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RESUMO

Zingiber zerumbet é uma planta comum no Norte do Brasil, sendo
usualmente utilizada para fins medicinais. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade biolégica do éleo essencial de Z. zerumbet (OEZz) sobre o
metabolismo, fungédo vascular e renal de ratos Wistar, bem como seu potencial
antioxidante/anti-inflamatério. Para isso, foram realizados experimentos de
reatividade vascular, cultura celular e analises estereolégicas. Para os
experimentos in vivo os ratos foram tratados com OEZz (50-100mg/Kg/dia) por 21
dias. Constatou-se que OEZz e zerumbona (Zer), seu constituinte maijoritario,
promoveram vasodilatacdo aortica de maneira independente da presengca do
endotélio vascular em preparagdes pré-contraidas com fenilefrina (107M), sendo
Zer mais potente, porém de menor eficacia (p<0,05). A pré-incubacéo das aortas
com OEZz ou Zer (10° pg/mL) foi capaz de bloquear a vasoconstrigdo induzida
por fenilefrina (p<0,0001). OEZz e Zer demonstraram reduzir a poténcia da
vasoconstricdo mediada por influxo de calcio em aortas estimuladas com
fenilefrina (10’M) e KCI (60mM). OEZz também demonstrou potencial
vasodilatador in vivo, observado pelo aumento de volume da aorta toracica,
capilares glomerulares e peritubulares. Nao foi observada hipertrofia vascular ou
renal. Apesar de promover redugdo no ritmo de filtragdo glomerular, nao
observamos modificagdo de fluxo urinario ou da excre¢cao de albumina, indicando
que OEZz ndo promove lesao a barreira de filtracdo glomerular. Adicionalmente,
OEZz e Zer demonstraram atividade anti-inflamatdéria ao inibir a produgao de NO
por macrofagos, e antioxidante por inibir a produgédo de EROs. Assim, OEZz e Zer
revelam-se como possiveis ferramentas terapéuticas para o tratamento de
disturbios cardiovasculares associados a inflamacao e estresse oxidativo que
comprometam a funcdo vascular e renal como a hipertensdo arterial. O
tratamento com OEZz ou Zer poderia promover melhora nao apenas local sob o
musculo liso vascular mas também prevenir lesdo em orgaos-alvo por suas agdes

renais, potencial anti-inflamatério e antioxidante.

Palavras-chave: Zingiber zerumbet, zerumbona, vasodilatagdo, fungao renal,

inflamacao.



ABSTRACT

Zingiber zerumbet is a common plant in Northern Brazil, and is usually used
for medicinal purposes. The present study aimed to evaluate the biological activity
of the essential oil of Z. zerumbet (OEZz) on the metabolism, vascular and renal
functions of Wistar rats, as well as its antioxidant/anti-inflammatory potential. For
this were performed experiments of vascular reactivity, cell culture and histological
analysis were performed by stereology For the in vivo experiments, the rats were
treated with OEZz (50-100mg/kg/day) for 21 days. In vitro, OEZz and zerumbone
(Zer), its major constituent, demonstrated a concentration-dependent vasodilator
effect that were independent of the presence of the endothelium in phenylephrine
(10"M) pre-constricted vessels, Zer being more potent but lower in efficacy than
OEZz (p <0.05). Pre-incubation of aortas with OEZz or Zer (103pg/mL) were able
to inhibit phenylephrine-induced vasoconstriction (p <0.0001). OEZz and Zer
showed to reduce the potency and efficacy of calcium influx-mediated
vasoconstriction in rings estimulated with phenylephrine (10"M) or KCI (60mM).
OEZz also demonstrated vasodilator potential in vivo, as observed by enlargement
of the thoracic aorta, glomerular and peritubular capillaries. No hypertrophic
responses were observed. Despite the reduction in glomerular filtration rate, OEZz
treatment did not modify the urinary flow, albumin excretion or kidney structure,
indicating that it did not promote damage to the glomerular filtration barrier.
Additionally, OEZz and Zer demonstrated anti-inflammatory activity by inhibiting
NO production in macrophages, and antioxidant properties by inhibiting the
production of ROS. Thus, OEZz and Zer could be potential therapeutic tools for
the treatment of cardiovascular disorders, such as hypertension, which is
associated with inflammation, oxidative stress and impairment of vascular and
renal function. Treatment with OEZz or Zer could promote not only improve
vascular smooth muscle function, but also prevent target organ damage, due to its

renal action, anti-inflammatory and antioxidant potential.

Key words: Zingiber zerumbet, zerumbone, vasodilation, renal function,

inflammation.
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1. INTRODUGAO

A utilizacdo de produtos naturais como instrumento terapéutico é tdo antiga
quanto a propria civilizagdo humana. Durante muito tempo, produtos minerais,
vegetais e animais foram os Unicos recursos para o tratamento de enfermidades.
Desde entdo, as plantas tém representado uma fonte importante de produtos
bioativos para a humanidade (RATES, 2001; ADAMS, 2009; PROENCA DA
CUNHA, 2010).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o uso de medicamentos
obtidos a partir de plantas medicinais alcanga 80% da populagdo mundial. No
Brasil, pesquisas demonstram que cerca de 90% da populacdo ja fez uso de
alguma planta com carater medicinal (CORREA, 2008). Revela-se ainda que o
uso destas € tdo comum no Brasil que em algumas regides do pais elas séo
comercializadas livremente em mercados populares e cultivadas nos quintais das
residéncias (MACIEL, 2002).

Em geral, plantas medicinais s&o utilizadas para o tratamento de varias
doencgas, desde quadros leves como tosse, gripe, dores musculares e desordens
do trato intestinal, como também no tratamento de patologias mais graves como
diabetes, obesidade, carcinomas, doencas cardiovasculares entre outras
(SILANO, 2004; FOGLIO, 2006; AHMAD, 2010; MORAES, 2011; CONTER, 2015;
MARMITT, 2016).

Muitas pesquisas tém se empenhado em identificar os compostos ativos e
0os mecanismos de acdo de plantas usadas na medicina tradicional (PROENCA
DA CUNHA, 2010). O interesse pela utilizacdo de plantas tem aumentado devido
a varios fatores, como o surgimento de novas ameagas a saude publica e a
toxicidade relacionada ao uso indiscriminado de farmacos sintéticos (ELLESS,
2000).

A acédo medicinal das plantas é conferida aos metabdlitos produzidos por
elas, compostos estes que desempenham fungdes importantes como na defesa

de predadores e atracdo de polinizadores, colaborando assim para sua
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sobrevivéncia (TRAPP e CROTEAU, 2001). Entre esses metabdlitos, estdo os
Oleos essenciais que se tornaram alvos de interesse da comunidade cientifica,
havendo inumeros relatos de suas atividades biologicas in vivo e in vitro
(SADEGHI, 2013).

Os avangos nos estudos de plantas medicinais propiciaram o surgimento
dos fitoterapicos, medicamentos produzidos a partir de matéria-prima vegetal,
seja em sua forma integral ou a partir de seus constituintes, com a finalidade de
uso no tratamento de patologias (FRANCA, 2008). A partir disso, varios
medicamentos foram e continuam sendo produzidos direta ou indiretamente a
partir de plantas, a exemplo da morfina, taxol, pilocarpina, vincristina, entre
outros (FOGLIO, 2006). O uso e a producgao de fitoterapicos é de tal relevancia
que, segundo Oshiro e colaboradores (2016), cerca de 25 a 30% de todas as

drogas disponiveis para terapéutica sdo derivadas de produtos naturais.

Esses dados justificam o grande interesse da industria farmacéutica em
pesquisar e produzir agentes terapéuticos oriundos de produtos naturais,
recebendo apoio do Ministério de Saude do Brasil que criou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esta politica incentiva a pesquisa e o
desenvolvimento de tecnologia e inovagdes em plantas medicinais e fitoterapicos
nas diversas fases da sua cadeia (BRASIL, 2006).

Na busca por novos fitoterapicos ou novas moléculas para a semi-sintese
de farmacos, a investigacdo dos o6leos essenciais tem apresentado grande
crescimento. Oleos essenciais de varias espécies de plantas ja tiveram seu
potencial farmacoloégico descrito, como o Zingiber officinale, Spiranthera
odoratissima, Echinodorus macrophyllus, Alpinia speciosa, entre varias outras
espécies (BEZERRA, 2000; COELHO, 2013; OLIVEIRA, 2016). O dleo essencial
obtido dos rizomas de Zingiber zerumbet tem demonstrado em diversos estudos
atividades anti-inflamatéria (ZAKARIA et al., 2010), antinociceptiva (SOMCHITet
al., 2005), hepatoprotetora (CHAUNG et al, 2008) e anticancerigena (TUSHAR et
al., 2010), porém seus efeito sob a fungcédo renal e vascular ainda merecem

maiores investigagdes.

Atualmente, muitos estudos tém se voltado para a problematica das
doencas cardiovasculares as quais foram consideradas a principal causa de
morte no Brasil em 2013 (IBGE, 2014). Segundo Souza e colaboradores (2017),
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as doencas do aparelho circulatorio sdo as principais responsaveis por ébitos no

mundo e apresentam relacio direta com as condi¢cdes de vida das populacoes.

Diante disso, este projeto visa avaliar a atividade bioldgica do dleo
essencial de Zingiber zerumbet (L.) Smith e seu componente majoritario,
zerumbona, sobre a funcdo vascular e renal em ratos Wistar e seu potencial
antioxidante/anti-inflamatério, podendo assim contribuir para a investigacdo de
novas terapias ou mecanismos farmacoldgicos que visem contribuir para a
reducdo das injurias ocasionadas por doencas que afetam o sistema

cardiovascular.
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2. REFERENCIAL TEORICO

21. Doencas vasculares x Fungéao vascular

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (2017), no ano de 2015 a doenga
cardiovascular (DCV) foi a principal causa de morte em todo o mundo.
Aproximadamente 17,7 milhdes de pessoas foram a 6bito, representando 31% de
todas as mortes globais. Segundo o Instituto Nacional de Geografia e Estatistica
(2013), as doengas cardiovasculares foram a principal causa de 6bito no Brasil no
ano de 2013, de forma que 4,2% (6,1 milhdes) da populagdo com idade acima de

18 anos se auto-referiram com DCV.

As DCVs sao denominadas como um grupo de doengas que ocasionam
disturbios no coracdo e vasos sanguineos, como a doencga arterial coronariana,
doenga cerebrovascular, doenga arterial periférica, entre outras (OMS, 2017).
Essas patologias normalmente estdo associadas ao comprometimento da fungao
vascular. Neves e colaboradores (2009) afirmam que a fungdo autondémica e a
reatividade vascular quando comprometidas podem constituir mecanismos

centrais no desenvolvimento e progressido de doencas cardiovasculares.

A aterosclerose, hipertensédo e diabetes mellitus s&o patologias que estao
relacionadas a disfungdo endotelial, ocasionando ma regulagdo da reatividade
vascular (WAJCHENBERG, 2002; BAHIA, 2004; BASZCZUK, 2014). Estas
patologias sao consideradas fatores que aumentam a probabilidade de
desenvolvimento de DCV, entre outros motivos, por prejudicar o funcionamento
vascular e o fluxo sanguineo (ANDRADE, 2012).

2.2.Reatividade Vascular

O bom funcionamento dos vasos sanguineos se da por sua capacidade de

responder aos diferentes estimulos vasoconstritores e vasodilatadores aos quais
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estdo expostos. Os vasos sanguineos sao formados basicamente por trés
camadas, também denominadas como tunicas: tunica intima — composta por uma
camada unica de células endoteliais; tunica média — constituida por células do
musculo liso vascular; e tunica adventicia — formada por fibroblastos em uma
camada de tecido conjuntivo denso nao modelado (Figura 1) (KIERSZENBAUM,
2016).

TdGnica intima
(Endotélio) < \

aca (201‘7)
Figura 1: Fotomicrografia de aorta toracica de ratos Wistar demonstrando as

tunicas que compde os vasos sanguineos (Aumento 400, Coloragdo: Toluidina e
Fucsina).

Fonte: Anne Gr

2.2.1. Endotélio vascular

O endotélio vascular faz a interconexdo entre o sangue e o musculo liso
vascular. Ele é responsavel pela modulag&o do tonus vascular e exerce o controle
das respostas vasodilatadoras ou vasoconstritoras locais em resposta a

alteracdes de fluxo sanguineo e agentes vasoativos (CERAVOLO et al., 2012).

Além disto, o endotélio exerce fungdes anticoagulantes e anti-inflamatérias

que sao fundamentais para manter a homeostasia. Exerce funcao protetora contra
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o desenvolvimento de lesdes vasculares, além de inibir a adesao leucocitaria, a
proliferacdo de células musculares lisas e manter a vasodilatacdo. Essas acoes
sado exercidas principalmente por substancias como 6xido nitrico, prostaciclina e
fator hiperpolarizante derivado do endotélio. Existem também os fatores contrateis
do endotélio como endotelinas, angiotensina |l, prostaglandinas e espécies
reativas de oxigénio (EROs) (CARVALHO, et.al.,2001). Assim, o endotélio pode
ser considerado um sistema autdcrino, paracrino e endocrino no organismo
humano (HSIEH, 2014).

Em condicbes homeostaticas, a liberacdo e producdo desses fatores
contrateis e vasodilatadores s&o equilibrados e responsaveis pela manutencdo do
tbnus vascular. Entretanto, em condi¢gdes patoldégicas como na hipertensao
arterial, ocorre um desequilibrio entre estes fatores e uma consequente
diminuicdo da vasodilatacdo endotélio-dependente resultante do processo de
disfungao endotelial (BASZCZUK, 2014).

2.2.2. Musculo liso vascular

O musculo liso vascular, segundo Hall (2017), é classificado como musculo
liso unitario, também chamado de visceral ou sincicial, onde milhares de fibras
musculares se contraem simultaneamente como uma unidade unica. As fibras
ocorrem geralmente em feixes ou camadas, de forma que suas membranas
celulares sao unidas por jungdes comunicantes que permitem o fluxo de ions de
uma fibra a outra, possibilitando que o potencial de acado rapidamente se
propague, promovendo uma contragao conjunta de todas as fibras musculares
lisas.

A contragdo do musculo liso vascular é ativada pelos ions calcio (Ca?*),
enquanto o fornecimento de energia é suprido pela degradagcdo da molécula de
trifosfato de adenosina (ATP) em difosfato de adenosina (ADP) (CHONG e
MICHEL, 2009).

A maquinaria contratii deste musculo é acionada quando a cadeia
reguladora da cabeca leve de miosina é fosforilada, favorecendo sua interacao
com os filamentos de actina. Esse processo se inicia com a elevag¢ao do nivel de

calcio intracelular ([Ca®']). O calcio, desta forma, interage com a calmodulina,
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formando o complexo célcio-calmodulina. Este complexo ativa a enzima miosina
quinase, que por sua vez, € a responsavel pela fosforilagdo da cadeia leve da
miosina (CLM). Em contrapartida, quando os niveis de [Ca®'] reduzem, esses
processos se revertem, exceto a fosforilagdo da cabega de miosina. Para que
esta etapa se reverta € necessaria a agcdo da enzima miosina fosfatase,
responsavel pela desfosforilagdo da CLM, promovendo o relaxamento vascular
(Figura 2) (HALL, 2017).

Assim, a atividade das miosinas quinases e fosfatases regulam a atividade
do musculo liso vascular promovendo contracdo ou relaxamento muscular
(GUYTON e HALL, 2017).

Extracelular
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Figura 2: Regulagédo da contragéo e relaxamento do musculo liso vascular pelos
ions de calcio. RS: Reticulo sarcoplasmatico; 1[Ca*"]; Aumento na concentragdo
intracelular de calcio; |[Ca®']: Diminuicdo na concentracdo intracelular de calcio;
MLC: Cadeia leve da cabeca de miosina. Adaptada de Guyton e Hall (2017).

Muitos farmacos que promovem contragdo ou relaxamento do musculo liso,
o fazem por meio da ativagao ou inibicao da vasoconstricdo promovida por esta
cascata. A ativacdo pode ser desencadeada por agonistas de receptores
acoplados a proteina G expressa no musculo liso vascular, como o cloridrato de

fenilefrina, noradrenalina ou angiotensina Il. A vasodilatagéo, por outro lado, pode
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ser estimulada por nitroprussiato de sédio ou nitroglicerina. Estes farmacos
liberam éxido nitrico, o qual ativa a enzima guanilato ciclase soluvel presente no
citosol das células do musculo liso vascular e estimula a redugdo da [Ca®']. A
promog¢ao de relaxamento no musculo liso vascular também pode ser resultante
do antagonismo de receptores ou modificagdo do comportamento de canais
ibnicos que medeiam a vasoconstricdo. Como exemplo, podemos citar a
prazosina, antagonista dos receptores as-adrenérgico, a nifedipina, bloqueador de
canais para calcio, ou por outros mecanismos, tais como os utilizados por
diuréticos tiazidicos, simpatoliticos centrais, inibidores da enzima conversora de
angiotensina ll, entre outros farmacos (SAIDA e BREEMEN, 1983; RANG et al.,
2012; BRUNTON et al., 2012).

2.3.Inflamagao x Fungao vascular

As modificagdes nos vasos sanguineos de seres humanos e animais com
hipertensdo arterial (HA) estdo associadas a varios fatores, entre eles a
inflamacdo (GALVAO, 2014). Observa-se que a hipertenséo arterial ocasiona
aumento na expressdo de moléculas de adesdo na superficie de células
endoteliais, promovendo o aumento da interacdo destas com mondcitos
circulantes e sua consequente migracio para os tecidos, gerando o processo de

inflamacao.

Estudos tém demonstrado que o0s macrofagos estdo intimamente
relacionados ao desenvolvimento e evolugao da doenga endotelial, principalmente
no processo aterogénico resultante de estados hiperlipidémicos (ROSS, 1993;
STOLL e BENDSZUS, 2006; LUZ, 2013). Assim sendo, infere-se que a presenca
de macrofagos, uma vez associada a manutencdo do estado inflamatdrio,
colabora para o desenvolvimento de doencas como a hipertensdo e a

aterosclerose.

Além da presenga dos macréfagos, o quadro inflamatério tem demonstrado
promover disfuncdo endotelial por meio do aumento de seus marcadores
inflamatorios, como IL-6, PCR e espécies reativas oxigénio (EROs) (SOUZA et al.,
2008). Estudos apontam que esses mediadores comprometem a
biodisponibilidade do NO, diminuindo a vasodilatacdo endotélio dependente e

promovendo aumento de endotelina-1 (vasoconstritor produzido por células
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endoteliais) (TEIXEIRA, 2014). Diversos estudos apontam que mediadores
inflamatérios atuam como desencadeadores do processo de disfungcao endotelial
(BIRUKOV, 2009; CHATTOPADHYAY et al., 2015).

2.4_Estresse oxidativo x Fungao vascular

O comprometimento da funcao vascular, além da inflamacado, tem sido
associado a producado de espécies reativas de oxigénio (EROs). As células
vasculares, em condigbes homeostaticas, produzem EROs como superéxido (O,
), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (HO') e peroxinitrito (ONOQO")
(SOUSA, 2012). Estas espécies sao encontradas em baixos niveis no interior das
células e sao rapidamente inativadas por enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx). Estas
enzimas formam o sistema antioxidante enddégeno, que em conjunto com outras
moléculas antioxidantes n&o enzimaticas do corpo, inibem o estresse oxidativo
(MATLUNG, 20009).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a formacéao de
EROs e a sua eliminagao por defesas antioxidantes. Estudos demonstram que a
presenca exacerbada de EROs pode promover redugao na biodisponibilidade de
NO e ativagéo de vias de sinalizagao intracelular que, em conjunto, culminam em
alteragao no ténus e remodelamento vascular, seja por induzir proliferagao celular
ou por promover o desenvolvimento de processo inflamatério (SZASZ, 2007,
WESELER e BAST, 2010; ZINKEVICH e GUTTERMAN , 2011).

Giordano (2005) demonstra que a presengca aumentada de EROs esta
associada a modificagao da contratilidade cardiaca, devido a alteragcado que estas
espécies induzem em canais iOnicos, mais especificamente em canais para
céalcio de tipo L, para sédio e potassio. As EROs também podem reduzir a
contratilidade de cardiomidcitos por ativar a proteina quinase reguladora do sinal
apoptotico 1 (ASK-1). Esta proteina, por sua vez, promove a fosforilagao da

troponina C, diminuindo a sensibilidade dos miofilamentos ao célcio (HE, 2003).

Por outro lado, sob a musculatura lisa vascular, estudos apontam que o
estresse oxidativo tem demonstrado promover hipertrofia do musculo liso
vascular, elevacido na deposicdo de proteinas da matriz extracelular, aumento da

contratilidade das células do musculo liso vascular, inflamagdo, migracao de
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monacitos, peroxidagao lipidica, disfungao endotelial e apoptose (UEMURA et al.,
200; KADAGLOWU et al., 2005).

Estudos em modelos animais demonstraram que o tratamento com
antioxidantes foi capaz de restaurar o ténus vascular, revertendo a disfuncao
endotelial (SOLZBACH, 1997; SATO, 2002; AZEVEDO, 2015).

Diante do que foi visto, a investigacdo de novos farmacos que promovam
melhora ao tbnus vascular e inibicdo de eventos inflamatérios e oxidativo, podem
desvendar novos recursos terapéuticos capazes de inibir as manifestagdes
deletérias da hipertensao, bem como de outros fatores contribuintes para doengas

cardiovasculares.

2.5.Fitoterapicos

A prética da utilizagado de plantas para fins medicinais perdura por milénios e
tem sido passada de geragado em geragcédo de acordo com a cultura local (LEAL,
2016). No Brasil, o emprego de plantas medicinais € uma pratica corriqueira,
enriquecida por nossas diferengas culturais. Esta miscigenacao atrelada a grande
diversidade vegetal do pais tem propiciado o estabelecimento de medicinas
tradicionais baseadas em diferentes plantas e métodos de tratamento
(BRANDAO, 1996).

Neste cenario, surgiram medicamentos obtidos exclusivamente de matérias-
primas vegetais em diferentes apresentagdes, tais como sucos, ceras, exsudatos,
Oleos, extratos, tinturas, entre outros. Estes medicamentos s&o denominados de
fitoterapicos (SCHULZ, 2013). Nas ultimas décadas, observa-se um crescimento
na utilizacdo e comercializacdo de fitoterapicos pela populacao brasileira. Pelo
menos trés fatores parecem explicar este aumento: 1) avangos ocorridos na area
cientifica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente
seguros e eficazes; 2) a crescente tendéncia de busca, pela populagéo, por
terapias menos agressivas a saude, isto €, que gerem menos efeitos colaterais e
3) a frequente utilizagdo de plantas como medicamento, habito que continua se
perpetuando em muitas sociedades tradicionais como um fator cultural (YUNES et
al., 2001; TIRAPELLI et al., 2010; CUNHA et al., 2011).
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Com o avango dos fitoterapicos, em 2006 o Ministério da Saude aprovou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), visando garantir
acesso seguro e uso regular das plantas medicinais e fitoterapicos pela populagéo
brasileira (BRASIL, 2006). Porém, somente em 2012 os fitoterapicos foram
inseridos na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), onde
doze fitoterapicos passaram a compor a relacdo de medicamentos e insumos
farmacéuticos, voltados aos agravos prevalentes e prioritarios da Atengédo Basica
(BRASIL, 2013) Essa relagao de fitoterapicos se mantém até a ultima publicagcao
da RENAME em junho de 2015 (BRASIL, 2015).

Os fitoterapicos geralmente sao utilizados pela populagcdo de forma
preventiva ou na terapéutica de doengas cronicas, como doencgas
cardiovasculares, intestinais, problemas respiratérios, entre outros (BRASIL,
2008). Segundo Calixto (2005), os fitoterapicos raramente tém seus principios
ativos conhecidos em decorréncia de sua complexa composicao. Entretanto, com
0 ascendente avanco das técnicas analiticas de alta resolucdo, o isolamento e a
caracterizagdo de compostos a partir de matérias primas vegetais tem sido
realizado com éxito. Assim, os produtos naturais tém representado uma fonte

importante de compostos biologicamente ativos.

Ser constituido por grande numero de componentes fornece aos
fitoterapicos vantagem terapéutica, visto que estes componentes podem interagir
entre si de forma aditiva ou sinérgica, podendo promover maior eficacia do que a

apresentada pelo constituinte conhecido de forma isolada (BRASIL, 2008).

Segundo o Ministério da Saude (2008), a caracterizagdo do(s) principio(s)
ativo(s) pode ser alcancada pela analise de um ou mais constituintes
sugestivamente responsaveis pela atividade da planta, por meio da quantificagéo
de um composto que se apresenta com teor consideravel em relacdao a

composigao total, ou ainda, pelo perfil cromatografico dos constituintes totais.

Dentre os materiais vegetais com potencial fitoterapico, os 6leos essenciais
(OE) tem se destacado por apresentarem grande potencial farmacolégico e
terapéutico (EDRIS, 2007). Por este motivo, os OE tém sido alvo de interesse de
varios pesquisadores brasileiros ao longo de varias décadas (CUNHA, 1995;
LIMA, 1996; FARIAS, 2000; BELEM, 2002; LIMA, 2003; MICHELIN ET AL., 2005;
HENRIQUES, 2013; MILLEZI, 2014; ARAUJO, 2015; MIRANDA, 2016).
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2.5.1. Uso de oleos essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo originarios do metabolismo secundario de
plantas. Sdo compostos naturais volateis, complexos, lipofilicos, geralmente
odoriferos, liquidos e normalmente extraidos de plantas provenientes de paises
de clima quente, como os da regido do mediterrdaneo e dos trépicos. Em geral,
nestes paises, os 6leos essenciais sao parte importante da medicina tradicional
local (MACHADO, 2011).

Com o desenvolvimento das técnicas de analises quimicas, varios
componentes dos OE foram descritos, dentre eles, relata-se a presenca de
terpenos, predominante de monoterpenos (C1o) e sesquiterpenos (C+s), além de
fenilpropenos e outros componentes volateis (MOREIRA, 2001; FRANZ, 2010).

Propriedades fisico-quimicas importantes tém sido descritas para os OEs
quando comparadas a outros medicamentos. Como exemplo, podemos citar a
volatilidade, que viabiliza seu uso em nebulizacbes e banhos de imersido. Além
disso, por apresentar componentes volateis e com baixo peso molecular, os OE
possuem a capacidade de serem rapidamente eliminados do organismo por meio
das vias metabdlicas (BANDONI, 2008).

Diversos estudos descrevem atividades bioldgicas promovidas por OE,
dentre eles estao: i) atividade larvicida demonstrada em populagdes de Aedes
aegypti (ARAUJO, 2014); ii) atividade miorelaxante e antiespasmddico observada
sob ileo de ratos Wistar (BEZERRA, 2000); iii) atividade antioxidante demonstrada
pelo método de DPPH e peroxidagao lipidica (BURITS, 2000; YASSA, 2015); iv)
atividade antimicrobiana observada pela citotoxicidade promovida sobre Candida
albicans e seus fatores de viruléncia (ARAUJO, 2015); v) atividade antidepressiva
revelada pelo tratamento com OE em camundongos albinos machos nos testes
do campo aberto, nado for¢ado e suspensao pela cauda (OLIVEIRA, 2016); vi)
atividade analgésica manifestada em camundongos em modelo de hiperalgesia
induzido por acido acético. (COELHO, 2013); vii) atividade anti-inflamatdria
demonstrada pela inibigdo na producdo de NO de macréfagos (Raw 264.7)
estimulados com lipopolissacarideo (LPS) (RODRIGUES, 2014); viii) atividade

antitumoral revelada em camundongos em modelo de carcinoma colorretal
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(SILVA, 2008 ; DAHHAM, 2016); ix) atividade gastroprotetora observada em
camundongos sob modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol e
indometacina (AMARAL, 2004); x) atividade anticonvulsivante observada em
camundongos com convulsdes induzidas por eletrochoque e penetragdo de
pentileno-tetrazol (SAYYAH, 2002) e xi) atividade sob o sistema cardiovascular

revelado em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (SANTOS, 2014).

Os OE podem ser extraidos de varias partes da planta como das flores,
folhas, cascas, rizomas e frutos. Suas técnicas de extracdo podem variar de
acordo com a localizagéo do 6leo na planta e com o foco de utilizagcao deste, pois
suas propriedades podem variar de acordo com o modo de extracdo. Geralmente,
os métodos mais utilizados sdo a destilacdo por arraste a vapor, hidrodestilagao,
prensagem a frio, extracdo por solventes orgéanicos, extracdo por alta pressao e
por CO, supercritico (OKOH et al, 2010).

Segundo Bizzo e colaboradores (2009) o Brasil € considerado um grande
produtor e exportador de O6leos essenciais, com destaque para os O6leos
essenciais de rosas, eucalipto, canela e gengibre. Os quais séo utilizados nas

industrias de perfumaria, cosmética, alimentos e farmacéutica.

A caracterizacao quimica dos componentes dos OE pode ser realizada por
varias formas de cromatografia, porém, o método mais utilizado é a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), onde os constituintes dos
OE sao definidos pela analise das regides de pico formadas no cromatograma
(ADRIANA, 2004).

E importante salientar que as atividades biologicas promovidas por OE n&o
sdo obrigatoriamente geradas pelo constituinte majoritario do mesmo, todavia é
possivel que o efeito seja promovido por um constituinte em menor proporgéo ou
mesmo que seja oriundo de um sinergismo entre outros compostos existentes no
oleo, como ocorre com o0 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus)
(MUKHERJEE, 2007).

Apesar das inumeras atividades benéficas relatadas para os OE, estudos
como o de Sen e colaboradores (2010) apontam para a toxicidade
frequentemente dose dependente de OE volateis. Seus estudos demonstram

reacdes adversas como alergias de contato mesmo com a utilizacdo de baixas
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doses. Desta forma, é de fundamental importancia a realizagdo de estudos que

analisem o perfil de segurancga para utilizagao dos OE.

2.5.1.1. Efeitos biolégicos de 6leos essenciais da familia

Zingiberaceae sobre o sistema cardiovascular.

A familia Zingiberaceae possui cerca de 50 géneros e 1100 espécies que se
distribuem em regides tropicais, especialmente no sul e sudeste da Asia, na Africa
tropical e América do Sul. Suas espécies sdo conhecidas por seu valor
econébmico, fornecendo alimentos, perfumes, condimentos de propriedades
aromaticas, corantes, fibras e por serem utilizadas para fins medicinais (SOUZA e
LORENZI, 2012). A seguir, relatamos algumas espécies desta familia e os

achados obtidos.
Alpinia zerumbet

Pertencente a familia Zingiberaceae, a Alpinia zerumbet, popular gengibre
concha, € uma erva terrestre comumente utilizada para fins depurativos,
diuréticos, anti-hipertensivo e vermifugos, sendo as folhas, flores e rizomas as
partes vegetais mais utilizadas (ALBUQUERQUE et al, 2007; OLIVEIRA
eARAUJO, 2007). Desta forma, esta planta tem sido alvo de estudo de varios
grupos (LAHLOU et al., 2002; LAHLOU et al., 2003; LEAL-CARDOSO et al., 2004;
MOURA et al., 2005; PINHO et al., 2005).

Estudos com o 6leo essencial obtido dos rizomas de A. zerumbet (OEAZ)
revelaram efeito anti-hipertensor, promovendo reducao imediata e significativa da
pressao arterial de ratos normotensos e hipertensos induzidos por sal e
deoxicorticosterona (DOCA-sal) (LAHLOU et al., 2002; LAHLOU et al., 2003). O
terpinen-4-ol, principal constituinte de OEAZ, também promoveu redugdo na
pressao arterial, de forma dependente da dose (1-10 mgKg™), indicando ser este,
o responsavel pela acdo anti-hipertensiva do OEAZ. Os autores sugerem ainda,
que a agao hipotensora do OEAZ independe do sistema nervoso autbnomo,
sendo atuante como um agente vasodilatador direto sob o musculo liso vascular
(LAHLOU et al., 2003).
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Pinto e colaboradores (2009) corroboraram o resultado do efeito hipotensor
do OEAZ. Seus estudos com o OEAZ e um dos seus constituinte, o 1,8-cineol,
confirmam a acgao vasodilatadora das duas substancias, acrescentando que
possivelmente este efeito seja dependente da integridade funcional do endotélio
vascular. Todavia, segundo eles, este efeito ndo pode ser conferido unicamente a

acao do 1,8-cineol.

Estudos de Barcelos e colaboradores (2010) revelaram que o tratamento
cronico com o OEAZ foi capaz de reduzir a pressao arterial média e diminuir o
quadro de hipertrofia cardiaca em ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
efeitos atribuidos a presenca de terpinen-4-ol e 1,8-cineol. Segundo os autores, a
presenca destes componentes promoveu melhora da resposta hemodindmica
cardiovascular, como a redugado na pressao arterial média de ratos SHR, apesar

de ndo normalizar a pressao.
Curcuma longa

A Curcuma longa, popularmente conhecida como agafrdo-da-terra, € uma
planta de origem asiatica comumente usada como tempero e para fins medicinais.
O dleo essencial obtido dos rizomas de Curcuma longa (OECL) tém sido alvo de
varios estudos, demonstrando efeito anti-inflamatério, antioxidante, antimicrobiano
e antitumoral (SANTOS FILHO et al., 2015; LIJU, et al. 2014; SADO KAMDEM et
al., 2015). O principal constituinte do OECL é a curcumina, substancia que tém

apresentado, como referido abaixo, uma série de efeitos cardiovasculares.

Fleenor e colaboradores (2013) demonstraram que camundongos idosos
(C57BL6) que receberam curcumina suplementada (0,2%) durante quatro
semanas demonstraram reducdo na producdo de colageno | para niveis
semelhantes de camundongos jovens. O tratamento também restaurou a
capacidade de dilatacdo endotélio-dependente estimulada por acetilcolina, outrora
deficiente em camundongos idosos. Além disto, o tratamento inibiu a produgao de
superoxido, melhorando o quadro de estresse oxidativo e a disfuncdo endotelial.
Estes resultados revelam que a suplementacdo com curcumina reduz o
enrijecimento aortico, pela redugdo na produgdo de colageno | e produtos da
glicosilacdo avancada, melhora o envelhecimento da artéria elastica, associada a
idade, melhorando a vasodilatacdo mediada por NO e inibindo o estresse

oxidativo e a disfungao endotelial em camundongos idosos.
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Em outro trabalho, observou-se que a curcumina é capaz de inibir os canais
para K+ (Kv) de células musculares lisas de artérias coronarias de coelhos, fato
este, que segundo os autores, pode contribuir para redugdo da hipertensao
arterial, uma vez que o tratamento com curcumina promove inibicdo na corrente
vascular de Kv de forma estatal, temporal e dependente do uso (SON et al.,
2013). Akazawa e colaboradores (2012) observaram que a ingestdo de curcumina
diariamente por 8 semanas gerou aumento da dilatagdo fluxo-mediada em
mulheres na pos-menopausa, sugerindo que o composto possa minimizar o

declinio da fungao endotelial nestas mulheres.

Pode-se notar que a familia Zingiberaceae possui espécies com agéo sob o
sistema cardiovascular. Entre elas, uma espécie que tem mostrado potencial
farmacolodgico, tanto em modelos in vivo quanto em modelos in vitro, € a Zingiber

zemrubet, conhecida popularmente como gengibre amargo.
2.5.2. Oleo essencial de Zingiber zerumbet

O Zingiber zerumbet L. Smith (Figura 3) € uma monocotiledbnea perene,
pertencente ao género Zingiber da familia Zingiberaceae. De origem asiatica, foi
introduzida na regido Amazobnica distribuindo-se por todo o territorio estadual

devido a sua facil adaptacgao e cultivo (BUCKER et al., 2013).

municipio de Iranduba, conhecida como Pau-Rosa. Foto:
Carlos Cleomir, 2015.

No Amazonas esta espécie tem sido cultivada na area rural do municipio de
Iranduba. E popularmente conhecida como gengibre amargo e utilizada

comercialmente em produtos cosméticos (SOUZA, 2015).
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Os rizomas de Z. zerumbet, em particular, tém sido tradicionalmente
utilizados como remédio caseiro pelos asiaticos, indianos, chineses e na cultura
arabe desde os tempos antigos. Apesar de seu uso regular como aromatizante de
alimentos e aperitivos na cozinha indiana e japonesa, os rizomas de Z. zerumbet
também sdo amplamente utilizados na medicina tradicional com a finalidade de
cura para varias doencas (SULAIMAN et al., 2010; NORULAINI et al.,2009;
ELLIOTT S. e BRIMACOMBE, 1987) e no tratamento de inflamac&o, febre, dor de
dente, indigestdo, prisdo de ventre, diarréia, entorses graves, como analgésico,
bem como anti-espasmadico, anti-reumaticos e como agente diurético (BHUIYAN
et al., 2008; ZAKARIA et al., 2010; ZAKARIA et al., 2011). Além disso, descreve-
se 0 uso de seus rizomas frescos no tratamento de edema, dor de estémago,
Ulceras e perda de apetite, enquanto o suco dos rizomas cozidos é utilizado para
tratar infestacdo por vermes em criangas (BURKILL, 1966; SOMCHIT e
SHUKRIYAH, 2003; RUSLAY et al., 2007).

Dentre todas as partes da planta, os rizomas da Z. zerumbet tém sido
utilizados em uma ampla variedade de estudos. Na tentativa de isolar e identificar
compostos bioativos provenientes destes rizomas, Damodaran e Dev (1968)
isolaram das fracbes sesquiterpénica do 6leo essencial de Z. zerumbet o epoxido
de humuleno-l, epéxido de humuleno-ll, humulenol-Il e humulenol-l € humulenol-
lll. Srivastava (2000) e Yu e colaboradores (2008) relataram a presenca de
aproximadamente 86% de sesquiterpenos, sendo a zerumbona o principal
componente do 6leo essencial dos rizomas de Z. zerumbet. Além do
sesquiterpeno zerumbona, ainda foi isolado o flavondide (3-O-metil campferol),
um agente antioxidante, e flavondides glicosideos como campferol 3-O- (2, 4-di-
O-acetil-L-a-ramnopiranosideo) e campferol 3-0-(3,4-di-o-acetil-L-a-
ramnopiranosideo) provenientes do extrato metandlico obtido dos rizomas de Z.
zerumbet (CHIEN et al., 2008).

Os rizomas de Z. zemrubet tem demonstrado atividade antimicrobiana, anti-
hiperglicémica, antialérgica, antioxidante e antiplaquetaria em diferentes
doses/concentragdes. Além disto, demonstram atividades antiinflamatérias
(ZAKARIA et al., 2010), antinociceptiva (SOMCHIT et al., 2005), hepatoprotetora
(CHAUNG et al, 2008) e anticancerigena (TUSHAR et al., 2010).
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A retinopatia diabética € uma complicacgdo comum em pacientes com
diabetes, que é desencadeada por alteragdes microvasculares da retina, como
disfungdo da barreira sangue-retiniana e hiperpermeabilidade da circulagao
capilar, resultantes do estado hiperglicémico. Segundo Liou (2017), o tratamento
oral com extrato aquoso de Z. zerumbet é capaz de reduzir a pressao intraocular
de ratos diabéticos do tipo I, além de reduzir o acumulo de fibrinogénio na retina,
o inchago celular, o sangramento e a angiogénese. Estes eventos promoveram
melhora do quadro de retinopatia por diminuir os fatores que colaboram com as

alteracdes microvasculares.

Ainda em modelos de diabetes, outra complicacdo decorrida desta patologia
€ a nefropatia diabética, Tzeng e colaboradores (2013), usando um modelo de
ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina, observaram que o tratamento
por via oral com extrato etandlico de Z. Zerumbet durante 8 semanas, produziu
reducdo da hiperglicemia e da disfungdo renal, promovendo melhora das
alteracbes patoldgicas glomerulares induzidas pelo diabetes. Além disso, as
expressdes protéicas de nefrina renal e podocina em ratos diabéticos foram
significativamente aumentadas apds o tratamento, por outro lado a fosforilagéo e
expressao da proteina quinase (AMPK) ativados por AMP foram notavelmente
reduzidos nos tecidos renais dos ratos tratados. Assim sugere-se que os efeitos
renoprotetores promovidos pelo extrato etandlico de Z. zerumbet estejam
associados a prevencao da desfosforilacdo de AMPK e aumento na expressao

protéica de nefrina e podocina.

O potencial anti-inflamatério do extrato aquoso de Z. zerumbet foi
demonstrado por Chaung e colaboradores (2008), onde camundongos BALB/C
sensibilizados e desafiados com ovalbumina para induzir anafilaxia. Os animais
tratados com o extrato aquoso demonstraram, em ensaios in vitro, reduzir a
liberacdo de TNF-a e interleucina-4 (IL-4). In vivo, o tratamento suprimiu
significativamente a liberagdo de leucotrieno C4 no tecido pulmonar
(p <0,05). Estes dados demonstram a capacidade do extrato aquoso de Z.

zerumbet em inibir mediadores inflamatérios in vivo e in vitro.

Outros estudos corroboram com o potencial anti-inflamatério de Z. zerumbet
em modelos de inflamagado aguda (edema de pata induzido por carragenina) e

cronica (testes de granulomas induzidos por pellets de algodéo). Nestes modelos,
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observou-se redugcdo na formacdo dos edemas e granulomas nos animais

tratados com 6leo essencial de Z. zerumbet (ZAKARIA, 2010).

A Zerumbona, composto majoritario do éleo essencial de Z. zerumbet, tem
ganhado destaque por revelar propriedades como, atividade antiparasitaria, anti-
inflamatdria, antiviral, antitumoral, antioxidante, gastoprotetora, atividade
antimicrobiana e antimutagénica (SHIEH, 2015; SIDAHMED, 2015; MUKHERJEE,
2016; KUMAR, 2017; KIM, 2017; WANI, 2017).

Sidahmed e colaboradores (2015) observaram o potencial gastroprotetor e
antioxidante de zerumbona, por meio da administragdo intragastrica deste
composto em ratos expostos a ulcera gastrica aguda induzida pela administragao
de etanol absoluto. O tratamento demonstrou efeito gastroprotetor, protegendo a
mucosa gastrica do efeito agressivo da ulcera, aumentando a produ¢cdo de muco
e reduzindo a produgao de suco gastrico, além de reduzir o edema submucoso e
a infiltracao de leucécitos. No teste de poder antioxidante de reducao férrica, a
zerumbona demonstrou capacidade de eliminacao de radicais livres semelhantes

ao antioxidante, acido ascoérbico.

Em modelo de nefropatia diabética induzida em camundongos por
estreptozotocina, o tratamento com zerumbona (20 ou 40 mg/kg/dia) durante 8
semanas foi capaz de reduzir os niveis séricos de IL-1, IL-6 e TNF-a, além de
inibir a infiltracdo de macrofagos nos rins dos animais tratados. Ademais, o
tratamento promoveu redugdo da expressdo renal de TFG-B, ICAM-1 e
fibronectina, culminando na melhora da funcao renal e redugao da proteinuria de
camundongos diabéticos (TZENG et al., 2013).

Apesar das inumeras atividades bioldgicas ja descritas para OEZz e
zerumbona, estudos sobre a atividade de Z. zerumbet sobre o sistema
cardiovascular ainda sao escassos, de forma que nao ha trabalhos descrevendo
sua acao sob os vasos sanguineos. A elucidacdo dos mecanismos pelos quais 0s
integrantes desta familia produzem efeitos sobre o musculo liso vascular ainda

precisam ser melhor investigados.

A busca de novos farmacos que produzam manuteng¢ao do ténus vascular e
inibicdo de eventos inflamatdrios e oxidativos, sobre os tecidos, podem elucidar

novos recursos terapéuticos capazes de se contrapor as manifestacoes deletérias
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das DCV e produzir beneficios de redugdo de morbidade e mortalidade que

possuem grande impacto na qualidade de vida de individuos com esta patologia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade bioldgica de Zingiber zerumbet (L.) Smith sobre o
metabolismo, fungdes vascular, renal e seu potencial antioxidante/anti-inflamatério

em ratos Wistar.

3.2, Objetivos especificos

1. Caracterizar fitoquimicamente o 6leo essencial obtido dos rizomas de Z.
zerumbet (OEZz)

2. Avaliar o efeito de OEZz e de seu componente majoritario, zerumbona,

sobre a reatividade vascular aértica em ratos Wistar

3. Avaliar o efeito da administracdo por via oral de OEZz sobre a pressao

arterial e metabolismo corporal em ratos Wistar

4. Avaliar os efeitos da administracdo por via oral de OEZz sobre os

parametros de funcao renal de ratos Wistar

5. Observar os efeitos da administragao por via oral de OEZz sobre a aorta e

rim de ratos Wistar

6. Avaliar a atividade anti-inflamatoria de OEZz e zerumbona em cultura de

macrofagos estimulados com LPS

7. Avaliar o potencial antioxidante de OEZz e zerumbona sobre fibroblastos

humanos em cultura

8. Avaliar a toxicidade de OEZz e de zerumbona sobre células endoteliais

(HUVECS) e células do musculo liso vascular (CMLV)
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4. METODOLOGIA

4.1.Producgao e caracterizagao do 6leo essencial de Z. zerumbet e

zerumbona

Para obtencédo e caracterizagdo das substancias testadas neste trabalho,

isto é, OEZz e zerumbona, seguimos 0s seguintes protocolos.

4.1.1. Obtencao de Zingiber zerumbet ( L.) Smith

Para este estudo foram utilizados os rizomas de Zingiber zerumbet (Figura
4A). Os mesmos foram coletados na area rural do Amazonas em dezembro de
2015 no municipio de Iranduba/AM (S 03°17'05" — L 60°11'10" W), sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Cleomir de Souza Pinheiro (INPA). A
exsicata do material encontra-se depositada no herbario do INPA sob o registro
n°186913, catalogada pelo Prof. Dr. Paul Maas (Departament of Plant Ecology
and Evolucionary Biology, University of Utrecht) (Figura 4B e C).

N _
INPA HERBARIO INPA

Manaus-Amazonas-Brasil

ZINGIBERACEAE INPA: 224975
Zingiber cf. zerumbet (L.) Sm.

Det.: Ramos, J.F. - janeiro 2009

Nome vulgar: gengibre-do-mato

Brasil, Amazonas, Castanho

Mutirdo do Purupuri,

Pinheiro, C.C.S. s.n. 16/1022007

C

Figura 4: Zingiber zerumbet: (A) Rizomas utilizados para extragdo do oleo
essencial (Fonte: Anne Graga, 2015),(B) Exsicata e (C) Registro de exsicatas
armazenadas no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia (Fonte:
Carlos Pinheiro, 2005).

4.1.2. Higienizagao, trituragao e secagem

Os rizomas foram higienizados e descascados em agua corrente em
descascador de batatas industrial (DB-06-N Siemsen). Em seguida foi realizada
trituragdo em processador de alimentos (Philips Walita RI1861) e liquidificador
(Walita RI2048). O triturado resultante foi espalhado em bancada de marmore
forrada com papel jornal para secagem em ambiente com ar condicionado sob a
temperatura de 17 a 19°C por 48h.
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4.1.3. Obtencgao do 6leo essencial

A extracao do 6leo essencial a partir dos rizomas foi realizada pelo método
de hidrodestilagao (AOAC, 2000). Para este processo, foi utilizado o aparelho de
destilacdo de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo (2L) o qual foi
acomodado em manta aquecedora e conectado a condensador ligado a
refrigerador por circulagéo de agua (Figura 5A). Foram pesados 250g de material
seco em balanca digital (Urano US20/2 POP-S) e transferidos para baldo de
fundo redondo, adicionando-se 2L de agua. A temperatura, controlada por
termostato, era elevada a 100°C e posteriormente reduzida para 80°C. O tempo
de extragao foi de 4h, contado a partir do inicio da ebulicdo. A fase aquosa dos
volumes obtidos diretamente no aparelho de Clevenger eram minuciosamente
eliminada, visto que isso é possivel pela diferengca de densidade da agua e do
6leo obtidos no processo de destilagao (Figura 5B). O rendimento da produgéo do
6leo essencial foi expresso em percentagem em relacdo ao peso de material
vegetal seco utilizado, sendo de 6% (6ml/100g). Apds este processo, 0 Oleo
essencial foi centrifugado e secado com sulfato de sédio anidro (Na;SO,), para
eliminagdo total da umidade (SILVA et al., 1995). Em seguida, foram

armazenados em frascos ambar e acondicionados a 4°C.

Figura 5: Produgéo do 6leo essencial obtido dos rizomas de
Zingiber zerumbet: (A) Aparelho de destilagdo Clevenger
acoplado a baldo de 2L para realizacdo do processo de
hidrodestilagdo. (B) Fases formadas pela diferengca de
densidade da agua e do dleo (indicado pela seta) obtidos no
processo de hidrodestilagao.
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4.1.4. Obtencgao dos cristais de zerumbona

A extracao de zerumbona foi realizada a partir do 6leo essencial dos rizomas
de Z. zerumbet. A partir da extracao do dleo, a zerumbona passou pelo processo
de recristalizagdo, dando origem a cristais (Figura 6) com ponto de fusdo 65-
65,7°C, densidade: 0,887 + 0.06 g/cm® e grau de pureza de 97%. O método de
producao quantitativo e qualitativo na obtencdo de zerumbona esta patenteado
pelo Dr. Carlos Cleomirde Souza Pinheiro (Pl 0505343-9).

Me
e Me
\\ Me
A Me 0 C

Fonte: Carlos Pinheiro, 2015.

Figura 6: Produgao de zerumbona: (A) OEZz obtido por arraste-hidrovapor.
(B) Cristais de zerumbona obtidos pela recristalizagdo do OEZz. (C)
Estrutura quimica da zerumbona (2,6, 9,9-tetrametil-cicloundeca-2-6,10-
trienona).

4.1.5. Caracterizagao do OEZz por Cromatografia Gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG-MS)

A amostra de 1 pl de OEZz foi diluida em 1 mL de diclorometano para ser
injetada no cromatografo Shimadzu, modelo QP2010MS. O espectrémetro de
massas realizou as analises no modo scan (40-600 m/z). Utilizou-se coluna
capilar (30m x 0,25 mm x 0,25 ym) com fase estacionaria composta de 5% de
fenil-metilpolisiloxano e gas hélio como fase movel (White Martins Gases
Industriais, 99,9% de pureza). A programagao que possibilitou a resolugéo
cromatografica dos picos de interesse foi na seguinte condicdo de analise:
Temperatura inicial da coluna: 60 °C, Temperatura final da coluna: 240°C,
Temperatura do injetor: 250 °C. Para identificacdo dos constituintes, além da
comparagao com a literatura (BHUIYAN, 2008; DAI, 2013; SINGH, 2014; RANA,

2017) foram utilizadas duas bibliotecas (intrinsecas do equipamento NIST107 e
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NIST21) que possibilitaram a comparagao dos dados dos espectros obtidos com

aqueles pré-existentes nas bibliotecas.

4.1.6. Caracterizagao de Zerumbona por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

O cromatografo Alliance, modelo E2695 foi utilizado para quantificacdo de
zerumbona nos cristais obtidos a partir do OEZz. Os sinais captados pelo
cromatografo foram processados pelo software Empower (Waters, Milford, MA,
EUA). A coluna analitica utilizada foi C18 (simetria, 250 x 4,6 mm de ID e
tamanho de particulas de 5um). A fase mével foi composta de
acetonitrila:metanol:tampéo fosfato de di-hidrogénio de potassio 0,001% (pH:6)
em uma proporgao de 25:55:20 (v/v/v), sob temperatura ambiente. O eluido foi
monitorado por detector PDA a uma taxa de fluxo de 1 mL/min em comprimento
de onda de 254 nm. A quantificagao foi determinada comparando-se as areas de

picos das amostras.

4.2.Viabilidade celular por MTT

Para assegurar a viabilidade do tratamento com diferentes concentragées do

OEZz, foi executado o protocolo de viabilidade celular pelo método do MTT.

O teste de MMT baseia-se na atividade mitocondrial das células pelo método
de reducdo do MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazdlio). Esse
teste quantifica a conversdo do MTT em formazan (MOSMANN, 1983; MORGAN,
1998). O formazan, de cor azul purpurea, é solubilizado e sua concentragédo é
determinada pela densidade 6ptica em espectrofotdmetro. Dessa forma, utilizou-
se 2x10* células endoteliais, de musculo liso vascular, fibroblastos ou
macrofagos/pogo e 200 pL de meio de cultivo (contendo 10% de soro fetal bovino)
em microplacas de 96 pocos. Apos 24h de incubagao a 37°C e 5% CO;, o meio
de cultivo foi removido dos pogcos € um novo meio contendo concentracdoes
crescentes de OEZz (10 — 10% ug/mL) foi adicionado aos testes com células
endoteliais e do musculo liso vascular. Para os testes com fibroblastos foram
utilizadas as concentragdes de OEZz e Zer (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ug/mL) e
para os testes com macréfagos, OEZz e Zer (25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39

Mg/mL). Foram utilizados trés pogos da microplaca para cada concentragao das
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substancias diluidas em meio de cultivo, dois pogos apenas com 0 meio para
controle de viabilidade e dois pogos com 200 pL de triton X-100 1% para controle
de morte. As microplacas foram incubadas por 4h no escuro a 37°C, 5% CO.. Em
seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 200 yL de Dimetilsulféxido
(DMSO) 100% em cada pogo. Logo apds, a analise espectrofotométrica foi

realizada em um leitor de ELISA a uma absorbancia de 600 nm.

4.3. Animais

Para avaliar o efeito sistémico da administragdo de OEZz foram utilizados
ratos Wistar machos fornecidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
(INPA) e mantidos em seu Biotério Central. Os animais foram alojados em gaiolas
coletivas convencionais de polipropileno, em ciclo claro/escuro (12h/12h), a uma
temperatura de 25°C. Cada gaiola continha dois ratos com suprimento de agua e
racao ad libitum. Para os experimentos, utilizaram-se animais de 180-200g. Os
experimentos foram realizados nos Laboratérios de Farmacologia Experimental —
ICB/UFAM, Laboratério de Morfologia Quantitativa — ICB/UFAM, Laboratério de
Atividade Biologica — FCF/UFAM, Laboratério de Farmacologia e Quimica de
Produtos Naturais — INPA e no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto-USP. Este projeto de
pesquisa recebeu parecer favoravel do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFAM) sob o protocolo n°® 001/2015.

4.3.1. Reatividade vascular

Para avaliar a acao local do OEZz e zerumbona foram realizados protocolos
de reatividade vascular adrtica, considerando os efeitos diretos de OEZz e Zer e
suas influéncias na resposta vasodilatadora para acetilcolina e nas respostas
vasoconstritoras induzidas por fenilefrina e KCI (FURCHGOTT, 1980; MENEZES,
2007).

Apods a determinagédo da presséo arterial indireta (ver item 5.4.10), para a
confirmagao dos niveis pressoéricos, os ratos normotensos foram anestesiados
com isoflurano e sacrificados por decapitagdao. A aorta toracica foi isolada,

seccionada em anéis com 4mm e montada em sistema de reatividade vascular
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para registro de forga isométrica (transdutor isométrico Panlab, acoplada a
PowerLab 8/35 e LabChartPro) (Figura 7a). As preparagdes foram mantidas em
cuba para 6rgao isolado contendo solugédo de Krebs sob gaseificagdo com mistura
carbogénica (95%0; e 5%CO,) a 37°C (Figura7b). Foram utilizadas preparacgoes
com endotélio e preparacbes cujo endotélio vascular foi removido
mecanicamente.

Fonte:Anne Graga, 2015.

Figura 7: Reatividade vascular: (A) Anéis aodrticos (4mm). (B)
Banho de o¢rgao isolado acoplado ao sistema de reatividade
vascular para registro de forga isométrica.

4.3.1.1. Avaliacao da reatividade vascular a fenilefrina

Os anéis aodrticos foram submetidos a uma tenséo de repouso de 1,5g,
reajustado quando necessario durante o periodo de estabilizagdo de uma hora.
Ap6s o periodo de estabilizagdo, foi adicionado a ECsy da fenilefrina (10"M) nas
cubas para verificar a atividade contratil, verificando assim, a viabilidade do
musculo liso vascular, utilizaram-se os anéis que promoveram uma variagao

maior ou igual a 1g de contragéo a partir do seu valor basal.

Apos, foi realizada a troca da solugdo de Krebs das cubas até retornar a
tensao de repouso. Esse processo foi repetido trés vezes, tempo necessario para
que se atingisse um platd no registro da contragdo. Posterior a esse platd, os
anéis foram submetidos a avaliagao da integridade funcional do endotélio.
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4.3.1.2. Avaliagao da integridade funcional do endotélio

A integridade do endotélio foi verificada pela presenga de respostas
vasodilatadoras para acetilcolina (10'6M) em preparacdes pré-contraidas com a
ECso da fenilefrina (107M), depois de assegurado a viabilidade dos anéis. O
endotélio vascular foi considerado integro nos anéis com relaxamento igual ou
superior a 80% da contragédo induzida pela fenilefrina. Para os testes com anéis
sem endotélio, a efetividade da remocao do endotélio vascular foi demonstrada

pelo relaxamento igual ou inferior a 20% da contragdo promovida pela fenilefrina.

4.3.1.3. Protocolos experimentais

4.3.1.3.1. Avaliagcao da resposta vascular ao efeito de
concentragoes crescentes de OEZz e Zer
Posterior a realizagao do teste de integridade do endotélio, os anéis foram
lavados com solucdo de Krebs para que retornassem a tensao basal. Apds, foram
contraidas com a ECsy da fenilefrina (10°M) ou o analogo de tromboxano,
U46619 (107M) e expostos a concentracdes crescentes (102 — 10° pg/mL) do
OEZz ou de Zer para avaliar o efeito dessas substancias a reatividade vascular.

Este protocolo foi feito para anéis com endotélio e sem endotélio.

4.3.1.3.2. Avaliagao do efeito de OEZz e Zer sobre a
vasoconstricao induzida por fenilefrina
Apos a estabilizacdo dos anéis, cada preparagao foi incubada por 20
minutos com 500, 750 ou 1000 pg/mL do OEZz ou 1000 ug/mL de Zer. Em
seguida, foram acrescentadas concentragbes crescentes de Phe (10‘10— 10°M)
para realizagdo da curva concentragao-efeito, visando avaliar o efeito das

substancias sobre a vasoconstri¢ao.

4.3.1.3.3. Avaliagao do mecanismo de bloqueio da vasoconstrigao
induzida por fenilefrina ou KCl em preparagoes incubadas
com OEZz ou Zer
Anéis aorticos desprovidos de endotélio foram estabilizados em Krebs
Normal. Apds, foram incubados com Krebs sem Ca?*, iniciando o protocolo para

avaliar a vasoconstricdo promovida pelo influxo de Cca®. A seguir foi adicionado
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ao meio o acido etilenoglicol-bis(b-amino-etil-eter)N,N,N9,N9-tetra-acético (EGTA)

(1mM/L), um quelante dos ions de Ca®*, permanecendo por 20 minutos.

Em seguida, adicionou-se Phe (10'M) e observou-se a presenca de
vasoconstricdo. O processo foi repetido até que a vasoconstricido fosse abolida,
indicando deplegdo completa das reservas de calcio intracelular [Ca®']i Na
sequéncia, as preparagbdes foram incubadas por 30 minutos com OEZz ou Zer
1000ug/mL (concentracdo maxima responsavel pela abolicdo da resposta
vasoconstritora induzida por fenilefrina) e adicionou-se concentragdes crescentes
de CaCl, (0,01 — 30 mM/L).

Para investigar se os efeitos inibitérios de OEZz sob as respostas
vasoconstritoras seriam por meio do bloqueio de canais para calcio, os quais
necessitam ser ativados nas células do musculo liso vascular em resposta a
felinefrina, utilizou-se um protocolo similar ao descrito a cima. Apds a deplecao de
[Ca?']; e posterior incubagdo com OEZz ou Zer (1000ug/mL), foi acrescentado KCI

(60mM/L) em substituicdo a fenilefrina.

4.3.1.4. Analise estatistica

Curvas concentragdo-efeito foram submetidas a analise de regressdo nao
linear, para obtencdo de valores de ECsy (concentracdo que produz 50% da
resposta maxima) e resposta maxima (Emax). As analises destes parametros foram
realizadas pelo programa Prisma, versao 7.0 (GraphPad Software Inc., San.
Diego, CA, USA), bem como para a construgao das curvas sigmoides. Foram
utilizados teste “t”, analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) ou analise
de variancia de duas vias (Two-way ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-
Keuls. Os resultados foram expressos como média * erro padrao da média

(E.P.M.). O nivel de significancia minima aceitavel foi de p<0,05.

4.4. Avaliacao da atividade do 6leo essencial dos rizomas de Zingiber
zerumbet sob a fungao vascular, renal e metabolismo de ratos Wistar

Para avaliacédo do efeito sistémico do tratamento com OEZz sob 6rgéos alvo

como aorta e rim, foram seguidos os seguintes protocolos.

Os animais receberam durante 21 dias, diferentes doses (50mg/Kg e
100mg/Kg) do éleo essencial por via oral (gavagem). Animais controle receberam

o mesmo volume de veiculo. A pressdo arterial sistdlica foi avaliada
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semanalmente, antes e apos o inicio do tratamento (Ver item 4.3.3.3). Os animais
foram distribuidos aleatoriamente nos grupos descritos a seguir:

e Grupo controle: 3 ratos tratados com NaCl 0,9% por 21 dias, via oral
(VO).

e Grupo tratado A: 6 ratos tratados com dose de 50mg/Kg/dia do dleo
essencial, VO.

e Grupo tratado B: 6 ratos tratados com dose de 100mg/Kg/dia do dleo

essencial, VO.

4.4.1. Gaiola metabolica

Para avaliar parametros metabdlicos, os animais foram alojados
individualmente em gaiolas metabdlicas por um periodo de quatro dias
consecutivos, permanecendo na gaiola 16h por dia, recebendo agua e racdo ad
libitum. O primeiro dia na gaiola metabdlica foi para habituacdao, de modo que nao
foram computados dados de consumo e as urinas foram desprezadas. Nos trés
dias seguintes o consumo de ragcdo e agua e as urinas foram coletadas e
processadas como descrito a seguir. A média dos trés dias destes parametros foi
calculada por animal e as amostras de urina de cada coleta foram utilizadas em

duplicata nos ensaios bioquimicos.

Como os ratos s&o animais de habito noturno, os mesmos foram colocados
nas gaiolas as 16h e retirados as 08h do dia seguinte. O periodo na gaiola nao
pode ser superior por orientacdo do Biotério Central, dada as dimensdes das

gaiolas utilizadas e o tamanho dos animais.

4.4.2. Coleta de sangue para analise bioquimica

Para coleta de sangue, feita apds o tratamento, isto &, dia 22, os animais
foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), por via
intraperitoneal. O sangue foi coletado em tubo heparinizado pelo método de
puncéo intracardiaca apés abertura da cavidade toracica, a qual foi utilizada como
método de eutanasia complementar. Uma vez coletado, o sangue foi centrifugado
a 3000 rpm durante 10 minutos (Sorvall, Suwanee, EUA). O plasma foi isolado e

acondicionamento em tubos criogénicos (QUARESMA, 2003). As amostras foram
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mantidas sob refrigeragdo  (-20°C) até o momento da analise. A aorta € o rim

direito foram dissecados para as analises histologicas.

4.4.3. Analise do metabolismo corporal

4.4.3.1. Consumo de agua e ragao

O monitoramento do consumo de ragéao foi realizado por meio de afericdes
diarias, onde o consumo foi calculado considerando a ragdo fornecida, os
desperdicios e as sobras. Foram utilizados comedouros individuais e ragao
triturada, a qual era pesada em balancga digital antes de serem postas na gaiola.
O mesmo procedimento foi realizado para o registro do consumo diario de agua,
utilizando-se bebedouros individuais volumetricamente graduados. O consumo de
agua e fluxo urinario foram determinados por gravimetria, considerando 1g = 1mL.
E, apds as 16h de permanéncia na gaiola, as urinas dos ratos foram coletadas,
pesadas e aliquotadas. Todas as amostras de urina foram centrifugadas a 3.000
rom por 10 minutos em centrifuga automatica (Sorvall, Suwanee, EUA) sendo o
sedimento desprezado. Um mililitro de cada amostra foi acondicionado em tubos

e mantido a -8°C para posterior avaliagcao.

4.4.3.2. Peso corporal

O peso corporal foi acompanhado semanalmente a partir do inicio do
tratamento (Dia 1) até o ultimo dia (Dia 21), com uso de balanga comercial
(Digimed, KN1000).

4.4.3.3. Avaliagao da pressao arterial sistélica (PAS)

Para avaliar a acdo do OEZz sob a pressao arterial sistdlica dos animais
tratados, foram executadas, semanalmente, afericbes pelo método de
plestimografia de cauda (MALKOFF, 2005).

Iniciaram-se as medidas apds a primeira semana de adaptacdo. A técnica
consiste em colocar o animal dentro de uma caixa restritora, aquecida o suficiente
para vasodilatar a artéria caudal. Um esfigmomanémetro (adaptado para ratos)
acoplado a um transdutor de pulso (sensor) foi colocado na cauda do animal.
Quando acionado o plestimografo (LE5001; Panlab, Barcelona, Espanha), o

esfigmomandmetro era insuflado até que o fluxo sanguineo fosse ocluido, para
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que, ao ser desobstruido, os primeiros picos de PAS fossem captados pelo
transdutor e registrados pelo plestimografo. A pressao arterial diastolica, presséao

arterial média e o numero de batimentos por minuto também foram registrados.

4.4.3.4. Avaliagao de perfil lipidico

Para analise de perfil lipidico, os seguintes testes foram realizados e suas
absorbancias foram lidas de 490 a 510nm em analisador automatico de
bioquimica (ChemWell-BIO):

eColesterol total: A determinacdo do colesterol total plasmatico foi
realizada, utilizando-se o kit enzimatico colorimétrico, da In Vitro Diagnostica (CAT
10017) (ALLAIN et al.,1974).

eColesterol HDL (High Density Lipoprotein, Lipoproteina de alta
densidade): A determinagcdo de HDL no plasma foi definida pelo sistema de
precipitacdo de proteinas, utilizando o kit enzimatico da empresa In Vitro
Diagndstica (CAT 044) (ALLAIN et al.,1974).

eColesterol LDL (Low Density Lipoprotein, Lipoproteina de baixa
densidade): Como descrito por Bachorik e colaboradores (1999), os niveis de
LDL foram calculados pela férmula de Friedewald, onde:
ColesterolLDL = ColesterolTotal — (COlesterolHDL + VLDL)

e Colesterol VLDL (Very Low Density Lipoprotein, Lipoproteina de muito
baixa densidade): Os niveis de VLDL foram calculados utilizando a féormula
(FRIEDEWALD et al., 1972; BACHORIK et al., 1999):

Triglicerideos

Colesterol VLDL = =

e Triglicerideos: A concentragao de triacilglicerodis plasmaticos foi realizada
utilizando-se o kit enzimatico colorimétrico da In Vitro Diagnéstica (CAT 10724)
(FOSSATE e PRINCIPE, 1982).
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4.4.4. Avaliagao de parametros de fung¢ao renal

4.4.41. indice de peso renal, fluxo renal e ritmo de filtragdo
glomerular

Para averiguar o indice de peso renal, apos a eutanasia dos animais, o rim
direito e tibia foram dissecados. Registrou-se o comprimento da tibia e o peso do
rim direito. O indice de peso foi calculado pela relagdo deste, com o comprimento
da tibia. Onde: indice de peso (g/cm) = [peso renal (g) / comprimento da tibia
(cm)] (CERQUEIRA, 2012).

O fluxo urinério foi determinado a partir do volume de urina coletado no

periodo de 16h (L). Os resultados foram expressos em L/Kg/24h.

O ritmo de filtracdo glomerular (ml/Kg/min) foi estimado pela depuracao da

creatinina endogena (ver item 4.4.4.2).

444.2. Avaliagao de marcadores de fungao renal

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras plasmaticas ou
urinarias, utilizando um analisador automatico de bioquimica (ChemWell-BIO). Os

seguintes testes foram realizados:

e Sodio: A quantificacdo de sédio na urina foi determinado pelo kit
BioVision. Para isso, adicionou-se 200uL de urina a 2mL do reagente
colorimétrico do kit. Apds a reacao, as absorbancias foram determinadas
a 405nm.

¢ Albumina: A concentragdao de albumina foi determinada pelo kit Doles,
onde 10uL de plasma foram adicionados a 2,5mL do reagente
colorimétrico do Kit. Apdés 15 minutos, as absorbancias foram
determinadas a 630nm.

¢ Creatinina: Para determinar a concentracao de creatinina no plasma ou
na urina utilizou-se o kit Doles. Segundo as recomendagdes datas pelo
fabricante, foi utilizado 200uL de amostra animal, acrescidos de 2mL de
agua destilada, 0,5mL de reagente picrico e duas gotas de solugao
alcalina. Posteriormente, a solugdo foi homogeneizada e permaneceu
em repouso por 7 minutos em temperatura ambiente. Em seguida as

absorbancias foram lidas a 520nm.
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e Uréia: A determinagao da concentragédo de uréia no plasma ou na urina
foi realizada através de um método enzimatico colorimétrico (LaborLab).
Neste método, a uréia sofre hidrolise pela urease em ions amoénia e
CO,. Em meio alcalino, os ions amdnia reagem com salicilato e
hipoclorito de soédio, para formar indofenol. A absorbancia deste
complexo formado a 600nm ¢é diretamente proporcional a concentragao

de uréia na amostra.

4.4.5. Coleta, processamento e volumetria dos 6rgaos

Ao final do periodo de tratamento os animais foram anestesiados com
cetamina/xilasina e eutanasiados por decaptacdo. A aorta toracica, os rins e a
tibia foram isolados e removidos. O comprimento da tibia foi medido com o auxilio
de um paquimetro. Os rins e a aorta foram fixados em formol tamponado (10%)
por 48h (Figura 8). Antes da fixagdo, o peso umido dos rim direito foi mensurado

em balanga analitica (Shimadzu AY220, Japao).

A B

Figura 8: Orgaos fixados: (A) Rins direito
fixados em formol tamponado (10%). (B)
Aorta toracica isolada e fixada, desnuda (a
direita), isto é, desprovida do tecido
adiposo perivascular, o qual estava
presente na imagem a esquerda.

Fonte:Anne Graga, 2016.

Para determinacdo do volume absoluto dos 6rgaos, com auxilio de um
estereomicroscépio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) para o rim e de
microscopio optico (Leica DM4000 B LED, Céamera digital Leica DFC295,
Programa LAS) para a aorta, foram obtidas se¢des seriais dos érgaos para que a
partir de sua analise se obtivesse o volume determinado pelo principio de
Cavalieri (HOWARD e REED, 2010).

4.4.6. Estereologia

Amostras de rim e aorta foram desidratadas em concentragdes crescentes
de etanol (70 e 96%), pré-infiltradas com 96% etanol/resina plastica e infiltradas

com resina plastica - glicol metacrilato. Em seguida, o rim foi seccionado ao meio
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e cada metade disposta com sua face seccionada voltada para o plano da mesa
(plano horizontal). Cada metade foi girada em relacdo ao eixo vertical
perpendicular ao plano horizontal seguindo um sistema de angulos sorteados ao
acaso. A posicao aleatdria obtida foi marcada no rim e mantida durante o
processo de inclusdo. A aorta foi seccionada aleatoriamente em duas partes, de
forma a manter um corte transversal. Esse procedimento permite a obtencéo de
secboes com elevada variabilidade na disposicdo dos perfis de estruturas,
garantindo redugao no viés de amostragem. As sec¢les obtidas sdo chamadas de
verticais (BADDELEY et al., 1986). Em seguida, cada bloco foi observado em
estereomicroscoépio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) e o comprimento total
dos 6rgéos, incluido na resina, foi medido e dividido por 8 ou 12, conforme o
comprimento do 6rgao. O resultado obtido representou a distancia entre as
secdes seriais a serem obtidas em cada 6rgado. Essa distancia foi marcada em
sequéncia ao longo do bloco de resina e serviu de orientagdo para a microtomia
que foi realizada em um micrétomo (Leica RM 2145, Alemanha). As se¢des foram
posteriormente coradas com azul de toluidina 0,5% (azul de toluidina, 0,12g;
borato de Na®, 0,5g; H,O destilada, 100 mL) e fucsina basica (fucsina basica, 0,5g
e H,O destilada, 100 mL). Todos os procedimentos adotados para o

processamento histolégico estavam de acordo com Kiernan (1999).

4.4.6.1. Determinacao de Volume (Cavalieri)

O principio de Cavalieri (CAVALIERI) foi empregado para a determinagao
do volume total dos 6rgaos. Esta técnica esta fundamentada em robusta analise
matematica e estatistica e ¢é extremamente eficiente (WEIBEL, 1980;
GUNDERSEN et al.,, 1988; HOWARD e REED, 2010; MOUTON, 2011).
Originalmente, o volume de qualquer estrutura é obtido pelo produto do somatério
das areas das secoes pela distincia entre as se¢cdes. Com o avango dos sistemas
de contagens, como o software Imod, a sobreposicdo de pontos gerados pelo
software sob a estrutura de interesse, passou a ser o referencial de contagem.
Este método permite uma quantificacao com praticidade e
eficiéncia(GUNDERSEN et al., 1988; HOWARD, V.; REED, M. G., 2010).

Esta técnica foi empregada para determinacdo precisa e acurada do
volume. Para tal, as se¢des foram digitalizadas através de um estereomicroscopio

ou microscopio Optico com sistema de captura de imagem (Leica EZ4D ou
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LeicaDM4000 Digital System, Alemanha) e sobre cada sec¢do foi sobreposto um
sistema teste de contagem contendo pontos por meio do software Imod versao
4.7/médulo stereology (KREMER et al., 1996) (Figura 9). A andlise consiste em
contar os pontos que tocam os respectivos 6rgdos como mostrado na Figura 8. O

somatorio de pontos em cada 6rgao foi aplicado na seguinte equacéo:

V:ZZZPZ'.%.T

Onde, V é o volume absoluto do érgéo,i; " € o numero total de pontos
sobre cada 6rgdo, a/p € a area representada por cada ponto e T € a distancia
entre cada se¢do. Um coeficiente de erro de 5% e desvio padrao de 15% foram
considerados aceitaveis (GUNDERSEN; GSTERBY, 1981; GUNDERSEN et al.,
1988). Visto que as contagens nas sec¢bes seriais em um orgao representam
eventos dependentes, ndo podemos aplicar as equagdes convencionais para a
determinagdo das medidas de dispersado. Para tal, um conjunto de determinagdes
estatisticas voltados para eventos dependentes foi aplicado (GUNDERSEN e

@STERBY, 1981; MAYHEW, 1991; HOWARD e REED, 2010).
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Fonte:Anne Graga, 2017.
Figura 9: Sistema de contagem contendo pontos por meio do software /mod versao
4.7/modulo stereology. A esquerda uma segdo de aorta, onde os pontos s&o
diferenciados em: vermelho quando tocam o Iimen, em verde se tocam a parede
vascular e em branco se estio sob o tecido perivascular. A direita, tem-se uma segdo de
rim, onde os pontos verdes indicam estar sob o tecido renal.
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4.4.6.2. Determinagao do Volume Relativo (Delesse)

A porcentagem de cada componente interno foi obtida pelo principio de
Delesse (densidade de volume) (HOWARDe REED, 2010). Um aumento de 400x
foi empregado em campos de vista selecionados aleatoriamente. Os
componentes foram quantificados pela contagem de pontos e referenciados em
relacdo ao volume total do 6rgdo. A porcentagem de volume ocupado por cada

componente em relagédo ao espaco de referéncia (6rgao) foi calculada como:

Vv (componente , espaco de referéncia ) = =

Onde Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa),
Pcomp é o somatorio de pontos sobre os componentes do érgao (Aorta: parede,
lumen, tecido adiposo perivascular, tunicas intima, média e adventicia. Rim:
corpusculo renal — capsula de Bowman, espaco de Bowman, capilares
glomerulares e células glomerulares — capilares peritubulares e tubulos renais) e
Pref € o somatério de pontos que tocam o espaco de referéncia (Rim ou Aorta)
(HOWARDe REED, 2010) . Os valores percentuais foram transformados em

absolutos apds multiplicacado pelo volume de Cavalieri.

4.4.6.3. Analise estatistica

O programa estatistico Prisma, versao 7.0 (GraphPad Software Inc., San.
Diego, CA, USA) foi usado para a analise estatistica e grafica deste estudo. Os
resultados foram analisados por meio de one-way ANOVA e pos-teste de
Newman-Keuls quando apropriado. O limite de confianca estabelecido para os
testes foi de 5%. Os dados estereoldgicos obtidos através da microscopia de luz
foram avaliados para cada animal e o estimador da variancia foi determinado
usando o coeficiente de erro (C.E.) para cada parametro. A precisao da estimativa
do volume de referéncia segundo Cavalieri foi determinada de acordo com
(CRUZ-ORIVE, 1999):
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Jn
(> Pi)?

i=1

CE(Y Pi)=| 00724 x 2 x
=1

A

Onde: CE(ZPZ') indica o coeficiente de erro para a determinagéo do volume;
i=l

B . .. A . . . .
——indica a variancia das areas transversais (shapecoeficient) e depende da

Ji

complexidade das formas da estrutura; n representa o numero de secdes

n
avaliadas e ZPI' o numero de pontos contados sobre as segoes.

i=1

O CE da densidade de volume e de superficie foi estimado de acordo com
(ORIVE, 1980) usando a equagéo:

e

Onde: CE(Rv)indica o coeficiente de erro para a determinagcdo da relagéo

superficie-volume ou densidade-volume; k representa o numero de imagens
analisadas e u e v sdo as contagens de intersegdes ou pontos efetuadas. Um CE
< 10% sera considerado satisfatorio (preciso).

4.5. Avaliagao da agao anti-inflamatéria

Para investigar o potencial anti-inflamatério do OEZz e de zerumbona, foram
executados testes em macroéfagos murinos da linhagem J774A.1 com avaliagao
da produgao de 6xido nitrico (NO), um reconhecido mediador inflamatério (CRUZ,
2001).

Os macrofagos foram plaqueados na concentragdo de 1x10°8 células/poco
em placa de 96 pocos. Apds o plagueamento as células permaneceram por 24h
na estufa para aderéncia a placa, condicionadas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO,. Apods 24h o meio foi retirado e adicionado meio RPMI, suplementado com

1% de Soro Fetal Bovino, com volume final de 100 pL/pogo. A seguir as células
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foram estimuladas com 1ug/mL de lipopolissacarideo (LPS) (Sigma-Aldrich,
Alemanha) e tratadas com diferentes concentragdes dos compostos OEZz e Zer
(3.12, 6.25, 12.5, 25 e 50 yg/mL). Como controle positivo utilizou-se meio RPMI
1640 enriquecido com LPS e como controle negativo meio RPMI 1640 sem LPS.
As células foram incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e o

sobrenadante celular foi coletado para a analise de 6xido nitrico - NO-.

4.5.1. Quantificagao de nitrito

Para mensurar a producgao de 6xido nitrico (NO"), realizou-se a dosagem de
nitrito, seu produto de degradacéo, utilizando o reagente de Griess, uma vez que
o NO é um gas de curta duragdo. Neste método, o nitrito primeiramente reage
com a Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Alemanha) em meio acido para formar um
composto intermediario, o sal de diazénio. Em seguida, este sal reage com Naftil-
1-etilenodiamina (Merck, Alemanha) formando um composto azo estavel de
coloragao purpura para assim ser quantificado em espectrofotdbmetro a 550 nm
(GREEN et al., 1982). Para a determinagao da producédo de 6xido nitrico, 50 pL
do sobrenadante celular foi submetido a reagdo com igual volume dos reagentes
de Griess (sulfanilamida + naftil). Para o preparo destes reagentes foram
utilizadas solugbes estoque de naftil-1- etilenodiamina 0,1% dissolvido em agua
destilada e de sulfanilamida a 1% dissolvida em acido fosférico (H3PO4) a 5%.
Anteriormente ao uso as solugdes foram adicionadas na propor¢ao 1:1 formando
o reagente de Griess. Ap6s o periodo de incubagao por 15 minutos as amostras
foram lidas em leitor de microplaca (DTX 800, BeckmanColter) a 560 nm. O
calculo das concentragdes de nitrito foi realizado com base em curva padrao
utilizando diferentes concentragdes de nitrato de sédio (NaNO;) 15uM até
1000uM.

4.6. Avaliacao da atividade antioxidante celular

A producdo de EROs intracelular foi detectada utilizando o composto
fluorescente  2'7'-diclorofluoresceina-diacetato  (DCFH-DA), segundo a
metodologia descrita por Wolfe e Liu (2007), com modificacbes. O DCFH-DA é
hidrolisado por esterases intracelulares que retiram sua fracdo diacetato (-DA)
deixando a diclorofluoresceina fluorescente (DCFH) livre no meio. Em contato

com EROs, o DCFH é oxidado resultando no composto fluorescente, 2'-7'-DCF.
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Nesta técnica foram utilizados fibroblastos da linhagem MRC-5 que foram
semeados a uma concentracdo de 6x10* células/poco em microplaca de 96 pogos
com 100uL de meio de cultivo. Vinte e quatro horas apds o plaqueamento, o0 meio
de cultivo foi removido e os pogos foram lavados com PBS. Em seguida, foi
preparada uma solucéo a 25 yM de DCFH-DA dissolvido em tampao de Hank's e
o OEZz e a zerumbona foram adicionados juntamente com essa solugdo nas
concentragdes 100, 25, 12.5, 6.25, 3.125 pg/mL. Foram adicionados aos pogos
100uL dessa solugdo e incubados por 60 minutos a 37°C e CO; a 5%.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e em seguida foi preparada
uma solugdo de dicloridrato de 2,2-azobis-(2-amidinopropano) (AAPH), um
gerador de radicais livres, a 600uM dissolvida em tampé&o de Hank’s. Adicionou-
se 100uL dessa solugao aos pogos e em seguida foi realizada a leitura da placa
com fluorescéncia mesurada imediatamente tendo como comprimento de onda de
excitacao a 485nm e de emissao de 520nm durante 60min em intervalos de 5min.
Os controles com e sem DCFH-DA foram preparados e submetidos a processos
analogos. Para controle positivo utilizou-se o antioxidante quercetina. Todos

testes foram realizados em triplicatas.
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5. RESULTADOS

5.1.Testes de viabilidade celular (MTT)

Avaliamos o potencial citotoxico, in vitro, de concentragdes crescentes de
OEZz (10 = 10° ug/mL) sobre células endoteliais (HUVECs) (Figura 10) e células
primarias do musculo liso vascular (CMLVs) de ratos Wistar (Figura 11). Em
conjunto, realizou-se o teste para o veiculo do OEZz, isto ¢, DMSO (7x10'1 -
7x10'7%) e salina, na mesma concentragdo que usamos para diluir as
concentragbes do OEZz. Em todas as concentragdes testadas ndo se observou
efeito citotoxico as HUVECs e CMLVs, de maneira que em todas as
concentragdes utilizadas a viabilidade celular foi igual ou maior que 100%,
corroborando o que foi visto por Picoli (2015) que aponta que 2,5% de DMSO ¢ a

maxima concentragado que nao causa prejuizos para o crescimento celular.

Células endotéliais (HUVEC)
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Figura 10: Viabilidade celular de células endoteliais (HUVEC) pds incubagao
com concentragdes crescentes (1073- 10° pg/mL) de OEZz ou veiculo (DMSO +
salina) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazdlio).
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Células de musculo liso vascular
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Figura 11: Viabilidade celular de células do musculo liso vascular de ratos Wistar
pds incubagdo com concentragdes crescentes (1073- 10° pg/mL) de OEZz ou veiculo
(DMSO + salina) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)
2,5-difeniltetrazdlio).

Dessa maneira, a faixa de concentracdo de OEZz (102 — 10° pg/mL)
demonstrou-se segura e foi selecionada para utilizagdo nos experimentos
seguintes.

Para os fibroblastos de linhagem MRC-5, as concentragbes usadas de
zerumbona e OEZz foram de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ug/mL. Nestas
concentragoes, a viabilidade celular foi mantida, ndo sendo apresentada nenhuma
concentragcao que apresentasse citotoxicidade neste modelo. Revelando-se ser
uma faixa de concentragdo segura para os testes posteriores. Nao foram
realizados testes com o veiculo (DMSO), uma vez que na maior concentragao
(100pg/mL), o mesmo estava dentro da faixa de seguranca, sendo 0,01% (Figura
12) (PICOLI, 2015).

Nos testes realizados com macréfagos murinos da linhagem J774, foram
utilizadas as concentracdes de OEZz e Zer de 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781,
0.390 pg/mL. Nestes, observou-se uma redugcéo de 20% na viabilidade celular
para a concentracdo de 25 pg/mL para as duas substancias. Nas demais

concentragdes, a viabilidade celular foi igual ou maior que 100%. Para estas
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concentragdes, a maior porcentagem de DMSO no veiculo foi de 0,0025% (Figura

13). Assim, para os testes seguintes foram utilizadas, apenas, as concentra¢des
12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781, 0.390 pg/mL, posto que estas ndo demonstrarem

nenhuma agéo citotdxica.

Fibroblastos (MRC-5)
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Figura 12:Viabilidade celular de fibroblastos da linhagem MCR-5 po6s incubagdo com concentragdes de
OEZz ou Zer (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 pug/mL) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-
difeniltetrazolio).
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Figura 13:Viabilidade celular de macrofagos da linhagem J774 pés incubagdo com concentragdes de OEZz
12.5, 6.25, 3.125 pg/mL) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-
difeniltetrazolio).

ou Zer (25,
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5.2.Caracterizagao do dleo essencial de Zingiber zerumbet e de seu

componente majoritario

Por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-MS), revelou-se ser a zerumbona o componente majoritario do OEZz,
representando 83,5% da composigdo total do oleo (Figura 14). Outros
componentes de maior expressao foram: a—Humuleno (4,17%), 2,4-diisopropenil-
1-metilciclohexano (1,72%), a—Cariofileno (1,64%), epdxido de humuleno I
(1,41%) e biciclo[6,1,0]nonano,9-(1-metiletilideno) (1,07%) (Tabela 1). Outros
estudos corroboram com os dados obtidos na analise da composi¢cédo de OEZz
(BHUIYAN, 2008; DAI, 2013; SINGH, 2014; RANA, 2017).

7.000,000

Peaké  RTime Area  Area
24 31323 36778639  83.52 - ‘
CompName:zerumbone $$ 2,6,10-Cycloundecatrien-1-one, 2,6,9,9-tetramethyl-, (E,EE)- $§
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Figura 14: Cromatograma representativo das analises por CG-MS do OEZz, empregando coluna
capilar (30m x 0,25 mm x 0,25 pm) com uma fase estacionaria composta de 5% de fenil-metilpolisiloxano
e gas hélio como fase movel.

L _TIC*
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Tabela 1: Constituintes do 6leo essencial obtido dos rizomas de Zingiber zerumbet, revelados a partir de CG-
MS. Os constituintes foram distribuidos de forma decrescente em relagdo ao % da area.

Tempo de

Picos Constituintes retengio % da area
24 Zerumbona 31,323 83,52
8 a-Humuleno 24,663 417
21 2,4-Diisopropenil-1-metilciclohexano 29,692 1,72
13 a-Cariofileno 28,218 1,64
14 Epoxido de humuleno 1l 28,466 1,41
10 Biciclo[6,1,0]Jnonano,9-(1-metiletilideno) 26,435 1,07
23 Carveol 30,036 0,93
11 1H-Cicloprop[e]azuleno,decaidro-1,1,4,7-tetrametil- 26,816 0,83

[1aR-(1a,alpha,,4,beta,,4a,beta,
7,beta,,7a,beta,,7b,alpha,)
9 6-Isopropenil-4,8a-dimetildecahidro-1-naftalenol 26,340 0,76
25 Ciclohexanona, 2-etil-2-propil 31,982 0,72
16 Spiro(4,4)non-1-ene 29,190 0,43
19 B—Eudesmol 29,383 0,43
15 a-Cedreno 28,973 0,35
1 3,5,5-Trimetil-1-hexeno 4,788 0,33
5 3-Etilpentano 9,034 0,31
12 Oxido de cariasofileno 27,852 0,31
4 4-metil-2,3-di-hidrofurano 8,013 0,20
17 2,5-Dimetil-3-metileno -1,5-heptadieno 29,250 0,19
18 Epoxido de santolina 29,300 0,12
20 B—Costol 29,458 0,12
2 Cis-Butenediol 5,033 0,11
3 Ciclohexanemetanol 5,225 0,11
6 Amylisobutirato 9,293 0,08
22 B-Elemene 29,775 0,08
7 Cariofileno 23,789 0,06
TOTAL 100,00

Para investigar se a zerumbona seria o principio ativo provedor do efeito

vasodilatador observado para OEZz, realizamos novos teste in vitro com a

zerumbona isolada a partir do OEZz.

demonstraram uma pureza de 98,3% de zerumbona (Figura 15, Tabela 2).

O efetivo isolamento da zerumbona foi confirmado por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE). Nesta, os cristais obtidos a partir do OEZz,
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Figura 15: Cromatograma representativo das analises por CLAE dos cristais obtidos do
Oleo essencial de Z. zerumbet, empregando coluna C18 (simetria, 250 x 4,6 mm de ID e

tamanho de particulas de 5um), com fase movel

constituida de acetonitrila:

metanol:tampao de fosfato de di-hidrogénio de potassio 0,001% (25:55:20, v/v/v), vazao
de 1 mL.min™. Deteccao de UV em 254nm. Fonte: Carlos Pinheiro, 2016.

Tabela 2: Constituintes dos cristais obtidos do 6leo essencial dos rizomas de Zingiber

zerumbet, revelados a partir da CLAE descrita a cima.

Detector A-222 NM

Picos Nome Tempo de % da area
retencao

1 3.868 0.07

2 4.741 0.80

3 Cristais - ZER 5.809 98.27

4 6.541 0.33

5 10.319 0.53
Total 100.00

Fonte: Carlos Pinheiro, 2016.
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5.3. Avaliagao da atividade biolégica de OEZz sobre a reatividade

vascular em ratos Wistar

5.3.1. Analise do efeito vasodilatador direto de OEZz em anéis

aorticos pré-contraidos U46619

Curvas concentracao-efeito foram obtidas demonstrando o relaxamento
induzido por diferentes concentragdes (10°- 10°ug/mL) de OEZz ou seu veiculo,
DMSO (7x107% - 7x107%) + solug&o salina 0,9%. O experimento foi realizado em
preparagdes com endotélio (E+) e em preparagbes cujo endotélio foi removido
mecanicamente (E-). As preparagbes foram pré-contraidas com a ECsy do
analogo de tromboxano, U46619 (107M).

Tanto em anéis E+ ou E-, verificou-se efeito vasodilatador dependente da
concentracao de OEZz. A resposta maxima vasodilatadora nestes anéis foi
produzida na concentragao de 103 pMg/mL (Figura 16). Nos experimentos em que
se utilizou apenas o veiculo observou-se resposta vasodilatadora a partir da
concentracéo de 1028 Mg/mL (p<0,05). A vasodilatagdo observada para o veiculo
foi de menor eficacia (p<0,001) se comparada aquela produzida por OEZZ nas

concentracdes avaliadas (Tabela 1).
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Figura 16: Vasodilatagéo induzida pelo OEZz (10'3 -10° pug/mL; n=6) ou veiculo (DMSO + salina; n=6) em
anéis de aorta de ratos Wistar com (E+) e sem (E-) endotélio pré-contraidas com U46619(10‘7M). Os dados
sdo apresentados como média + EPM. *p<0,001 vs veiculo. A diferenga entre os grupos foi avaliada pela
analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls.

Ao final, observa-se nao haver diferenca significativa na eficacia ou poténcia

do OEZZ em induzir o relaxamento de anéis com ou sem endotélio (Figura 17).
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Figura 17: Vasodilatacdo induzida pelo OEZZ (10 — 10° pg/mL; n=6) em anéis de aorta de ratos Wistar
com (E+) e sem (E-) endotélio pré-contraidos com U46619 (10'7M). Os dados sdo apresentados como média
+ EPM. A diferenga entre os grupos foi avaliada pela andlise de variancia (ANOVA) de duas vias,

seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls.

Para avaliar a poténcia do OEZz sob a resposta vasodilatadora em
preparacdes de aorta com e sem endotélio pré-contraidas com U46619, utilizou-
se a analise de regressao nao linear para calculo dos valores de ECs5y(IC 95%),
para OEZz e veiculo. Como observado na Tabela 3, a poténcia e a eficacia
vasodilatadora de OEZz nao foi modificada pela presenca ou nao do endotélio
vascular. Adicionalmente, observou-se que o OEZz produziu vasodilatagao

maxima significativamente maior aquela observada com o veiculo.

Tabela 3: Valores de ECso e Emsax do efeito vasodilatador do 6leo essencial de Z. zerumbet (OEZz). Os
resultados sdo expressos como média + erro padrao da média (EPM) em preparagdes com endotélio (E+) e
sem endotélio (E-).

Substancia ECs Emax n
(ug/mL) (% de relaxamento)

OEZz E+ 622,72 £ 121,16 102,45 + 1.00* 6

Veiculo E+ - 46,33 £ 2,47 6

OEZz E- 771,21 £ 154,17 104,15 + 1,32* 6

Veiculo E- - 39,33+74 6

* P<0,0001 vs veiculo.

Visto que a exposicao ao OEZz demonstrou uma acao vasodilatadora direta

sobre anéis com e sem endotélio, e que a eficacia e poténcia vasodilatadora nao
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foram diferentes em ambas as preparagcdes, podemos concluir que o endotélio
nao participa da vasodilatagdo induzida por OEZz. Por esse motivo, o0s
experimentos seguintes passaram a ser realizados apenas em preparagdes
desprovidas de endotélio.

5.3.2. Analise do efeito de diferentes concentracées de OEZz sobre a

vasoconstricdo induzida por fenilefrina

Buscou-se verificar se o OEZz modificava a resposta vasoconstritora
promovida pela fenilefrina. Sendo assim, apdés a estabilizagdo dos anéis, cada
preparacgao foi incubada por 20 minutos com 500, 750 ou 1000 ug/mL do OEZz e

logo ap6s foi realizada curva concentragao-efeito para fenilefrina (107'°— 10°M).

Evidenciou-se que o pré-tratamento das prepara¢gdes com OEZz 500 pg/mL
nao modifica de maneira significativa a poténcia ou eficacia da fenilefrina (Phe)
em induzir vasoconstricdo, conforme demonstrado pelos valores de ECsp € Emax
(Tabela 4, Figura 18). Entretanto, o pré tratamento com OEZz 750 e 1000 pg/mL
foi capaz de bloquear completamente a vasoconstricdo induzida por fenilfrina
(Figura 18). Desta forma, podemos sugerir que o efeito vasodilatador observado
no experimento anterior (Figura 16-17) € dependente da concentracao de OEZz e

relacionado a inibigdo da vasoconstricdo induzida pela fenilefrina.

OEZz bloqueia a vasoconstri¢ao
induzida por fenilefrina
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Figura 18: Vasoconstrigdo induzida por fenilefrina (Phe, 10" — 10°M) em anéis de aorta sem
endotélio de ratos Wistar pré-incubados com 500, 750 ou 1000 uyg/mL de OEZz ou veiculo (controle)
(n=4-5). Os resultados sédo apresentados como média + EPM. *p<0,0001 vs controle.
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Tabela 4: Valores de ECso e Emax do efeito vasoconstritor de fenilefrina na presenga ou auséncia de OEZz em
anéis de aorta de ratos Wistar sem endotélio. Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da
média.

Substancia ECso (x10° pg/mL) Emax (9) n
Controle 3,99+ 1,67 1,88 £ 0,17 6
OEZz 500ug/mL 1,65+ 8,99 1,61+ 0,26 5
OEZz 750 pg/mL - -0,10 £ 0,06* 5
OEZz 1000ug/mL - 0,03 + 0,05* 6

* P<0,0001, OEZz vs controle.

5.3.3. Avaliacdo do mecanismo de bloqueio da vasoconstri¢ao
induzida por fenilefrina ou KCl em preparagoées incubadas com
OEZz

Uma vez observado que o OEZz bloqueia a vasoconstricdo promovida pela
Phe, buscou-se investigar se os efeitos inibitérios de OEZz sobre as respostas
vasoconstritoras seriam produto do antagonismo de receptores adrenérgicos ou
bloqueio de canais para calcio nas células do musculo liso vascular.

A incubacdo com OEZz (1000ug/mL) foi capaz de bloquear parcialmente a
vasoconstricdo promovida pelo Ca?* em anéis adrticos sem endotélio, pré-
contraidos com Phe (107M) (Figura 19a).

Para investigar se os efeitos inibitérios de OEZz sob as respostas
vasoconstritoras seriam por meio do bloqueio de canais para calcio, os quais
necessitam ser ativados nas células do musculo liso vascular em resposta a
felinefrina, utilizou-se KCI (60mM/L) em substituicao a fenilefrina.

De maneira semelhante ao observado na resposta estimulada por fenilefrina,
a incubagao com OEZz (1000ug/mL) também foi capaz de inibir a vasoconstricao
em anéis adrticos estimulados pelo KCI (6x10™*M) (Figura 19b).
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O tratamento com OEZz bloqueia a vasoconstrigdo induzida por influxo de Ca**
em anéis aorticos pré-incubados com fenilefrina ou KCI

A ANEIS PRE-INCUBADOS COM PHE (107M)
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Figura 19: Vasoconstrigdo induzida por influxo de calcio pré-incubados ou ndo com OEZz (1000ug/mL).
(A) Preparagdes estimuladas com fenilefrina (10'7M) (N=4). (B) Preparagbes estimuladas com KCI (6x1°'
“M) (N=5). Os resultados s&0 expressos como média + EPM. *p<0.05 vs controle.

A pré-incubagao com OEZz demonstrou reduzir a poténcia e a eficacia da

vasodilatacdo promovida por influxo de Ca®* em anéis aorticos estimulados com
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fenilefrina. Semelhantemente, em anéis estimulados com KCI, o OEZz igualmente
promoveu redugdo na poténcia (ECsg) e eficacia (Emax) da resposta
vasoconstritora (Tabela 5).

Tabela 5: Valores de ECsyo € Emax do efeito vasoconstritor induzido por influxo de célcio em anéis de
aorta de ratos Wistar sem endotélio pré-incubadas com OEZz (103ug/mL) ou veiculo (controle) e
estimuladas com fenilefrina ou KCI. Os resultados sdo expressos como média + EPM.

Substancia ECso (x10°ug/mL) Emax (9) n

T Veiculo 8,16 + 1,56 1,79 0,10 4
9(’1“0%')"3 OEZz 10°pg/mL 65,27 + 10,72* 0,84+ 0,14* 4
KCI (60mM) Veiculo 5,28 + 0,69 1,82 40,14 5

OEZz10° ug/mL 82,38 + 8,82* 0,43 + 0,04~ 5

*p<0,005 OEZz vs controle.

Dessa forma, o OEZz (1000ug/mL) demonstrou reduzir em 20% a poténcia e
75% a eficacia da vasoconstricdo mediada por influxo calcio em anéis pré-
incubados com fenilefrina (10"M) e KCI (60mM) apés deplegdo do calcio
intracelular. Sugerindo que a vasodilatacdo observada para o OEZz esta
associada a sua capacidade de bloquear a vasoconstricdo mediante o bloqueio

de canais para calcio.

Uma vez demonstrado o mecanismo vasodilatador induzido por OEZz, por
meio de sua caracterizacao, buscou-se avaliar se seu principal componente seria

o promovedor desse efeito sob a funcao vascular.

5.4. Analise do efeito de zerumbona sob a reatividade vascular adrtica em
ratos Wistar

5.4.1. Analise do efeito vasodilatador direto de zerumbona em anéis
adrticos pré-contraidos com fenilefrina

Uma vez que OEZz nao promove vasodilatagdo dependente de endotélio, os
testes com zerumbona foram feitos apenas em anéis aédrticos desprovidos de
endotélio. Nestes experimentos, zerumbona produziu vasodilatagdo em
concentragbes a partir de 0,1ug/mL, alcangcando seu potencial maximo

vasodilatador (86,8%) na concentragédo de 1000ug/mL (Figura 20). Assim como
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observado para o veiculo de OEZz, observou-se vasodilatagao para o veiculo da
zerumbona, DMSO (7x107% - 7x107%) + solucdo salina 0,9%, a partir da
concentracao de 10ug/mL do veiculo, correspondente a 7x10°% de DMSO
(p<0,05). O efeito maximo vasodilatador para o veiculo foi de 35,82+2,31%
observado na concentracao de 103ug/mL. Entretanto, a eficacia vasodilatadora da
zerumbona foi muito superior aquela observada para o veiculo nas concentragdes
de 10— 10° pg/mL (Tabela 5).

Zerumbona promove vasodilatagdo em
anéis adrticos pré-incubados com Phe
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Substancia ECso Emax N
(ng/mL) (%relaxamento)
Veiculo 35,82 +2,31 5

Zerumbona 119,2+5,98 86,79 +4,87* 4

Figura 20: Vasodilatagdo induzida por zerumbona (10 — 10° pg/mL; n=4) em anéis de aorta de
ratos Wistar desprovidos de endotélio (E-), pré-contraidos com fenilefrina (10'7M). (A) Curva
concentracéo-efeito. (B) Valores de Ecso € Emax. Os dados séo apresentados como média + EPM.
*p<0,0001 zerumbona vs controle.
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5.4.2. Analise do efeito de zerumbona sobre a vasoconstrigao

induzida por fenilefrina

Verificada a agao vasodilatadora promovida por zerumbona, investigou-se
sua acao sobre a vasoconstri¢cao induzida por fenilefrina (10'7M). Como resultado,
observamos que a zerumbona, assim como o OEZz, promove bloqueio total nao-
superavél da vasoconstricao estimulada por fenilefrina na concentracao testada
(Figura 21).

A Zerumbona promove bloqueio insuperavel
da vasoconstri¢ao estimulada por fenilefrina
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Figura 21: Vasoconstrigado induzida por fenilefrina em aorta de ratos Wistar na presenga
ou auséncia de zerumbona (103 pug/mL), ( A) Curvas concentracdo-efeito de fenilefrina
(10'10 - 10'5m0|/L; n=5) na auséncia (veiculo) ou presenga de zerumbona (103pg/mL), (B)
Valores de Ecso € Emax. Os dados sdo apresentados como média + EPM. *p<0,0001.
Zerumbona vs controle.
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5.4.3. Avaliagdo do mecanismo de bloqueio da vasoconstricao
induzida por fenilefrina ou KCl em preparagdées incubadas com

zerumbona

Ao investigar a acdo de zerumbona (10° pg/mL) sob o influxo de Ca®*,
observamos que a mesma foi capaz de reduzir a poténcia do efeito vasoconstritor
promovido pelo influxo de Ca?*, porém a eficacia permaneceu inalterada (Figura
22, Tabela 6). Resultados semelhantes foram obtidos para os anéis pré-
incubados com os agonistas, fenilefrina (Phe, 107) e KCI (60x10°>M). Dessa
forma, zerumbona promoveu bloqueio superavel dos canais para calcio

envolvidos nas respostas vasoconstritoras para os agentes avaliados.

Zerumbona promove bloqueio superavel da resposta vasoconstritora mediada
por influxo de Ca?* estimuladas com Phe (107M) ou KCI (6x10*M)
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Figura 22: Vasoconstricdo induzida por influxo de calcio pré-incubados ou ndo com zerumbona
(1000ug/mL). (A) Preparagbes estimuladas com fenilefrina (10'7M) (N=4). (B) Preparagdes
estimuladas com KCI (6x1 0'4M) (N=4). Os resultados séo expressos como média + EPM. *p<0.05
vs controle

Tabela 6: Valores de ECso e Emax do efeito vasoconstritor do influxo de Ca®*em anéis de aorta de ratos
Wistar sem endotélio pré-incubados com Zerumbona (103ug/mL) ou veiculo (controle) e estimulados
com fenilefrina ou KCI. Os resultados s&o expressos como média + erro padrao da média.

Substéancia ECso(x10°ug/mL)  Ensx (9) n

Fenilefrina controle 8,16+ 1,56 1,79+ 0,10 4

(10'7M) zerumbona 75,79+ 5,55** 1,62 + 0,02 4
(10 pg/mL)

KCI (60x10°M) controle 5,28 + 0,69 1,82+0,14 4

zerumbona 83,47 + 3,94** 1,70 £ 0,09 4

(10° ug/mL)

*p<0,0001zerumbonavscontrole.

A andlise conjunta dos resultados, permite-nos sugerir que o OEZz e Zer
possuem uma efetiva acao vasodilatadora promovida pelo bloqueio de canais
para calcio e ndo uma acgado antagbnica sobre receptores adrenérgicos
vasculares. O componente majoritario do OEZz, zerumbona, de forma
semelhante, promove acdo vasodilatadora. Assim, a vasodilatacdo promovida

pelo OEZz pode ser consequéncia da agao da zerumbona. Porém, a poténcia da
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zerumbona é superior ao do OEZz, enquanto a eficacia € maior para o OEZz

(Figura 23).

Assim, acreditamos que o efeito vasodilatador do OEZz seja oriundo
principalmente da agdo da zerumbona, todavia para atingir o efeito maximo da
resposta vasoconstritora seja necessaria a participagdo de outros componentes

presentes no 6leo, cujo acdo sinérgica poderia estar envolvida no bloqueio

insuperavel de canais para calcio.

Vasodilatagao promovida por concentragoes
crescentes de OEZz e zerumbona
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Figura 23: Vasodilatagdo induzida por OEZz e zerumbona (10'3 -10° ug/mL) em anéis de aorta de
ratos Wistar desprovidos de endotélio (E-), pré-contraidos com fenilefrina (10'7M). (A) Curva
concentracéo-efeito. (B) Valores de Ecso € Emax. Os dados séo apresentados como média + EPM.
*p<0,05. Zerumbona vs OEZz.
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5.5. Avaliagao do metabolismo corporal

Considerando a atividade vasodilatadora de OEZz in vitro e discutindo-se
sua potencial utilizacdo no tratamento de disturbios vasculares associados a
patologias, tornou-se interesse de nossa investigagao averiguar os efeitos da
administragédo sistémica de OEZz sobre a estrutura vascular e renal, bem como
sobre os mecanismos relacionados a fungao renal e metabolismo. A estrutura de
orgaos-alvo como aorta e rim de ratos Wistar tratados por 21 dias, com doses de
50mg/Kg e 100mg/Kg do OEZz foram analisadas por técnica histolégica e
estereoldgica. Desta forma, visou-se averiguar a seguranga do tratamento por via

oral com OEZz sob 6rgaos-alvo.

5.5.1. Peso corporal, consumo de ragao e agua, pressao arterial e

frequéncia cardiaca

O tratamento com OEZz, em relagdo ao grupo controle, ndo modificou a
massa corporal, a pressao arterial (PAS, PAD ou PAM), frequéncia cardiaca, o
consumo de agua e ragao dos animais, considerando o inicio (Dia 1) e o fim (Dia
21) do tratamento (Tabela 7).

Tabela 7: Valores finais de pressdo arterial sistdlica, diastélica e média, frequéncia cardiaca,peso

corporal, fluxo urinario, consumo de agua e racédo de ratos Wistar controle ou submetidos ao tratamento
por 21 dias com OEZz. Os valores sao representados em média tEPM.

Controle OEZz (50mg/Kg) OEZz (100mg/Kg)
Pressdo  Inicio 458 33414 11 120,79+11,66 139,20+20,86
arterial -
sistolica Fim 135,58+8,31 166,78+18,10 135,13+15,27
(mmHg)
Pressdo Inicio 112 324643 102,11+4,48 110,46+4,54
arterial
diastdlica  Fim 109,12+8,90 109,58+3,98 112,86+13,42
(mmHg)
Pressio  Inicio  138.45%10,87 111,54+6,08 128,20+8,77
arterial média
(mmHa) Fim 115,54+8,26 134,92+8,38 121,12+11,00
Frequéncia Inicio 394 2117 42 410,13+20,53 415,86+17,01
cardiaca
(BPM) Fim 403 66+13,00 414.43+21,03 436.40+7,84
Inicio
Peso 205+8,73 352+4,59 316+11,38
corporal .
poral (@) Fim 390+6,56 373+7,72 337+17,77
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S 81,93+6,83 97,54+8,54 84,40+5,40
agua
(mL/Kg/dia)
Consumo de 84,75+4,72 84,96+5,23 84,96+5,23
racao
(g/Kgl/dia)
N° de animais 3 6 5

5.5.2. Perfil lipidico

Os animais tratados com OEZz, nas doses de 50 e 100mg/Kg, apresentaram

um aumento significativo no nivel de colesterol plasmatico, resultante de um

aumento de colesterol HDL e LDL, para ambos os grupos (Tabela 8). Nao foram

observadas alteracbes no nivel de colesterol VLDL, bem como no nivel de

triglicerideos, entre os grupos tratados e o controle.

Tabela 8: Valores médios de niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol HDL, LDL e VLDL de ratos
Wistar, submetidos ao tratamento com OEZz. Os valores estdo representados em média +tEPM.

Controle OEZz 50mg/Kg OEZz 100mg/Kg
Colesterol total (mg/dL) 84,83 + 4,53 233,78 + 21,88* 240,52 + 4,34*
HDL (mg/dL) 38,73+2,19 60,33 + 4,48* 62,02 + 1,29*
VLDL (mg/dL) 36,97 +4,36 37,23+4,98 29,41+ 0,52
LDL (mg/dL) 18,01 £ 0,79 137,49 + 16,41* 148,83 + 4,75*
Triglicerideos (mg/dL) 205,85+ 10,35 203,57 £ 24,78 147,83 + 2,64
N° de animais 3 6 5

*p<0,005

5.5.3. Avaliagao de parametros de fungao renal

Animais tratados com OEZz (50mg/mL) demonstraram um aumento no

indice de peso renal, ndo observado para o grupo OEZz (100mg/mL). O

tratamento com OEZz n&o promoveu modificacdo sob o fluxo urinario dos
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animais. Por outro lado, ambos apresentaram reducdo no ritmo de filtracdao
glomerular, o qual estava associado a elevagdo plasmatica e redugdo da
excrecao renal de creatinina e uréia. O nivel de proteinas plasmaticas totais, bem
como a fragdo de excregcao de sdédio, nado foi alterado entre os grupos.
Semelhantemente, nao foi observado aumento na excre¢ao urinaria de albumina

(Tabela 9).

Tabela 9: Parametros bioquimicos e marcadores de fungéo renal de ratos Wistar, submetidos ao
tratamento com OEZz. Os valores estao representados em média +EPM. *p<0,001 vs controle.

Controle OEZz 50mg/Kg OEZz 100mg/Kg
indice de peso renal 0,41 £ 0,02 0,52 + 0,028* 0,40 £ 0,05
(g/cm)
Fluxo urinario (mL/kg/dia) 61,47+3,50 53,03+3,38 45,9314 45
Ritmo de filtragao 10,77 £ 0,67 3,71 +£0,95* 2,17 £ 0,38*
glomerular (mL/kg/min)
Fracao de excregao de 10,28 £ 1,25 10,18 £ 1,14 8,74 + 1,35
Sédio (mM/L/kg/dia)
Albuminduria (mL/kg/dia) 53,96 + 6,27 79,18 + 8,63 57,45 + 10,65
Creatinina plasmatica 0,25 + 0,02 0,25+ 0,10 0,92 +0,16*
(mg/dL)
Fracao de excrecgao de 1,20 + 0,51 0,51 £0,10* 0,61 +0,21*
creatinina (mg/kg/dia)
Uréia plasmatica (mg/dL) 16,35+ 1,45 28,68 + 1,10* 32,74 + 0,64*
Fracao de excregao de 25,74 £ 1,58 18,8 £ 2,29 12,60 + 1,37*
uréia (mg/kg/dia)
Proteinas plasmaticas 5,10 £ 0,25 5,28 £ 0,22 5,06 £ 0,09
totais (g/dL)
N° de animais 3 6 5

*p<0,005
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5.5.4. Avaliagao estereoldgica da aorta toracica de animais tratados
com OEZz

Andlises estereoldgicas da aorta (Figura 24) demonstram um aumento no
volume total da aorta toracica (volume total = parede adrtica + espago intraluminal
+ tecido adiposo perivascular) para ratos tratados com OEZz (100mg/Kg), nao
foram observadas alteragbes para os animais tratados com OEZz (50mg/Kg).
Entre os componentes da aorta, apenas o lumen apresentou aumento de volume,
enquanto o volume da parede adrtica e do tecido adiposo perivascular
permaneceram inalterados (Figura 25). O volume das tunicas intima, média e

adventicia também foi analisado, porém nenhuma alteracao foi observada.

V (E1)=88,2 "
V (E1)=69,3 mm?/Ke

mm?/ Kg

Ceade 5mm

Figura 24: Fotomicrografias de aorta toracica de ratos Wistar tratados ou ndo com OEZz. (A) Aorta toracica de
animal controle. (B) Aorta toracica de animal tratado com OEZz (50mg/Kg). (C) Aorta toracica de animal tratado com
OEZz (100mg/Kg).V(EI): Volume do espaco intraluminal. *p<0,05 vs OEZz (50mg/Kg).

A B
O tratamento com OEZz (100mg/Kg) promove
o aumento do volume total da aorta toracica O tratamento com OEZz (100mg/Kg) promove
de ratos normotensos o0 aumento do volume do espago intraluminal
Cl # 9 4
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Figura 25: Tratamento com OEZz promove aumento no volume total da aorta toracica. (A)
Volume adrtico total. (B) Volume do espaco intraluminal. Imagens capturas por microscopico
optico sob aumento de 40. Os dados sdo apresentados como média + EPM. *p<0,05 vs controle.

#5<0,05 vs OEZz (50mg/Kg).
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5.5.5. Avaliagao estereolégica do rim direito de animais tratados com
OEZz

Ao analisar o indice de peso renal (peso do rim / comprimento da tibia),
observou-se um aumento no indice de peso renal dos animais tratados com OEZz
(50mg/mK), no entanto, as analises estereoldgicas demonstraram ndo haver
modificagdo sob o volume total do 6rgdo. Para estes paradmetros, ndo foram

observadas modifica¢cdes para os animais tratados com 100mg/Kg.

O tratamento, em conjunto, ndo demonstrou alterar a densidade volumétrica
do corpusculo renal (Controle: 59,47 + 8,22; OE50: 72,30 £ 5,73; OE100: 62,57 +
3,56), todavia o tratamento com OEZz (50mg/Kg) reduziu em 80% a densidade
volumétrica do espagco de Bowman, para os animais tratados com OEZz
(100mg/Kg) esta reducao foi de 60%. Além disso, observou-se aumentou de
maneira expressiva no volume dos capilares glomerulares em 60% e 150% para

os grupos tratados com 50 e 100mg/Kg, respectivamente (Figura 26 e 27).

Corpusculo Renal

40-
1 Controle

© OEZz 50 mg/Kg/dia
8 30 WM OEZz 100mg/Kg/dia ]
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Figura 26: Densidade volumétrica de componentes do corpusculo renal de ratos Wistar tratados
com OEZz. CB: Corpusculo de Bowman; EB: Espago de Bowman; CG: Capilares glomerulares;
CeG: Células glomerulares (células endoteliais + poddcitos + células mesangiais) . Os dados sédo
apresentados como média + EPM.*p<0,05. Tratamento vs controle. #p<0,05. OEZz (100mg/Kg) vs
OEZz (50mg/Kg).
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Figura 27: Fotomicrografias do corpusculo renal de ratos Wistar tratados ou ndo com OEZz. (A) Grupo
controle: corpusculo renal sem alteragdo. (B) Tratamento com OEZz com (50mg/Kg). C) Tratamento com
OEZz (100mg/Kg), grupos tratados apresentaram redugdo no Espaco de Bowman e dilatagdo de capilares
glomerulares. Aumento de 400; Coloracéo: azul de toluidina:fucsina basica .

Além do aumento na densidade volumétrica dos capilares no interior dos
glomérulos, o tratamento com OEZz (50mg/Kg e 100mg/Kg) foi capaz de
aumentar significativamente e de maneira semelhante o volume dos capilares
peritubulares (Figura 28 e 29). Nao foram encontradas modificagbes na densidade

volumétrica dos tubulos renais.
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O tratamento com OEZz aumenta o
volume dos capilares peritubulares
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Figura 28: Aumento no volume de capilares peritubulares de ratos
Wistar tratados com OEZz. Os dados s&o apresentados como média +
EPM. *p<0,001 vs controle.

Figura 29: Fotomicrografias do corpusculo renal de ratos Wistar tratados e néo tratados com OEZz
evidenciando aumento de volume dos capilares peritubulares de animais tratados.. (A) Grupo controle: capilares
peritubulares sem alteragdo. (B) Tratamento OEZz (50mg/Kg). (C) Tratamento OEZz (100mg/Kg). Aumento de
400; Coloragao: azul de toluidina:fucsina basica.
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5.6. Potencial anti-inflamatoério de OEZz e Zer

O OEZz e a Zer apresentaram atividade anti-inflamatéria de forma
dependente de sua concentragdo (Figura 30), de forma que, a medida que as
concentragbes decrescem o potencial anti-inflamatoério dessas substancias
também é reduzido. A porcentagem de inibicdo de NO por macréfagos J774 foi
realizada mediante a comparagdo com a produgao basal de NO por macréfagos
sem exposi¢cao ao LPS e ao tratamento (Produgdo de NO = n&o detectavel, n=3)
e a produgdo de NO por macréfagos ativados com LPS (1ug/mL) sem o
tratamento (Produgdo de NO = 10,10 £ 1,34 uM, n=3).

O OEZz e a Zer demonstraram inibir completamente a producao de NO na
concentracao 12,5 ug/mL, na concentragdo de 6,25 ug/mL o percentual inibitério
foi de 95% para o OEZz e 90% para zerumbona, reduzindo para 40% e 32% na
concentracao de 3,125 pg/mL, para o OEZz e Zer, respectivamente.

Para a concentracao de 1,56 ug/mL, a eficacia na inibicdo de NO pelo OEZz
(%Inibicdo = 32,88 + 4,32, n=3) foi significantemente maior que a de Zer
(%lInibicdo = 3,20 £ 2,85,n=3) (p<0,005). Entretanto a concentragdo inibitoria
maxima (ICsp) da Zer foi significantemente menor (ICsp= 3,02+0,10ug/mL) que a
revelada para o OEZz (IC50=5,85+0,26pug/mL). Nao foram observadas nenhuma

atividade inibitoria para as concentragées de 0,781 e 0,390ug/mL.

Concentragoes de OEZz e Zer promovem reduc¢ao na
producao de NO por macréfagos murinos

120+
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100 = ZER

% Inibigao de NO
3
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12.5 625 31425  1.562

Concentragao (pug/mL)

Figura 30: Efeito anti-inflamatério via inibicdo da produgdo de NO em macréfagos murinos (J774)
estimulados com LPS (1ug/mL) induzidos por OEZz e Zer (12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781, 0,390 pg/mL).
Células ndo expostas ao LPS foram utilizadas como controle positivo e células desafiadas com LPS, como
controle negativo. Os dados sédo apresentados como média + EPM.. *p<0,001 OEZz vs Zerumbona.
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5.7.Potencial antioxidante de OEZz e Zer

O OEZz e a Zer apresentaram atividade antioxidante dependente de suas
concentracdes (Figura 31). OEZz demonstrou uma atividade inibitéria as EROs de
95% na concentragao 100 ug/mL, resultado similar ao observado para quercetina
(controle positivo) na mesma concentragdo. Observou-se uma atividade
antioxidante de 80% nas concentragbes de 50, 25 e 12,5 pg/mL de OEZz e de
62% na menor concentracdo testada. A zerumbona, por sua vez, manteve uma
inibicdo de 80% quando utilizada nas concentracdes de 100 e 50 pg/mL. Nas
concentragoes de 25 e 12,5 ug/mL sua atividade foi de 75%.

Entre as substancias testadas, a que apresentou maior eficacia foi o OEZz,
demonstrando na menor concentragdo uma atividade de 62%. Nesta mesma
concentracdo, a capacidade antioxidante de zerumbona foi de 30%. Em 100
pug/mL, a eficacia da atividade antioxidante do OEZz (95,28 + 2,84%) nao foi
significativamente diferente da quercetina (100,03 + 0,01%), enquanto a
Zerumbona demonstrou uma eficacia significantemente menor (82,28 + 2,92%)
que o OEZz e o controle (p<0,001). As concentragdes de OEZz e Zer necessarias
para inibir pela metade (ICso) a producédo de EROs nao foram significativamente

diferentes, onde Zer demonstrou ICs5= 7,18 + 0,30 ug/mL e OEZz ICsp= 2,51 %
1,23 pg/mL.

1 Quercetina
1 OEZz

B Zerumbona
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Figura 31: Inibigdo da geragéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em fibroblastos humanos (MCR-5)
estimulados com AAPH (600uM), promovida por OEZz e Zer (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 pg/mL).
Quercetina foi usada nas mesmas concentra¢des que as substancias testadas, como controle positivo. Os
dados séo apresentados como média + EPM. *p<0,001 Tratamentos vs quercetina. #p<0,001 OEZz vs
Zerumbona.
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6. Discussao

Este estudo demonstrou que o 6leo essencial de Z. zerumbet e seu
composto majoritario, zerumbona, promoveram vasodilatagdo concentragao-
dependente em anéis de aorta de ratos Wistar de maneira independente do
endotélio vascular em preparacgdes pré-contraidas com o analogo de tromboxano,
U46619, ou fenilefrina. Resultado semelhante a este foi descrito por Cunha (2012)
em experimentos de reatividade vascular utilizando o éleo essencial de Alpinia

zerumbet, espécie da mesma familia de Zingiber zerumbet.

Potencial vasodilatador tem sido descrito para compostos isolados de
diferentes espécies da familia Zingiberacea. Ghareib e colaboradores (2016)
demonstram que a zingerona, principal constituinte do Zingiber officinale, promove
efeito vasodilatador de maneira dependente da concentragcdo em anéis adrticos
de ratos diabéticos, induzidos por estreptozotocina, que teriam sua vasodilatagao
endotélio-dependente prejudicada pela patologia. Os autores sugerem que o
efeito vasodilatador promovido pelo composto estad associado a estimulacao da
producao endotelial de NO e ativagdo da enzima guanilato ciclase expressa no
musculo liso vascular. Xu e colaboradores (2007) ao estudar a curcumina,
principal constituinte de Curcuma longa, demonstraram que a mesma promove
efeito vasodilatador em artérias coronarias porcinas. Os autores observaram que
a vasodilatagao foi significativamente reduzida com a remocgéao do endotélio ou
apos a adigao de L-NAME (inibidor da oxido nitrico sintase endotelial -eNOS).
Logo, sugere-se que a vasodilatacdo induzida por curcumina envolve a liberacéo
de NO endotelial.

Em nosso trabalho, observamos que OEZz e Zer induzem vasodilatagao
agindo diretamente sobre o MLV, visto que a eficacia e a poténcia do efeito
vasodilatador ndo foram modificadas pela remogdo mecanica do endotélio nas
preparagdes estudadas (Figura 17 e Figura 20). Este achado se faz de grande
importancia quando consideramos sua potencial aplicabilidade em patologias que
comprometam o funcionamento vascular como a hipertensdo arterial. Nesta
condicdo, observa-se prejuizo das respostas vasodilatadoras dependentes do
endotélio vascular através da inibicdo da liberacdo de fatores vasodilatadores
endoteliais como NO, prostaciclina (PGl,) e fator hiperpolarizante derivado do

endotélio (EDHF) como resultado do processo de disfuncado endotelial(SU, 2015).
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Desta forma, a acéo vasodilatadora independente do endotélio demonstrada para
OEZz e Zer poderia melhorar o funcionamento vascular nessas condigdes

patolégicas, uma vez que produzem relaxamento direto do musculo liso vascular.

Varios farmacos com acao vasodilatadora independente do endotélio sao
utilizados para tratamento da hipertensao, entre eles o minoxidil que proporciona
relaxamento por sua acéo direta sob o musculo liso através do aumento seletivo
da permeabilidade da membrana ao potassio; promovendo um quadro de
hiperpolarizagdo, inibindo a ativagdo dos canais para calcio voltagem-
dependentes e consequentemente a geracdo de um potencial de agao
(PELLIZARO e PANCHENIAK, 2003).

Nossos estudos apontam semelhanga entre os mecanismos vasodilatadores
de OEZz e de seu componente majoritario Zer. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para confirmar seu potencial terapéutico para o tratamento de
doencgas do aparelho cardiovascular, tanto em modelos experimentais como em

humanos.

A partir da analise das curvas concentracao-efeito para OEZz e Zer em
preparagdes pré-contraidas com o U46619, observamos que a eficacia
vasodilatadora do OEZz foi significativamente maior que aquela observada para
Zer. Por outro lado, Zer demonstrou poténcia superior (p<0,05) ao OEZz em
produzir vasodilatacdo (Figura 23). Baseados nestes resultados, pode-se sugerir
que grande parte do efeito vasodilatador do OEZz seja oriundo principalmente da
acdo da zerumbona. Todavia, para que o efeito maximo da resposta
vasodilatadora seja obtido, ocorra a necessidade de sinergismo a outros

componentes presentes no OEZz.

Uma vez conhecendo o potencial vasodilatador gerado pelo OEZz e Zer,
buscou-se investigar se esta vasodilatagcdo era oriunda da reducéo da capacidade
vasoconstritora do musculo liso vascular. Os resultados demonstram (Figura 18 e
Figura 21) que a pré-incubacdo dos anéis de aorta com OEZz e Zer (10° ug/mL)

foi capaz de inibir completamente a vasoconstricao induzida para fenilefrina.

Sabe-se que a resposta vasoconstritora para fenilefrina em preparagdes
vasculares é dependente da ativagcdo de receptores aq-adrenérgicos (GAVIER,

1967). A ativagao destes receptores resulta em ultima instancia no aumento da
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concentracdo de calcio intracelular ([Ca2+]i) via producdo de segundos
mensageiros: inosilol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 estimula a
liberacdo de calcio das reservas endoplasmaticas e DAG, na presenca de calcio,
estimula o influxo de calcio a partir do liquido extracelular (GOLTZMAN, 2014).
Este aumento na [Ca®']; promove contracdo do musculo liso vascular por ativar
fatores que culminarao na fosforilagcado da cadeia leve de miosina, permitindo sua

interagdo com os filamentos de actina (BRUNTON, 2012).

Alguns farmacos utilizados para o tratamento da hipertensao inibem,
modulam ou bloqueiam esses mecanismos vasoconstritores. A prazosina, por
exemplo, promove relaxamento do musculo liso vascular por sua capacidade de
antagonizar os efeitos da noradrenalina sobre os receptores ai—adrenérgicos
(KIRBY et al.,, 1987). Assim, OEZz e Zer demonstram promover efeitos
vasodilatadores via bloqueio da vasoconstricdo. Entretanto, tornou-se necessario
esclarecer se o mecanismo vasodilatador era semelhante ou diferente de
farmacos ja conhecidos como a fenoxibenzamina e a dibenamina (ROBERTSON,
2017). Desta forma, investigamos se os efeitos inibitérios de OEZz e Zer sobre as
respostas vasoconstritoras para fenilefrina seriam produto do antagonismo de
receptores aj-adrenérgicos ou do bloqueio de canais para calcio nas células do
musculo liso vascular. As respostas vasoconstritoras mediadas por influxo de Ca**
em anéis pré-incubados com OEZz ou Zer (1000ug/mL) e estimulados com Phe
(107M) ou KCI (6x10™*M) foram parcialmente inibidas por OEZz (Figuras 19). Em
ambos os testes, a pré-incubagcao com OEZz foi capaz de reduzir a poténcia e a
eficacia da resposta vasoconstritora. Observamos, por outro lado, que Zer foi
capaz de reduzir apenas a poténcia do efeito vasoconstritor estimulado por Phe
(10"M) ou KCI (6x10™*M) (Figura 22), de modo que a eficacia permaneceu
inalterada. Baseado nestes resultados pode-se sugerir que o efeito vasodilatador
de OEZz e zerumbona se deve a capacidade diferencial destes produtos em
promover bloqueio de canais para calcio em células de musculo liso vascular, ja
que tanto as respostas vasoconstritoras dependentes da ativacdo do receptor
adrenérgico estimuladas com Phe, como as respostas independentes da ativagéo

de receptores obtida com KCI foram inibidas.

Adicionalmente, podemos concluir que a natureza do bloqueio produzido por
OEZz e Zer ¢é distinta. Uma vez que se observou reducdo da poténcia e da

eficacia vasoconstritora em preparacdes pré-incubadas com OEZz, de forma que
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nem mesmo a maxima concentragdo de calcio foi capaz de reverter o bloqueio
produzido por este produto, podemos concluir que OEZz produz bloqueio
insuperavel de canais para calcio nas concentragdes testadas. Por outro lado, Zer
promove bloqueio superavel dos canais para calcio, uma vez que se observou
reducdo da poténcia da vasoconstricdo, mas a resposta contratii maxima foi

restaurada com o aumento da concentragcio de calcio ho meio.

Assim, acreditamos que o bloqueio de canais para calcio promovido por
OEZz seja em parte pela agdo da zerumbona. Todavia, € possivel que para o
OEZz produzir bloqueio insuperavel destes canais, seja necessaria a participacao
de outros de seus constituintes como o carveol, cuja acéo sinérgica poderia estar
envolvida no bloqueio irreversivel de canais para calcio, resultando na atividade
vasodilatadora independente do endotélio descrita anteriormente (TEIXEIRA,
2013).

A industria farmacéutica comercializa varias classes de anti-hipertensivos,
dentre eles estdo os bloqueadores de canais para calcio (BCC) que impedem o
influxo de calcio para o espaco intracelular. Geralmente, os BCC sao subdivididos
em duas classes: os diidropiridinicos e os nao diidropiridinicos. Os
diidropiridinicos bloqueiam os canais para célcio dependente de voltagem no
MLV, como o felodipino, manidipino, nicardipino, nifedipino, entre outros. Ja os
nao diidropiridinicos, promovem bloqueio seletivo dos canais para calcio
dependente de voltagem no miocardio, afetando a contratilidade e a condugéao

cardiaca, a exemplo do verapamil e diltiazem. (BOMBIG, 2009).

Nossos resultados com zerumbona, corroboram os achados de Fusi e
colaboradores (2015), que demonstraram que anéis aodrticos de ratos pré-
incubados com diferentes concentragcdes de zerumbona reduzem, de maneira
inversamente proporcional, a contracdo induzida por adicdoes cumulativas de
Ca?*quando estimuladas com KCI (60mmM). Os autores sugerem que a atividade
vasodilatadora de zerumbona possa ser, em parte, atribuida ao bloqueio de
canais para calcio dependente de voltagem. Nao foram encontrados outros

estudos que avaliem o potencial do OEZz sob a reatividade vascular.

A identificacao da atividade vasodilatadora de OEZz e seu componente
majoritario, zerumbona, justificados por sua capacidade de promover bloqueio de

canais para calcio no musculo liso vascular, € de grande importancia, posto que
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tais substancias podem ser uteis no tratamento de disturbios vasculares
associados a hipertensao arterial, diabetes mellitus, ou outras vasculopatias que

comprometem a fungao vascular.

Vérias intervengbes tém sido criadas para auxiliar no tratamento de
vasculopatias, dentre estas, o stent farmacolégico. Esta intervengao surgiu como
alternativa ao stent convencional (ndo-farmacoldgico), uma vez que o uso deste
foi associado a proliferacdo de células do tecido vascular e a reestenose
(ALTMANN, 1996). Diferentemente do convencional, os stents farmacolégicos sao
sistemas de administracao de farmacos, que liberam o medicamento localmente,
através de seu revestimento com uma camada polimérica que permite ao farmaco
ser liberado de forma controlada, evitando assim a toxicidade sistémica e

maximizando seu potencial em inibir quadros de reestenose (GUERIOS, 1998).

Apd6s sua validacdo, diversos farmacos foram analisados para serem
associados a esta intervencdo (LEMOS, 2003). Varias categorias de agentes
farmacéuticos foram utilizadas para revestir os stents, entre eles estdo o paclitaxel
e sirolimo. Semelhantemente, estes compostos inibem a proliferacdo das células
vasculares, inibindo o quadro de fibrose e consequente reestenose, além de sua
atividade imunossupressora refletida em sua capacidade de inibir a ativacao de
células T e células B (KASTRATI, 2005; GALLJE, 2017). Tendo em vista a acao
vasodilatadora do OEZz e zerumbona sobre o MLV, suas atividades anti-
inflamatodrias e a capacidade do OEZz em promover aumento no volume da aorta,
seriam estes, possiveis alvos terapéuticos para que em associacdo com stent

farmacoldgico, possam promover melhora sob a doenga coronariana.

Uma vez demonstrada a acao vasodilatadora do OEZz in vitro e sua
potencial aplicabilidade no tratamento de disturbios cardiovasculares, buscou-se
avaliar os efeitos sistémicos de sua administragdo, averiguando a seguranga de
seu uso por via oral. Para isto, ratos Wistar foram tratados por 21 dias com OEZz
nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia e foram avaliadas a estrutura vascular e renal,

bem como mecanismos relacionados a fungéo renal e ao metabolismo.

As analises estereoldgicas da aorta toracica de ratos tratados com OEZz
(100mg/Kg/dia) demonstram aumento no volume total da aorta, isto é,
considerando o espaco intraluminal e a parede da aorta.Os vasos sanguineos sao

constituidos basicamente por trés tunicas: tunica intima, tunica média e tunica
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externa ou adventicia (KIERSZENBAUM, 2016). Investigamos se o aumento no
volume total da aorta seria decorrente de hipertrofia das tunicas, aumentando
assim a parede destes vasos. Os dados obtidos demonstram n&o haver nenhuma
modificagdo quanto ao volume das tunicas, o que sugere que o tratamento nao
ocasione dano a parede vascular, ndao promovendo nenhuma forma de

remodelamento.

Quando analisado o espaco intraluminal, observou-se um aumento no
volume do lumen dos ratos tratados com OEZz (100mg/Kg/dia), mas nao para os
tratados com OEZz (50mg/Kg/dia). Assim acreditamos que a dose de
100mg/Kg/dia seja capaz de modificar o volume da aorta toracica pelo aumento
de espaco intraluminal promovido por sua capacidade vasodilatadora, ja
observada in vitro, sem induzir qualquer tipo de remodelamento vascular ou

alterar a camada de células endoteliais.

Parametros metabdlicos, como o consumo de agua e ragado, massa corporal
e fluxo urindrio devem ser analisados em estudos pré-clinicos para investigagcao
da toxicidade de uma substancia, haja vista que estes parametros revelam a acao
do tratamento sobre o sistema gastrintestinal (BATISTA, 2014). A analise dos
parametros metabdlicos: massa corporal, consumo de agua e ragdo dos animais
tratados com OEZz ndo demonstraram modificagdo quando comparados ao
controle. Dessa maneira, nossos resultados demonstram que o tratamento nao
modifica o funcionamento do sistema gastrintestinal, de forma que sob esse

sistema seu uso, nas doses testadas (50 e 100mg/Kg/dia), demonstra-se seguro.

Sabe-se que organismos saudaveis possuem mecanismos de compensagao
em curto e longo prazo para regulacao da pressao arterial. Segundo Guyton e
Hall (2017), a pressao arterial € determinada pelo produto da resisténcia vascular
e do débito cardiaco. Em resposta a vasodilatacdo, a resisténcia vascular é
reduzida, o que pode repercutir em redugédo da pressao arterial. Fisiologicamente,
os valores de pressao arterial sdo finamente regulados através de mecanismos
centrais que modulam a atividade simpatica e parassimpatica, de modo que
modificagdes na RVP em geral sdo contrapostas por alteragées de frequéncia e
débito cardiacos para que a pressao arterial ndao se altere (BRESSIANI, 2017).

Outro mecanismo que contribui para conduzir a pressao arterial a normalidade é a
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producao de mediadores neurais — reflexo barorreceptor, e mediadores hormonais

— sistema renina-angiotensina-aldosterona (MARTELLI, 2015).

Ao avaliarmos a pressao arterial (PAS, PAD e PAM) de ratos tratados com
OEZz, observamos que o tratamento ndo promoveu modificagdo significativa de
seus valores. Este resultado in vivo, entretanto, ndo se contrapde aos achados in
vitro, uma vez que, sob os animais tratados, a vasodilatagdo promovida por OEZz
poderia ativar mecanismos compensatérios que culminariam no retorno da
pressao arterial a normalidade. No entanto, novos testes sdo necessarios para
investigar se a atividade simpatica estaria aumentada no grupo tratado como

forma compensatoria a vasodilatagdo induzida por OEZz.

De maneira distinta ao que observamos para o tratamento de ratos Wistar
com OEZz, estudos com o extrato hidroalcodlico obtidos das folhas de Alpinia
zerumbet, espécie da mesma familia que o gengibre amargo, demonstram que o
tratamento com 10 a 30 mg/Kg/dia do extrato, foi capaz de induzir efeito
hipotensor de forma dependente de suas doses em ratos com hipertensdo DOCA-
sal (DE MOURA, 2005). A divergéncia entre nossos estudos é explicada pelo uso
de modelo animal diferente, posto que organismos acometidos com disturbios
cardiovasculares, como a hipertensao arterial, desenvolvem comprometimento em
seus mecanismos de compensac¢do, a exemplo da atenuagdo da sensibilidade
barorreflexa (KOUGIAS,2010) ou mesmo hiper-responsividade a estimulos
vasoconstritores como para a endotelina, angiotensina Il ou noradrenalina. Assim,
no modelo utilizado por De moura e colaboradores (2005), os mecanismos
vasodilatadores observados para Alpinia zerumbet, superariam o efeito
hipertensor observado naquele modelo animal. Assim, testes que investiguem a
acao do tratamento com OEZz em modelos de hipertensdo arterial e diabetes
mellitus s&o necessarios para caracterizarmos sua acao frente a situacoes

patologicas sobre o sistema cardiovascular.

Niveis plasmaticos de LDL elevados e HDL reduzidos representam a
principal causa de doenca arterial coronariana. O colesterol total e LDL elevados
tém sido correlacionados com alteragdes nas tunicas intima e média da parede
dos vasos, assim como da complacéncia arterial (MARQUEZ et al., 2009).No
presente estudo, avaliamos o perfil lipidico dos animais tratados com o OEZz e

observamos(Tabela 8) que houve aumento significativo no nivel de colesterol



93

total, bem como das lipoproteinas HDL e LDL. Porém, os niveis de colesterol
VLDL e triglicerideos ndo foram modificados. Resultados semelhantes foram
descritos para Zingiber officinale (gengibre), espécie congénere de Z. zerumbet,
onde ratos tratados com o extrato aquoso de gengibre demonstraram niveis

aumentados de colesterol total e triglicerideos (SOARES, 2005).

Grande parte do colesterol endégeno é proveniente de incrementos na
sintese hepatica, da mobilizacdo a partir do tecido adiposo ou derivados da dieta,
sendo chamado colesterol exdégeno neste Uultimo caso (SILVA, 2017).
Observamos aumento no nivel de colesterol e lipoproteinas nos animais tratados
com OEZz em nosso trabalho. Entretanto, considerando que o consumo de ragao
e peso corporal ndo foram alterados pelo tratamento, estudos adicionais ainda
necessitam ser realizados para averiguar se mecanismos hepaticos ou
produzidos no tecido adiposo estariam envolvidos nos efeitos
hipercolesterolemiantes observados para OEZz, bem como o comportamento

destes mecanismos em modelos de hipertensao arterial, diabetes e obesidade.

Srinivasan e Sambaiah (1991) demonstraram que o tratamento com
gengibre, Zingiber officinale, aumentou significativamente os valores de colesterol
plasmatico. Entretanto, o gengibre nédo apenas propiciou o0 aumento na sintese
hepatica como também no catabolismo das moléculas de colesterol, de modo que
se observou aumento na secrecao de acidos biliares por estimulagcdo da enzima
7-a-hidroxilase, enzima responsavel pela conversdo de colesterol em acidos
biliares. Assim, os autores sugeriram que o aumento no colesterol observado
seria resultante da estimulacdo hepatica e este efeito estaria associado a
estimulacao do catabolismo do colesterol e sua eliminagdo na forma de acidos

biliares.

Para confirmar a hipétese de que o tratamento com OEZz possivelmente
produz ativacdo de sintese hepatica e esteja envolvida no catabolismo das
moléculas de colesterol, novos experimentos precisam ser realizados, como
mobilizagao lipidica em células adiposas e investigacdo dos efeitos de OEZz
sobre a atividade de lipases ou enzimas hepaticas envolvidas na regulagéo da

sintese de colesterol.

Entre os métodos utilizados para avaliar a fungdo renal, as dosagens

bioquimicas e a determinagao do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) continuam
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sendo as mais utilizadas. O RFG é determinado, entre outros fatores, pela
dosagem da creatinina plasmatica e urinaria, onde o aumento da creatinina
plasmatica resulta diretamente na redugdo do RFG (SIROTA et al, 2011,
PAKULA et al., 2015).No presente estudo, observou-se aumento de creatinina e
uréia plasmaticas de animais tratados com OEZz, enquanto os valores de
excrecao urinaria desses marcadores foi diminuida, demonstrando
consequentemente uma reducdo no RFG. Este achado esta de acordo com os
estudos de Neto (2012), onde ratos Wistar tratados por via oral com 6-gingerol,
um dos principais componentes do Zingiber officinale, desencadeou aumento
relevante nos valores séricos de creatinina e uréia, resultando na diminuicdo do
ritmo de filtracdo glomerular. Porém, nao foram evidenciados quais os

mecanismos envolvidos nessa elevagao de creatinina e uréia sérica.

A uréia, assim como a creatinina, € um preditor da fungao renal. Assim, sua
excrecao renal deve igualar-se a sua produgdo. A uréia passa livremente pela
barreira de filtragdo, porém, é reabsorvida passivamente pela por¢géo proximal dos
tubulos urinarios (SCHMITTE, 2014). Analisando em conjunto os dados de fungéo
renal e estereoldgicos, observamos que o OEZz é capaz de promover efeito
vasodilatador sobre os capilares glomerulares e peritubulares dos ratos tratados
com OEZz, demonstrado pelo aumento significativo na densidade volumétrica
dessas estruturas. Em contrapartida, observou-se reducdo na densidade
volumétrica do espago de Bowman, o que sugerimos ser decorrente do aumento

de volume dos capilares glomerulares.

Segundo Guyton e Hall (2017), a filtragdo glomerular (FG) € determinada
pela pressao liquida de filtragao (resultado da soma das pressdes hidrostaticas e
coloidosmotica que agem sobre os capilares glomerulares) e pelo coeficiente de
filtragdo dos capilares glomerulares (determinada pelo produto da permeabilidade
pela area de superficie dos capilares). Tomando o quadro de vasodilatacao
promovida pelo OEZz sob os capilares glomerulares, infere-se que a pressao
liquida de filtragdo esteja diminuida nestes animais, todavia, pelo aumento da
area de superficie destes capilares e do aumento na permeabilidade, a
vasodilatagdo culmina no aumento do coeficiente de filtragdo. Assim, esses
fatores determinantes para a FG se comportam de forma inversamente

proporcional resultando na manutencao do RFG.
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Porém, além destes fatores, outro fator determinante para a FG é a pressao
na capsula de Bowman. A elevacao desta pressao pode reduzir a FG, posto que a
pressao hidrostatica no interior da capsula se opde a filtragdo (GUYTON e HALL,
2017). Assim, considerando que animais tratados com OEZz tem seu espago de
Bowman diminuidos, sugerimos que este fator possa aumentar a pressao no
interior da capsula, promovendo uma reducdo na FG e, consequentemente,
diminuindo a excregdo urindria de creatinina e uréia além de aumentar os niveis
de creatinina e uréia plasmaticos. No entanto, novos testes precisam ser feitos

para confirmar essas hipoteses.

Outro mecanismo envolvido na regulacdao da FG é o feedback arteriolar
eferente, mecanismo no qual por meio da modificacdo na resisténcia arteriolar
pode-se promover aumento ou reducao na FG (ICHIKAWA, 1980). Em condigdes
vasodilatadoras da arteriola eferente ocorre uma redugcao em sua resisténcia
arteriolar, culminando na redugao na pressao hidrostatica glomerular, tendendo,
assim, na reducao do FG (GUYTON e HALL, 2017). Este efeito foi observado por
Kon e colaboradores (1993) na administracdo de bradicinina, um conhecido
vasodilatador, em ratos Wistar. Os autores demonstram que a utilizacdo de
bradicinina gera vasodilatagao renal, inclusive sobre a arteriola eferente, o que
produz diminui¢do na pressao capilar glomerular e consequente redugéo no RFG.
Dessa forma, podemos sugerir que este seja outro mecanismo pelo qual o
tratamento com OEZz poderia reduzir o RFG, tendo em vista sua agéo
vasodilatadora sob os capilares glomerulares e peritubulares e em leitos de
condutancia. Logo, a diminuicdo do RFG poderia também ser reflexo da

vasodilatacado da arteriola eferente gerada por OEZz.

Vale ressaltar que a redugao no RFG foi observada em animais saudaveis
tratados com OEZz. Entretanto, considerando quadros patolégicos como a
hipertensdo e diabetes mellitus onde a FG é reduzida pelo espessamento das
membranas dos capilares glomerulares, a agao vasodilatadora do OEZz poderia
gerar grandes beneficios, uma vez que assim como vasodilatadores endogenos, a
exemplo das prostagladinas, poderia reverter o quadro de vasoconstricao
excessiva, reduzindo a resisténcia vascular renal e promovendo aumento na

filtracdo glomerular e fluxo sanguineo renal(GUYTON e HALL, 2017).
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Alguns trabalhos foram descritos com extratos obtidos de Zingiber zerumbet
ou espécies proximas como Zingiber officinale relataram potencial renoprotetor

dessas espécies sob disturbios renais.

Segundo Tzeng e colaboradores (2013), o tratamento com o extrato
etandlico de Zingiber zerumbet produz efeitos renoprotetores em ratos com
nefropatia diabética induzida por estreptozotocina. Em seu estudo, os ratos
diabéticos foram tratados oralmente com gengibre ou metformina por oito
semanas. Apds o tratamento, observou-se reducdo semelhante da hiperglicemia e
da disfuncdo renal nos ratos diabéticos tratados com Zingiber zerumbet ou
metformina e aumento da expressao protéica de nefrina e podocina, proteinas
que constituem a barreira de filtracdo glomerular. Estes resultados foram
corroborados por Rodrigues e colaboradores (2013) que, utilizando [6]-gingerol,
composto isolado de Zingiber officinale, demonstraram reverter a redugcao do
clearance de creatinina induzido por gentamicina em rato, melhorando a fungao

glomerular e tubular apds cinco dias de tratamento.

No presente trabalho, demonstrou-se que dentre os animais tratados com
OEZz nao houve alteragdes na excregdo de proteinas, como a albumina, nem
mesmo no nivel de proteinas plasmaticas totais. Este dado nos permite sugerir
que o tratamento ndo promove dano a barreira de filtragdo glomerular. Estudos

futuros sao necessarios frente a modelos associados a patologias renais.

Sabe-se que proteinas, em condigdes homeostaticas, sao retidas pela
membrana basal glomerular. A albumina, porém, possui peso molecular muito
proximo ao limiar de filtracdo, o que permite que somente uma pequena
quantidade seja filtrada em rins saudaveis e posteriormente reabsorvida nos
tubulos (EATON e POOLER, 2015). Logo, uma vez que o nivel de filtragdo de
proteinas ndo sofreu modificagdo, sugerimos que o tratamento com OEZz nao

promoveu dano as barreiras de filtragéo.

Os dados obtidos neste trabalho demonstram a capacidade vasodilatadora
independente do endotélio do OEZz e zerumbona in vitro e in vivo, de forma que
sua acgao parece estar associada ao bloqueio de canais para calcio. Em animais
saudaveis, o tratamento com OEZz demonstrou reduzir o ritmo de filtracdo
glomerular, o que nao parece estar associado a disturbios nas barreiras de

filtracao renal.
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Varios mecanismos, além das contribuicdes locais, podem contribuir para a
regulacéo do tébnus vascular, entre eles, destacam-se a atividade anti-inflamatéria
e antioxidante. A presenca de mediadores inflamatérios como NO, IL-6, TNFa e
EROs contribuem para o comprometimento vascular em modelos patolégicos por
reduzir a atividade vasodilatadora local. Neste cenario, o quadro de inflamagao
pode gerar um processo de disfuncao endotelial e comprometer o funcionamento
vascular (SOUZA, 2008; TEIXEIRA, 2014).

Sabe-se que a inflamacéo participa da progresséo de varios fatores que
contribuem para o desenvolvimento de DCV, como na aterosclerose e
hipertensao arterial (CAILLON e SCHIFFRIN, 2016). Em decorréncia disto, varios
marcadores inflamatérios como citocinas, contagem total de leucdcitos, proteina
C-Reativa, entre outros, vem sendo avaliados como indicadores de DCV
(TEIXEIRA,2014).

Os macrofagos sdo um dos principais leucdocitos atuantes no estado
inflamatério (CORREA-CAMACHO, 2007). Luz e colaboradores (2013) afirmam
que estas células estao intimamente relacionadas ao desenvolvimento e evolugao
da doenca endotelial, principalmente no processo aterogénico. Estudos como o
de Mikolajczyk e colaboradores (2016) apontam que em patologias como a
hipertensao, o nivel de citocinas inflamatdérias € aumentado em consequéncia da
maior infiltracdo de leucécitos no tecido perivascular. Todavia, quando a infiltracao
foi inibida, reduzindo assim o nivel de mediadores inflamatérios, desenvolveu-se

uma protecao contra a disfungao endotelial induzida por angiotensina Il.

Assim, posto que a inflamacado contribui para disfuncdo endotelial e
subsequente comprometimento da fungao vascular, infere-se que a atividade anti-
inflamatdria pode ser um mecanismo indireto de manutengéo do ténus vascular,
uma vez que inibir a inflamagéo resulta em reducdo dos niveis de mediadores

inflamatdrios e protecdo de modificagbes patoldgicas de células endoteliais.

Nesse sentido, realizou-se neste estudo testes para avaliar a atividade anti-
inflamatdria, mensurada pela capacidade de OEZz e Zer de inibir a produgao de
NO por macrofagos murinos. OEZz, bem como zerumbona, demonstraram
atividade anti-inflamatéria de maneira dependente de suas concentracbes. Na
concentragao de 12,5ug/mL, ambos demonstraram 100% de inibicdo na produgao
de NO.
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Estudos realizados por Chien e colaboradores (2008) apontam para o
possivel efeito anti-inflamatério de constituintes extraidos dos rizomas de Z.
zerumbet, como zerumbona e 3-o-metil-campeferol. Seus estudos demonstraram
que a inibicdo na produgdo de NO por macréfagos da linhagem RAW 264.7 é
oriunda da capacidade destes compostos em suprimir a expressdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), responsavel pela produgcédo massiva de NO

em condicdes inflamatodrias.

Estudos in vivo, como o de Zakaria e colaboradores (2011), mostram a acao
anti-inflamatéria do OEZz em modelos de inflamacdo aguda (edema de pata
induzido por carragenina) e cronica (testes de formacado de granuloma induzido
por granulos de algodao) em ratos tratados com OEZz nas doses de 30, 100 e
300 mg/Kg/dia. Nestes animais, o tratamento foi capaz de inibir a formacao dos
edemas e granulomas, além de apresentar atividade antinociceptiva mensura pelo

teste de formalina.

Em 2010, Sulaiman e colaboradores também usando modelos de inflamacéao
aguda e cronica, como descritos a cima, demonstraram atividade anti-inflamatoria
promovida por zerumbona em ratos que foram tratados por via intraperitoneal
com zerumbona nas doses de 5, 10,50 e 100mg/Kg/dia, onde o tratamento inibiu
a formagdo do edema e suprimiu o aparecimento de granulomas, de forma

dependente da dose administrada.

A partir de estudos in vitro, Kim e colaboradores (2017), analisaram
amostras de macrofagos da linhagem THP-1 pré-incubados com zerumbona (1-
10uM) e estimulados com LPS. Nestes ensaios, os autores demonstraram que o
tratamento com zerumbona foi capaz de reprimir a secrecado de marcadores pro-
inflamatdrios, como ciclooxigenase-2 (COX-2), interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e expressao do fator nuclear-kB (NF-kB). Em conjunto,
o tratamento inibiu significativamente a expressao da proteina e do mRNA do
receptor do tipo Toll (TLR) 2 e 8, bem como a expressao do gene MyD88. Assim,
afirmaram que a acao anti-inflamatéria promovida por zerumbona é reflexo da sua
capacidade em inibir os TLR 2/4, NF-kB e reduzir a secregdo de mediadores

inflamatorios.

A utilizacdo de alguns farmacos como as estatinas (inibidores da HMG-CoA

redutase) tém sido associados com expressiva diminuicdo da morbidade e
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mortalidade cardiovascular em pacientes em prevengdo da doenga coronariana
(FONSECA, 2005). Estudos como o de Ascer e colaboradores (2004)
demonstram que as estatinas possuem atividade antiinflamatéria e podem
melhorar a fungao endotelial. Seu uso causa significativas redugdes nos niveis de
citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6), além de inibir a expressdo de
receptores da superficie celular de mondcitos, moléculas de adesao e a adesao
de integrinas aos leucocitos. Segundo os autores, os efeitos hipotensores das
estatinas estdo, pelo menos em parte, relacionados as suas propriedades anti-

inflamatdrias, bem como com a melhora da disfungao endotelial.

Dessa forma, testes para avaliar a inibicdo de OEZz sob outros mediadores
inflamatérios como TNF- a, IL-6, Proteina C-Reativa, entre outros, assim como
sua atividade in vivo, faz-se necessaria. Entretanto, nossos resultados, em
conjunto com o que ja foi descrito para OEZz e Zer, permitem- nos sugerir que o
potencial vasodilatador de OEZz e Zer possam estar associados nao apenas a
sua influéncia direta sob o musculo liso vascular, mas também a sua atividade
anti-inflamatoria, muito relevante se considerarmos modelos de patologia vascular
como a hipertensdo, que produz acumulo de células inflamatérias nos vasos
sanguineos, mais precisamente na camada adventicia e no tecido adiposo
perivascular, estando estas células relacionadas a progressdo da doencga
(HARRISON et al., 2012; SCHIFFRIN, 2013).

Harrison e colaboradores (2011) realizaram exame histopatologico renal de
pacientes com hipertensao maligna e observaram acumulo de infiltrado de células
inflamatorias. Segundo os autores, o infiltrado de macrofagos e células T nos
glomérulos de animais e humanos promove danos aos rins, com lesdo no
endotélio vascular e nos podécitos (HARRISON et al., 2012).

Os macrofagos possuem uma participagdo importante na inflamagao do
sistema cardiovascular, ndo somente nos rins, mas estido também envolvidos nos

processos de fibrose e remodelamento das células cardicas (BROWN, 2013).

Desta forma, a acao anti-inflamatéria de OEZz e Zer ndao apenas pode estar
associada a sua acado sob os vasos sanguineos, mas também a possiveis
melhoras de disturbios em 6rgéos-alvo e do metabolismo de animais em modelo
patologico como a hipertensdo. Todavia, para sustentar essas hipoteses, a

execucao de novos testes faz-se necessaria.



100

Outro fator metabdlico que pode interferir no bom funcionamento vascular,
renal e metabdlico € o aumento na formagao de EROs, caracterizando uma
condicdo de estresse oxidativo. As EROs, além de contribuir no processo
inflamatdrio, sdo capazes de inibir a vasodilatagdo induzida por NO de origem
endotelial, posto que diminuem a biodisponibilidade deste composto, levando a

alteracao no ténus e, a longo prazo, ao remodelamento vascular (HSIEH,2014).

Kadoglou e colaboradores (2007) apontam que a presenga aumentada de
EROs esta associada a elevagao na deposicdo de proteinas da matriz
extracelular, aumento da contratilidade das células do musculo liso vascular,
migracdo de mondcitos, disfungdo endotelial e apoptose.Assim, buscou-se
verificar neste estudo se OEZz e Zer teriam potencial antioxidante, podendo por

esse mecanismo, preservar o funcionamento vascular.

Nossos resultados revelaram o potencial antioxidante do OEZz e Zer de
maneira dependente de sua concentracdo. OEZz (100 pg/mL) e Zer (100 pg/mL)
foram capazes de inibir em 95% e 80% a producao de EROs, respectivamente.
Apesar da maior eficacia antioxidante do OEZz em relagdo a Zer, os valores de
IC50 ndo demonstraram diferenca significativas em suas poténcias.Assim, tanto
OEZz como Zer, demonstram ser capazes de neutralizar a acido de EROs. Dessa
forma, a atividade antioxidante dessas substancias poderia promover protecéo de
células endoteliais, conservando a biodisponibilidade de NO e preservando o

funcionamento dos mecanismos vasculares em situagdes patoldgicas.

Na literatura, observa-se descrigao de diversos farmacos anti-hipertensivos
com potencial antioxidantes, tais como os inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e os antagonistas dos receptores AT, de angiotensina Il (Ang
II). Estes farmacos inibem indiretamente o estresse oxidativo por inibir o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), uma importante fonte de EROs no
endotélio (PORTALUPPI, 2004; TOUYZ, 2004).

Estudos como o de Ward e colaboradores (2004) descrevem que o
mecanismo antioxidante de inibidores da ECA, como o captopril, embora de forma
indireta e sem uma relacao dose-resposta definida, desenvolve-se por inibicao
dos efeitos estimulatérios de Ang I, um potente ativador da producdo de EROs
via NADPH oxidase. Assim, os iECA promovem nao apenas a inibicdo dos efeitos

vasoconstritores de Ang I, mas indiretamente inibem a producao de EROs.
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A acéao antioxidante de antagonistas de receptores AT1 da Ang Il também foi
relatada em modelo de ratos hipertensos. Os grupos tratados revelaram aumento
no nivel de enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), resultando em niveis diminuidos de EROs
(SAEZ, 2004).

Em 2001, Berkels e colaboradores descreveram o mecanismo antioxidante
como um sistema de colaboracdo indireta para preservacdao do bom
funcionamento vascular. Neste sentido, os autores demonstraram que o uso de
nifedipina, anti-hipertensivo bloqueador de canais para calcio, em células
endoteliais em cultura produz aumento na biodisponibilidade do NO endotelial,
possivelmente através de sua acido antioxidante, ja que nao foram observadas
alteracdo na expressdo do mRNA e da proteina eNOS, mas o nivel de EROs se

mostrou reduzido.

Assim, apesar de nossos testes demonstrarem o potencial antioxidante do
OEZz e Zer, ainda sera necessario avaliar quais os mecanismos envolvidos em
sua agao antioxidante. Nossos resultados, em conjunto com os dados descritos
por outros autores, permitem-nos sugerir que a atividade antioxidante do OEZz e
Zer, assim como suas atividades anti-inflamatdrias, podem favorecer sua agao
vasodilatadora sob o musculo liso vascular. Logo, infere-se que o OEZz e a Zer
exercam efeitos vasculares através de multiplos mecanismos, que direta ou

indiretamente regulam o ténus vascular, promovendo vasodilatacio.

Em virtude dos fatos mencionados, nosso trabalho demonstra que o 6leo
essencial de Zingiber zerumbet, bem como seu componente majoritario —
zerumbona, possuem capacidade vasodilatadora demonstrada in vitro e in vivo.
Este efeito parece estar associado a sua capacidade em promover bloqueio dos
canais para calcio em células do musculo liso vascular. Sistemicamente, em
animais saudaveis, o tratamento com OEZz promoveu aumento nos niveis de
colesterol total, bem como de HDL e LDL, porém ndo modificou peso corporal ou
consumo de agua e racao, dessa forma sugere-se que o tratamento com OEZz
possivelmente promova ativagdo de sintese hepatica e esteja envolvida no
catabolismo das moléculas de colesterol. Além disto, o tratamento promove
modificagcdes hemodindmicas que produzem reducdao no ritmo de filtracdo

glomerular, mas n&o evidenciamos neste estudo e nas doses testadas prejuizos
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na barreia de filtragcdo glomerular. Adicionalmente, OEZz e Zer revelaram
potencial anti-inflamatério e antioxidante, de forma que estas atividades nao
apenas podem contribuir com os efeitos vasodilatadores, como também s&ao
componentes essenciais na inibicdo de efeitos lesivos em dérgéos-alvo
normalmente observados em patologias do sistema cardiovascular como a

hipertenséo e o diabetes mellitus.

As atividades vasodilatadoras observadas para o OEZz, in vitro, demonstram
uma eficacia maior que aquelas observadas para Zer. Resultados semelhantes
foram observados para os testes anti-inflamatério e antioxidante. Sabe-se que isto
€ comum aos 0leos essenciais, por sua rica composi¢ao, sendo possivel que seus
constituintes possuam atividades sinérgicas, potencializando suas atividades.
Todavia, a poténcia de Zer, equipara-se e por vezes supera a poténcia de OEZz,
a exemplo das analises de reatividade vascular onde a poténcia vasodilatadora de

Zer foi maior que a observada para OEZz.

Assim, OEZz e Zer revelam-se como possiveis ferramentas terapéuticas
para o tratamento de disturbios cardiovasculares. Maiores estudos em modelos
patologicos e em humanos ainda precisam ser realizados para a comprovacgao
destas hipoteses. A potencial utilizagdo de OEZz ou Zer como fitoterapico no
tratamento de disturbios cardiovasculares, seus efeitos sobre o sistema
cardiovascular em situacdes patoldgicas, sua seguranga para o uso clinico e sua
funcionalidade quando em combinagdo com outros farmacos disponiveis ainda
precisa ser avaliada, entretanto, baseado nos resultados experimentais obtidos,
ha evidéncias para sugerir beneficios clinicos quando associados aos
medicamentos tradicionais ou em intervengdes terapéuticas como em stents

farmacoldgicos em pacientes que sofram de doenga cardiovascular.
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Macroéfagos de fenétipo M1 e M2 associados a disfuncéo endotelial'.

Anne Carolline dos Santos Graga” e José¢ Wilson do Nascimento Corréa’

Resumo

Estudos envolvendo a polariza¢do de macrdofagos tém gerado varios resultados que evidenciam a associagdo
dos diferentes fenodtipos de macrofagos com a disfungdo endotelial e outras doengas cardiovasculares.
Atualmente, existem dois fendtipos de macrofagos bem descritos, os macrofagos classicamente ativados
(M1), também conhecidos como macrofagos pro-inflamatério e os alternativamente ativados (M?2),
conhecidos como macréfagos anti-inflamatorios. Estudos indicam que a presenga de macrofagos do subtipo
M1 aumenta a producdo de citocinas inflamatérias, como o TNF-a, o que leva a uma série de alteragoes
inflamatorias no tecido vascular. Essas alteracdes contribuem para a ativagdo do endotélio, disfuncdo
endotelial e até mesmo com a hipertensdo. Por outro lado, a presengca de macrofagos M2 tem sido
relacionada a melhora da disfun¢do endotelial, promovendo melhora da fung@o do endotélio e redugdo na
pressdo arterial, porém, em grande numero, podem promover fibrose e remodelamento tecidual. Essas
informagdes tornam-se importantes, essencialmente pela possibilidade de proporcionar novos elementos
terapéuticos no combate das doengas vasculares. Assim sendo, o objetivo desta revisdo ¢ relatar os principais
avangos cientificos que apontam para a relacdo de macroéfagos M1 e M2 associados a disfunc¢ao endotelial.
Palavras-Chave: disfungio endotelial, macréfagos M1, macréfagos M2, polarizagdo de macrofagos.

Abstract

Studies involving macrophage polarization have generated several results that show an association of the
different phenotypes of macrophages with endothelial dysfunction and other cardiovascular diseases.
Currently, there are two well-defined macrophages phenotypes, classically activated macrophages (M1), also
known as pro-inflammatory macrophages and the alternatively activated macrophages (M2), known for its
anti-inflammatory abilities. Such studies indicate that the presence of M1 macrophages increases the
production of inflammatory cytokines, such as TNF-o, which leads to many inflammatory non-vascular
tissue changes. These contribute to endothelial activation, endothelial dysfunction, and even hypertension.
On the other hand, the presence of M2 macrophages has been associated with the improvement of
endothelial dysfunction, in a way they can restore endothelial function and reduce blood pressure. However,
a large population of M2 macrophages on tissues can induce fibrosis and tissue remodeling. The role of the
different macrophage phenotypes in the context of cardiovascular diseases is an exciting field of
investigation that can open new avenues to target vascular diseases therapeutics. Thus, this review aimed to
report the main scientific advances that point a relationship between M1/M2 macrophages and the
endothelial dysfunction.

Key-words: endothelial dysfunction, M1 macrophages, macrophages M2, macrophage polarization.



1. Introducao

O conhecimento sobre a polarizagdo
de macrofagos e sua relagdo com o
endotélio esta em constante progresso. Os
diferentes fenodtipos de macrofagos t€m
sido alvos de diversos estudos, uma vez
que se tem demonstrado como podem
estar associados com a manutencdo de
diferentes patologias.

A principio, os primeiros fenotipos de
macrofagos a serem descritos foram:
macrofagos  classicamente  ativados
(chamados de M1)* e os macrofagos
alternativamente ativados (chamados de
M2)’!. Acreditava-se que estes seriam os
unicos fenodtipos de macrofago existentes,
porém, posteriormente, estudos de
Mosser ¢ Edwards (2008)*observando o
espectro completo de ativagdo dos
macrofagos, relataram que M1 e M2
seriam somente as extremidades deste
espectro, logo, haveriam outros fenotipos
de macréfagos a serem descritos. Em
2010, novos fendtipos de macrofagos
foram descobertos e descritos como M4 e
Mox 822

Inicialmente, o  endotélio era
conhecido apenas por ser uma
monocamada de células que cobrem o
limen vascular. Até que em 1980,
Furchgott e Zawadzki®, relatam um fator,
produzido pelo endotélio vascular, que
promovia vasodilatagdo induzida por
acetilcolina. A partir dai o endotélio
deixou de ser apenas uma estrutura
anatomicamente importante, para ser
bioquimicamente atuante na fungdo
vascular e fisiologia do sangue. Hoje,
sabe-se que ele ¢ metabolicamente ativo e
desenvolve fungdes como: controlar o
transporte de pequenas e grandes
moléculas, manter a estrutura da parede
vascular, controlar a dilatacdo e a
contragdo, promover angiogénese e
produzir mediadores que interferem com
crescimento, atividade, migracdo e morte
de células do miisculo liso vascular’*,
Assim sendo, atualmente atribui-se ao
endotélio varios papéis importantes, tanto
em eventos  fisiologicos  quanto
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fisiopatologicos como observado no
diabetes mellitus®, hipertensﬁoarterials,
aterosclerose® e  outras  doencas
cardiovasculares™.

Deste modo, a presente revisdo tem
como objetivo reunir e relatar os
principais estudos cientificos
relacionados a macréfagos M1 e M2
associados a disfuncdo endotelial, bem
como os fatores que parecem contribuir
para a polariza¢do de macrofagos entre os
diferentes fenotipos.

2. Metodologia

Para elaboracdo desta revisdo,
realizou-se um levantamento
bibliografico utilizando as palavras-
chave: “endothelial dysfunction”, “M1

macrophage”, “M2 macrophage”,
“polarization of macrophages”,
“endothelium function”, ‘“macrophage

plasticity” e “funcdo e disfungdo
endotelial”. A pesquisa foi realizada nos
seguintes sites de busca: Google
Académico, Periddicos Capes, Pubmed,
SciELO, Science Direct, Scopus ¢ Web
of Science. Foram encontrados inumeros
artigos, no periodo de 1905a 2016, destes
foram selecionados 365, dos quais 100
apresentavam o assunto de maneira mais
direta ao tema proposto, dos quais 61
foram tomados como fundamento para
esta revisao.

3. Revisdo bibliografica

3.1 Perspectiva histérica dos
macrofagos e sua polarizacio.

A primeira descricdo para o0s
macrofagos ocorreu em 1883, quando Eli
Metchnikoff descreve pela primeira vez
os fagdcitos (palavra grega que significa
“células que comem”) a partir da
observacdo de células de estrelas e
esponjas do mar capazes de englobar
particulas e espinhos. Posteriormente,
descobriu que estas células eram eficazes
na eliminacdo de patdgenos, tanto em
invertebrados quanto em vertebrados™.

Metchnikoff também foi o
responsavel pela base do conceito de



ativacdo dos macrofagos, quando em
1905, relatou que os macrofagos de
animais infectados possuiam uma maior
capacidade microbicida'>®,

Por volta de seis décadas depois, o
mecanismo de eliminagdo de patégenos
pelos macrofagos foi gradativamente
esclarecido, porém, ainda ndo era claro
como o0s macrofagos tinham sua
capacidade fagocitica melhorada frente a
uma infecc¢ao.

Em 1973, estudos como o de
Norte e colaboradores", mostraram que
existiam fatores celulares independentes,
isto €, sem o envolvimento de agentes
patogénicos, que promoveriam a ativagdo
dos macrofagos. Davi et al’. sugeriram
que os linfécitos seriam as principais
células responsaveis pela ativacdo dos
macrofagos, o0 que aumentaria sua
capacidade microbicida.

Estudos seguintes, identificaram o
interferon-gama (IFNy), secretado pelos
linfocitos, como sendo o principal fator
de interagdo com os macrofagos. Assim
sendo, este seria o responsavel pela
ativacdo de macrofagos em repouso, uma
vez que ao interagir com 0S mesmos
promovia um aumento do potencial
fagocitico, da secre¢do de citocinas pro-
inflamatoérias e de mediadores toxicos
como as espécies reativas de oxigénio
(ROS)*.

Sendo este o primeiro mecanismo
de ativacdo descrito, macrofagos ativados
desta forma passaram a ser chamados de
macrofagos classicamente ativados ou
macrofagos M1.

Com o avango das pesquisas com
células imunitarias, em 1989, surgiu o
conceito de heterogeneidade de células T
helper (Th), propondo-se o conceito de
Thl e Th2*.

A partir disto, investigou-se as
citocinas produzidas por esses tipos de
linfocitos. Abramson et al. (1990)"
descreveram a interleucina-4 (IL-4) ,
secretada por linfocitos Th2, como sendo
um fator de ativagado dos
macrofagos.Porém, esta nova forma de
ativacao induziria os macrofagos a uma
polarizacdo diferente da descrevida
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anteriormente, a classica. A ativacdo de
macrofagos por IL-4 os induziria a
adquirirem um fendtipo distinto, com
producdo de ROS diminuida e aumento
na expressao de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade de
classe 2 (MHC-2), caracteristicas estas
divergentes do fen6tipo M1.

Estudos de Stein et al’
corroboraram com os estudos de
Abramson (1990)1, ao descobrir que tanto
IL-4 quanto IL-13 interagiam com os
macrofagos pelo receptor de manose 1
(MCRI1), expresso na superficie celular
deste. Esta interacdo seria a responsavel
pelo aumento na expressio de MHC-2,
além de desenvolver caracteristicas
fenotipicas diferentes de MI1. Sendo
assim, desenvolveu-se o conceito de
macrofagos alternativamente ativados,
também ditos macrofagos M2.

Com o avango das pesquisas,
Mosser ¢ Edwards (2008)* sabendo que
a plasticidade dos macrofagos refletia a
diferentes  estimulos  presente  no
microambiente no qual ele estava
inserido, passaram a analisar o espectro
completo de ativagdo dos macrofagos,
como resultado, eles apontaram que M1 e
M2 ndo eram os Unicos

Atualmente, estudos tém
colaborado  para elucidagdo  desta
polarizagdo. Em 2010, Gleissner et al. e
Kadl et al. descreveram dois novos
fenotipos de macrofagos denominados de
M4 e Mox'™? Além disto, miltiplas
descobertas t€ém demonstrado como esses
diferentes tipos de fendtipos podem estar
diretamente associados ao
desenvolvimento de  patologias, a
exemplo da aterosclerose™, diabetes
mellitus®, hipertensdo arterials, asma®',
infeccdes por diferentes patogenos®”,
entre outras.

3.2 Macréfagos classicamente
ativados (M1).

De modo geral, os macrofagos
M1sdo caracterizados por participarem da
resisténcia contra parasitas intracelulares
eno desenvolvimento de tumores. Sao
conhecidos por sua atividade pro-



inflamatéria e ativados através da agdo
de substancias como lipopolissacarideos
(LPS), interferon-gama (IFNy), fator
de necrose tumoral alfa (TNFa),
interleucina-1 (IL-1)*'**, agonistas de
receptores do tipo Toll (TLR)',
especificamente agonistas dos TLR4'',
bem como agonistas do transdutor de
sinal e ativador de transcrigdo 1
(STAT1)47.O acoplamento do agonista ao
TLR desencadeia a cascata de ativagao do
fator nuclear kappa B (NF-xB)
promovendo a secrecdo de mediadores
inflamatorios caracteristicos do fendtipo
M1, Além disso, macrofagos
MIlexercem atividades citotoxicas que
resultam da liberagdo de grande
quantidade de o6xido nitrico a partir da
oxido nitrico sintase indutivel (iNOS) e
de espécies reativas de oxigénio
(ROS)*. Macrofagos M1 também podem
ser identificados por possuirem uma
elevada expressdo de receptores com
estruturas colagenosas (MARCO) e
supressor de sinalizacdo de citocinas 3
(SOCS3), além de secretarem citocinas
como TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23,
bem como produzirem cicloxigenase 2
(COX2) e idoleamina 2,3-dioxigenase 1
(IDO1)*. Desta forma, macrofagos Ml
sdo  considerados potentes  células
efetoras intimamente relacionadas aos

processos  inflamatérios em = um
organismo.
3.3Macréfagos alternativamente

ativados (M2)

A via da cascata Th2 produz
citocinas que promovem a diferenciacdo
de macrofagos para o subtipo M2. Estes
macrofagos estdo  envolvidos  nas
respostas anti-inflamatorias e atuam na
manuten¢do da homeostase tecidual. As
principais substancias que provocam essa
diferenciagdo sdo IL-4 e IL-
1351.Receptores de IL-4 presentes nos
macrofagos, estimulados por seu
agonista, ativam STAT6 que por sua vez
ativa a transcri¢do de genes tipicos do
fenotipo M2*. A resposta anti-
inflamatoéria produzida por macréfagos
M2 ¢ seguida por remodelamento
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tecidual funcional e angiogénese local’'.
Além disso, macrofagos M2 estdo
envolvidos na imunoregulagdo e nas
reacdes alérgicas™ através da produgdo
de citocinas anti-inflamatorias como IL-
4, IL-13, IL-10, IL-12 e TGE-p*'?>3644,
Em geral, estes macréfagos também sdo
caracterizados por expressar receptor de
manose tipo Cl1 (MRCI), supressor de
sinalizagdo de citocinas tipo 2 (SOCS2),
fator de regulacdo de interferon tipo 4
(IRF4), ligante de quimiocina (CXC) tipo
13 (CXCL13), ligante de quimiocina
(CC) tipo 12 (CCL12) e ligante de
quimiocina (CC) tipo 24 (CCL12)*.

3.4 Disfuncao endotelial

O endotélio representa uma
camada unica de células pavimentadas
que recobre o interior dos vasos
sanguineos, localizando-se entre a
corrente sanguinea e a parede dos vasos”.
As células que compdem o endotélio sdo
chamadas de células endoteliais e sdo as
responsaveis por proporcionar uma
barreira  anticoagulante, além de
funcionar como wuma Dbarreira de
permeabilidade seletiva®.

Anteriormente, acreditava-se que
o endotélio era uma camada passiva na
atividade vascular. Porém, com o
desenvolvimento das pesquisas
vasculares, observou-se que o endotélio
estava associado a atividade de
relaxamento promovida pela
acetilcolina'®.  Atualmente, além da
atividade do endotélio sobre a
vasodilatacdo, aponta-se que o endotélio
possui fungdes primordiais para o bom
funcionamento vascular, uma vez que ele
¢ capaz de detectar estimulos mecénicos e
hormonais. Em resposta a estes
estimulos, possui a capacidade de secretar
substancias que regulam a fungdo
vasomotora (vasoconstri¢ao e
vasodilatag@o), desencadeiam processos
inflamatorios e afeta a hemostasia. As
principais substancias vasodilatadoras
sintetizadas pelo endotélio sdo: o 6xido
nitrico (NO), as prostaciclinas e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio'.



Endotelina-1 (ET-1), angiotensina
II (Ang II), tromboxano A, e espécies
reativas de oxigénio (ROS) representam
os principais vasoconstritores produzidos
pelo  endotélio’'™®.  Além  destas
substancias, o endotélio também ¢ capaz
de produzir moduladores inflamatorios
como o proprio NO, moléculas de adesao
intercelular-1 (ICAM-1), moléculas de
adesao vascular-1 (VCAM-1), E-selectina
e NF-kB®. A liberagdo adequada dessas
substancias vasoativas e da expressao
dessas moléculas de adesdo, na superficie
das células endoteliais, mantém o estado
de homeostase.

Inicialmente, a disfuncao
endotelial foi descrita como uma
vasodilatacdo prejudicada, mesmo frente
a estimulos especificos, como
acetilcolina. Entretanto, hoje,
compreende-seque 0 termo ndo se
restringe apenas a redugdo da capacidade
vasodilatadora, mas refere-se também a
um estado pro-inflamatério e pro-
trombotico desenvolvidos pela ativacdo
das células endoteliais'?.

A disfuncdo endotelial tem sido
associada a progressdo de doencas como
a hipertensio arterial”®, a ateroslerose®,
entre outras doencas cardiovasculares *.

3.5 Macrdfagos M1 associados a
disfuncao endotelial.

Muitos  estudos tém  sido
realizados para investigar como os
fenotipos dos macrofagos, sobretudo M1
e M2, podem influenciar no
desenvolvimento e na manutencdo da
disfuncao endotelial, bem como de outras
patologias.

Estudos recentes, como de
Metcalf (2015)", feito com meio de
cultura acondicionado (MC) a partir de
macrofagos M1 e M2, postos em co-
cultura com células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC:S)
demonstraram aumento na expressdo de
VCAM-1, ICAM-1 e aumento nos niveis
de TNFa quando co-cultivados com MC
oriundos de M1. No mesmo trabalho, é
realizado o mesmo experimento com MC
oriundo de macrofagos associados ao
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gliobastoma e estes promovem respostas
semelhantes aos M1. Em conjunto estas
respostas promovem um estado pro-
inflamatorio sob as células endoteliais,
ampliando o recrutamento de macrofagos
por meio do aumento na regulagdo das
moléculas de adesdo, além de promover
propriedades  pro-tromboéticas e o
extravasamento vascular, induzindo a
neovascularizagdo do gliobastoma.

Na  aterosclerose,  multiplas
pesquisas tém indicado que a diferenca na
concentragdo de macrofagos com
diferentes fenotipos ¢ extremamente
importante  na  determinacdo  da
fragilidade da placa ateromatosa, pois o
aumento da concentragdo do macrofago
M1 produz um maior processo
inflamatorio, seguido por crescimento da
placa, redugdo da estrutura fibrosa, maior
chance de ruptura e de eventos
tromboembolicos. Esta sucessio de
eventos pode provocar a isquemia
periférica de membros inferiores ou de
6rgdos alvos como o coragdo e o0
encéfalo'>!".

Estudos como o de Landry et al.
(1997)*, utilizando um modelo de lesdo
arterial em ratos, mostram que a presenca
de TNFa, que por sua vez ¢ um dos
principais produtos  secretados  por
macrofagos M1*, ativa o fator de
transcri¢ao nuclear kB (NF-kB), levando
a uma série de alteracoes inflamatorias no
tecido vascular como, por exemplo, o
aumento na expressdo de moléculas de
adesdo na superficie das células
endoteliais € do musculo liso vascular,
possibilitando um aumento do infiltrado
de macrofagos, mantendo, assim, o
estado inflamatorio. Essas alteracdes
resultam em ativagdo endotelial que
contribui para o desenvolvimento de
disfung¢ao endotelial.

Guzik et al. (2007)", analisando a
importancia patofisiolégica do aumento
de TNF-a, tratou camundongos C57BL/6
com etanercept, um inibidor do TNFa, no
modelo de hipertensdo arterial por
infusdo de angiotensina II (Ang II). Os
resultados revelaram que o tratamento
com etanercept impediu 0



desenvolvimento de hipertensdo induzida
pela Ang II, além de reduzir a producdo
de superoxido (O%) vascular, inibindo o
estresse ~ oxidativo.  Estes  dados
corroboram ainda mais com a relagdo
entre a presenca de macrofagos Ml
(produtor de TNF-a) e a manutencdo da
hipertensao arterial e suas complicagdes.

Segundo Ferreira et al. (2013)",
o acondicionamento de HUVECs com
TNFa, induz ao estado inflamatério nas
células endoteliais, ja que nesta condicdo
ocorre aumento na expressio de
marcadores inflamatorio como ICAM-1,
E-selectina, MCP-1, IL-8 e IL-6, os
quais podem estar associados ao
desencadeamento de eventos
cardiovasculares graves. Estes estudos
mostram ainda que o uso de substancias
inibidoras de citocinas pro-inflamatorias
como a grelina, pode reduzir o estado
inflamatorio de maneira concomitante a
reducdo de IL-8, MCP-1 e inibicdo da
ativagdo do NF-kB*.

A proteina reativa C (PCR) tem
sido descrita como um marcador de risco
independente na predi¢do de doengas
cardiovasculares. Assim sendo, a mesma
jd& tem sido associada a disfuncio
endotelial®'®.  Estudos, como o de
Devaraj et al. (201 1)10, avaliaram como a
PCR influencia na polarizagdo de M1 e
M2, interferindo assim no quadro de
disfuncdo endotelial. Seus resultados
descrevem que o tratamento com PCR
resulta numa significativa polarizagdo
para M1, visto a partir da elevagdo de
TNFa, IL-6, IL-1 e MCP-1, condigdo
esta que promove a manutencdo do
quadro de disfuncdo endotelial. Outro
achado  importante, neste = mesmo
trabalho, ¢ a descri¢do da conversdo de
macrofagos M2 para o fendtipo M1 frente
a incubagdo com PCR, corroborando o
conceito de que os estimulos presentes no
microambiente ¢ quem determinardo para
qual fendtipo os macrofagos irdo se
polarizar. Adicionalmente, os autores
demonstram a  plasticidade  deste
processo, com modificagdo fenotipica
mesmo em macrofagos ja diferenciados
para um determinado fendtipo. Isto &,
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observa-se a possibilidade de conversdo
entre um fenotipo e outro, dependendo do
estimulo recebido por estas células.

Assim como os estudos anteriores,
Kawanishi et al.>(2010), em seus estudos
com o tecido adiposo, demonstra que
macrofagos M1 estdo envolvidos na
manutengdo do estado inflamatdrio
cronico, enquanto macréfagos M2 inibem
este estado.

No quadro de hipertensdo arterial,
estudos como o de Moore et al. (2015)39,
demonstraram que nessa condigdo ha
acumulo de macrofagos M2na parede da
aorta de camundongos. Ja havia sido
determinado por outros pesquisadores a
deposicao de macréfagos na aorta e como
isso colabora para a fibrose e
enrijecimento das artérias®*°"  Neste
trabalho, o autor descreve como a
polarizagdo de macroéfagos ocorre no
desenvolvimento da hipertensao,
demonstrando que entre 14-28 apods a
infusdo de Ang II, os macréfagos que se
acumularam nesse intervalo de tempo
indicam ser M2, com base na sua
expressao de MCRI, arginase-1 e na
diminuicdo na expressdo de iNOS.
Porém, estudos anteriores™~°, realizados
nos estagios iniciais da hipertensao, entre
os 7 dias iniciais apds a infusdo de Ang
I, relataram que macrofagos MI,
avaliados pela expressio de iNOS,
estavam acumulados na aorta, o que
promoveria a inflamagao vascular através
do recrutamento de células Natural Killer,
aumentando a producdo de INFy e
produzindo disfun¢do endotelial pelo
desacoplamento da oxido nitrico sintase
produzida pelo endotélio (eNOS).

Entende-se, a partir destes estudos
que a mudanca no estado de ativagdo dos
macrofagos na parede dos vasos ¢
dependente do tempo de desenvolvimento
da hipertensdo, assim sendo, no inicio da
hipertensdo a presenca de M1 estaria
associada a inflamagdo vascular e
disfuncdo endotelial. Porém, com o
progresso da doenca, os macrofagos se
polarizariam para um fendtipo M2,
contribuindo no enrijecimento  das
artérias, uma vez que produzem TGFf e



fator de crescimento derivado de
plaquetas, os quais influenciam na
diferenciagdo de  fibroblastos em
mioblastos, aumentando a producdo de
colageno®’.

Estudos como o de Khallou et al.
(2010)**, indicam que em contato com o
meio acondicionado de macréfagos M2,
células do musculo liso sdo estimuladas a
proliferacdo, assim, o nimero aumentado
de macrofagos M2 na parede vascular
contribuiria para o remodelamento
vascular.

Ter conhecimento de que fendtipo
esta presente no desenvolvimento da
patologia, bem como compreender os
diferentes  fatores que  produzem
polarizagdo de macrofagos ¢ de suma
importancia, pois permite que mais tipos
de tratamentos sejam usados, além de
torna-los mais especificos, ampliando a
eficacia da terapia farmacologica.

4. Conclusao

Muitos avangos foram feitos com
os estudos de polarizagdo de macrofagos
e células endoteliais. Como vimos, ainda
estamos em fase de descobertas. Podemos
inferir que os fendtipos M1 e M2
estimulam de diferentes formas as células
endoteliais. Macrofagos M1, bem como
as citocinas pro-inflamatorias por eles
produzidas, promovem a manuten¢do do
estado de disfuncdo endotelial. Em
contrapartida, a presenca de macrofagos
M2 e das citocinas anti-inflamatoria
secretadas por eles, estaria envolvida com
o desenvolvimento de remodelamento
vascular. Entretanto, a identificacdo dos
fatores que promovem a polarizagdo de
macrofagos e o entendimento dos
mecanismos associados a disfun¢do
vascular associada a atividade dos
macrofagos ainda necessita ser melhor
investigado de forma a elucidar novas
estratégias terapéuticas no combate de
doencas vasculares.
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