EUROPEANACADEMIC RESEARCH

x X .
» - R
* EUROPEAN Vol. VIII, Issue 6/ September 2020

*( W ) ACADEMIC
o RESEARCH
x: Impact Factor: 3.4546 (UIF)

ISSN 2286-4822 DRJI Value: 5.9 (B+)
www.euacademic.org

A Diferenca de Média de Hiperplasia Miointimal em
Modelo Experimental de Aterosclerose Tratados
com Oleo Essencial da Alpinia Zerumbet!

ANA CAROLINA NASCIMENTO CALLES

Doutora em Biotecnologia pelo Programa de Doutorado em Biotecnologia —

Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO). Universidade Federal de Alagoas —UFAL
GUILHERME BENJAMIN BRANDAO PITTA

Professor Associado da Universidade Estadual de Ciénciasda Saude de Alagoas (UNCISAL)
orientador de doutorado RENORBIO - Rede Nordeste de Biotecnologia e

mestrado e doutorado orientador em Cirurgia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS)

ALDEMAR ARAUJO DE CASTRO
Professor assistente da Universidade Estadual de Ciéncias da Satide de Alagoas (UNCISAL) e
Cirurgiao Vascular Hospital Geral do Estado Osvaldo Brandao Vilela

ROSANE PEREIRA DOS REIS

Doutora em Biotecnologia pelo Programa de Doutorado em Biotecnologia —

Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO). Universidade Federal de Alagoas —UFAL
DANIELE GONCALVES BEZERRA

Professora Assistente da Universidade Federal de Alagoas — UFAL

Doutora em Biologia Humana e Experimental. Universidade Estadual do Rio de Janeiro, UERJ
Brasil

Resumo

A aterosclerose é resultante de uma série de respostas celulares
moleculares altamente especificas, que tem como mecanismo uma
resposta inflamatéria e fibroproliferativa no endotélio de um vaso
sanguineo, que surge por resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima (hiperplasia miointimal). Nesta
patologia é comum encontrar vasos arteriais comprometidos como a
aorta, cardétidas, renais, iliacas e femorais. O objetivo desse estudo é
determinar a diferenca de média de hiperplasia miointimal em modelo
experimental de aterosclerose tratados com 6leo essencial da Alpinia
zerumbet comparados com aqueles que ndo a usaram. Trata-se de um
ensaio clinico randomizado com animais de experimentagdo, com
animais de experimentagdo, com 12 semanas de seguimento, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Tiradentes,
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Maceid, sob o numero 61-A (anexo). O presente estudo foi realizado no
Centro de cirurgia experimental e biotério da Universidade Estadual de
Ciéncias da Satide de Alagoas, Maceié — Alagoas, em parceria com o
Instituto de Tecnologia e Pesquisa — ITP, na cidade de Aracaju —
Sergipe. Conclui-se que a diferenca da médiade hiperplasia miointimal
em modelo experimental de aterosclerose tratados com éleo essencial da
Alpinia zerumbet comparados com aqueles que ndo a usaram é de
27,86%.

Palavras-Chave: Alpinia, Hiperplasia. Miointimal, Aterosclerose.

Abstract

Atherosclerosis is the result of a series of highly specific
molecular cellular responses, which has as a mechanism an
inflammatory and fibroproliferative response in the endothelium of a
blood wvessel, which arises in response to endothelial aggression,
affecting mainly the intimal layer (myointimal hyperplasia). In this
pathology it is common to find compromised arterial vessels such as the
aorta, carotid, reinal, iliac and femoralvessels. The aim of this study is
to determine the mean difference of myointimal hyperplasia in an
experimental model of atherosclerosis treated with alpinia zerumbet
essentialoil compared to those who did not use it. This is a randomized
clinical trial with experimental animals, with experimental animals,
with 12 weeks of follow-up, approved by the Ethics Committee on
Animal Research of Tiradentes University, Maceid, under number 61-A
(annex). The present study was carried out at the Center for
experimental surgery and bioterium of the State University of Health
Sciences of Alagoas, Maceio - Alagoas, in partnership with the Institute
of Technology and Research - ITP, in the city of Aracaju - Sergipe. It
was concluded that the difference between the mean myointimal
hyperplasia in an experimental model of atherosclerosis treated with
alpinia zerumbet essential oil compared to those who did not use it is
27.86%.

Key words: Alpinia, Hyperplasia. Myointimal, atherosclerosis.
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1.INTRODUCAO

A aterosclerose é resultante de uma série de respostas celulares
moleculares altamente especificas, que tem como mecanismo uma
resposta inflamatéria e fibroproliferativa no endotélio de um vaso
sanguineo, que surge por resposta a agressio endotelial, acometendo
principalmente a camada intima (hiperplasia miointimal). Nesta
patologia é comum encontrar vasos arteriais comprometidos como a
aorta, cardtidas, renais, iliacas e femorais (Costa e Fagundes 2003,
Bispo 2011).

A hiperplasia miointimal vascular corresponde a um estagio
inicial da aterosclerose, precedendo a formacio da placa. A presenca e
a gravidade do espessamento miointimal tem sido correlacionada a
aterosclerose (Chequer et al. 2006). Em lesGes ateroscleréticas, os
componentes principais da placa fibrosa sdo células de musculo liso
vascular, matriz extracelular e o colesterol extracelular (Ross e Glomset
1999).

Na patogenia da doencga aterosclerética, um conjunto de fatores
de risco classicos e emergentes tem sido correlacionado. Entre os
principais fatores da lesdo arterial, podem destacar a
hipercolesterolemia, hipertensdo arterial sistémica, diabetes,
tabagismo, obesidade, envelhecimento e fatores genéticos (Carvalho et
al 2010, Bomfim et al. 2015).

Roman Junior (2013) ressalva em seu estudo que a inibigdo do
edema de pata induzido por formol em ratos tratado com esséncias ou
extrato etandlico da Alpinia zerumbet, sugere atividade anti-
inflamatoéria. Desse modo, com achado supracitado é possivel constatar
que o uso das plantas medicinais pode possuir um resultado benéfico no
perfil lipidico, além de ser uma alternativa acessivel financeiramente
as classes vulneraveis.

Entretanto, como na literatura existem poucas referéncias dos
efeitos farmacologicos da Alpinia zerumbet na medicina popular,
tornando-a um “enigma” em rela¢do a sua composi¢io quimica, cabe aos
pesquisadores, investigar os constituintes deste vegetal e suas agoes,
antes que outros o facam, valorizando assim a nossa cultura e
contribuindo na determinacio das propriedades farmacolégicas das
plantas com potencial terapéutico.
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Assim, pressupée-se que a utilizacdo do 6leo essencial extraido das
folhas verdes da Alpinia zerumbet tenha influéncia direta como protetor
na hiperplasia miointimal em camundongos submetidos ao modelo de
aterosclerose experimental, podendo contribuir para o desenvolvimento
de uma nova terapéutica, com um bioproduto para esse tipo de
patologia.

Neste contexto, é relevante responder a pergunta de pesquisa:
Qual a diferenca da média de hiperplasia miointimal em modelo
experimental de aterosclerose tratados com 6leo essencial da Alpinia
zerumbet comparados com aqueles que ndo a usaram? Sendo assim o
presente estudo teve o objetivo de determinar a diferenga de média de
hiperplasia miointimal em modelo experimental de aterosclerose
tratados com 6leo essencial da Alpinia zerumbet comparados com
aqueles que ndo a usaram.

2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um ensaio clinico randomizado com animais de
experimentacio, com 12 semanas de seguimento, aprovado pelo pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Tiradentes,
Maceid, sob o nimero 61-A (anexo). O presente estudo foi realizado no
Centro de cirurgia experimental e biotério da Universidade Estadual
de Ciéncias da Saude de Alagoas, Macei6 — Alagoas, em parceria com o
Instituto de Tecnologia e Pesquisa — ITP, na cidade de Aracaju -
Sergipe.

Foram incluidos camundongos da linhagem C57BL/6J (Paigen,
Mitchell e Holmes 1987). E foram excluidos: Fémeas; Idade menor que
28 dias; Animais doentes e Animais com alteracdes anatémicas das
estruturas abordadas. O sorteio dos animais para cada grupo foi feito
por aleatorizacgio simples com auxilio do programa gratuito Research
Randomizer, no site http://www.randomizer.org/form.htm, sendo
quatro blocos com 08 (oito) nimeros cada (Vieira 1984). Os animais
foram distribuidos em gaiolas individuais e a identificagdo do animal
foi feita por meio de escrita a tinta azul indelével na cauda, com caneta
tipo piloto permanente (permanent mark®), seguindo as marcagoes do
QUADRO 01., visando melhor identificacdo da numeracio do animal.
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QUADRO 01. Identificacdo dos animais:

O camundongo foi marcado pela cauda, entdo para melhor identificac¢io foi
realizado esse processo de marcacgdo com caneta permanente de cores azul ou
preta, onde foram pintados em formas de listras finas e grossas, entdo as
listras ===, que sdo finas e em azul, equivale a 1, e as listras mais grossas e

em preto . , equivale a 3, sendo assim se fez o somatoério paraidentificar os

animais.

Optou-se pelo manejo fechado dos animais e a experimentacio foi
realizada no préprio biotério da UNCISAL, onde se dispunha de
ambiente propicio para os mesmos, com sistema de ventilagio exaustio
forcado, periodos de luminescéncia controlada, temperatura média de
20°C, ruido minimo e umidade em torno de 50%. Os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas e individualizadas.

No manejo dos animais, os animais do GRUPO CONTROLE
(C) receberam a racdo comercial da marca Presence Ratos e
Camundongos®, que constitui uma dieta padrao do biotério, produzida
pela Agribrands Purina do Brasil, LTDA, ad libitum, j4 o GRUPO
CONTROLE+OLEO ESSENCIAL DA ALPINIA ZERUMBET
(C+0OEAZ) se alimentou com a mesma ragdo comercial ad libitum e
mais a administracgéo oral do 6leo essencial da Alpinia zerumbet. Todos
os procedimentos foram realizados durante as 12 semanas do
experimento.

Os camundongos foram pesados no inicio e ao término do
experimento em balanca digital de precisao para avaliagdo da variagao
do peso, a calibragem foi feita antes da pesagem de cada um dos
animais.

Iniciou-se a pesquisa com 32 animais, onde os animais apo6s 28
dias iniciais foram desmamados, e foi seguido do periodo experimental
por 12 semanas de seguimento e o sacrificio, como demonstrado no

quadro abaixo (QUADRO 02)
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QUADRO 02. Delineamento experimental:

Racé&o padréo (C)

8 Racdo padrao + Gavagem do OEAZ (C+OEAZ)
DIAS Dieta aterogénica (H)
Dieta aterogénica + Gavagem do OEAZ (H+OEAZ)

SACRIFiCIO

12 semanas

T0 T T T3

O camundongo é marcado pela cauda, entdo para melhor identificagio foi
realizado esse processo de marcagdo com caneta permanente de cores azul
ou preta, onde sdo pintados em formas de listras finas e grossas, entdo as
listras @8 que sdo finas, equivale a 1, e as listras mais grossas, equivale a

3, sendo assim faz o somatoério para identificar os animais.l

Onde: TO é o tempo inicial do estudo, T1 é o inicio dos procedimentos, T2 o

inicio do sacrificio, T3 seu término.

Preparo e administracao da dieta aterogénica:

A racéo ofertada ad libitum aos grupos: GRUPO CONTROLE (C) e
GRUPO CONTROLE+OLEO ESSENCIAL DA ALPINIA
ZERUMBET (C+OEAZ) foi a de marca PRESENCE ratos e
camundongos® e para os outros 02 grupos: GRUPO
HIPERLIPIDEMICO (H) ¢ o GRUPO HIPERLIPIDEMICO
TRATADOS (H+OEAZ) foi confeccionada na PRAGSOLUCOES®
(biociéncias), a dieta aterogénica composta por 1,25% de colesterol,
0,5% de 4cido colico e 15% de gordura, conforme descrito no laboratério
Jackson (Paigen et al. 1985; Paigen et al. 1987).

Extracao do 6leo essencial Alpinia zerumbet:

A extracdo do éleo essencial da Alpinia zerumbet foi realizada em
parceria com ITP — Aracaju (SE), onde as folhas e caules da Alpinia
zerumbet foram coletadas as 5 horas as manha, apés um ano e meio de
vida, no minimo, para certificacdo de extracgio sustentavel. O extrator
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para a destilagdo se encontra a 5 Km do plantio para assegurar minima
perda de éleo por evaporacio.

Procedimentos e grupos:
O grupo CONTROLE (C) recebeu a racio padrao da Presence Ratos e
Camundongos®, ad libitum.

O grupo HIPERLIPIDEMICO (H) recebeu a ragio
confeccionada na PRAGSOLUCOES® (biociéncias) sendo a dieta
aterosclerética com 1,25% de colesterol, 0,5% de acido célico e gordura
de 15%, ofertada ad libitum durante 12 semanas (Paigen et al. 1990).

O grupo HIPERLIPIDEMICO tratados com 6leo essencial da
Alpinia zerumbet (H+OEAZ) recebeu a racdo confeccionada na
PRAGSOLUCOES® (biociéncias) sendo a dieta aterosclerética com
1,25% de colesterol, 0,5% de acido colico e 15% de gordura (Paigen et al.
1985), ofertada ad libitum durante 12 semanas e foi ofertado por
gavagem a dose de 100mg/kg do 6leo essencial da Alpinia zerumbet
todos os dias para os animais deste grupo.

No grupo CONTROLE tratados com 6leo essencial da Alpinia
zerumbet (C+OEAZ), os animais se alimentavam com a rac¢ido padrio
da Presence Ratos e Camundongos®, ad libitum e ainda foi ofertado por
gavagem a dose de 100mg/kg do 6leo essencial da Alpinia zerumbet
todos os dias para os animais deste grupo.

Sacrificio:

Os procedimentos foram administrados por um periodo de 12 semanas,
a0 término os animais foram anestesiados usando ketamina e xilasina
(Aguila e Lacerda 2003) e foicoletado amostra de cerca de 1mL sangue
através de puncio cardiaca para dosagem do perfil lipidico, e foi
coletada por via transabdominal a artéria aorta toracica descendente
de todos os animais.

Analise histologica e morfométrica:

As pecas arteriais foram fixadas em formalina a 10% por no minimo 24
horas e em seguida foram levadas para o preparorotineiro de laminas
histolégicas para microscopia Optica: desidratacdo gradativa e
crescente de alcool a 70% até o alcool absoluto — diafanizac¢io em xilol
crescentes e embebicdo em parafina liquida a 60°C, e preparacio dos
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blocos de parafina. Os blocos de parafina foram cortados no micrétomo
com espessura de 03 (trés) pm e os cortes montados em laminas de vidro
extra-finas (76 x 25 mm), em seguida foram coradas com HE
(hematoxilina-eosina) para estudo da morfologia geral e da espessura
da tunica média da artéria toracica (Asada et al. 1996; Rolim 2012;
Nogueira 2012), a qual foi usada para os vasos dos animais e em
seguidas montadas com laminulas e resina natural. Outras laminas
(usando laminas silanizadas) foram  preparadas para
imunohistoquimica.

- Densidade de superficie de lamelas (Sv[lam]): Fazendo uso da
estereologia foram analisados 32 campos por grupo usando
videomicroscopia (4 campos por lamina). Um sistema de teste de arcos
cicloides foi fixado na tela do monitor e calibrado. O nimero de
intersecgbes das lamelas com os arcos cicloides (IL) foi contado em cada
um dos 4 campos em cada corte por animal (40x), para estimar a
densidade de superficie das lamelas através da formula: SV[lamelas] =
2I[lamelas])/LT, conforme Pereira, Bezerra e Mandarim-de-Lacerda
2004. Onde I[lamelas]: nimero total de intersecc¢oes das lamelas com os
arcos cicloides, e o LT: foi o comprimento da linha pré-determinado no
sistema teste utilizado (Pereira, Bezerra e Mandarim-de-Lacerda
2004).

3. RESULTADOS

Foram utilizados tabelas e graficos para a apresentacio dos dados.

3.1 Variaveis
3.1.1 Variavel primaria

- ESPESSURA MEDIO-INTIMAL

Animais do grupo HIPERLIPIDEMICO tratados com o 6leo essencial
da Alpinia zerumbet (H+OEAZ) obtiveram reducgio de 27,86% na
espessura médio-intimal quando comparados com os valores do grupo
hiperlipidémico (H), com p <0,001. Ja os animais do grupo CONTROLE
(C) apresentaram reducgio em 31,79% na espessura médio-intimal
quando comparados com os valores do grupo HIPERLIPIDEMICO (H),
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com p < 0,001; como demonstrado no grafico abaixo (GRAFICO 01).
Pode-se evidenciar isso também nas figuras 04, 05, 06 e 07.

GRAFICO 01. Diferenca dos valores da espessura médio-intimal! em
micréometros entre os grupos estudados, com ***p < 0,001:

31,79%

1

C+OEAZ c

27,86% |

H

Espessura médio-intimal (mierématros)

ecovos0
w0000
200000

ot

H+OEAZ

1Essa variavel ndo atendeu ao pressuposto da homocedasticidade e foi submetida ao teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn. Estdo apresentados como
mediana e intervalo interquartilico (com o intervalo entre o quartil 1 e o quartil 3, ou
entre o valor 25% e o 75% do grupo).

Com ***p < 0,001;

3.3 Variaveis
3.3.2 Variaveis secundarias
- DIAMETRO INTERNO

Animais do grupo HIPERLIPIDEMICO tratados com o 6leo
essencial da Alpinia zerumbet (H+OEAZ) obtiveram aumento de
26,27% no diametro interno quando comparados com os valores do
grupo HIPERLIPIDEMICO (H), com p <0,001. J4 os animais do grupo
CONTROLE tratados com 6leo essencial Alpinia zerumbet (C+OEAZ)
apresentaram um aumento em 33,71% na espessura médio-intimal
quando comparados com os valores do grupo CONTROLE (C), com p <
0,001; como demonstrado no grafico abaixo (GRAFICO 02).
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Grafico 02. Diferenca dos valores médios do didAmetro interno!?, *** p <
0,001:

| E— 33,71%
| 26,27%

Diimetro intemno.

HeOEAZ  H C+OEAZ c

p-valor para anédlise de variancia de 1 fator, com post hoc de Tukey-HSD, com ***p <
0,001;

- DENSIDADE DE SUPERFICIE DAS LAMELAS ELASTICAS
(Sv)
Na comparacio da densidade de superficie das lamelas elasticas néao

houve diferenca significativa entre os grupos (p = 0,22), conforme
GRAFICO 03.

Grafico 03. Comparacéio dos valores médios da densidade de superficie
das lamelas elasticas entre os grupos, com p = 0,22:

125

.
mul

Sv Lamelas [mm“/mm?]

H4OEAZ H C+OEAZ c

p-valor para andlise de variadncia de 1 fator, com post hoc de Tukey-HSD, com p = 0,22.

- POSITIVIDADE DO MARCADOR C4D

Na andlise da expressido do marcador C4D pelo patologista a
intensidade de maior expressio foi para o grupo (H), considerado
fortemente marcado. O grupo (C) foi considerado de moderada
expressio do marcador e o grupo (H+OEAZ) foi considerado com fraca
expressao e por final o grupo (C+OEAZ) foi considerado com negativa
expressdo do marcador, conforme visto na Figura 01.
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descendente da aorta (musculatura lisa da tuinica média e intima): (H) grupo
HIPERLIPIDEMICO, (H+OEAZ) grupo HIPERLIPIDEMICO tratados com 6leo
essencial da Alpinia zerumbet, (C) grupo CONTROLE, (C+OEAZ) grupo CONTROLE
tratados com dleo essencial da Alpinia zerumbet.

Corte transversal. Objetiva de 40x.

- POSITIVIDADE DO MARCADOR CD34

Quanto a intensidade de expressio do marcador CD34 a intensidade de
maior expressdo foi para o grupo (H) considerado forte, no grupo
(C+OEAZ) foi considerado de moderada expressdo e nos grupos
(H+OEAZ) e (C) tiveram fraca expressido do marcador, conforme se
verifica na Figura 02.
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Figura 02. Fotomicrografia com o marcador CD34 foi positivamente expresso na parte
descendente da aorta (musculatura lisa da tuinica média e intima): (H) grupo
HIPERLIPIDEMICO, (H+OEAZ) grupo HIPERLIPIDEMICO tratados com éleo
essencial da Alpinia zerumbet, (C) grupo CONTROLE, (C+OEAZ) grupo CONTROLE
tratados com Gleo essencial da Alpinia zerumbet.

Corte transversal. Objetiva de 40x.

- POSITIVIDADE DO MARCADOR HHF-35

Quanto a expressaodo marcador HHF-35, a expresséo foi para o grupo
(H), considerado fortemente marcado na intima, ja os grupos
(H+OEAZ), (C+OEAZ) e (C) tiveram fraca expressio do marcador na
intima conforme visto na Figura 03.
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3
C+OEAZ

Figura 03. Fotomicrografia com o marcador HHF-35 foi positivamente expresso na parte
descendente da aorta (musculatura lisa da tdnica média e intima): (H) grupo
HIPERLIPIDEMICO, (H+OEAZ) grupo HIPERLIPIDEMICO tratados com 6leo
essencial da Alpinia zerumbet, (C) grupo CONTROLE, (C+OEAZ) grupo CONTROLE
tratados com dleo essencial da Alpinia zerumbet.

Corte transversal. Objetiva de 40x.

4. DISCUSSAO

A aterosclerose é a principal causa de doenca cardiaca e acidente
vascular cerebral. Atualmente, apesar de alguns avangos recentes na
terapia de aterosclerose, as principais opg¢bes terapéuticas ainda
apresentam as suas desvantagens. Por isso é necessario pesquisas
inovadoras para identificar agentes eficazes e assim desenvolver novas
estratégias terapéuticas para o tratamento desta doenga mortal.
Neste estudo utilizou-se como modelo animal o camundongo, e
o mesmo é o modelo animal mais utilizado para o estudo do
metabolismo dos lipidios, disfuncdo endotelial e aterosclerose (Borges
2011). Sabe que apesar das diferencas entre os seres humanos e os
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camundongos, 0s mesmos possuem uma aproximacgio entre os
conjuntos de genes, e a utilizacdo dos camundongos como modelo
experimental apresentam algumas facilidades como o curto periodo de
reproducdo, tamanho pequeno e boa manipulacdo (Moghadasian 2002).
Nesse estudo utilizou-se um protocolo de inducio de aterosclerose
experimental descrito por Paigen et al., em 1985, onde o mesmo utilizou
uma dieta aterosclerdtica composta por: 0,5% de acido célico, 1,25% de
colesterol e 15% de gordura durante 14 semanas em camundongos
C57BL6dJ, porém no estudo Paigen conseguiu verificar que a partir de
7 semanas de exposi¢io a essa dieta ja houve ocorréncia de lesdo e que
1sso aumenta com a duracio da exposicdo a dieta, sendo um modelo
experimental muito utilizado em estudos de disfuncdo endotelial,
partindo disso o nosso estudo utilizou-se da dieta por 12 semanas como
protocolo.

Kimura et al., (1966) através da andlise da composi¢ao quimica
da Alpinia zerumbet identificou que a planta em suas folhas possuem
compostos como alcaloides, flavonoides, catequina e epicatequina.
Porém, quando se trata dos constituintes do 6leo essencial, Fujita e
Yamashita (1973) encontraram principalmente mono e sesquiterpenos,
com altas concentracdes de cineol e terpineno, rutina, derivados do
kaempferol e taninos.

A partir disso, diversas pesquisas foram realizadas com a
finalidade de determinar a atividade biolégica destes constituintes.
Mpalantinos et al., (1998), por exemplo, procurou isolar o diidro-5,6-
deidrokavaina (DDK), flavondides, e 5,6-deidrokavaina, do extrato
aquoso das folhas de Alpinia zerumbet. Apés isto, verificaram que os
flavonéides identificados como rutina, campferol-3-O-rutinosideo,
campferol-3-Oglucuronido, catequina e epicatequina sdo substéncias
que contribuem para as atividades hipotensora, diurética e
antiulcerogénica do extrato aquoso da planta, e que o 5,6-deidrokavaina
e o DDK atuam como antiulcerogénico e antitrombético.

O 6leo essencial da Alpinia zerumbet na dosagem proposta
reduziu de forma significante a espessura miointimal dos animais sob
dieta hiperlipidémica (grafico 01), isto se deve ao fato do 6leo possuir
em sua composicio terpinen-4-ol; 1,8-cineol; y-terpineno e p-cimeno,
sendo relatados na literatura por possuirem efeitos hipotensores
(Lahlou et al. 2003; Shen et al. 2012; Da Cunha et al., 2013) e assim
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existe um crescente consenso sobre as suas respostas vasorrelaxantes
ou até mesmo sob os efeitos nas células endoteliais (De Moura et al.
2005; Da Cunha et al. 2013) ou nas células vasculares musculares lisas
(Lahlou et al. 2003).

Outro fator que tem sido relatado é que os terpenos causam
inibi¢do a modificagdo oxidativa do LDL-c in vitro, onde os mesmos
também estdo presentes na composicdo quimica da Alpinia zerumbet
(Odbayar et al. 2006), em outro estudo com Shen et al. em 2012 0 OEAZ
conseguiu reduziu os niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
oxidadas no plasma, corroborando com esses dados Chen et al. em 2014
avaliou o efeito protetor do OEAZ derivados dos frutos da alpinia e
conseguiu verificar também uma redugéo da agdo da LDL oxidase e
assim diminuir a apoptose em células endoteliais da aorta humana,
destacando assim seu potencial na preveng¢do do dano endotelial
contribuindo também para essa diminuicido da espessura encontrada
neste estudo, porém ainda nao foiesclarecido o mecanismo de acio para
18sS0.

Essa diminui¢do da espessura miointimal da aorta dos
camundongos seria importante, pois concorda com o estudo onde
descrevem que o aumento do espessamento da camada miointimal é um
importante parametro para caracterizar a doenga aterosclerdtica
generalizada, principalmente da doenca arterial coronariana precoce,
onde o aumento da espessura da tunica média e intima da artéria
cardétida, por exemplo, esta relacionado com a maioria dos fatores de
risco cardiovasculares em humanos (Engelhorn et al. 2006).

Alguns estudos demostram a resposta hipotensora com a
utilizacdo do OEAZ que pode ser resultado da sua acao vasodilatadora
diretamente sobre o musculo liso vascular, o que pode ter relagdo com
osresultados deste trabalho, onde ocorreu um aumento do diametro da
luz do vaso dos grupos onde foi utilizado o OEAZ em comparagéo com
aqueles que ndo utilizaram. Para Lahlou et al. em 2003, observaram
que a atividade hipotensora do terpineno-4-ol presente no OEAZ,
ocorreu independente da presenga funcional do sistema nervoso
simpatico sugerindo assim uma acgio periférica com vasodilatacio.

Ja no estudo de Moura et al., 2005 com o extrato de folhas da
Alpinia zerumbet em ratos tratados com acetato de desoxicorticosterona
(DOCA) houve vasodilatacdo com o aumento da producdo de 6xido
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nitrico (NO) ou monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), que segundo
Vanhoutte et al. em 2017, considera-se o NO um radical livre anti-
aterosclerotico porinibir a adesdo de mondcitos as células endoteliais e
assim inibir a proliferacéo de células de musculo liso, além de sua agao
como vasodilatador e inibidor da agregacao plaquetaria.

Segundo Da Cunha et al. em 2013, esses componentes do OEAZ
inibiram os canais de calcio (Ca2*) dos anéis da aortatoracica de ratos,
0 que causa uma hipotensio por vasodilatacio. Ja para Mouraet al. em
2005, nos vasos mesentéricos, essa acao vasodilatacido é independente
de canais de potéssio, voltagem-dependente e ATP-dependente, mas
que pode ocorrer via formagao de 6xido nitrico (NO) e formacao de GMP-
¢ no musculo liso, como segundo mensageiro e que ainda deve possuir a
participacdo de receptores de bradicinina (via bradicinina/NO/GMPc).
Dessa forma, a ativagdo dos receptores de bradicinina induziriam a
producdo de NO pelo endotélio que, por sua vez, ativaria a
guanililciclase a produzir GMPc através de GTP Como consequéncia do
aumento intracelular deste segundo mensageiro, desencadeia-se uma
sequéncia de fosforilacbes proteicas culminando na reducio
intracelular de céalcio e consequentemente no relaxamento da
musculatura lisa vascular (Vanhoutte et al. 2017), o que com 0s nossos
resultados encontrados

O resultado dessa pesquisa ndo apresentou efeito significativo
na glicemia e no perfil lipidico, ao contrario do trabalho de Lin et al. em
2008 que conseguiu avaliar a a¢do hipolipidémica ao uso do OEAZ e ao
po6 das sementes, em um grupo de hamsters alimentados com dieta rica
em colesterol, confirmaram um efeito hepatoprotetor tendo acdo na
reducdo do colesterol total e dos triglicerideos e da capacidade de
elevacdo do HDLc . No estudo de Tu e Tawata em 2014, quanto a
glicemia relatam um efeito hipoglicemiante ao uso da Alpinia zerumbet,
discordando do nosso estudo.

O inicio e a progressao do processo aterosclerético sdo regulados
por mecanismos inflamatérios e esta relacionada ao aumento na
circulacdo sanguinea de marcadores inflamatérios, caracterizando um
estado de inflamacdo cronica. A etapa inicial da aterosclerose é o
recrutamento de mondécitos e células T para a parede do vaso. As
moléculas de adesdo sdo proteinas de superficie celular que sio
expressas em pequenas quantidades pelas células endoteliais e sua
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expressdo estd muito aumentada na presenca de citocinas
inflamatoérias. Assim, monécitos e linfécitos expressam moléculas de
adesdo em resposta a expressio endotelial, sdo ativados, sofrem
rolamento seguido de adesdo, transmigram para a camada intima
arterial perpetuando a resposta inflamatéria. Os macréfagos
expressam receptores para lipoproteinas modificadas, englobando
particulas minimamente oxidadas (Vanhoutte et al. 2017).

5. CONCLUSAO

A diferenca da média de hiperplasia miointimal em modelo
experimental de aterosclerose tratados com 6leo essencial da Alpinia
zerumbet comparados com aqueles que ndo a usaram é de 27,86%.
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