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RESUMO

Estudos recentes, realizados no LFE da UFC, mostraram que o extrato aquoso da planta
Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt. et Smith (EaAz), conhecida popularmente como col6nia, causa
atividade vasodilatadora na aorta toracica isolada de rato. Objetivando encontrar o principio
ativo desta planta, o EaAz foi fracionado com diferentes solventes e a atividade
vasodilatadora das fragdes foi avaliada em anéis da aorta toracica isolada de rato. Além disso,
o mecanismo de a¢do da fragdo acetato de etila obtida a partir do EaAz foi caracterizado.
Ratos machos Wistar (250 a 300 g), oriundos do biotério da UFC, foram sacrificados por
deslocamento cervical e a aorta toracica removida e dissecada. Montaram-se os anéis da aorta
(4 a 5 mm) em cameras organicas, contendo solucdo de Krebs, aeradas com carbogénio e
mantidas a 37°C, para a medida de variagcdes na tensdo isométrica. A integridade do endotélio
foi avaliada utilizando-se a acetilcolina (ACh; 107 M) e, posteriormente, o EaAz e as fragdes
obtidas do EaAz, hexanica (FHxAz), acetato de etila (FAmAz), diclorometano (FDmAZz)
(0,15; 0,5; 1,5; 5; 15 e 50 ug/mL) foram testados em preparagdes contraidas com fenilefrina
(Phe; 10® — 3x10™® M). A fragio FAmAz, ACh e nitroprussiato de sodio foram testados em
preparacdes desprovidas de endotélio e tratadas com L-NAME (100 uM), caribdotoxina
(CTX; 100nM) mais apamina (100 nM), ODQ (30 uM), catalase (500 U/mL), superdxido
dismutase (SOD; 500 U/mL) e PEG-catalase (500 U/mL). O EaAz e as fracoes FHxAz e
FAmAz foram capazes de relaxar, significativamente, a aorta tordcica isolada de rato,
apresentando os respectivos ECsy 19,73, 11,15 € 9,08 (n =15, 5 e 7, respectivamente, para cada
grupo). Contudo, a fragdo FDmAz ndo apresentou atividade vasodilatadora. Depois,
caracterizou-se a resposta vasodilatadora da fragdo FamAz, resposta essa que foi abolida em
preparagdes desprovidas de endotélio e tratadas com L-NAME (n = 5), ODQ (n = 6) e PEG-
Catalase (n = 2). Contudo, o efeito vasodilatador da fracdo FAmAz permaneceu inalterado
apos tratamento com CTX mais apamina, catalase e SOD na aorta toracica de rato (n =35, 6 ¢
6, respectivamente, para cada grupo). Segundo nossos resultados, as fragoes FAmAz e FHxAz
apresentaram uma maior poténcia na sua atividade vasodilatadora comparada ao EaAz. Este
dado sugere que estas fragdes, possivelmente, contém os principios ativos responsaveis pela
atividade vasodilatadora do EaAZ. Além disso, concluiu-se que a atividade vasodilatadora
produzida pela FAmAZz na aorta toracica de rato ¢ dependente do endotélio e via NO-GMPc,

talvez contando com a participacdo das espécies reativas do oxigénio ao nivel intracelular.

Palavras-chave: Alpinia. Endotélio vascular. Vasodilatagdo. Oxido Nitrico.



ABSTRACT

Recent studies conducted at the LFE showed that the aqueous extract from Alpinia zerumbet
(Pers.) Burtt. et Smith (EaAz), popularly known as Colonia, causes vasodilation on isolated
rat aortic rings. In order to find the active compound, the EaAz was diluted with different
solvents and the vasodilator effect from the different fractions was analyzed on isolated rings
of rat aorta. Additionally, the mechanism of action of the ethyl acetate fraction obtained from
EaAz was characterized. Male rats Wistar (250 to 300g), provided by the vivarium of UFC,
were terminated by cervical dislocation and the thoracic aorta was removed and dissected.
The aortic rings (4 to 5 mm) were placed in chambers, which contained Krebs solution and
carbogen and were kept at 37° C, in order to measure isometric tension variation. The
endothelium integrity was assessed with acetylcholine (ACh; 10 M). Afterwards, the EaAz
and the other fractions obtained from EaAz, hexane (FHxAz), ethyl acetate (FAmAZz),
dichloromethane (FDmAZz) (0,15; 0,5; 1,5; 5; 15 and 50 pg/mL) were tested in preparations
that contained phenylephrine (Phe; 10 — 3x10™® M). The FAmAz fraction, ACh and sodium
nitroprussiate (SNP; 10™® M) were tested in preparations without endothelium and treated with
L-NAME (100 uM), charybdotoxin (CTX; 100nM) plus apamine (100 nM), ODQ (30 uM),
catalase (500 U/mL), superoxide dismutase (SOD; 500 U/mL) and PEG-catalase (500 U/mL).
The EaAz and the FHxAz and FAmAz fractions were able to relax significantly the isolated
rat aortic rings, and ECs, was respectively 19,73, 11,15 and 9,08 (n =5, 5 and 7, respectively,
for each group). However, the FDmAz fraction did not present vasodilator activity. The
vasodilatory effect of the FAmAz fraction was characterized. The vasodilator activity of the
FAmAZz fraction was impaired in preparation without endothelium and previously treated with
L-NAME (n = 5), ODQ (n = 6) and PEG-Catalase (n = 2). However, the vasodilator activity
of the FAmAZz fraction remained unchanged after treatment with CTX plus apamin, catalase
and SOD on the isolated rat aortic rings (n = 5, 6 and 6, respectively, for each group). The
FAmAz and FHxAz fractions presented higher potency in their activity when compared to
EaAz. This phenomenon suggests that these fractions possibly contain the active compound
responsible for the EaAZ vasodilator effect. In addition, it was concluded that the vasodilator
effect caused by the FAmAZz fraction on the isolated rat aortic ring is endothelium-dependent
and via NO-cGMP. We also believe that the intracellular reactive oxygen species play an

important role on the vasodilator mechanism.

Keywords: Alpinia. Vascular endothelium. Vasodilation. Nitric Oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

A fitoterapia ¢ conhecida, popularmente, como o estudo das plantas medicinais e
suas aplicagdes na cura das doengas. Desde a antiguidade, até os dias atuais, as plantas vém
sendo exploradas pelas suas propriedades benéficas a saude humana. Na China, surgiu por
volta de 3.000 a.C. quando o imperador Cho-Chin-Kei descreveu as propriedades do Ginseng
e da Canfora.

Segundo a legislagdo brasileira em vigor, RDC n° 48, de 16 de margo de 2004,
tem-se a seguinte definicdo do que seriam produtos fitoterapicos:

“Fitoterapico: medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficdcia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Sua eficacia e
seguranc¢a sdo validadas através de levantamentos etnofarmacologicos de utilizag@o,
documentagdes tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos fase 3. Nao se
considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composi¢do, inclua

substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associa¢des destas com
extratos vegetais”.

Nesta defini¢do, pode-se notar a preocupagdo do legislador com a comprovagao
da seguranga e da eficidcia do medicamento fitoterapico. Tal cautela em parte surgiu como
resposta as insegurangas demonstradas, pela classe médica e pelo publico em geral, em
relagdo ao uso de remédios fitoterapicos, que em momento nenhum devem ser considerados
como terapia alternativa. Atualmente, encontram-se a disposicao diversos medicamentos, de
sucesso € de uso diario, produzidos através de plantas (TYLER et al., 1998; GOLDMAN,
2001). Mas, em contrapartida, existe uma grande desconfianga e ceticismo por parte da classe
médica em relagdo ao seu uso (MILLS; BONE, 2000). Tal fato ¢ desencadeado pela escassez
de informagdes precisas sobre a eficacia e qualidade desses medicamentos. A despeito da
importancia desses produtos, poucos foram minuciosamente estudados sob a otica clinica e
toxicologica e, durante muitos anos, foram comercializados sem normas precisas de registro
por parte do governo brasileiro (PETROVICK et al., 1997).

A idéia de que os remédios fitoterapicos sao desprovidos de efeitos colaterais
deve ser banida do imagindrio popular. Varios estudos demonstram que as plantas contém
diversos componentes que sdo altamente toxicos, como agentes antineoplasicos, glicosideos
cardioativos, alcaldides pirrolizidinicos, dentre varios (FARNSWORTH et al., 1993; De
SMET, 1995; DREW; MYERS, 1997; BRINKER, 1998; CUPP, 2000), muito embora os
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efeitos colaterais do uso de fitoterdpicos sejam menos freqiientes que os causados por drogas
sintéticas (BROWN, 1992; D’ARCY, 1993).

Nos paises em desenvolvimento, o uso terapéutico de plantas medicinais e seus
manufaturados ajuda a reduzir a importacdo de drogas e acarreta também desenvolvimento
econdmico (FERREIRA, 1998). No desabrochar da industrializacdo brasileira, as empresas
recém-criadas comegaram a produzir fitomedicamentos baseadas nas informagdes e
formulacdes tradicionais, o que se perpetuou até a década de quarenta, quando as empresas
multinacionais se instalaram no Brasil e, a partir de entdo, se iniciou a comercializa¢ao de
drogas sintéticas (PETROVICK, 1996), que passaram a dominar o mercado até os dias de
hoje.

Como reflexo da globalizacdo, revitalizou-se o interesse pela preservacao das
areas verdes do planeta, mais precisamente a Amazonia, e, por conta disso, o consumidor
brasileiro passou a procurar e investir mais em produtos naturais, aquecendo assim o interesse
dos pesquisadores pelo conhecimento sobre plantas medicinais. Na regido Amazonica, 260
plantas entre nativas e cultivadas foram catalogadas em duas comunidades que vivem nas
margens da Baia de Marajo — PA; 1.200 sdo comercializadas no mercado Ver-o-peso, em
Belém — PA; outras 242 espécies sdo cultivadas em quintais residenciais em Belém
(AMOROZO; GELY, 1988; PRANCE, 1992).

Existem varios critérios que orientam a selecdo de espécies vegetais destinadas ao
estudo, tais como a abordagem etnofarmacologica, na qual a selecdo e descri¢do da espécie €
realizada de acordo com o seu uso terapéutico, evidenciado por um determinado grupo étnico.
Isto favorece uma maior possibilidade de descoberta de novas substincias bioativas. A
descri¢cdo do histérico da planta, eficaz no tratamento e na cura de doengas, torna possivel o
seu estudo com uma consideravel economia de tempo e de recursos.

As plantas medicinais para o Brasil sdo de extrema importancia, considerando o
grande numero populacional espalhado pelo enorme territorio, no qual nem sempre
medicamentos industrializados especificos sdo encontrados com facilidade, ndo existindo
apenas esse empecilho, pois a grande parte da populagdo de baixa renda ndo possui recursos
suficientes para aquisi¢do desses. Para os que residem em regides mais distantes e pouco
desenvolvidas, onde nem mesmo a luz elétrica existe, os fitoterapicos sdo bastante
importantes, pois na flora pode-se encontrar a cura para seus males constituindo-se uma
farmadcia natural (LAINETTIL; BRITO, 1980).

O uso das plantas medicinais, quando corretamente dosado, ndo traz praticamente

nenhum efeito adverso. Portanto, desse fato se extrai a maxima, de que a avaliacdo das
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propriedades atribuidas a uma planta ¢ de vital importancia para que se possa aferir a

confirmacdo ou invalidagdo de seus efeitos.

1.2 A Planta Alpinia zerumbet

A familia Zingiberaceae ¢ a maior da ordem Zingiberales, constituida de 53
géneros e mais de 1.200 espécies nativas de regides tropicais, especialmente do sul e do
sudeste da Asia (CRONQUIST, 1981; KRESS e al., 2002). Suas espécies, principalmente da
floresta primaria, crescem em habitats sombreados ou semi-sombreados, ricos em humus.
(DAHLGREN et al., 1985).

A familia possui bastantes espécies uteis ao consumo, fornecendo alimentos,
perfumes, condimentos de propriedades aromaticas, corantes, fibras e papel (TOMLINSON,
1969). O gengibre, Zingiber officinale Rosc., € usado para fins medicinais e como condimento
(JOLY, 1993), os géneros Zingiber, Alpinia, Nicolaia, Hedychium e Kaempferia sdo bastante
conhecidos no aspecto ornamental, pela beleza da folhagem e da inflorescéncia (WINTERS,
1995). Alpinia ¢ o maior género da familia, com mais de 200 espécies (CRONQUIST, 1981).

A espécie estudada, Alpinia zerumbet, ¢ conhecida pelos nomes vulgares de
colonia, paco-seroca, cuité-acu, pacova (ALMEIDA, 1993), gengibre concha (LORENZI;
SOUZA, 1995), cardamomo-do-mato, cardamomo-falso, cana-do-brejo, cana-do-mato e paco-
seroso (MACHADO, 1996).

Alpinia speciosa Schum ou Alpinia zerumbet ¢ uma planta herbacea aromatica,
perene, geralmente com rizoma do qual nasce o caule aéreo; este transporta folhas em geral
disticamente dispostas, lanceoladas, pontudas, verdes-luzidias, de margens ciliadas de 50 a 70
cm de comprimento por 10 a 12 cm de largura, com larga bainha na base, que envolve o
caule. No limite da folha com a bainha, se encontra uma ligula desenvolvida. As flores
apresentam-se em grupos, protegidas por bracteas vistosas hermafroditas fortemente
zigomorfas. O androceu ¢ composto de um tUnico estame fértil com grande antera e um
nimero variavel de estaminodios, em geral quatro, grandes petaloides, que desempenham a
funcdo de atracdo da flor. O fruto ¢ uma cdpsula subglobosa, com 2 cm de diametro,
polispérmica.

A coldnia chegou ao Brasil no século XIX para o Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, recebendo o nome de flor-da-redencdo e bastdo-do-imperador, nomes advindos do
fato de terem sido usadas as flores dessa planta para presentear a princesa Isabel, logo apos

assinatura da Lei Aurea (CORREA, 1975). Essa planta, ainda hoje, é bastante utilizada em
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rituais de crengas afro-brasileiros, juntamente com a malva-branca, cipo-cabeludo e jurema,

visando a indugao ao transe.

1.2.1 Uso popular

Os autores se referem a vdrios fins aos quais se destinam as espécies do género
Alpinia na cultura popular, dentre os quais: diurético, carminativo, estomaquico, anti-emético,
espasmolitico, antiinflamatério, antiofidico, anti-histérico, vermifugo, no combate ao
reumatismo e como tonico em geral (CRUZ, 1965; ALMEIDA, 1993).

Segundo Itokawa et al. (1981), na China, a droga “yakuchi”, derivada dos frutos
da Alpinia oxyphylla Miguel, tem sido usada largamente na medicina oriental.

Os rizomas de Alpinia officinarum Hance tém sido usados na medicina oriental
tradicional para tratar problemas estomaquicos e diarréias (KIUCHI et al., 1992). Esses
rizomas sdao usados como um componente de algumas féormulas na medicina chinesa para
aliviar desordens gastro-intestinais (ITOKAWA et al., 1981).

A Alpinia galanga tem seus rizomas vendidos em mercados da Malasia para uso
na preparacao de condimento de carnes e de molhos (POOTER ez al., 1985).

No Japao, sdo comercializadas as sementes de Alpinia japonica (Thunb) Migq.
como estomaquico e aromatico ([TOKAWA et al., 1980).

A Alpinia speciosa (Wendl.) Schum ¢ usada no Amazonas como um agente
cardiovascular e hipotensor (LUZ et al., 1984). Também ¢ utilizada no nordeste brasileiro,
como agente hipotensor, vasodilatador e diurético, em forma de cha. O ché das folhas também

atua como anti-hemorroidario (PRUDENTE et al., 1992).

1.2.2 Atividades farmacolégicas exibidas pela planta e seus constituintes quimicos

Atualmente, todas as partes da planta vém sendo objeto de pesquisas, ndo somente
os rizomas ¢ as folhas, mas também as flores ¢ as sementes vém recebendo atencao do meio
cientifico.

Os pesquisadores ja elencaram os principais constituintes do género Alpinia como
sendo os compostos sesquiterpenos e flavonodides. Tal conhecimento adveio do estudo tanto
do oleo extraido da planta, como também através de seu extrato aquoso e extrato

hidroalcoolico. Os monoterpenos também sdo citados quando se fala do p-cimeno, usado em
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preparagdes farmacéuticas, como estimulante da expectoracdo nos casos de bronquite e,
localmente, como anestésico suave e antiséptico no tratamento de problemas estomaquicos.

As pironas 7,8-dihidro-5,6-desidrocavaina e 5,6-desidrocavaina parecem ser as
responsaveis pela atividade antitlcera das raizes da planta. A planta possui também atividades
fungicida e bactericida presentes no 6leo essencial das folhas.

Em pesquisas realizadas com o 6leo essencial das flores e sementes da espécie em
questdo, foram relatados os seguintes componentes: Cardamonina e alpinetina nas sementes
(KRISHNA; CHAGANTY, 1973).

Nos estudos realizados por Elzaawely et al. (2007), os resultados indicaram que o
extrato hexano das flores continha uma maior quantidade de dihidro-5,6-dehidrocavaina
(DDK) que o das sementes. Descobriu-se também que o extrato etil-acetato das flores e
sementes possuia uma alta atividade antioxidante e preventiva da oxidagao do beta-caroteno,
indicando-o como uma boa fonte de substancias fenodlicas promotoras de saude, a ser
empregado em preparacdes de chés ou de produtos alimenticios.

A propriedade farmacoldgica mais conhecida da espécie ¢ seu efeito anti-
hipertensivo. Mendonca et al. (1991) e Laranja ef al. (1992) confirmaram seu efeito
hipotensor através de estudos realizados com o cha das folhas da colonia.

Segundo Mpalantinos et al. (1998), no extrato aquoso de Alpinia zerumbet,
flavonoides e cava pirones foram obtidos. Os flavondides presentes eram rutina, caempferol-
3-O-rutinosideo, caempferol-3-O-glucoronideo, (+)-catequina e (-)-epicatequina, todas
substancias conhecidas como contribuintes para acdes hipotensivas, diuréticas e
antiulcerogénicas. O dihidro-5,6-dehidrocavaina e o 5,6-dehidrocavaina foram descritos como
antiulcerogénicos e antitromboticos.

A acdo antiinflamatdria foi demonstrada por Santana et al. (1966) como sendo
capaz de inibir processos edematosos, € Lima et al. (1993) demonstraram a atividade
antifingica do 6leo essencial da Alpinia speciosa. A composicao quimica dos 6leos essenciais
encontrados na folha e no rizoma da espécie foi estudada por Fujita e Yamashita (1973) e por
De Pooter et al. (1995). De acordo com Pinho et al. (2005), o 6leo essencial acima citado
pode ser usado em aromaterapia como um antiespasmoédico e como agente analgésico.

Bezerra et al. (2000) demonstraram que o 6leo essencial da Alpinia zerumbet ¢é
ativo no musculo liso intestinal, sendo este efeito independente da acdo do sistema nervoso
entérico. Este estudo oferece suporte para o seu emprego no tratamento contra diarréias como

antiespasmodico.
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Foi demonstrado que o extrato aquoso de Alpinia zerumbet produz depressdo do
sistema nervoso central em ratos. Em ratos anestesiados, o extrato aquoso produziu também
hipotensao dose-dependente quando administrado por via endovenosa e o efeito hipotensor
ndo foi alterado pela atropina, propranolol ou hexametonio. Finalmente, em ratos nao
anestesiados, a administragdo oral cronica do extrato produziu hipotensdo (VANDERLINDE,
1990).

O o6leo essencial (5 e 10 pg/kg, via subcutanea), administrado em camundongos,
potencializou o tempo de sono induzido pelo pentobarbital e antagonizou as convulsdes
induzidas pelo cardiazol, indicativos de efeito central. O o6leo essencial também apresentou
efeito analgésico periférico (MENDONCA, 1989).

Outro estudo, que busca descrever em parte 0 mecanismo de acdo da atividade
vasodilatadora do extrato hidroalcodlico de Alpinia speciosa Schum, demonstrou a
participagdo do endotélio e a liberagdo de 6xido nitrico (EMILIANO et al., 2002).

Com relagdo aos possiveis efeitos toxicoldgicos, Mendonga er al. (1988)
demonstraram que a administracdo de extrato alcodlico de Alpinia speciosa produziu

excita¢do psicomotora, contor¢des, hipocinese, além de prolongar o tempo de sono.

1.3 Endotélio vascular

O endotélio vascular ¢ um revestimento da superficie luminal de todos os vasos
sanguineos. Apresenta-se como uma camada monocelular de interface ativa, localizado entre
a corrente circulatoria e o musculo liso vascular. O seu funcionamento estd intrisicamente
ligado a regulagdo do tono muscular liso vascular, do fluxo sanguineo, da perfusao tissular,
atuando ainda na protecdo contra espasmo, trombose e aterogénese (VANE Jr et al., 1990;
VRINTS; HERMAN, 1991; BASSENGE; HUCKSTORF, 1991; MOLHO-SABATIER,
1987).

Furchgott e Zawadzki (1980) concluiram que a agdo de alguns vasodilatadores,
como a acetilcolina, era totalmente dependente da existéncia do endotélio intacto e envolvia
ainda a liberagdo de um fator essencial para o relaxamento vascular, o qual denominaram de
endothelial-derivated relaxing factor (EDRF), traduzido como fator de relaxamento derivado
do endotélio. Tais conclusdes incentivaram as pesquisas de investigagdo do papel do endotélio
vascular no processo de relaxamento do vaso sanguineo.

O endotélio ¢ responsavel pela producdo de oOxido nitrico, de fator

hiperpolarizante, de prostaciclinas, de bradicidina, de endotelinas, de endoperoxidos, de
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prostaglandinas, de tromboxano, de leucotrienos, de angiotensina II e de espécies reativas do
oxigénio (BATLOUNI, 2001). A produgao e a liberag@o desses fatores derivados do endotélio
ocorrem sempre como resposta a substancias neurohumorais (acetilcolina, adenosina
trifosfato-ATP, bradicidina, trombina, entre outros) e a estimulos fisicos (FURCHGOTT;
VANHOUTTE, 1989). Devido a essa funcao reguladora ambivalente do endotélio, qualquer
disfungdo no mesmo pode levar a alteragdes fisiopatoldgicas importantes no funcionamento

dos vasos (VANHOUTTE; LUSCHER, 1987; VANHOUTTE, 1997).

1.4 Fatores relaxantes derivados do endotélio

Os fatores relaxantes derivados do endotélio sdo o 6xido nitrico (nitric oxide —
NO), a prostaciclina (MONCADA; VANE, 1979; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
PALMER et al., 1987,1988) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio, cuja origem nao
se encontra bem elucidada (endothelium-derived hyperpolarizing factor - EDHF)
(FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; KOMORI; VANHOUTTE, 1990; MOMBOULLI;
VANHOUTTE, 1997).

1.5 Oxido Nitrico

O ¢6xido nitrico (também conhecido por mondxido de nitrogénio e mondxido de
azoto), de formula quimica NO, ¢ um gas soluvel, popularmente conhecido como um gas
poluidor do ar e potencialmente toxico. E altamente lipofilico e sintetizado pelas células
endoteliais, macrofagos e certo grupo de neurdnios do cérebro. E um importante sinalizador
intracelular e extracelular e atua induzindo a guanil ciclase (GC), que produz guanosina
monofosfato ciclico (GMPc), que, dentre outros efeitos, induz o relaxamento do musculo liso,
0 que provoca agoes bioldgicas, como a vaso e a broncodilatacao.

A sintese de NO se realiza por acdo de uma enzima, a 0xido nitrico sintetase
(NOS), a partir do aminoadcido L-arginina, que tem por produtos NO e L-citrulina,
necessitando da presenca de dois cofatores para esta reagdo, o oxigénio e o fosfato
dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH). O NO ¢ produzido por uma ampla variedade
de tipos celulares que incluem células epiteliais, nervosas, endoteliais e inflamatorias, nos
sistemas nervoso, imune e cardiovascular. Existem trés formas de NOS, duas sendo
denominadas constituitivas e dependentes de calcio/calmodulina (¢cNOS), que sdo a endotelial

e a neuronal, as quais sintetizam NO em condi¢gdes normais, € a outra forma sendo
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denominada induzida, que independe do célcio (iNOS). O mecanismo de acdo da cNOS ¢
ativado por diversos agonistas, como acetilcolina, catecolaminas, angiotensinas e estimulos
fisicos, como o estresse de cisalhamento, os quais, via trifosfato de inositol (IP3), causam
liberagdo de Ca”" intracelular que se une a calmodulina (BUSSE, 1990; LOSCALZO, 1995).
A inibi¢do da enzima NOS pode ser realizada com a administragdo aguda de analagos da
arginina, tais como N-monometil-L-arginina (L-NMMA) e N"-nitro-L-arginina (L-NAME).
Ambos competem com a L-arginina e agem como inibidores estercoespecificos da NOS
(MOCADA et al., 1991; REES et al.,1990).

No sistema vascular, o NO produzido pelas células endoteliais ¢ um determinante
primario do tonus vascular em repouso, devido a sua liberacdo basal. Ele determina a
vasodilatacdo quando sintetizado em resposta ao estresse de cisalhamento e a uma variedade
de vasodilatadores. A producdo ineficaz de NO foi constatada em certas doengas como
aterosclerose, hipertensdo, vasoespasmo coronariano ¢ cerebral e lesdo de isquemia-
reperfusao (MONCADA; PALMER, 1991; NATHAN, 1992; IGNARRO et al., 1999).

O mecanismo de vasodilatagdo desencadeado pelo NO tem inicio na sua difusdo
pelas células do musculo liso vascular, relaxando-as pelo estimulo da enzima guanilil ciclase
(GC), aumentando a producdo de 3°5’-guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (RAPOPORT;
MURAD, 1983) e gerando o estimulo da proteina quinase dependente de GMPc (PKG). A
PKG pode vir a ativar os canais de K', induzindo hiperpolariza¢io, ou estimular a saida de
calcio do citoplasma da célula, o que a leva a vasodilatacdo, podendo, ainda, diminuir a
sensibilidade da maquinaria contratil ao calcio, diminuindo o processo de contracdo muscular
(RAPOPORT; MURAD, 1983).

Em suma, a acdo hipotensora desse gas pode ser descrita no seguinte esquema: o
endotélio usa o oxido nitrico para comandar o relaxamento do musculo liso da parede do
vaso, fazendo com que esse dilate, aumentando assim o fluxo sanguineo e diminuindo a
pressdo arterial. Isto explica o uso da nitroglicerina e outros derivados no tratamento da
doencga coronaria, visto que esses compostos sao convertidos em 6xido nitrico, que, por sua

vez, dilata as artérias corondrias, aumentando assim a sua irrigagao.

1.6 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

A identidade quimica do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e

seu mecanismo de hiperpolarizagdo em células de musculo liso ainda ndo foram totalmente
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desvendados, tendo em vista ser essa uma substancia de curta duragdo (EDWARDS;
WESTON, 1998).

Em algumas preparagdes vasculares, o desencadeamento da hiperpolarizagao,
correlato ao relaxamento, se deve a ativagdo da bomba Na'/K', ou de canais de potassio ATP-
sensitivos ou ativados por Ca*" na membrana das células musculares lisas vasculares (CHEN,
1989).

O relaxamento provocado por esse fator ocorre sem que haja a elevagdo dos niveis
intracelulares de GMPc e de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) nas células
musculares lisas e também nao sofre bloqueio pela ag¢do de inibidores do NO (MOMBOULI
et al.,1997).

No intuito de investigar a natureza e a atuagdo desse fator, os pesquisadores se
utilizaram de varias combinagdes de bloqueadores dos canais de potassio. A caribdotoxina
(bloqueador dos canais de BKc,, IK¢, e alguns Kv) e a apamina (bloqueador dos canais SKc,),
quando utilizados em combinagdo, foram capazes de abolir a resposta a hiperpolarizagao
resistente a inibidores da NOS e da ciclooxigenase, 0 mesmo ndo ocorrendo quando esses
bloqueadores eram utilizados separadamente (ZYGMUNT; HOGESTATT, 1996;
PETERSSON et al., 1997).

Existem ainda substancias as quais sdao atribuidas a capacidade de causar
hiperpolarizacdo e conseqiiente relaxamento no musculo liso vascular, como os acidos
epoxieicosatriendicos, os metabolitos do acido araquidonico derivados do citocromo P450
monoxigenase (CORRIU et al., 1966a), a anandamida, um derivado do acido araquidonico
(RANDALL et al.,1996), a adenosina (OLANREWAIJU et al., 1995), o mondxido de carbono
(FURCHGOTT et al., 1991), assim como os radicais hidroxil e peroxido de hidrogénio
(BENY ez al., 1991).

1.7 Espécies reativas do oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) mais conhecidas sdo o superdxido (O,), o
peroxido de hidrogénio (H,O,) e o peroxinitrito, devido a sua produgdo celular estar
intimamente ligada ao metabolismo oxidativo. As enzimas antioxidantes envolvidas nesse
processo incluem a superéxido dismutase (atua convertendo anion superoxido em peroxido de
hidrogénio) e a catalase (atua convertendo peroxido de hidrogénio em dgua). A catalase ¢ uma
enzima que contém heme e que ¢ usualmente achada nos peroxissomos. A SOD corresponde a

uma familia de enzimas que sdo responsaveis pela quebra do peréxido. Existem 3 SODs mais
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conhecidas: a CuZnSOD citosélica, a MnSOD mitocondrial ¢ a EC-SOD extracelular
(SZASZ et al., 2007).

Inicialmente, os estudos que tentaram estabelecer o papel da ROS na
vasodilatacdo demonstraram que o perdxido de hidrogénio, e ndo o anion superéxido ou o
radical hidroxila, foi capaz de causar o relaxamento de artérias corondrias caninas
(NEEDLEMAN et al.,1973; RUBANYTI et al.,1988). Em artérias coronarias de porcos, o
peréxido de hidrogénio se mostrou capaz de gerar a hiperpolarizacdo do tecido musculo liso
vascular, independentemente do EDHF (BENY; VON DER WEID, 1991).

Na ultima década, diversos estudos relataram que a via PI3-quinase participa do
aumento da ativacdo da NOS endotelial em resposta a varios estimulos, incluindo H,O,,
estresse de cisalhamento, estrogénios e fator de crescimento endotelial vascular, por meio da
fosforilagao da NOS endotelial dependente de Akt ao nivel Ser1177 e desfosforilagao ao nivel
da Thr495 (FULTON et al., 1999; MICHELL et al., 1999; DIMMELER et al., 1999;
HAYNES et al., 2000; FLEMING et al., 2001; THOMAS et al., 2002). Concomitantemente,
demonstrou-se que as ROS constituem ativadoras potentes da via PI3-quinase/Akt em células
endoteliais (THOMAS et al., 2002; CAl et al., 2003).

Ndiaye et al. (2005) mostraram que o uso de compostos polifendlicos do vinho
tinto induz, por meio da fosforilagio da NOS endotelial, via PI3-quinase/Akt em células
endoteliais, a producdo das espécies reativas de oxigénio, mediadoras intracelulares
fundamentais na producgdo rapida e continuada de NO. Por sua vez, Madeira e al. (2009)
demonstraram a formag¢ao de NO, induzido pelo uso do extrato da casca da uva, o qual ¢ rico
em polifendis. Essa producao de NO ocorreu devido a ativagdo da NOS endotelial, pela via
redox-sensivel Src-quinase/PI3-quinase/Akt. O estudo sugere que a Src-quinase ¢ um
mediador anterior a via PI3-quinase/Akt, uma vez que a inibicdo da Src-quinase reduziu a
fosforilagao do Akt e da NOS endotelial, bem como o relaxamento. Além disso, o extrato da
casca da uva causou fosforilagdo da Src-quinase e tal efeito foi impedido pelo uso de um
analogo da SOD permeédvel a membrana, o que sugere que o evento inicial que leva a
producdo do NO em resposta ao extrato da casca da uva ¢ a formacao intracelular de ROS. No
mesmo ano, Anselm et al. (2009) publicaram que o extrato WS1442 da Crataegus sp.,
também rico em polifendis, causa o relaxamento de anéis de artérias coronarianas mediado
por NO por meio da fosforilacdio da NOS endotelial consequente da ativacdo redox-sensivel
da via Src/PI3-kinase/Akt. Assim, as espécies reativas de oxigénio participam da produ¢do do
NO via fosforilagdo da Akt e da NOS endotelial, sendo esse o mecanismo responsavel pela

vasodilatacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar o efeito vasodilatador de diferentes fragdes obtidas de um extrato
aquoso da planta Alpinia zerumbet e caracterizar o mecanismo de acdo da fracdo que

apresentar maior atividade vasodilatadora.

2.2 Objetivos especificos

1- Comprovar o efeito vasodilatador do extrato aquoso obtido do cha das folhas da
Alpinia zerumbet em anel adrtico isolado de ratos.

2 - Comparar o efeito vasodilatador do extrato total e fracdes acetato de etila,
diclorometano e lavada com hexano em anel aortico isolado de ratos.

3 - Avaliar o efeito vasodilatador da fragdo acetato de etila apds tratamento com
L-NAME em anel aortico isolado de rato.

4 - Avaliar o efeito vasodilatador da fra¢do acetato de etila apos tratamento com
ODQ em anel adrtico isolado de rato.

5- Avaliar o efeito vasodilatador da fracdo acetato de etila apos tratamento com
caribdotoxina e apamina em anel adrtico isolado de rato.

6 - Avaliar o efeito vasodilatador da fragdo acetato de etila apos tratamento com
catalase em anel aortico isolado de rato.

7 - Avaliar o efeito vasodilatador da fragcdo acetato de etila apds tratamento com
superdxido dismutase em anel adrtico isolado de rato.

8 - Avaliar o efeito vasodilatador da fragdo acetato de etila apds tratamento com

PEG-catalase em anel aortico isolado de rato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 260 e 350g, provenientes do
biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Permaneceram em um ambiente climatizado, com condigdes adequadas de temperatura e
umidade, com iluminacao apropriada, observando-se a alternancia dos ciclos claro/escuro a
cada 12 horas. Ofereceram-se agua e alimento ad libitum. O estudo foi realizado de acordo
com as recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), projeto
de Lei 1153-95, e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Animais da Universidade

Federal do Ceara sob numero de registro 21/08.

3.2 Obtencao do extrato aquoso de Alpinia zerumbet e fracoes

Folhas frescas de Alpinia zerumbet foram coletadas no sitio Vila Nova, localizado
no distrito de Ladeira Grande, no municipio de Maranguape. A identificagdo botanica da
planta encontra-se no Herbario Prisco Bezerra-EAC da Universidade Federal do Ceara sob o
numero 41.041.

O ché da Alpinia zerumbet foi inicialmente obtido misturado-se 4L de dgua a 30g
de folhas pulverizadas. Depois de 3 horas, o cha foi filtrado, colocado em frasco ambar e
guardado em geladeira. Posteriormente, 3750mL do ché4 foram submetidos a um processo de
liofilizagdo, resultando em 3,721g de extrato liofilizado.

Para a particdo do extrato, utilizou-se 3,5g do extrato liofilizado, inicialmente
solubilizado em metanol/agua (56mL de metanol mais 24mL de dgua). O extrato solubilizado
foi entdo transferido para um funil de separacao.

O primeiro solvente utilizado foi o hexano. O extrato hidrometandlico foi
separado da fragdo com hexano, a qual foi reservada em um erlenmeyer e foi submetida a um
total de 4 passagens de 100mL cada, permanecendo 15 minutos para a extragdo em cada
passagem. Em seguida, a fragdo com hexano foi submetida a destilagdo com pressao reduzida,
resultando em 44,4mg da fragao.

O segundo solvente utilizado foi o diclorometano. O extrato hidrometanolico foi
separado da fragdo com diclorometano, a qual foi reservada em um erlenmeyer e foi

submetida a um total de 3 passagens de 50mL cada, permanecendo 15 minutos para a
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extracdo em cada passagem. Em seguida, a fragdo com diclorometano foi submetida a
destilagdo com pressao reduzida, resultando em 430,4mg da fracao.

O terceiro solvente utilizado foi o acetato de etila. O extrato hidrometandlico foi
separado da fracdo com acetato de etila, a qual foi reservada em um erlenmeyer e foi
submetida a um total de 2 passagens de 50mL cada, permanecendo 15 minutos para a
extracdo em cada passagem. Em seguida, a fracdo com acetato de etila foi submetida a
destilacao com pressao reduzida, resultando em 141,7mg da fragao.

Em seguida, as fragdes foram diluidas, misturando-se 50mg das fragdes com
500uL de agua destilada, resultando em solugdes de 100mg/mL cada. Estas solugdes foram
entdo diluidas sequencialmente adicionando-se agua destilada, de forma que, ao final, fossem

obtidas solu¢des de 10mg/mL, 1mg/mL e 0,1mg/mL.

3.3 Isolamento da aorta toracica de rato

O animal foi sacrificado utilizando a técnica de deslocamento cervical.
Posteriormente, foi disposto em decubito dorsal e suas patas foram imobilizadas, de forma a
expor toda a extensdo do térax e do abdomen. Com uma tesoura, foram separados os planos
dérmicos e musculares a partir do nivel da porcao distal do esterno até¢ o segundo espaco
intercostal. Fez-se entdo uma incisdo no gradil costal direito e esquerdo em toda a sua
extensdo, na face anterior do térax, do nivel do diafragma até o segundo espago intercostal, de
forma a rebater o torax na direcdo cefalica. Uma vez expostos os 6rgdos toracicos, a aorta foi
visualizada no lado esquerdo a partir do rebatimento contralateral do pulmao esquerdo e do
coragdo. A aorta foi entdo pingada delicadamente na regido imediatamente superior ao
diafragma, seccionada com uma tesoura, e dissecada em toda a sua extensdo até a crossa
aortica. Durante todo o processo, extremo cuidado foi tomado para que ndo houvesse
estiramento ou tragdo da aorta, o que poderia lesar o endotélio. Em seguida, a aorta foi
disposta em uma placa de Petri com 20mL de solugdo de Krebs (composi¢do: NaCl, 120;
NaHCOs3, 25; KCl, 4,8; NaH,POyu, 1,2; MgSOy4, 1,2; Glicose, 11; CaCl,, 1,8), sendo limpa e
seccionada em vdrios anéis de 4 a 5 milimetros de comprimento, descartando-se os anéis
oriundos das extremidades do vaso. Finalmente, os anéis foram montados em cubas orgénicas
contendo solugdo de Krebs, aerados com carbogénio e mantidos a 37 °C para avaliacdo das

modificagdes na tensdao isométrica.
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3.4 Procedimento experimental

O aparelho do banho de 6rgdos consiste em quatro cubas de 10mL, imersas em
agua destilada mantida continuamente a 37 °C. As cubas foram preenchidas com a solu¢do de
Krebs (composi¢ao em mM: NaCl, 120; NaHCOs;, 25; KCl, 4,8; NaH,POy, 1,2; MgSOy4, 1,2;
Glicose, 11; CaCl,, 1,8) e a solugdo foi equilibrada com uma mistura de oxigénio e gas
carbonico (95%0,/5%C0;). O tecido foi posicionado nas cubas e estirado de maneira que
houvesse a manutencdo de uma tensao basal de 1 grama. O anel de aorta era mantido estirado
por dois micro-ganchos, dos quais um era fixo e o outro era movel e conectado a um
transdutor de for¢a (PowerLab® Data Acquisition System Series, ADInstruments, Colorado
Springs, CO, U.S.A.). Os dados foram gravados por um computador e analisados utilizando o

programa LabChart versdo 5.4.2 (ADInstruments, Colorado Springs, CO, U.S.A.).

3.4.1 Avaliacao do efeito dilatador

Durante os primeiros 30 a 40 minutos, o tecido foi continuamente lavado nas
cubas a cada 5 minutos, ajustando-se a tensdo para 1 grama sempre que necessario, até que ele
estivesse adequadamente estabilizado. Os tecidos foram entdo contraidos com uma solugao de
cloreto de potassio (composicado em mM: NaCl 73,7; KCIl 80; KH,PO,4 1,18; MgSO4 7H,0O
1,17; CaCl, 1,25) para testar a responsividade de cada preparacao.

Apo6s aproximadamente 15 a 20 minutos, as preparagdes foram pré-contraidas
com fenilefrina (iniciando-se com 1 microlitro de fenilefrina a 10*M) até obterem entre 0,7 a
1,2 grama de contragdo acima do tonus basal. Apds estabilizagdo da contragdo induzida pela
fenilefrina, foi adicionada acetilcolina (5 a 10 microlitros a 10°M) no banho para testar a
integridade do endotélio. As preparagdes cujo endotélio encontrava-se integro, contendo 80 a
100% de relaxamento, foram utilizadas nos experimentos.

Apos a avaliacdo da integridade do endotélio, as preparagdes foram lavadas com

solucdo de Krebs e estabilizadas por mais 20 minutos aproximadamente.
3.4.2 Caracterizacao do efeito vasodilatador usando-se a fracio mais potente
Tendo verificado que, dentre as fragdes avaliadas, a fracdo acetato de etila foi a

que apresentou maior atividade vasodilatadora, procedeu-se entdo a caracterizagdo de seu

mecanismo de acao.
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Dessa forma, a fragdo acetato de etila foi testada em preparacdes desprovidas de
endotélio e em preparagdes tratadas com L-NAME (100 uM), caribdotoxina (CTX; 100nM)
mais apamina (100 nM), ODQ (30 uM), catalase (500 U/mL), superéxido dismutase (SOD;
500 U/mL) e PEG-catalase (500 U/mL). A presenga e integridade do endotélio foi avaliada

com aceltilcolina e a integridade do musculo liso, com nitroprussiato de sodio.
3.5 Analise estatistica

O efeito relaxante (R) das substancias ou associagdes foi calculado, para cada
concentracdo, em funcdo da maxima contracdo proporcionada pela fenilefrina, sendo

normalizado e expresso em termos percentuais, conforme a seguinte expressao:
R = ﬂ 100
Te
Nela, TF e TS sao, respectivamente, as tensdes decorrentes da agao da fenilefrina e de
uma dada substancia.

Em seguida, realizou-se a transformacao logaritmica (base 10) das concentragdes,
molar ou mg/L. Os graficos foram entdo elaborados a partir dos valores médios da magnitude
do efeito vasodilatador (ap6s normalizacao) calculados para cada concentragdo da substancia
(apos transformagdo logaritmica). Tais dados foram usados para construir as curvas
concentragdo-resposta mediante o uso de andlise de regressdo ndo linear. Para tanto, tomou-se

como base o modelo que utiliza uma fun¢do sigmoide do tipo:

b a
y =a+ 1+ 10(IogE050 X).s

Nela, y corresponde a medida da resposta (efeito relaxante), x ao logaritmo decimal da
concentragdo, a a resposta minima e b a resposta maxima. A constante s ¢ denominada fator
de angulacao (slope factor) e determina a angulacdo da curva. Em todas as analises, o valor de
s foi fixado em 1, o que denota uma curva dose-resposta padrdao. A ECsy (effective
concentration), por sua vez, ¢ definida como a concentragdo da substancia que produz 50% da
resposta maxima ou da resposta semimaxima; ou, mais precisamente, ¢ o valor da
concentragdo que corresponde ao ponto médio entre a resposta minima e a maxima. A ECs
foi usada para quantificar a poténcia das substancias, tendo em vista que constitui um
parametro ordinariamente utilizado para tal finalidade, uma vez que define um ponto na curva

dose-resposta peculiar a um dado farmaco. Os valores da ECsg, juntamente com os respectivos
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intervalos de confianga de 95% (IC95%), foram calculados a partir das curvas de regressao
(MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003).

O efeito maximo (Emax) foi definido como a maxima resposta relaxante
proporcionada por uma dada substancia ou associacao de compostos.

A estatistica descritiva envolveu o calculo da média e erro padrao da média
(EPM). Comparagdes entre o efeito relaxante de duas substidncias ou associagdes foram
efetuadas mediante o uso do teste ¢ para variaveis independentes ou do teste ¢ para dados
emparelhados. Tratando-se de trés ou mais substancias ou associagdes, utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) baseada em um fator (one-way analysis of variance), associada ao teste
de comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre os compostos dois a dois.
A estatistica F, por sua vez, foi usada para comparar a ECs entre as diversas substancias ou
associacoes (ARMITAGE; BERRY, 1994).

Em todas as anélises, estabeleceu-se em 0,05 (5%) a probabilidade o do erro tipo I
(nivel de significancia), considerando como estatisticamente significante um valor P bicaudal
menor do que 0,05.

O software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad Software,
San Diego, California, USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizagdo dos procedimentos

estatisticos como para a elaboracao dos graficos.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do estudo comparativo das fracoes obtidas a partir do extrato aquoso

O extrato aquoso da planta Alpinia zerumbet apresentou atividade vasodilatadora
dependente da concentracdao, com valor de ECsy 19,73 pg/mL. Dentre as fracdes avaliadas,
obtidas do extrato aquoso total da planta Alpinia zerumbet, as fragdes acetato de etila e
hexanica foram capazes de relaxar, significativamente, a aorta tordcica isolada de rato,
apresentando os respectivos ECsy 9,08 pg/mL e 11,15 pg/mL, em relacio a fragdo

diclorometano. A fracdo diclorometano ndo apresentou atividade vasodilatadora (Gréfico 1).

Grafico 1 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentragdes do extrato aquoso (EaAz) e das fragdes acetato de etila (FAmAZ), hexanica
(FHxAz) e diclorometano (FDmAz) de Alpinia zerumbet em anéis de aorta de rato pré-

contraidos com fenilefrina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

*P < 0,05: FDmAz menor que FamAz; **P < 0,01: FDmAz menor que EaAz e FhxAz; ***P < 0,001: FDmAz
menor que FamAz; +++P < 0,001: FDmAz menor que EaAz, FAmAz e FHxAz
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4.2 Avaliacao da participacao do endotélio no mecanismo da atividade vasodilatadora

produzida pelo extrato aquoso

Na preparagcdo sem endotélio, ndo houve atividade vasodilatadora apresentada
pela fragdo acetato de etila do extrato aquoso da planta Alpinia zerumbet. Considerando o
efeito relaxante, comparacgdes entre os experimentos com a fracdo acetato de etila na presenca
e auséncia de endotélio foram realizadas mediante o uso do teste ¢ para varidveis nao
emparelhadas, o que evidenciou diferencas estatisticamente significantes nas seguintes
concentracgoes: 1,50 (P = 0,0323); 5,00 (P =0,0021); 15,00 (P < 0,0001) e 50,00 (P <0,0001)
pg/mL (Gréfico 2).

Grafico 2 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentragdes da fracdo acetato de etila de Alpinia zerumbet (FAmAZz) em anéis de aorta de
rato pré-contraidos com fenilefrina, considerando a presenca e a auséncia do endotélio

vascular (sem endotélio).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medigdes efetuadas em 4 experimentos.
Considerando o efeito relaxante, comparagdes entre os experimentos com FAmAz com e sem endotélio foram
realizadas mediante o uso do teste ¢ para varidveis ndao emparelhadas, o que evidenciou diferengas
estatisticamente significantes nas seguintes concentragdes: 1,50 (*P = 0,0323); 5,00 (**P = 0,0021); 15,00 (***P
<0,0001) e 50,00 (***P < 0,0001).
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Grafico 2A - Efeito da remocdo do endotélio vascular no relaxamento induzido pela

acetilcolina (10-5 M) em anel de aorta de rato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medigdes efetuadas em 4 experimentos. Houve
diferenca estatisticamente significante (***P < 0,0001).

Grafico 2B - Efeito da acetilcolina ¢ SNP na musculatura lisa de aorta de rato ap6s a remogao

do endotélio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medi¢Ges efetuadas em 4 experimentos.
Evidenciou-se uma diferenga estatisticamente significante (***P < 0,0001).

4.3 Avaliacao da participacdo do éxido nitrico na atividade vasodilatadora produzida

pelo extrato aquoso

Tendo verificado que, dentre as fragdes avaliadas, a fracdo acetato de etila foi a
que apresentou maior atividade vasodilatadora, procedeu-se entdo a caracterizagdo de seu

mecanismo de a¢do. A atividade vasodilatadora apresentada pela fracao acetato de etila do
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extrato aquoso da planta Alpinia zerumbet foi reduzida significativamente apos tratamento
com L-NAME, um inibidor da eNOS. Estes resultados sugerem a participacdo do 6xido

nitrico na sua atividade vasodilatadora (Grafico 3).

Grafico 3 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentragdes da fracdo acetato de etila de Alpinia zerumbet (FAmAZz) em anéis de aorta de

rato pré-contraidos com fenilefrina, considerando a presenca ¢ auséncia de L-NAME
(FAmAz+L-NAME).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medi¢Ses efetuadas em 5 experimentos. Foram

constatadas diferencas estatisticamente significantes nas concentragdes: 5,0 (*P = 0,0166), 15,0 (***P = 0,0002)
e 50,0 (***P < 0,0001).

Grafico 3A - Efeito de L-NAME no relaxamento induzido pela acetilcolina em anel de aorta

de rato.

100
I Acetilcolina

I Acetilcolina + L-NAME

Relaxamento (%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM) das medi¢des efetuadas em 5 experimentos. Houve
uma diferenca estatisticamente significante (***P < (0,0001).
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4.4 Avaliacao da participacao dos canais de potassio ativados pelo calcio na atividade

vasodilatadora produzida pelo extrato aquoso

A atividade vasodilatadora apresentada pela fragdo acetato de etila do extrato
aquoso da planta Alpinia zerumbet ndo foi alterada com o uso de caribdotoxina mais apamina.
A ECs referente a fracdo acetato de etila (6,024 pg/mL; IC95%: 2,283 a 15,900) foi
comparada com a relativa a fracdo acetato de etila mais caribdotoxina e apamina (6,377
pg/mL; 1C95%: 2,714 a 14,980), ndo sendo constatada diferenca estatisticamente significante
(P =0,9196). Considerando o efeito relaxante, comparacdes foram realizadas mediante o uso
do teste r para variaveis nao emparelhadas, o que nao evidenciou diferengas estatisticamente

significantes em nenhuma das concentragdes (Grafico 4).

Grafico 4 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentragdes da fragdao acetato de etila de Alpinia zerumbet (FAmAz) em anéis de aorta de

rato pré-contraidos com fenilefrina, considerando a presenga e auséncia de CTX-APA

(FAmAz + CTX-APA).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medicdes efetuadas em 5 experimentos.
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Grafico 4A - Efeito de CTX-APA no relaxamento induzido pela acetilcolina em anel de aorta

de rato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medicdes efetuadas em 5 experimentos. Nao
houve diferenga estatisticamente significante (P = 0,7400).

O gréfico 5 compara a atividade vasodilatadora apresentada pela fragdo acetato de
etila do extrato aquoso da planta Alpinia zerumbet com a atividade vasodilatadora apresentada
pela uso da mesma fragdo na presenca de caribdotoxina mais apamina ou L-NAME, assim

como ap6s a remog¢ao do endotélio.

Grafico 5 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentracoes da fracdo acetato de etila de Alpinia zerumbet (FAmAZz) em anéis de aorta de
rato pré-contraidos com fenilefrina, considerando a auséncia e presenca de L-NAME (FAmAz

+ L-NAME) ou CTX-APA (FAmAz + CTX-APA), assim como apds a remocao do endotélio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

**P < 0,01: FAmAz maior que FAmAz+L-NAME e sem endotélio; ***P < 0,001: FAmAz maior que

FAmAz+L-NAME ¢ sem endotélio; +++P < 0,001: FAmAz+CTX-APA maior que FAmAz+L-NAME ¢ sem
endotélio.
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4.5 Avaliacao da participacao da guanilato-ciclase soliivel na atividade vasodilatadora

produzida pelo extrato aquoso

A atividade vasodilatadora apresentada pela fragdo acetato de etila do extrato
aquoso da planta Alpinia zerumbet foi reduzida signifcativamente apos tratamento com ODQ,
inibidor da guanilato ciclase solivel. Considerando o efeito relaxante, comparacdes foram
realizadas mediante o uso do teste ¢ para varidveis nao emparelhadas, sendo verificadas
diferencas estatisticamente significantes nas seguintes concentracdes: 5,00 (P = 0,0094);,

15,00 (P = 0,0001) e 50,00 (P < 0,0001) pg/mL (Gréfico 6).

Grafico 6 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentragdes da fragdo acetato de etila de Alpinia zerumbet (FAmAz) em anéis de aorta de
rato pré-contraidos com fenilefrina, considerando a presenca e auséncia de ODQ (FAmAz +
ODQ).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Dados expressos como média e erro padrio da média (EPM) das medi¢es efetuadas em 6 experimentos.

Considerando o efeito relaxante, foram verificadas diferencas estatisticamente significantes nas seguintes
concentragdes: 5,00 (**P = 0,0094); 15,00 (***P = 0,0001) e 50,00 (***P < 0,0001).
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Grafico 6A - Efeito de ODQ no relaxamento induzido pela acetilcolina em anel de aorta de

rato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Efeito de ODQ no relaxamento induzido pela acetilcolina em anel de aorta de rato. Dados expressos como média
e erro padrio da média (EPM) das medigdes efetuadas em 6 experimentos. Houve uma diferenga
estatisticamente significante (***P < 0,0001).

4.6 Avaliacdo da participacio das espécies reativas do oxigénio na atividade

vasodilatadora produzida pelo extrato aquoso

A atividade vasodilatadora apresentada pela fracdo acetato de etila do extrato
aquoso da planta Alpinia zerumbet nao foi alterada com o uso da catalase ou da superdxido
dismutase, mas foi inibida pelo uso da PEG-Catalase, um neutralizador intracelular das
espécies reativas de oxigénio. As ECsg referentes a fragdo acetato de etila, a fracdo acetato de
etila mais catalase, a fracdo acetato de etila mais superoxido dismutase e a fragdo acetato de
etila mais PEG-Catalase foram, respectivamente, iguais a: 6,957 (I1C95%: 3,583 a 13,500);
8,129 (IC95%: 3,976 a 16,620), 5,558 (1C95%: 2,415 a 12,790) e 0,509 (IC95%: 0,018 a
14,070). Comparando-se os valores da ECsy das quatro preparagdes, diferencas
estatisticamente significantes ndo foram constatadas (P = 0,6952). Houve diferenca
estatisticamente significante ao comparar a intensidade do relaxamento induzido pela fragao
acetato de etila com a preparacdo contendo PEG-catalase mais a fragdo acetato de etila nas

concentragoes 15 e 50 pg/mL (P <0,01) (Grafico 7).
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Grafico 7 - Curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por diferentes
concentragdes da fracdo acetato de etila de Alpinia zerumbet (FAmAZz) em anéis de aorta de
rato pré-contraidos com fenilefrina, considerando a presenga e auséncia de catalase (FAmAz

+ Catalase), SOD (FAmAz + SOD) ou PEG-Catalase (FAmAz + PEG-catalase).

*%*

FAmAz
FAmAz + Catalase
FAmAz + SOD

FAmAz + PEG-Catalase
015 050 1.50 500 1500 50.00
[FAmAZz] (mg/L)

Relaxamento (%)
[$1]
<

1004

b1t

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) das medigdes efetuadas em 8 (FAmAz), 6 (FAmAz
+ Catalase ¢ FAmAz + SOD) e 2 (FAmAz + PEG-catalase) experimentos. +P < 0,05: FAmAz + PEG-Catalase
maior que FAmAz, FAmAz + Catalase ¢ FAmAz + SOD; **P< 0,01: FAmAz + PEG-Catalase menor que
FAmAz, FAmAz + Catalase e FAmAz + SOD.

Grafico 7A - Efeito de SOD e catalase no relaxamento induzido pela acetilcolina em anel de

aorta de rato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM) das medi¢des efetuadas em 6 experimentos. Nao
foram constatadas diferencgas estatisticamente significantes.
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5 DISCUSSAO

O presente projeto realizou a avaliacao da atividade vasodilatadora de diferentes
fragdes obtidas a partir do extrato aquoso de Alpinia em aorta isolada de rato.

Os resultados apresentados demonstraram que o extrato aquoso da planta Alpinia
zerumbet apresentou atividade vasodilatadora dependente da concentracdo em aorta isolada de
rato, com valor de ECso = 19,73 pg/mL. De maneira semelhante, Moura et al. (2005)
mostraram que um extrato hidroalcoolico da folha de Alpinia zerumbet apresentava atividade
vasodilatadora em leito vascular mesentérico de rato, confirmando, assim, os dados do
presente estudo. Esses pesquisadores demonstraram ainda que o extrato hidroalcoolico
apresentou atividade anti-hipertensiva em ratos hipertensos tratados com acetato de
desoxicorticosterona.

O efeito hipotensor do extrato hidroalcoolico da folha de Alpinia zerumbet foi
demonstrado por Mendonga (1989). Nesse trabalho, o extrato foi capaz de induzir no rato uma
queda de pressdo sanguinea de maneira dose dependente, com doses variando de 10 a 30
mg/Kg.

Deve-se ressaltar que os métodos quimicos de extracdo de compostos auxiliam na
determinagdo das substancias farmacologicamente ativas. O solvente hexano serve para
separar os esteroides, os terpenos e as acetofenonas, enquanto o solvente diclorometano
contém as lignanas, os flavondides metoxilados, os sesquiterpenos, as lactonas, os triterpenos
e as cumarinas. Finalmente, o solvente acetato de etila ¢ utilizado para obter flavondides,
taninos, xantonas, acidos triterpénicos, saponinas e compostos fenolicos em geral
(CECHINEL FILHO, 1998).

Dentre as fracdes avaliadas, obtidas do extrato aquoso total da planta Alpinia
zerumbet, as fracdes acetato de etila e hexanica foram capazes de relaxar, significativamente,
a aorta toracica isolada de rato, apresentando os respectivos ECs 9,08 pg/mL e 11,15 pg/mL,
nao havendo diferenca estatisticamente significante entre as duas. A fracao diclorometano nao
apresentou atividade vasodilatadora. Tendo em vista que as fragdes acetato de etila e hexanica
apresentaram uma maior poténcia, deduziu-se que as mesmas contenham a maior parte dos
compostos responsaveis pela atividade vasodilatadora do extrato aquoso total. No nosso
estudo, escolhemos a fragdo acetato de etila para caracterizagdo do mecanismo de agdo da
atividade vasodilatadora do extrato aquoso da planta Alpinia zerumbet. Estudos demonstram
que a mesma contém elevadas quantidades de polifendis, e acredita-se que seu efeito

vasodilador seja devido pelo menos a presenca desses compostos.
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Compostos fendlicos sdo bem conhecidos como agentes antioxidantes
(PROESTOS et al., 2006) e s3o abundantemente encontrados em frutas e legumes,
contribuindo para o seu sabor e coloragdo (PENNYCOOKE et al., 2005). Elzaawely et al.
(2007) identificaram seis compostos fendlicos nas flores e sementes da Alpinia zerumbet e
atribuiram a atividade antioxidante das flores e das sementes aos compostos fendlicos. Em
outro artigo, Elzaawely et al. (2007) demonstraram o aumento na quantidade de compostos
fendlicos na fragdo acetato de etila do extrato obtido das folhas de Alpinia zerumbet expostas
ao sulfato de cobre. Constatou-se ainda, nesse experimento, um aumento na atividade
bactericida e antioxidante da planta, fendmeno que os autores atribuiram ao aumento dos
compostos fendlicos. Ainda em 2007, os mesmos autores descreveram a composi¢do da
fracdo acetato de etila obtida do cha de folhas e rizomas da Alpinia zerumbet por meio de
cromatografia gasosa e espectometria de massa: acido p-hidroxibenzoico, acido siringico,
vanilina, d4cido p-cumarinico, &cido feralico, acido cindmico, acido benzdico, 2,3-
dihidrobenzofurano, 4acido benzenepropanoico, p-hidroxibenzaldeido, 4cido vanilico,
siringaldeido, acido isofertlico, dihidro-5,6-dihidrocavaina, 5,6-dihidrocavaina. Também foi
descrito que o extrato de acetato de etila obtido do cha de folhas frescas apresentou menor
atividade antioxidante que o extrato de acetato de etila obtido do cha de folhas das quais o
oleo foi extraido, o qual contém a maior quantidade de compostos fenolicos.

Numerosos estudos demonstram que os polifendis apresentam atividade
vasodilatadora. Fitzpatrick et al. (1993) discorreram que o extrato da casa de uvas vermelhas
causou relaxamento de anéis aorticos intactos de ratos contraidos com fenilefrina. Tal
relaxamento foi dependente da presenca de endotélio e de 6xido nitrico. Moura et al. (2002)
demonstraram que administragdo oral de extrato de casca de uva, o qual € rico em polifendis,
reduziu significativamente a pressdo arterial sistdlica e diastolica em ratos Wistar com
hipertensao induzida experimentalmente. Ndiaye et al. (2003, 2004) relataram que polifenois
do vinho tinto causaram dilatacdo, dependente de fator hiperpolarizante derivado do
endotélio, em artéria coronariana de porcos. Posteriormente, Ndiaye et al. (2005)
apresentaram que os compostos polifendlicos em vinho tinto induziram a ativacdo de via
redox-sensivel PI3-quinase/Akt em células endoteliais, causando fosforilagdo da NOS
endotelial, o que resulta no aumento de produ¢do de NO. Madeira et al. (2005) demonstraram
que o extrato da casca de uva induziu vasodilatacdo em leito vascular mesentérico do rato, e
este efeito vasodilatador dependente do endotélio estd ligado a liberagdo de 6xido nitrico e
hiperpolarizacdo da musculatura lisa vascular mesentérica. Por sua vez, Madeira et al. (2009)

relataram que o extrato rico em polifendis da casca da uva V. labrusca induziu potente
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relaxamento de artéria coronariana de porco, por meio do incremento da formagdo do NO e
também, de certa forma, do EDHF.

No presente projeto, procurou-se avaliar o mecanismo de ag¢do da atividade
vasodilatadora da fracdo acetato de etila, iniciando-se com a verificagao da participacao do
endotélio no seu efeito vasodilatador. O endotélio exerce um papel determinante na regulagdo
do tonus vascular, obtido pela agdo de vasodilatadores (fator de hiperpolarizagdo dependente
do endotélio, 6xido nitrico e prostaciclinas) e de vasoconstritores, logo, em primeiro lugar,
avaliou-se o papel do endotélio na atividade vasodiladora produzida pela fragdo acetato de
etila. De acordo com os resultados obtidos, a atividade vasodilatadora foi abolida apos
remoc¢do do endotélio, o que sugere que o endotélio tem papel primordial na atividade
vasodilatadora dessa fracdo. Utilizou-se como controle a acetilcolina para verificar a
integridade do endotélio, e o SNP para verificar a integridade do musculo liso. Isto porque, na
presenga de acetilcolina, o endotélio produz NO, causando vasodilata¢do. J4 o SNP libera NO
independente da presenga de endotélio, causando vasodilatagdo. De acordo com o nosso
controle, o uso da acetilcolina comprovou que a preparagdo estava isenta de endotélio € o uso
do SNP demonstrou que musculo liso permaneceu intacto, conforme observado no grafico
2B.

A producao de 6xido nitrico ¢ de fundamental importancia no relaxamento arterial
dependente do endotélio. Procurando avaliar o seu papel na atividade vasodilatadora da fragao
acetato de etila, as preparacdes foram pré-tratadas com o L-NAME (NG—nitro—L—arginina—
metil-éster). Esta substdncia ¢ um inibidor competitivo da enzima o6xido nitrico sintase,
impedindo assim a forma¢do de 6xido nitrico. Em preparacdes tratatadas com L-NAME, a
atividade vasodilatadora foi reduzida significativamente, o que sugere a participacao do 6xido
nitrico na atividade vasodilatadora da fracdo acetato de etila. Moura et al. (2005) sugeriram
que o extrato hidroalcodlico da folha de Alpinia zerumbet induziu vasodilatacdo dependente
do endotélio e que essa ndo envolveu liberagdo de prostaciclina, ativacdo de receptor pela
ACh, histamina ou epinefrina ou abertura de canais de potassio Karp, Ky ou Kc,. O efeito
dilatador foi provavelmente dependente da ativagao da via NO-GMP ciclico.

Garthwaite et al. (1995) descreveram o composto ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-ona) como um inibidor seletivo da guanilato ciclase
soluvel, enzima responsavel pela formag¢ao do GMPc. Foi proposto que o ODQ atua ligando-
se na por¢cdo heme da enzima (SCHRAMMEL et al., 1996), o que foi confirmado
posteriormente (ZHAO et al., 2000). A inibi¢do da atividade da guanilato ciclase soluvel da-

se devido a oxidacao da forma ferrosa do sitio heme em espécies férricas, que sdo menos
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sensiveis ao NO. O ODQ também oxida a hemoglobina, o que mostra que a reagdo nao ¢é
especifica a guanilato ciclase soluvel (ZHAO et al., 2000). O efeito vasodilatador da fra¢ao
acetato de etila foi inibido depois do anel adrtico isolado de rato ter sido tratado com ODQ,
demonstrando que o mecanismo de a¢do depende do funcionamento adequado da enzima
guanilato ciclase.

Em resposta a estimulos hormonais e fisicos que acionam o influxo de calcio, as
células endoteliais modulam o tonus da musculatura lisa vascular, liberando fator de
hiperpolarizacdo dependente do endotélio, Oxido nitrico e prostaciclinas. A identidade
quimica e o mecanismo de a¢do do fator hiperpolarizacdo dependente do endotélio ainda nao
foram esclarecidos. Uma teoria surgere que o fator de hiperpolarizagdo dependente do
endotélio representa a hiperpolarizacdo endotelial gerada pela ativacdo dos canais de potassio
ativados por célcio. Com isso, os canais endoteliais de potassio influenciariam na contragdo
da musculatura lisa por reduzir o influxo de célcio, via canais de célcio operados por
voltagem. Outra sugestdo ¢ que o fator de hiperpolarizagdo dependente do endotélio é o
produto da via do citocromo P450 que pode ativar canais de potassio ativados pelo calcio de
alta condutancia na musculatura lisa vascular. A terceira teoria descreve a saida do potassio
celular endotelial via canais de potdssio ativados pelo calcio de média e baixa condutancia
(COLEMAN et al., 2004). Algumas substancias sdo capazes de bloquear os canais de potassio
ativados por calcio. A apamina ¢ uma neurotoxina que foi originalmente isolada da Apis
mellifera. A apamina liga-se ao canal de baixa condutincia de potéssio ativado pelo calcio e o
inibe (HABERMANN, 1984). A caribdotoxina ¢ uma toxina composta por 37 aminoacidos
obtida do veneno do escorpido Leiurus quinquestriatus hebraeus que bloqueia os canais de
alta e intermediaria condutancia de potassio ativados por calcio (LAURENT et al., 1993).

Durante o experimento, depois do anel aortico isolado de rato ter sido tratado com
caribdotoxina e apamina, o efeito vasodilatador da fragdo acetato de etila permaneceu
inalterado; o que sugere que o mecanismo de acdo nao esta diretamente ligado a participagao
dos canais de potéssio de alta, intermédiaria e baixa condutancia ativados pelo calcio, ou que
a concentracdo de caribdotoxina e apamina usada ndo foi capaz de evitar a hiperpolarizagao
causada pela acetilcolina.

Em nosso experimento, depois do anel adrtico isolado de rato ter sido tratado com
a catalase e com a superdxido dismutase, enzimas que interferem na produgao basal de ROS
extracelular, o efeito vasodilatador da fragdo acetato de etila permaneceu inalterado, o que
demonstra que o mecanismo de acdo ndo ¢ diretamente relacionado a participagcdo de espécies

reativas de oxigénio em nivel extracelular. Entretanto, o efeito vasodilatador da fragdo acetato
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de etila foi significativamente reduzido pela PEG-catalase, um inibidor das espécies reativas
de oxigénio em nivel intracelular, sugerindo a participacdo intracelular das espécies reativas
de oxigénio no mecanismo de agdo vasodilatador.

Em suma, a atividade vasodilatadora produzida pela fracao acetato de etila do
extrato aquoso da Alpinia zerumbet na aorta toracica de rato ¢ dependente do endotélio e via
NO-GMPc, possivelmente contando com a participacdo das espécies reativas do oxigénio ao
nivel intracelular. Tais achados sugerem o potencial uso clinico do extrato aquoso no combate

a hipertensao arterial.
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6 CONCLUSAO

O extrato total obtido do chd das folhas da Alpinia zerumbet em anel aortico
1solado de ratos causa vasodilatacao.

O efeito vasodilatador da fragdo acetato de etila e hexanica ¢é superior ao efeito do
extrato total e ao efeito da fragdo dicloro em anel aortico isolado de ratos, sugerindo que os
principios ativos responsaveis pela atividade vasodilatadora estejam possivelmente nestas
fracoes.

O efeito vasodilatador da fracdo acetato de etila e da acetilcolina foram inibidos
pela remogdo do endotélio, ao passo que o nitroprussiato de sédio causou vasodilatacao
mesmo depois da remog¢do do endotélio do anel aortico isolado de rato, o que sugere que o
efeito da fracdo acetato de etila seja dependente da existéncia de um endotélio intacto.

O efeito vasodilatador da fracdo acetato de etila foi inibido depois do anel adrtico
isolado de rato ter sido tratado com L-NAME, demonstrando que o mecanismo de agao
depende do funcionamento adequado da enzima 6xido nitrico sintase endotelial.

O efeito vasodilatador da fracdo acetato de etila foi inibido depois do anel adrtico
1solado de rato ter sido tratado com ODQ, demonstrando que o mecanismo de a¢do depende
do funcionamento adequado da guanilato ciclase.

O efeito vasodilatador da fracao acetato de etila permaneceu inalterado depois do
anel adrtico isolado de rato ter sido tratado com caribdotoxina e apamina, o que sugere que o
mecanismo de acdo ndo estd diretamente ligado a participacdo dos canais de potassio de
conducao intermédiaria e baixa ativados pelo calcio.

O efeito vasodilatador da fracao acetato de etila permaneceu inalterado depois do
anel aortico isolado de rato ter sido tratado com catalase e com superdéxido dismutase.
Entretanto, o efeito vasodilatador da fracdo acetato de etila foi significativamente reduzido

pela PEG-catalase.
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APENDICE A

TABELA 1 — Efeito de diferentes concentracdes do extrato aquoso (EaAz) e das fracdes
acetato de etila (FAmAZz), hexanica (FHxAz) e diclorometano (FDmAZz) de Alpinia zerumbet
em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina, medido em termos de

percentual de relaxamento.

EaAz (n=5) FAmAz (n=7) FHxAz (n=5) FDmAz (n=6)

[mg/L]
Média  EPM Média EPM Média EPM Média EPM

0,15 6,568 1,209 2,823 0,724 7,128 2,954 4,323 1,451
0,50 7,684 1,685 6,066 2,278 9,318 2,693 10,383 3,834
1,50 17,196 5,805 12,103 3,912 14,528 3,282 10,532 3,059
5,00 26,006 6,997 34,567 3,732 27,366 6,740 12,260 2,736
15,00 55,616 9,758 66,691 5,818 52,578 9,718 13,553 3,590

50,00 85,974 6,518 84,800 6,044 68,036 8,205 18,668 4,831

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 2 — Efeito de diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Alpinia
zerumbet (FAmAz) em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina,
medido em termos de percentual de relaxamento, considerando a presenga e a auséncia do
endotélio vascular (Sem endotélio). Dados expressos como média e erro padrao da média
(EPM) das medigdes efetuadas em 4 experimentos. Para cada concentragdo, comparacdes
entre as preparagdes com a fracdo FAmAz com e sem endotélio foram realizadas mediante o

uso do teste  para variaveis ndo emparelhadas.

(FAmAZ] FAmAz Sem endotélio Significancia

(mg/L) Média EPM Média EPM (valor P)
0,15 3,010 2,281 2,880 2,502 0,9706
0,50 6,978 3,675 1,233 1,641 0,2034
1,50 12,980 4,549 0,323 0,386 0,0323
5,00 53,225 10,508 -1,425 0,999 0,0021
15,00 81,530 7,675 -1,613 2,418 P<0,0001
50,00 88,358 4,631 -5,468 2,273 P<0,0001

Fonte: Elaborado pelo autor..
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TABELA 3 — Efeito de diferentes concentracdes da fragdo acetato de etila de Alpinia
zerumbet (FAmAz) em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina,
medido em termos de percentual de relaxamento, considerando a presenca e auséncia de L-
NAME (FAmAz + L-NAME). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM)
das medicdes efetuadas em 5 experimentos. Para cada concentracdo, comparagdes entre

FAmAz e FAmAz + L-NAME foram realizadas mediante o uso do teste 7 para variaveis nao

emparelhadas.
[FAmAZ] FAmAZ FAmAz + L-NAME Significancia

(mg/L) Média EPM Média EPM (valor P)

0,15 2,886 3,275 2,398 1,433 0,8948

0,50 2,886 3,183 2,054 1,356 0,8160

1,50 11,802 5,886 3,358 3,299 0,2461

5,00 40,354 12,470 0,304 4,529 0,0166

15,00 77,250 10,956 2,130 4,129 0,0002
50,00 92,736 5,532 2,014 4,423 P<0,0001

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 4 — Efeito de diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Alpinia
zerumbet (FAmAz) em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina,
medido em termos de percentual de relaxamento, considerando a presenca e auséncia de
CTX-APA (FAmAz + CTX-APA). Dados expressos como média e erro padrao da média
(EPM) das medigdes efetuadas em 5 experimentos. Para cada concentragdo, comparacdes
entre FAmAz ¢ FAmAz + CTX-APA foram realizadas mediante o uso do teste ¢ para

variaveis nao emparelhadas.

[FAmAZ] FAmAz FAmAz + CTX-APA Significancia

(mg/L) Média EPM Média EPM (valor P)
0,15 4,248 3,434 5,062 2,599 0,8548
0,50 6,608 3,476 8,328 3,636 0,7412
1,50 11,762 4,425 10,950 2,029 0,8717
5,00 45,714 15,850 40,668 10,861 0,7995
15,00 78,362 11,421 73,702 8,871 0,7555
50,00 87,274 4,885 79,982 7,041 0,4195

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 5 — Efeito de diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Alpinia
zerumbet (FAmAz) em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina,
medido em termos de percentual de relaxamento, considerando a auséncia e presenca de L-
NAME (FAmAz + L-NAME) ou CTX-APA (FAmAz + CTX-APA), assim como apos a
remog¢ao do endotélio vascular. Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM)
das medigoes efetuadas em 11 (FAmAz), 5 (FAmAz + L-NAME ¢ FAmAz + CTX-APA) ¢ 4
(Sem endotélio) experimentos. Para cada concentracdo, comparagdes entre os tratamentos
foram realizadas mediante o uso da andlise de varidncia (ANOVA) associada ao teste de

comparagdes multiplas de Tukey para verificar diferencas entre os compostos dois a dois.

FAmAZ FAmMAz + LNAME  TAmAZ+CTX- Sem endotélio

[FAmAZ] APA

ML) Media EPM Média  EPM Média  EPM Média  EPM

0,15 2,647 1,609 2,398 1,433 5,062 2,599 2,880 2,502
0,50 4,302 1,931 2,054 1,356 8,328 3,636 1,233 1,641
1,50 11,956 3,078 3,358 3,299 10,950 2,029 0,323 0,386
5,00 44,995 8,279 0,304 4,529 40,668 10,861 -1,425 0,999
15,00 80,308 5,680 2,130 4,129 73,702 8,871 -1,613 2,418

50,00 90,615 3,192 2,014 4,423 79,982 7,041 -5,468 2,273

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 6 — Efeito de diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Alpinia
zerumbet (FAmAz) em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina,
medido em termos de percentual de relaxamento, considerando a presenga e auséncia de ODQ
(FAmAz + ODQ). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM) das medigoes
efetuadas em 6 experimentos. Para cada concentracdao, comparagdes entre FAmAz ¢ FAmAz

+ ODQ foram realizadas mediante o uso do teste 7 para variaveis ndo emparelhadas.

[FAmAZ] FAmAZ FAmAz+0DQ Significancia

(mg/L) Média EPM Média EPM (valor P)
0,15 4,012 2,901 -0,153 2,379 0,2929
0,50 5,015 3,360 0,653 2,379 0,3143
1,50 13,852 5,225 4,273 5,645 0,2414
5,00 47,082 12,204 2,598 6,627 0,0094
15,00 80,440 9,497 4,158 8,144 0,0001

50,00 93,345 4,558 5,122 6,614 P<0,0001

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 7 - Efeito de diferentes concentra¢des da fragdo acetato de ctila de Alpinia
zerumbet (FAmAz) em anel de aorta de rato submetido a pré-contragdo com fenilefrina,
medido em termos de percentual de relaxamento, considerando a auséncia e presenga de
catalase (FAmAz + Catalase), SOD (FAmAz + SOD) ou PEG-catalase (FAmAz + PEG-
catalase). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM) das medigoes
efetuadas em 8 (FAmAz), 6 (FAmAz + Catalase ¢ FAmAz + SOD) e 2 (FAmAz + PEG-

catalase) experimentos.

FAmAz FAmAz+Catalase FAmAz+SOD FAmAz+PEG-Catalase
[FAmAZ]

(mg/L) Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
0,15 1,563 0,933 0,198 0,198 0,170 0,170 5,930 5,930
0,50 3,995 1,595 2,890 0,615 3,048 0,585 8,475 8,475
1,50 8,860 2,298 6,857 2,237 9,167 2,332 24,560 7,640
5,00 40,235 10,161 31,980 7,166 47,575 12,170 24,330 2,790
15,00 80,550 8,689 86,200 10,088 81,915 12,711 21,555 3,865

50,00 89,703 6,010 91,322 9,043 90,247 8,577 29,335 6,255

Fonte: Elaborado pelo autor.



