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RESUMO

Avaliacao do efeito do éleo essencial de Alpinia zerumbet na reatividade vascular
de artérias de resisténcia de ratos. Danilo Galvao Rocha. Orientador: Prof. Dr. Manoel
Odorico de Moraes Filho. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduagdo em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara, 2018.

A Alpinia zerumbet € uma planta da familia Zingiberaceae, popularmente conhecida como
Coldnia e utilizada no tratamento da hipertensao arterial sistémica e da ansiedade. Ja
foram realizadas diversas pesquisas com a Alpinia zerumbet mostrando atividade anti-
hipertensiva, vasodilatadora, antioxidante, dentre outras, porém, nenhuma pesquisa
verificou o efeito vasodilatador do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) em vasos
de resisténcia. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito vasodilatador do OEAz
em artérias de resisténcia isoladas de rato Wistar, bem como estudar o seu mecanismo
de acao. Para tanto, foi verificado o efeito do OEAz (3 — 3000 pg/mL) na tenséo isométrica
mensurada em segmentos de segundo ramo de artéria mesentérica (SSRAM), com
endotélio integro, pre-contraidos com KCI (80 mM) ou U-46619 (3 uM). Além disso, para
se avaliar o mecanismo de acao do OEAz, foi verificada a influéncia da presenca do
endotélio, bem como a interferéncia da incubacao com inibidores de diversas vias de
relaxamento muscular (TEA, 4-AP, Glibenclamida, Atropina, L-NAME, ODQ,
Indometacina) no efeito vasodilatador do OEAz em SSRAM pré-contraidas com U-46619.
Foram realizados, ainda, alguns protocolos visando verificar o efeito do OEAz no influxo
de Ca?*, mediante contracdo induzida por CaCl. em meio com alta concentragdo de K+,
bem como na liberagdo dos estoques intracelulares de Ca?*, através da contragdo
induzida por Fenilefrina e por Cafeina em meio sem Ca?*. Foi observado um efeito
vasodilatador independente de endotélio do OEAz em SSRAM, com CEso de 33,17 ug/mL
(1C95%: 28,11 — 39,38) em artérias pré-contraidas com KCI e CEsp de 21,52 pg/mL
(1C95%: 17,68 — 25,95) em artérias pré-contraidas com U-46619, tendo sido observada
uma poténcia significativamente maior (P<0,01) do OEAz em SSRAM pré-contraidas com
U-46619, quando comparadas as pré-contraidas com KCI. Com relacao aos inibidores, os
Unicos que causaram uma alteracao significativa na CEso do OEAz, quando comparados
ao controle, foram o0 ODQ, com CEso de 39,47 ug/mL (IC95%: 36,7 — 42,44) (P<0,001), e
o L-NAME, com CEso de 35,15 pg/mL (IC95%: 33,41 — 37,08) (P<0,001), entretanto os
inibidores ndo causaram uma reducao no Emax. Com relagdo aos protocolos de contragéao
induzida por CaCl2 em meio rico em K+, e por cafeina e fenilefrina em meio sem Ca?*, foi
observada uma reducdo da contracdo muscular, nos trés protocolos, causada pela
incubagdo com o OEAz, de maneira dose-dependente. Portanto, os resultados
encontrados sugerem que o OEAz causa um efeito vasodilatador independente de
endotélio, mediante inibicdo do influxo de Ca?* e da liberacdo dos estoques intracelulares
de Ca?*, bem como uma ativagdo da via NOS/GCs.

Palavras-chave: Vasodilatadores; Artérias mesentéricas; Canais de calcio; Oxido nitrico.



ABSTRACT

Evaluation of effect of essential oil of Alpinia zerumbet on vascular reactivity of
rat resistance arteries. Danilo Galvao Rocha. Advisor: Prof. Ph.D. Manoel Odorico
de Moraes Filho. Master's Degree Dissertation. Postgraduate Program in
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology. Faculty of Medicine,
Federal University of Ceara, 2018.

Alpinia zerumbet is a plant from Zingiberaceae family, popularly known in Brazil as
“Colbnia”, used for anxiety and systemic arterial hypertension treatment. Several
studies have already demonstrated its anti-hypertensive, vasodilator and antioxidant
activities, among others, but no research aimed to verify the vasodilator effect of
essential oil from Alpinia zerumbet (EOAz) in resistance vessels. Thus, the aim of this
study was to evaluate the vasorelaxant effect of EOAz and to assess its mechanism
of action in mesenteric small arteries isolated from Wistar rats. Therefore, the effect of
EOAz (03 to 3000 pg/mL) was verified by isometric tension, measured in rings of
second-order branch of the mesenteric artery (SOBMA), with intact endothelium, pre-
contracted by KCI (80 mM) and U-46619 (03 uM). To study the mechanism of action,
it was evaluated the influence of endothelium presence, and the influence of several
inhibitors (TEA, 4-AP, Glybenclamide, Atropine, L-NAME, ODQ and indomethacin) on
vasodilator effect of EOAz in SOBMA pre-contracted by U-46619. Some protocols
were also performed targeting to study Ca?* influx, through CaClz contraction in high
K* medium, as well as Ca?* release from intracellular storages by caffeine and
phenylephrine induced contraction in Ca? free medium. Results showed an
endothelium-independent vasorelaxant effect of EOAz on SOBMA pre-contracted by
KCI, with an ECso of 33.17 pg/mL (Cl95%: 28.11 to 39.38), and U-46619, with an ECso
of 21.52 pg/mL (Cl95%: 17.68 to 25.95). Significantly higher potency (P<0,01) was
observed for SOBMA pre-contracted by U-46619, when compared to those pre-
contracted by KCI. Regarding the inhibitors, only ODQ and L-NAME produced
significant alteration on ECso when compared to Control, with values of 39.47 ug/mL
(CI95%: 36.7 to 42.44; P<0,001), and 35.15 pg/mL (Cl95%: 33.41 to 37.03),
respectively. However, the inhibitors did not cause an Emax reduction. Concerning
calcium assays, reduction on muscle contraction caused by incubation with EOAz was
observed in all three protocols in a dose-dependent manner. Hence, our results
suggest that essential oil of Alpinia zerumbet causes a vasodilator effect, mediated by
inhibition of Ca?* influx and Ca?* release from intracellular storages, as well as an
activation of NOS/GCs pathway.

Key-words: Vasodilator agents; Mesenteric Arteries; Calcium channels; Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO
1.1 Musculo liso vascular

O musculo liso pode ser dividido em dois grandes grupos, o musculo liso
multiunitario e o musculo liso unitario (Figura 1), sendo o primeiro composto por fibras
musculares separadas e discretas, em que cada fibra opera independente das outras,
e o controle é exercido principalmente por sinais nervosos, enquanto o segundo é
composto por massas de centenas a milhares de fibras musculares lisas que se
contraem ao mesmo tempo, como uma sé unidade; além disso, a maior parte do
controle do musculo liso unitario é exercida por sinais ndo nervosos. Alguns exemplos
de musculo liso multiunitario sdo os musculos piloeretores e o musculo da iris do olho,
enquanto exemplos de musculo liso unitario s&o os musculos encontrados no trato

gastrointestinal, Utero e diversos vasos sanguineos (HALL, 2017).

Figura 1 — Imagem ilustrativa do muasculo liso multiunitario (A) e do musculo liso

unitario (B).
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As artérias de resisténcia sao 0s vasos que mais contribuem para a resisténcia
vascular periférica (RVP), um dos fatores preditores da pressao arterial, juntamente
com o débito cardiaco. Assim, a pressao arterial esta diretamente ligada ao ténus do
musculo liso vascular presente na camada média das artérias, uma vez que a RVP é
determinada pelo didmetro do limem das artérias (MULVANY; AALKJAER, 1990).

1.1.1 Mecanismo de contracao

A fibra muscular lisa, assim como a esquelética, € composta por filamentos de
miosina e actina, que sao longas moléculas proteicas responsaveis pela contracao
muscular. A contragdo muscular lisa se inicia com o aumento intracelular de ions Ca?*,
que pode ser causado por estimulagdo nervosa, hormonal, estiramento da fibra
muscular lisa, ou alteragdées quimicas no ambiente da fibra (HALL, 2017).

O aumento de Ca?* na célula muscular lisa pode ocorrer por influxo ou por
liberagdo dos estoques intracelulares. O influxo ocorre por canais ibnicos presentes
na membrana plasmatica, ocorrendo principalmente através dos canais de Ca?*
dependentes de voltagem (VOCC) do tipo L, com contribuicdo de outros canais, como
os canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo T e canais de Ca?* dependentes
de ligantes (ROCC). O reticulo sarcoplasmatico é o local onde fica armazenado o Ca?*
intracelular, a liberacao desses estoques ocorre por meio de dois tipos de canais
ibnicos, os receptores de Rianodina (RyR) e os receptores de 1,4,5-trifosfato de
inositol (IP3R) (AMBERG; NAVEDO, 2013; RAINBOW; MACMILLAN; MCCARRON,
2009).

O Ca?* intracelular resultante do influxo ou da liberacdo dos estoques
intracelulares se liga de forma reversivel a uma proteina chamada Calmodulina
(CAM), formando um complexo CAM-Calcio que é responsavel pela regulacdo de
diversos processos celulares, entre eles a contragdo muscular, por meio da ativagao
da enzima quinase de cadeia leve de miosina, cuja funcao é fosforilar a cadeia
reguladora leve, presente nas cabegas da miosina. A fosforilagdo da cadeia
reguladora inicia as ligacdes ciclicas da cabeca da miosina com os filamentos de
actina, promovendo contragao das células musculares lisas (Figura 2) (HALL, 2017;
WALSH, 2011).
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Figura 2 — Esquema do processo de contragao do musculo liso.
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Existem ainda alguns mecanismos de contragdo muscular independentes de
Ca?*. A RhoA é uma enzima cuja forma inativa é ligada ao Difosfato de guanosina
(GDP) e a forma ativa € ligada ao Trisfosfato de guanosina (GTP). A RhoA-GTP age
ativando a enzima Rho quinase, que é responsavel por fosforilar a fosfatase da cadeia
leve de miosina (MLC-fosfatase), inativando-a. A MLC-fosfatase € responsavel por
desfosforilar a cadeia leve de miosina causando uma inativagdo da mesma, portanto
a Rho quinase promove um aumento do estado fosforilado da miosina, promovendo a
contracdo muscular (AMANO et al., 1996; HILGERS; WEBB, 2005).
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A proteina quinase C (PKC), também esta envolvida no processo de contracao
independente de Ca?* de alguns agonistas, como o 12,13-dibutirato de forbol. A
ativacdo da PKC causa uma fosforilagdo direta da cadeia leve de miosina, por meio
de uma cascata de eventos que ainda nao estdo bem estabelecidos, mas a proteina
quinase ativada por mitogenos (MAPK) parece estar envolvida com essa via de
ativacdo (HARNETT; BIANCANI, 2003; TROCKMORTON; PACKER; BROPHY,
1998).

1.1.2 Mecanismos de relaxamento

O relaxamento da fibra muscular lisa ocorre ap6s mudultiplas etapas, que
envolvem a diminuicdo do Ca?* citosdlico (1) com, consequentemente, um
desligamento do complexo CAM-Calcio (2), a enzima fosfatase de miosina desfosforila
a cadeia leve de miosina (3), inibindo as ligacbes da miosina com a actina,
promovendo um relaxamento (4) (Figura 3) (SILVERTHORN, 2010).

Figura 3 — Esquema do processo de relaxamento do musculo liso.
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O endotélio € uma camada de células presente na camada intima dos vasos e
esta diretamente ligado ao tbnus vascular, liberando diversas substancias
vasodilatadoras, como fator hiperpolarizante derivado do endotélio, 6xido nitrico e
prostaciclina, bem como substancias vasoconstritoras, como angiotensina I,
endotelina-1 e espécies reativas de oxigénio, além de diversas outras fungdes, como
crescimento e remodelamento vascular, adesdo celular, resposta inflamatéria e
manutencao da fluidez sanguinea (SENA; PEREIRA; SEICA, 2013; XIAO et al., 2014).

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso produzido endogenamente
através da enzima o6xido nitrico sintase (NOS, do inglés Nitric Oxide Synthase), que
utiliza L-arginina como substrato, bem como oxigénio molecular e NADPH como co-
substratos. Existem 3 isoformas da NOS, a NOS neuronal (NOS | ou NOSn) esta
presente em alguns neurdnios do sistema nervoso central e periférico; a NOS
induzivel (NOS Il ou NOSI) ndo é expressa normalmente em células, porém tem sua
expressdo induzida, normalmente em macréfagos, por lipopolissacarideos
bacterianos, citocinas, entre outros, estando, portanto, ligada a resposta imune e
inflamacéo; e a NOS endotelial (NOS Il ou NOSe), que esta presente nas células
endoteliais e tem diversas fungdes, dentre elas controle do tonus vascular, inibicao da
agregacao plaquetaria, estimulacéo da angiogénese, entre outras (FORSTERMANN;
SESSA, 2012; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

O NO é um potente vasodilatador, que age estimulando a enzima Guanilato
Ciclase soluvel (GCs) nas células musculares lisas dos vasos, induzindo a formacgao
de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP).
O GMPc ativa a proteinocinase G (PKG), que catalisa a fosforilacdo de diversas
proteinas diminuindo o influxo de calcio via canais de calcio operados por voltagem
(VOCC), reduzindo a liberagao de calcio do reticulo sarcoplasmatico pelos receptores
de IP3 (IP3R) e promovendo a reentrada de célcio no reticulo sarcoplasmético através
da SERCA (do inglés sarco/endoplasmic reticulum Calcium ATPase). A diminui¢ao do
célcio citoplasmatico causa uma inativacdo da Calmodulina, inativando,
consequentemente, a quinase de cadeia leve de miosina, responsavel pela contracao
do musculo liso, bem como aumenta a atividade da fosfatase de cadeia leve de
miosina, responsavel pela desfosforilagdo das cadeias reguladoras leves da miosina,
resultando em vasodilatacdo (Figura 4) (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015;
KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).
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No musculo liso vascular existem 4 tipos principais de canais de K*, sao eles:
(1) Canais de K* sensiveis ao Ca®*, (2) sensiveis ao ATP, (3) retificadores de influxo
e (4) os dependentes de voltagem (STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014). Os canais
de potassio sdo de extrema importancia para a manutencdo do potencial de
membrana, e a abertura de tais canais promove uma saida de K+* da célula,
provocando uma hiperpolarizagdo da célula muscular lisa, com consequente
relaxamento (MILLER, 2000; SOBEY, 2001; STOTT; JEPPS; GREENWOQD, 2014).
O fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE) € um fator cuja identidade
molecular permanece controversa, tendo autores que sugerem que o FHDE é um
grupo de substancias, incluindo peroxido de hidrogénio, mondxido de carbono, sulfeto
de hidrogénio, entre outras. O FHDE age, principalmente, abrindo canais de K* na
célula muscular lisa dos vasos, causando uma hiperpolarizacdo, com consequente
vasorrelaxamento (Figura 4) (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010; GILES et al.,
2012).

Os prostandides sao produtos da biotransformacgéao do acido araquidénico pela
via da ciclo-oxigenase, eles podem ser as prostaglandinas, o tromboxano (TXA2) ou a
prostaciclina (PGlz2), sendo esse Uultimo um potente vasodilatador e inibidor da
agregacao plaquetaria produzido nas células endoteliais (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014). A ativacdo dos receptores de prostaciclina nas células musculares
lisas provoca ativagdo da enzima adenilato ciclase, levando a um aumento do
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O aumento dos niveis de AMPc causa uma
estimulacao da proteinocinase A (PKA), que tem atividade similar a PKG, causando
uma saida do calcio intracelular, inibindo a maquinaria contratil (Figura 4) (BATLOUNI,
2001; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).
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Figura 4 — Esquema do mecanismo de vasorrelaxamento induzido pelo 6xido nitrico,

fator hiperpolarizante derivado do endotélio e pela prostaciclina.
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1.2Doencas Cardiovasculares

Os medicamentos vasodilatadores sao utilizados para diversas doencas
cardiovasculares. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares sdao um grupo de desordens do coragdo e dos vasos sanguineos,
que incluem doenca coronariana, doencas cerebrovasculares, doencas arteriais
periféricas, doencas no coracao devido a febre reumatica, doencas cardiacas
congénitas, trombose venosa e embolia pulmonar (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Os 4 principais fatores de risco para as doencas
cardiovasculares sao dieta ndo saudavel, caracterizada pela alta ingestdao de sal,
gorduras e agucares, sedentarismo, tabagismo e alcoolismo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

A presséao arterial sistémica (PAS) é igual o produto do débito cardiaco pela
resisténcia vascular periférica, ou seja, a PAS é diretamente proporcional a esses dois
fatores (MULVANY, 2012). Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia, a
hipertensao arterial € uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por niveis

pressoricos sistolico e/ou diastélico maior ou igual a 140 e 90 mmHg, respectivamente,



25

e contribui direta ou indiretamente com 50% das mortes por doengas cardiovasculares
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).

A hipertensdo arterial pode ser classificada em hipertensdo primaria ou
hipertensdo secundaria. A hipertensao primaria, ou essencial, € uma hipertensdo sem
causa definida e corresponde a 90-95% dos casos de hipertensdo; enquanto a
secundaria possui uma causa definida, como estenose da artéria renal,

feocromocitoma ou aldosteronismo primario (MULVANY, 2012).

Nos estagios iniciais da hipertensao essencial, a atividade simpatica e o débito
cardiaco geralmente estdao aumentados, porém, nos estagios mais avancados da
doenca tais parametros ficam normais (LUND-JOHANSEN, 1980; MULVANY, 2012),
enquanto a resisténcia vascular periférica fica aumentada devido a alteragbes
funcionais dos vasos, tais como disfuncdo endotelial e mudancas estruturais
(BRANDES, 2014; RIZZONI; AGABITI-ROSEI, 2012).

As doencas cardiovasculares sdo uma das principais causas de mortes no
mundo. Estima-se que em 2013 houve um total de 54 milhées de mortes no mundo,
sendo 17,3 milhdes (31,5%) causadas por doencas cardiovasculares. Além do
impacto social, as doencgas cardiovasculares também tém um impacto econdédmico
muito grande, estima-se que em 2010 o custo mundial causado por tais doencgas foi
aproximadamente US$863 bilhdes (BENJAMIN et al, 2017). No Brasil,
aproximadamente 29,8% dos ébitos foram por doengas cardiovasculares em 2013,
sendo a principal causa de morte no pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2016).

1.3Fitoterapia

As plantas séo utilizadas para tratar diversas enfermidades desde tempos
imemoriaveis, existindo evidéncias do uso de plantas medicinais que datam de
milhares de anos antes de Cristo (DUTRA et al., 2016). Dentre os principais registros,
estdo os antigos dos sumérios, de cerca de 5000 anos atras; o livro chinés “Pen
Ts’ao”, que descreve diversas plantas utilizadas até hoje devido a seus efeitos
farmacolégicos; e um dos mais importantes registros, o livro “De Materia Medica”,

escrito pelo “pai da farmacognosia”, o greco-romano Dioscorides, que descreveu mais
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de 1000 drogas, sendo aproximadamente dois tergcos delas de origem vegetal
(PETROVSKA, 2012; RAFIEIAN-KOPAEI; SEWELL, 2014).

Diversos farmacos usados atualmente na clinica foram obtidos de plantas,
exemplos importantes dessas substancias sao a digoxina, obtida da Digitalis spp., que
€ usada no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva; quinina e quinidina,
obtidas da Cinchona spp., sao utilizadas como antimalarico e antiarritmico,
respectivamente; vincristina e vimblastina, extraidas a partir da Catharanthus roseus,
sendo utilizadas como antineoplasicos; atropina, que € um antimuscarinico e foi
isolada a partir da Atropa belladonna, dentre diversas outras (DUTRA et al., 2016;
RATES, 2001). Além de substancias isoladas, como as supracitadas, as plantas
medicinais também sao muito utilizadas em sua totalidade na forma de fitoterapicos,
sejam os caseiros, na forma de chas, ou os industrializados, na forma de xaropes e
capsulas, dentre outras formas farmacéuticas.

Segundo a Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n® 26/2014 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os medicamentos fitoterapicos sdo obtidos
com uso exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja seguranca e eficacia
sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia
de sua qualidade, enquanto os produtos tradicionais fitoterapicos sdo obtidos com uso
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja seguranca e eficacia seja baseada
em dados publicados na literatura técnico-cientifica e, tais produtos, devem ser
concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico, portanto ndo podem
se referir a doengas ou condigdes consideradas graves, nao podem conter matérias-
primas em concentragdo com risco toxico e ndo devem ser administrados por via
injetavel ou oftalmica (ANVISA, 2015).

O mercado mundial de fitoterapicos vem crescendo bastante. Em 2011 o
mercado global de medicamentos atingiu U$800 bilhdes, enquanto o de fitoterapicos
atingiu U$26 bilhdes, sendo o maior mercado na Europa (30%), principalmente na
Alemanha, seguido da Asia (29%) e América do Norte (18%), enquanto a América
Latina, com diversos paises considerados megabiodiversos, participaram com apenas
5% do mercado mundial de fitoterdpicos (ALVES, 2013). O Brasil contém
aproximadamente 20 a 22% da flora existente no planeta, por isso, os pesquisadores
e algumas industrias vém aumentando o investimento nesse mercado no Brasil,

aumentando o numero de produtos fitoterapicos, bem como a quantidade de
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pesquisas pré-clinicas e clinicas para comprovar as atividades farmacolégicas de tais
plantas (DUTRA et al., 2016).

A fitoterapia € uma pratica muito comum em pacientes com doencgas
cardiovasculares, como a hipertens&o, sendo muitas vezes feita automedicagdo sem
0 conhecimento ou orientacdo de um profissional da area da sautde (MANTOVANI et
al., 2017). Isso pode ocorrer pelo fato de muitas pessoas acreditarem que as plantas
medicinais ndo possuem efeitos adversos, porém tais produtos sdo potencialmente
téxicos, portanto sdo necessarios estudos para compreender todos os efeitos das
plantas medicinais, bem como sdo necessarios treinamentos dos profissionais da
saude para que possa haver uma melhor identificagdo de tais efeitos e uma maior
seguranca para o paciente (NASRI; SHIRZAD, 2013; NETO et al., 2014).

1.4 Alpinia zerumbet
1.4.1 Botanica

A Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith (Figura 5) € uma planta popularmente
conhecida como Colénia e € encontrada na literatura com as sinonimias de Alpinia
speciosa K. Shum, Costus zerumbet Pers., Languas speciosa Small e Zerumbet
speciosum J. C. Wendel (LORENZI; SOUZA 2001). Pertencente da familia
Zingiberaceae, ordem Zingiberales, é uma planta originaria da Asia Oriental que foi
introduzida no Brasil no século XIX, por D. Pedro Il, quando o primeiro exemplar foi
trazido ao Jardim Botanico do Rio de Janeiro (MATOS, 2002; CORREA; LIMA;
COSTA, 2010).
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Figura 5 — Imagem ilustrativa da Alpinia zerumbet

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2014

E uma planta herbacea, rizomatosa, com 2 a 3 metros de altura, hastes
numerosas, recurvadas, folhas coriaceas e espessas (LORENZI; SOUZA, 2001). O
caule é aéreo, curto, com folhas lanceoladas em disposi¢ao distica, de base aguda e
apice cuspidado. As folhas sdo curto-pecioladas, com longa bainha aberta e ligule
desenvolvida (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004).

1.4.2 Toxicologia

Oliveira (2008) realizou um estudo toxicologico pré-clinico com o extrato
aquoso de Alpinia zerumbet (EAAz) e com o 6leo essencial de Alpinia zerumbet
(OEAz), realizando diversos testes para avaliar citotoxicidade, genotoxicidade e
toxicidade aguda. Para se estudar a citotoxicidade foram utilizados os ensaios do MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium brometo) em diversas linhagens de
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células tumorais, o Alamar blue em células mononucleares do sangue periférico de
camundongos e o teste de hemolise, realizado em hemacias de camundongos. O
EAAz e o OEAz ndo apresentaram atividade citotoxica ou hemolitica nos testes
citados. O estudo de toxicidade aguda foi realizado apenas com o EAAz, em dose oral
unica de 2000, 2750, 3500, 4250 ou 5000 mg/kg, em camundongos, nao sendo
verificada nenhuma dose toxica, com apenas alguns efeitos observados (piloerecao,
fotofobia e reducdo da atividade). Realizaram-se os ensaios do cometa e do
micronucleo com o EAAz e OEAz, a fim de verificar o efeito genotdxico, por meio do
qual concluiram que o EAAz e 0 OEAz nao foram considerados genotoxicos. Assim,
Oliveira (2008) concluiu que 0 EAAz e 0 OEAz n&o sao tdxicos nas condigdes em que
o estudo foi realizado.

Foi realizado um estudo toxicoldgico agudo e crénico mais aprofundado com o
OEAz em camundongos pela Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (Dados
nao publicados). Com relacdo a toxicologia aguda, utilizou-se doses de 30 a 5000
mg/kg, € observou-se que as doses de 30 a 1000 mg/kg ndo ocasionaram letalidade
ou alteracbes comportamentais, enquanto a dose de 5000 mg/kg ocasionou
mortalidade de 60% nos camundongos machos e de 90% nos camundongos fémeas,
além de alteragbes comportamentais, tais como resposta ao toque, segurar cauda,
reflexo corneal, tonus corporal e aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria.
Nenhuma dose testada causou alteracbes macroscépicas ou no peso dos 6rgaos e
glandulas (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2008).

No estudo de toxicologia crbnica, também realizado pela UFSC (Dados néo
publicados), estimou-se a dose letal em 50 % da amostra (DLso) em 503 mg/kg para
camundongos machos e 448 mg/kg para camundongos fémeas. Além disso, foram
observadas diversas alteracoes morfoldgicas, como aumento do peso do coracdo e
figado; histopatolégicas, tais como hiperplasia linfonoidal no pulmdo e baco,
congestao hepatica e inflamacao crénica nos rins; bioquimicas, por exemplo aumento
dos niveis de albumina, creatinina, sédio e potassio. O estudo concluiu que a NOAEL
(Dose sem efeitos adversos observaveis, do inglés no observable adverse effect level)
esta entre 100 e 200 mg/kg para camundongos (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA, 2008).

Em um estudo que visou avaliar a seguranca do cha de Alpinia zerumbet em

voluntarios sadios, os voluntarios receberam cha ou placebo, por 4 semanas, e foi
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realizada avaliagéo clinica-laboratorial, bem como teste do cometa nos linfécitos dos
voluntarios. O estudo concluiu que o cha de Alpinia zerumbet € seguro na dose
estudada, ndo sendo observados efeitos clinico-laboratoriais nos voluntarios ou no
teste do cometa (SANTANA, 2009).

Para se verificar o efeito genotoxico e mutagénico do 6leo essencial de Alpinia
zerumbet (OEAz), foram realizados testes alamar blue, azul de tripan e cometa em
leucdcitos humanos além dos testes de aberracées cromossdmicas e micronucleos
em linfécitos humanos; em todos os testes nao foram encontrados efeitos citotéxicos,
genotdxicos ou multagénicos até a concentracdo de 300 pg/mL, porém tais efeitos
foram encontrados na de 500 pg/mL. Além disso, foi estudado o efeito genotdxico e
multagénico in vivo, através dos testes do cometa e dos micronucleos, em
camundongos apés dose oral unica de 400 mg/kg do OEAz, ndo sendo encontrado
nenhum efeito genotdéxico ou multagénico (CAVALCANTI et al., 2012).

1.4.3 Propriedades farmacoldgicas

Na regido Nordeste do Brasil, a Alpinia zerumbet é amplamente utilizada na
medicina popular, na forma de chés e infusdes, para o tratamento de ansiedade e,
principalmente, hipertensdao (MATOS, 2002). As propriedades farmacolégicas da
Alpinia zerumbet vém sendo largamente estudadas no mundo, principalmente no
Brasil e em alguns paises da Asia, e diversas atividades farmacolégicas ja foram
comprovadas.

Um dos primeiros trabalhos publicados com rela¢do ao seu efeito farmacologico
verificou o efeito hipotensor, em caes e ratos, do extrato hidroalcodlico da Alpinia
speciosa, bem como observou um efeito cronotropico e inotrépico negativo em atrio
de rato isolado (MENDONGCA et al., 1991).

Ja foram demonstrados na literatura diversos efeitos da Alpinia zerumbet,
dentre eles, efeito antioxidante (CAVALCANTI et al, 2012; CHEN et al., 2014;
CHOMPOO et al, 2012a; DE ARAUJO et al, 2011; TU; TAWATA, 2015),
antiespasmédico (BEZERRA et al., 2000), inibidor do potencial de agcdo do nervo
ciatico (LEAL-CARDOSO et al., 2004), antinociceptivo (DE ARAUJO PINHO et al.,
2005), antipsicético e sedativo (DE ARAUJO et al., 2011), hipolipidemico (CHUANG
et al., 2011; LIN et al., 2008), antiobesidade (TU; TAWATA, 2014), antiaterogénico
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(CHOMPOQOQO et al., 2012b), protetor de células endoteliais (CHEN et al., 2014; SHEN
etal., 2012; XIAO et al., 2014), além de diversos efeitos cardiovasculares.

Lahlou et al. (2002b) investigaram o efeito da administragédo intravenosa de
OEAz e do seu principal constituinte, o terpinen-4-ol, e foi observado efeito hipotensor
independente do sistema nervoso autbnomo, sugerindo um efeito vasodilatador direto
do OEAz. O 1,8-cineol, também presente no OEAz, foi avaliado quanto aos seus
efeitos cardiovasculares, e observou-se que o 1,8-cineol, quando administrado por via
intravenosa, causa diminui¢ao da pressao arterial em ratos normotensos anestesiados
e conscientes, provavelmente, devido a um efeito vasodilatador ativo (LAHLOU et al.,
2002a).

Foram realizados testes para avaliagéo do efeito anti-hipertensivo do OEAz e
terpinen-4-ol em ratos conscientes hipertensos pelo modelo DOCA-Sal, que consiste
em realizar uma nefrectomia unilateral nos ratos e, apds a recuperacao, administrar
acetato de desoxicorticosterona por via subcutanea, além de NaCl 1% na agua de
beber. Observou-se que os dois tratamentos, quando administrados por via
intravenosa, causaram uma diminui¢ao da pressao arterial de forma dose-dependente
(LAHLOU et al., 2003).

Foi observado, em um estudo que verificou o efeito do extrato hidroalcodlico de
Alpinia zerumbet, cultivada in vitro sob diferentes reguladores de crescimento, no leito
mesentérico de ratos wistar, que o extrato tem um efeito vasodilatador, sento tal efeito
otimizado nas culturas em que ouve um aumento da concentracdo de compostos
fenélicos (VICTORIO et al., 2009).

Pinto et al. (2009) verificaram o efeito do OEAz e do 1,8-Cineol em anéis de
aorta de rato. Foi observado um efeito vasodilatador do OEAz que nao parece ser
devido exclusivamente ao seu principal constituinte, o 1,8-cineol, mas tem grande
participacdo dele, além de observarem que tal efeito parece ser totalmente
dependente de endotélio.

Lobo Filho (2011) avaliou o efeito cardioprotetor do OEAz em um modelo de
infarto induzido por administracdo de isoproterenol e observou que o pré-tratamento
com OEAz apresentou um efeito cardioprotetor, pois atenuou as elevacgdes de TGO,
troponina I, bem como reduziu o estresse oxidativo no miocardio, porém, nao exerceu

efeito sobre a mortalidade e alteragdes histopatoldgicas do ventriculo esquerdo.
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Em um estudo que visou estudar o efeito do 6leo essencial de Alpinia speciosa
(OEAs) na contratilidade cardiaca de atrio esquerdo isolado estimulado eletricamente,
atrio direito isolado batendo espontaneamente, além de cardiomidcitos isolados de
ventriculos, através da técnica de Whole-cell patch-clamp, foi observado que o OEAs
diminuiu a forca de contracdo, bem como a frequéncia cardiaca, ou seja tem efeito
inotrépico e cronotropico negativo, respectivamente, de forma reversivel e dependente
de concentracdo. Nos experimentos com cardiomidécitos isolados, o OEAs causou
uma diminuicdo significativa das correntes de canais de Ca?* dependentes de
voltagem do tipo L, mostrando que esse € o possivel mecanismo de acao que explica
os efeitos cronotrépico e inotrépico negativo do OEAs (SANTOS et al., 2011).

Cunha et al. (2013) investigaram a resposta vasodilatadora in vitro em anéis de
aorta isolados, bem como o efeito anti-hipertensivo in vivo em ratos hipertensos
utilizando um modelo de inibicdo crénica do 6xido nitrico, induzida pela administragéo
de Nw-Nitro-L-Arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), um inibidor da enzima
oxido nitrico sintase, da fracdo metandlica do éleo essencial de Alpinia zerumbet
(FMOEAZz). Observou-se que a FMOEAZz (100 mg/kg) tem uma acéo anti-hipertensiva
quando administrada por gavagem, e observou-se, ainda, que essa fragdo tem um
efeito vasodilatador independente de endotélio, agindo principalmente devido ao
blogueio dos canais de Ca?*.

Segundo uma pesquisa que visou avaliar o efeito do 6leo essencial do fruto de
Alpinia zerumbet (OEFAz), o mesmo tem uma atividade vasodilatadora dependente
de endotélio, em anéis de aorta isolados de rato, em um mecanismo relacionado com
a ativacdo do sistema o6xido nitrico sintase/Guanilato Ciclase solavel (TAO; HU;
SHEN, 2013).

Holanda (2015) verificou o efeito do pré-tratamento com OEAz na fungéo
cardiovascular e autonémica de ratos com infarto agudo do miocérdio induzido por
isoproterenol e observou que o OEAz ndo foi capaz de reverter as alteracoes
hemodinamicas e eletrocardiograficas induzidas pelo infarto, porém, causou uma
modulacdo autondmica reduzindo a atividade simpatica sobre o coragao, sugerindo
um efeito cardioprotetor do OEAz nesse aspecto.

Em um estudo que comparou a atividade anti-hipertensiva e vasodilatadora do
OEAz, bem como de suas fragcdes hexanica (FHOEAZz), cloroférmica (FCOEAZz) e
metandlica (FMOEAz), em ratos com hipertenséo induzida por L-NAME e em anéis



33

de aorta isolados de ratos, respectivamente, foi observado que a FMOEAZz possui uma
poténcia maior que o OEAz e outras fragdes em seu efeito vasodilatador, porém, o
efeito anti-hipertensivo foi similar em todas as fracées (CUNHA et al., 2016).

1.4.4 Oleo essencial de Alpinia zerumbet

Oleos essenciais, também chamados de 6leos volateis, sdo misturas
complexas de substancias lipofilicas e volateis compostas, em sua maioria, por
hidrocarbonetos e compostos oxigenados derivados desses hidrocarbonetos
(EVANS, 1996; VITTI; BRITO, 2003). Os 6leos essenciais, geralmente, tém sabor
acido, sdo incolores ou levemente amarelados e séo instaveis, principalmente na
presencga de luz, calor, ar, umidade e metais (VITTI; BRITO, 2003).

As folhas de Alpinia zerumbet contém Oleo essencial rico em mono e
sequiterpenos, com maior concentragdo de cineol e terpineol (Figura 6). Os
componentes mais importantes do 6leo essencial sdo alguns flavonoides com acgao

anti-hipertensiva e kavapironas com acgao ansiolitica (MATOS, 2002).

Figura 6 — Estruturas quimicas do terpinen-4-ol (A) e do 1,8-cineol (B).

A B

OH

Fonte: Laboratério de Farmacologia Pré-Clinica (LFPC)

A maioria dos estudos que realizam algum método para quantificacdo dos
constituintes do OEAz afirmam que as substancias presentes em maior quantidade
sao terpinen-4-ol e 1,8-cineol. Deve-se ressaltar, no entanto, que a composicao
quimica de 6leos essenciais pode variar de acordo com a época da coleta da planta,
regiao de cultivo, e até mesmo com o periodo do dia em que é realizada a colheita,
dentre outros fatores (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares sao um dos grandes problemas de saude publica
do mundo, tanto do ponto de vista social, quanto do ponto de vista econémico, e 0s
maus habitos alimentares, bem como o envelhecimento da populag¢do, vém agravando
essa situagdo. Os vasodilatadores sdo uma classe de medicamentos usados pra
diversas patologias cardiovasculares, incluindo a hipertensao, que é um fator preditivo
para diversas complicagcées cardiovasculares, como acidente vascular cerebral e
infarto agudo do miocardio. A Alpinia zerumbet ja foi estudada com relacao a diversos
efeitos farmacoldgicos, principalmente com relagdo aos seus efeitos cardiovasculares,
tendo sido demonstrada propriedades anti-hipertensiva, vasodilatadora, cronotrépica
e inotrépica negativa, dentre outras. A atividade vasodilatadora de diversos extratos
da Alpinia zerumbet j& foram estudadas em aorta, que é uma artéria de condutancia
de grande calibre, de rato, porém, € sabido que o controle da resisténcia vascular
periférica, que é um dos fatores que influenciam a pressao arterial, juntamente com o
débito cardiaco, se da principalmente em artérias de resisténcia, local cuja atividade
vasodilatadora da Alpinia zerumbet ainda nao foi testada. Além disso, as artérias de
resisténcia tém uma composicao histolégica diferente das artérias de condutancia,
portanto, o efeito vasodilatador de uma determinada substancia pode diferir
dependendo do tipo de artéria. Assim, é de fundamental importancia conhecermos a
atividade vasodilatadora da Alpinia zerumbet, bem como seu mecanismo de acéo, em
artérias de resisténcia, para que possamos entender melhor o seu efeito anti-
hipertensivo e, posteriormente, sejam realizados estudos clinicos acerca dessa planta
com mais segurancga.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do éleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) na reatividade
vascular de artérias de resisténcia isoladas de ratos, bem como caracterizar seu

mecanismo de acao.
3.2 Objetivos especificos

e Verificar o efeito do OEAz em preparacdes de artérias isoladas pré-contraidas
com KCI ou U-46619, determinando a concentragdo necessaria para produzir
50% da resposta maxima (CEso) e o efeito maximo (Emax);

e Observar a influéncia do endotélio no efeito vasodilatador do OEAz, através da
retirada fisica do endotélio, bem como bloqueio dos receptores muscarinicos
com atropina;

e Avaliar a influéncia dos canais de potassio, mediante bloqueio com
Tetraetilamonio, 4-Aminopiridina e Glibenclamida, no efeito do OEAz;

e Verificar a influéncia da via do 6xido nitrico/Guanilato ciclase soltvel, por meio
do bloqueio com L-NAME e ODQ;

e Observar a participacdo dos prostandides produzidos na via das
ciclooxigenases, mediante bloqueio da ciclooxigenase com indometacina;

e Verificar o efeito do OEAz na entrada de Ca?* nas células musculares, bem

como na sua liberacao intracelular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, var. albinus, Rodentia, Mammalia)
da linhagem Wistar, machos, com idade variando entre 14 e 16 semanas, pesando
entre 200 e 250 gramas, provenientes do biotério central da Universidade Federal do
Ceara (BIOCEN-UFC). Durante todo o periodo do estudo os ratos ficaram alojados no
biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade
Federal do Ceara e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, a uma
temperatura de 25°C, em gaiolas coletivas (gaiolas convencionais de polipropileno
com uma tampa de metal que contém divisérias para racao e agua — 4 ratos por gaiola)
com racao e agua fornecidas ad libitum.

4.2 Local de realizacao do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia Pré-clinica (LFPC)
integrante do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) —
Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza - Ceara,

o qual possui infraestrutura necessaria para realizacao dos experimentos.

4.3 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa intitulado “Efeito vasorrelaxante do 6leo essencial de
Alpinia zerumbet em artérias de resisténcia isoladas de ratos” foi submetido a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) e aprovado sob protocolo n®
103/2017 (ANEXO A). Neste estudo, foram seguidas as normas de boas praticas
indicadas para a realizacdo de pesquisas que envolvem o uso de animais
experimentais de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.4 Farmacos e reagentes
4.4.1 Solucao de Krebs-Henseleit

A solucao de Krebs-Henseleit foi utilizada para manter o tecido viavel durante
todo o experimento. Foram utilizadas duas solugdes diferentes, a solucédo de Krebs-
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Henseleit modificada (Tabela 1) e a solugdo de Krebs-Henseleit sem calcio (Tabela
2), sendo a ultima utilizada nos protocolos envolvendo o estudo dos canais de calcio.
Todos os regentes utilizados no estudo foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, EUA).

Tabela 1 — Composicao da solugdo de Krebs-Henseleit modificada.

Substéancia Concentracao (mM)
NaCl 113
KCI 4,7
CaClz 2,5
KH2PO4 1,2
MgSO4 1,2
NaHCOs3 25
Glicose 11

Fonte: Brito (2015)

Tabela 2 — Composicao da solugdo de Krebs-Henseleit sem calcio.

Substéancia Concentracao (mM)
NaCl 122
KCl 4,7
KH2PO4 1,2
MgSO4 1,2
NaHCOs3 25
Glicose 11

Fonte: Brito (2015)
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Todos os farmacos utilizados no estudo foram obtidos da empresa Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, EUA) (Tabela 3).

Tabela 3 — Farmacos utilizados no estudo, juntamente com sua concentragao e

descrigao.
Farmaco Concentracao Descricao
Na concentracao utilizada causa
Cloreto de potassio (KCI) 80 mM uma vasoconstricao por
despolarizacdo de membrana
Fenilefrina (PHE) 10 uM Agonista dos receptores a
Acetilcolina (ACh) 5 uM Agonista dos receptores
muscarinicos
Shll IO RYHINELRIeE Agonista do receptor de
epoxymethanoprostaglandin 3 uM {romMboXano
F2a (U-46619)
Tetraetilaménio (TEA) 5mM Blogueador nlao seletivo dos
canais de K*
o Blogueador dos canais de K*
4-aminopiridina (4-AP) 200 uM dependentes de voltagem
. . Blogueador dos canais de K*
Glibenclamida (GLIB) 1 uM dependentes de ATP
A 1 uM Antagonista do,s.receptores
muscarinicos
Nw-Nitro-L-Arginine methy| Inibidor da enzima Oxido Nitrico
ester hydrochloride (L- 100 uM Sintase
NAME)
1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3- 10 UM Inibidor da enzima Guanilato
a]quinoxalin-1-one (ODQ) H Ciclase-soluvel
Indometacina (INDO) 10 uM Inibidor da enzima ciclooxigenase
Ethylene glycol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’N’- 1mM Quelante de ions Ca?*
tetraacetic acid (EGTA)
Cafeina 30 mM Agonista dos receptores de

rianodina
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4.4 Oleo essencial de Alpinia zerumbet

O OEAZz foi produzido a partir de folhas de Alpinia zerumbet. As folhas foram
coletadas no sitio Vila Nova, localizado no distrito de Ladeira Grande, no municipio de
Maranguape, Cearda. A localizagédo exata é 3°59°26,49” de latitude sul e 38°42’59,10”
de longitude oeste. A identificagao botanica foi realizada no Herbario Prisco Bezerra,
da Escola de Agronomia, da Universidade Federal do Ceara, estando depositada sob
exsicata de numero 50312 (Figura 7).

Figura 7: Foto ilustrativa da exsicata da Alpinia zerumbet.

Fonte: LFPC

O OEAz foi obtido por técnica de destilagado por arraste de vapor d’agua, que é
um método utilizado para isolar substancias que se decompde em uma temperatura
préxima ao seu ponto de ebulicao e imisciveis com agua. O método consiste em fazer
uma destilacdo das folhas imersas em agua, para que o 6leo essencial evapore em
uma temperatura menor que a temperatura em que 0s componentes se
decomponham, pois, de acordo com lei de Dalton, num sistema contendo vapores
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imisciveis, cada componente exerce a sua propria pressao de vapor, independente
dos outros componentes presentes, portanto, a pressao de vapor total sobre a mistura
é igual a soma de vapores de cada componente, desta maneira, a temperatura de
destilagao por arraste de vapor d’agua ocorre, geralmente, entre 80 e 100°C. (CUNHA,
2012; SIMOES; SPITZER, 1999).

O OEAz foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massa, para determinacdo da composi¢ao quimica, na Central Analitica do Parque de
Desenvolvimento Tecnoldgico (PADETEC-UFC), coordenado pelo prof. Afréanio

Craveiro.

4.5 Procedimento experimental

Os animais foram anestesiados com Cetamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg)
e, posteriormente, sacrificados por exsanguinacdo mediante incisdo dos vasos
cervicais. Apds eutanaziados, os animais foram colocados em decubito dorsal e foi
realizada uma incisdo abdominal para entao retirar cuidadosamente todo o intestino
delgado, juntamente com os vasos mesentéricos, que eram dispostos em forma de
arco em uma placa de petri com solucado de Krebs-Henseleit modificada oxigenada
(Composicao (mM): NaCl 118, KCI 4,7, MgSO4 1,2, CaClz 2,5, KH2PO4 1,2, NaHCOs3
25, glicose 5,5), onde o segundo ramo da artéria mesentérica era dissecado, com
auxilio de um microscépio cirurgico (modelo MC-M2222, D. F. Vasconcellos S.A., Séo
Paulo) e montado horizontalmente, em forma de anel, em um miégrafo de fio com 4
camaras (modelo 620M, DMT, Aahus, Dinamarca) (Figura 8), ligado a um sistema de
aquisicao PowerLab (AdInstruments, Australia), que processou o sinal da tensao
isométrica para o software LabChart v8.0.8 (AdIinstruments, Austrélia), onde foi
realizado o registro temporal da tensdo, bem como analise dos dados obtidos.
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Figura 8 — Imagem do miégrafo de fio (modelo 620M, DMT, Aahus, Dinamarca)
utilizado para experimentos de contratilidade em microvasos. Pode-se observar o
painel touch-screen na parte frontal, que contém as informacgdes do experimento, e é
utilizado para calibracdo, configuracdo, além de outras funcionalidades. Na parte
superior observam-se as 4 cubas, cada uma contendo um transdutor de forga, um

micrémetro, um sistema de aeracdo e um de sucgao do liquido.

DMT

. =
Empty vatves

Fonte: Danish Myo Technology, 2013

Para montagem, foram inseridos dois fios de tungsténio de 40 um na luz dos
segmentos, de modo que um fio foi fixado ao transdutor de forca, que realizou a
mensuragao isométrica da forca em mN, e o outro conectado ao micrémetro para que
fosse feito o procedimento de normalizagédo e ajuste da tensao sobre o vaso (Figura
9). Eram retirados 4 segmentos de segundo ramo da artéria mesentérica de 1,5 a 2,0
mm de comprimento de cada animal, e cada segmento era montado em cubas
individuais contendo 6 mL de solucdo de Krebs-Henseleit modificada, pH 7,4,

mantidas a 37° C e aerada com carbogénio (uma mistura de 95% de Oz e 5% de COz).
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Figura 9 — Vista superior de uma das cubas do midgrafo, onde pode-se observar o
micrémetro (1), os dois ganchos para fixagdo dos fios e da artéria (2) e o transdutor
de forca (3).

. )

Fonte: Adaptado de Danish Myo Technology, 2013

Apbs a montagem, os segmentos de artéria mesentérica passaram por um
periodo de 30 minutos de estabilizacdo para posterior realizagdo da normalizacao,
que tem como objetivo encontrar a tensao ideal a ser aplicada sobre cada segmento
de artéria mesentérica para que haja uma maxima atividade contratil. A normalizagao
foi realizada através de um mddulo especifico do LabChart (DMT Normalization
Module, Adinstruments, Australia) (Figura 10) e consiste em distender o segmento,
aos poucos, registrando a leitura do micrémetro no software, até se obter uma pressao
transmural de 100 mmHg, ou 13,3 kPa, tal presséo é calculada pelo software, a partir
da tensao isométrica, mensurada pelo transdutor de forca, e do comprimento do
segmento de artéria mesentérica, e resulta em uma circunferéncia interna chamada
IC100. No momento em que a IC100 é atingida, o software calcula a IC1 através da
férmula IC1=0,9 x IC100, sendo IC1 a circunferéncia interna na qual é aplicada uma
tensdo ideal para que ocorra uma resposta contratil maxima do tecido, e fornece o
ponto de leitura do micrémetro equivalente a IC1 para aquele segmento de artéria. A
partir da IC1 calculou-se o didmetro interno normalizado, através da divisdo de IC1
pelo valor de 1 (3,14) (MULVANY; HALPERN, 1977; MULVANY, 1988).
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Figura 10 — Imagem do modulo DMT normalization, utilizado para fazer a
normalizagdo. Pode-se observar os espacos para colocarmos o comprimento do
tecido (1), o didmetro do fio utilizado (2) e a leitura do micrémetro (3). Apos colocar a
leitura do micrdmetro, o software registra a forga e calcula a pressao transmural (4) e

coloca cada ponto lido no gréfico ao lado (5).
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Os segmentos passaram por mais um periodo de 30 minutos de estabilizacao
apds a normalizacdo, para entdo serem realizados os testes de viabilidade muscular
e endotelial. Os testes de viabilidade consistiram em 3 passos, (1) inicialmente era
realizada uma contracdo com KCI (80 mM), porém em alguns casos era observada
uma contracdo submaxima, portanto os segmentos eram lavados com solugao de
Krebs e (2) era realizada uma segunda contracdo com KCI (80 mM). Uma vez
verificada a viabilidade muscular com o KCI, os segmentos eram lavados novamente
com solucao de Krebs, (3) e entdo era feita, com objetivo de verificar a viabilidade
endotelial, uma contracdo com fenilefrina (10 uM) com posterior relaxamento com
acetilcolina (5 uM). Foi considerado um segmento com endotélio integro quando a
acetilcolina causava um relaxamento maior que 70% da contracdo induzida pela
fenilefrina (Figura 11). Ap6s os testes de viabilidade tecidual, os segmentos eram
lavados novamente e entdo era iniciado um dos protocolos experimentais descritos a
seguir. Cada segmento de artéria mesentérica passou por apenas um protocolo. A
figura 12 mostra todos os passos, de forma sequencial, do procedimento

experimental.
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Figura 11 — Tracado tipico do teste de viabilidade, com duas contragées com KCI (80
mM), seguido de contragcdo com fenilefrina (PHE) (10 uM) e relaxamento com
acetilcolina (ACh) (5 pM).

PHE

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 12 — Figura esquematica com os passos do procedimento experimental.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.1 Efeito vasodilatador do dleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) em
segmentos de artéria mesentérica pré-contraidos com KCI.

Com o objetivo de se verificar o efeito vasodilatador do OEAz, os segmentos
de segundo ramo de artéria mesentérica (SSRAM) com endotélio integro (n=6) foram
pré-contraidos, apds os testes de viabilidade tecidual, com KCI (80 mM), para entao
ser realizada uma curva concentracao-resposta do OEAz (3 - 3000 pug/mL). Para tanto,

o OEAz foi adicionado as cubas, ap6s o platé de contragdo, em concentracdes
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acumulativas, em que cada concentragao era mantida por 10 minutos, para entao se

adicionar a dose subsequente (Figura 13).

Figura 13 — Representacdo esquematica do protocolo para verificar o efeito
vasodilatador do OEAz em segmentos de artéria mesentérica pré-contraidos com KCl
(80 mM).
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Fonte: LFPC

4.5.2 Efeito vasodilatador do dleo essencial de Alpinia zerumbet em segmentos
de artéria mesentérica pré-contraidos com U-46619.

Nesse protocolo utilizou-se um analogo de tromboxano, o 9,11-diedoxy-11a,9a-
epoxymethanoprostaglandin F2q (U-46619) (3 uM), para realizacao da pré-contracao
dos SSRAM com endotélio integro (n=6), para posterior realizacdo da curva
concentracao-resposta do OEAz (3 — 3000 pg/mL). O U-46619 causa uma
vasoconstricdo sustentada a partir da ativacdo dos receptores de tromboxano, que
sao receptores 7 transmembrana que agem via ativacdo da enzima Fosfolipase C,
aumentando o trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O OEAz foi adicionado
as cubas, apdés o platd de contracdo, em concentracées acumulativas, em que cada
concentracdo era mantida por 10 minutos, para entdo se adicionar a dose
subsequente (Figura 14).
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Figura 14 — Representacdo esquematica do protocolo para verificar o efeito
vasodilatador do OEAz em segmentos de artéria mesentérica pré-contraidos com U-
46619 (3 uM).
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Fonte: LFPC

4.5.3 Avaliacao da influéncia do endotélio vascular no efeito vasodilatador do
oleo essencial de Alpinia zerumbet em segmentos de artéria mesentérica pré-
contraidos com KCI ou U-46619.

Esse protocolo teve como objetivo verificar se a remocao do endotélio influencia
no efeito vasodiladador do OEAz. Para isso, antes da montagem no midgrafo, o
endotélio dos SSRAM foi removido com auxilio do préprio fio de tungsténio, através
da rolagem dos anéis de artéria mesentérica na placa de Petri, e a remocao do
endotélio foi confirmada nos testes de viabilidade tecidual, cujo relaxamento induzido
pela acetilcolina foi menor que 10% da contragéo induzida pela fenilefrina. Assim, os
SSRAM com endotélio desnudo (n=6) foram pré-contraidos com KCI (80 mM) ou com
U-46619 (3 uM), e foi realizada uma curva concentracao-resposta com o OEAz (3 —
3000 pg/mL). O OEAz foi adicionado as cubas, apdés o platd de contracdo, em
concentracdes acumulativas, em que cada concentragdo era mantida por 10 minutos,

para entdo se adicionar a dose subsequente (Figura 15).
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Figura 15 — Representacdo esquematica do protocolo para verificar o efeito
vasodilatador do OEAz em segmentos de artéria mesentérica com endotélio desnudo
pré-contraidos com U-46619 (3 uM) ou KCI (80 mM).
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Fonte: LFPC

4.5.4 Avaliacao da influéncia dos canais de potassio no efeito vasodilatador do
oleo essencial de Alpinia zerumbet.

Para verificar a influéncia dos canais de potassio no efeito do OEAz, foram
utilizados o Tetraetilaménio (TEA) (5 mM), um bloqueador nao seletivo dos canais de
potassio, a 4-aminopiridina (4-AP) (200 uM), um bloqueador seletivo de canais de
potassio dependente de voltagem, e a glibenclamida (GLIB) (1 puM), um bloqueador
seletivo de canais de potassio dependente de ATP.

Nesse protocolo foram utilizados SSRAM com endotélio integro (n=6), cada
bloqueador foi testado separadamente, incubado por 20 minutos, para posterior pré-
contracdo com U-46619 (3 uM) e realizacdo da curva concentragao-resposta com o
OEAZz (3 - 3000 pug/mL). O OEAz foi adicionado as cubas, apos o platd de contracao,
em concentragdes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida por 10
minutos, para entao se adicionar a dose subsequente (Figura 16).
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Figura 16 — Representacado esquematica do protocolo para verificar a influéncia dos
canais de potassio no efeito vasodilatador do OEAz em segmentos de artéria
mesentérica pré-contraidos com U-46619 (3 uM).
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4.5.5 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos, Oxido Nitrico
Sintase (NOS) e Guanilato Ciclase soluvel (GCs) no efeito vasodilatador do 6leo
essencial de Alpinia zerumbet.

Utilizou-se a atropina (1 uM), um antagonista dos receptores muscarinicos, o
Nw-Nitro-L-Arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) (100 uM), um inibidor da
NOS, e o 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (10u), um inibidor da
GCs, para avaliar a participacao desses receptores no efeito vasodilatador do OEAz.

Para tanto, foram utilizados SSRAM com endotélio integro (n=6), cada
antagonista foi testado separadamente, incubado por 20 minutos, para posterior pré-
contracdo com U-46619 (3 uM) e realizacdo da curva concentracdo-resposta com o
OEAZz (3 - 3000 pug/mL). O OEAz foi adicionado as cubas, apos o platd de contracao,
em concentragdes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida por 10
minutos, para entao se adicionar a dose subsequente (Figura 17).
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Figura 17 — Representacado esquematica do protocolo para verificar a influéncia dos
receptores muscarinicos, da NOS e da GCs no efeito vasodilatador do OEAz em
segmentos de artéria mesentérica pré-contraidos com U-46619 (3 uM).
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Fonte: LFPC

4.5.6 Avaliacao da participacao de prostandides no efeito vasodilatador do éleo
essencial de Alpinia zerumbet.

Nesse protocolo, os SSRAM com endotélio integro (n=6) foram incubados por
20 minutos com Indometacina (INDO) (10 puM), um blogueador nao seletivo da
Ciclooxigenase (COX), com o objetivo de verificar se 0 OEAz atua por meio de
substancias provenientes da bioconversdo do acido araquidbnico pela COX. Apos a
incubagédo, os SSRAM foram pré-contraidos com U-46619 (3 uM) e foi realizada a
curva concentracao-resposta com o OEAz (3 - 3000 pg/mL). O OEAz foi adicionado
as cubas, apés o platé de contracdo, em concentragcées acumulativas, em que cada
concentragcdo era mantida por 10 minutos, para entdo se adicionar a dose

subsequente (Figura 18).

Figura 18 — Representacdo esquematica do protocolo para verificar a participacao
dos prostandides no efeito vasodilatador do OEAz em segmentos de artéria
mesentérica pré-contraidos com U-46619 (3 uM).
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4.5.7 Avaliacao da influéncia do 6leo essencial de Alpinia zerumbet na contracao
induzida por Ca2* na presenca de alta concentracao de K* apés deplecao do Ca?*

intracelular.

Esse protocolo teve como objetivo verificar se 0 OEAz bloqueia a entrada de
Ca?* nas células musculares lisas através dos canais de Ca?* operados por voltagem
(VOCCG, do inglés voltage operated calcium channel), em SSRAM na presenca de alta
concentracao de K+,

As células musculares lisas tém estoques intracelulares de Ca?* no reticulo
sarcoplasmatico, para que nao ocorra interferéncia desses ions provenientes dos
estoques intracelulares, incialmente foi feito um procedimento para deplecdo do Ca?*
intracelular. Para isso, os SSRAM com endotélio integro (n=6) passaram por 6
lavagens consecutivas com solucdo de Krebs sem Ca?*, foram incubados com
Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’N’-tetraacetic acid (EGTA) (1 mM,) um
quelante de ions Ca?*, por 15 minutos, e entdo foi adicionado fenilefrina (10 uM) por
mais 30 minutos, para que os estoques intracelulares de Ca?* sejam liberados, para
entdo serem realizadas mais 6 lavagens consecutivas com solucdo de Krebs sem
Ca?*, e em seguida foi adicionado novamente EGTA (1 mM) por 15 minutos, e foram
realizadas mais 3 lavagens com solugdo de Krebs sem Ca?*. Apds o procedimento
para deplecédo do Ca?*, os SSRAM foram incubados, ainda em meio sem Ca?*, com
KCI 80 mM, para ativacdo dos VOCC, por 3 minutos, em seguida foi adicionado o
OEAz nas concentracbes 30 pg/mL, 100 pg/mL, ou 300 pg/mL, ou Tween, em
concentragdo equivalente a maior dose de OEAz, por 10 minutos, e em seguida foi

feita uma curva de concentragdo-resposta com CaClz (0,01 — 30 mM) (Figura 19).
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Figura 19 — Representacdo esquematica do protocolo para verificar o efeito do OEAz
no influxo de CaZ?* através dos canais de Ca®* dependentes de voltagem.

@
&
N o v o ~ o v
& F& Sy & N & &
g Y S '\QQ (Do') N (Do) <
S > & N & & & 2 ch
& Y& S ) N N & o
QJ@ & Q '\éo QS,) @? ‘k’
X T e 3
v
S
RO
SP
QS QQQ
55@\“9@@@ CaCl, (mM)
OQ/((/VG/& S Q‘b N ) QS Q
o f S Y Y N LS

Fonte: LFPC

4.5.8 Avaliacao da influéncia do o6leo essencial de Alpinia zerumbet na contracao

induzida por fenilefrina ou cafeina na auséncia de Ca2* extracelular.

Esse protocolo teve como objetivo verificar a influéncia do OEAz na liberagao
dos estoques intracelulares de Ca?* por meio dos receptores de IP3 ou dos receptores
de rianodina, através da contragdo com fenilefrina ou cafeina, respectivamente.

Para tanto, os SSRAM com endotélio integro (n=6), apés os testes de
viabilidade, foram lavados 6 vezes com solugio de Krebs sem Ca?*, em seguida foi
incubado EGTA 1 mM por 15 minutos, foram realizadas mais 3 lavagens com solugéo
de Krebs sem Ca?*, para entdo ser adicionado o OEAz nas doses 30 ug/mL, 100
ug/mL, ou 300 pug/mL, ou Tween, em concentracdo equivalente a maior dose de OEAz,
apds incubagéo por 30 minutos foi adicionada fenilefrina (10 uM) ou cafeina 30 mM
(Figura 20).
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Figura 20 — Representacdo esquematica do protocolo para verificar o efeito do OEAz

na liberacédo dos estoques intracelulares de Ca?* através de receptores de IP3 e de
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4.6 Analise estatistica

Nos ensaios de relaxamento da musculatura lisa vascular, o efeito relaxante
(R) das substéancias foi calculado, para cada concentragdo, em funcdo da maxima
contracdo proporcionada pelo agonista, sendo normalizado e expresso em termos
percentuais, conforme a seguinte expressao:
Ta-Ts

R =——x 100,
Ta

onde Tae Tssao, respectivamente, as tensdes decorrentes da acdo do agonista e de
uma dada substancia.

Nos ensaios de contracdo, por sua vez, a resposta contratil ao agonista foi
expressa em percentual, relativo a média das contragcbes induzidas por potassio nos
testes iniciais de viabilidade tecidual.

Em seguida, realizou-se a transformacdo logaritmica (base 10) das
concentragdes, molar ou pg/mL. Os gréficos foram entdo elaborados a partir dos
valores médios da magnitude do efeito vasodilatador, ou vasoconstritor, calculados
para cada concentracdo da substancia (apds transformacgéao logaritmica). Tais dados
foram usados para construir as curvas concentragao-efeito mediante o uso de andlise
de regressao nao linear. Para tanto, tomou-se como base o modelo que utiliza uma
funcéo sigmoide do tipo:

b—a
1+ 10(10gCE50—x)*s

y=a+

onde 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 é
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denominada fator de angulacao (slope fator) e determina a angulacao da curva. A
CEso é definida como a concentracdo da substancia que produz 50% da resposta
maxima ou a resposta semimaxima, ou seja, € o valor da concentragdo que
corresponde ao ponto médio entre a resposta minima e a maxima. O Emax pode ser
definido como a maxima resposta proporcionada por uma determinada substancia.

Para se demonstrar a dose-dependéncia de uma curva dose-resposta, utilizou-
se analise de variancia (one way ANOVA) para medidas repetidas nos diversos
tempos de uma mesma curva.

A maioria dos resultados foram expressos como média * erro padrao da média
(EPM) com a representacdo do numero de observagdes experimentais (n). A CEso foi
expressa como média e o intervalo de confianga de 95% (IC95%). Comparagdes entre
dois grupos foram realizadas através do teste t de para dados ndo emparelhados,
enquanto para comparagdes entre trés grupos ou mais utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) associada ao pds-teste de comparag¢des multiplas de Tukey. Em
todas as andlises, estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%), ou seja,
consideraram-se estatisticamente significantes valores de P menores que 0,05.

O software GraphPad Prism® versdo 7.00 para Windows® (GraphPad
Software, San Diego, California, USA, 2016) foi utilizado para a realizacdo dos

procedimentos estatisticos e elaborag¢édo dos graficos.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao quimica do OEAz
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O 6leo essencial de Alpinia zerumbet foi analisado por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometro de massa (CG-EM) e foram observadas 19 substancias na

sua composigcao, sendo as 3 principais o p-cimeno (15,74%), o terpinen-4-ol (20,41%)

e 0 1,8-cineol (24,27%) (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Alpinia zerumbet realizada

por cromatografia gasosa acoplada a espectrdbmetro de massa (CG-EM)

Pico# Tempo de retencao Nome Area %
1 11,968 Tujeno 3,15
2 12,379 Pineno 1,68
3 14,555 Sabineno 8,40
4 14,787 B-pineno 3,15
S 15,401 B-myrceno 0,76
6 17,007 a-terpineno 2,31
7 17,516 p-cimeno 15,74
8 17,758 L-Limoneno 2,49
9 17,973 1,8-Cineol 24,27
10 19,547 y-terpineno 10,56
11 20,035 Cis-hidrato de sabineno 0,44
12 21,330 Terpinoleno 1,14
13 21,884 Linalol 1,27
14 23,344 T-sabineno 0,57
15 24,437 p-ment-2-en-1-ol 0,37
16 26,880 Terpinen-4-ol 20,41
17 27,562 a-terpineol 1,01
18 40,911 B-cariofileno 1,23
19 47,918 Oxido de cariofileno 1,05

5.2 Diametro interno normalizado

Fonte: PADETEC-UFC

A tabela 5 mostra os dados do didmetro interno normalizado dos segmentos de

artéria mesentérica. Foi utilizado um total de 144 segmentos de artéria mesentérica,

cuja média do didmetro interno normalizado foi 285,7 pm, sendo o menor didametro
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utilizado foi 179,3 um, enquanto o maior foi 369,7 um. Dos 144 segmentos, 63,89%
tinham menos de 300 um, enquanto 36,11% tinham mais de 300 um de didmetro

interno normalizado.

Tabela 5 - Dados do diametro interno normalizado dos segmentos de artéria
mesentérica.

Diametro interno normalizado

Média £ EPM?2 (um) 285,7 £ 3,42
Minimo (um) 179,3
Maximo (um) 369,7
DIN<300° (%) 63,89 %
DIN>300¢ (%) 36,11 %

Fonte: Dados da pesquisa
2 Erro padrao da média;
b Percentual de segmentos de artéria mesentérica com o didmetro interno normalizado menor que 300
Hm;
¢ Percentual de segmentos de artéria mesentérica com o didmetro interno normalizado maior que 300
um.

5.3 Efeito vasodilatador do o6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) em
segmentos de segundo ramo de artéria mesentérica (SSRAM) pré-contraidas
com KCI ou U-46619.

O OEAz (8 — 3000 pg/mL) causou uma vasodilatagdo em segmentos de
segundo ramo de artéria mesentérica com endotélio integro pré-contraidas com KCI
(80 mM) (n=6) de maneira dose-dependente (P<0,001, one way-ANOVA). Foi
realizada regressao nao-linear para determinar os valores de CEso (Concentracdo do
OEAZz capaz de produzir 50% do efeito), o intervalo de confian¢a de 95% (IC95%) e o
efeito maximo (Emax). A CEso do OEAz em SSRAM pré-contraidas com potéassio foi
33,17 pg/mL (1C95%: 28,11 — 39,38), enquanto 0 Emax foi 91,72%+3,282. Também foi
realizada uma curva concentracdo-resposta com o Tween, que consiste no veiculo do
OEAz, em SSRAM com endotélio integro pré-contraidos com KCI (80mM) (n=6) e nao

foi observado efeito vasodilatador do mesmo (Grafico 1).
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Grafico 1 — Efeito do OEAz (n=6) e do veiculo (Tween) (n=6) em preparacdes de
segundo ramo da artéria mesentérica com endotélio integro pré-contraidas com KCI
(80 mM). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM). pCEso: OEAz:
-1,521 £ 0,0355.
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Fonte: Dados da pesquisa

O OEAz (3 — 3000 pg/mL) também foi capaz de causar uma vasodilatacdo em
SSRAM com endotélio integro pré-contraidos com U-46619 (3 uM) (n=6) de maneira
dose dependente (P<0,001, one way-ANOVA). A regressado nao-linear mostrou uma
CEso de 21,52 (IC95%: 17,68 — 25,95) e um Emax de 96,34+2,839. Foi realizada uma
curva concentracao-resposta com o Tween, que consiste no veiculo do OEAz, em
SSRAM com endotélio integro pré-contraidos com U-46619 (3 uM) (n=6) e nao foi
observado efeito vasodilatador do mesmo (Grafico 2).
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Grafico 2 - Efeito do OEAz (n=6) e do veiculo (Tween) (n=6) em preparagbes de
segundo ramo da artéria mesentérica com endotélio integro (n=6) pré-contraidas com
U-46619 (3 uM). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM). pCEso:
OEAz: -1,333 + 0,0408.
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Fonte: Dados da pesquisa

O grafico 3 mostra as curvas dose-resposta do OEAz em SSRAM com
endotélio intacto pré-contraidos com KCl e com o U-46619. Observou-se uma
diferenca estatisticamente significante entre as CEso (P<0,01), quando comparadas
pelo teste t de Student, porém nao foi observada diferenga entre 0os Emax dos dois
grupos, portanto, o OEAz (3 — 3000 pg/mL) teve um efeito vasodilatador
significativamente mais potente em segmentos de segundo ramo de artéria
mesentérica pré-contraidos com U-46619 (3 uM), quando comparado com a poténcia
do OEAz em SSRAM pré-contraidos com KCI (80 mM).



58

Grafico 3 - Efeito do OEAz em preparagdes de segundo ramo da artéria mesentérica
com endotélio integro (E+) pré-contraidas com KCI (80 mM) (n=6) e U-46619 (3 uM)
(n=6). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM). pCEso: KCI: -
1,521 £ 0,0355; U46619: -1,333 + 0,0408.

1007 g, s . -
—=— KCI & -
~ 804 —— U-46619
X
o 604
c
"E’ 40 -
®©
= 20
)
T,

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
log [OEAz (mg/mL)]

Fonte: Dados da pesquisa
**denota diferenga estatisticamente significante entre CEso dos dois grupos (P<0,01).

A figura 21 mostra o tragado tipico do efeito relaxante induzido pelo OEAz (3 —
3000 pg/mL) em SSRAM com endotélio integro pré-contraidos com KCI (80 mM)
(Figura 21-A) e U-46619 (3 uM) (Figura 21-B).
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Figura 21 — Tragado tipico do efeito vasodilatador do OEAz em SSRAM com endotélio
integro pré-contraidos com KCI (80 mM) (A) e com U-46619 (3 uM) (B).
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Fonte: Dados da pesquisa

5.2 Avaliacao da influéncia do endotélio vascular no efeito vasodilatador do
OEAz em SSRAM pré-contraidos com KCI ou U-46619.

O OEAz (3 — 3000 pg/mL) causou um vasorrelaxamento em SSRAM com
endotélio desnudo pré-contraidos com KCI (n=6). Apdés a regressao nao-linear,
obteve-se uma CEsode 40,57 pug/mL (IC95%: 33,79 — 49,03) € um Emax de 85,05+4,29
no grupo sem endotélio. Apesar de podermos observar que a CEso aumentou um
pouco, enquanto 0 Emax esteve um pouco reduzido no grupo com endotélio desnudo
em comparagcdo com o grupo com endotélio integro, tais diferencas ndao foram
estatisticamente significativas quando comparados pelo teste t de Student (P>0,05)
(Grafico 4).
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Grafico 4 - Efeito do OEAz em preparagdes de segundo ramo da artéria mesentérica
com endotélio integro (E+) (n=6) e desnudo (E-) (n=6) pré-contraidas com KCI (80
mM). Dados expressos como média e erro padrao da media (EPM). pCEso: E+: -1,521
+ 0,0355; E-: -1,608 £ 0,0404.
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Fonte: Dados da pesquisa

O OEAz (3 — 3000 pg/mL) também foi capaz de causar vasorrelaxamento em
SSRAM com endotélio desnudo pré-contraidos com U-46619 (n=6). ApOs a regressao
nao-linear, obteve-se uma CEsode 26,39 pug/mL (1C95%: 24,17 — 28,73) e um Emax de
97,22+1,713 no grupo sem endotélio. Nao houve alteragdo da CEso € Emax no grupo
com endotélio desnudo em comparagao com o grupo com endotélio integro, quando
comparados pelo teste t de Student (P>0,05) (Grafico 5).
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Grafico 5 - Efeito do OEAz em preparacgdes de segundo ramo da artéria mesentérica
com endotélio integro (E+) (n=6) e desnudo (E-) (n=6) pré-contraidas com U-46619 (3

1UM). Dados expressos como média e erro padrdao da média (EPM). pCEso: E+: -1,333
+ 0,0408; E-: -1,421 £ 0,0,182.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ao se comparar a resposta do OEAz em SSRAM com endotélio desnudo pré-
contraidos com U46619 (n=6) e com KCI (n=6), observou-se um aumento da CEso
(P<0,01) e uma reducgao do Emax (P<0,05) no grupo pré-contraido com KCI (Grafico 6).

A tabela 6 resume todos os dados do efeito do OEAz em SSRAM com endotélio
integro e desnudo pré-contraidos com U46619 e KCI.
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Grafico 6 - Efeito do OEAz em preparagdes de segundo ramo da artéria mesentérica
com endotélio desnudo (E-) pré-contraidas com KCI (80 mM) (n=6) e U46619 (3 uM)
(n=6). Dados expressos como média e erro padrao da média (EPM). pCEso: KCI: -
1,608 £ 0,0404; U46619: -1,421 £ 0,0,182.
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Fonte: Dados da pesquisa
* denota diferenca estatisticamente significante entre 0 Emax dos grupos (P<0,05);

**denota diferenga estatisticamente significante entre CEso dos dois grupos (P<0,01).

Tabela 6 - Efeito vasodilatador do OEAz em preparacées de segundo ramo de artéria
mesentérica pré-contraidas com U-46619 (3 uM) (n=6) ou KCI (80 mM) (n=6) com (E+)
(n=6) ou sem (E-) (n=6) endotélio integro. Dados de pCEso e Emax €xpressos como
média * erro padrao da média.

Grupo E+ E-
pCE50° Emax (%) [:)CESOc Emax (%)
U46619 -1,333+0,0408 96,34+2,839 -1,421+0,0182 97,22+1,713
KCI -1,521+0,03552  91,72+3,282 -1,60810,0404°>  85,05+4,289

Fonte: Dados da pesquisa
a g b denotam diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo U46619 E+ e ao grupo
U46619 E-, respectivamente (P<0,01).
¢pCEso = -logCEso

5.3 Avaliacao do efeito dos canais de potassio no efeito vasodilatador do OEAz.

O OEAz (3 — 3000 pg/mL) teve um efeito vasodilatador em SSRAM com
endotélio integro pré-contraidos com U-46619 na presenca de Tetraetilaménio (TEA)
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(n=6), Glibenclamida (n=6), e 4-aminopiridina (4-AP) (n=6) de forma dose-
dependente.

Ao se analisar a curva concentragdo-resposta obtida nos SSRAM na presenca
de TEA por regressao nao linear, foi observada uma CEso de 25,17 pg/mL (IC95%:
23,19 — 27,26) e um Emax de 98,31£1,60. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) ao se comparar CEso e Emax do grupo TEA com
o grupo Controle (SSRAM pre-contraidos com U-46619 na auséncia de inibidores),
quando comparados pelo teste tde Student (Grafico 7).

Grafico 7 - Efeito do OEAz em preparagdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U-46619 (3 uM) na auséncia (Controle)
(n=6) ou na presenga (n=6) de Tetraetilamdnio (TEA, 10 uM). Dados expressos como
média e erro padrao da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 + 0,0408; TEA: -1,401
+0,017.

1007 —— controle
=== TEA
80 -

60 -
40 4

201

Relaxamento (%)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
log [OEAz (Wg/mL)]

Fonte: Dados da pesquisa

Ao se analisar a curva concentragdo-resposta obtida nos SSRAM na presenca
de Glibenclamida por regresséo nao linear, foi observada uma CEso de 18,51 pg/mL
(1C95%: 15,55 — 21,84) e um Emax de 94,5+2,7. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) ao se comparar CEso € Emax do grupo
Glibenclamida com o grupo Controle (SSRAM pré-contraidos com U-46619 na
auséncia de inibidores), quando comparados pelo teste tde Student (Gréfico 8).
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Grafico 8 - Efeito do OEAz em preparagdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U-46619 (3 pM) na auséncia (Controle)
(n=6) ou na presenga (n=6) de Glibenclamida (Glib, 10 uM). Dados expressos como
média e erro padrao da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 + 0,0408; Glib: -1,267
+ 0,0363.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ao se analisar a curva concentragdo-resposta obtida nos SSRAM na presenca
de 4-AP por regressao néo linear, foi observada uma CEso de 18,05 pg/mL (1C95%:
14,85 — 21,41) e um Emax de 95,4442,297. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) ao se comparar CEso € Emax do grupo 4-AP
com o grupo Controle (SSRAM pré-contraidos com U-46619 na auséncia de
inibidores), quando comparados pelo teste t de student (Grafico 9).
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Grafico 9 - Efeito do OEAz em preparacgdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U46619 (3 uM) na auséncia (Controle) (n=6)
ou na presenca (n=6) de 4-Aminopiridina (4-AP, 10 uM). Dados expressos como
média e erro padrao da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 £ 0,0408; 4-AP: -1,256
+0,0361.
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Fonte: Dados da pesquisa

5.4 Avaliacao da participacao dos receptores muscarinicos, da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) e da Guanilato Ciclase soluvel (GCs) no efeito
vasodilatador do OEAz.

Foi observado que o OEAz (3 — 3000 pg/mL) apresentou um efeito
vasodilatador em SSRAM com endotélio integro pré-contraidos por U-46619 na
presenga de Atropina (n=6), Nw-Nitro-L-Arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME)
(n=6) e 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (n=6).

Ao se realizar a regressdo nao-linear, observou-se, no grupo Atropina, uma
CEso de 28,36 pug/mL (IC95%: 22,93 — 34,85) e um Emax de 98,28+1,092. Nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) entre a CEso € Emax entre

os grupos Atropina e Controle, quando comparados por teste tde student (Grafico 10).
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Grafico 10 - Efeito do OEAz em preparacdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U46619 (3 uM) na auséncia (Controle) (n=6)
ou na presencga (n=6) de Atropina (1 uM). Dados expressos como média e erro padrao
da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 * 0,0408; Atropina: -1,453 + 0,0434
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Fonte: Dados da pesquisa

Ao se realizar a regressao nao-linear, observou-se, no grupo L-NAME, uma
CEso de 35,15 pg/mL (1C95%: 33,41 — 37,03) € um Emax de 96,31£3,58. A CEso do
grupo L-NAME foi significativamente maior que o grupo Controle (P<0,001) quando
comparados pelo teste t de Student, entretanto, com relacdo ao Emax, ndo foi

observada diferenga estatisticamente significante (P>0,05) (Grafico 11).
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Grafico 11 — Efeito do OEAz em preparacgdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U-46619 (3 uM) na auséncia (Controle)
(n=6) ou na presenca (n=6) de L-NAME (100 uM). Dados expressos como média e
erro padrao da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 £ 0,0408; L-NAME: -1,546 *
0,0112.
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Fonte: Dados da pesquisa
***denota diferenca estatisticamente significante entre CEso dos dois grupos (P<0,001).

Ao se realizar a regressao nao-linear, observou-se, no grupo ODQ, uma CEso
de 39,47 ug/mL (IC95%: 36,7 — 42,44) e um Emaxde 98,64 £1,416. Foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa ao se comparar a CEso do grupo ODQ com o
grupo Controle (P<0,001) (Grafico 12).
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Grafico 12 - Efeito do OEAz em preparacdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U46619 (3 uM) na auséncia (Controle) (n=6)
ou na presenca (n=6) de ODQ (10 puM). Dados expressos como média e erro padrao
da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 + 0,0408; ODQ: -1,596 + 0,0156.
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Fonte: Dados da pesquisa
***denota diferenca estatisticamente significante entre CEso dos dois grupos (P<0,001).

5.5 Avaliacao da participacdao dos prostanodides no efeito vasodilatador do
OEAz.

O OEAz foi capaz de causar uma vasodilatagdo em SSRAM com endotélio
integro na presenca de indometacina (n=6). A regressao nao linear resultou em uma
CEso de 27,24 pg/mL (IC95%: 20,42 — 35,88) e um Emax de 92,83+4,257. N&o foi
observada diferencga estatisticamente significativa quando comparados com a CEso e
Emax do grupo Controle (P>0,05) pelo teste t de student (Grafico 13).
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Grafico 13 - Efeito do OEAz em preparacdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro pré-contraidas com U46619 (3 uM) na auséncia (Controle) (n=6)
ou na presenga (n=6) de Indometacina (Indo, 10 uM). Dados expressos como média
e erro padrao da média (EPM). pCEso: Controle: -1,333 + 0,0408; Indo: -1,435 *
0,0576.
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Fonte: Dados da pesquisa
A tabela 7 resume os dados de pCEso (-logCEso) € Emax com erro padrdo da

média (EPM) obtidos nas regressdes nao lineares dos grupos pré-contraidos com U-
46619 (Controle, E- e todos os inibidores).
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Tabela 7 — Efeito vasodilatador do OEAz em preparacdes de segundo ramo de artéria

mesentérica pré-contraidas com U-46619 com endotélio desnudo (E-), ou integro na

presenca de L-NAME, ODQ, Atropina, Indometacina, Tetraetilaménio, Glibenclamida,

ou 4-aminopiridina (n=6).

PCEso Emax (%)

Grupe Média EPMP Média EPM®
Controle® 1,333 0,04083 96,34 2,839
E- -1,421 0,01825 97,22 1,713
L-NAME 1,546 0,01116 98,28 1,092
oDQ 1,596 0,01557 98,64 1,416
Atropina 1,453 0,04341 96,34 3,581
Indometacina -1,435 0,0576 92,83 4,257
Tetraetilaménio -1,401 0,01704 98,31 1,603

Glibenclamida ~ -1,267  0,03633 94,5 2,7
4-aminopiridina -1,256 0,03613 95,44 2,297

Fonte: Dados da pesquisa

*** denota diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo Controle (P<0,001).

a Controle corresponde ao efeito do OEAz em preparagdes com endotélio intacto na auséncia de

inibidores.

b EPM: Erro padrao da média

5.6 Avaliacao da influéncia do OEAz na contragao induzida por Ca?* na presenca

de alta concentracao de K* apds deplecao do Ca?* intracelular.

Nesse protocolo foi realizada uma curva concentracédo resposta de CaClz em

SSRAM com endotélio integro, em meio sem Ca?*, apds deplecdo do Ca?* intracelular,

e apos incubagdo com KCI 80mM e Tween (n=6), ou OEAz nas doses 30 (n=6), 100

(n=6) ou 300 (n=6) ug/mL. Realizou-se regressao linear para se calcular a CEso € 0

Emax € one way-ANOVA associada ao pés-teste de Tukey para detectar diferencas

entre a CEso € 0 Emaxdos grupos.
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No grupo Tween observou-se um CEso de 0,7742 (1C95%: 0,572 — 1,031) e um
Emax de 122,5+4,89; no grupo OEAz30 observou-se um CEso de 1,47 (IC95%: 1,087 —
1,975) e um Emax de 100,214,854; no grupo OEAz100 observou-se um CEso de 2,102
(1C95%: 0,874 — 74,2) e um Emax de 62,6919,435; no grupo OEAz300 observou-se um
CEso de 0,039 (IC95%: Nao computado pelo software) e um Emax de 9,773+£11,97.

Nao foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os CEso
dos quatro grupos, quando comparados por ANOVA (P>0,05), porém observou-se
uma diferenca estatisticamente significantes nos Emax dos 4 grupos quando
comparados por ANOVA (P<0,001), e o teste de Tukey evidenciou diferenca
estatisticamente significante nos grupos OEAz100 (P<0,001) e OEAz300 (P<0,001),
quando comparados com o grupo Tween, bem como observou-se diferengas entre os
Emax dos grupos OEAz30 e OEAz100 (P<0,05), OEAz30 e OEAz300 (P<0,001), e
entre OEAz100 e OEAZz300 (P<0,001) (Grafico 14).

Portanto, pode-se afirmar que quanto maior a dose de OEAz, menor 0 Emax do
CaCl2 em meio sem caélcio e na presenca de alta concentracdo de KCI.
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Grafico 14 - Efeito do CaClz2em preparagdes de segundo ramo de artéria mesentérica
com endotélio integro que passaram por um processo para deplecdo dos estoques
intracelulares de calcio, mantidas em meio sem calcio contendo KCI 80 mM, pré-
incubadas com Tween (n=6), ou OEAz nas doses 30 pg/mL (OEAz30, n=6), 100
ug/mL (OEAz100, n=6), ou 300 pg/mL (OEAZz300, n=6). Dados expressos como média
e erro padrdao da média (EPM) da contracdo induzida pelo CaCl2 em percentual
relativo a média das contracdes iniciais com KCI 80 mM. Emax: Tween: 122,514,89;
OEAZz30: 100,2+4,85; OEAz100: 62,69+9,43; OEAZz300: 9,77+11,97.
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Fonte: Dados da pesquisa
*** denota diferencga estatisticamente significativa com relagéo ao grupo Tween (P<0,001);
+ denota diferenca estatisticamente significativa com relagao ao grupo OEAz30 (P<0,05);
+++ denota diferencga estatisticamente significativa com relagéo ao grupo OEAz30 (P<0,001);

### denota diferenga estatisticamente significativa com relagdo ao grupo OEAz100 (P<0,001).
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5.7 Avaliacao da influéncia do OEAz na contracao induzida por fenilefrina ou

cafeina na auséncia de Ca?* extracelular.

O OEAz foi capaz de reduzir a contragao induzida por fenilefrina na auséncia
de Ca?* extracelular de uma maneira dose-dependente. A contracdo induzida por
fenilefrina no grupo Tween (n=6) foi 32,975,846, no grupo OEAz30 (n=6) foi
13,76%5,074, no grupo OEAz100 (n=6) foi 4,178+1,034, e no grupo OEAz300 (n=6)
foi 0,5156%0,1475. Foi observada diferenga estatisticamente significante nos grupos
OEAz30 (P<0,05), OEAz100 (P<0,001) e no grupo OEAz300 (P<0,001) quando
comparados ao grupo Tween por one way-ANOVA associada ao pos-teste de Tukey
(Grafico 15).

Grafico 15 - Efeito da Fenilefrina (PHE, 10 uM) em preparag¢des de segundo ramo de
artéria mesentérica com endotélio integro, mantidas em meio sem calcio, pré-
incubadas com Tween (n=6), ou OEAz nas doses 30 ug/mL (n=6), 100 pug/mL (n=6),
ou 300 pg/mL (n=6). Dados expressos como média e erro padrdo da média (EPM) da
contracdo induzida pela PHE em percentual relativo a média das contragdes iniciais
com KCI 80 mM.
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Fonte: Dados da pesquisa
* denota diferenga estatisticamente significativa com relacado ao grupo Tween (P<0,05);

*** denota diferencga estatisticamente significativa com relagdo ao grupo Tween (P<0,001).
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O OEAZz foi capaz de reduzir a contracao induzida por Cafeina na auséncia de
Ca?* extracelular de uma maneira dose-dependente. A contragdo induzida por cafeina
no grupo Tween (n=6) foi 60,055,427, no grupo OEAz30 (n=6) foi 45,558,312, no
grupo OEAz100 (n=6) foi 24,86+8,704, e no grupo OEAz300 (n=6) foi 16,29+1,481.
Foi observada diferenga estatisticamente significante nos grupos OEAz100 (P<0,01)
e OEAz300 (P<0,001) quando comparados ao grupo Tween por one way-ANOVA
associada ao pos-teste de Tukey, bem como no grupo OEAz300 quando comparado
ao grupo OEAz30 (P<0,05) (Grafico 16).

Grafico 16 - Efeito da Cafeina (30 mM) em preparagdes de segundo ramo de artéria
mesentérica com endotélio integro, mantidas em meio sem célcio, pré-incubadas com
Tween (n=6), ou OEAz nas doses 30 ug/mL (n=6), 100 pug/mL (n=6), ou 300 pg/mL
(n=6). Dados expressos como média e erro padrdao da média (EPM) da contracao

induzida pela Cafeina em percentual relativo a média das contragdes iniciais com KCI
80 mM.

80 A

o
o
[

Contracao (%)
=Y
o
1

Fonte: Dados da pesquisa
** denota diferenca estatisticamente significativa com relagéo ao grupo Controle (P<0,01);
*** denota diferenca estatisticamente significativa com relagéo ao grupo Controle (P<0,001);

+ denota diferenca estatisticamente significativa com rela¢do ao grupo OEAz 30 pg/mL (P<0,05).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito do 6leo essencial da
Alpinia zerumbet (OEAz) na reatividade vascular de artérias de resisténcia isoladas
de ratos e seu possivel mecanismo de acdo. A Alpinia zerumbet vem sendo
largamente estudada em relacdo aos seus efeitos farmacol6gicos, sobretudo em
relacdo aos efeitos cardiovasculares, e vem mostrando resultados promissores,
mostrando que essa planta tem potencial para serem realizados ensaios clinicos, bem
como vir a se tornar um medicamento fitoterapico.

Os Oleos essenciais sao misturas complexas de substancias de baixo peso
molecular, volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, obtidas
principalmente por destilacdo por arraste de vapor, hidrodestilacdo ou extracao por
solvente, e sao utilizados na industria alimenticia, em perfumaria, cosméticos, bem
como em produtos farmacéuticos (SIMOES; SPITZER, 1999; RAUT; KARUPPAYIL,
2014). Neste trabalho, néo foi utilizado nenhuma substancia isolada, pois o interesse
maior é utilizar os conhecimentos aqui obtidos para posteriores estudos clinicos com
um fitoterapico de Alpinia zerumbet, e ndao com substancias isoladas, entretanto
realizou-se uma analise quimica do OEAz por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (CG-EM) para identificacdo dos seus principais constituintes.

A partir da CG-EM, obteve-se a composicdo quimica do OEAz, onde foi
observado que os 3 constituintes majoritarios foram o 1,8-cineol (24,27%), terpinen-4-
ol (20,41%) e o p-cimeno (15,74%), entretanto deve-se ressaltar que a constituicao
quimica dos 6leos essenciais € muito variavel de acordo com diversos fatores, como
época da colheita, regido de cultivo, técnica de extracdo, dentre outras (SIMOES;
SPITZER, 1999; OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998). Diversos trabalhos mostram o
1,8-cineol e o terpinen-4-ol como os constituintes com maior percentual do OEAz,
entretanto, mostram o p-cimeno entre os constituintes com percentual menos
importante (CHEN et al., 2014; CUNHA, 2012; LAHLOU et al., 2002a, 2003; SANTOS
etal., 2011).

Os 3 principais constituintes do OEAz, encontrados na amostra estudada no
presente trabalho, ja foram objeto de estudo em outras pesquisas, em sua forma
isolada, para avaliagdo de alguns efeitos cardiovasculares. Ja foi observado que o

terpinen-4-ol possui um efeito vasodilatador em aorta de rato isolada, que parece estar
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relacionado com a inibicdo de processos contrateis dependente do influxo de Ca?* via
canais de Ca?* dependentes de voltagem (VOCC) (MAIA-JOCA et al., 2014), bem
como apresenta um efeito anti-hipertensivo em ratos com o modelo de hipertensao
doca-sal (LAHLOU et al., 2003).

O 1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol, tem efeito hipotensor em
ratos anestesiados e alertas, induzido por um relaxamento da musculatura vascular
lisa (LAHLOU et al., 2002a). Pinto et al. (2009) estudaram o efeito do OEAz e do 1,8-
cineol em aorta de rato isolada e foi verificado que o OEAz e o0 1,8-cineol possuem um
efeito vasodilatador dependente de endotélio, porém o efeito do OEAz parece néo ser
atribuido apenas ao 1,8-cineol, tendo participacdo também de outros constituintes
nesse efeito. Apesar de ter sido observado um efeito vasodilatador do 1,8-cineol,
dependente do endotélio no trabalho de Pinto et al. (2009), foi realizada uma pesquisa
para verificar o efeito do eucaliptol em musculo papilar do ventriculo esquerdo isolado
de rato, e foi observado que o eucaliptol possui um efeito depressor do musculo
cardiaco (efeito inotrépico negativo), de maneira dose dependente, que parece estar
ligado ao blogueio dos canais de Ca?* (SOARES et al., 2005).

O p-cimeno é um monoterpeno cuja atividade vasodilatadora em aorta de rato
isolada parece ser independente de endotélio, bem como parece estar envolvida com
a abertura de canais de K+ retificador de influxo (Kir), bem como canais de K*
sensiveis a ATP (Katp) (SILVA et al., 2015).

Os estudos de reatividade vascular encontrados com a Alpinia zerumbet ou
com seus principais constituintes foram realizados em artérias de condutancia. As
artérias de resisténcia e de condutancia possuem diferencas anatdmicas e funcionais
que podem interferir na poténcia e no mecanismo de acao de farmacos, e até de
substancias enddgenas, como a noradrenalina e a serotonina (ADEGUNLOYE;
SOFOLA, 1997; ALTWEGG et al., 2000; BRITO, 2015; FLACCO et al., 2013).

As artérias de resisténcia podem ser definidas como vasos pré-capilares que
contribuem passivamente para a resisténcia em repouso, bem como contribuem
ativamente para o controle do fluxo sanguineo durante alteracbes na demanda
(CHRISTENSEN; MULVANY, 2001). Sabe-se que tais artérias tem uma relacao direta
com aumento da resisténcia vascular periférica na hipertensdo (CHRISTENSEN;
MULVANY, 2001; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000; SCHIFFRIN, 1992). Existem
autores que consideram artérias de resisténcia aquelas que tem diametro entre 100 e
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300 um (CHRISTENSEN; MULVANY, 2001), e outros que consideram as com menos
de 400 um (INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000).

Os ramos de artéria mesentérica foram escolhidos para serem utilizados nesse
estudo por serem considerados artérias de resisténcia (CHRISTENSEN; MULVANY,
2001), fato, esse, corroborado ao se estabelecer o didmetro normalizado das artérias
utilizadas no estudo, cuja média foi de 285,7 um. Nenhuma artéria ultrapassou o limite
superior de 400 um, e a maioria dos vasos utilizados (63,89%) estiveram abaixo de
300 pm.

O U-46619 e o KCI promovem vasocontracdo por mecanismos diferentes. O U-
46619 promove contracdo mediada por receptor, ativando o receptor de tromboxano
A2 no musculo liso vascular, que é um receptor 7 transmembrana que age via ativagéo
de fosfolipase C, com consequente formacao dos segundos mensageiros trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), bem como um aumento do influxo de Ca?* via
canais de Ca?" dependente de voltagem e liberagdo do Ca®* dos estoques
intracelulares (HALUSHKA; ALLAN; DAVIS-BRUNO, 1995; MCKENZIE;
MACDONALD; SHAW, 2009). O KCI promove uma contracao devido a despolarizacao
da membrana, o aumento de K* promove uma abertura dos canais de Ca®
dependente de voltagem, com consequente aumento do influxo de calcio e a
contracdo do musculo liso vascular, bem como parece promover um aumento da
sensibilizacdo ao Ca?* (RATZ et al., 2005; URBAN; BERG; RATZ, 2003).

O presente estudo mostrou que o OEAz promoveu uma vasodilatagcdo dose-
dependente em ramos de artéria mesentérica pré-contraidas com KCl e com U-46619,
porém a poténcia do OEAz foi maior no grupo pré-contraido com U-46619, tanto com
endotélio integro quanto com endotélio desnudo. Tal fato pode ter ocorrido devido as
diferengas entre os mecanismos contrateis induzidos pelos agonistas, portanto, talvez
o OEAz tenha uma afinidade maior por algum mecanismo envolvido na contragéo do
U-46619, porém, até o presente protocolo, ndo se podem fazer suposi¢cdes com
relacdo ao mecanismo de agdo do OEAz devido a complexidade da contracao
induzida pelos agonistas, que envolvem diversos mecanismos diferentes. Além disso,
0 Emax foi 0 mesmo em ambos os grupos, indicando que o efeito total do OEAz é
independente da via de contragéao.

Foi observado um efeito bifdsico transitério do OEAz nas doses entre 300 e
3000 ug/mL, ou seja, observou-se uma vasoconstricdo transitoria induzida pelo OEAz
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nessas doses, tanto nos ramos de artéria mesentérica do grupo KCI, como no grupo
U-46619, que voltavam ao basal apés um tempo. Cunha (2012) mostrou um efeito
bifasico induzido pela fragdo hexanica do OEAz (FHOEAz) em aorta de rato isolada,
porém, no referido trabalho, esse efeito ocorreu nas doses mais baixas da FHOEAz,
diferente dos nossos achados, cujo efeito bifasico transitério ocorreu nas doses mais
altas. O principal constituinte da fragao hexanica do OEAz estudada por Cunha (2012)
era o p-Cimeno, um dos constituintes majoritarios da nossa amostra de OEAz, porém
um constituinte menos expressivo no OEAz testado por Cunha (2012), cujo efeito
bifasico foi muito discreto. Levando em consideracao que a FHOEAz de Cunha (2012)
e o0 OEAz do presente trabalho possuem alta concentragdo de p-Cimeno e
apresentam efeito bifasico caracteristico, pode-se levantar a hipdtese do efeito
bifasico observado ser induzido pelo p-Cimeno.

Os resultados deste estudo indicam que o efeito vasodilatador do OEAz é
independente de endotélio, visto que nao houve diferencas estatisticamente
significativas no efeito vasodilatador do OEAz em ramos de artéria mesentérica com
endotélio integro e desnudo. Tal achado corrobora com o estudo de Cunha et al.
(2013), que observou um efeito vasodilatador independente de endotélio induzido pela
fracdo metandlica do OEAz em anéis de aorta de rato, entretanto, outros trabalhos ja
mostraram um efeito vasodilatador dependente de endotélio da Alpinia zerumbet em
leito vascular mesentérico (MOURA et al., 2005) e em anéis de aorta (PINTO et al.,
2009; TAO; HU; SHEN, 2013).

O Nw-Nitro-L-Arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) € um inibidor da
enzima o6xido nitrico sintase (NOS, do inglés nitric oxide synthase), que age
competindo com a L-arginina na sintese do 6xido nitrico (NO) (REES et al., 1990;
SANT’ANA DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). O L-NAME foi utilizado para verificar
o efeito do bloqueio da NOS no mecanismo de acao do OEAz, e foi observado uma
diminuicdo da poténcia do OEAz no grupo pré-tratado com L-NAME, entretanto nédo
foi observada diminuicdo no Emax. Levando em consideracdo que a NOS é uma
enzima encontrada no endotélio vascular, pode-se dizer que esse € um mecanismo
de vasodilatacdo dependente do endotélio, o que contradiz nossos resultados
anteriores que mostram que o OEAz tem efeito independente de endotélio.

O NO é um radical livre que causa, entre outros efeitos, uma vasodilatacao,

mediante estimulo da enzima guanilato ciclase sollvel, presente no musculo liso
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vascular, que induz a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e
ativacdo da enzima proteinocinase G, causando uma diminui¢édo do influxo de Ca?*,
bem como promovendo a reentrada do Ca?* no reticulo sarcoplasmatico (SANT’ANA
DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

O pré-tratamento das artérias com ODQ, um inibidor da enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs), também reduziu a poténcia do OEAz. Tendo em vista que a
GCs esta envolvida no mecanismo de acao NO, esse resultado corrobora com aquele
encontrado no pré-tratamento com L-NAME. Portanto, pode-se sugerir que um dos
mecanismos de agdo do OEAz envolve a via NOS-GCs, porém esse ndo € o seu
mecanismo principal, tendo em vista que o ODQ e o L-NAME n&o foram capazes de
reduzir o Emax do OEAz.

Trabalhos anteriores com OEAz em aorta de rato mostraram um efeito
vasodilatador totalmente dependente de endotélio, ocorrendo diminuicdo do Emaxem
anéis de aorta pré-tratados com L-NAME e com azul de metileno, um inibidor da GCs
(PINTO et al., 2009; TAO; HU; SHEN, 2013). Entretanto, Cunha et al. (2013)
mostraram que o efeito vasodilatador da fracdo metandlica do OEAz, em aorta de rato,
nao foi alterado pela presenca de ODQ ou L-NAME.

Tais divergéncias encontradas nos referidos trabalhos podem ocorrer devido a
dois fatores principais: (1) os 6leos essenciais tém uma composi¢do muito variavel e,
mesmo o terpinen-4-ol e o0 1,8-cineol sendo os componentes principais em todos 0s
casos, o percentual de tais constituintes varia muito e ndo podemos descartar a
atividade dos outros constituintes, mesmo em pequena quantidade; (2) o tecido
testado no presente trabalho difere dos trabalhos supracitados, e a literatura
pesquisada carece de pesquisas em relacao ao efeito da Alpinia zerumbet ou de
algum dos principais constituintes em artérias de resisténcia.

O efeito do OEAz parece nao estar ligado aos receptores muscarinicos, ou
prostanodides, pois o bloqueio dessas vias com atropina e indometacina,
respectivamente, ndo produziram alteragdes na CEso ou no Emax, ratificando o
resultado encontrado em outros trabalhos em aorta de rato (CUNHA et al., 2013;
PINTO et al., 2009; TAO; HU; SHEN, 2013)

Os canais de potassio tém uma participacao chave na regulacéo do potencial
de membrana e, consequentemente, na regulacao do tdbnus do musculo liso vascular.

Uma ativagdo desses canais causa uma hiperpolarizacao da membrana, resultando
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em um relaxamento do musculo liso vascular decorrente da diminui¢cao do influxo de
Ca?* (KO et al., 2010; STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014). No musculo vascular
existem 4 tipos principais de canais de K+, sdo eles: (1) canais de K* sensiveis ao
Ca?*; (2) canais de K* sensiveis ao ATP; (3) canais de K* retificadores de influxo; (4)
canais de K*dependentes de voltagem (STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014).

Para avaliar o efeito do OEAz nos canais de potassio, foram utilizados 3
bloqueadores de canais de potassio, sao eles o tetraetilaménio, um bloqueador néo
seletivo dos canais de K*; a glibenclamida, inibidor dos canais de K* dependentes de
ATP; e a 4-aminopiridina, que age bloqueando os canais de K* dependentes de
voltagem. Nenhum dos trés blogueadores causaram variagdo na poténcia ou Emax no
efeito do OEAz, reiterando o que foi encontrado em trabalhos anteriores (CUNHA et
al., 2013; PINTO et al., 2009).

O Ca?*é um ion responsavel por diversas fungdes no muisculo liso, incluindo a
contragdo muscular, portanto os canais de Ca?* sdo de fundamental importancia para
a contragdo muscular, visto que controlam o movimento do Ca?* na célula. O aumento
da concentragdo de Ca?* no citoplasma da célula muscular lisa pode ocorrer mediante
influxo de Ca?*, podendo, este, ser decorrente de canais de Ca?* dependentes de
voltagem (VOCC, do inglés voltage operated calcium channel) ou de receptores
(ROCC, do inglés receptor operated calcium channel), ou mediante liberagido do Ca®*
armazenado no reticulo sarcoplasmatico, podendo essa liberacdo ocorrer por
receptores de rianodina ou por receptores de IP3 (AMBERG; NAVEDO, 2013;
RAINBOW; MACMILLAN; MCCARRON, 2009).

Visando verificar o efeito do OEAz nos canais de Ca?* foram realizados trés
protocolos, cada um objetivando verificar o efeito em um canal especifico. O primeiro
verificou o efeito do OEAz na contragdo induzida por Ca?* na presenca de alta
concentracdo de K* em meio sem Ca?* e apo6s deplegao do Ca?* intracelular. Nesse
protocolo foi verificado o efeito do OEAz nos VOCC, visto que o K+ em alta
concentragdo promove a abertura de tais canais. Observou-se que o OEAz impediu a
contracéo induzida por Ca?* de uma maneira concentracdo-dependente. Tal resultado
esta em consonancia com um estudo anterior (CUNHA et al., 2013) e sugere que o
OEAZz blogueia os canais de Ca?* dependentes de voltagem.

Foi verificado ainda o efeito do OEAz na liberacao dos estoques intracelulares
de Ca?* pelos receptores de IP3 e de rianodina, ativados, no presente estudo, por
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fenilefrina e por cafeina, respectivamente. O OEAz foi capaz de reduzir a contragao
induzida pela fenilefrina e pela cafeina em meio sem Ca?* de forma concentragdo-
dependente, portanto sugere-se que o OEAz também bloqueia os canais de Ca?*
intracelulares, responsaveis pela liberagdo dos estoques intracelulares de Ca?*.
Cunha et al. (2013) também sugeriram que o OEAz inibe a liberagédo dos estoques de
Ca?* via receptores de rianodina e de IP3.

Assim, os resultados do presente trabalho sugerem que o0 OEAz tem um efeito
vasodilatador em segmentos do segundo ramo de artéria mesentérica mediado, em
parte, pela via NOS-GCs, porém o principal efeito esta relacionado com um bloqueio
dos canais de Ca?*.

Foram achados na literatura dois trabalhos sugerindo a hipétese que o OEAz
blogueia canais de Ca?*. Cunha et al. (2013) sugerem que a fragdo metandlica do
OEAz causa uma vasodilatacdo mediante bloqueio de canais tipo VOCC e ROCC,
bem como dos canais de Ca?* intracelulares, resultados esses similares aos
encontrados no presente trabalho. Santos et al. (2011) mostraram um efeito inotrépico
e cronotrépico negativo devido a um bloqueio de canais de Ca?* dependentes de
voltagem do tipo L em cardiomiécitos.

Diversos farmacos vém sendo classificadas como dessensibilizadoras do Ca?*,
incluindo alguns farmacos considerados anteriormente como bloqueadores dos
canais de Ca?*. Tais farmacos sdo aqueles que agem na maquinaria contratil
diminuindo a forca de contragdo sem diminuir a concentragdo de Ca?* livre no
citoplasma (BOWMAN; HAIKALA; PAUL, 1998; JOHNSON; FUGMAN, 1983). Alguns
mecanismos importantes pelos quais os dessensibilizadores do Ca?* podem agir sdo
a inibicdo da via RhoA-Rho quinase, aumentando a atividade da fosfatase de cadeia
leve de miosina; e inibidores da ligacdo do Ca? com a Calmodulina, impedindo a
fosforilacdo das cadeias leves de miosina (AGRE; VIRSHUP; BENNETT, 1984;
BOWMAN; HAIKALA; PAUL, 1999; DISLI et al., 2009; ZHU et al., 2005)

Levando em consideracdo que o OEAz bloqueia diversas vias diferentes de
Ca?* e que nao tivemos uma forma de medir diretamente a concentragdo de Ca?*
intracelular, pode-se levantar, ainda, a hipétese de que o OEAz age causando uma
dessensibilizacio do Ca?*, ou seja, 0 OEAz pode promover uma reducéo do efeito do

Ca? na contratilidade. Portanto, sdo necessdrios mais estudos para verificar o
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mecanismo de acdo do OEAz, principalmente estudos verificando 0 movimento de

calcio na célula e sua atividade.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do OEAz em segmentos
de segundo ramo de artéria mesentérica e o seu mecanismo de acéo, sendo verificado
que o OEAz possui um efeito vasodilatador em segmentos de segundo ramo de artéria
mesentérica pré-contraidos com U-46619 e KCI.

Foram estudadas a influéncia do endotélio, dos receptores muscarinicos, dos
canais de potassio e dos prostandides no mecanismo de acao vasodilatador do OEAz,
ndao sendo encontradas evidéncias da participacdo de tais vias no mesmo. O
mecanismo de acao do OEAz observado foi, em parte, devido a uma ativagdo da via
NOS-GCs, mas seu efeito principal foi devido a um bloqueio dos canais de Ca®*.

Tal estudo foi de fundamental importancia pois, na literatura pesquisada, néo
foram achados outros trabalhos que verifiquem o efeito do OEAz, ou qualquer outro
extrato derivado da Alpinia zerumbet, em artérias de resisténcia, e é sabido que as
artérias de resisténcia sdo os principais locais de controle da resisténcia vascular
periférica e, consequentemente, da pressao arterial.

Levando em consideracdo que ndo conseguimos verificar a concentracao de
Ca?* dentro da célula, levantou-se a hipétese da possibilidade do OEAz causar uma
dessensibilizagdo do Ca?*, ou seja, provocar uma diminuicio do efeito vasoconstritor
induzido pelo aumento do Ca?* citoplasmatico. Portanto, é necessario algum estudo
verificando diretamente o efeito do OEAz nos canais de Ca?*, por exemplo estudo com
microscopia confocal utilizando marcadores fluorescentes de Ca?*, ou estudos de
eletrofisiologia, verificando o efeito do OEAz nas correntes de Ca?*, para confirmar o
mecanismo de acao do OEAz em artérias de resisténcia.
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8 CONCLUSAO

O ébleo essencial de Alpinia zerumbet possui um efeito vasodilatador em artérias
de resisténcia isoladas de ratos envolvendo um antagonismo ao Ca%* e, em menor

escala, uma ativacdo da via NOS-GCs.
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