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RESUMO 
 

COUTINHO, PAOLA NOGUEIRA, M.Sc., Universidade Vila Velha – ES, Abril de 
2017. Avaliação dos efeitos celulares e vasculares da resina de Virola 
oleifera (Schott) A. C. Smith em camundongos hipercolesterolêmicos LDLr 
knockout. Orientador: Thiago de Melo Costa Pereira Co-orientador: Márcio Fronza. 
 
Virola oleifera (Schott) A. C. Smith, uma planta nativa da Mata Atlântica, tem sido 
amplamente utilizada na medicina popular no Brasil como agente anti-inflamatório e 
dados de estudos realizados pelo nosso grupo, indicaram as propriedades 
antioxidantes em modelos relacionados ao estresse oxidativo. No entanto, seus 
efeitos sobre a aterosclerose (AT) ainda não foram investigados. Sendo assim, 
avaliamos a influência da resina de Virola oleifera (RV) na progressão da AT em 
camundongos LDLr-/- 

. Para tanto, os animais foram divididos em 4 grupos: 1) O 
grupo ND recebeu uma dieta padrão, sem tratamento. 2) O grupo HD recebeu uma 
dieta rica em gordura, sem tratamento. 3) O HD-V50 recebeu uma dieta rica em 
gordura e foi tratado com RV a 50 mg/Kg, via oral. 4) O HD-V300 recebeu uma dieta 
rica em gordura e foi tratado com RV a 300 mg/Kg, via oral. Após 4 semanas, 
recolheu-se sangue para quantificar parâmetros bioquímicos e ROS total e a aorta 
foi removida para medir a deposição lipídica, pelo método en face. O fígado foi 
coletado para determinar oxidação lipídica e proteica. Para investigar mais 
detalhadamente as contribuições da RV na estrutura vascular, foram realizados 
testes in vitro, utilizando quatro tipos celulares: macrófagos, fibroblastos, células do 
músculo liso vascular e células endoteliais. Verificou-se que o tratamento crônico 
com RV, em ambas as doses, reduziu o acúmulo de lipídeos vasculares (~50%, 
p<0,05), provavelmente por efeito antioxidante sistêmico e hepático, independente 
da dislipidemia. Além disso, os resultados dos ensaios in vitro demonstraram que a 
RV desenvolve propriedades antioxidantes no músculo liso vascular e nas células 
endoteliais, reforçando o papel protetor da RV na progressão da AT. Os macrófagos 
simultaneamente tratados com LPS resultaram numa redução significativa da 
produção de NO de forma dose dependente. O tratamento crônico com RV diminui a 
deposição lipídica em camundongos ateroscleróticos, o que pode ser justificado, 
pelo menos em parte, por mecanismos antioxidantes, reforçando o papel protetor 
desta resina na deposição lipídica vascular, independente da hipercolesterolemia. 

 

Palavras-chave: Resina; Bicuíba; Ucuuba; Aterosclerose; Estresse oxidativo; 
Esteatose 
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ABSTRACT 
 

COUTINHO, PAOLA NOGUEIRA, M.Sc., University Vila Velha – ES, April, 2017. 
Evaluation of cellular and vascular effects from Virola oleifera (Schott) A. C. 
Smith resin in hypercholesterolemic LDLr knockout mice. Advisor: Thiago de 
Melo Costa Pereira. Co-advisor: Márcio Fronza. 
 
Virola oleifera (Schott) A. C. Smith, a tree of the Atlantic Forest, has been largely 
used in traditional folk medicine in Brazil as an anti-inflammatory agent and our 
previous data indicated the antioxidant properties in other oxidative stress-related 
models. However, its effects on atherosclerosis (AT) are not yet investigated. To 
evaluate the influence of resin from Virola oleifera (RV) on progression of AT in LDLr -
/-  mice, were divided into 4 groups: 1) The ND group received a normal diet without 
treatment. 2) The HD group received a high-fat diet without treatment. 3) The HD-
V50 received a high-fat diet and was orally treated with RV at 50 mg/Kg. 4) The HD-
V300 received a high-fat diet and was orally treated with RV at 300 mg/Kg. After 4 
weeks, blood was collected to quantify biochemical parameters and ROS total and 
the aorta was removed to measure the lipid deposition by en face analysis. The liver 
was also collected to determine total lipids and lipid and protein oxidation. In order to 
investigate in more detail the contributions of RV in the vascular structure, we carried 
out the in vitro tests using four cellular types: macrophages, fibroblasts, vascular 
smooth muscle and endothelial cells. We showed that the chronic treatment of RV at 
both doses reduced vascular lipid accumulation (~50%, p<0.05), probably through 
systemic and hepatic antioxidant effects, independent of dyslipidemia. Moreover, the 
in vitro assay results demonstrated that RV develops antioxidant properties on the 
vascular smooth muscle and endothelial cells, reinforcing the protective role of RV in 
progression of AT. Macrophages simultaneously treated with LPS resulted in a 
significant reduction of NO production in a concentration-dependent manner. Chronic 
treatment with RV diminishes lipid deposition in atherosclerotic mice, which may be 
justified, at least in part, by antioxidant mechanisms, reinforcing the protective role 
this resin in the setting of vascular lipid deposition, independent of 
hypercholesterolemia. 

 

Keywords: Resin; Bicuíba; Ucuuba; Atherosclerosis; Oxidative stress; Steatosis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A aterosclerose (AT) é um fator de risco importante para doenças cardíacas 

coronarianas (Hansson et al., 2006), sendo a principal causa de mortalidade e 

morbidade em países desenvolvidos (Andrés et al., 2012), está relacionada a fatores 

como sedentarismo, sobrepeso/obesidade, aumento de glicemia e pressão arterial 

(Sanchez-Quesada et al., 1997; Benítez et al., 2002; Mello et al., 2011). É uma 

doença inflamatória crônica das artérias de condutância e sua condição subclínica é 

um importante gatilho para eventos cardiovasculares futuros tais como doenças 

isquêmicas do coração, insuficiência cardíaca congestiva, doença cerebrovascular e 

morte súbita (Kreatsoulas et al., 2010; Meyrelles et al., 2011; Prasad et al., 2014; 

Hansson et al., 2015; Vasquez et al., 2016).  

 

Classicamente, sabe-se que este distúrbio é iniciado por disfunção endotelial 

seguido por acúmulo de lipídeos no espaço subintimal vascular além de fortemente 

modulado pela imunidade e pelo estresse oxidativo (Pereira et al., 2010; Vasquez et 

al., 2012; Leal et al., 2015; Hansson et al., 2015; Hurtubise et al., 2016). Com a 

progressão da doença, a formação da placa aterosclerótica pode culminar com sua 

ruptura induzindo processos trombóticos agudos ou levar a estenose da artéria, 

prejudicando também a perfusão tecidual, comprometendo diversos órgãos-alvo 

(Kelly; Jones, 2013). Embora já existam algumas alternativas de tratamento para AT, 

sua eficácia em relação à redução da progressão de lesões ateroscleróticas ainda é 

um desafio  (Orekhov et al., 2015). 

 

A inflamação tem um papel importante na patogênese da AT, uma vez que 

mantém o quadro de disfunção endotelial (Behrendt; Ganz, 2002). A formação da 

placa inicia-se com uma agressão ao endotélio vascular, a qual é favorecida por 

diversos fatores de risco, como elevação de lipoproteínas aterogênicas (LDL e 

VLDL) (Steffens; Mach, 2004) as quais podem se depositar no espaço subendotelial 

proporcionalmente à concentração dessas lipoproteínas no plasma (V DIRETRIZ 

BRASILEIRA DE DISLIPIDEMIAS, 2013). Como consequência, tem-se um processo 

de disfunção endotelial, no qual a permeabilidade da camada íntima vascular às 

lipoproteínas plasmáticas está aumentada, favorecendo sua retenção. Tais 
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partículas sofrem oxidação tornando-se altamente imunogênicas (Oliveira et al., 

2006).   

Sob condições inflamatórias, células endoteliais, macrófagos e células 

musculares lisas produzem espécies reativas de oxigênio (ROS), que oxidam 

partículas de LDL, as quais passam a ser reconhecidas por receptores scavenger na 

superfície de macrófagos (Young; Mceneny, 2001). Consequentemente, ocorre a 

fagocitose e acúmulo de grandes quantidades de lipídeos por essas células, 

tornando-as células espumosas (Da Luz; Uint, 2003). A formação do ateroma 

também envolve o recrutamento e proliferação de células musculares lisas (CML) 

para a túnica íntima arterial. Em resposta ao fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF) produzido por macrófagos ativados e células endoteliais, as CML 

migram da camada média para a íntima, onde proliferam sob o estímulo de diversos 

fatores de crescimento (Packard; Libby, 2008). CML produzem matriz extracelular, 

como colágeno e elastina, formando uma capa fibrosa, o que frequentemente 

compromete a luz vascular (Tabas, 2010).  

 

Associado a isso, o LDL pode desencadear respostas pró-inflamatórias 

facilitando a modificação oxidativa de outras partículas de LDL no plasma sanguíneo 

(Oliveira et al., 2006). Ao mesmo tempo, o aumento de LDL plasmática pode estar 

associada a doenças cardiovasculares, diabetes mellitus, hipercolesterolemia 

familiar ou doenças coronarianas já estabelecidas (Sánchez-Quesada et al., 2004). 

Dessa forma, convencionalmente, o LDL se comporta como um indicador das fases 

iniciais da AT (Navab et al., 2002).  

 

Em seres humanos uma mutação no gene para o receptor de LDL causa 

hipercolesterolemia, e camundongos sem o gene para LDLr, chamados de LDLr 

“knockout”  (LDLr-/-) exibem um nível plasmático ligeiramente elevado de colesterol 

quando mantidos com uma dieta de ração padrão, desenvolvendo lentamente o 

processo aterogênico (Zadelaar et al., 2007).  Entretanto, quando tratados com uma 

dieta rica em gordura, apresentam níveis elevados de colesterol plasmáticos, 

desenvolvendo rapidamente a aterosclerose. Nas últimas três décadas, os modelos 

experimentais utilizando camundongos têm sido amplamente empregados em 

estudos pré-clínicos de AT humana e seu uso abriu novos horizontes para 
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investigação experimental (Breslow et al., 1993; Pereira et al., 2010; Meyrelles et al., 

2011; Vasquez et al., 2012; Santanna et al., 2016). Entre estes, o modelo LDLr-/- 

afeta o clearance do colesterol não HDL (nHDL-C) e sob dieta rica em gordura, estes 

animais desenvolvem AT extensiva, mimetizando os seres humanos com 

hipercolesterolemia familiar (Zadelaar et al., 2007; Zhao et al., 2010; Guizoni et al., 

2016]. Além disso, tem sido demonstrado recentemente que este modelo é também 

suscetível à obesidade e à resistência à insulina (Lee et al., 2017), se mostrando 

dessa forma, um bom modelo experimental. 

 

Ainda, com relação à AT, as ROS atuam contribuindo para o desenvolvimento 

da placa, incrementando a resposta inflamatória, o que aumenta ainda mais sua 

produção (Libby et al., 2010). Isso sugere que as estratégias de prevenção 

cardiovascular devem focar no reestabelecimento do balanço oxidativo entre NO e 

●O2
-. Assim que é liberado pelo endotélio, o NO difunde-se para o lado luminal do 

vaso, onde inibe a adesão e agregação plaquetária, aumentando a fluidez do 

sangue e prevenindo a trombose. Além disso, o NO também se difunde para a 

região subendotelial, onde induz o relaxamento do músculo liso vascular via 

estímulo da produção de GMPc (promovendo assim a vasodilatação) além de inibir o 

remodelamento e a proliferação de células musculares lisas (Mitchell et al., 2007). 

 

O dano oxidativo causado por ROS se descreve com processos nocivos 

resultantes de um desequilíbrio entre a formação excessiva de espécies reativas de 

oxigênio e defesas antioxidantes limitadas. Sendo assim, substâncias naturais que 

exibam efeitos anti-inflamatórias e antioxidantes têm aplicações específicas na 

prevenção de lesões relacionadas ao estresse oxidativo (Grassi et al., 2010). 

Portanto, é notório que o estresse oxidativo tenha sido considerado um mecanismo 

fundamental tanto no início quanto no desenvolvimento da AT (Grassi et al., 2009).  

 

O papel desempenhado pelo uso de plantas medicinais no cuidado e 

promoção da saúde de diferentes culturas tem sido contínua e extensivamente 

investigado. A Organização Mundial da Saúde (OMS, 2015) estima que 

aproximadamente 65% da população mundial dependem principalmente de plantas 

medicinas ou seus derivados para os seus cuidados primários da saúde (Fabricant; 
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Farnsworth, 2001; Butler, 2008).  Devido ao potencial antioxidante da espécie Virola 

oleifera (Schott) A. C. Smith (Konya et al., 2001), o gênero Virola já foi objeto de 

diversos estudos, sendo relatadas propriedades anti-inflamatória (Carvalho et al., 

1999; Lima et al., 2011), antiproliferativa (Denny et al., 2007) e anti-ulcerogênica 

(Hiruma-Lima et al., 2009),  

 

A Virola oleifera, vulgarmente denominada "bicuíba" é uma árvore da Mata 

Atlântica (Colombo; Joly, 2010; Bôa et al., 2015; Pereira et al., 2017). Quando 

ralada, a casca libera uma resina (RV) que é usada na medicina popular para tratar 

condições inflamatórias (Bôa et al., 2015; Pereira et al., 2017). Dados recentes do 

nosso laboratório (Bôa et al., 2015); e de outros (Milaneze et al., 2014) 

demonstraram que essa resina contém uma mistura de vários compostos fenólicos e 

flavonóides, exibindo fortes propriedades antioxidantes in vitro e in vivo, incluindo a 

renoprotetora (Bôa et al., 2015) e ações gastroprotetoras (Pereira et al., 2017). 

Embora seja popularmente conhecida em algumas partes do Espírito Santo (Baliano 

et al., 2015) e amplamente utilizado pela população , um possível efeito anti-

aterogênico da RV ainda não foi avaliado. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos celulares e vasculares da resina de Virola oleifera (Schott) 

A. C. Smith in vitro e in vivo. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Investigar se a resina de Virola oleifera é capaz de: 

•  Proteger ou reduzir a formação de placas de ateroma em camundongos 

LDLr -/-  

  

• Reduzir as espécies reativas de oxigênio plasmáticas, através da técnica de 

citometria de fluxo; 

 

• Apresentar efeito hepatoprotetor através de análise de deposição lipídica 

além da avaliação de marcadores de oxidação lipídica (TBARS) e proteica 

(AOPP); 

 

• Melhorar a viabilidade celular e reduzir a atividade citotóxica in vitro da resina 

através do método do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] 

(MTT); 

 

• Apresentar ação antioxidante e antiinflamatória através de ensaios in vitro. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL VEGETAL 

 

 A resina de Virola oleifera (Schott) A. C. Smith (Myristicaceae) foi coletada 

em Novembro de 2015, no distrito da Fazenda Guandu, em Afonso Claúdio (Espírito 

Santo – Brasil, S20° 13490' W 041° 06692'), sob orientação do farmacêutico Fábio 

Dias Côco. A coleta foi realizada com autorização (IEMA 629/09) e de acordo com a 

legislação brasileira (Resolução 29, 06/12/2007), que afirma que nenhuma 

permissão especial é necessária para recolher amostras vegetais quando o material 

testado é praticamente idêntico à da matéria-prima (Declaração Provisória 2.186-16, 

23/08/2001). Uma vez que o material utilizado no presente estudo é a resina, 

estamos em conformidade com a referida lei. Uma exsicata foi preparada e tombada 

sob o número VIES 19648, no Herbário da Universidade Federal do Espírito Santo. 

O exsudado fluido foi obtido a partir de incisões no tronco da árvore, a 0,5cm de 

profundidade, recolhido em plástico asséptico, transferido para um frasco de vidro 

cor âmbar e mantido a 4ºC até a análise. Foi então submetido à secagem em estufa, 

a 40ºC, e logo após, pulverizado, sendo denominado resina seca (Borges et al., 

2007). 

 

3.2 LINHAGEM CELULAR 

 

Foram utilizados Fibroblastos (L929, ATCC®-CCL1TM) e Macrófagos de 

camundongo (RAW 264.7, ATCC®-TIB-71™) adquiridos do Banco de Células do Rio 

de Janeiro/Brasil. Célula Endotelial humana (EA.hy926 - ATCC®-CRL-2922TM) e  

células Musculares Lisas de aorta de coelho (VSMC- Instituto do Coração- InCor 

/LIM-13, Universidade de São Paulo), foram gentilmente  cedidas pelo Dr. Valério 

Barauna (Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Espírito Santo, 

Vitória, Brasil). A seguir, as células foram mantidas em nitrogênio líquido 

(criopreservação a -170°C) em solução de congelamento composta por 95% de soro 

fetal bovino e 5% dimetilsulfóxido (DMSO) até o momento do uso. Para os 

experimentos as células foram cultivadas em meio Dulbecco's (DMEM, Sigma, ST 

Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibióticos 
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penicilina (100 IU/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) e mantidas a 37ºC com 5% de 

CO2 (Pedrosa et al., 2010). 

 

3.3 ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos hipercolesterolêmicos knockout para receptor 

de LDL, fêmeas (20 – 25 g), com 8 semanas de idade, provenientes do Laboratório 

de Acompanhamento Experimental do Complexo Biopráticas da Universidade Vila 

Velha – UVV. Os animais foram alimentados com ração padrão (Probiotério, Moinho 

Primor, S.A) e, para acelerar a dislipidemia espontânea, ração hipercalórica (Dieta 

aterogênica: Amido de milho, DL-Metionina, caseína, banha de porco, carbonato de 

cálcio, celulose, colesterol, premix mineral AJN-76, premix vitamínico AJN-93, 

sacarose, tert-butilhidroquinona, RHOSTHER LTDA) ad libitum e livre acesso à água 

potável, ambientados em condições padrão de ciclos de 12h claro – 12h escuro e 

temperatura (23°C ± 3°C). Todos os experimentos realizados estão aprovados pelo 

Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA-UVV, Protocolo nº 374/2016). 

 

3.4 GRUPOS E MODELOS EXPERIMENTAIS  

 

Foram eleitos quatro grupos experimentais: Grupo Controle (ND; n=7), Grupo 

Dieta Aterogênica (HD; n=9), Grupo Dieta Aterogênica + Virola 50mg/Kg (HD-V50; 

n=6) e Grupo Dieta Aterogênica + Virola 300mg/Kg (HD-V300; n=6). Os 

camundongos dos grupos HD-V50 e HD-V300 receberam a resina de virola 

solubilizada em água através de gavagem durante 4 semanas, 1 vez ao dia. 

Enquanto isso, os grupos ND e HD receberam água por gavagem em substituição à 

resina de Virola. Os grupos HD, HD-V50 e HD-V300 receberam ração hipercalórica 

também por 4 semanas. Ao final do período de tratamento, foram eutanasiados com 

tiopental sódico (Cristalia, São Paulo, Brasil, 100mg/kg, i.p.) para a coleta do sangue 

através da punção por agulha no ventrículo direito (dosagens bioquímicas e 

citometria de fluxo), remoção do fígado (dosagem de biomarcadores de estresse 

oxidativo e histologia) e da aorta (quantificação de deposição lipídica). 
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3.5 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

O sangue foi coletado por meio de punção cardíaca, imediatamente 

transferido para tubos secos e centrifugado a 4000 rpm, 10 minutos. O soro foi 

separado e mantido a -20°C até a análise. As concentrações séricas de glicose, 

triglicerídeos, colesterol total, lipoproteína de alta densidade (HDL), proteína C 

reativa (PCR), AST, ALT e Gama-GT foram obtidas em parceria com o laboratório de 

Análises Clínicas “Tommasi” (AU 400 ou 680, Olympus / Beckman Coulter, Munique, 

Alemanha). Os níveis de colesterol nHDL-C foram calculados subtraindo HDL do 

colesterol sérico total. 

 

3.6 PREPARO “EN FACE” 

 

            A aorta foi dissecada livremente desde o ponto inicial da aorta ascendente 

até a bifurcação ilíaca e armazenada em solução de PBS-formol 10%. Em seguida, 

o corte inicial foi realizado através da curvatura aórtica menor e estendido até a 

bifurcação ilíaca. O segundo corte foi feito simetricamente ao longo da curvatura 

maior até o nível da artéria subclávia. Durante todo o processo tomou-se o cuidado 

para não deslocar lesões ateroscleróticas da superfície intimal. A padronização da 

dissecação é importante para manter intactas as regiões com lesão conforme 

descrito previamente por Paigen (1987) e pormenorizado por Daugherty e Rateri 

(2006). Após o corte, as aortas foram presas em superfície de Etil Vinil Acetato 

(EVA) com pinos de aço para manter sempre o tecido na sua posição plana e 

horizontal.    

 

3.7 DEPOSIÇÃO LIPÍDICA VASCULAR 

 

As amostras previamente submetidas à preparação “en face” foram coradas 

com Oil-Red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para visualização de acúmulos de 

lipídeos (coloração vermelha). Todas as amostras foram submersas em solução 

alcoólica com o Oil-Red a 0,3% por 10 minutos e em seguida lavadas em uma cuba 

com água até retirar todo o excesso do corante vermelho. A análise da deposição 
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lipídica foi realizada por meio da intensidade e extensão da coloração vermelha, 

cujas imagens foram adquiridas usando uma câmera digital de alta resolução Canon 

T5 18-55 (Canon, USA) e posteriormente digitalizadas para análise morfométrica 

pelo software “Image J” (domínio público-National Institute of Health, USA). Para 

tanto, esta análise foi realizada por pesquisador cego para os grupos experimentais.  

 

3.8 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS CITOPLASMÁTICOS DE ROS 

 

A análise dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi realizada por 

citometria de fluxo como descrito anteriormente (Porto et al., 2015; Almeida et al., 

2016). Foram adicionados dihidroetídeo (DHE, 160 mM) e 2’,7’-diacetato de 

diclorofluoresceína (DCF, 20 mM) à suspensão de células (106 células) e incubados 

a 37 ° C durante 30 min, no escuro, para estimar o superóxido intracelular (•O2
-) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2), respectivamente. Os radicais Peroxinitrito/hidroxila 

foram detectados pela hidroxifenilfluoresceína (HPF). As células foram então 

lavadas, resuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto II, 

BD Biosciences, San Jose, CA). Os dados foram obtidos utilizando-se o software 

FACSDiva (BD) e os histogramas de sobreposição foram analisados por meio do 

FCS Express software trial. Para a quantificação da fluorescência do DHE, DCF e 

HPF, as amostras foram adquiridas em monoplicata, sendo 10,000 eventos para 

cada medição. As células foram excitadas a 488 nm; A fluorescência do DHE foi 

detectada utilizando um filtro 585/42 e de DCF ou HPF foi detectada utilizando um 

filtro 530/30. Os dados estão expressos como a mediana de intensidade de 

fluorescência. 

 

3.9 AVALIAÇÃO DOS PRODUTOS PROTEICOS DE OXIDAÇÃO AVANÇADA 

(AOPP) 

 

         As análises do conteúdo de AOPP foram realizadas de acordo com Witko-

Sarsat et al. (1996) e Leal et al. (2015). Os AOPP são criados em situações de 

estresse oxidativo e analisados em comparação às reações de agentes oxidantes 

clorinados, como as cloraminas. Para tanto, foram utilizados 100 mg do fígado, 

diluído(1:30) em solução tampão fosfato salino (PBS). 10 µL de KI (1,16 M) são 
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adicionados em cada poço e logo após, 20 µL de ácido acético são adicionados. A 

absorbância da reação será imediatamente lida em leitor de microplaca (Spectra-

MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 340 nm contra o branco 

contendo 200µL de PBS, 20µL de ácido acético e 10µL de KI. O conteúdo de AOPP 

é calculado com base numa curva padrão de 0 a 100 µM realizadas com 

equivalentes de cloramina T. Os resultados são expressos em µmol/mg proteína 

total, previamente quantificada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

 

3.10 SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ACIDO BARBITÚRICO (TBARS) 

 

          O nível de peroxidação lipídica, que está relacionado com o estresse 

oxidativo, foi medido no fígado, como o malondialdeído (MDA) que reage com o 

ácido tiobarbitúrico (TBA), produzindo um complexo róseo. O órgão foi recolhido e 

armazenado a -80°C até a análise. Resumidamente, diluiu-se 50 µL de amostra de 

fígado (1:10) com 200 µL de TBA a 1%. Após diluição, os tubos foram levados em 

banho-maria, a 100°C, durante 1 h e 30 min (sob agitação frequente) e resfriados à 

temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados 200 µL em poços de 

microplacas e lidos a 540 nm  em leitor de microplaca (Spectra-MAX-190, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os resultados são expressos como nmol de 

MDA/mg de proteína total, utilizando o método de Bradford como citado acima. 

 

3.11 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 

 

            Os fígados foram removidos e fixados em solução tamponada de 

formaldeído a 4% durante 48 h, depois seccionados em corte com espessuras de 8 

µM  a -25 ° C (Jung CM 1860; Leica, Wetzlar, Alemanha). As secções foram 

montadas, revestidas com gelatina e coradas com Oil-Red-O (Sigma-Aldrich) para 

detecção de lipídeos neutros para análises morfometricas. As imagens foram 

capturadas com uma câmera de vídeo (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss, Alemanha) 

acoplada a um microscópio óptico (AX70, Olympus Corporation, Japão) usando 

objetiva 40x e quantificado usando o software Image J (NIH, EUA). Para cada 

análise, foram utilizados aleatoriamente 10 campos diferentes por animal para 
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calcular a percentagem média de área corada. O examinador foi cego para os 

grupos experimentais. 

 

3.12  ATIVIDADE CITOTÓXICA in vitro 

 

               Foi utilizado o método colorimétrico MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio], proposto por Mosmann (1983), com modificações. Em suma, as 

células foram cultivadas em placas de 96 poços (7x 105 células/mL) e após 

incubação overnight a 37ºC (5% CO2), foram incubadas por mais 24h na presença 

de diferentes concentrações de RV (7,81 – 1.000 µg/mL). Camptotecina (10 µM) foi 

usada como controle positivo. Após a incubação, o meio foi removido e 100 µl de 

MTT foi adicionado em cada poço e incubado por 2 h para que ocorresse a reação 

com as mitocôndrias das células metabolicamente ativas pela succinato 

desidrogenase. O excesso de MTT foi aspirado e os cristais de formazana formados 

foram dissolvidos com 100 µl de dimetilsulfóxido (DMSO). A absorbância da 

formazana roxo, proporcional ao número de células vivas, foi realizada em leitor de 

microplaca ELISA (Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), a 

595 nm. Os experimentos são realizados em triplicata. 

 

3.13 EFEITO ANTIOXIDANTE in vitro da RV frente ao H2O2 

 

               Os efeitos protetores da RV contra a toxicidade induzida por H2O2 em 

células L929, EA926 e VSMC foram avaliados pelo ensaio de H2O2 modificado 

(Annan et al., 2008; Adetutu et al., 2011). Resumidamente, as células foram 

plaqueadas em placas de 96 poços e tratadas com concentrações crescentes de RV 

de 10, 50 e 100 µg/mL após a adição de 500 µM de H2O2. O grupo controle recebeu 

apenas 500 µM de H2O2. Ácido gálico (5-160 µM) foi utilizado como controle positivo, 

a fins de comparação, por ser o componente majoritário da resina de Virola oleifera 

(Pereira et al, 2017). Após 24 h de incubação, o grau de proteção celular pela RV 

contra o dano causado por H2O2 foi estimado pelo ensaio de MTT. Os ensaios foram 

realizados em duplicata e pelo menos dois ensaios independentes foram realizados. 
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3.14 PRODUÇÃO DE NO in vitro INDUZIDO POR LPS 

 

 A produção de óxido nítrico (NO) foi medida como seu produto de 

decomposição de nitrito em sobrenadante de macrófagos estimulados por LPS de 

acordo com a reação de Griess (Green et al., 1982) com pequenas modificações 

(Dos Santos Gramma et al., 2016). Resumidamente, as células de macrófagos foram 

plaqueadas a 5,0 x 105 células/mL em placa de 24 poços e tratadas com ou sem 

diferentes concentrações (10, 50 e 100 µg/mL) de RV. Após 2 h as células foram 

estimuladas com LPS (1 µg/mL) durante 24 h. Em seguida, mediu-se o acúmulo de 

nitrito no meio de cultura, como indicador de produção de NO, utilizando reagente de 

Griess (sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 5% e a 0,1% de N-(1-

naphthyl)ethylenediamine em água destilada). A absorbância foi medida a 540 nm 

em leitor de placas ELISA (Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

EUA) e as taxas inibitórias foram calculadas utilizando uma curva de calibração 

padrão preparada com nitrito de sódio (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). 

 

3.15  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Todos os dados estão expressos como a média ± erro padrão da média 

(EPM). A análise estatística foi realizada por análise de variância unidirecional 

(ANOVA) usando o software Prism (Prism 6.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, 

CA, EUA). Quando a ANOVA apresentou diferenças significativas, o teste de Tukey 

foi utilizado como uma análise post-hoc ajustada para comparações múltiplas e as 

diferenças foram consideradas significativas quando p <0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 PERFIL BIOQUÍMICO 

 

 A Figura 1 resume os resultados do perfil lipídico dos quatro grupos 

estudados. Como esperado, todos os grupos HD exibiram um aumento no colesterol 

nHDL-C (HD: 770 ± 70, HD-V50: 986 ± 46, HD-V300: 942 ± 69 mg/dL, p<0,05) e 

triglicerídeos (~2 vezes, p<0,05) em comparação com os camundongos ND (131 ± 6 

e 72 ± 4 mg/dL, respectivamente), sem modificação no HDL em todos os grupos. 

Assim, o tratamento com RV não afetou o perfil lipídico exibido pelos camundongos 

LDLr - / - . 

 

Figura 1. Perfil de lipoproteínas plasmáticas nos quatro grupos experimentais de 
LDLr-/- mostrando que a RV não possui efeito anti-dislipidêmico. Os gráficos em 
barras mostram que após 4 semanas de tratamento, todos os grupos HD exibiram 
aumento de triglicerídeos e colesterol nHDL-C (sem modificar a fração HDL) em 
comparação com os animais ND. Os valores são apresentados como média ± EPM 
para n = 6 a 9 animais por grupo. *p <0,05 vs. grupo ND. 

 

A Tabela 1 sumariza os resultados de importantes análises bioquímicas. Entre 

elas, observamos que a glicemia foi aumentada no grupo HD (~15%, p<0,05) em 

comparação com o grupo ND. Curiosamente, em ambos os grupos tratados com RV 

se restaurou a glicemia a condições normais. Além disso, a dieta rica em gordura 
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elevou significativamente ALT e AST no grupo HD em relação ao grupo controle (~ 6 

vezes e ~3 vezes, respectivamente, p <0,05) e a RV restaurou aos valores normais. 

Tabela 1. Parâmetros bioquímicos nos quatro grupos experimentais  LDLr-/- 

 

Parâmetros ND 

 

HD 

 

HD-V50 

 

HD-V300 

 

p 

Glicose (mg/dL) 215 ± 6 247 ± 15 * 206 ± 5 178 ± 12 0.005 

PCR (mg/dL) 0.14 ± 0.01 0.22 ± 0.04 0.11 ± 0.04 0.14 ± 0.04 0.303 

ALT (U/L) 66 ± 13 397 ± 123* 170 ± 62 235 ± 78 0.037 

AST (U/L) 416 ± 116 1135 ± 231* 634 ± 163 267 ± 55 
#
 0.006 

GGT (U/L) 6 ± 2 22 ± 11 7 ± 2 8 ± 3 0.297 

Uréia (mg/dL) 59 ± 4 54 ± 4 54 ± 11 50 ± 6 0.254 

Creatinina (mg/dL) 0.19 ± 0.02 0.27 ± 0.03 0.31 ± 0.07 0.32 ± 0.10 0.67 

Os valores são apresentados como média ± EPM para n = 6 a 9 animais por grupo. 

*p<0,05 vs. grupo controle (ND). #p<0,05 vs. grupo HD. 

 

4.2  ANÁLISE DE DEPOSIÇÃO LIPÍDICA VASCULAR 

 

A Figura 2 (painel superior) resume os resultados de análises típicas de aorta 

dos quatro grupos de animais. No painel inferior, o gráfico de barras mostra os 

efeitos ateroprotetores da RV na área de deposição lipídica das aortas de todos os 

grupos após quantificação. Como esperado, o grupo HD mostrou um aumento na 

deposição lipídica quando comparado ao grupo ND (17 ± 2,5 vs. 11 ± 1,1%, p<0,05). 

Por outro lado, nas aortas dos animais tratados com RV, a deposição lipídica foi 

reduzida significativamente, independente da dose, nos grupos tratados com dieta 

hipercalórica (HD-V50: 10 ± 1,0 e HD-V300: 9,5 ± 1,1%, p < 0,05) de forma 

semelhante ao observado no grupo controle.  
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Figura 2. Efeitos da RV sobre a deposição lipídica vascular em LDLr- /-, mostrando 
uma grande área de deposição lipídica no grupo HD (+ 50%) comparado com o 
grupo ND (controle), bem como a restauração observada no grupos tratados com 
RV, tanto na dose de 50 quanto na dose de 300 mg/kg, mostrando que, apesar da 
RV não ter efeito antidislipidêmico, exerce proteção cardiovascular. A) Imagens 
representativas de “en face” de aorta corada com Oil-Red-O (parte superior) e 
densitometria (parte inferior). B) Gráfico de barras representando as áreas de 
deposição lipídica vasculares. Os valores são apresentados como média ± EPM 
para n = 5-6 animais por grupo. * p<0,05 vs. grupo ND (ANOVA). 

 

4.3  PRODUÇÃO DE ROS  

Estudos prévios mostraram que altos níveis de ROS é um mecanismo chave 

para o desenvolvimento e progressão de AT (Alexander, 2003; Vasquez et al., 2012; 

Balarini et al., 2013; Ele e Zuo, 2015), avaliamos os níveis de ROS intracelular em 

glóbulos brancos em todos os grupos estudados. Conforme ilustrado na Figura 3, 

observamos que uma dieta rica em gordura aumentou a produção de ROS, e mais 

especificamente nos níveis de •O2
- no grupo HD (1,4 vezes, p<0,05) em comparação 

com o grupo ND. O tratamento com RV preveniu a superprodução de ROS, 
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especialmente •O2
- em ambos os grupos (HD: 1.444 ± 142 (u.a.), HD-V50: 764 ± 79 

(u.a.), e HD-V300: 909 ± 54 (u.a.), p<0.05). A dose de RV de 300 mg/Kg também 

diminuiu a biodisponibilidade de H2O2 (351 ± 104 (u.a.), p<0,05) quando comparado 

ao grupo HD (897 ± 110 (u.a.)).  

 

Figura 3. Efeitos na produção de ROS no sangue, após tratamento com RV, 
mostrando que após 4 semanas de dieta rica em gordura, a produção de ROS 
aumentou no grupo HD. O tratamento com RV diminuiu a superprodução do ROS, 
especialmente ânion superóxido, em ambos os grupos. A dose mais elevada de RV 
também diminuiu a biodisponibilidade do peróxido de hidrogênio. Os gráficos de 
barras mostram a análise por citometria de fluxo de HPF (produção de peroxinitrito e 
hidroxila), DCF (produção de peróxido de hidrogênio) e DHE (ânion superóxido). Os 
valores são expressos como média ± EPM para n = 5-7 por grupo. * p<0,05 vs. ND; 
#p<0,05 vs. HD. ANOVA, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.  

 

4.4 OXIDAÇÃO PROTEICA, PEROXIDAÇÃO E DEPOSIÇÃO LIPÍDICA NO FÍGADO 

Além das avaliações vasculares, investigamos o impacto do tratamento da RV 

na deposição lipídica em células hepáticas dos animais LDLr-/- induzidos por dieta. 

Como observado no perfil lipídico do soro, todos os grupos de dieta rica em gordura 

apresentaram um aumento no grau de esteatose e nenhuma das doses de RV foi 

suficiente para atingir os níveis basais (HD: 11,6 ± 0,4; HD-V50: 12,5 ± 0,7; HD-

V300: 12,3 ± 0,7%, p>0,05) em comparação com o grupo controle (ND: 4,4 ± 0,5%, 

p<0,05 - Figuras 4A e 4B). No entanto, em relação à atividade antioxidante, a maior 
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dose de RV (300 mg/Kg) foi capaz de restaurar os valores de oxidação proteica e 

lipídica aos níveis basais (p<0,05). A dose mais baixa de RV (50 mg/kg) apenas 

diminuiu as proteínas oxidadas (~ 60%, p<0,05), mas não o conteúdo lipídico. 

 

Figura 4. Deposição lipídica, oxidação proteica e peroxidação lipídica no fígado. A) 
Gráfico de barras mostrando que após 4 semanas de dieta rica em gordura, a RV 
não reduziu a esteatose hepática em ambas as doses. B) Fotomicrografias 
representativas que mostram a deposição lipídica (Oil-Red-O positivo) em células 
hepáticas dos respectivos grupos. C) Gráfico de barras representando os níveis de 
produtos avançados de oxidação proteica (AOPP) em hepatócitos, com aumento no 
grupo HD e restauração com RV em ambas as doses. D) Peroxidação lipídica do 
fígado determinada pela reação do malondialdeído (MDA) com substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Da mesma forma, a dieta rica em gordura aumenta 
a oxidação lipídica. No entanto, apenas na maior concentração de RV (300 mg/Kg), 
estes níveis são restaurados para o normal. Média ± EPM, para n = 5-7 por grupo. 
*p<0,05 vs. grupo ND; #p<0,05 vs. grupo HD. ANOVA seguida por post-hoc de 
Tukey. 
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4.5 EFEITO ANTIOXIDANTE in vitro DA RV CONTRA LESÃO INDUZIDA POR H2O2 

A Figura 5 resume o efeito in vitro da RV sobre a viabilidade celular em três 

tipos de células vasculares importantes envolvidas no início e progressão da AT. 

Curiosamente, a menor dose de RV (10 µg/mL) protegeu o endotélio e as células do 

músculo liso contra a citotoxicidade mediada pelo peróxido, através do aumento da 

viabilidade celular (+34% e +21%, respectivamente, p<0,05) quando comparado ao 

grupo controle com H2O2 (variação de 0,74 ± 0,02 e 0,75 ± 0,05 vezes). Por outro 

lado, as doses intermediárias (V50) e superiores (V100) protegeram as células do 

endotélio (Figura 5A), mas não as células musculares lisas (Figura 5B), nem os 

fibroblastos (Figura 5C). Para fins de comparação, o ácido gálico, o principal 

componente da RV (Bôa et al., 2015; Pereira et al., 2017), foi testado em diferentes 

concentrações, e observou-se que o melhor efeito protetor contra o dano celular 

induzido por H2O2 foi de 40µM. O ácido gálico foi capaz de aumentar 

significativamente a viabilidade do endotélio e das células do músculo liso contra a 

citotoxicidade mediada pelo peróxido (Fig. 5A e 5B). 
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Figura 5. Efeito da RV sobre a citotoxicidade mediada por peróxido de hidrogênio 
em três camadas de células vasculares. Painel esquerdo: Fotomicrografia da aorta 
mostrando as três camadas vasculares (endotélio, músculo liso e fibroblastos) 
gentilmente fornecidas pelo Dr. Elisardo Corral Vasquez e Dr. Breno Valentim 
Nogueira do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito 
Santo. Painel direito: Os gráficos de barras mostram a viabilidade celular expressa 
em “número de vezes” (“x-fold variation”) em relação ao grupo controle (preto). Entre 
os três tipos celulares, a dose mais baixa de RV protege principalmente o endotélio 
e as células do músculo liso contra a citotoxicidade induzida pelo peróxido de 
hidrogênio (500µM). V10: resina de Virola a 10 µg/mL; V50: a 50 µg/mL; V100: a 100 
µg/mL; Gal40: ácido gálico a 40 µM. Os valores são expressos como média ± EPM 
para n = 3-5 por grupo. *p<0,05 vs. Grupo ND. ap<0,05 vs. grupos V10 e V50 
(ANOVA). 

 

4.6 PRODUÇÃO DE NO in vitro INDUZIDA POR LPS 

A Figura 6 demonstra a capacidade da RV de inibir a produção de NO 

induzida por LPS em macrófagos (células RAW 264.7). Como esperado, O acúmulo 

de nitrito nestas células aumentou devido à exposição ao LPS (~ 6 vezes) e foi 

reduzido pela NO sintase (L-NAME) ou pela inibição da ciclooxigenase 

(Indometacina) (~2 vezes, p<0,05) . As células expostas simultaneamente ao 

tratamento com LPS e concentrações crescentes de RV resultaram numa redução 

significativa da produção de NO de maneira dose dependente (V10: ~6 vezes, 

p<0,05; V50: ~4 vezes, p<0,05 e V100: ~2 vezes, p<0,05). Neste protocolo, também 

observamos que o ácido gálico a 40 µM foi capaz de inibir a produção de NO de 

forma semelhante ao grupo V100 (~2 vezes). Resultados prévios de ensaio de 

viabilidade celular (MTT) demonstraram que a RV nessas concentrações, não causa 

danos às células (viabilidade> 95%). 
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Figura 6. Produção de óxido nítrico (NO) induzida por lipopolissacarídeo (LPS), 
mostrando que a RV na dose mais alta (V100) inibiu a produção de NO induzida por 
LPS em macrófagos. L-NAME: inibidor não seletivo de NO sintase (500 µM); Indo: 
indometacina, um inibidor não seletivo da ciclooxigenase (10 µM); Gal40: ácido 
gálico a 40 µM. Valores expressos como média ± EPM para n = 3-5 por grupo. 
*p<0,05 vs. LPS. ap<0,05 vs. L-NAME ou indometacina; bp<0,05 vs. V10; cp<0.05 vs. 
V50 (ANOVA). 
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5. DISCUSSÃO 

 

O objetivo da nossa pesquisa foi investigar os efeitos da resina de Virola 

oleifera sobre a progressão da aterosclerose em camundongos LDLr -/- expostos a 

uma dieta rica em gordura. Os resultados mostraram que o tratamento oral com a 

RV, durante 4 semanas, reduziu o acúmulo de lipídeos vasculares, provavelmente 

através de efeitos antioxidantes sistêmicos e hepáticos, independentemente da 

dislipidemia. Além disso, os resultados in vitro demonstraram que a RV desenvolve 

propriedades antioxidantes no músculo liso vascular e em células endoteliais, 

reforçando o papel protetor da RV na progressão da AT. 

 

Está bem estabelecido que o estresse oxidativo apresenta um papel crucial, 

tanto para a iniciação quanto para a progressão da AT (Vasquez et al., 2012; Leal et 

al., 2015; Libby et al., 2015; Lee et al., 2017). Paralelamente, estudos anteriores 

realizados em nosso grupo, demonstraram efeitos benéficos da RV sobre doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo agudo (Bôa et al., 2015; Pereira et al., 2017). 

Neste estudo, utilizando doses semelhantes, demonstramos pela primeira vez que a 

RV também pode ser eficaz no combate a doenças vasculares crônicas, como a AT. 

 

Para caracterizar se a mistura de muitas substâncias antioxidantes presentes 

na RV (ácido ferúlico, quercetina e principalmente ácido gálico) (Bôa et al., 2015; 

Pereira et al., 2017; Milaneze et al., 2014) contribui para seu efeito ateroprotetor, 

assim como observado com outros flavonóides (Morrison et al., 2013; Moss e Ramji, 

2016), avaliamos seu efeito antioxidante em todos os grupos estudados. Nossos 

resultados confirmaram um "efeito anti-ROS" da RV através de abordagens diretas 

(por citometria de fluxo) e indiretas (por TBARS, AOPP e ensaios de citotoxicidade) 

(Poljsak et al., 2013; Bôa et ai. 2015; He e Zuo, 2015). Uma vez que estes 

marcadores biomoleculares estão envolvidos na progressão da AT, por estresse 

oxidativo e inflamação (Leal et al., 2015; Santanna et al., 2017), a RV parece ser 

uma estratégia terapêutica em potencial no combate a esses eventos. 

 

Evidências demonstraram que a hipercolesterolemia aumenta a formação de 

ROS em tecidos como o fígado, principal órgão do metabolismo lipídico e principal 
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alvo do estresse oxidativo (Folkmann et al., 2007; Suanarunsawat et al., 2011; 

Rodrigues et al., 2013; Xu et al., 2015; Li et al., 2015). Surpreendentemente, 

observou-se que a melhora diante da oxidação proteica e / ou lipídica no tratamento 

com RV (detectada pela análise de AOPP e TBARS - Figura 4), pode ser 

independente da esteatose hepática e/ou dislipidemia. Em relação à função 

hepática, a redução dos níveis séricos de transaminases hepáticas pela RV, 

demonstra seu potencial efeito hepatoprotetor, justificado, pelo menos em parte, 

pela estabilização da estrutura da membrana dos hepatócitos por meio de 

mecanismos antioxidantes (Wat et al., 2016). Nossos dados são corroborados por 

estudos recentes que utilizam espécies ricas em antioxidantes, como os compostos 

de silimarina, testados em estudos experimentais (Salamone et al., 2012) e clínicos 

(Cacciapuoti et al., 2013), o que reforça a importância dos flavonóides na prevenção 

de doenças relacionas com a hipercolesterolemia. Assim, a novidade do nosso 

estudo in vivo foi a descoberta de que a RV exibe efeitos antioxidantes a nível 

sistêmico e hepático, estendendo suas propriedades protetoras não apenas para AT, 

mas também contra doenças relacionadas à dislipidemia. 

 

É importante enfatizar que, embora esses efeitos protetores vasculares e 

hepáticos da RV pareçam ser independentes, nossos resultados podem sugerir 

possíveis ligações entre eles. Em primeiro lugar, a análise bioinformática funcional 

prévia por Kleemann et al. (2007) revelaram que o fígado exposto a uma dieta rica 

em gordura pode estimular muitos genes envolvidos em eventos inflamatórios (por 

exemplo, citocinas e seus receptores, moléculas de adesão e fatores de transcrição 

inflamatórios), contribuindo para AT. Em segundo lugar, Wielinga et al., (2011) 

demonstraram que o regime alimentar alternativo diminui efetivamente os fatores de 

risco vascular (por exemplo, NF-κB, VCAM-1, E-selectina) fortalecendo esta hipótese 

(Wielinga et al., 2011). Terceiro, mas não menos importante, estudos experimentais 

recentes sugerem uma relação estreita entre AOPP, resistência à insulina e / ou AT 

(Liu et al., 2006; Guo et al., 2009; Mo et al., 2014; Venturini et al., 2015; Klafke et al., 

2016). Uma vez que a RV reduziu os níveis de AOPP no fígado e, 

concomitantemente, ROS no soro (Figura 3) e glicemia (Tabela 1), não podemos 

descartar essa contribuição como uma nova substância anti-aterogênica. Portanto, 

nossos dados esclarecem esses achados, demonstrando que a RV, diminuindo o 
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dano oxidativo do fígado (mesmo sob condições hipercolesterolêmicas), possa de 

certa forma a ajudar a diminuir a progressão da AT, sendo considerada uma 

estratégia importante para o tratamento de doenças relacionadas à síndrome 

metabólica. 

 

Para determinar se esses efeitos protetores da RV observados in vivo foram 

também causados por ações diretas sobre as células vasculares, investigamos a 

ação da RV sobre fibroblastos, músculo liso vascular e células endoteliais (Figura 5). 

Essa estratégia inovadora do nosso estudo foi capaz de demonstrar que a RV 

(mesmo a baixa dose) protege diferentes células contra a citotoxicidade induzida 

pelo peróxido de hidrogênio nas principais camadas vasculares envolvidas no 

desenvolvimento de AT (endotelial e média). Além disso, investigamos o papel da 

RV na produção de NO através da síntese de NO indutível (iNOS) em macrófagos. 

Sabe-se que, embora a biodisponibilidade basal do NO seja ateroprotetora, a 

superprodução de NO pela iNOS tem efeito citotóxico,sendo visto como  uma 

"espada de dois gumes" que pode também contribuir para a progressão da AT 

(Colasanti e Suzuki, 2000; Rodrigues et al., 2013). O tratamento de macrófagos com 

RV (nas doses de 50 e 100 µg/mL) reduziu a superprodução de NO mediada por 

iNOS em macrófagos, caracterizando outro mecanismo antioxidante exercido pela 

RV. Mais especificamente, com base na comparação dos efeitos com o ácido gálico 

(o componente principal dos polifenóis desta resina), podemos inferir que esses 

papéis citoprotetores foram dependentes do ácido gálico. Assim, nossos dados 

apoiam estudos recentes que relatam o ácido gálico como protetor vascular em 

doenças relacionadas à síndrome metabólica (Ou et al., 2013; Badavi et al., 2016). 

 

Algumas limitações devem ser consideradas em nosso estudo. Primeiro, a 

falta de monitoramento do ciclo estral em camundongos do sexo feminino em nosso 

protocolo não nos permite especular sobre a influência dos hormônios reprodutivos 

em nossos achados. Estudos futuros devem ser projetados para investigar todos os 

compostos bioativos da RV e sua contribuição biológica relativa e para elucidar 

outros possíveis mecanismos ateroprotetores, como citocinas anti ou pró-

inflamatórias e respostas de sinalização. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 Foi demonstrado que a administração crônica da RV diminui a deposição 

lipídica em camundongos dislipidêmicos LDLr-/-, que pode ser justificado, pelo menos 

em parte, por mecanismos antioxidantes, reforçando seu papel protetor na 

deposição lipídica vascular, independente de efeito na hipercolesterolemia. Em 

geral, os nossos dados sugerem que compostos derivados da resina de Virola 

oleifera exercem importante bioatividade, capazes de prevenir/tratar AT. Futuros 

estudos clínicos são necessários para confirmar a eficácia desta resina em 

pacientes ateroscleróticos, abrindo novas perspectivas para o tratamento de outras 

doenças vasculares.  
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