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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 biológica do óleo essencial de Z. zerumbet (OEZz) sobre o 

metabolismo, função vascular e renal de ratos Wistar, bem como seu potencial 

antioxidante/anti-inflamatório. Para isso, foram realizados experimentos de 

reatividade vascular, cultura celular e análises estereológicas. 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 majoritário, 

promoveram vasodilatação aórtica de maneira independente da presença do 

endotélio vascular em preparações pré-contraídas com fenilefrina (10-7M), sendo 

Zer mais potente, porém de menor eficácia (p<0,05). A pré-incubação das aortas 

com OEZz ou Zer (103 µg/mL) foi capaz de bloquear a vasoconstrição induzida 

por fenilefrina (p<0,0001). OEZz e Zer demonstraram reduzir a potência da 

vasoconstrição mediada por influxo de cálcio em aortas estimuladas com 

fenilefrina (10-7M) e KCl (60mM). OEZz também demonstrou potencial 

vasodilatador in vivo, observado pelo aumento de volume da aorta torácica, 

capilares glomerulares e peritubulares. Não foi observada hipertrofia vascular ou 

renal. Apesar de promover redução no ritmo de filtração glomerular, não 

observamos modificação de fluxo urinário ou da excreção de albumina, indicando 

que OEZz não promove lesão à barreira de filtração glomerular. Adicionalmente, 

OEZz e Zer demonstraram atividade anti-inflamatória ao inibir a produção de NO 

por macrófagos, e antioxidante por inibir a produção de EROs. Assim, OEZz e Zer 

revelam-se como possíveis ferramentas terapêuticas para o tratamento de 

distúrbios cardiovasculares associados à inflamação e estresse oxidativo que 

comprometam a função vascular e renal como a hipertensão arterial. O 

tratamento com OEZz ou Zer poderia promover melhora não apenas local sob o 

músculo liso vascular mas também prevenir lesão em órgãos-alvo por suas ações 

renais, potencial anti-inflamatório e antioxidante. 

Palavras-chave: Zingiber zerumbet, zerumbona, vasodilatação, função renal, 

inflamação. 
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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 

(10-7M) pre-constricted vessels, Zer being more potent but lower in efficacy than 

OEZz (p <0.05). Pre-incubation of aortas with OEZz or Zer (103μg/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 (10-7M) or KCl (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. 

 

 



9 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ADP Adenosine diphosphate, Difosfato de adenosina 

AMPK AMP-activated protein kinase, Proteína quinase ativada por 
adenosina monofosfato 

ASK-1 Apoptosis signal-regulating kinase 1, Proteína quinase 
reguladora do sinal apoptótico 1 

AT1 Receptores de angiotensina II 

ATP Adenosine triphosphate, Trifosfato de adenosina 

BBC Bloqueadores de canais para cálcio 

CAT Catalase 

CG-MS Gas Chromatography-Mass Spectrometry, Cromatografia 
Gasosa acoplada à espectrometria de massa 

CLAE Cromatografia líquida de alta eficiência 

CLM Cadeia leve de miosina 

CMLVs Células do músculo liso vascular 

COX-2 Ciclooxigenase-2 

DAG Diacilglicerol 

DCV Doenças Cardiovasculares 

DMSO Dimetilsulfóxido 

E- Preparações sem endotélio 

E+ Preparações com endotélio 

EC50 Concentração ou dose necessária para produzir 50% do efeito 
máximo. 

ECA Enzima conversora de angiotensina II 



10 
 

EDFH Endothelium-derived hyperpolarizing factor, Fator 
hiperpolarizante derivado do endotélio 

Emáx Efeito máximo produzido por um fármaco 

EROs Espécies reativas de oxigênio 

FC Frequência cardíaca 

GPx Glutationa peroxídase 

HÁ Hipertensão arterial 

HDL High Density Lipoprotein, Lipoproteína de alta densidade 

HUVECs Células endoteliais de veia umbilical humana 

IC50 Concentração do fármaco necessária para inibir 50% do efeito 
observado 

IL-4 Interleucina do tipo 4 

IL-6 Interleucina do tipo 6 

iNOS Inducible nitric oxide synthase, Óxido nítrico sintase induzível 

IP3   Inosilol-1,4,5-trifosfato   

Kv Canal para potássio sensível a voltagem 

LDL Low Density Lipoprotein, Lipoproteína de baixa densidade 

LPS Lipopolissacarídeo 

MTT brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazólio 

NF-kB Fator nuclear κappa B 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A utilização de produtos naturais como instrumento terapêutico é tão antiga 

quanto à própria civilização humana. Durante muito tempo, produtos minerais, 

vegetais e animais foram os únicos recursos para o tratamento de enfermidades. 

Desde então, as plantas têm representado uma fonte importante de produtos 

bioativos para a humanidade (RATES, 2001; ADAMS, 2009; PROENÇA DA 

CUNHA, 2010).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o uso de medicamentos 

obtidos a partir de plantas medicinais alcança 80% da população mundial. No 

Brasil, pesquisas demonstram que cerca de 90% da população já fez uso de 

alguma planta com caráter medicinal (CÔRREA, 2008). Revela-se ainda que o 

uso destas é tão comum no Brasil que em algumas regiões do país elas são 

comercializadas livremente em mercados populares e cultivadas nos quintais das 

residências (MACIEL, 2002). 

Em geral, plantas medicinais são utilizadas para o tratamento de várias 

doenças, 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, doenças cardiovasculares entre outras 

(SILANO, 2004; FOGLIO, 2006; AHMAD, 2010; MORAES, 2011; CONTER, 2015; 

MARMITT, 2016). 

Muitas pesquisas têm se empenhado em identificar os compostos ativos e 

os mecanismos de ação de plantas usadas na medicina tradicional (PROENÇA 

DA CUNHA, 2010).  O interesse pela utilização de plantas tem aumentado devido 

a vários fatores, como o surgimento de novas ameaças à saúde publica e a 

toxicidade relacionada ao uso indiscriminado de fármacos sintéticos (ELLESS, 

2000).  

A ação medicinal das plantas é conferida aos metabólitos produzidos por 

elas, compostos estes que desempenham funções importantes como na defesa 

de predadores e atração de polinizadores, colaborando assim para sua 
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sobrevivência (TRAPP e CROTEAU, 2001).  Entre esses metabólitos, estão os 

óleos essenciais que se tornaram alvos de interesse da comunidade científica, 

havendo inúmeros relatos de suas atividades biológicas in vivo e in vitro 

(SADEGHI, 2013). 

Os avanços nos estudos de plantas medicinais propiciaram o surgimento 

dos fitoterápicos, 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 (FRANÇA, 2008). A partir disso, vários 

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 produção de fitoterápicos é de tal relevância 

que, segundo Oshiro e colaboradores (2016), cerca de 25 à 30% de todas as 

drogas disponíveis para terapêutica são derivadas de produtos naturais. 

Esses dados justificam o grande interesse da indústria farmacêutica em 

pesquisar e produzir agentes terapêuticos oriundos de produtos naturais, 

recebendo apoio do Ministério de Saúde do Brasil que criou a Política Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos. Esta política incentiva a pesquisa e o 

desenvolvimento de tecnologia e inovações em plantas medicinais e fitoterápicos 

nas diversas fases da sua cadeia (BRASIL, 2006). 

Na busca por novos fitoterápicos ou novas moléculas para a semi-síntese 

de fármacos, a investigação dos óleos essenciais tem apresentado grande 

crescimento. Óleos essenciais de várias espécies de plantas já tiveram seu 

potencial farmacológico descrito, como o Zingiber officinale, Spiranthera 

odoratissima, Echinodorus macrophyllus,  Alpinia speciosa, entre várias outras 

espécies (BEZERRA, 2000; COELHO, 2013; OLIVEIRA, 2016). O óleo essencial 

obtido dos rizomas de Zingiber zerumbet tem demonstrado em diversos estudos 

atividades anti-inflamatória (ZAKARIA et al., 2010), antinociceptiva (SOMCHITet 

al., 2005), hepatoprotetora (CHAUNG et al, 2008) e anticancerígena (TUSHAR et 

al., 2010), porém seus efeito sob a função renal e vascular ainda merecem 

maiores investigações. 

Atualmente, muitos estudos têm se voltado para a problemática das 

doenças 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 doenças do aparelho circulatório são as principais responsáveis por óbitos no 

mundo e apresentam relação direta com as condições de vida das populações. 

Diante disso, este projeto visa avaliar a atividade biológica do óleo 

essencial de Zingiber zerumbet (L.) Smith e seu componente majoritário, 

zerumbona, sobre a função vascular e renal em ratos Wistar e seu potencial 

antioxidante/anti-inflamatório, podendo assim contribuir para a investigação de 

novas terapias ou mecanismos farmacológicos que visem contribuir para a 

redução das injúrias ocasionadas por doenças que afetam o sistema 

cardiovascular. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Doenças vasculares x Função vascular 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (2017), no ano de 2015 a doença 

cardiovascular (DCV) foi a principal causa de morte em todo o mundo. 

Aproximadamente 17,7 milhões de pessoas foram a óbito, representando 31% de 

todas as mortes globais. Segundo o Instituto Nacional de Geografia e Estatística 

(2013), as doenças cardiovasculares foram a principal causa de óbito no Brasil no 

ano de 2013, de forma que 4,2% (6,1 milhões) da população com idade acima de 

18 anos se auto-referiram com DCV.  

As DCVs são denominadas como um grupo de doenças que ocasionam 

distúrbios no coração e vasos sanguíneos, como a doença arterial coronariana, 

doença cerebrovascular, doença arterial periférica, entre outras (OMS, 2017). 

Essas patologias normalmente estão associadas ao comprometimento da função 

vascular. Neves e colaboradores (2009) afirmam que a função autonômica e a 

reatividade vascular quando comprometidas podem constituir mecanismos 

centrais no desenvolvimento e progressão de doenças cardiovasculares. 

A aterosclerose, hipertensão e diabetes mellitus são patologias que estão 

relacionadas à disfunção endotelial, ocasionando má regulação da reatividade 

vascular (WAJCHENBERG, 2002; BAHIA, 2004; BASZCZUK, 2014). Estas 

patologias são consideradas fatores que aumentam a probabilidade de 

desenvolvimento de DCV, entre outros motivos, por prejudicar o funcionamento 

vascular e o fluxo sanguíneo (ANDRADE, 2012).  

 

2.2. Reatividade Vascular  

 

O bom funcionamento dos vasos sanguíneos se dá por sua capacidade de 

responder aos diferentes estímulos vasoconstritores e vasodilatadores aos quais 



 

estão expostos.  Os vasos sanguíneos são formados basicamente por três 

camadas, também denominadas como túnicas: túnica íntima 

camada única de células endoteliais; túnica média 

músculo liso vascular; e túnica

camada de tecido conjuntivo denso não modelado (Figura 1) (KIERSZENBAUM, 

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                      

Figura 1: Fotomicrografia de aorta torácica de ratos Wistar demonstrando as 
túnicas que compõe os vasos sanguíneos (Aumento 400, Coloração: Toluidina e 
Fucsina). 

 

2.2.1. Endotélio vascular

 

O endotélio vascular faz a interconexão

vascular. Ele é responsável pela modulação do tônus vascular e exerce o controle 

das respostas vasodilatadoras ou vasoconstritoras locais em resposta a 

alterações de fluxo sanguíneo e agentes vasoativos (CERAVOLO et al., 20

Além disto, o endotélio exerce funções anticoagulantes e anti

que são fundamentais para manter a homeostasia. Exerce função protetora contra 

estão expostos.  Os vasos sanguíneos são formados basicamente por três 

camadas, também denominadas como túnicas: túnica íntima – composta por uma 

camada única de células endoteliais; túnica média – constituída por células do 

músculo liso vascular; e túnica adventícia – formada por fibroblastos em uma 

camada de tecido conjuntivo denso não modelado (Figura 1) (KIERSZENBAUM, 

                                                                                      Fonte: Anne

Fotomicrografia de aorta torácica de ratos Wistar demonstrando as 
túnicas que compõe os vasos sanguíneos (Aumento 400, Coloração: Toluidina e 

Endotélio vascular 

O endotélio vascular faz a interconexão entre o sangue e o músculo liso 

vascular. Ele é responsável pela modulação do tônus vascular e exerce o controle 

das respostas vasodilatadoras ou vasoconstritoras locais em resposta a 

alterações de fluxo sanguíneo e agentes vasoativos (CERAVOLO et al., 20

Além disto, o endotélio exerce funções anticoagulantes e anti

que são fundamentais para manter a homeostasia. Exerce função protetora contra 
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estão expostos.  Os vasos sanguíneos são formados basicamente por três 

composta por uma 

constituída por células do 

formada por fibroblastos em uma 

camada de tecido conjuntivo denso não modelado (Figura 1) (KIERSZENBAUM, 

Fonte: Anne Graça (2017) 

Fotomicrografia de aorta torácica de ratos Wistar demonstrando as 
túnicas que compõe os vasos sanguíneos (Aumento 400, Coloração: Toluidina e 

entre o sangue e o músculo liso 

vascular. Ele é responsável pela modulação do tônus vascular e exerce o controle 

das respostas vasodilatadoras ou vasoconstritoras locais em resposta a 

alterações de fluxo sanguíneo e agentes vasoativos (CERAVOLO et al., 2012). 

Além disto, o endotélio exerce funções anticoagulantes e anti-inflamatórias 

que são fundamentais para manter a homeostasia. Exerce função protetora contra 

100 µm 
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o desenvolvimento de lesões vasculares, além de inibir a adesão leucocitária, a 

proliferação de células musculares lisas e manter a vasodilatação. Essas ações 

são exercidas principalmente por substâncias como óxido nítrico, prostaciclina e 

fator hiperpolarizante derivado do endotélio. Existem também os fatores contráteis 

do endotélio como endotelinas, angiotensina II, prostaglandinas e espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (CARVALHO, et.al.,2001). Assim, o endotélio pode 

ser considerado um sistema autócrino, parácrino e endócrino no organismo 

humano (HSIEH, 2014).  

Em condições homeostáticas, a liberação e produção desses fatores 

contráteis e vasodilatadores são equilibrados e responsáveis pela manutenção do 

tônus vascular. Entretanto, em condições patológicas como na hipertensão 

arterial, ocorre um desequilíbrio entre estes fatores e uma consequente 

diminuição da vasodilatação endotélio-dependente resultante do processo de 

disfunção endotelial (BASZCZUK, 2014). 

 

2.2.2. Músculo liso vascular 

 

O músculo liso vascular, segundo Hall (2017), é classificado como músculo 

liso unitário, também chamado de visceral ou sincicial, onde milhares de fibras 

musculares se contraem simultaneamente como uma unidade única. As fibras 

ocorrem geralmente em feixes ou camadas, de forma que suas membranas 

celulares são unidas por junções comunicantes que permitem o fluxo de íons de 

uma fibra a outra, possibilitando que o potencial de ação rapidamente se 

propague, promovendo uma contração conjunta de todas as fibras musculares 

lisas. 

A contração do músculo liso vascular é ativada pelos íons cálcio (Ca2+), 

enquanto o fornecimento de energia é suprido pela degradação da molécula de 

trifosfato de adenosina (ATP) em difosfato de adenosina (ADP) (CHONG e 

MICHEL, 2009).  

A maquinaria contrátil deste músculo é acionada quando a cadeia 

reguladora da cabeça leve de miosina é fosforilada, favorecendo sua interação 

com os filamentos de actina. Esse processo se inicia com a elevação do nível de 

cálcio intracelular ([Ca2+]i). O cálcio, desta forma, interage com a calmodulina, 



 

formando o complexo cálcio

quinase, que por sua vez, é a responsável pela fosforilação da cadeia leve da 

miosina (CLM). Em contrapartida, quando os níveis de

processos se revertem, exceto a fosforilação da cabeça de miosina. Para que 

esta etapa se reverta é

responsável pela desfosforilação da CLM, promovendo o relaxamento vascular 

(Figura 2) (HALL, 2017).

Assim, a atividade das miosinas quinases e fosfatases regulam a atividade 

do músculo liso vascular promovend

(GUYTON e HALL, 2017). 

 

Figura 2: Regulação da contração e relaxamento do músculo liso vascular pelos 
íons de cálcio. RS: Retículo sarcoplasmático; 
intracelular de cálcio; 
MLC: Cadeia leve da cabeça de miosina. Adaptada de Guyton e Hall (2017).

 

Muitos fármacos que promovem contração ou relaxamento do músculo liso, 

o fazem por meio da ativação ou inibição 

cascata. A ativação pode ser desencadeada por agonistas de receptores 

acoplados a proteína G expressa no músculo liso vascular

fenilefrina, noradrenalina ou angiotensina II. A vasodilatação, por outro lado, pode 

formando o complexo cálcio-calmodulina. Este complexo ativa a enzima miosi

quinase, que por sua vez, é a responsável pela fosforilação da cadeia leve da 

). Em contrapartida, quando os níveis de [Ca2+]

processos se revertem, exceto a fosforilação da cabeça de miosina. Para que 

esta etapa se reverta é necessária a ação da enzima miosina fosfatase, 

responsável pela desfosforilação da CLM, promovendo o relaxamento vascular 

 

Assim, a atividade das miosinas quinases e fosfatases regulam a atividade 

do músculo liso vascular promovendo contração ou relaxamento muscular 

HALL, 2017).  

Regulação da contração e relaxamento do músculo liso vascular pelos 
íons de cálcio. RS: Retículo sarcoplasmático; ↑[Ca2+]i: Aumento na concentração 

cálcio; ↓[Ca2+]i: Diminuição na concentração intracelular de cálcio; 
MLC: Cadeia leve da cabeça de miosina. Adaptada de Guyton e Hall (2017).

Muitos fármacos que promovem contração ou relaxamento do músculo liso, 

o fazem por meio da ativação ou inibição da vasoconstrição promovida por esta 

cascata. A ativação pode ser desencadeada por agonistas de receptores 

a proteína G expressa no músculo liso vascular, como o cloridrato de 

fenilefrina, noradrenalina ou angiotensina II. A vasodilatação, por outro lado, pode 
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calmodulina. Este complexo ativa a enzima miosina 

quinase, que por sua vez, é a responsável pela fosforilação da cadeia leve da 

]i reduzem, esses 

processos se revertem, exceto a fosforilação da cabeça de miosina. Para que 

necessária a ação da enzima miosina fosfatase, 

responsável pela desfosforilação da CLM, promovendo o relaxamento vascular 

Assim, a atividade das miosinas quinases e fosfatases regulam a atividade 

o contração ou relaxamento muscular 

 

Regulação da contração e relaxamento do músculo liso vascular pelos 
: Aumento na concentração 

: Diminuição na concentração intracelular de cálcio; 
MLC: Cadeia leve da cabeça de miosina. Adaptada de Guyton e Hall (2017). 

Muitos fármacos que promovem contração ou relaxamento do músculo liso, 

da vasoconstrição promovida por esta 

cascata. A ativação pode ser desencadeada por agonistas de receptores 

, como o cloridrato de 

fenilefrina, noradrenalina ou angiotensina II. A vasodilatação, por outro lado, pode 
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ser estimulada por nitroprussiato de sódio ou nitroglicerina. Estes fármacos 

liberam óxido nítrico, o qual ativa a enzima guanilato ciclase solúvel presente no 

citosol das células do músculo liso vascular e estimula a redução da [Ca2+]i. A 

promoção de relaxamento no músculo liso vascular também pode ser resultante 

do antagonismo de receptores ou modificação do comportamento de canais 

iônicos que medeiam a vasoconstrição. Como exemplo, podemos citar a 

prazosina, antagonista dos receptores α1-adrenérgico, a nifedipina, bloqueador de 

canais para cálcio, ou por outros mecanismos, tais como os utilizados por 

diuréticos tiazídicos, simpatolíticos centrais, inibidores da enzima conversora de 

angiotensina II, entre outros fármacos (SAIDA e BREEMEN, 1983; RANG et al., 

2012; BRUNTON et al., 2012). 

 

2.3. Inflamação x Função vascular 

 

As modificações nos vasos sanguíneos de seres humanos e animais com 

hipertensão arterial (HA) estão associadas a vários fatores, entre eles a 

inflamação (GALVÃO, 2014). Observa-se que a hipertensão arterial ocasiona 

aumento na expressão de moléculas de adesão na superfície de células 

endoteliais, promovendo o aumento da interação destas com monócitos 

circulantes e sua consequente migração para os tecidos, gerando o processo de 

inflamação. 

Estudos têm demonstrado que os macrófagos estão intimamente 

relacionados ao desenvolvimento e evolução da doença endotelial, principalmente 

no processo aterogênico resultante de estados hiperlipidêmicos (ROSS, 1993; 

STOLL e BENDSZUS, 2006; LUZ, 2013). Assim sendo, infere-se que a presença 

de macrófagos, uma vez associada à manutenção do estado inflamatório, 

colabora para o desenvolvimento de doenças como a hipertensão e a 

aterosclerose. 

Além da presença dos macrófagos, o quadro inflamatório tem demonstrado 

promover disfunção endotelial por meio do aumento de seus marcadores 

inflamatórios, como IL-6, PCR e espécies reativas oxigênio (EROs) (SOUZA et al., 

2008). Estudos apontam que esses mediadores comprometem a 

biodisponibilidade do NO, diminuindo a vasodilatação endotélio dependente e 

promovendo aumento de endotelina-1 (vasoconstritor produzido por células 
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endoteliais) (TEIXEIRA, 2014). Diversos estudos apontam que mediadores 

inflamatórios atuam como desencadeadores do processo de disfunção endotelial 

(BIRUKOV, 2009; CHATTOPADHYAY et al., 2015). 

2.4. Estresse oxidativo x Função vascular 

 

O comprometimento da função vascular, além da inflamação, tem sido 

associado à produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). As células 

vasculares, em condições homeostáticas, produzem EROs como superóxido (O2
•-

), peróxido de hidrogénio (H2O2), radical hidroxila (HO.) e peroxinitrito (ONOO-) 

(SOUSA, 2012). Estas espécies são encontradas em baixos níveis no interior das 

células e são rapidamente inativadas por enzimas antioxidantes como a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxídase (GPx). Estas 

enzimas formam o sistema antioxidante endógeno, que em conjunto com outras 

moléculas antioxidantes não enzimáticas do corpo, inibem o estresse oxidativo 

(MATLUNG, 2009).  

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a formação de 

EROs e a sua eliminação por defesas antioxidantes. Estudos demonstram que a 

presença exacerbada de EROs pode promover redução na biodisponibilidade de 

NO e ativação de vias de sinalização intracelular que, em conjunto, culminam em 

alteração no tônus e remodelamento vascular, seja por induzir proliferação celular 

ou por promover o desenvolvimento de processo inflamatório (SZASZ, 2007; 

WESELER e BAST, 2010; ZINKEVICH e GUTTERMAN , 2011). 

Giordano (2005) demonstra que a presença aumentada de EROs está 

associada à modificação da contratilidade cardíaca, devido à alteração que estas 

espécies  induzem em canais iônicos, mais especificamente em canais para 

cálcio de tipo L, para sódio e potássio. As EROs também podem reduzir a 

contratilidade de cardiomiócitos por ativar a proteína quinase reguladora do sinal 

apoptótico 1 (ASK-1). Esta proteína, por sua vez, promove a fosforilação da 

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

Por outro lado, sob a musculatura lisa vascular, estudos apontam que o 

estresse oxidativo tem demonstrado promover hipertrofia do músculo liso 

vascular, elevação na deposição de proteínas da matriz extracelular, aumento da 

contratilidade das células do músculo liso vascular, inflamação, migração de 
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monócitos, peroxidação lipídica, disfunção endotelial e apoptose (UEMURA et al., 

200; KADAGLOU et al., 2005). 

Estudos em modelos animais demonstraram que o tratamento com 

antioxidantes foi capaz de restaurar o tônus vascular, revertendo à disfunção 

endotelial (SOLZBACH, 1997; SATO, 2002; AZEVEDO, 2015). 

Diante do que foi visto, a investigação de novos fármacos que promovam 

melhora ao tônus vascular e inibição de eventos inflamatórios e oxidativo, podem 

desvendar novos recursos terapêuticos capazes de inibir às manifestações 

deletérias da hipertensão, bem como de outros fatores contribuintes para doenças 

cardiovasculares. 

 

2.5. Fitoterápicos 

 

A prática da utilização de plantas para fins medicinais perdura por milênios e 

tem sido passada de geração em geração de acordo com a cultura local (LEAL, 

2016). No Brasil, o emprego de plantas medicinais é uma prática corriqueira, 

enriquecida por nossas diferenças culturais. Esta miscigenação atrelada à grande 

diversidade vegetal do país tem propiciado o estabelecimento de medicinas 

tradicionais baseadas em diferentes plantas e métodos de tratamento 

(BRANDÃO, 1996). 

Neste cenário, surgiram medicamentos obtidos exclusivamente de matérias-

primas vegetais em diferentes apresentações, tais como sucos, ceras, exsudatos, 

óleos, extratos, tinturas, entre outros. Estes medicamentos são denominados de 

fitoterápicos (SCHULZ, 2013). Nas últimas décadas, observa-se um crescimento 

na utilização e comercialização de fitoterápicos pela população brasileira. Pelo 

menos três fatores parecem explicar este aumento: 1) avanços ocorridos na área 

científica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterápicos reconhecidamente 

seguros e eficazes; 2) a crescente tendência de busca, pela população, por 

terapias menos agressivas à saúde, isto é, que gerem menos efeitos colaterais e 

3) a frequente utilização de plantas como medicamento, hábito 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 avanço dos fitoterápicos, em 2006 o Ministério da Saúde aprovou a 

Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF), visando garantir 

acesso seguro e uso regular das plantas medicinais e fitoterápicos pela população 

brasileira (BRASIL, 2006). Porém, somente em 2012 os fitoterápicos foram 

inseridos na Relação Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), onde 

doze fitoterápicos passaram a compor a relação de medicamentos e insumos 

farmacêuticos, voltados aos agravos prevalentes e prioritários da Atenção Básica 

(BRASIL, 2013) Essa relação de fitoterápicos se mantém até a última publicação 

da RENAME em junho de 2015 (BRASIL, 2015). 

Os fitoterápicos geralmente são utilizados pela população de forma 

preventiva ou na terapêutica de doenças crônicas, como doenças 

cardiovasculares, intestinais, problemas respiratórios, entre outros (BRASIL, 

2008).  Segundo Calixto (2005), os fitoterápicos raramente têm seus princípios 

ativos conhecidos em decorrência de sua complexa composição. Entretanto, com 

o ascendente avanço das técnicas analíticas de alta resolução, o isolamento e a 

caracterização de compostos a partir de matérias primas vegetais tem sido 

realizado com êxito. Assim, os produtos naturais têm representado uma fonte 

importante de compostos biologicamente ativos.   

Ser constituído por grande número de componentes fornece aos 

fitoterápicos vantagem terapêutica, visto que estes componentes podem interagir 

entre si de forma aditiva ou sinérgica, podendo promover maior eficácia do que a 

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

Segundo o Ministério da Saúde (2008), a caracterização do(s) princípio(s) 

ativo(s) pode ser alcançada pela análise de um ou mais constituintes 

sugestivamente responsáveis pela atividade da planta, por meio da quantificação 

de um composto que se apresenta com teor considerável em relação à 

composição total, ou ainda, pelo perfil cromatográfico dos constituintes totais. 

Dentre os materiais vegetais com potencial fitoterápico, os óleos essenciais 

(OE) tem se destacado por apresentarem grande potencial farmacológico e 

terapêutico (EDRIS, 2007). Por este motivo, os OE têm sido alvo de interesse de 

vários pesquisadores brasileiros ao longo de várias décadas (CUNHA, 1995; 

LIMA, 1996; FARIAS, 2000; BELÉM, 2002; LIMA, 2003; MICHELIN ET AL., 2005; 

HENRIQUES, 2013; MILLEZI, 2014; ARAÚJO, 2015; MIRANDA, 2016).  
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2.5.1. Uso de óleos essenciais 

 

Óleos essenciais (OE) são originários do metabolismo secundário de 

plantas. São compostos naturais voláteis, complexos, lipofílicos, geralmente 

odoríferos, líquidos e normalmente extraídos de plantas provenientes de países 

de clima quente, como os da região do mediterrâneo e dos trópicos. Em geral, 

nestes países, os óleos essenciais são parte importante da medicina tradicional 

local (MACHADO, 2011). 

Com o desenvolvimento das técnicas de análises químicas, vários 

componentes dos OE foram descritos, dentre eles, relata-se a presença de 

terpenos, predominante de monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), além de 

fenilpropenos e outros componentes voláteis (MOREIRA, 2001; FRANZ, 2010).  

Propriedades físico-químicas importantes têm sido descritas para os OEs 

quando comparadas a outros medicamentos. Como exemplo, podemos citar a 

volatilidade, que viabiliza seu uso em nebulizações e banhos de imersão. Além 

disso, por apresentar componentes voláteis e com baixo peso molecular, os OE 

possuem a capacidade de serem rapidamente eliminados do organismo por meio 

das vias metabólicas (BANDONI, 2008).     

Diversos estudos descrevem atividades biológicas promovidas por OE, 

dentre eles estão: i) atividade larvicida demonstrada em populações de Aedes 

aegypti (ARAÚJO, 2014); ii) atividade miorelaxante e antiespasmódico observada 

sob íleo de ratos Wistar (BEZERRA, 2000); iii) atividade antioxidante demonstrada 

pelo método de DPPH e peroxidação lipídica (BURITS, 2000; YASSA, 2015); iv) 

atividade antimicrobiana observada pela citotoxicidade promovida sobre Candida 

albicans e seus fatores de virulência (ARAÚJO, 2015); v) atividade antidepressiva 

revelada pelo tratamento com OE em camundongos albinos machos nos testes 

do campo aberto,  nado forçado e suspensão pela cauda (OLIVEIRA, 2016); vi) 

atividade analgésica manifestada em camundongos em modelo de hiperalgesia 

induzido por ácido acético. (COELHO, 2013); vii) atividade anti-inflamatória 

demonstrada pela inibição na produção de NO de macrófagos (Raw 264.7) 

estimulados com lipopolissacarídeo (LPS) (RODRIGUES, 2014); viii) atividade 

antitumoral revelada em camundongos em modelo de carcinoma colorretal 



32 
 

(SILVA, 2008 ; DAHHAM, 2016); ix) atividade gastroprotetora observada em 

camundongos sob modelo de lesões gástricas induzidas por etanol e 

indometacina (AMARAL, 2004); x) atividade anticonvulsivante  observada em 

camundongos com convulsões induzidas por eletrochoque e penetração de 

pentileno-tetrazol (SAYYAH, 2002) e xi) atividade sob o sistema cardiovascular 

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

Os OE podem ser extraídos de várias partes da planta como das flores, 

folhas, cascas, rizomas e frutos.  Suas técnicas de extração podem variar de 

acordo com a localização do óleo na planta e com o foco de utilização deste, pois 

suas propriedades podem variar de acordo com o modo de extração. Geralmente, 

os métodos mais utilizados são a destilação por arraste a vapor, hidrodestilação, 

prensagem a frio, extração por solventes orgânicos, extração por alta pressão e 

por CO2 supercrítico (OKOH et al, 2010).  

Segundo Bizzo e colaboradores (2009) o Brasil é considerado um grande 

produtor e exportador de óleos essenciais, com destaque para os óleos 

essenciais de rosas, eucalipto, canela e gengibre. Os quais são utilizados nas 

indústrias de perfumaria, cosmética, alimentos e farmacêutica.  

A caracterização química dos componentes dos OE pode ser realizada por 

várias formas de cromatografia, porém, o método mais utilizado é a cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS), onde os constituintes dos 

OE são definidos pela análise das regiões de pico formadas no cromatograma 

(ADRIANA, 2004). 

É importante salientar que as atividades biológicas promovidas por OE não 

são obrigatoriamente geradas pelo constituinte majoritário do mesmo, todavia é 

possível que o efeito seja promovido por um constituinte em menor proporção ou 

mesmo que seja oriundo de um sinergismo entre outros compostos existentes no 

óleo, como ocorre com o óleo essencial de capim-limão (Cymbopogon citratus) 

(MUKHERJEE, 2007).   

Apesar das inúmeras atividades benéficas relatadas para os OE, estudos 

como o de Sen e colaboradores (2010) apontam para a toxicidade 

frequentemente dose dependente de OE voláteis. Seus estudos demonstram 

reações adversas como alergias de contato mesmo com a utilização de baixas 
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doses. Desta forma, é de fundamental importância a realização de estudos que 

analisem o perfil de segurança para utilização dos OE. 

 

2.5.1.1. Efeitos biológicos de óleos essenciais da família 

Zingiberaceae sobre o sistema cardiovascular. 

 

A família Zingiberaceae possui cerca de 50 gêneros e 1100 espécies que se 

distribuem em regiões tropicais, especialmente no sul e sudeste da Ásia, na África 

tropical e América do Sul. Suas espécies são conhecidas por seu valor 

econômico, fornecendo alimentos, perfumes, condimentos de propriedades 

aromáticas, corantes, fibras e por serem utilizadas para fins medicinais (SOUZA e 

LORENZI, 2012). A seguir, relatamos algumas espécies desta família e os 

achados obtidos. 

Alpinia zerumbet 

Pertencente à família Zingiberaceae, a Alpinia zerumbet, popular gengibre 

concha, é uma erva terrestre comumente utilizada para fins depurativos, 

diuréticos, anti-hipertensivo e vermífugos, sendo as folhas, flores e rizomas as 

partes vegetais mais utilizadas (ALBUQUERQUE et al., 2007; OLIVEIRA  

eARAÚJO, 2007). Desta forma, esta planta tem sido alvo de estudo de vários 

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 óleo essencial obtido dos rizomas de A. zerumbet (OEAZ) 

revelaram efeito anti-hipertensor, promovendo redução imediata e significativa da 

pressão 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 redução na 

pressão arterial, de forma dependente da dose (1-10 mgKg-1), indicando ser  este,  

o  responsável  pela  ação anti-hipertensiva do OEAZ. Os autores sugerem ainda, 

que a ação hipotensora do OEAZ independe do sistema nervoso autônomo, 

sendo atuante como um agente vasodilatador direto sob o músculo 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 ação vasodilatadora das duas substâncias, acrescentando que 

possivelmente este efeito seja dependente da integridade funcional do endotélio 

vascular. Todavia, segundo eles, este efeito não pode ser conferido unicamente à 

ação do 1,8-cineol. 

Estudos de Barcelos e colaboradores (2010) revelaram que o tratamento 

crônico com o OEAZ foi capaz de reduzir a pressão arterial média e diminuir o 

quadro de hipertrofia cardíaca em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), 

efeitos atribuídos à presença de terpinen-4-ol e 1,8-cineol. Segundo os autores, a 

presença destes componentes promoveu melhora da resposta hemodinâmica 

cardiovascular, como a redução na pressão arterial média de ratos SHR, apesar 

de não normalizar a pressão. 

Curcuma longa 

A Curcuma longa, popularmente conhecida como açafrão-da-terra, é uma 

planta de origem asiática comumente usada como tempero e para fins medicinais. 

O óleo essencial obtido dos rizomas de Curcuma longa (OECL) têm sido alvo de 

vários estudos, demonstrando efeito anti-inflamatório, 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, substância que têm 

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 redução na produção de colágeno I para níveis 

semelhantes de camundongos jovens. O tratamento também restaurou a 

capacidade de dilatação endotélio-dependente estimulada por acetilcolina, outrora 

deficiente em camundongos idosos. Além disto, o tratamento inibiu a produção de 

superóxido, melhorando o quadro de estresse oxidativo e a disfunção endotelial. 

Estes resultados revelam que a suplementação com curcumina reduz o 

enrijecimento aórtico, pela redução na produção de colágeno I e produtos da 

glicosilação avançada, melhora o envelhecimento da artéria elástica, associada à 

idade, melhorando a vasodilatação mediada por NO e inibindo o estresse 

oxidativo e a disfunção endotelial em camundongos idosos.  



 

Em outro trabalho, 

para K+ (Kv) de células musculares lisas de artérias coronárias de coelhos, fato 

este, que segundo os autores,

arterial, uma vez que o 

vascular de Kv de forma estatal, tempor

2013).  Akazawa e colaboradores (2012) observaram que a ingestão de curcumina 

diariamente por 8 semanas gerou  aumento da 

mulheres na pós-menopausa, sugerindo que o composto possa minimizar o 

declínio da função endotelial nestas mulheres.

Pode-se notar que a família Zingiberaceae possui espécies com ação sob o 

sistema cardiovascular. Entre elas, um

farmacológico, tanto em modelos 

zemrubet, conhecida popularmente como gengibre amargo.

2.5.2. Óleo essencial de Zingiber zerumbet

 

O Zingiber zerumbet

pertencente ao gênero Zingiber 

introduzida na região Amazônica distribuindo

devido a sua fácil adaptação e cultivo (BUCKE

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Cultivo de 
município de Iranduba
Carlos Cleomir, 2015.

No Amazonas esta espécie tem sido cultivada na área rural do município de 

Iranduba. É popularmente 

comercialmente em produtos cosméticos (SOUZA, 2015).

Em outro trabalho, observou-se que a curcumina é capaz de inibir os canais 

K+ (Kv) de células musculares lisas de artérias coronárias de coelhos, fato 

este, que segundo os autores, pode contribuir para redução da hipertensão 

o tratamento com curcumina promove inibição na corrente 

vascular de Kv de forma estatal, temporal e dependente do uso

e colaboradores (2012) observaram que a ingestão de curcumina 

diariamente por 8 semanas gerou  aumento da dilatação fluxo

menopausa, sugerindo que o composto possa minimizar o 

declínio da função endotelial nestas mulheres.  

se notar que a família Zingiberaceae possui espécies com ação sob o 

sistema cardiovascular. Entre elas, uma espécie que tem mostrado potencial 

farmacológico, tanto em modelos in vivo quanto em modelos in vitro

, conhecida popularmente como gengibre amargo. 

Óleo essencial de Zingiber zerumbet 

Zingiber zerumbet L. Smith (Figura 3) é uma monocotiledônea perene, 

Zingiber da família Zingiberaceae. De origem asiática, foi 

introduzida na região Amazônica distribuindo-se por todo o território estadual 

devido a sua fácil adaptação e cultivo (BUCKER et al., 2013). 

Cultivo de Zingiber zerumbet, na área rural do 
Iranduba, conhecida como Pau-Rosa. Foto: 

Carlos Cleomir, 2015. 

No Amazonas esta espécie tem sido cultivada na área rural do município de 

. É popularmente conhecida como gengibre amargo e utilizada 

comercialmente em produtos cosméticos (SOUZA, 2015). 
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Os rizomas de Z. zerumbet, em particular, têm sido tradicionalmente 

utilizados como remédio caseiro pelos asiáticos, indianos, chineses e na cultura 

árabe 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 são amplamente utilizados na medicina tradicional com a finalidade de 

cura para várias doenças (SULAIMAN et al., 2010; NORULAINI et al.,2009; 

ELLIOTT S. e BRIMACOMBE, 1987) e no tratamento de inflamação, febre, dor de 

dente, indigestão, prisão de ventre, diarréia, entorses graves, como analgésico, 

bem como anti-espasmódico, anti-reumáticos e como agente diurético (BHUIYAN 

et al., 2008; ZAKARIA et al., 2010; ZAKARIA et al., 2011). Além disso, descreve-

se o uso de seus rizomas frescos no tratamento de edema, dor de estômago, 

úlceras e perda de apetite, enquanto o suco dos rizomas cozidos é utilizado para 

tratar infestação por vermes em crianças (BURKILL, 1966; SOMCHIT e 

SHUKRIYAH, 2003; RUSLAY et al., 2007). 

Dentre todas as partes da planta, os rizomas da Z. zerumbet têm 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 frações sesquiterpênica do óleo essencial de Z. zerumbet o epóxido 

de humuleno-I, epóxido de humuleno-II, humulenol-II e humulenol-l e humulenol-

III. Srivastava (2000) e Yu e colaboradores (2008) relataram a presença de 

aproximadamente 86% de sesquiterpenos, sendo a zerumbona o principal 

componente do óleo essencial dos rizomas de Z. zerumbet. Além do 

sesquiterpeno zerumbona, ainda foi isolado o flavonóide (3-O-metil campferol), 

um agente antioxidante, e flavonóides glicosídeos como campferol 3-O- (2, 4-di-

O-acetil-L-α-ramnopiranosídeo) e campferol 3-O-(3,4-di-o-acetil-L-α-

ramnopiranosídeo) provenientes do extrato metanólico obtido dos rizomas de Z. 

zerumbet (CHIEN et al., 2008). 

Os rizomas de Z. zemrubet tem demonstrado atividade antimicrobiana, anti-

hiperglicêmica, antialérgica, antioxidante e antiplaquetária em diferentes 

doses/concentrações. Além disto, demonstram atividades antiinflamatórias 

(ZAKARIA et al., 2010), antinociceptiva (SOMCHIT et al., 2005), hepatoprotetora 

(CHAUNG et al, 2008) e anticancerígena (TUSHAR  et al., 2010).  
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A retinopatia diabética é uma complicação comum em pacientes com 

diabetes, que é desencadeada por alterações microvasculares da retina, como 

disfunção da barreira sangue-retiniana e hiperpermeabilidade da circulação 

capilar, resultantes do estado hiperglicêmico. Segundo Liou (2017), o tratamento 

oral com extrato aquoso de Z. zerumbet é capaz de reduzir a pressão intraocular 

de ratos diabéticos do tipo I, além de reduzir o acúmulo de fibrinogênio na retina, 

o inchaço celular, o sangramento e a angiogênese. Estes eventos promoveram 

melhora do quadro de retinopatia por diminuir os fatores que colaboram com as 

alterações microvasculares. 

Ainda em modelos de diabetes, outra complicação decorrida desta patologia 

é 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 etanólico de Z. Zerumbet durante 8 semanas, produziu 

redução da hiperglicemia e da disfunção renal, promovendo melhora das 

alterações patológicas glomerulares induzidas pelo diabetes. Além disso, as 

expressões protéicas de nefrina renal e podocina em ratos diabéticos foram 

significativamente aumentadas após o tratamento, por outro lado a fosforilação e 

expressão da proteína quinase (AMPK) ativados por AMP foram notavelmente 

reduzidos nos tecidos renais dos ratos tratados. Assim sugere-se que os efeitos 

renoprotetores promovidos pelo extrato etanólico de Z. zerumbet estejam 

associados à prevenção da desfosforilação de AMPK e aumento na expressão 

protéica de nefrina e podocina. 

O potencial anti-inflamatório 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 

liberação de TNF-α e interleucina-4 (IL-4). In vivo, o tratamento suprimiu 

significativamente a liberação de leucotrieno C4 no tecido pulmonar  

( p <0,05). Estes dados demonstram a capacidade do extrato aquoso de Z. 

zerumbet em inibir mediadores inflamatórios in vivo e in vitro. 

Outros estudos corroboram com o potencial anti-inflamatório de Z. zerumbet 

em modelos de inflamação aguda (edema de pata induzido por carragenina) e 

crônica (testes de granulomas induzidos por pellets de algodão). Nestes modelos, 
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observou-se redução na formação dos edemas e granulomas nos animais 

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

 A Zerumbona, composto majoritário do óleo essencial de Z. zerumbet, tem 

ganhado destaque por revelar propriedades como, atividade antiparasitária, anti-

inflamatória, antiviral, antitumoral, antioxidante, gastoprotetora, atividade 

antimicrobiana e antimutagênica (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 administração intragástrica deste 

composto em ratos expostos a úlcera gástrica aguda induzida pela administração 

de etanol absoluto. O tratamento demonstrou efeito gastroprotetor, protegendo a 

mucosa gástrica do efeito agressivo da úlcera, aumentando a produção de muco 

e reduzindo a produção de suco gástrico, além de reduzir o edema submucoso e 

a infiltração de leucócitos. No teste de poder antioxidante de redução férrica, a 

zerumbona demonstrou capacidade de eliminação de radicais livres semelhantes 

ao antioxidante, ácido ascórbico. 

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 níveis séricos de IL-1, IL-6 e TNF-α, além de 

inibir a infiltração de macrófagos nos rins dos animais tratados. Ademais, o 

tratamento promoveu redução da expressão renal de TFG-β, ICAM-1 e 

fibronectina, culminando na melhora da função renal e redução da proteinúria de 

camundongos diabéticos (TZENG et al., 2013). 

Apesar das inúmeras atividades biológicas já descritas para OEZz e 

zerumbona, estudos sobre a atividade de Z. zerumbet sobre o sistema 

cardiovascular ainda são escassos, de forma que não há trabalhos descrevendo 

sua ação sob os vasos sanguíneos. A elucidação dos mecanismos pelos quais os 

integrantes desta família produzem efeitos sobre o músculo liso vascular ainda 

precisam ser melhor investigados.  

A busca de novos fármacos que produzam manutenção do tônus vascular e 

inibição de eventos inflamatórios e oxidativos, sobre os tecidos, podem elucidar 

novos recursos terapêuticos capazes de se contrapor às manifestações deletérias 
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das DCV e produzir benefícios de redução de morbidade e mortalidade que 

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

 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade biológica de Zingiber zerumbet (L.) Smith sobre o 

metabolismo, funções vascular, renal e seu potencial antioxidante/anti-inflamatório 

em ratos Wistar. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1. Caracterizar fitoquimicamente o óleo essencial obtido dos rizomas de Z. 

zerumbet (OEZz) 

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

sobre a reatividade vascular aórtica em ratos Wistar  

3. Avaliar o efeito da administração por via oral de OEZz sobre a pressão 

arterial e metabolismo corporal em ratos Wistar  

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

parâmetros de função renal de ratos Wistar  

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

rim de ratos Wistar  

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

macrófagos 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 músculo liso vascular (CMLV) 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Produção e caracterização do óleo essencial de Z. zerumbet e 

zerumbona 

 

Para obtenção e caracterização das substâncias testadas neste trabalho, 

isto é, OEZz e zerumbona, seguimos os seguintes protocolos. 

4.1.1. Obtenção de Zingiber zerumbet ( L.) Smith 

Para este estudo foram utilizados os rizomas de Zingiber zerumbet (Figura 

4A). Os mesmos foram coletados na área rural do Amazonas em dezembro de 

2015 no município de Iranduba/AM (S 03º17'05" – L 60º11'10" W), sob a 

responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Cleomir de Souza Pinheiro (INPA). A 

exsicata do material encontra-se depositada no herbário do INPA sob o registro 

nº186913, catalogada pelo Prof. Dr. Paul Maas (Departament of Plant Ecology 

and Evolucionary Biology, University of Utrecht) (Figura 4B e C). 

 
Figura 4: Zingiber zerumbet: (A) Rizomas utilizados para extração do óleo 
essencial (Fonte: Anne Graça, 2015),(B) Exsicata e (C) Registro de exsicatas 
armazenadas no Herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (Fonte: 
Carlos Pinheiro, 2005). 

 

4.1.2. Higienização, trituração e secagem 

Os rizomas foram higienizados e descascados em água corrente em 

descascador de batatas industrial (DB-06-N Siemsen). Em seguida foi realizada 

trituração em processador de alimentos (Philips Walita RI1861) e liquidificador 

(Walita RI2048). O triturado resultante foi espalhado em bancada de mármore 

forrada com papel jornal para secagem em ambiente com ar condicionado sob a 

temperatura de 17 a 19°C por 48h. 

A B C 
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4.1.3. Obtenção do óleo essencial 

A extração do óleo essencial a partir dos rizomas foi realizada pelo método 

de hidrodestilação (AOAC, 2000). Para este processo, foi utilizado o aparelho de 

destilação de Clevenger acoplado a um balão de fundo redondo (2L) o qual foi 

acomodado em manta aquecedora e conectado a condensador ligado a 

refrigerador por circulação de água (Figura 5A). Foram pesados 250g de material 

seco em balança digital (Urano US20/2 POP-S) e transferidos para balão de 

fundo redondo, adicionando-se 2L de água. A temperatura, controlada por 

termostato, era elevada a 100°C e posteriormente reduzida para 80ºC. O tempo 

de extração foi de 4h, contado a partir do início da ebulição. A fase aquosa dos 

volumes obtidos diretamente no aparelho de Clevenger eram minuciosamente 

eliminada, visto que isso é possível pela diferença de densidade da água e do 

óleo obtidos no processo de destilação (Figura 5B). O rendimento da produção do 

óleo essencial foi expresso em percentagem em relação ao peso de material 

vegetal seco utilizado, sendo de 6% (6ml/100g). Após este processo, o óleo 

essencial foi centrifugado e secado com sulfato de sódio anidro (Na2SO4), para 

eliminação total da umidade (SILVA et al., 1995). Em seguida, foram 

armazenados em frascos âmbar e acondicionados a 4ºC. 

 

Figura 5: Produção do óleo essencial obtido dos rizomas de 
Zingiber zerumbet: (A) Aparelho de destilação Clevenger 
acoplado a balão de 2L para realização do processo de 
hidrodestilação. (B) Fases formadas pela diferença de 
densidade da água e do óleo (indicado pela seta) obtidos no 
processo de hidrodestilação. 

 

A B 
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4.1.4. Obtenção dos cristais de zerumbona 

 

A extração de zerumbona foi realizada a partir do óleo essencial dos rizomas 

de Z. zerumbet. A partir da extração do óleo, a zerumbona passou pelo processo 

de recristalização, dando origem a cristais (Figura 6) com ponto de fusão 65-

65,7˚C, densidade: 0,887 ± 0.06 g/cm3 e grau de pureza de 97%. O método de 

produção quantitativo e qualitativo na obtenção de zerumbona está patenteado 

pelo Dr. Carlos Cleomirde Souza Pinheiro (PI 0505343-9).  

 

Fonte: Carlos Pinheiro, 2015. 

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

 

4.1.5. Caracterização do OEZz por Cromatografia Gasosa acoplada a 

espectrometria de massa (CG-MS) 

 

 A amostra de 1 µl de OEZz foi diluída em 1 mL de diclorometano para ser 

injetada no cromatógrafo Shimadzu, modelo QP2010MS. O espectrômetro de 

massas realizou as análises no modo scan (40-600 m/z). Utilizou-se coluna 

capilar (30m x 0,25 mm x 0,25 µm) com fase estacionária composta de 5% de 

fenil-metilpolisiloxano e gás hélio como fase móvel (White Martins Gases 

Industriais, 99,9% de pureza). A programação que possibilitou a resolução 

cromatográfica dos picos de interesse foi na seguinte condição de análise: 

Temperatura inicial da coluna: 60 °C, Temperatura final da coluna: 240°C, 

Temperatura do injetor: 250 °C. Para identificação dos constituintes, além da 

comparação com a literatura (BHUIYAN, 2008; DAI, 2013; SINGH, 2014; RANA, 

2017) foram utilizadas duas bibliotecas (intrínsecas do equipamento NIST107 e 

A B C 
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NIST21) que possibilitaram a comparação dos dados dos espectros obtidos com 

aqueles pré-existentes nas bibliotecas.  

4.1.6. Caracterização de Zerumbona por Cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) 

 

O cromatógrafo Alliance, modelo E2695 foi utilizado para quantificação de 

zerumbona nos cristais obtidos a partir do OEZz. Os sinais captados pelo 

cromatógrafo foram processados pelo software Empower (Waters, Milford, MA, 

EUA). A coluna analítica utilizada foi C18 (simetria, 250 x 4,6 mm de ID e 

tamanho de partículas de 5μm). A fase móvel foi composta de 

acetonitrila:metanol:tampão fosfato de di-hidrogênio de potássio 0,001% (pH:6) 

em uma proporção de 25:55:20 (v/v/v), sob temperatura ambiente. O eluído foi 

monitorado por detector PDA a uma taxa de fluxo de 1 mL/min em comprimento 

de onda de 254 nm. A quantificação foi determinada comparando-se as áreas de 

picos das amostras. 

 

4.2. Viabilidade celular por MTT 

 

Para assegurar a viabilidade do tratamento com diferentes concentrações 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 redução do MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazólio). Esse 

teste quantifica a conversão do MTT em formazan (MOSMANN, 1983; MORGAN, 

1998). O formazan, de cor azul purpúrea, é solubilizado e sua concentração é 

determinada pela densidade óptica em espectrofotômetro. Dessa forma, utilizou-

se 2x104 células endoteliais, de músculo liso vascular, fibroblastos ou 

macrófagos/poço e 200 µL de meio de cultivo (contendo 10% de soro fetal bovino) 

em microplacas de 96 poços. Após 24h de incubação a 37°C e 5% CO2, o meio 

de cultivo foi removido dos poços e um novo meio contendo concentrações 

crescentes de OEZz (10-3 – 103 µg/mL) foi adicionado aos testes com células 

endoteliais e do músculo liso vascular. Para os testes com fibroblastos foram 

utilizadas as concentrações de OEZz e Zer (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 µg/mL) e 

para os testes com macrófagos, OEZz e Zer (25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 

µg/mL). Foram utilizados três poços da microplaca para cada concentração das 
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substâncias diluídas em meio de cultivo, dois poços apenas com o meio para 

controle de viabilidade e dois poços com 200 µL de triton X-100 1% para controle 

de morte. As microplacas foram incubadas por 4h no escuro a 37°C, 5% CO2. Em 

seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 200 µL de Dimetilsulfóxido 

(DMSO) 100% em cada poço. Logo após, a análise espectrofotométrica foi 

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

 

4.3.  Animais 

Para avaliar o efeito sistêmico da administração de OEZz foram utilizados 

ratos Wistar machos fornecidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 

(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 25ºC. Cada gaiola continha dois ratos com suprimento de água e 

ração ad libitum. Para os experimentos, utilizaram-se animais de 180-200g. Os 

experimentos foram realizados nos Laboratórios de Farmacologia Experimental – 

ICB/UFAM, Laboratório de Morfologia Quantitativa – ICB/UFAM, Laboratório de 

Atividade Biológica – FCF/UFAM, Laboratório de Farmacologia e Química de 

Produtos Naturais – INPA e no Laboratório de Farmacologia Cardiovascular da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto-USP. Este projeto de 

pesquisa recebeu parecer favorável do Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA-UFAM) sob o protocolo nº 001/2015. 

 

4.3.1. Reatividade vascular 
 

Para avaliar a ação local do OEZz e zerumbona foram realizados protocolos 

de reatividade vascular aórtica, considerando os efeitos diretos de OEZz e Zer e 

suas influências na resposta vasodilatadora para acetilcolina e nas respostas 

vasoconstritoras induzidas por fenilefrina e KCl (FURCHGOTT, 1980; MENEZES, 

2007). 

Após a determinação da pressão arterial indireta (ver item 5.4.10), para a 

confirmação dos níveis pressóricos, os ratos normotensos foram anestesiados 

com isoflurano e sacrificados por decapitação. A aorta torácica foi isolada, 

seccionada em anéis com 4mm e montada em sistema de reatividade vascular 
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para registro de força isométrica (transdutor isométrico Panlab, acoplada a 

PowerLab 8/35 e LabChartPro) (Figura 7a). As preparações foram mantidas em 

cuba para órgão isolado contendo solução de Krebs sob gaseificação com mistura 

carbogênica (95%O2 e 5%CO2) a 37°C (Figura7b). Foram utilizadas preparações 

com endotélio e preparações cujo endotélio vascular foi removido 

mecanicamente.  

 

 

 

 

 

 

 

            Fonte:Anne Graça, 2015. 

Figura 7: Reatividade vascular: (A) Anéis aórticos (4mm). (B) 
Banho de órgão isolado acoplado ao sistema de reatividade 
vascular para registro de força isométrica. 

 

4.3.1.1. Avaliação da reatividade vascular à fenilefrina 

 

Os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de repouso de 1,5g, 

reajustado quando necessário durante o período de estabilização de uma hora. 

Após o período de estabilização, foi adicionado a EC50 da fenilefrina (10-7M) nas 

cubas para verificar a atividade contrátil, verificando assim, a viabilidade do 

músculo liso vascular, utilizaram-se os anéis que promoveram uma variação 

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

Após, foi realizada a troca da solução de Krebs das cubas até retornar a 

tensão de repouso. Esse processo foi repetido três vezes, tempo necessário para 

que se atingisse um platô no registro da contração. Posterior a esse platô, os 

anéis foram submetidos à avaliação da integridade funcional do endotélio. 

 

 

A B 
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4.3.1.2. Avaliação da integridade funcional do endotélio 

 

A integridade do endotélio foi verificada pela presença de respostas 

vasodilatadoras para acetilcolina (10-6M) em preparações pré-contraídas com a 

EC50 da fenilefrina (10-7M), depois de assegurado a viabilidade dos anéis. O 

endotélio vascular foi considerado íntegro nos anéis com relaxamento igual ou 

superior a 80% da contração induzida pela fenilefrina. Para os testes com anéis 

sem endotélio, a efetividade da remoção do endotélio vascular foi demonstrada 

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

 

4.3.1.3. Protocolos experimentais 

4.3.1.3.1. Avaliação da resposta vascular ao efeito de 

concentrações crescentes de OEZz e Zer 

Posterior a realização do teste de integridade do endotélio, os anéis foram 

lavados com solução de Krebs para que retornassem à tensão basal. Após, foram 

contraídas com a EC50 da fenilefrina (10-7M) ou o análogo de tromboxano, 

U46619 (10-7M) e expostos a concentrações crescentes (10-3 – 103 µg/mL) do 

OEZz ou de Zer para avaliar o efeito dessas substâncias a reatividade vascular. 

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

4.3.1.3.2. Avaliação do efeito de OEZz e Zer sobre a 

vasoconstrição induzida por fenilefrina 

Após a estabilização dos anéis, cada preparação foi incubada por 20 

minutos com 500, 750 ou 1000 µg/mL do OEZz ou 1000 µg/mL de Zer. Em 

seguida, foram acrescentadas concentrações crescentes de Phe (10-10– 10-5M) 

para realização da curva concentração-efeito, visando avaliar o efeito das 

substâncias sobre a vasoconstrição. 

4.3.1.3.3. Avaliação do mecanismo de bloqueio da vasoconstrição 

induzida por fenilefrina ou KCl em preparações incubadas 

com OEZz ou Zer 

Anéis aórticos desprovidos de endotélio foram estabilizados em Krebs 

Normal. Após, foram incubados com Krebs sem Ca2+, iniciando o protocolo para 

avaliar a vasoconstrição promovida pelo influxo de Ca2+. A seguir foi adicionado 
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ao meio o ácido etilenoglicol-bis(b-amino-etil-eter)N,N,N9,N9-tetra-acético (EGTA) 

(1mM/L), um quelante dos íons de Ca2+, permanecendo por 20 minutos. 

 Em seguida, adicionou-se Phe (10-7M) e observou-se a presença de 

vasoconstrição. O processo foi repetido até que a vasoconstrição fosse abolida, 

indicando depleção completa das reservas de cálcio intracelular [Ca2+]i. Na 

sequência, as preparações foram incubadas por 30 minutos com OEZz ou Zer 

1000µg/mL (concentração máxima responsável pela abolição da resposta 

vasoconstritora induzida por fenilefrina) e adicionou-se concentrações crescentes 

de CaCl2 (0,01 – 30 mM/L). 

Para investigar se os efeitos inibitórios de OEZz sob as respostas 

vasoconstritoras seriam por meio do bloqueio de canais para cálcio, os quais 

necessitam ser ativados nas células do músculo liso vascular em resposta à 

felinefrina, utilizou-se um protocolo similar ao descrito a cima. Após a depleção de 

[Ca2+]i, e posterior incubação com OEZz ou Zer (1000µg/mL), foi acrescentado KCl 

(60mM/L) em substituição à fenilefrina.  

4.3.1.4. Análise estatística 

Curvas concentração-efeito foram submetidas à análise de regressão não 

linear, para obtenção de valores de EC50 (concentração que produz 50% da 

resposta máxima) e resposta máxima (Emáx). As análises destes parâmetros foram 

realizadas pelo programa Prisma, versão 7.0 (GraphPad Software Inc., San. 

Diego, CA, USA), bem como para a construção das curvas sigmóides. Foram 

utilizados teste “t”, análise de variância de uma via (One-way ANOVA) ou análise 

de variância de duas vias (Two-way ANOVA) seguida do pós-teste de Newman-

Keuls. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). O nível de significância mínima aceitável foi de p<0,05. 

4.4. Avaliação da atividade do óleo essencial dos rizomas de Zingiber 

zerumbet sob a função vascular, renal e metabolismo de ratos Wistar 

 

Para avaliação do efeito sistêmico do tratamento com OEZz sob órgãos alvo 

como aorta e rim, foram seguidos os seguintes protocolos. 

Os animais receberam durante 21 dias, diferentes doses (50mg/Kg e 

100mg/Kg) do óleo essencial por via oral (gavagem). Animais controle receberam 

o mesmo volume de veículo. A pressão arterial sistólica foi avaliada 
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semanalmente, antes e após o início do tratamento (Ver item 4.3.3.3). Os animais 

foram distribuídos aleatoriamente nos grupos descritos a seguir: 

 Grupo controle: 3 ratos tratados com NaCl 0,9% por 21 dias, via oral 

(VO). 

 Grupo tratado A: 6 ratos tratados com dose de 50mg/Kg/dia do óleo 

essencial, VO. 

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

essencial, VO. 

 

4.4.1. Gaiola metabólica  

 

Para avaliar parâmetros metabólicos, os animais foram alojados 

individualmente em gaiolas metabólicas por um período de quatro dias 

consecutivos, permanecendo na gaiola 16h por dia, recebendo água e ração ad 

libitum. O primeiro dia na gaiola metabólica foi para habituação, de modo que não 

foram computados dados de consumo e as urinas foram desprezadas. Nos três 

dias seguintes o consumo de ração e água e as urinas foram coletadas e 

processadas como descrito a seguir. A média dos três dias destes parâmetros foi 

calculada por animal e as amostras de urina de cada coleta foram utilizadas em 

duplicata nos ensaios bioquímicos.  

Como os ratos são animais de hábito noturno, os mesmos foram colocados 

nas gaiolas às 16h e retirados às 08h do dia seguinte. O período na gaiola não 

pode ser superior por orientação do Biotério Central, dada as dimensões das 

gaiolas utilizadas e o tamanho dos animais.  

 

4.4.2. Coleta de sangue para análise bioquímica 

 

Para coleta de sangue, feita após o tratamento, isto é, 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 

punção intracardíaca após abertura da cavidade torácica, a qual foi utilizada como 

método de eutanásia 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 criogênicos (QUARESMA, 2003). As amostras foram 
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mantidas sob refrigeração    (-20ºC) até o momento da análise. A aorta e o rim 

direito foram dissecados para as análises histológicas. 

 

4.4.3. Análise do metabolismo corporal 

4.4.3.1. Consumo de água e ração  

 O monitoramento do consumo de ração foi realizado por meio de aferições 

diárias, onde o consumo foi calculado considerando a ração fornecida, os 

desperdícios e as sobras. Foram utilizados comedouros individuais e ração 

triturada, a qual era pesada em balança digital antes de serem postas na gaiola. 

O mesmo procedimento foi realizado para o registro do consumo diário de água, 

utilizando-se bebedouros individuais volumetricamente graduados. O consumo de 

água e fluxo urinário foram determinados por gravimetria, considerando 1g = 1mL. 

E, após as 16h de permanência na gaiola, as urinas dos ratos foram coletadas, 

pesadas e aliquotadas. Todas as amostras de urina foram centrifugadas a 3.000 

rpm por 10 minutos em centrífuga automática (Sorvall, Suwanee, EUA) sendo o 

sedimento desprezado. Um mililitro de cada amostra foi acondicionado em tubos 

e mantido a -8˚C para posterior avaliação. 

4.4.3.2. Peso corporal 

O peso corporal foi acompanhado semanalmente a partir do início do 

tratamento (Dia 1) até o último dia (Dia 21), com uso de balança comercial 

(Digimed, KN1000). 

4.4.3.3. Avaliação da pressão arterial sistólica (PAS) 

Para avaliar a ação do OEZz sob a pressão arterial sistólica dos animais 

tratados, foram executadas, semanalmente, aferições pelo método de 

plestimografia de cauda (MALKOFF, 2005). 

Iniciaram-se as medidas após a primeira semana de adaptação.  A técnica 

consiste em colocar o animal dentro de uma caixa restritora, aquecida o suficiente 

para vasodilatar a artéria caudal. Um esfigmomanômetro (adaptado para ratos) 

acoplado a um transdutor de pulso (sensor) foi colocado na cauda do animal. 

Quando acionado o plestimógrafo (LE5001; Panlab, Barcelona, Espanha), o 

esfigmomanômetro era insuflado até que o fluxo sanguíneo fosse ocluído, para 
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que, ao ser desobstruído, os primeiros picos de PAS fossem captados pelo 

transdutor e registrados pelo plestimógrafo. A pressão arterial diastólica, pressão 

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

4.4.3.4. Avaliação de perfil lipídico 

Para análise de perfil lipídico, os seguintes testes foram realizados e suas 

absorbâncias foram lidas de 490 a 510nm em analisador automático de 

bioquímica (ChemWell-BIO): 

 

 Colesterol total: A determinação do colesterol total plasmático foi 

realizada, utilizando-se o kit enzimático colorimétrico, da In Vitro Diagnóstica (CAT 

10017) (ALLAIN et al.,1974). 

 

 Colesterol HDL (High Density Lipoprotein, Lipoproteína de alta 

densidade): A determinação de HDL no plasma foi definida pelo sistema de 

precipitação de proteínas, utilizando o kit enzimático da empresa In Vitro 

Diagnóstica (CAT 044) (ALLAIN et al.,1974). 

 

 Colesterol LDL (Low Density Lipoprotein, Lipoproteína de baixa 

densidade): Como descrito por Bachorik e colaboradores (1999), os níveis de 

LDL foram calculados pela fórmula de Friedewald, onde:  

������������� = ��������������� − (������������� + ����) 

 

 Colesterol VLDL (Very Low Density Lipoprotein, Lipoproteína de muito 

baixa densidade): Os níveis de VLDL foram calculados utilizando a fórmula 

(FRIEDEWALD et al., 1972; BACHORIK et al., 1999): 

 

���������� ���� =
���������í����

�
 

 

 Triglicerídeos: A concentração de triacilgliceróis plasmáticos foi realizada 

utilizando-se o kit enzimático colorimétrico da In Vitro Diagnóstica (CAT 10724) 

(FOSSATE e PRINCIPE, 1982). 
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4.4.4. Avaliação de parâmetros de função renal 

4.4.4.1. Índice de peso renal, fluxo renal e ritmo de filtração 

glomerular 

Para averiguar o índice de peso renal, após a eutanásia dos animais, o rim 

direito e tíbia foram dissecados. Registrou-se o comprimento da tíbia e o peso do 

rim direito. O índice de peso foi calculado pela relação deste, com o comprimento 

da tíbia. Onde: Índice de peso (g/cm) = [peso renal (g) / comprimento da tíbia 

(cm)] (CERQUEIRA, 2012).  

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

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

O ritmo de filtração glomerular (ml/Kg/min) foi estimado pela depuração da 

creatinina endógena (ver item 4.4.4.2). 

4.4.4.2. Avaliação de marcadores de função renal 

As análises bioquímicas foram realizadas em amostras plasmáticas ou 

urinárias, utilizando um analisador automático de bioquímica (ChemWell-BIO). Os 

seguintes testes foram realizados: 

 Sódio: A quantificação de sódio na urina foi determinado pelo kit 

BioVision. Para isso, adicionou-se 200µL de urina a 2mL do reagente 

colorimétrico do kit. Após a reação, as absorbâncias foram determinadas 

a 405nm. 

 Albumina: A concentração de albumina foi determinada pelo kit Doles, 

onde 10µL de plasma foram adicionados a 2,5mL do reagente 

colorimétrico do Kit. Após 15 minutos, as absorbâncias foram 

determinadas a 630nm. 

 Creatinina: Para determinar a concentração de creatinina no plasma ou 

na urina utilizou-se o kit Doles. Segundo as recomendações datas pelo 

fabricante, foi utilizado 200µL de amostra animal, acrescidos de 2mL de 

água destilada, 0,5mL de reagente pícrico e duas gotas de solução 

alcalina. Posteriormente, a solução foi homogeneizada e permaneceu 

em repouso por 7 minutos em temperatura ambiente. Em seguida as 

absorbâncias foram lidas a 520nm. 



 

 Uréia: A determinação da concentração de uréia no plasma ou na urina 

foi realizada através de um mé

Neste método, a uréia sofre hidrólise

CO2. Em meio alcalino, os íons amônia reagem com salicilato e 

hipoclorito de sódio, para formar indofenol.  A absorbância deste 

complexo formado 

de uréia na amostra. 

4.4.5. Coleta, processamento e volumetria dos órgãos

Ao final do período de tratamento os a

cetamina/xilasina e eutanasiados por decaptação. A aorta torácica, os r

tíbia foram isolados e removidos. O comprimento da tíbia foi medido com o auxílio 

de um paquímetro. Os rins e a aorta foram fixados em formol t

por 48h (Figura 8). Antes 

em balança analítica (Shimadzu AY220, Japão).

 

Para determinação do volume absoluto dos órgãos, com auxílio de um 

estereomicroscópio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) para o rim e de 

microscópio óptico (Leica DM4000 B LED, Câmera digi

Programa LAS) para a aorta, foram obtidas seções seriais dos órgãos para que a 

partir de sua análise se obtivesse o volume determinado pelo

Cavalieri (HOWARD e REED, 2010

4.4.6. Estereologia

 

 Amostras de rim e aorta foram desidratadas em concentrações crescentes 

de etanol (70 e 96%), pré

com resina plástica - glicol metacrilato. Em seguida, o rim foi seccionado ao meio 

A B 

A B 

A determinação da concentração de uréia no plasma ou na urina 

foi realizada através de um método enzimático colorimétrico (LaborLab).  

método, a uréia sofre hidrólise pela urease em íons amônia e 

. Em meio alcalino, os íons amônia reagem com salicilato e 

hipoclorito de sódio, para formar indofenol.  A absorbância deste 

formado a 600nm é diretamente proporcional à concentração 

de uréia na amostra.  

Coleta, processamento e volumetria dos órgãos 

Ao final do período de tratamento os animais foram anestesiados com 

etamina/xilasina e eutanasiados por decaptação. A aorta torácica, os r

tíbia foram isolados e removidos. O comprimento da tíbia foi medido com o auxílio 

de um paquímetro. Os rins e a aorta foram fixados em formol t

). Antes da fixação, o peso úmido dos rim direito

a analítica (Shimadzu AY220, Japão). 

 

 
Figura 8: Órgãos fixados: 
fixados em formol tamponado (10%). (B) 
Aorta torácica isolada e fixada, desnuda (à 
direita), isto é, desprovida do tecido 
adiposo perivascular, o qual 
presente na imagem à esquerda.
 

Fonte:Anne Graça, 2016. 
 

determinação do volume absoluto dos órgãos, com auxílio de um 

estereomicroscópio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) para o rim e de 

microscópio óptico (Leica DM4000 B LED, Câmera digital Leica DFC295, 

Programa LAS) para a aorta, foram obtidas seções seriais dos órgãos para que a 

partir de sua análise se obtivesse o volume determinado pelo

REED, 2010). 

Estereologia 

Amostras de rim e aorta foram desidratadas em concentrações crescentes 

de etanol (70 e 96%), pré-infiltradas com 96% etanol/resina plástica e infiltradas 

glicol metacrilato. Em seguida, o rim foi seccionado ao meio 
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A determinação da concentração de uréia no plasma ou na urina 

todo enzimático colorimétrico (LaborLab).  

pela urease em íons amônia e 

. Em meio alcalino, os íons amônia reagem com salicilato e 

hipoclorito de sódio, para formar indofenol.  A absorbância deste 

é diretamente proporcional à concentração 

 

nimais foram anestesiados com 

etamina/xilasina e eutanasiados por decaptação. A aorta torácica, os rins e a 

tíbia foram isolados e removidos. O comprimento da tíbia foi medido com o auxílio 

de um paquímetro. Os rins e a aorta foram fixados em formol tamponado (10%) 

da fixação, o peso úmido dos rim direito foi mensurado 

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

determinação do volume absoluto dos órgãos, com auxílio de um 

estereomicroscópio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) para o rim e de 

tal Leica DFC295, 

Programa LAS) para a aorta, foram obtidas seções seriais dos órgãos para que a 

partir de sua análise se obtivesse o volume determinado pelo princípio de 

Amostras de rim e aorta foram desidratadas em concentrações crescentes 

infiltradas com 96% etanol/resina plástica e infiltradas 

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 relação ao eixo vertical 

perpendicular ao plano horizontal seguindo um sistema de ângulos sorteados ao 

acaso. A posição aleatória obtida foi marcada no rim e mantida durante o 

processo de inclusão. A aorta foi seccionada aleatoriamente em duas partes, de 

forma a manter um corte transversal. Esse procedimento permite a obtenção de 

seções com elevada variabilidade na disposição dos perfis de estruturas, 

garantindo redução no viés de amostragem. As seções obtidas são chamadas de 

verticais (BADDELEY et al., 1986). Em seguida, cada bloco foi observado em 

estereomicroscópio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) e o comprimento total 

dos órgãos, incluído na resina, foi medido e dividido por 8 ou 12, conforme o 

comprimento do órgão. O resultado obtido representou a distância entre as 

seções seriais a serem obtidas em cada órgão. Essa distância foi marcada em 

sequência ao longo do bloco de resina e serviu de orientação para a microtomia 

que foi realizada em um micrótomo (Leica RM 2145, Alemanha). As seções foram 

posteriormente coradas com azul de toluidina 0,5% (azul de toluidina, 0,12g; 

borato de Na+, 0,5g; H2O destilada, 100 mL) e fucsina básica (fucsina básica, 0,5g 

e H2O destilada, 100 mL). Todos os procedimentos adotados para o 

processamento histológico estavam de acordo com Kiernan (1999). 

4.4.6.1. Determinação de Volume (Cavalieri) 

 

O princípio de Cavalieri (CAVALIERI) foi empregado para a determinação 

do volume total dos órgãos. Esta técnica está fundamentada em robusta análise 

matemática e estatística 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 somatório 

das áreas das seções pela distância entre as seções. Com o avanço dos sistemas 

de contagens, como o software Imod, a sobreposição de pontos gerados pelo 

software sob a estrutura de interesse, passou a ser o referencial de contagem. 

Este método permite uma quantificação com praticidade e 

eficiência(GUNDERSEN et al., 1988; HOWARD, V.; REED, M. G., 2010). 

Esta técnica foi empregada para determinação precisa e acurada do 

volume. Para tal, as seções foram digitalizadas através de um estereomicroscópio 

ou microscópio óptico com sistema de captura de imagem (Leica EZ4D ou 



 

LeicaDM4000 Digital System, Alemanha) e sobre cada seção foi sobreposto um 

sistema teste de contagem contendo pontos por meio do software 

4.7/módulo stereology (KREMER et al., 1996

contar os pontos que tocam os respectivos 

somatório de pontos em cada órgão foi aplicado na seguinte equação:

Onde, V é o volume absoluto do órgão,

sobre cada órgão, a/p é a área representada por cada ponto 

entre cada seção. Um coeficiente de erro de 5% e desvio padrão de 15% foram 

considerados aceitáveis 

1988). Visto que as contagens nas seções seriais em um órgão representam 

eventos dependentes, não podemos aplicar as equações convencionais para a 

determinação das medidas de dispersão. Para tal, um conjunto de de

estatísticas voltados para eventos dependentes foi aplicado 

ØSTERBY, 1981; MAYHEW, 1991

Figura 9: Sistema de contagem contendo pontos por meio do software 
4.7/módulo stereology. A esquerda uma seção de aorta, onde os pontos são 
diferenciados em: vermelho quando tocam o lúmen, em verde se tocam a parede 
vascular e em branco se estão sob o tec
rim, onde os pontos verdes indicam estar sob o tecido renal

 

LeicaDM4000 Digital System, Alemanha) e sobre cada seção foi sobreposto um 

sistema teste de contagem contendo pontos por meio do software 

KREMER et al., 1996) (Figura 9). A análise consiste em 

contar os pontos que tocam os respectivos órgãos como mostrado na Figura 8

somatório de pontos em cada órgão foi aplicado na seguinte equação:

 

é o volume absoluto do órgão, é o númer

é a área representada por cada ponto e 

Um coeficiente de erro de 5% e desvio padrão de 15% foram 

considerados aceitáveis (GUNDERSEN; ØSTERBY, 1981; GUNDERSEN et al., 

. Visto que as contagens nas seções seriais em um órgão representam 

eventos dependentes, não podemos aplicar as equações convencionais para a 

determinação das medidas de dispersão. Para tal, um conjunto de de

estatísticas voltados para eventos dependentes foi aplicado 

MAYHEW, 1991; HOWARD e REED, 2010).  

istema de contagem contendo pontos por meio do software 
A esquerda uma seção de aorta, onde os pontos são 

diferenciados em: vermelho quando tocam o lúmen, em verde se tocam a parede 
vascular e em branco se estão sob o tecido perivascular. À direita, tem
rim, onde os pontos verdes indicam estar sob o tecido renal. 
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LeicaDM4000 Digital System, Alemanha) e sobre cada seção foi sobreposto um 

sistema teste de contagem contendo pontos por meio do software Imod versão 

A análise consiste em 

órgãos como mostrado na Figura 8. O 

somatório de pontos em cada órgão foi aplicado na seguinte equação: 

é o número total de pontos 

e T é a distancia 

Um coeficiente de erro de 5% e desvio padrão de 15% foram 

GUNDERSEN et al., 

. Visto que as contagens nas seções seriais em um órgão representam 

eventos dependentes, não podemos aplicar as equações convencionais para a 

determinação das medidas de dispersão. Para tal, um conjunto de determinações 

estatísticas voltados para eventos dependentes foi aplicado (GUNDERSEN e 

 
Fonte:Anne Graça, 2017. 

istema de contagem contendo pontos por meio do software Imod versão 
A esquerda uma seção de aorta, onde os pontos são 

diferenciados em: vermelho quando tocam o lúmen, em verde se tocam a parede 
ido perivascular. À direita, tem-se uma seção de 
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4.4.6.2. Determinação do Volume Relativo (Delesse) 

 

A porcentagem de cada componente interno foi obtida pelo princípio 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 

relação ao volume total do órgão. A porcentagem de volume ocupado por cada 

componente em relação ao espaço de referência (órgão) foi calculada como: 
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Onde Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa), 

Pcomp é o somatório de pontos sobre os componentes do órgão (Aorta: parede, 

lúmen, tecido adiposo perivascular, túnicas íntima, média e adventícia.  Rim: 

corpúsculo renal – cápsula de Bowman, espaço de Bowman, capilares 

glomerulares e células glomerulares – capilares peritubulares e túbulos renais) e 

Pref é o somatório de pontos que tocam o espaço de referência (Rim ou Aorta) 

((HOWARDe REED, 2010) . Os valores percentuais foram transformados em 

absolutos após multiplicação pelo volume de Cavalieri. 

4.4.6.3. Análise estatística  

 

O programa estatístico Prisma, versão 7.0 (GraphPad Software Inc., San. 

Diego, CA, USA) foi usado para a análise estatística e gráfica deste estudo. Os 

resultados foram analisados por meio de one-way ANOVA e pós-teste de 

Newman-Keuls quando apropriado. O limite de confiança estabelecido para os 

testes foi de 5%. Os dados estereológicos obtidos através da microscopia de luz 

foram avaliados para cada animal e o estimador da variância foi determinado 

usando o coeficiente de erro (C.E.) para cada parâmetro. A precisão da estimativa 

do volume de referência segundo Cavalieri foi determinada de acordo com 

(CRUZ‐ORIVE, 1999): 
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PiCE indica o coeficiente de erro para a determinação do volume; 
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indica a variância das áreas transversais (shapecoeficient) e depende da 

complexidade das formas da estrutura; n representa o número de seções 

avaliadas e 
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 o número de pontos contados sobre as seções.  

O CE da densidade de volume e de superfície foi estimado de acordo com 

(ORIVE, 1980) usando a equação:  
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Onde: )(RvCE indica o coeficiente de erro para a determinação da relação 

superfície-volume ou densidade-volume; k representa o número de imagens 

analisadas e u e v são as contagens de interseções ou pontos efetuadas. Um CE 

≤ 10% será considerado satisfatório (preciso). 

 

4.5. Avaliação da ação anti-inflamatória 

Para investigar o potencial anti-inflamatório do OEZz e de zerumbona, foram 

executados testes em macrófagos murinos da linhagem J774A.1 com avaliação 

da produção de óxido nítrico (NO), um reconhecido mediador inflamatório (CRUZ, 

2001).  

Os macrófagos foram plaqueados na concentração de 1x106 células/poço 

em placa de 96 poços. Após o plaqueamento as células permaneceram por 24h 

na estufa para aderência à placa, condicionadas a 37˚C em atmosfera de 5% de 

CO2. Após 24h o meio foi retirado e adicionado meio RPMI, suplementado com 

1% de Soro Fetal Bovino, com volume final de 100 μL/poço. A seguir as células 
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foram estimuladas com 1μg/mL de lipopolissacarídeo (LPS) (Sigma-Aldrich, 

Alemanhã) e tratadas com diferentes concentrações dos compostos OEZz e Zer 

(3.12, 6.25, 12.5, 25 e 50 μg/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 CO2 e o 

sobrenadante celular foi coletado para a análise de óxido nítrico - NO·. 

4.5.1. Quantificação de nitrito 

Para mensurar a produção de óxido nítrico (NO·), realizou-se a dosagem de 

nitrito, seu produto de degradação, utilizando o reagente de Griess, uma vez que 

o NO é um gás de curta duração. Neste método, o nitrito primeiramente reage 

com a Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Alemanhã) em meio ácido para formar um 

composto intermediário, o sal de diazônio. Em seguida, este sal reage com Naftil-

1-etilenodiamina (Merck, Alemanhã) formando um composto azo estável de 

coloração púrpura para assim ser quantificado em espectrofotômetro a 550 nm 

(GREEN et al., 1982). Para a determinação da produção de óxido nítrico, 50 μL 

do sobrenadante celular foi submetido à reação com igual volume dos reagentes 

de Griess (sulfanilamida + naftil). Para o preparo destes reagentes foram 

utilizadas soluções estoque de naftil-1- etilenodiamina 0,1% dissolvido em água 

destilada e de sulfanilamida a 1% dissolvida em ácido fosfórico (H3PO4) a 5%. 

Anteriormente ao uso as soluções foram adicionadas na proporção 1:1 formando 

o reagente de Griess. Após o período de incubação por 15 minutos as amostras 

foram lidas em leitor de microplaca (DTX 800, BeckmanColter) a 560 nm. O 

cálculo das concentrações de nitrito foi realizado com base em curva padrão 

utilizando diferentes concentrações de nitrato de sódio (NaNO3) 15μM até 

1000μM.  

 

4.6. Avaliação da atividade antioxidante celular  

A produção de EROs intracelular foi detectada utilizando o composto 

fluorescente 2'7'-diclorofluoresceína-diacetato (DCFH-DA), segundo a 

metodologia descrita por Wolfe e Liu (2007), com modificações. O DCFH-DA é 

hidrolisado por esterases intracelulares que retiram sua fração diacetato (-DA) 

deixando a diclorofluoresceína fluorescente (DCFH) livre no meio. Em contato 

com EROs, o DCFH é oxidado resultando no composto fluorescente, 2'-7'-DCF. 



59 
 

Nesta técnica foram utilizados fibroblastos da linhagem MRC-5 que foram 

semeados a uma concentração de 6x104 células/poço em microplaca de 96 poços 

com 100µL de meio de cultivo. Vinte e quatro horas após o plaqueamento, o meio 

de cultivo foi removido e os poços foram lavados com PBS. Em seguida, foi 

preparada uma solução a 25 µM de DCFH-DA dissolvido em tampão de Hank´s e 

o OEZz e a zerumbona foram adicionados juntamente com essa solução nas 

concentrações 100, 25, 12.5, 6.25, 3.125 µg/mL. Foram adicionados aos poços 

100µL dessa solução e incubados por 60 minutos a 37°C e CO2 a 5%. 

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e em seguida foi preparada 

uma solução de dicloridrato de 2,2-azobis-(2-amidinopropano) (AAPH), um 

gerador de radicais livres, a 600µM dissolvida em tampão de Hank´s. Adicionou-

se 100µL dessa solução aos poços e em seguida foi realizada a leitura da placa 

com fluorescência mesurada imediatamente tendo como comprimento de onda de 

excitação a 485nm e de emissão de 520nm durante 60min em intervalos de 5min. 

Os controles com e sem DCFH-DA foram preparados e submetidos a processos 

análogos. 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 citotóxico, in vitro, de concentrações crescentes de 

OEZz (10-3 – 103 µg/mL) sobre células endoteliais (HUVECs) (Figura 10) e células 

primárias do músculo liso vascular (CMLVs) de ratos Wistar (Figura 11). Em 

conjunto, realizou-se o teste para o veículo do OEZz, isto é, DMSO (7x10-1 – 

7x10-7%) e salina, na mesma concentração que usamos para diluir as 

concentrações do OEZz. Em todas as concentrações testadas não se observou 

efeito citotóxico às HUVECs e CMLVs, de maneira que em todas as 

concentrações 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 é a 

máxima concentração que não causa prejuízos para o crescimento celular. 
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Figura 10: Viabilidade celular de células endoteliais (HUVEC) pós incubação

com concentrações crescentes (10-3 - 103 g/mL) de OEZz ou veículo (DMSO +

salina) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazólio).
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                  Células de músculo liso vascular
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Figura 11: Viabilidade celular de células do músculo liso vascular de ratos Wistar

pós incubação com concentrações crescentes (10-3 - 103 g/mL) de OEZz ou veículo

(DMSO + salina) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)

2,5-difeniltetrazólio).
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Dessa maneira, a faixa de concentração de OEZz (10-3 – 103 µg/mL) 

demonstrou-se segura e foi selecionada para utilização nos experimentos 

seguintes. 

Para os fibroblastos de linhagem MRC-5, as concentrações usadas de 

zerumbona e OEZz foram de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 µg/mL. Nestas 

concentrações, a viabilidade celular foi mantida, não sendo apresentada nenhuma 

concentração que apresentasse citotoxicidade neste modelo. Revelando-se ser 

uma faixa de concentração segura para os testes posteriores. Não foram 

realizados testes com o veículo (DMSO), uma vez que na maior concentração 

(100µg/mL), o mesmo estava dentro da faixa de segurança, sendo 0,01% (Figura 

12) (PICOLI, 2015). 

Nos testes realizados com macrófagos murinos da linhagem J774, foram 

utilizadas as concentrações de OEZz e Zer de 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781, 

0.390 µg/mL. Nestes, observou-se uma redução de 20% na viabilidade celular 

para a concentração de 25 µg/mL para as duas substâncias. Nas demais 

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

13). Assim, para os testes seguintes foram utilizadas, apenas, as concentrações 

12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781, 0.390 µg/mL, posto que estas não demonstrarem 

nenhuma ação citotóxica. 
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Figura 12:Viabilidade celular de fibroblastos da linhagem MCR-5  pós incubação com concentrações de 

OEZz ou Zer (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 µg/mL) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-

difeniltetrazólio). 

Figura 13:Viabilidade celular de macrófagos da linhagem J774 pós incubação com concentrações de OEZz 

ou Zer (25, 12.5, 6.25, 3.125 µg/mL) pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-

difeniltetrazólio). 



 

5.2. Caracterização do óleo essencial de 

componente majoritário

 

Por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massa (CG-MS), revelou

representando 83,5% da co

componentes de maior expressão foram: 

1-metilciclohexano  (1,72%), α

(1,41%) e biciclo[6,1,0]nonano,9

estudos corroboram com os dados obtidos na análise da composição de 

(BHUIYAN, 2008; DAI, 2013; SINGH, 2014; RANA, 2017)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Cromatograma representativo das análises por CG
capilar (30m x 0,25 mm x 0,25 µm) com uma fase estacionária composta de 5% de fenil
e  gás hélio como fase móvel. 

ão do óleo essencial de Zingiber zerumbet 

componente majoritário 

da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

MS), revelou-se ser a zerumbona o componente majoritário do 

representando 83,5% da composição total do óleo (Figura 14

componentes de maior expressão foram: α–Humuleno (4,17%), 2,4

(1,72%), α–Cariofileno (1,64%), epóxido de humuleno II 

(1,41%) e biciclo[6,1,0]nonano,9-(1-metiletilideno) (1,07%) (Tabela 1

estudos corroboram com os dados obtidos na análise da composição de 

, 2013; SINGH, 2014; RANA, 2017). 

Cromatograma representativo das análises por CG-MS do OEZz, empregando  coluna  
0,25 mm x 0,25 µm) com uma fase estacionária composta de 5% de fenil

63 

Zingiber zerumbet e de seu 

da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

se ser a zerumbona o componente majoritário do OEZz, 

(Figura 14). Outros 

Humuleno (4,17%), 2,4-diisopropenil-

(1,64%), epóxido de humuleno II 

abela 1). Outros 

estudos corroboram com os dados obtidos na análise da composição de OEZz 

, empregando  coluna  
0,25 mm x 0,25 µm) com uma fase estacionária composta de 5% de fenil-metilpolisiloxano 
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Tabela 1: Constituintes do óleo essencial obtido dos rizomas de Zingiber zerumbet, revelados a partir de CG-

MS. Os constituintes foram distribuídos de forma decrescente em relação ao % da área. 

Picos Constituintes  
Tempo de 
retenção 

% da área 

24 Zerumbona 31,323 83,52 
8 α-Humuleno 24,663 4,17 

21 2,4-Diisopropenil-1-metilciclohexano 29,692 1,72 
13 α-Cariofileno 28,218 1,64 
14 Epóxido de humuleno II 28,466 1,41 
10 Biciclo[6,1,0]nonano,9-(1-metiletilideno) 26,435 1,07 
23 Carveol 30,036 0,93 
11 1H-Cicloprop[e]azuleno,decaidro-1,1,4,7-tetrametil-

[1aR-(1a,alpha,,4,beta,,4a,beta, 
7,beta,,7a,beta,,7b,alpha,) 

26,816 0,83 

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 β–Eudesmol 29,383 0,43 
15 α-Cedreno 28,973 0,35 
1 3,5,5-Trimetil-1-hexeno 4,788 0,33 
5 3-Etilpentano 9,034 0,31 

12 Óxido 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 Epóxido de santolina 29,300 0,12 
20 β–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 β-Elemene 29,775 0,08 
7 Cariofileno 23,789 0,06 
                                                                                                                TOTAL 100,00 

 
 
 
 
 
 

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

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

zerumbona isolada a partir do OEZz. 

O efetivo isolamento da zerumbona foi confirmado por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE). Nesta, os cristais obtidos a partir do OEZz, 

demonstraram uma pureza de 98,3% de zerumbona (Figura 15, Tabela 2). 
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Figura 15: Cromatograma representativo das análises por CLAE dos cristais obtidos do 
óleo essencial de Z. zerumbet, empregando coluna C18 (simetria, 250 x 4,6 mm de ID e 
tamanho de partículas de 5μm), com fase móvel constituída de acetonitrila: 
metanol:tampão de fosfato de di-hidrogênio de potássio 0,001% (25:55:20, v/v/v), vazão 
de 1 mL.min

-1
. Detecção de UV em 254nm. Fonte: Carlos Pinheiro, 2016. 

 

Tabela 2: Constituintes dos cristais obtidos do óleo essencial dos rizomas de Zingiber 
zerumbet, revelados a partir da CLAE descrita à cima.  

Detector A-222 NM 

Picos Nome Tempo de 
retenção 

% da área 

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. Avaliação da atividade biológica de OEZz sobre a reatividade 

vascular em ratos Wistar 

5.3.1. Análise do efeito vasodilatador direto de OEZz em anéis 

aórticos pré-contraidos U46619 

Curvas concentração-efeito foram obtidas demonstrando o relaxamento 

induzido por diferentes concentrações (10-3- 103µg/mL) de OEZz ou seu veículo, 

DMSO (7x10-1% - 7x10-7%) + solução salina 0,9%. O experimento foi realizado em 

preparações com endotélio (E+) e em preparações cujo endotélio foi removido 

mecanicamente (E-). As preparações foram pré-contraídas com a EC50 do 

análogo de tromboxano, U46619 (10-7M). 

Tanto em anéis E+ ou E-, verificou-se efeito vasodilatador dependente da 

concentração de OEZz. A resposta máxima vasodilatadora nestes anéis foi 

produzida na concentração de 103 µg/mL (Figura 16). Nos experimentos em que 

se utilizou apenas o veículo observou-se resposta vasodilatadora a partir da 

concentração de 102,8 µg/mL (p<0,05). A vasodilatação observada para o veículo 

foi de menor eficácia (p<0,001) se comparada àquela produzida por OEZZ nas 

concentrações avaliadas (Tabela 1). 
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Figura 16: Vasodilatação induzida pelo OEZz (10-3 – 103 µg/mL; n=6) ou veículo (DMSO + salina; n=6) em 
anéis de aorta de ratos Wistar com (E+) e sem (E-) endotélio pré-contraídas com U46619(10

-7
M). Os dados 

são apresentados como média ± EPM. *p<0,001 vs veículo. A diferença  entre  os  grupos  foi avaliada  pela  
análise  de  variância  (ANOVA)  de  duas  vias,  seguida  pelo  pós-teste  de Newman-Keuls.  

 

Ao final, observa-se não haver diferença significativa na eficácia ou potência 

do OEZZ em induzir o relaxamento de anéis com ou sem endotélio (Figura 17). 
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Comparação do %Relaxamento em anéis E- e E+
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Para avaliar a potência do OEZz sob a resposta vasodilatadora em 

preparações de aorta com e sem endotélio pré-contraídas com U46619, utilizou-

se a análise de regressão não linear para cálculo dos valores de EC50(IC 95%), 

para OEZz e veículo. Como observado na Tabela 3, a potência e a eficácia 

vasodilatadora de OEZz não foi modificada pela presença ou não do endotélio 

vascular. Adicionalmente, observou-se que o OEZz produziu vasodilatação 

máxima significativamente maior àquela observada com o veículo.  

  

Tabela 3: Valores de EC50 e Emáx do efeito vasodilatador do óleo essencial de Z. zerumbet (OEZz). Os 
resultados são expressos como média ± erro padrão da média (EPM) em preparações com endotélio (E+) e 
sem endotélio (E-).  

Substância EC50 

(µg/mL) 

           Emáx                        n 

    (% de relaxamento)                      

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

Veículo E+ - 46,33 ± 2,47 6 

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

Veículo E- - 39,33 ± 7,4 6 

* P<0,0001 vs veículo. 

 

Visto que a exposição ao OEZz demonstrou uma ação vasodilatadora direta 

sobre anéis com e sem endotélio, e que a eficácia e potência vasodilatadora não 

Figura 17: Vasodilatação induzida pelo OEZZ (10
-3

 – 10
3
 µg/mL; n=6) em anéis de aorta de ratos Wistar 

com (E+) e sem (E-) endotélio pré-contraídos com U46619 (10
-7

M). Os dados são apresentados como média 

± EPM. A diferença  entre  os  grupos  foi avaliada  pela  análise  de  variância  (ANOVA)  de  duas  vias,  

seguida  pelo  pós-teste  de Newman-Keuls. 
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foram diferentes em ambas as preparações, podemos concluir que o endotélio 

não participa da vasodilatação induzida por OEZz. Por esse motivo, os 

experimentos seguintes passaram a ser realizados apenas em preparações 

desprovidas de endotélio. 

5.3.2. Análise do efeito de diferentes concentrações de OEZz sobre a 

vasoconstrição induzida por fenilefrina 

Buscou-se verificar se o OEZz modificava a resposta vasoconstritora 

promovida pela fenilefrina. Sendo assim, após a estabilização dos anéis, cada 

preparação foi incubada por 20 minutos com 500, 750 ou 1000 µg/mL do OEZz e 

logo após foi realizada curva concentração-efeito para fenilefrina (10-10– 10-5M). 

Evidenciou-se que o pré-tratamento das preparações com OEZz 500 µg/mL 

não modifica de maneira significativa a potência ou eficácia da fenilefrina (Phe) 

em induzir vasoconstrição, conforme demonstrado pelos valores de EC50 e Emáx 

(Tabela 4, Figura 18). Entretanto, o pré tratamento com OEZz 750 e 1000 µg/mL 

foi capaz de bloquear completamente a vasoconstrição induzida por fenilfrina 

(Figura 18). Desta forma, podemos sugerir que o efeito vasodilatador observado 

no experimento anterior (Figura 16-17) é dependente da concentração de OEZz e 

relacionado à inibição da vasoconstrição induzida pela fenilefrina.  

OEZz bloqueia a vasoconstrição
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Figura 18: Vasoconstrição induzida por fenilefrina (Phe, 10
-10

 – 10
-5

M) em anéis de aorta sem 

endotélio de ratos Wistar pré-incubados com  500, 750 ou 1000 µg/mL de OEZz ou veículo (controle) 

(n=4-5). Os resultados são apresentados como média ± EPM. *p<0,0001 vs controle. 
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Tabela 4: Valores de EC50 e Emáx do efeito vasoconstritor de fenilefrina na presença ou ausência de OEZz em 

anéis de aorta de ratos Wistar sem endotélio. Os resultados são expressos como média ± erro padrão da 

média. 

Substância          EC50 (x10
-9 µg/mL) Emáx (g)                  n 

Controle  3,99± 1,67 

1,65± 8,99 

---- 

---- 

1,88 ± 0,17 6 

OEZz 500µg/mL 1,61± 0,26 5 

OEZz 750 µg/mL -0,10 ± 0,06* 5 

OEZz 1000µg/mL 0,03 ± 0,05* 6 

* P<0,0001, OEZz vs controle.  

 

5.3.3. Avaliação do mecanismo de bloqueio da vasoconstrição 

induzida por fenilefrina ou KCl em preparações incubadas com 

OEZz 
 

Uma vez observado que o OEZz bloqueia a vasoconstrição promovida pela 

Phe, buscou-se investigar se os efeitos inibitórios de OEZz sobre as respostas 

vasoconstritoras seriam produto do antagonismo de receptores adrenérgicos ou 

bloqueio de canais para cálcio nas células do músculo liso vascular. 

A incubação com OEZz (1000µg/mL) foi capaz de bloquear parcialmente a 

vasoconstrição promovida pelo Ca2+ em anéis aórticos sem endotélio, pré-

contraídos com Phe (10-7M) (Figura 19a). 

Para investigar se os efeitos inibitórios de OEZz sob as respostas 

vasoconstritoras seriam por meio do bloqueio de canais para cálcio, os quais 

necessitam ser ativados nas células do músculo liso vascular em resposta à 

felinefrina, utilizou-se KCl (60mM/L) em substituição à fenilefrina. 

De maneira semelhante ao observado na resposta estimulada por fenilefrina, 

a incubação com OEZz (1000µg/mL) também foi capaz de inibir a vasoconstrição 

em anéis aórticos estimulados pelo KCl  (6x10-4M) (Figura 19b). 
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A pré-incubação com OEZz demonstrou reduzir a potência e a eficácia da 

vasodilatação promovida por influxo de Ca2+ em anéis aórticos estimulados com 

Figura 19: Vasoconstrição induzida por influxo de cálcio pré-incubados ou não com OEZz (1000ug/mL). 

(A) Preparações estimuladas com fenilefrina (10-7M) (N=4). (B) Preparações estimuladas com KCl (6x10-

4M) (N=5). Os resultados são expressos como média ± EPM. *p<0.05 vs controle.  

O tratamento com OEZz bloqueia a vasoconstrição induzida por influxo de Ca2+ 

em anéis aórticos pré-incubados com fenilefrina ou KCl 

A 

B 
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fenilefrina. Semelhantemente, em anéis estimulados com KCl, o OEZz igualmente 

promoveu redução na potência (EC50) e eficácia (Emáx) da resposta 

vasoconstritora (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Valores de EC50 e Emáx do efeito vasoconstritor induzido por influxo de cálcio em anéis de 

aorta de ratos Wistar sem endotélio pré-incubadas com OEZz (10
3
µg/mL) ou veículo (controle) e 

estimuladas com fenilefrina ou KCl. Os resultados são expressos como média ± EPM. 

 Substância EC50 (x10
-5

µg/mL)      Emáx (g)             n 

Fenilefrina 
(10-7M) 

Veículo 8,16 ± 1,56 1,79 ± 0,10 4 
OEZz 103 µg/mL 65,27 ± 10,72* 0,84± 0,14* 4 

KCl (60mM) Veículo 5,28 ± 0,69 1,82 ± 0,14 5 
OEZz103 µg/mL 82,38 ± 8,82* 0,43 ± 0,04* 5 

*p<0,005  OEZz vs controle. 

 

Dessa forma, o OEZz (1000µg/mL) demonstrou reduzir em 20% a potência e 

75% a eficácia da vasoconstrição mediada por influxo cálcio em anéis pré-

incubados com fenilefrina (10-7M) e KCl (60mM) após depleção do cálcio 

intracelular. Sugerindo que a vasodilatação observada para o OEZz está 

associada à sua capacidade de bloquear a vasoconstrição mediante o bloqueio 

de canais para cálcio. 

Uma vez demonstrado o mecanismo vasodilatador induzido por OEZz, por 

meio de sua caracterização, buscou-se avaliar se seu principal componente seria 

o promovedor desse efeito sob a função vascular. 

5.4. Análise do efeito de zerumbona sob a reatividade vascular aórtica em 

ratos Wistar 

5.4.1. Análise do efeito vasodilatador direto de zerumbona em anéis 

aórticos pré-contraidos com fenilefrina 

 

Uma vez que OEZz não promove vasodilatação dependente de endotélio, os 

testes com zerumbona foram feitos apenas em anéis aórticos desprovidos de 

endotélio. Nestes experimentos, zerumbona produziu vasodilatação em 

concentrações a partir de 0,1µg/mL, alcançando seu potencial máximo 

vasodilatador (86,8%) na concentração de 1000µg/mL (Figura 20). Assim como 
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observado para o veículo de OEZz, observou-se vasodilatação para o veículo da 

zerumbona, DMSO (7x10-1% - 7x10-7%) + solução salina 0,9%, a partir da 

concentração de 10µg/mL do veículo, correspondente à 7x10-3% de DMSO 

(p<0,05). O efeito máximo vasodilatador para o veículo foi de 35,82±2,31% 

observado na concentração de 103µg/mL. Entretanto, a eficácia vasodilatadora da 

zerumbona foi muito superior àquela observada para o veículo nas concentrações 

de 10-1 – 103 µg/mL (Tabela 5). 

 

 

Zerumbona promove vasodilatação em
anéis aórticos pré-incubados com Phe
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Substância EC50 

(µg/mL) 

Emáx 

(%relaxamento) 

N 

Veículo _ 

119,2±5,98 

35,82 ±2,31 5 

Zerumbona 86,79 ± 4,87* 4 

A 

B 

Figura 20: Vasodilatação induzida por zerumbona (10
-3

 – 10
3
 µg/mL; n=4) em anéis de aorta de 

ratos Wistar desprovidos de endotélio (E-), pré-contraídos com fenilefrina (10
-7

M). (A) Curva 
concentração-efeito. (B) Valores de Ec50 e Emáx. Os dados são apresentados como média ± EPM. 
*p<0,0001 zerumbona vs controle. 
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5.4.2. Análise do efeito de zerumbona sobre a vasoconstrição 

induzida por fenilefrina  

Verificada a ação vasodilatadora promovida por zerumbona, investigou-se 

sua ação sobre a vasoconstrição induzida por fenilefrina (10-7M). Como resultado, 

observamos que a zerumbona, assim como o OEZz, promove bloqueio total não-

superavél da vasoconstrição estimulada por fenilefrina na concentração testada 

(Figura 21).  

Zerumbona promove bloqueio insuperável
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Substância EC50 

(10
-9

µg/mL) 

Emáx 

(contração em g) 

N 

Veículo 4,43 ±5,98 1,32 ± 0,05 4 

Zerumbona - 0,05±0,05* 4 

B 

A 

Figura 21: Vasoconstrição induzida por fenilefrina em aorta de ratos Wistar na presença 

ou ausência de zerumbona (10
3
 µg/mL), ( A) Curvas concentração-efeito de fenilefrina  

(10
-10

 – 10
-5

mol/L; n=5) na ausência (veículo) ou presença de zerumbona (10
3
µg/mL), (B) 

Valores de Ec50 e Emáx. Os dados são apresentados como média ± EPM. *p<0,0001. 

Zerumbona vs controle. 
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5.4.3. Avaliação do mecanismo de bloqueio da vasoconstrição 

induzida por fenilefrina ou KCl em preparações incubadas com 

zerumbona 

Ao investigar a ação de zerumbona (103 µg/mL) sob o influxo de Ca2+, 

observamos que a mesma foi capaz de reduzir a potência do efeito vasoconstritor 

promovido pelo influxo de Ca2+, porém a eficácia permaneceu inalterada (Figura 

22, Tabela 6). Resultados semelhantes foram obtidos para os anéis pré-

incubados com os agonistas, fenilefrina (Phe, 10-7) e KCl (60x10-3M). Dessa 

forma, zerumbona promoveu bloqueio superável dos canais para cálcio 

envolvidos nas respostas vasoconstritoras para os agentes avaliados. 
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Zerumbona promove bloqueio superável da resposta vasoconstritora mediada 

por influxo de Ca2+ estimuladas com Phe (10-7M) ou KCl (6x10-4M) 
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Tabela 6: Valores de EC50 e Emáx do efeito vasoconstritor do influxo de Ca
2+

em anéis de aorta de ratos 
Wistar sem endotélio pré-incubados com Zerumbona (103µg/mL) ou veículo (controle) e estimulados 
com fenilefrina ou KCl. Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média. 

 Substância EC50(x10-5µg/mL) Emáx (g)          n 

Fenilefrina 
(10-7M) 

controle 8,16± 1,56 1,79 ± 0,10 4 
zerumbona 
( 103 µg/mL) 

75,79± 5,55** 1,62 ± 0,02 4 

KCl (60x10-3M) controle 5,28 ± 0,69 1,82 ± 0,14 4 
zerumbona 
( 103 µg/mL) 

83,47 ± 3,94** 1,70 ± 0,09 4 

*p<0,0001zerumbonavscontrole. 

 

A análise conjunta dos resultados, permite-nos sugerir que o OEZz e Zer 

possuem uma efetiva ação vasodilatadora promovida pelo bloqueio de canais 

para cálcio e não uma ação antagônica sobre receptores adrenérgicos 

vasculares. O componente majoritário do OEZz, zerumbona, de forma 

semelhante, promove ação vasodilatadora. Assim, a vasodilatação promovida 

pelo OEZz pode ser consequência da ação da zerumbona. Porém, a potência da 

Figura 22: Vasoconstrição induzida por influxo de cálcio pré-incubados ou não com zerumbona 

(1000ug/mL). (A) Preparações estimuladas com fenilefrina (10
-7

M) (N=4). (B) Preparações 

estimuladas com KCl (6x10
-4

M) (N=4). Os resultados são expressos como média ± EPM. *p<0.05 

vs controle 

B
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zerumbona é superior ao do OEZz, enquanto a eficácia é maior para o OEZz 

(Figura 23).  

Assim, acreditamos que o efeito vasodilatador do OEZz seja oriundo 

principalmente da ação da zerumbona, todavia para atingir o efeito máximo da 

resposta vasoconstritora seja necessária a participação de outros componentes 

presentes no óleo, cujo ação sinérgica poderia estar envolvida no bloqueio 

insuperável de canais para cálcio. 

 

Vasodilatação promovida por concentrações
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Substância EC50 

(µg/mL) 

Emáx 

(%Relaxamento) 

     n 

OEZz 771,21 ± 154,17 98,31 ± 1,92 6 

zerumbona 119,2 ±5,98* 86,79 ± 4,87* 4 

Figura 23: Vasodilatação induzida por OEZz e zerumbona (10
-3

 – 10
3
 µg/mL) em anéis de aorta de 

ratos Wistar desprovidos de endotélio (E-), pré-contraídos com fenilefrina (10
-7

M). (A) Curva 

concentração-efeito. (B) Valores de Ec50 e Emáx. Os dados são apresentados como média ± EPM. 

*p<0,05. Zerumbona vs OEZz. 

B 

A 
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5.5. Avaliação do metabolismo corporal 

Considerando a atividade vasodilatadora de OEZz in vitro e discutindo-se 

sua potencial utilização no tratamento de distúrbios vasculares associados a 

patologias, tornou-se interesse de nossa investigação averiguar os efeitos da 

administração sistêmica de OEZz sobre a estrutura vascular e renal, bem como 

sobre os mecanismos relacionados à função renal e metabolismo. A estrutura de 

órgãos-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 histológica e 

estereológica. Desta forma, visou-se averiguar a segurança do tratamento por via 

oral com OEZz sob órgãos-alvo. 

5.5.1. Peso corporal, consumo de ração e água, pressão arterial e 

frequência cardíaca 

O tratamento com OEZz, em relação ao grupo controle, não modificou a 

massa corporal, a pressão arterial (PAS, PAD ou PAM), frequência cardíaca, o 

consumo de água e ração dos animais, considerando o início (Dia 1) e o fim (Dia 

21) do tratamento (Tabela 7).  

Tabela 7: Valores finais de pressão arterial sistólica, diastólica e média, frequência cardíaca,peso 
corporal, fluxo urinário, consumo de água e ração de ratos Wistar controle ou submetidos ao tratamento 
por 21 dias com OEZz. Os valores são representados em média ±EPM. 

  Controle OEZz (50mg/Kg) OEZz (100mg/Kg) 

Pressão 
arterial 

sistólica 
(mmHg) 

Início 158,33±14,11 120,79±11,66 139,20±20,86 

Fim 135,58±8,31 166,78±18,10 135,13±15,27 

Pressão 
arterial 

diastólica 
(mmHg) 

Início 112,32±6,43 102,11±4,48 110,46±4,54 

Fim 109,12±8,90 109,58±3,98 112,86±13,42 

Pressão 
arterial média 

(mmHg) 

Início 138,45±10,87 111,54±6,08 128,20±8,77 

Fim 115,54±8,26 134,92±8,38 121,12±11,00 

Frequência 
cardíaca 

(BPM) 

Início 391,21±7,42 410,13±20,53 415,86±17,01 

Fim 403,66±13,00 414,43±21,03 436,40±7,84 

Peso 
corporal (g) 

Início 295±8,73 352±4,59 316±11,38 

Fim 390±6,56 373±7,72 337±17,77 
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Consumo de 
água 

(mL/Kg/dia) 

 81,93±6,83 97,54±8,54 84,40±5,40 

Consumo de 
ração 

(g/Kg/dia) 

 84,75±4,72 84,96±5,23 84,96±5,23 

Nº de animais  3 6 5 

 

5.5.2. Perfil lipídico 

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

um aumento significativo no nível de colesterol plasmático, resultante de um 

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

observadas alterações no nível de colesterol VLDL, bem como no nível de 

triglicerídeos, entre os grupos tratados e o controle. 

 

Tabela 8: Valores médios de níveis plasmáticos de colesterol total, colesterol HDL, LDL e VLDL de ratos 
Wistar, submetidos ao tratamento com OEZz. Os valores estão representados em média ±EPM. 

 
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* 

Triglicerídeos (mg/dL) 205,85 ± 10,35 203,57 ± 24,78 147,83 ± 2,64 

Nº de animais 3 6 5 

*p<0,005 

 

 

5.5.3. Avaliação de parâmetros de função renal 

 

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

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

tratamento com OEZz não promoveu modificação sob o fluxo urinário dos 
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animais. Por outro lado, ambos apresentaram redução no ritmo de filtração 

glomerular, o qual estava associado à elevação plasmática e redução da 

excreção renal de creatinina e uréia. O nível de proteínas plasmáticas totais, bem 

como a fração de excreção de sódio, não foi alterado entre os grupos. 

Semelhantemente, não foi observado aumento na excreção urinária de albumina 

(Tabela 9). 

 

Tabela 9: Parâmetros bioquímicos e marcadores de função renal de ratos Wistar, submetidos ao 
tratamento com OEZz. Os valores estão representados em média ±EPM. *p<0,001 vs controle. 

 
Controle  OEZz 50mg/Kg OEZz 100mg/Kg 

Índice de peso renal 
(g/cm) 

0,41 ± 0,02 0,52 ± 0,028* 0,40 ± 0,05 

Fluxo urinário (mL/kg/dia) 61,47±3,50 53,03±3,38 45,93±4,45 

Ritmo de filtração 
glomerular (mL/kg/min) 

10,77 ± 0,67 3,71 ± 0,95* 2,17 ± 0,38* 

Fração de excreção de 
Sódio (mM/L/kg/dia) 

10,28 ± 1,25 10,18 ± 1,14 8,74 ± 1,35 

Albuminúria (mL/kg/dia) 53,96 ± 6,27 79,18 ± 8,63 57,45 ± 10,65 

Creatinina plasmática 
(mg/dL) 

0,25 ± 0,02 0,25 ± 0,10 0,92 ± 0,16* 

Fração de excreção de 
creatinina (mg/kg/dia) 

1,20 ± 0,51 0,51 ± 0,10* 0,61 ± 0,21* 

Uréia plasmática (mg/dL) 16,35 ± 1,45 28,68 ± 1,10* 32,74 ± 0,64* 

Fração de excreção de 
uréia (mg/kg/dia) 

25,74 ± 1,58 18,8 ± 2,29 12,60 ± 1,37* 

Proteínas plasmáticas 
totais (g/dL) 

5,10 ± 0,25 5,28 ± 0,22 5,06 ± 0,09 

Nº de animais 3 6 5 
 

*p<0,005 

 

 

 



 

5.5.4. Avaliação estereológica da aorta torácica de animais tratados 

com OEZz 

Análises estereológicas da aorta

volume total da aorta torácica (volume total = parede aórtica

+ tecido adiposo perivascular) 

foram observadas alterações para os animais tratados com 

Entre os componentes da aorta, apenas o lúmen apresentou aumento de volume, 

enquanto o volume da parede aórtica e do tecido adiposo periva

permaneceram inalterados (Figura 2

adventícia também foi analisado, porém nenhuma alteração foi observada.
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Figura 24: Fotomicrografias de aorta

animal controle. (B) Aorta torácica de animal tratado com OEZz (50mg/Kg). (C) Aorta torácica de animal tratado com 

OEZz (100mg/Kg).V(EI): Volume do espaço intraluminal. *p<0,05 

 

A 

Figura 25: Tratamento com OEZz promove aumento no volume total da aorta torácica.

Volume aórtico total.  (B) Volume do espaço intraluminal. Imagens capturas por microscópico 

óptico sob aumento de 40. Os dados 
#
p<0,05 vs OEZz (50mg/Kg).

A 

V (EI)=69,3 

mm3/Kg 

5 mm 

Avaliação estereológica da aorta torácica de animais tratados 

Análises estereológicas da aorta (Figura 24) demonstram um aumento no 

volume total da aorta torácica (volume total = parede aórtica + espaço intraluminal 

+ tecido adiposo perivascular) para ratos tratados com OEZz 

foram observadas alterações para os animais tratados com OEZz

Entre os componentes da aorta, apenas o lúmen apresentou aumento de volume, 

enquanto o volume da parede aórtica e do tecido adiposo periva

permaneceram inalterados (Figura 25). O volume das túnicas íntima, média e 

adventícia também foi analisado, porém nenhuma alteração foi observada.
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orta torácica de ratos Wistar tratados ou não com OEZz. (A) Aorta torácica de 

animal controle. (B) Aorta torácica de animal tratado com OEZz (50mg/Kg). (C) Aorta torácica de animal tratado com 

OEZz (100mg/Kg).V(EI): Volume do espaço intraluminal. *p<0,05 vs OEZz (50mg/Kg).  

Tratamento com OEZz promove aumento no volume total da aorta torácica.

Volume aórtico total.  (B) Volume do espaço intraluminal. Imagens capturas por microscópico 

Os dados são apresentados como média ± EPM. *p<0,05 

OEZz (50mg/Kg). 

B 

V (EI) = 64,12 

mm3/Kg 

B 

5 mm 

80 

Avaliação estereológica da aorta torácica de animais tratados 

demonstram um aumento no 

espaço intraluminal 

 (100mg/Kg), não 

OEZz (50mg/Kg). 

Entre os componentes da aorta, apenas o lúmen apresentou aumento de volume, 

enquanto o volume da parede aórtica e do tecido adiposo perivascular 

). O volume das túnicas íntima, média e 

adventícia também foi analisado, porém nenhuma alteração foi observada. 

OE50mg/Kg OE100mg/Kg

#

*

O tratamento com OEZz (100mg/Kg) promove
o aumento do volume do espaço intraluminal

 

torácica de ratos Wistar tratados ou não com OEZz. (A) Aorta torácica de 

animal controle. (B) Aorta torácica de animal tratado com OEZz (50mg/Kg). (C) Aorta torácica de animal tratado com 

V (EI)=88,2 * 
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Tratamento com OEZz promove aumento no volume total da aorta torácica. (A) 

Volume aórtico total.  (B) Volume do espaço intraluminal. Imagens capturas por microscópico 

resentados como média ± EPM. *p<0,05 vs controle. 
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5.5.5. Avaliação estereológica do rim direito de animais tratados com 

OEZz 

Ao analisar o índice de peso renal (peso do rim / comprimento da tíbia), 

observou-se um aumento no índice de peso renal dos animais tratados com OEZz 

(50mg/mK), no entanto, as análises estereológicas demonstraram não haver  

modificação sob o volume total do órgão. Para estes parâmetros, não foram 

observadas modificações para os animais tratados com 100mg/Kg. 

O tratamento, em conjunto, não demonstrou alterar a densidade volumétrica 

do corpúsculo 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 espaço de Bowman, para os animais tratados com OEZz 

(100mg/Kg) esta redução 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). 
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Figura 26: Densidade volumétrica de componentes do corpúsculo renal de ratos Wistar tratados 

com OEZz. CB: Corpúsculo de Bowman; EB: Espaço de Bowman; CG: Capilares glomerulares; 

CeG: Células glomerulares (células endoteliais + podócitos + células mesangiais) . Os dados são 

apresentados como média ± EPM.*p<0,05. Tratamento vs controle. 
#
p<0,05. OEZz (100mg/Kg) vs 

OEZz (50mg/Kg). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além do aumento na densidade volumétrica dos capilares no interior dos 
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volumétrica dos túbulos renais.

Figura 27: Fotomicrografias do corpúsculo renal de ratos Wistar tratados ou não com OEZz. (A) Grupo 

controle: corpúsculo renal sem alteração. (B) Tratamento com  OEZz com (50mg/Kg). C) Tratamento com 

OEZz (100mg/Kg), grupos tratados apresentaram redução no Espaço de 

glomerulares. Aumento de 400; Coloração: 

Além do aumento na densidade volumétrica dos capilares no interior dos 

glomérulos, o tratamento com OEZz (50mg/Kg e 100mg/Kg

aumentar significativamente e de maneira semelhante o volume dos ca

 e 29). Não foram encontradas modificações na densidade 

volumétrica dos túbulos renais. 

Fotomicrografias do corpúsculo renal de ratos Wistar tratados ou não com OEZz. (A) Grupo 

controle: corpúsculo renal sem alteração. (B) Tratamento com  OEZz com (50mg/Kg). C) Tratamento com 

OEZz (100mg/Kg), grupos tratados apresentaram redução no Espaço de Bowman e dilatação de capilares 

glomerulares. Aumento de 400; Coloração: azul de toluidina:fucsina básica .  
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Figura 28: 

Wistar tratados com OEZz. 

EPM. *p<0,001 

 

Figura 29: Fotomicrografias do corpúsculo renal de ratos Wistar tratados e não tratados com OEZz 

evidenciando aumento de volume dos capilares peritubulares de animais tratados..  (A) Grupo controle: capilares 

peritubulares sem alteração. (B) Tratamento OEZz (50mg/Kg)

400; Coloração: azul de toluidina
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EPM. *p<0,001 vs controle.  
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peritubulares sem alteração. (B) Tratamento OEZz (50mg/Kg). (C) Tratamento OEZz (100mg/Kg). Aumento de 
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Fotomicrografias do corpúsculo renal de ratos Wistar tratados e não tratados com OEZz 
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5.6. Potencial anti-inflamatório de OEZz e Zer 

O OEZz e a Zer apresentaram atividade anti-inflamatória de forma 

dependente de sua concentração (Figura 30), de forma que, à medida que as 

concentrações decrescem o potencial anti-inflamatório dessas substâncias 

também é reduzido. A porcentagem de inibição de NO por macrófagos J774 foi 

realizada mediante a comparação com a produção basal de NO por macrófagos 

sem exposição ao LPS e ao tratamento (Produção de NO = não detectável, n=3) 

e a produção de NO por macrófagos ativados com LPS (1µg/mL) sem o 

tratamento (Produção de NO = 10,10 ± 1,34 µM, n=3).  

O OEZz e a Zer demonstraram inibir completamente a produção de NO na 

concentração 12,5 µg/mL, na concentração de 6,25 µg/mL o percentual inibitório 

foi de 95% para o OEZz e 90% para zerumbona,  reduzindo para 40%  e 32% na 

concentração de 3,125 µg/mL, para o OEZz e Zer, respectivamente. 

Para a concentração de 1,56 µg/mL, a eficácia na inibição de NO pelo OEZz 

(%Inibição = 32,88 ± 4,32, n=3) foi significantemente maior que a de Zer 

(%Inibição = 3,20 ± 2,85,n=3) (p<0,005). Entretanto a concentração inibitória 

máxima (IC50) da Zer foi significantemente menor (IC50= 3,02±0,10µg/mL) que a 

revelada para o OEZz (IC50=5,85±0,26µg/mL). Não foram observadas nenhuma 

atividade inibitória para as concentrações de 0,781 e 0,390µg/mL. 

Concentrações de OEZz e Zer promovem redução na
produção de NO por macrófagos murinos
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Figura 30: Efeito anti-inflamatório via inibição da produção de NO em macrófagos murinos (J774) 

estimulados com LPS (1µg/mL) induzidos por OEZz e Zer (12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781, 0,390 µg/mL). 

Células não expostas ao LPS foram utilizadas como controle positivo e células desafiadas com LPS, como 

controle negativo. Os dados são apresentados como média ± EPM.. *p<0,001 OEZz vs Zerumbona. 



85 
 

5.7. Potencial antioxidante de OEZz e Zer 

 

 O OEZz e a Zer apresentaram atividade antioxidante dependente de suas 

concentrações (Figura 31). OEZz demonstrou uma atividade inibitória as EROs de 

95% na concentração 100 µg/mL, resultado similar ao observado para quercetina 

(controle positivo) na mesma concentração. Observou-se uma atividade 

antioxidante de 80% nas concentrações de 50, 25 e 12,5 µg/mL de OEZz e de 

62% na menor concentração testada. A zerumbona, por sua vez, manteve uma 

inibição de 80% quando utilizada nas concentrações de 100 e 50 µg/mL. Nas 

concentrações de 25 e 12,5 µg/mL sua atividade foi de 75%. 

 Entre as substâncias testadas, a que apresentou maior eficácia foi o OEZz, 

demonstrando na menor concentração uma atividade de 62%. Nesta mesma 

concentração, a capacidade antioxidante de zerumbona foi de 30%. Em 100 

µg/mL, a eficácia da atividade antioxidante do OEZz (95,28 ± 2,84%) não foi 

significativamente diferente da quercetina (100,03 ± 0,01%), enquanto a 

Zerumbona demonstrou uma eficácia significantemente menor (82,28 ± 2,92%) 

que o OEZz e o controle (p<0,001). As concentrações de OEZz e Zer necessárias 

para inibir pela metade (IC50) a produção de EROs não foram significativamente 

diferentes, onde Zer demonstrou IC50= 7,18 ± 0,30 µg/mL e OEZz IC50= 2,51 ± 

1,23 µg/mL. 
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Figura 31: Inibição da geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) em fibroblastos humanos (MCR-5) 

estimulados com AAPH (600µM), promovida por OEZz e Zer (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 µg/mL). 

Quercetina foi usada nas mesmas concentrações que as substâncias testadas, como controle positivo. Os 

dados são apresentados como média ± EPM. *p<0,001 Tratamentos vs quercetina. #p<0,001 OEZz vs 

Zerumbona. 
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6. Discussão 

 

Este estudo demonstrou que o óleo essencial de Z. zerumbet e seu 

composto majoritário, zerumbona, promoveram vasodilatação concentração-

dependente em anéis de aorta de ratos Wistar de maneira independente do 

endotélio vascular em preparações pré-contraídas com o análogo de tromboxano, 

U46619, ou fenilefrina. Resultado semelhante a este foi descrito por Cunha (2012) 

em experimentos de reatividade vascular utilizando o óleo essencial de Alpinia 

zerumbet, espécie da mesma família de Zingiber zerumbet.   

Potencial vasodilatador tem sido descrito para compostos isolados de 

diferentes espécies da família Zingiberacea. Ghareib e colaboradores (2016) 

demonstram que a zingerona, principal constituinte do Zingiber officinale, promove 

efeito vasodilatador de maneira dependente da concentração em anéis aórticos 

de ratos diabéticos, induzidos por estreptozotocina, que teriam sua vasodilatação 

endotélio-dependente prejudicada pela patologia. Os autores sugerem que o 

efeito vasodilatador promovido pelo composto está associado à estimulação da 

produção endotelial de NO e ativação da enzima guanilato ciclase expressa no 

músculo liso vascular. Xu e colaboradores (2007) ao estudar a curcumina, 

principal constituinte de Curcuma longa, demonstraram que a mesma promove 

efeito vasodilatador em artérias coronárias porcinas. Os autores observaram que 

a vasodilatação foi significativamente reduzida com a remoção do endotélio ou 

após a adição de L-NAME (inibidor da óxido nítrico sintase endotelial -eNOS). 

Logo, sugere-se que a vasodilatação induzida por curcumina envolve a liberação 

de NO endotelial. 

Em nosso trabalho, observamos que OEZz e Zer induzem vasodilatação 

agindo diretamente sobre o MLV, visto que a eficácia e a potência do efeito 

vasodilatador não foram modificadas pela remoção mecânica do endotélio nas 

preparações estudadas (Figura 17 e Figura 20). Este achado se faz de grande 

importância quando consideramos sua potencial aplicabilidade em patologias que 

comprometam o funcionamento vascular como a hipertensão arterial. Nesta 

condição, observa-se prejuízo das respostas vasodilatadoras dependentes do 

endotélio vascular através da inibição da liberação de fatores vasodilatadores 

endoteliais como NO, prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF) como resultado do processo de disfunção endotelial(SU, 2015). 
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Desta forma, a ação vasodilatadora independente do endotélio demonstrada para 

OEZz e Zer poderia melhorar o funcionamento vascular nessas condições 

patológicas, uma vez que produzem relaxamento direto do músculo liso vascular. 

Vários fármacos com ação vasodilatadora independente do endotélio são 

utilizados para tratamento da hipertensão, entre eles o minoxidil que proporciona 

relaxamento por sua ação direta sob o músculo liso através do aumento seletivo 

da permeabilidade da membrana ao potássio; promovendo um quadro de 

hiperpolarização, inibindo a ativação dos canais para cálcio voltagem-

dependentes e consequentemente a geração de um potencial de ação 

(PELLIZARO e PANCHENIAK, 2003). 

Nossos estudos apontam semelhança entre os mecanismos vasodilatadores 

de OEZz e de seu componente majoritário Zer. Entretanto, mais estudos são 

necessários para confirmar seu potencial terapêutico para o tratamento de 

doenças do aparelho cardiovascular, tanto em modelos experimentais como em 

humanos. 

A partir da análise das curvas concentração-efeito para OEZz e Zer em 

preparações pré-contraídas com o U46619, observamos que a eficácia 

vasodilatadora do OEZz foi significativamente maior que aquela observada para 

Zer. Por outro lado, Zer demonstrou potência superior (p<0,05) ao OEZz em 

produzir vasodilatação (Figura 23). Baseados nestes resultados, pode-se sugerir 

que grande parte do efeito vasodilatador do OEZz seja oriundo principalmente da 

ação da zerumbona. Todavia, para que o efeito máximo 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 vasodilatação era oriunda da redução da capacidade 

vasoconstritora do músculo liso vascular. Os resultados demonstram (Figura 18 e 

Figura 21) que a pré-incubação dos anéis de aorta com OEZz e Zer (103 µg/mL) 

foi capaz de inibir completamente a vasoconstrição induzida para fenilefrina. 

Sabe-se que a resposta vasoconstritora para fenilefrina em preparações 

vasculares é dependente da ativação de receptores α1-adrenérgicos (GAVIER, 

1967). A ativação destes receptores resulta em última instância no aumento da 
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concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) via produção de segundos 

mensageiros: inosilol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG).  O IP3 estimula a 

liberação de cálcio das reservas endoplasmáticas e DAG, na presença de cálcio, 

estimula o influxo de cálcio a partir do líquido extracelular (GOLTZMAN, 2014). 

Este aumento na [Ca2+]i promove contração do músculo liso vascular por ativar 

fatores que culminarão na fosforilação da cadeia leve de miosina, permitindo sua 

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

Alguns fármacos utilizados para o tratamento da hipertensão inibem, 

modulam ou bloqueiam esses mecanismos vasoconstritores. A prazosina, por 

exemplo, promove relaxamento do músculo liso vascular por sua capacidade de 

antagonizar os efeitos da noradrenalina sobre os receptores α1–adrenérgicos 

(KIRBY et al., 1987). Assim, OEZz e Zer demonstram promover efeitos 

vasodilatadores via bloqueio da vasoconstrição. Entretanto, tornou-se necessário 

esclarecer se o mecanismo vasodilatador era semelhante ou diferente de 

fármacos já conhecidos como a fenoxibenzamina e a dibenamina (ROBERTSON, 

2017). Desta forma, investigamos se os efeitos inibitórios de OEZz e Zer sobre as 

respostas vasoconstritoras para fenilefrina seriam produto do antagonismo de 

receptores α1-adrenérgicos ou do bloqueio de canais para cálcio nas células do 

músculo liso vascular. As respostas vasoconstritoras mediadas por influxo de Ca2+ 

em anéis pré-incubados com OEZz ou Zer (1000µg/mL) e estimulados com Phe 

(10-7M) ou KCl (6x10-4M) foram parcialmente inibidas por OEZz (Figuras 19). Em 

ambos os testes, a pré-incubação com OEZz foi capaz de reduzir a potência e a 

eficácia da resposta vasoconstritora. Observamos, por outro lado, que Zer foi 

capaz de reduzir apenas a potência do efeito vasoconstritor estimulado por Phe 

(10-7M) ou KCl (6x10-4M) (Figura 22), de modo que a eficácia permaneceu 

inalterada. Baseado nestes resultados pode-se sugerir que o efeito vasodilatador 

de OEZz e zerumbona se deve à capacidade diferencial destes produtos em 

promover bloqueio de canais para cálcio em células de músculo liso vascular, já 

que tanto as respostas vasoconstritoras dependentes da ativação do receptor 

adrenérgico estimuladas com Phe, como as respostas independentes da ativação 

de receptores obtida com KCl foram inibidas. 

Adicionalmente, podemos concluir que a natureza do bloqueio produzido por 

OEZz e Zer é distinta. Uma vez que se observou redução da potência e da 

eficácia vasoconstritora em preparações pré-incubadas com OEZz, de forma que 
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nem mesmo a máxima concentração de cálcio foi capaz de reverter o bloqueio 

produzido por este produto, podemos concluir que OEZz produz bloqueio 

insuperável de canais para cálcio nas concentrações testadas. Por outro lado, Zer 

promove bloqueio superável dos canais para cálcio, uma vez que se observou 

redução da potência da vasoconstrição, mas a resposta contrátil máxima foi 

restaurada com o aumento da concentração de cálcio no meio. 

Assim, acreditamos que o bloqueio de canais para cálcio promovido por 

OEZz seja em parte pela ação da zerumbona. Todavia, é possível que para o 

OEZz produzir bloqueio insuperável destes canais, seja necessária a participação 

de outros de seus constituintes como o carveol, cuja ação sinérgica poderia estar 

envolvida no bloqueio irreversível de canais para cálcio, resultando na atividade 

vasodilatadora independente do endotélio descrita anteriormente (TEIXEIRA, 

2013). 

A indústria farmacêutica comercializa várias classes de anti-hipertensivos, 

dentre eles estão os bloqueadores de canais para cálcio (BCC) que impedem o 

influxo de cálcio para o espaço intracelular. Geralmente, os BCC são subdivididos 

em duas classes: os diidropiridínicos e os não diidropiridínicos. Os 

diidropiridínicos bloqueiam os canais para cálcio dependente de voltagem no 

MLV, como o felodipino, manidipino, nicardipino, nifedipino, entre outros. Já os 

não diidropiridínicos, promovem bloqueio seletivo dos canais para cálcio 

dependente de voltagem no miocárdio, afetando a contratilidade e a condução 

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

Nossos resultados com zerumbona, corroboram os achados de Fusi e 

colaboradores (2015), que demonstraram que anéis aórticos de ratos pré-

incubados com diferentes concentrações de zerumbona reduzem, de maneira 

inversamente proporcional, a contração induzida por adições cumulativas de 

Ca2+quando estimuladas com KCl (60mmM). Os autores sugerem que a atividade 

vasodilatadora de zerumbona possa ser, em parte, atribuída ao bloqueio de 

canais para cálcio dependente de voltagem. Não foram encontrados outros 

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

A identificação da atividade vasodilatadora de OEZz e seu componente 

majoritário, zerumbona, justificados por sua capacidade de promover bloqueio de 

canais para cálcio no músculo liso vascular, é de grande importância, posto que 
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tais substâncias podem ser úteis no tratamento de distúrbios vasculares 

associados à hipertensão arterial, diabetes mellitus, ou outras vasculopatias que 

comprometem a função vascular.  

Várias intervenções têm sido criadas para auxiliar no tratamento de 

vasculopatias, dentre estas, o stent farmacológico. Esta intervenção surgiu como 

alternativa ao stent convencional (não-farmacológico), uma vez que o uso deste 

foi associado à proliferação de células do tecido vascular e a reestenose 

(ALTMANN, 1996). Diferentemente do convencional, os stents farmacológicos são 

sistemas de administração de fármacos, que liberam o medicamento localmente, 

através de seu revestimento com uma camada polimérica que permite ao fármaco 

ser liberado de forma controlada, evitando assim a toxicidade sistêmica e 

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

Após sua validação, diversos fármacos foram analisados para serem 

associados a esta intervenção (LEMOS, 2003). Várias categorias de agentes 

farmacêuticos foram utilizadas para revestir os stents, entre eles estão o paclitaxel 

e sirolimo. Semelhantemente, estes compostos inibem à proliferação das células 

vasculares, inibindo o quadro de fibrose e consequente reestenose, além de sua 

atividade imunossupressora refletida em sua capacidade de inibir a ativação de 

células T e células B (KASTRATI, 2005; GALLØE, 2017). Tendo em vista a ação 

vasodilatadora do OEZz e zerumbona sobre o MLV, suas atividades anti-

inflamatórias e a capacidade do OEZz em promover aumento no volume da aorta, 

seriam estes, possíveis alvos terapêuticos para que em associação  com stent 

farmacológico, possam promover melhora sob a doença coronariana.  

Uma vez demonstrada a ação vasodilatadora do OEZz in vitro e sua 

potencial aplicabilidade no tratamento de distúrbios cardiovasculares, buscou-se 

avaliar os efeitos sistêmicos de sua administração, averiguando a segurança 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 à função renal e ao metabolismo. 

As análises estereológicas da aorta torácica de ratos tratados com OEZz 

(100mg/Kg/dia) demonstram aumento no volume total da aorta, isto é, 

considerando o espaço intraluminal e a parede da aorta.Os vasos sanguíneos são 

constituídos basicamente por três túnicas: túnica íntima, túnica média e túnica 
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externa ou adventícia (KIERSZENBAUM, 2016). Investigamos se o aumento no 

volume total da aorta seria decorrente de hipertrofia das túnicas, aumentando 

assim a parede destes vasos. Os dados obtidos demonstram não haver nenhuma 

modificação quanto ao volume das túnicas, o que sugere que o tratamento não 

ocasione dano à parede vascular, não promovendo nenhuma forma de 

remodelamento. 

Quando analisado o espaço intraluminal, observou-se um aumento no 

volume do lúmen dos ratos tratados com OEZz (100mg/Kg/dia), mas não 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 torácica pelo aumento 

de espaço intraluminal promovido por sua capacidade vasodilatadora, já 

observada in vitro, sem induzir qualquer tipo de remodelamento vascular ou 

alterar a camada de células endoteliais. 

Parâmetros metabólicos, como o consumo de água e ração, massa corporal 

e fluxo urinário devem ser analisados em estudos pré-clínicos para investigação 

da toxicidade de uma substância, haja vista que estes parâmetros revelam a ação 

do tratamento sobre o sistema gastrintestinal (BATISTA, 2014). A análise dos 

parâmetros metabólicos: massa corporal, consumo de água e ração dos animais 

tratados com OEZz não demonstraram modificação quando comparados ao 

controle. Dessa maneira, nossos resultados demonstram que o tratamento não 

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 saudáveis possuem mecanismos de compensação 

em curto e longo prazo para regulação da pressão arterial. Segundo Guyton e 

Hall (2017), a pressão arterial é determinada pelo produto da resistência vascular 

e do débito cardíaco. Em resposta à vasodilatação, a resistência vascular é 

reduzida, o que pode repercutir em redução da pressão arterial. Fisiologicamente, 

os valores de pressão arterial são finamente regulados através de mecanismos 

centrais que modulam a atividade simpática e parassimpática, de modo que 

modificações na RVP em geral são contrapostas por alterações de frequência e 

débito cardíacos para que a pressão arterial não se altere (BRESSIANI, 2017). 

Outro mecanismo que contribui para conduzir a pressão arterial à normalidade é a 
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produção de mediadores neurais – reflexo barorreceptor, e mediadores hormonais 

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

Ao avaliarmos a pressão arterial (PAS, PAD e PAM) de ratos tratados com 

OEZz, observamos que o tratamento não promoveu modificação significativa de 

seus valores. Este resultado in vivo, entretanto, não se contrapõe aos achados in 

vitro, uma vez que, sob os animais tratados, a vasodilatação promovida por OEZz 

poderia ativar mecanismos compensatórios que culminariam no retorno da 

pressão arterial à normalidade. No entanto, novos testes são necessários para 

investigar se a atividade simpática estaria aumentada no grupo tratado como 

forma compensatória à vasodilatação induzida por OEZz. 

De maneira distinta ao que observamos para o tratamento de ratos Wistar 

com OEZz, estudos com o extrato hidroalcoólico obtidos das folhas de Alpinia 

zerumbet, espécie da mesma família 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 hipertensão DOCA-

sal (DE MOURA, 2005). A divergência entre nossos estudos é explicada pelo uso 

de modelo animal diferente, posto que organismos acometidos com distúrbios 

cardiovasculares, como a hipertensão arterial, desenvolvem comprometimento em 

seus mecanismos de compensação, a exemplo da atenuação da sensibilidade 

barorreflexa (KOUGIAS,2010) ou mesmo hiper-responsividade a estímulos 

vasoconstritores como para a endotelina, angiotensina II 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 

ação do tratamento com OEZz em modelos de hipertensão arterial e diabetes 

mellitus são necessários para caracterizarmos sua ação frente a situações 

patológicas sobre o sistema cardiovascular.  

Níveis plasmáticos de LDL elevados e HDL reduzidos representam a 

principal causa de doença arterial coronariana. O colesterol total e LDL elevados 

têm sido correlacionados com alterações nas túnicas intima e média da parede 

dos vasos, assim como da complacência arterial (MÁRQUEZ et al., 2009).No 

presente estudo, avaliamos o perfil lipídico dos animais tratados com o OEZz e 

observamos(Tabela 8) que houve aumento significativo no nível de colesterol 
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total, bem como das lipoproteínas HDL e LDL. Porém, os níveis de colesterol 

VLDL e triglicerídeos não foram modificados. Resultados semelhantes foram 

descritos para Zingiber officinale (gengibre), espécie congênere de Z. zerumbet, 

onde ratos tratados com o extrato aquoso de gengibre demonstraram níveis 

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

Grande parte do colesterol endógeno é proveniente de incrementos na 

síntese hepática, da mobilização a partir do tecido adiposo ou derivados da dieta, 

sendo chamado colesterol exógeno neste último caso (SILVA, 2017). 

Observamos aumento no nível de colesterol e lipoproteínas nos animais tratados 

com OEZz em nosso trabalho. Entretanto, considerando que o consumo de ração 

e peso corporal não foram alterados pelo tratamento, estudos adicionais ainda 

necessitam ser realizados para averiguar se mecanismos hepáticos ou 

produzidos no tecido adiposo estariam envolvidos nos efeitos 

hipercolesterolemiantes observados para OEZz, bem como o comportamento 

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

Srinivasan e Sambaiah (1991) demonstraram que o tratamento com 

gengibre, Zingiber officinale, aumentou significativamente os valores de colesterol 

plasmático. Entretanto, o gengibre não apenas propiciou o aumento na síntese 

hepática como também no catabolismo das moléculas de colesterol, de modo que 

se observou aumento na secreção de ácidos biliares por estimulação da enzima 

7-α-hidroxilase, enzima responsável pela conversão de colesterol em ácidos 

biliares. Assim, os autores sugeriram que o aumento no colesterol observado 

seria resultante da estimulação hepática e este efeito estaria associado à 

estimulação do catabolismo do colesterol e sua eliminação na forma de ácidos 

biliares. 

Para confirmar a hipótese de que o tratamento com OEZz possivelmente 

produz ativação de síntese hepática e esteja envolvida no catabolismo das 

moléculas de colesterol, novos experimentos precisam ser realizados, como 

mobilização lipídica em células adiposas e investigação dos efeitos de OEZz 

sobre a atividade de lípases ou enzimas hepáticas envolvidas na regulação da 

síntese de colesterol.  

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

bioquímicas e a determinação do ritmo de filtração glomerular (RFG) continuam 
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sendo as mais utilizadas. O RFG é determinado, entre outros fatores, pela 

dosagem da creatinina plasmática e urinária, onde o aumento da creatinina 

plasmática resulta diretamente na redução do RFG (SIROTA et al., 2011; 

PAKULA et al., 2015).No presente estudo, observou-se aumento de creatinina e 

uréia plasmáticas de animais tratados com OEZz, enquanto os valores de 

excreção urinária desses marcadores foi diminuída, demonstrando 

consequentemente uma redução no RFG. Este achado está 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 diminuição do 

ritmo de filtração glomerular. Porém, não foram evidenciados quais os 

mecanismos envolvidos nessa elevação de creatinina e uréia sérica. 

A uréia, assim como a creatinina, é um preditor da função renal. Assim, sua 

excreção renal deve igualar-se à sua produção. A uréia passa livremente pela 

barreira de filtração, porém, é reabsorvida passivamente pela porção proximal dos 

túbulos urinários (SCHMITTE, 2014). Analisando em conjunto os dados de função 

renal e estereológicos, 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 redução na densidade 

volumétrica do espaço de Bowman, o que sugerimos ser decorrente do aumento 

de volume dos capilares glomerulares. 

Segundo Guyton e Hall (2017), a filtração glomerular (FG) é determinada 

pela pressão líquida de filtração (resultado da soma das pressões hidrostáticas e 

coloidosmótica que agem sobre os capilares glomerulares) e pelo coeficiente de 

filtração dos capilares glomerulares (determinada pelo produto da permeabilidade 

pela área de superfície dos capilares). Tomando o quadro de vasodilatação 

promovida pelo OEZz sob os capilares glomerulares, infere-se que a pressão 

líquida de filtração esteja diminuída nestes animais, todavia, pelo aumento da 

área de superfície destes capilares e do aumento na permeabilidade, a 

vasodilatação culmina no aumento do coeficiente de filtração. Assim, esses 

fatores determinantes para a FG se comportam de forma inversamente 

proporcional resultando na manutenção do RFG. 
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Porém, além destes fatores, outro fator determinante para a FG é a pressão 

na cápsula de Bowman. A elevação desta pressão pode reduzir a FG, posto que a 

pressão hidrostática no interior da cápsula se opõe à filtração (GUYTON e HALL, 

2017). Assim, considerando que animais tratados com OEZz tem seu espaço de 

Bowman diminuídos, sugerimos que este fator possa aumentar a pressão no 

interior da cápsula, promovendo uma redução na FG e, consequentemente, 

diminuindo a excreção urinária de creatinina e uréia além de aumentar os níveis 

de creatinina e uréia plasmáticos. No entanto, novos testes precisam ser feitos 

para confirmar essas hipóteses. 

Outro mecanismo envolvido na regulação da FG é o feedback arteriolar 

eferente, mecanismo no qual por meio da modificação na resistência arteriolar 

pode-se promover aumento ou redução na FG (ICHIKAWA, 1980).  Em condições 

vasodilatadoras da arteríola eferente ocorre uma redução em sua resistência 

arteriolar, culminando na redução na pressão hidrostática glomerular, tendendo, 

assim, na redução do FG (GUYTON e HALL, 2017). Este efeito foi observado por 

Kon e colaboradores (1993) na administração de bradicinina, um conhecido 

vasodilatador, em ratos Wistar. Os autores demonstram que a utilização de 

bradicinina gera vasodilatação renal, inclusive sobre a arteríola eferente, o que 

produz diminuição na pressão capilar glomerular e consequente redução 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 ação 

vasodilatadora sob os capilares glomerulares e  peritubulares e em leitos de 

condutância. Logo, a diminuição do RFG poderia também ser reflexo da 

vasodilatação da arteríola eferente gerada por OEZz.   

Vale ressaltar que a redução no RFG foi observada em animais saudáveis 

tratados com OEZz. Entretanto, considerando quadros patológicos como a 

hipertensão e diabetes mellitus onde a FG é reduzida pelo espessamento das 

membranas dos capilares glomerulares, a ação vasodilatadora do OEZz poderia 

gerar grandes benefícios, uma vez que assim como vasodilatadores endógenos, a 

exemplo das prostagladinas, poderia reverter o quadro de vasoconstrição 

excessiva, reduzindo a resistência vascular renal e promovendo  aumento na 

filtração glomerular e fluxo sanguíneo renal(GUYTON e HALL, 2017). 
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Alguns trabalhos foram descritos com extratos obtidos de Zingiber zerumbet 

ou espécies próximas como Zingiber officinale relataram potencial renoprotetor 

dessas espécies sob distúrbios renais. 

Segundo Tzeng e colaboradores (2013), o tratamento com o extrato 

etanólico 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. Após o tratamento, observou-se redução semelhante da hiperglicemia e 

da disfunção renal nos ratos diabéticos tratados com Zingiber zerumbet ou 

metformina e aumento da expressão protéica de nefrina e podocina, proteínas 

que constituem a barreira de filtração glomerular. Estes resultados foram 

corroborados por Rodrigues e colaboradores (2013) que, utilizando [6]-gingerol, 

composto isolado de Zingiber officinale, demonstraram reverter a redução do 

clearance de creatinina induzido por gentamicina em rato, melhorando a função 

glomerular e tubular após cinco dias de tratamento. 

No presente trabalho, demonstrou-se que dentre os animais tratados com 

OEZz não houve alterações na excreção de proteínas, como a albumina, nem 

mesmo no nível de proteínas plasmáticas totais. Este dado nos permite sugerir 

que o tratamento não promove dano à barreira de filtração glomerular. Estudos 

futuros são necessários frente a modelos associados a patologias renais. 

Sabe-se que proteínas, em condições homeostáticas, são retidas pela 

membrana basal glomerular. A albumina, porém, possui peso molecular muito 

próximo ao limiar de filtração, o que permite que somente uma pequena 

quantidade seja filtrada em rins saudáveis e posteriormente reabsorvida nos 

túbulos (EATON e POOLER, 2015). Logo, uma vez que o nível de filtração de 

proteínas não sofreu modificação, sugerimos que o tratamento com OEZz não 

promoveu dano as barreiras de filtração. 

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 ação parece estar associada ao bloqueio de canais para cálcio. Em animais 

saudáveis, o tratamento com OEZz demonstrou reduzir o ritmo de filtração 

glomerular, o que não parece estar associado a distúrbios nas barreiras de 

filtração renal. 
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Vários mecanismos, além das contribuições locais, podem contribuir para a 

regulação do tônus vascular, entre eles, destacam-se a atividade anti-inflamatória 

e antioxidante. A presença de mediadores inflamatórios como NO, IL-6, TNFα e 

EROs contribuem para o comprometimento vascular em modelos patológicos por 

reduzir a atividade vasodilatadora local. Neste cenário, o quadro de inflamação 

pode gerar um processo de disfunção endotelial e comprometer o funcionamento 

vascular (SOUZA, 2008; TEIXEIRA, 2014). 

Sabe-se que a inflamação participa da progressão de vários fatores que 

contribuem para o desenvolvimento de DCV, como na aterosclerose e 

hipertensão arterial (CAILLON e SCHIFFRIN, 2016). Em decorrência disto, vários 

marcadores inflamatórios como citocinas, contagem total de leucócitos, proteína 

C-Reativa, entre outros, vem sendo avaliados como indicadores de DCV 

(TEIXEIRA,2014).  

Os macrófagos são um dos principais leucócitos atuantes no estado 

inflamatório (CORRÊA-CAMACHO, 2007). Luz e colaboradores (2013) afirmam 

que estas células estão intimamente relacionadas ao desenvolvimento e evolução 

da doença endotelial, principalmente no processo aterogênico. Estudos como o 

de Mikolajczyk e colaboradores (2016) apontam que em patologias como a 

hipertensão, o nível de citocinas inflamatórias é aumentado em consequência da 

maior infiltração de leucócitos no tecido perivascular. Todavia, quando a infiltração 

foi inibida, reduzindo assim o nível de mediadores inflamatórios, desenvolveu-se 

uma proteção contra a disfunção endotelial induzida por angiotensina II. 

Assim, posto que a inflamação contribui para disfunção endotelial e 

subsequente comprometimento da função vascular, infere-se que a atividade anti-

inflamatória pode ser um mecanismo indireto de  manutenção do tônus vascular, 

uma vez que inibir a inflamação resulta em redução dos níveis de mediadores 

inflamatórios e proteção de modificações patológicas de células endoteliais. 

Nesse sentido, realizou-se neste estudo testes para avaliar a atividade anti-

inflamatória, mensurada pela capacidade de OEZz e Zer de inibir a produção de 

NO por macrófagos murinos. OEZz, bem como zerumbona, demonstraram  

atividade anti-inflamatória de maneira dependente de suas concentrações. Na 

concentração de 12,5µg/mL, ambos demonstraram 100% de inibição na produção 

de NO. 
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Estudos realizados por Chien e colaboradores (2008) apontam para o 

possível efeito anti-inflamatório de constituintes extraídos dos rizomas de Z. 

zerumbet, como zerumbona e 3-o-metil-campeferol. Seus estudos demonstraram 

que a inibição na produção de NO por macrófagos da linhagem RAW 264.7 é 

oriunda da capacidade destes compostos em suprimir a expressão da enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS), responsável pela produção massiva de NO 

em condições inflamatórias. 

Estudos in vivo, como o de Zakaria e colaboradores (2011), mostram a ação 

anti-inflamatória do OEZz em modelos de inflamação aguda (edema de pata 

induzido por carragenina) e crônica (testes de formação de granuloma induzido 

por grânulos de algodão) em ratos tratados com OEZz  nas doses de 30, 100 e 

300 mg/Kg/dia. Nestes animais, o tratamento foi capaz de inibir a formação dos 

edemas e granulomas, além de apresentar atividade antinociceptiva mensura pelo 

teste de formalina. 

Em 2010, Sulaiman e colaboradores também usando modelos de inflamação 

aguda e crônica, como descritos a cima, demonstraram atividade anti-inflamatória 

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 formação 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 macrófagos da linhagem THP-1 pré-incubados com zerumbona (1-

10µM) e estimulados com LPS. Nestes ensaios, os autores demonstraram que o 

tratamento com zerumbona foi capaz de reprimir a secreção de marcadores pró-

inflamatórios, como ciclooxigenase-2 (COX-2), interleucina-6 (IL-6), fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) e expressão do fator nuclear-κB (NF-kB). Em conjunto, 

o tratamento inibiu significativamente a expressão da proteína e do mRNA do 

receptor do tipo Toll (TLR) 2 e 8, bem como a expressão do gene MyD88. Assim, 

afirmaram que a ação anti-inflamatória promovida por zerumbona é reflexo da sua 

capacidade em inibir os TLR 2/4, NF-kB e reduzir a secreção de mediadores 

inflamatórios. 

A utilização de alguns fármacos como as estatinas (inibidores da HMG-CoA 

redutase) têm sido associados com expressiva diminuição da morbidade e 
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mortalidade cardiovascular em pacientes em prevenção da doença coronariana 

(FONSECA, 2005). Estudos como o de Ascer e colaboradores (2004) 

demonstram que as estatinas possuem atividade antiinflamatória e podem 

melhorar a função endotelial. Seu uso causa significativas reduções nos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1 e IL-6), além de inibir a expressão de 

receptores da superfície celular de monócitos, moléculas de adesão e a adesão 

de integrinas aos leucócitos. Segundo os autores, os efeitos hipotensores das 

estatinas estão, pelo menos em parte, relacionados às suas propriedades anti-

inflamatórias, bem como com a melhora da disfunção endotelial. 

Dessa forma, testes para avaliar a inibição de OEZz sob outros mediadores 

inflamatórios como TNF- α, IL-6, Proteína C-Reativa, entre outros, assim como 

sua atividade in vivo, faz-se necessária. Entretanto, nossos resultados, em 

conjunto com o que já foi descrito para OEZz e Zer, permitem- nos sugerir que o 

potencial vasodilatador de OEZz e Zer possam estar associados não apenas a 

sua influência direta sob o músculo liso vascular, mas também à sua atividade 

anti-inflamatória, muito relevante se considerarmos modelos de patologia vascular 

como a hipertensão, que produz acúmulo de células inflamatórias  nos vasos 

sanguíneos, mais precisamente na camada adventícia e no tecido adiposo 

perivascular, estando estas células relacionadas à progressão da doença 

(HARRISON et al., 2012; SCHIFFRIN, 2013). 

Harrison e colaboradores (2011) realizaram exame histopatológico renal de 

pacientes com hipertensão maligna e observaram acúmulo de infiltrado de células 

inflamatórias. Segundo os autores, o infiltrado de macrófagos e células T nos 

glomérulos de animais e humanos promove danos aos rins, com lesão no 

endotélio vascular e nos podócitos (HARRISON et al., 2012).  

Os macrófagos possuem uma participação importante na inflamação do 

sistema cardiovascular, não somente nos rins, mas estão também envolvidos nos 

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

Desta forma, a ação anti-inflamatória de OEZz e Zer não apenas pode estar 

associada a sua ação sob os vasos sanguíneos, mas também a possíveis 

melhoras de distúrbios em órgãos-alvo e do metabolismo de animais em modelo 

patológico como a hipertensão. Todavia, para sustentar essas hipóteses, a 

execução de novos testes faz-se necessária. 
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Outro fator metabólico que pode interferir no bom funcionamento vascular, 

renal e metabólico é o aumento na formação de EROs, caracterizando uma 

condição de estresse oxidativo. As EROs, além de contribuir no processo 

inflamatório, são capazes de inibir a vasodilatação induzida por NO de origem 

endotelial, posto que diminuem a biodisponibilidade deste composto, levando a 

alteração no tônus e, a longo prazo, ao remodelamento vascular (HSIEH,2014). 

Kadoglou e colaboradores (2007) apontam que a presença aumentada de 

EROs esta associada à elevação na deposição de proteínas da matriz 

extracelular, aumento da contratilidade das células do músculo liso vascular,  

migração de monócitos, disfunção 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 concentração. OEZz (100 µg/mL) e Zer (100 µg/mL) 

foram capazes de inibir em 95% e 80% a produção de EROs, respectivamente. 

Apesar da maior eficácia antioxidante do OEZz em relação a Zer, os valores de 

IC50 não demonstraram diferença significativas em suas potências.Assim, tanto 

OEZz como Zer, demonstram ser capazes de neutralizar a ação de EROs. Dessa 

forma, a atividade antioxidante dessas substâncias poderia promover proteção de 

células endoteliais, conservando a biodisponibilidade de NO e preservando o 

funcionamento dos mecanismos vasculares em situações patológicas. 

Na literatura, observa-se descrição de diversos fármacos anti-hipertensivos 

com potencial antioxidantes, tais como os inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (ECA) e os antagonistas dos receptores AT1 de angiotensina II (Ang 

II). Estes fármacos 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 relação dose-resposta definida, desenvolve-se por inibição 

dos efeitos estimulatórios de Ang II, um potente ativador da produção de EROs 

via NADPH oxidase. Assim, os iECA promovem não apenas a inibição dos efeitos 

vasoconstritores de Ang II, mas indiretamente inibem a produção de EROs.   
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A ação antioxidante de antagonistas de receptores AT1 da Ang II também foi 

relatada em modelo de ratos hipertensos. Os grupos tratados revelaram aumento 

no nível de enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), a catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), resultando em níveis diminuídos de EROs 

(SÁEZ, 2004). 

Em 2001, Berkels e colaboradores descreveram o mecanismo antioxidante 

como um sistema de colaboração indireta para preservação do bom 

funcionamento vascular. Neste sentido, os autores demonstraram que o uso de 

nifedipina, anti-hipertensivo bloqueador de canais para cálcio, em células 

endoteliais em cultura produz aumento na biodisponibilidade do NO endotelial, 

possivelmente através de sua ação antioxidante, já que não foram observadas 

alteração na expressão do mRNA e da proteína eNOS, mas o nível de EROs se 

mostrou reduzido. 

Assim, apesar de nossos testes demonstrarem o potencial antioxidante do 

OEZz e Zer, ainda será necessário avaliar quais os mecanismos envolvidos em 

sua ação 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-inflamatórias, podem favorecer sua ação 

vasodilatadora sob o músculo liso vascular. Logo, infere-se que o OEZz e a Zer 

exerçam efeitos vasculares através de múltiplos mecanismos, que direta ou 

indiretamente regulam o tônus vascular, promovendo vasodilatação. 

Em virtude dos fatos mencionados, nosso trabalho demonstra que o óleo 

essencial de Zingiber zerumbet, bem como seu componente majoritário –  

zerumbona, possuem capacidade vasodilatadora demonstrada in vitro e in vivo. 

Este efeito parece estar associado à sua capacidade em promover bloqueio dos 

canais para cálcio em células do músculo liso vascular. Sistemicamente, em 

animais saudáveis, o tratamento com OEZz promoveu aumento nos níveis de 

colesterol total, bem como de HDL e LDL, porém não modificou peso corporal ou 

consumo de água e ração, dessa forma sugere-se que o tratamento com OEZz 

possivelmente promova ativação de síntese hepática e esteja envolvida no 

catabolismo das moléculas de colesterol. Além disto, o tratamento promove 

modificações hemodinâmicas que produzem redução no ritmo de filtração 

glomerular, mas não evidenciamos neste estudo e nas doses testadas prejuízos 
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na barreia de filtração glomerular. Adicionalmente, OEZz e Zer revelaram 

potencial anti-inflamatório e antioxidante, de forma que estas atividades não 

apenas podem contribuir com os efeitos vasodilatadores, como também são 

componentes essenciais na inibição de efeitos lesivos em órgãos-alvo 

normalmente observados em patologias do sistema cardiovascular como a 

hipertensão e o diabetes mellitus.  

As atividades vasodilatadoras observadas para o OEZz, in vitro, demonstram 

uma eficácia maior que aquelas observadas para Zer. Resultados semelhantes 

foram observados para os testes anti-inflamatório e antioxidante. Sabe-se que isto 

é comum aos óleos essenciais, por sua rica composição, sendo possível que seus 

constituintes possuam atividades sinérgicas, potencializando suas atividades. 

Todavia, a potência de Zer, equipara-se e por vezes supera a potência de OEZz, 

a exemplo das análises de reatividade vascular onde a potência vasodilatadora de 

Zer foi maior que a observada para OEZz.  

Assim, OEZz e Zer revelam-se como possíveis ferramentas terapêuticas 

para o tratamento de distúrbios cardiovasculares. Maiores estudos em modelos 

patológicos e em humanos ainda precisam ser realizados para a comprovação 

destas hipóteses. A potencial utilização de OEZz ou Zer como fitoterápico no 

tratamento de distúrbios cardiovasculares, seus efeitos sobre o sistema 

cardiovascular em situações patológicas, sua segurança para o uso clínico e sua 

funcionalidade quando em combinação com outros fármacos disponíveis ainda 

precisa ser avaliada, entretanto, baseado nos resultados experimentais obtidos, 

há evidências para sugerir benefícios clínicos quando associados aos 

medicamentos tradicionais ou em intervenções terapêuticas como em stents 

farmacológicos em pacientes que sofram de doença cardiovascular.  
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Macrófagos de fenótipo M1 e M2 associados à disfunção endotelial1. 
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Resumo 
 

Estudos envolvendo a polarização de macrófagos têm gerado vários resultados que evidenciam a associação 
dos diferentes fenótipos de macrófagos com a disfunção endotelial e outras doenças cardiovasculares. 
Atualmente, existem dois fenótipos de macrófagos bem descritos, os macrófagos classicamente ativados 
(M1), também conhecidos como macrófagos pró-inflamatório e os alternativamente ativados (M2), 
conhecidos como macrófagos anti-inflamatórios. Estudos indicam que a presença de macrófagos do subtipo 
M1 aumenta a produção de citocinas inflamatórias, como o TNF-α, o que leva a uma série de alterações 
inflamatórias no tecido vascular.  Essas alterações contribuem para a ativação do endotélio, disfunção 
endotelial e até mesmo com a hipertensão.  Por outro lado, a presença de macrófagos M2 tem sido 
relacionada à melhora da disfunção endotelial, promovendo melhora da função do endotélio e redução na 
pressão arterial, porém, em grande número, podem promover fibrose e remodelamento tecidual. Essas 
informações tornam-se importantes, essencialmente pela possibilidade de proporcionar novos elementos 
terapêuticos no combate das doenças vasculares. Assim sendo, o objetivo desta revisão é relatar os principais 
avanços científicos que apontam para a relação de macrófagos M1 e M2 associados à disfunção endotelial. 
Palavras-Chave: disfunção endotelial, macrófagos M1, macrófagos M2, polarização de macrófagos. 
 

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-α, 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. 
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1. Introdução 

O conhecimento sobre a polarização 
de macrófagos e sua relação com o 
endotélio está em constante progresso. Os 
diferentes fenótipos de macrófagos têm 
sido alvos de diversos estudos, uma vez 
que se tem demonstrado como podem 
estar associados com a manutenção de 
diferentes patologias.  

A princípio, os primeiros fenótipos de 
macrófagos a serem descritos foram: 
macrófagos classicamente ativados 
(chamados de M1)45 e os macrófagos 
alternativamente ativados (chamados de 
M2)51. Acreditava-se que estes seriam os 
únicos fenótipos de macrófago existentes, 
porém, posteriormente, estudos de 
Mosser e Edwards (2008)43observando o 
espectro completo de ativação dos 
macrófagos, relataram que M1 e M2 
seriam somente as extremidades deste 
espectro, logo, haveriam outros fenótipos 
de macrófagos a serem descritos. Em 
2010, novos fenótipos de macrófagos 
foram descobertos e descritos como M4 e 
Mox18,22.  

Inicialmente, o endotélio era 
conhecido apenas por ser uma 
monocamada de células que cobrem o 
lúmen vascular. Até que em 1980, 
Furchgott e Zawadzki6, relatam um fator, 
produzido pelo endotélio vascular, que 
promovia vasodilatação induzida por 
acetilcolina. A partir daí o endotélio 
deixou de ser apenas uma estrutura 
anatomicamente importante, para ser 
bioquimicamente atuante na função 
vascular e fisiologia do sangue. Hoje, 
sabe-se que ele é metabolicamente ativo e 
desenvolve funções como: controlar o 
transporte de pequenas e grandes 
moléculas, manter a estrutura da parede 
vascular, controlar a dilatação e a 
contração, promover angiogênese e 
produzir mediadores que interferem com 
crescimento, atividade, migração e morte 
de células do músculo liso vascular9,50,58. 
Assim sendo, atualmente atribui-se ao 
endotélio vários papéis importantes, tanto 
em eventos fisiológicos quanto 

fisiopatológicos como observado no 
diabetes mellitus6, hipertensãoarterial5, 
aterosclerose33 e outras doenças 
cardiovasculares32. 

Deste modo, a presente revisão tem 
como objetivo reunir e relatar os 
principais estudos científicos 
relacionados a macrófagos M1 e M2 
associados à disfunção endotelial, bem 
como os fatores que parecem contribuir 
para a polarização de macrófagos entre os 
diferentes fenótipos. 

 

2. Metodologia 

Para elaboração desta revisão, 
realizou-se um levantamento 
bibliográfico utilizando as palavras-
chave: “endothelial dysfunction”, “M1 
macrophage”, “M2 macrophage”, 
“polarization of macrophages”, 
“endothelium function”, “macrophage 
plasticity” e “função e disfunção 
endotelial”. A pesquisa foi realizada nos 
seguintes sites de busca: Google 
Acadêmico, Periódicos Capes, Pubmed, 
SciELO, Science Direct, Scopus e Web 
of Science. Foram encontrados inúmeros 
artigos, no período 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 revisão. 

3. Revisão bibliográfica 

3.1 Perspectiva histórica dos 
macrófagos e sua polarização. 
 A primeira descrição para os 
macrófagos ocorreu em 1883, quando Eli 
Metchnikoff descreve pela primeira vez 
os fagócitos (palavra grega que significa 
“células que comem”) a partir da 
observação de células de estrelas e 
esponjas do mar capazes de englobar 
partículas e espinhos. Posteriormente, 
descobriu que estas células eram eficazes 
na eliminação de patógenos, tanto em 
invertebrados quanto em vertebrados38. 

Metchnikoff também foi o 
responsável pela base do conceito de 
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ativação dos macrófagos, quando em 
1905, relatou que os macrófagos de 
animais infectados possuíam uma maior 
capacidade microbicida15,38. 

Por volta de seis décadas depois, o 
mecanismo de eliminação de patógenos 
pelos macrófagos foi gradativamente 
esclarecido, porém, ainda não era claro 
como os macrófagos tinham sua 
capacidade fagocítica melhorada frente a 
uma infecção. 

Em 1973, estudos como o de 
Norte e colaboradoresl4, mostraram que 
existiam fatores celulares independentes, 
isto é, sem o envolvimento de agentes 
patogênicos, que promoveriam a ativação 
dos macrófagos. Davi et al7. sugeriram 
que os linfócitos seriam as principais 
células responsáveis pela ativação dos 
macrófagos, o que aumentaria sua 
capacidade microbicida. 

Estudos seguintes, identificaram o 
interferon-gama (IFNγ), secretado pelos 
linfócitos, como sendo o principal fator 
de interação com os macrófagos. Assim 
sendo, este seria o responsável pela 
ativação de macrófagos em repouso, uma 
vez que ao interagir com os mesmos 
promovia um aumento do potencial 
fagocítico, da secreção de citocinas pró-
inflamatórias e de mediadores tóxicos 
como as espécies reativas de oxigênio 
(ROS)45. 

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

Com o avanço das pesquisas com 
células imunitárias, em 1989, surgiu o 
conceito de heterogeneidade de células T 
helper (Th), propondo-se o conceito de 
Th1 e Th242. 

A partir disto, investigou-se as 
citocinas produzidas por esses tipos de 
linfócitos. Abramson et al. (1990)19  
descreveram a interleucina-4 (IL-4) , 
secretada por linfócitos Th2, como sendo 
um fator de ativação dos 
macrófagos.Porém, esta nova forma de 
ativação induziria os macrófagos a uma 
polarização diferente da descrevida 

anteriormente, a clássica. A ativação de 
macrófagos por IL-4 os induziria a 
adquirirem um fenótipo distinto, com 
produção de ROS diminuída e aumento 
na expressão de moléculas do complexo 
principal de histocompatibilidade de 
classe 2 (MHC-2), características estas 
divergentes do fenótipo M1. 

Estudos de Stein et al.51, 
corroboraram com os estudos de 
Abramson (1990)1, ao descobrir que tanto 
IL-4 quanto IL-13 interagiam com os 
macrófagos pelo receptor de manose 1 
(MCR1), expresso na superfície celular 
deste. Esta interação seria a responsável 
pelo aumento na expressão de MHC-2, 
além de desenvolver características 
fenotípicas diferentes de M1. Sendo 
assim, desenvolveu-se o conceito de 
macrófagos alternativamente ativados, 
também ditos macrófagos M2. 

Com o avanço das pesquisas, 
Mosser e Edwards (2008)43 sabendo que 
a plasticidade dos macrófagos refletia a 
diferentes estímulos presente no 
microambiente no qual ele estava 
inserido, passaram a analisar o espectro 
completo de ativação dos macrófagos, 
como resultado, eles apontaram que M1 e 
M2 não eram os únicos  

Atualmente, estudos têm 
colaborado para elucidação desta 
polarização. Em 2010, Gleissner et al. e 
Kadl et al. descreveram dois novos 
fenótipos de macrófagos denominados de 
M4 e Mox18,22. Além disto, múltiplas 
descobertas têm demonstrado como esses 
diferentes tipos de fenótipos podem estar 
diretamente associados ao 
desenvolvimento de patologias, a 
exemplo da aterosclerose32, diabetes 
mellitus6, hipertensão arterial5, asma41, 
infecções por diferentes patógenos30, 
entre outras. 

 
3.2 Macrófagos classicamente 

ativados (M1). 
 De modo geral, os macrófagos 
M1são caracterizados por participarem da 
resistência contra parasitas intracelulares 
eno desenvolvimento de tumores.  São 
conhecidos por sua atividade pró-
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inflamatória  e  ativados  através  da  ação  
de substâncias  como  lipopolissacarídeos  
(LPS),  interferon-gama  (IFNɣ),  fator  
de  necrose tumoral  alfa  (TNFα),  
interleucina-1 (IL-1)21,34,36, agonistas de 
receptores do tipo Toll (TLR)16, 
especificamente agonistas dos TLR411, 
bem como agonistas do transdutor de 
sinal e ativador de transcrição 1 
(STAT1)47.O acoplamento do agonista ao 
TLR desencadeia a cascata de ativação do 
fator nuclear kappa B (NF-ҡB) 
promovendo a secreção de mediadores 
inflamatórios característicos do fenótipo 
M13. Além disso, macrófagos 
M1exercem atividades citotóxicas que 
resultam da liberação de grande 
quantidade de óxido nítrico a partir da 
óxido nítrico sintase  indutível  (iNOS)  e  
de  espécies  reativas  de  oxigênio  
(ROS)28. Macrófagos M1 também podem 
ser identificados por possuírem uma 
elevada expressão de receptores com 
estruturas colagenosas (MARCO) e 
supressor de sinalização de citocinas 3 
(SOCS3), além de secretarem citocinas 
como TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, 
bem como produzirem cicloxigenase 2 
(COX2) e idoleamina 2,3-dioxigenase 1 
(IDO1)44.   Desta forma, macrófagos  M1  
são  considerados  potentes  células  
efetoras intimamente relacionadas aos 
processos inflamatórios em um 
organismo. 

 
3.3Macrófagos alternativamente 

ativados (M2) 
  A via da cascata Th2 produz 

citocinas que promovem a diferenciação 
de macrófagos para o subtipo M2. Estes 
macrófagos estão envolvidos nas 
respostas anti-inflamatórias e atuam na 
manutenção da homeostase tecidual. As 
principais substâncias que provocam essa 
diferenciação são IL-4 e IL-
1351.Receptores de IL-4 presentes nos 
macrófagos, estimulados por seu 
agonista, ativam STAT6 que por sua vez 
ativa a transcrição de genes típicos do 
fenótipo M248. A resposta anti-
inflamatória produzida por macrófagos  
M2  é  seguida  por  remodelamento  

tecidual  funcional  e angiogênese local31. 
Além disso, macrófagos M2 estão 
envolvidos na imunoregulação e nas 
reações alérgicas35 através da produção 
de citocinas anti-inflamatórias como IL-
4, IL-13, IL-10, IL-12 e TGF-β21,35,36,44. 
Em geral, estes macrófagos também são 
caracterizados por expressar receptor de 
manose tipo C1 (MRC1), supressor de 
sinalização de citocinas tipo 2 (SOCS2), 
fator de regulação 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)44. 

 
3.4 Disfunção endotelial 
O endotélio representa uma 

camada única de células pavimentadas 
que recobre o interior dos vasos 
sanguíneos, localizando-se entre a 
corrente sanguínea e a parede dos vasos2. 
As células que compõem o endotélio são 
chamadas de células endoteliais e são as 
responsáveis por proporcionar uma 
barreira anticoagulante, além de 
funcionar como uma barreira de 
permeabilidade seletiva52.  

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 à atividade de 
relaxamento promovida pela 
acetilcolina15. Atualmente, além da 
atividade do endotélio sobre a 
vasodilatação, aponta-se que o endotélio 
possui funções primordiais para o bom 
funcionamento vascular, uma vez que ele 
é capaz de detectar estímulos mecânicos e 
hormonais. Em resposta a estes 
estímulos, possui a capacidade de secretar 
substâncias que regulam a função 
vasomotora (vasoconstrição e 
vasodilatação), desencadeiam processos 
inflamatórios e afeta a hemostasia. As 
principais substâncias vasodilatadoras 
sintetizadas pelo endotélio são: o óxido 
nítrico (NO), as prostaciclinas e o fator 
hiperpolarizante derivado do endotélio12. 
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Endotelina-1 (ET-1), angiotensina 
II (Ang II), tromboxano A2 e espécies 
reativas de oxigênio (ROS) representam 
os principais vasoconstritores produzidos 
pelo endotélio31,56. Além destas 
substâncias, o endotélio também é capaz 
de produzir moduladores inflamatórios 
como o próprio NO, moléculas de adesão 
intercelular-1 (ICAM-1), moléculas de 
adesão vascular-1 (VCAM-1), E-selectina 
e NF-kB56. A liberação adequada dessas 
substâncias vasoativas e da expressão 
dessas moléculas de adesão, na superfície 
das células endoteliais, mantém o estado 
de homeostase. 

Inicialmente, a disfunção 
endotelial foi descrita como uma 
vasodilatação prejudicada, mesmo frente 
a estímulos específicos, como 
acetilcolina. Entretanto, hoje, 
compreende-seque o termo não se 
restringe apenas a redução da capacidade 
vasodilatadora, mas refere-se também a 
um estado pró-inflamatório e pró-
trombótico desenvolvidos pela ativação 
das células endoteliais12. 

A disfunção endotelial tem sido 
associada à progressão de doenças como 
a hipertensão arterial49, a ateroslerose8, 
entre outras doenças cardiovasculares 4. 

 
3.5 Macrófagos M1 associados à 

disfunção endotelial. 
Muitos estudos têm sido 

realizados para investigar como os 
fenótipos dos macrófagos, sobretudo M1 
e M2, podem influenciar no 
desenvolvimento e na manutenção da 
disfunção endotelial, bem como de outras 
patologias. 

Estudos recentes, como de 
Metcalf (2015)37, feito com meio de 
cultura acondicionado (MC) a partir de 
macrófagos M1 e M2, postos em co-
cultura com células endoteliais de veia 
umbilical humana (HUVECs) 
demonstraram aumento na expressão de 
VCAM-1, ICAM-1 e aumento nos níveis 
de TNFα quando co-cultivados com MC 
oriundos de M1. No mesmo trabalho, é 
realizado o mesmo experimento com MC 
oriundo de macrófagos associados ao 

gliobastoma e estes promovem respostas 
semelhantes aos M1. Em conjunto estas 
respostas promovem um estado pró-
inflamatório sob as células endoteliais, 
ampliando o recrutamento de macrófagos 
por meio do aumento na regulação das 
moléculas de adesão, além de promover 
propriedades pró-trombóticas e o 
extravasamento vascular, induzindo a 
neovascularização do gliobastoma.  

Na aterosclerose, múltiplas 
pesquisas têm indicado que a diferença na 
concentração de macrófagos com 
diferentes fenótipos é extremamente 
importante na determinação da 
fragilidade da placa ateromatosa, pois o 
aumento da concentração do macrófago 
M1 produz um maior processo 
inflamatório, seguido por crescimento da 
placa, redução da estrutura fibrosa, maior 
chance de ruptura e de eventos 
tromboembólicos. Esta sucessão de 
eventos pode provocar a isquemia 
periférica de membros inferiores ou de 
órgãos alvos como o coração e o 
encéfalo13,17,55. 

Estudos como o de Landry et al. 
(1997)27, utilizando um modelo de lesão 
arterial em ratos, mostram que a presença 
de TNFα, que por sua vez é um dos 
principais produtos  secretados  por  
macrófagos  M134,  ativa  o  fator  de 
transcrição nuclear kB (NF-kB), levando 
a uma série de alterações inflamatórias no 
tecido  vascular  como,  por  exemplo,  o  
aumento  na  expressão  de  moléculas  de 
adesão  na  superfície  das  células  
endoteliais  e  do  músculo  liso  vascular, 
possibilitando um aumento do infiltrado 
de macrófagos, mantendo, assim, o 
estado inflamatório. Essas alterações 
resultam em ativação endotelial que 
contribui para o desenvolvimento de 
disfunção endotelial.  

Guzik et al. (2007)19, analisando a 
importância patofisiológica do aumento 
de TNF-α, tratou camundongos C57BL/6 
com etanercept, um inibidor do TNFα, no 
modelo de hipertensão arterial por 
infusão de angiotensina II (Ang II). Os 
resultados revelaram que o tratamento 
com etanercept impediu o 
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desenvolvimento de hipertensão induzida 
pela Ang II, além de reduzir a produção 
de superóxido (O2-) vascular, inibindo o 
estresse oxidativo. Estes dados 
corroboram ainda mais com a relação 
entre a presença de macrófagos M1 
(produtor de TNF-α) e a manutenção da 
hipertensão arterial e suas complicações.  

Segundo Ferreira et al.  (2013)14, 
o acondicionamento de HUVECs com 
TNFα, induz ao estado inflamatório nas 
células endoteliais, já que nesta  condição 
ocorre  aumento  na expressão  de  
marcadores inflamatório  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 substâncias 
inibidoras de citocinas pró-inflamatórias 
como a grelina, pode reduzir o estado 
inflamatório de maneira concomitante à 
redução de IL-8, MCP-1 e  inibição  da  
ativação  do  NF-kB29,53. 

A proteína reativa C (PCR) tem 
sido descrita como um marcador de risco 
independente na predição de doenças 
cardiovasculares. Assim sendo, a mesma 
já tem sido associada à disfunção 
endotelial54,10. Estudos, como o de 
Devaraj et al. (2011)10, avaliaram como a 
PCR influencia na polarização de M1 e 
M2, interferindo assim no quadro de 
disfunção endotelial. Seus resultados 
descrevem que o tratamento com PCR 
resulta numa significativa polarização 
para M1, visto a partir da elevação de 
TNFα, IL-6, IL-1β e MCP-1, condição 
esta que promove a manutenção do 
quadro de disfunção endotelial. Outro 
achado importante, neste mesmo 
trabalho, é a descrição da conversão de 
macrófagos M2 para o fenótipo M1 frente 
à incubação com PCR, corroborando o 
conceito de que os estímulos presentes no 
microambiente é quem determinarão para 
qual fenótipo os macrófagos irão se 
polarizar. Adicionalmente, os autores 
demonstram a plasticidade deste 
processo, com modificação fenotípica 
mesmo em macrófagos já diferenciados 
para um determinado fenótipo. Isto é, 

observa-se a possibilidade de conversão 
entre um fenótipo e outro, dependendo do 
estímulo recebido por estas células. 

Assim como os estudos anteriores, 
Kawanishi et al.23(2010), em seus estudos 
com o tecido adiposo, demonstra que 
macrófagos M1 estão envolvidos na 
manutenção do estado inflamatório 
crônico, enquanto macrófagos M2 inibem 
este estado. 

No quadro de hipertensão arterial, 
estudos como o de Moore et al. (2015)39, 
demonstraram que nessa condição há 
acúmulo de macrófagos M2na  parede da 
aorta de camundongos. Já havia sido 
determinado por outros pesquisadores a 
deposição de macrófagos na aorta e como 
isso colabora para a fibrose e 
enrijecimento das artérias20,40,57.  Neste 
trabalho, o autor descreve como a 
polarização de macrófagos ocorre no 
desenvolvimento da hipertensão, 
demonstrando que entre 14-28 após a 
infusão de Ang II, os macrófagos que se 
acumularam nesse intervalo de tempo 
indicam ser M2, com base na sua 
expressão de MCR1, arginase-1 e na 
diminuição na expressão de iNOS. 
Porém, estudos anteriores25,26, realizados 
nos estágios iniciais da hipertensão, entre 
os 7 dias iniciais após a infusão de Ang 
II, relataram que macrófagos M1, 
avaliados pela expressão de iNOS, 
estavam acumulados na aorta, o que 
promoveria a inflamação vascular através 
do recrutamento de células Natural Killer, 
aumentando a produção de INFγ e 
produzindo disfunção endotelial pelo 
desacoplamento da oxido nítrico sintase 
produzida pelo endotélio (eNOS). 

Entende-se, a partir destes estudos 
que a mudança no estado de ativação dos 
macrófagos na parede dos vasos é 
dependente do tempo de desenvolvimento 
da hipertensão, assim sendo, no início da 
hipertensão a presença de M1 estaria 
associada a inflamação vascular e 
disfunção endotelial. Porém, com o 
progresso da doença, os macrófagos se 
polarizariam para um fenótipo M2, 
contribuindo no enrijecimento das 
artérias, uma vez que produzem TGFβ e 
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fator de crescimento derivado de 
plaquetas, os quais influenciam na 
diferenciação de fibroblastos em 
mioblastos, aumentando a produção de 
colágeno61.  

Estudos como o de Khallou et al. 
(2010)24, indicam que em contato com o 
meio acondicionado de macrófagos M2, 
células do músculo liso são estimuladas à 
proliferação, assim, o número aumentado 
de macrófagos M2 na parede vascular 
contribuiria para o remodelamento 
vascular. 

Ter conhecimento de que fenótipo 
está presente no desenvolvimento da 
patologia, bem como compreender os 
diferentes fatores que produzem 
polarização de macrófagos é de suma 
importância, pois permite que mais tipos 
de tratamentos sejam usados, além de 
torná-los mais específicos, ampliando a 
eficácia da terapia farmacológica. 

4. Conclusão 

Muitos avanços foram feitos com 
os estudos de polarização de macrófagos 
e células endoteliais. Como vimos, ainda 
estamos em fase de descobertas. Podemos 
inferir que os fenótipos M1 e M2 
estimulam de diferentes formas as células 
endoteliais. Macrófagos M1, bem como 
as citocinas pró-inflamatórias por eles 
produzidas, promovem a manutenção do 
estado de disfunção endotelial. Em 
contrapartida, a presença de macrófagos 
M2 e das citocinas anti-inflamatória 
secretadas por eles, estaria envolvida com 
o desenvolvimento de remodelamento 
vascular. Entretanto, a identificação dos 
fatores que promovem a polarização de 
macrófagos e o entendimento dos 
mecanismos associados à disfunção 
vascular associada à atividade dos 
macrófagos ainda necessita ser melhor 
investigado de forma a elucidar novas 
estratégias terapêuticas no combate de 
doenças vasculares. 
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