 mg/kg,
apresentando atenuacdo significativa nos niveis pressoricos dos animais. Na pesquisa sobre o
mecanismo, os animais que foram tratados com L-NAME, Azul de Metileno ¢ TEA mostraram
uma diminui¢do significativa nos impactos anti-hipertensivos proporcionados pelas
nanocapsulas de acuri. Esse resultado demonstra que o efeito anti-hipertensivo exercido pela
APON ¢ através da via do 6xido nitrico e canais de potassio endotelial.

Pfaffia paniculata, reconhecida como ‘para- tudo’ ou ‘ginseng brasileiro’, ¢ um
adaptogeno amplamente utilizado no Brasil. No segundo estudo, avaliamos a capacidade
cardioprotetora e seguranca gestacional exercida por nanoparticulas de ouro estabilizadas em
extrato aquoso de P. paniculata em ratas prenhas SHR. Os valores de pressdo, reatividade de
leito mesentérico e analise da diurese ndo demonstraram efeitos cardioprotetores. Em relagao
aos parametros gestacionais, os grupos que receberam o tratamento com nanoparticulas de ouro
de P. paniculata (AuNPs-PP) ndo apresentaram alteracdes significativas quando comparado ao
grupo naive (normotenso), esses dados evidenciam a possivel agdo protetora exercida pelas
AuNPs-PP durante o processo gestacional dos animais. No entanto, estudos adicionais sdo
recomendados para promover uma investigacdo mais profunda dos mecanismos de acdo das
AuNPs-PP.

A hipertensdo arterial € crucial para a saude publica global. Sua elevagdo na gravidez
pode ser um problema clinico. Este estudo explora opgdes de tratamento para hipertensao. Ele
avalia a seguranca na gravidez e o efeito cardiovascular. Athallea phalerata, popularmente
conhecida como 'acuri', ¢ utilizada pela populacdo para o tratamento de varias enfermidades,
incluindo a hipertensao arterial. Na primeira pesquisa, avaliamos os efeitos anti-hipertensivos
promovidos por nanocépsulas produzidas com 6leo de acuri (APON). Os resultados foram mais
expressivos na dose de 1 mg/ kg e 3 mg/kg, apresentando atenuagdo si. Sendo necessario

estudos adicionais para melhor investigacdo dos mecanismos envolvidos.
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