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RESUMO 

 

 

MENEZES, Matheus Pontes de.  Estudo sobre os efeitos cardiovasculares do extrato 

hidroalcoólico de folhas de Colônia (Alpinia zerumbet) em ratos espontaneamente 

hipertensos. 2020. 70f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2020. 

 

Alpinia zerumbet é uma planta originária do oeste asiático e abundante no nordeste e 

sudeste brasileiro, onde é comumente conhecida como Colônia. Esta planta é muito utilizada 

na medicina popular, podendo-se destacar suas propriedades anti-hipertensiva, diurética e 

ansiolítica. Este estudo tem como objetivo investigar os efeitos do tratamento crônico com o 

extrato hidroalcoólico de folhas de Colônia (AZE) sobre as alterações cardiovasculares em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR). Foram utilizados SHRs com 90 dias de idade tratados ou 

não com AZE (50mg/Kg/dia na água de beber) por 6 semanas. Ratos Wistar-Kyoto foram 

utilizados como controle. A pressão arterial, avaliada por pletismografia de cauda, e o peso 

foram avaliados semanalmente. Ao final do tratamento, a urina de 24h foi coletada e, 

posteriormente, os animais foram anestesiados com tiopental (70mg/Kg ip) e o sangue coletado 

através da punção da aorta abdominal. A aorta torácica foi isolada para análise morfológica e o 

leito arterial mesentérico (LAM) foi isolado e acoplado a um sistema de perfusão de órgãos 

para a avaliação da função vascular. Foram avaliados os níveis plasmáticos de ureia, creatinina 

e nitrito por ensaios colorimétricos e de angiotensina (AngII) pelo método ELISA. A 

carbonilação de proteínas, a peroxidação lipídica e a atividade de enzimas antioxidantes foram 

avaliadas no plasma por espectrofotometria. Na urina de 24h foram avaliados o volume 

urinário, os níveis de creatinina, ureia e de peroxidação lipídica. O tratamento com AZE 

normalizou a pressão arterial em SHR, mas não foi capaz de melhorar a disfunção vascular, 

caracterizada pela redução da resposta vasodilatadora da acetilcolina e o aumento da resposta 

vasoconstritora da norepinefrina no LAM. Não houve diferença entre os grupos experimentais 

em parâmetros como peso, volume urinário, proteinúria e níveis plasmáticos de AngII e nitrito. 

Na urina de SHRs foram observados níveis menores de ureia e creatinina em comparação aos 

controles, e o AZE foi capaz de aumentar a excreção dos mesmos. No plasma de SHRs foi 

observado nível aumentado de ureia em relação aos controles, sem alteração pelo tratamento, 

ao contrário do nível de creatinina, que foi reduzido pelo AZE. Os níveis de peroxidação 

lipídica foram maiores na urina de SHRs comparado aos controles e normalizados pelo 

tratamento, mas no plasma não houve diferença entre os grupos. Observou-se um aumento do 

dano em proteínas no plasma de SHRs em relação aos controles, e o AZE foi capaz de diminuir 

o mesmo. Foi observada uma redução da atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase 

no plasma de SHRs em relação aos controles. No entanto, houve aumento da atividade dessas 

enzimas no grupo SHR tratado com AZE. Houve hipertrofia da camada íntima-media, bem 

como redução do lúmen da aorta torácica de animais SHR quando comparado aos controles. O 

tratamento com AZE reverteu o remodelamento na aorta neste modelo de hipertensão. Os 

resultados mostraram que o AZE reduz a pressão arterial e o remodelamento da aorta torácica 

em animais SHR, o que poderia estar relacionado, em parte, ao aumento da atividade 

antioxidante e à redução do dano oxidativo. 

 

 

Palavras-chave: Alpinia zerumbet. Ratos espontaneamente hipertensos. Hipertensão. 

Antioxidante 

 



ABSTRACT 

 

 

MENEZES, Matheus Pontes de.  Study on the antihypertensive and cardioprotective 

effects of Colônia (Alpinia zerumbet) leaf extract in spontaneously hypertensive rats. 

2020. 70f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2020. 

 

Alpinia zerumbet is a plant originally from West Asia and abundant in the northeast and 

southeast of Brazil, where it is commonly known as Colony. This plant is widely used in folk 

medicine, and its antihypertensive, diuretic and anxiolytic properties can be highlighted. This 

study aims to investigate the effects of chronic treatment with hydroalcoholic colony leaf 

extract (AZE) on cardiovascular changes in spontaneously hypertensive rats (SHR). SHRs with 

90 days of age treated or not with AZE (50mg / Kg / day in drinking water) for 6 weeks were 

used. Wistar-Kyoto rats were used as controls. Blood pressure, assessed by tail 

plethysmography, and weight were assessed weekly. At the end of the treatment, the 24-hour 

urine was collected and, subsequently, the animals were anesthetized with thiopental (70mg / 

Kg ip) and the blood collected through the puncture of the abdominal aorta. The thoracic aorta 

was isolated for morphological analysis and the mesenteric arterial bed (LAM) was isolated 

and coupled to an organ perfusion system to assess vascular function. Plasma levels of urea, 

creatinine and nitrite were evaluated by colorimetric and angiotensin assays (AngII) by the 

ELISA method. Protein carbonylation, lipid peroxidation and antioxidant enzyme activity were 

evaluated in plasma by spectrophotometry. In the 24-hour urine, urinary volume, creatinine, 

urea and lipid peroxidation levels were evaluated. Results: Treatment with AZE normalized 

blood pressure in SHR, but was not able to improve vascular dysfunction, characterized by a 

reduction in the vasodilator response of acetylcholine and an increase in the norepinephrine 

vasoconstrictor response in LAM. There was no difference between the experimental groups in 

parameters such as weight, urinary volume, proteinuria and plasma levels of AngII and nitrite. 

In the urine of SHRs, lower levels of urea and creatinine were observed compared to controls, 

and AZE was able to increase their excretion. In the plasma of SHRs an increased level of urea 

was observed in relation to the controls, without alteration by the treatment, in contrast to the 

level of creatinine, which was reduced by AZE. Levels of lipid peroxidation were higher in the 

urine of SHRs compared to controls and normalized by treatment, but in plasma there was no 

difference between groups. There was an increase in protein damage in the plasma of SHRs 

compared to controls, and AZE was able to decrease the same. A reduction in the activity of 

the enzymes catalase and glutathione peroxidase was observed in the plasma of SHRs compared 

to controls. However, there was an increase in the activity of these enzymes in the SHR group 

treated with AZE. There was hypertrophy of the intima-media layer, as well as a reduction in 

the lumen of the thoracic aorta of SHR animals when compared to controls. AZE treatment 

reversed the remodeling of the aorta in this model of hypertension. Conclusion: The results 

showed that AZE reduces blood pressure and remodeling of the thoracic aorta in SHR animals, 

which could be related, in part, to increased antioxidant activity and reduced oxidative damage. 

 

Keywords: Alpinia zerumbet. Spontaneously hypertensive rats. Hypertension. Antioxidant.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é caracterizada por um aumento sustentável da 

pressão arterial (PA) nas artérias sistêmicas. A HAS é o fator de risco mais comum para 

complicações e doenças cardiovasculares, dentre elas: doença cardíaca coronária, insuficiência 

cardíaca, acidente vascular cerebral, infarto do miocárdio, dentre outras (OPARIL S. et al., 

2018). 

De 1975 à 2015, o número global de pessoas acima de 25 anos com hipertensão aumentou 536 

milhões, atingindo a marca de 1,13 bilhões, onde mais de 40% das pessoas acima de 25 anos 

possuem a doença (O'SHEA P.M. et al., 2017). No Brasil, mais de 30% da população é 

hipertensa, sendo dessa parcela 60% de idosos, com idade acima de 60 anos (7ª Diretriz 

Brasileira de Hipertensão Arterial, 2016). Há uma previsão de que a prevalência da doença 

aumentará em aproximadamente 60% nos próximos 30 anos (MONTEZANO AC., et al., 2015). 

Diante disso, o estudo da HAS se mostra de grande importância mundial, onde entender 

os mecanismos relacionados à fisiologia vascular tem sido o ponto chave para entender a 

patologia. Na artéria saudável, mudanças hemodinâmicas podem levar a alterações vasculares, 

como adaptações estruturais e funcionais geradas por moléculas sinalizadoras, que 

posteriormente, retornarão aos níveis basais. Essas adaptações são projetadas então para 

garantir a homeostase vascular, entretanto, em estados patológicos, essas mudanças adaptativas 

não retornam aos níveis basais, contribuindo então para o desenvolvimento de uma disfunção 

endotelial, presente nas doenças cardiovasculares (BROWN I.A.M., et al., 2018). 

Alguns dos mecanismos envolvidos nessas adaptações estão relacionados à via do sistema 

renina-angiostensina (SRA). O SRA se apresenta como um dos mais importantes sistemas 

vasoativos endócrinos, parácrinos e intrácrinos na regulação fisiológica neuronal, 

cardiovascular, regulação da PA e função renal. A importância do SRA no desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, como a hipertensão, tem sido mostrado em ensaios clínicos, 

principalmente pela ação aumentada da angiotensina II (Ang II) através da ativação de um dos 

seus receptores, receptor de angiotensina tipo 1 (AT1), o qual ativado, induz vasoconstrição, 

disfunção endotelial, inflamação, crescimento celular e remodelamento vascular (LI X.C., et 

al., 2017). 

Estudos apontaram que a up-regulation do AT1 pode estar envolvido diretamente com a 

disfunção endotelial mencionada anteriormente. Outro fator, não mencionado, relacionado à 

essa disfunção é o estresse oxidativo, descrito como o desbalanço entre as ações pró-oxidantes 
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e antioxidantes, levando então ao aumento dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

aumento esse modulado pela ativação da enzima NADPH oxidase (NOX). Vários estudos 

utilizando modelos animais de hipertensão mostraram a relação entre a disfunção endotelial e 

o estresse oxidativo, onde foram apontados também resultados significativemente menores da 

quantidade e atividade de antioxidantes, dentre eles, as enzimas antioxidantes (HIGASHI Y., 

et al., 2012; HUANG L.L. et al., 2015; IKARASHI N. et al., 2018; SOUSA L.E. et al., 2015). 

A literatura aponta que a ligação entre o estresse oxidativo e a disfunção endotelial está 

diretamente atrelada ao alto nível celular do ânion superóxido, que pode reduzir a síntese e a 

biodisponibilidade do óxido nítrico, molécula vasodilatadora e produto final produzido na via 

l-arginina-óxido nítrico pela óxido nítrico sintase endotelial (eNOS). O alto nível do ânion pode 

estar relacionado ao aumento da atividade da NOX, estimulada principalmente por hormônios 

como Ang II e endotelina-1 (ET-1) (KONUKOGLU D. & UZUN H., 2017). 

Como mencionado anteriormente, os mecanismos envolvidos na HAS são inúmeros e 

complexos, e a alta prevalência global da doença a torna um grande alvo de estudos 

relacionados à patologia em si, e a possíveis alternativas terapêuticas. Nos dias atuais, 

medicamentos anti-hipertensivos tem sido usados clinicamente para tratar a hipertensão ou 

atenuar seus sintomas. Embora amplamente usados, muitas vezes possuem eficácia limitada, 

sendo por isso usados em combinação para obter eficácia desejada, o que a longo prazo pode 

levar a aumento do custo do tratamento, e ao aumento dos efeitos adversos. Por isso, a busca 

por compostos anti-hipertensivos naturais se mostra de grande importância, seja pelo custo do 

tratamento ou pela menor toxicidade e menores efeitos adversos (SULTANA S. & ASIF H.M., 

2017). 

As plantas medicinais são amplamente utilizadas na medicina popular e em sistemas 

tradicionais de medicina. Em todo o mundo, 80% da população depende da medicina baseada 

em fitoterapia. Assim, métodos científicos modernos para a busca do uso da terapia botânica 

são importantes para o desenvolvimento da medicina, portanto, deve-se enfatizar a conservação 

das populações de plantas, dentre outros motivos, para garantir fontes farmacologicamente 

ativas para a fitoterapia (SULTANA S. & ASIF H.M., 2017). 

Desta forma, o estudo sobre o uso da Alpinia zerumbet como tratamento terapêutico tem 

se mostrado com grande potencial. A Alpinia zerumbet é uma espécie da família Zingiberaceae, 

presente em regiões tropicais e subtropicais no mundo (TU P.T. & TAWATA S, 2014). Nativa 

do oeste da Ásia, no Brasil se encontra mais ao Sudeste e Nordeste do país, popularmente 

conhecida como “colônia”. Tem sua utilização direcionada à confecção de chás principalmente, 
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utilizados por seus efeitos anti-hipertensivo, diurético, ansiolítico e antiulcerogênico, por 

exemplo (LAHLOU, 2003) (SANTOS et al., 2011) (DE MOURA R.S., 2005). 

 

 

Hipertensão Arterial Sistêmica 

 

 

A HAS se caracteriza pelo aumento estável nos níveis de pressão, tanto sistólica quanto 

diastólica, sendo considerado hipertenso o indivíduo que possuir níveis de PAS maior ou igual 

a 140 mmHg, e níveis de PAD maior ou igual a 90 mmHg (7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão 

Arterial, 2016). Entretanto, a American College of Cardiology e a American Heart Association, 

caracterizaram novos níveis de pressão arterial, sendo a hipertensão então caracterizada quando 

a PAS se encontra maior ou igual a 130 mmHg, e PAD maior ou igual a 80 mmHg (American 

College of Cardiology/American Heart Association High Blood Pressure Guideline, 2018). 

A HAS representa a principal causa de morbidade e mortalidade global (SLIWA K. et al., 

2011), contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doenças cardiovasculares, 

gerando assim um alto custo socioeconômico devido à alta frequência de internações e 

tratamentos hospitalares (7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, 2016). 

Cerca de 95% dos pacientes não tem conhecimento da causa da sua condição hipertensiva. 

Os mecanismos que contribuem para a hipertensão arterial são complexos e envolvem diversos 

sistemas biológicos (MONTEZANO A.C. et al., 2015). Frequentemente, a HA está associada 

a alterações funcionais e estruturais de certos órgãos alvos, podendo ser agravada pela presença 

de fatores de risco, tais como: diabetes mellitus, obesidade, ingestão excessiva de sal, genética, 

faixa etária, dentre outras. Como consequência a essa alteração agravada por fatores de risco 

estão eventos como: infarto agudo do miocárdio, doença renal crônica, insuficiência cardíaca, 

dentre outras (7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, 2016). 

Os métodos terapêuticos relacionados a HAS se apresentam na forma não 

medicamentosa, com a adoção de intervenções dietéticas e atividades físicas, e apesar dos 

resultados terem se demonstrado eficazes, há uma perda de eficácia a médio e longo prazo. Por 

outro lado, há a forma medicamentosa de tratamento com o uso de fármacos para o controle da 

PA, se mostrando eficaz a longo prazo, e sendo capaz de reduzir significativamente a 

mortalidade por doenças cardiovasculares (7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, 2016). 

O tratamento da HAS visa a redução da morbimortalidade cardiovascular. Há evidências 

científicas através de estudos clínicos que mostram benefícios do tratamento realizado com o 
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uso de diuréticos, bloqueadores beta-adrenérgicos, inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (IECA), bloqueadores dos receptores AT1 da Ang II, dentre outros. Entretanto, 

além dos eventuais ajustes de dose, troca ou associação de medicamentos que podem se mostrar 

necessários, podem levar à eventuais aparecimentos de efeitos adversos com o uso destes tipos 

de fármacos, como por exemplo: fraqueza, câimbras, hipovolemia e disfunção erétil por parte 

dos diuréticos, broncoespasmo, bradicardia e vasoconstrição periférica por parte dos 

betabloqueadores, dentre outros efeitos adversos relacionados com o tipo de fármaco utilizado 

(TSIOUFIS C. et al., 2017). 

Os fármacos irão agir prevenindo ou atuando sobre mecanismos fisiopatológicos que 

caracterizam a HAS. Mecanismos estes que são complexos e envolvem muitos sistemas 

biológicos, dentre eles o sistema vascular, que apresenta alterações características, como: 

disfunção endotelial, remodelamento arterial e inflamação vascular. Este fenótipo pode ser 

influenciado pelo estresse oxidativo, gerado pelo aumento da produção de ROS e/ou diminuição 

dos mecanismos de defesa antioxidante celular. Essas mudanças podem constituir tanto uma 

causa como uma consequência da PA elevada e, portanto, são alvos atraentes para a terapia 

anti-hipertensiva (MONTEZANO A.C. et al., 2015). 

 

 

Sistema Renina Angiotensina (SRA) 

 

 

O SRA é uma cascata peptídica a qual possui um papel fundamental na HAS, participando 

na regulação da PA, equilíbrio hídrico e eletrólitos, e remodelamento cardiovascular. A cascata 

inicia pela clivagem do angiotensinogênio derivado do fígado pela renina, secretada a partir do 

aparelho justaglomerular do rim, gerando angiotensina I (Ang I). A Ang I por sua vez vai ser 

hidrolisada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) para formar Ang II, esta irá atuar 

em receptores específicos para angiotensina, dentre eles: AT1 e receptores de Ang II tipo 2 

(AT2) (Figura 1) (VAN THIEL B.S., et al., 2015). 
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Figura 1 - Sistema Renina-Angiotensina – Via Clássica 

 

 

Fonte: Adaptado de Ali1, Hussain, 2016. 

 

A primeira etapa da cascata é formada pela conversão do angiotensinogênio em Ang I 

pela enzima renina, uma aspartil protease. A renina ativa cliva os 10 aminoácidos do N-terminal 

da molécula de angiotensinogênio para formação de Ang I. A fonte primária de renina na 

circulação é o rim, regulado principalmente no aparelho justaglomerular através de dois 

mecanismos: barorreceptor renal, e canais de sódio. Deste modo, a excreção de renina pode ser 

regulada em resposta à alterações na pressão sanguínea e no balanço iônico. Os níveis de renina 
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então demonstram um papel importante e limitante na determinação dos níveis de Ang II, deste 

modo, fatores que mediam a expressão e secreção de renina tem o potencial de interferir direta 

e significativamente na atividade geral da via clássica do SRA (SPARKS M.A., et al., 2014). 

A Ang I, na etapa seguinte, será clivada, gerando um peptídeo vasoativo, a Ang II, pela 

ação da ECA, uma dipeptidil carboxipeptidase dependente de zinco. A ECA consiste em dois 

domínios, N e C, contendo cada um deles um local ativo de ligação ao cofator zinco, podendo 

desta forma ser inibida por agentes quelantes de metais. A ECA, localizada no endotélio 

vascular e liberada no plasma, possui ações diretas na fisiologia vascular, promovendo a 

produção de Ang II, um potente vasoconstritor, assim como, promove a degradação da 

bradicinina (BK), um agente vasodilatador. O bloqueio da ECA, por inibidores, se mostra eficaz 

como tratamento da HAS, uma vez que bloqueiam a formação de Ang II e a degradação de BK, 

gerando vasodilatação (DASKAYA-DIKMEN C., et al., 2017; MARTIN M. & DEUSSEN A. 

et al., 2019). 

A Ang II tem efeito fisiológico principalmente por meio de dois receptores distintos: AT1 

e AT2. Os receptores AT2 são expressos em toda vasculatura, principalmente em vasos de 

resistência, incluindo artérias coronárias, mesentéricas, renais e uterinas, dentre outros. Estudos 

mostraram que a ativação de receptores AT2 induz vasodilatação dependente da via NO-GMPc 

(DE MOURA R.S., 2004). Assim como, induz a natriurese, mantendo o equilíbrio negativo de 

sódio, promovendo desta forma a redução da PA, principalmente em modelo de HAS sensível 

ao sal (CAREY R.M., 2017). 

Em contrapartida, o receptor AT1 é expresso em diversos tecidos, dentre eles: coração, 

rim, glândula adrenal, cérebro e tecido adiposo, possuindo assim influência direta no sistema 

cardiovascular. A ligação da Ang II ao receptor AT1 leva à uma mudança conformacional nas 

hélices transmembranares (TM) 3 e 6 e na interação entre TM2 e TM7 no receptor, gerando 

então uma casca de sinalização citoplasmática, com consequências como  remodelamento das 

células do músculo liso vascular (VSMC),  hipertrofia e migração celular. Estudos mostram 

também a atuação do receptor AT1 regulando a vasoconstrição por ativação de uma variedade 

de proteínas quinases intracelulares, dentre elas, as quinases ativadas por mitógenos (MAPK). 

Estudos mostram também que essas proteínas parecem ter ação sobre a NOX, estimulando-a, e 

desta forma, promovendo a geração de ROS e síntese proteica, causando hipertrofia, hiperplasia 

e migração celular, hipertrofia cardíaca e disfunção renal. Desta forma, a ativação exacerbada 

do receptor AT1 leva a ativação de vias de sinalização intracelular, contribuindo assim para a 

remodelação vascular, dano em órgãos, doenças cardiovasculares e disfunção endotelial 

(KAWAI T. et al., 2017). 
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Endotélio e Disfunção Endotelial 

 

 

As células endoteliais formam uma monocamada cobrindo a superfície interna dos vasos. 

Esta localização permite integrar sinais físicos e neuronais do sangue e dos tecidos ao redor 

para então regular o tônus vascular, a adesão celular, a inflamação, o fenótipo e a proliferação 

do músculo liso, bem como a resistência à trombose (BOULANGER, 2016). O endotélio 

desempenha um papel importante na regulação do tônus vascular devido a síntese e liberação 

de fatores tanto de constrição (Ang II e ET-1) como relaxamento (óxido nítrico, fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio, prostaciclinas e cininas) (FÉLÉTOU M., 2012).  

Dentre as substâncias vasodilatadoras há o óxido nítrico (NO), um gás inorgânico com 

um elétron desemparelhado, sendo considerado um radical livre. O NO é gerado por três 

isoformas de óxido nítrico sintase (NOS): NOS neuronal (nNOS), NOS induzível (iNOS) e 

NOS endotelial (eNOS) (KNOWLES R.G. & MONCADA S., 1994).  A nNOS e a eNOS são 

isoformas constitutivas principalmente expressas em células neuronais e endoteliais, 

respectivamente. Já a isoforma iNOS é expressa principalmente em células que participam do 

processo inflamatório, como macrófagos, estimulado por citocinas e/ou endotoxinas. A 

atividade da eNOS e nNOS é dependente da concentração intracelular de Ca2+, de modo que a 

produção de NO em tais células é muito pequena em condições fisiológicas. Entretanto, a 

atividade da iNOS é independente de Ca2+, representando uma alta produção de NO, estando 

relacionada à fisiopatologia de diversas doenças (NAGANO, 2009). 

As células endoteliais metabolizam o aminoácido L-arginina através da enzima NOS para 

formar NO e aminoácido L-citrulina. A síntese de NO pode ser estimulada não somente por 

agonistas dependentes de receptores (acetilcolina (ACh) e BK), e agonistas não dependentes de 

receptores (ionóforos de cálcio), mas também por oscilações no fluxo sanguíneo. Oscilações 

essas que podem regular a transcrição do gene para eNOS, onde as células endoteliais expostas 

a essa mudança de fluxo mostram um aumento na produção de NO (Figura 2) (GIMBRONE 

M.A. & GARCÍA-CARDEÑA G., 2015). 

 

 

 

 

 

 



19 
 

Figura 2 -Via L-Arginina – Óxido nítrico  

 

 

 

Fonte: Adaptado de Toblli JE, et al. 2012.  

 

A disfunção endotelial é caracterizada por uma redução no relaxamento vascular 

dependente de endotélio, ocorrendo, dentre outros motivos, pela diminuição da 

biodisponibilidade de NO, que não apenas promove vasodilatação, como também participa da 

regulação da expressão de moléculas de adesão e da ativação de células musculares lisas 

(HIRASE T, NODE K, 2012). 

Na HAS pode ocorrer uma alteração na via L-arginina/NO endotelial, promovendo a 

menor biodisponibilidade do NO. Essa alteração é causada por um desacoplamento da eNOS, 

o qual acontece devido à reação do ânion superóxido com o NO gerando uma nova ROS, o 

peroxinitrito. O peroxinitrito então oxida e desestabiliza a eNOS, que em sua forma desacoplada 

gera mais superóxido, resultando em uma piora do quadro de estresse oxidativo, assim como, 

uma menor biodisponibilidade de NO. Desta forma, estudos apontam que uma menor 

biodisponibilidade do NO seja resultado do alto nível de estresse oxidativo, sugerindo um papel 

central de ROS na disfunção endotelial (BRITO R. et al., 2015).  

Estudos vem apontando a participação direta de ROS como sinalizadores celulares 

importantes na célula, entretanto, em condições patológicas quando são produzidos em excesso, 

promovem amplamente a disfunção endotelial, mediada principalmente pelo desacoplamento 
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da eNOS, que está intimamente ligada ao desenvolvimento de complicações vasculares que 

ocorrem em distúrbios metabólicos, hipertensão, envelhecimento, dentre outros. A redução da 

biodisponibilidade de NO também contribui para a disfunção endotelial. A compreensão então 

dos mecanismos relacionados à disfunção endotelial aliada ao estresse oxidativo se mostra 

importante para o desenvolvimento de novas estratégias de prevenção de danos vasculares em 

doenças cardiovasculares (INCALZA M.A. et al., 2018).  

 

 

Estresse Oxidativo 

 

 

A expressão “estresse oxidativo” foi originalmente definida por Sies em 1985 como um 

desequilíbrio entre substâncias pró-oxidantes e antioxidantes. Esse desequilíbrio gera um 

aumento da biodisponibilidade de ROS, o que leva a danos nos tecidos (JONES D.P. & RADI 

R., 2014). Por outro lado, quando em concentrações apropriadas e em localizações subcelulares 

definidas, ROS também desempenham um importante papel fisiológico na sinalização celular, 

regulação do crescimento e diferenciação celular, tônus vascular, inflamação e respostas imunes 

(LUSHCHAK V.I., 2014). 

As ROS são consideradas moléculas que influenciam a sinalização redox. As ROS que 

mais se destacam na transdução de sinal são o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio  

(RAY P.D. et al., 2012). As ações de sinalização de ROS dependem do sítio subcelular gerador, 

tipo de espécies geradas, proximidade com antioxidantes, meia-vida da espécie, permeabilidade 

da membrana celular e concentração local. Entre as ROS, o peróxido de hidrogênio é 

particularmente importante na sinalização porque é permeável à membrana, estável e tem uma 

meia-vida mais longa do que os demais (MONTEZANO  A.C., 2015). 

As ROS regulam os receptores acoplados à proteína G (GPCR) em células vasculares, 

como o subtipo 1. Em VSMCs, a ativação da sinalização GPCR mediada por ROS influencia a 

contração celular, crescimento, migração, deposição de colágeno e ativação de metaloprotease 

de matriz, processos celulares importantes na regulação do tônus e da estrutura vascular. Além 

disso, a sinalização mediada por GPCR, através de processos redox, estimula a ativação de 

fatores de transcrição e genes pró-inflamatórios, produção de quimiocinas e citoquinas e 

recrutamento e ativação de células inflamatórias que causam inflamação vascular. O aumento 

do estresse oxidativo muda o equilíbrio redox com consequente diminuição da 
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biodisponibilidade do NO, prejudicando a vasodilatação dependente de endotélio, conduzindo 

ao aumento da vasoconstrição mediada por GPCRs (MONTEZANO A.C., 2015). 

Existe uma variedade de fontes enzimáticas e não-enzimáticas de ROS presentes nos 

vasos sanguíneos. Dentre as fontes enzimáticas destacam-se, a NOX, NOS desacoplada, e 

xantina oxidase (XO). A NOX, fonte geradora de superóxido, catalisa a redução de oxigênio 

molecular em superóxido, através da doação de elétrons pelo NADPH. No sistema 

cardiovascular, três subunidades da NOX foram identificadas: a NOX1, NOX2 e NOX4. A 

NOX1 é expressa em VSMCs e células endoteliais, e possui envolvimento com processos de  

migração, crescimento celular e hipertrofia. A NOX 2 é expressa em cardiomiócitos e VSMCs, 

células neuronais e células imunes, possuindo participação em processos de defesa imune e 

angiogenese. E a NOX4 é expressa em cardiomiócitos, VSMCs e células renais, com partipaçao 

em processos de migração, crescimento e diferenciação celular (CIFUENTES-PAGANO E. et 

al., 2014;  YOUSEFIAN M. et al., 2019) 

A NOX Tem sua regulação mediada por sinal mecânico, associado ao aumento da tensão 

mecânica produzida pelo aumento do fluxo sanguíneo, relacionado ao aumento da 

vasoconstrição, e humoral, sendo Ang II, ET-1 e urotensina-II (UT-II) seus principais 

ativadores. O efeito mais conhecido do superóxido derivado da NOX é a inativação do NO pela 

formação de peroxinitrito, desregulando a função vasodilatadora dependente de endotélio, o 

que caracteriza a disfunção endotelial. Assim, estudos mostraram que a ativação da NOX está 

diretamente ligada à patologia vascular na HAS (R. BRITO & G. CASTILLO, 2015). 

A eNOS se apresenta também como uma fonte geradora de ROS, quando a deficiência 

ou oxidação da L-arginina e da tetrahidropterina (BH4) – co-fator essencial na produção de NO 

– estão associados com o desacoplamento da via L-arginina-NO, resultando na diminuição da 

formação de NO, e no aumento da produção de ROS mediado pela eNOS. A NOX é a fonte 

inicial para a geração de ROS, gerando superóxido, que combinado ao NO sintetizado forma 

peroxinitrito. O peroxinitrito oxida e desestabiliza eNOS para a produção de mais superóxido. 

O aumento de superóxido também participa na oxidação de BH4, altamente sensível à oxidação, 

auxiliando no desacoplamento da eNOS (KUZKAYA et al., 2003; ZOU et al., 2004). 

XO é uma das duas formas convertidas de xantina óxido-redutase (XOR), sendo 

amplamente distribuída em vários órgãos, incluindo o fígado, intestino, pulmão, rim, coração, 

cérebro e plasma. Seu papel no catabolismo de purina e no de outros análogos de purina tem 

sido amplamente estudado (ADEHIN A. & BOLAJI O.O., 2015). A XO mostrou ser outra fonte 

primária de superóxido, onde é geralmente conhecida como a enzima final do catabolismo de 

purina em humanos, catalisando a hidroxilação da hipoxantina em xantina, e xantina em ácido 
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úrico, produzindo radical superóxido (VÁNYOLÓS A., et al., 2014). Estudos mostraram um 

aumento da atividade de XO em condições inflamatórias e em doenças cardiovasculares. Há 

relatos também de que o ácido úrico e as ROS sejam simultaneamente produzidos por XO, o 

próprio ácido úrico estimula a formação de ROS e inibe a produção de óxido nítrico (NO), 

exercendo assim efeitos desfavoráveis diretos na função endotelial (KLISIC A. et al., 2017). 

Por outro lado, é importante a manutenção do equilíbrio entre oxidação e antioxidação 

em sistemas biológicos saudáveis. Em condições fisiológicas, o sistema de defesa antioxidante 

humano inclui antioxidantes endógenos, por exemplo, as enzimas superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) (Figura 3), no entanto, há os antioxidantes 

exógenos, por exemplo, ácido ascórbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E) e polifenóis 

(BOUAYED J. & BOHN T., 2010). 

A SOD é a primeira linha de defesa antioxidante, catalisando a dismutação do ânion 

superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. Três isoformas de SOD foram descritas em 

seres humanos. A forma citosólica dependente de cobre-zinco (CuZnSOD, SOD1), a forma 

mitocondrial dependente de manganês (MnSOD, SOD2) e a forma extracelular cobre-zinco-

dependente (ecSOD, SOD3 ). Cada isoforma é dependente de um metal de transição redox em 

seu sítio ativo para catalisar a dismutação do superóxido. Estudos mostraram que a ecSOD é a 

principal reguladora da biodisponibilidade de NO, através da sua atividade de eliminação de 

superóxido, desempenhando um papel importante nos transtornos cardiovasculares. A ecSOD 

está presente, principalmente, em vasos sanguíneos, coração, pulmões, bexiga (BRESCIANI 

G. et al., 2015). 

O peróxido de hidrogênio, em níveis baixos, desencadeia respostas adaptativas que 

aumentam a resistência celular aos oxidantes, aumentando a expressão de enzimas 

antioxidantes. Entretanto, se mostra tóxico em altas concentrações, desencadeando apoptose e 

gerando radicais hidroxila. Assim, os níveis intracelulares de peróxido de hidrogênio são 

regulados pela atividade de enzimas metabolizadoras, dentre elas a CAT, presente 

principalmente nos peroxissomos e na mitocôndria, que irá quebrar a molécula de peróxido de 

hidrogênio em oxigênio e água. (MARTINS D. & ENGLISH A.M., 2014). 

Outra família de enzimas antioxidantes são as GPxs, enzimas homólogas à GPx-1 de 

mamífero contendo selenocisteína (Sec) que usa GSH (glutationa reduzida) como um co-

substrato obrigatório na redução do peróxido de hidrogênio em água. A GPx-1 é um dos 

membros mais abundantes da família de enzimas GPx que inclui uma enzima específica do 

epitélio que é altamente expressa no intestino (GPx-2); um subtipo expresso no rim e pulmões 

e secretado no plasma (GPx-3); e GPx-4, que é amplamente expressa e difere em sua 
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especificidade de substrato em comparação com os outros membros da família. 

Consequentemente, a GPx-1 é uma enzima antioxidante crucial envolvida na prevenção do 

acúmulo prejudicial de peróxido de hidrogênio intracelular. Está presente em todos os 

compartimentos celulares, por exemplo, citosol, mitocôndrias e, em algumas células, nos 

peroxissomos. Estudos demonstraram que a  GPx-1 é mais eficaz do que a CAT na remoção de 

peróxidos intracelulares em muitas condições fisiológicas. O efeito da GPx-1 foi estudado em 

processos de modulação em que os oxidantes participam ativamente, incluindo crescimento 

celular anormal e respostas proliferativas; respostas patológicas adaptativas, como apoptose ou 

inflamação; e processos de lesões teciduais, tais como aqueles envolvidos na aterogênese, 

toxicidade de drogas e lesões por isquemia e perfusão. Além disso, estudos em humanos 

mostraram a participação da GPx-1 em alguns tipos de câncer e doenças cardiovasculares 

(LUBOS E., et al., 2011). 

 

Figura 3 - Atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPX) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Velazquez I, 2009.  

 

Dentre os agentes antioxidantes exógenos podemos citar a vitamina C, que é um dos 

vários compostos que fazem parte da primeira linha de defesa do corpo contra os danos 

celulares por radicais livres, neutralizando diretamente os radicais livres. Entretanto, em uma 

concentração mais elevada induz oxidação, seja gerando ROS ou inibindo os sistemas 

antioxidantes na presença de ferro, o que, por sua vez, induz a peroxidação lipídica 

(CHAKRABORTHY A., et al., 2014). 

A vitamina E, por sua vez, é o antioxidante neutralizador de radicais mais abundante e 

potente in vivo. É lipofílica e tem efeitos antioxidantes dentro de membranas biológicas e 

lipoproteínas em conjunto com a vitamina C, hidrofílica. As vitaminas E e C inibem a oxidação 

da LDL de forma sinérgica. Quando a vitamina E neutraliza os radicais peroxila ao se ligar a 
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eles, convertendo-os em moléculas menos reativas, se converte em sua forma oxidada, que pode 

ser reduzida pela vitamina C ou outros compostos redutores para regenerar a vitamina E (NIKI 

E., 2015). 

Já os polifenóis, importantes agentes antioxidantes, são divididos em grupos com base 

em sua estrutura química. Existem 10 ou mais classes de polifenóis, mas as quatro principais 

classes são os ácidos fenólicos, flavonóides, stilbenos e lignanas, tendo cada um deles 

subclasses com centenas de representantes, podendo ser encontrados em diversos tipos de 

vegetais (MYBURGH K.H., 2014). Os polifenóis presentes nos alimentos podem ajudar a 

limitar o dano oxidativo atuando diretamente sobre ROS e/ou estimular sistemas de defesa 

endógenos, como as enzimas antioxidantes. Os grupos fenólicos nos polifenóis podem receber 

um elétron para formar radicais fenoxil relativamente estáveis, interrompendo as reações de 

oxidação nos componentes celulares. A eficiência dos polifenóis como compostos antioxidantes 

depende muito da sua estrutura química (LANDETE J.M., 2013). 

Estudos demonstraram que pacientes hipertensos e alguns modelos animais de HAS 

tiveram produção excessiva de ROS, assim como, menor atividade antioxidante, o que foi 

relacionado ao aumento dos níveis de PA. Evidenciando, assim, a relação entre o aumento do 

estresse oxidativo e a HAS (R. BRITO & G. CASTILLO, 2015). Somado a essas evidências, 

estudos demonstraram que culturas de células do músculo liso vascular e de artérias isoladas de 

ratos e humanos hipertensos apresentaram níveis altos de ROS, sinalização redox-dependente 

amplificada, e atividade antioxidante reduzida. Classes de agentes anti-hipertensivos como 

bloqueadores beta-adrenérgicos, antagonistas de receptores de angiotensina, e bloqueadores de 

canais de cálcio, tem eficácia, em parte, pela diminuição do estresse oxidativo vascular (R. 

BRITO & G. CASTILLO, 2015). 

 

 

Remodelamento 

 

 

Aorta 

 

 

Os órgãos, tecidos e células vivos são projetados de forma a funcionarem otimamente, se 

adaptando funcionalmente às demandas mecânicas, remodelando sua geometria, estrutura e 

propriedades. O remodelamento do tecido é essencial para os sistemas vivos, atraindo grande 
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interesse para estudos (HAYASHI K. & NAIKI T., 2008). As células vasculares detectam e 

respondem ativamente a diversos estímulos, incluindo forças mecânicas, agentes vasoativos, 

fatores humorais e mediadores inflamatórios e trombóticos. As artérias de condutância, 

especialmente a aorta, são bem adaptadas às mudanças cíclicas na pressão sanguínea que as 

forçam a expandir durante a sístole e se retrair durante a diástole, amortecendo as variações 

pontuais de pressão, de modo que o fluxo sanguíneo em vasos menores e menos elásticos 

permaneça relativamente constante ao longo do ciclo cardíaco e essa tensão em microvasos é 

minimizada. (LEMARIÉ C.A., et al., 2009). O controle vasomotor (contração/relaxamento) 

está relacionado à rápida adaptação do diâmetro do vaso, onde as alterações na estrutura se 

apresentam como um processo dinâmico que ocorre em resposta a modificações 

hemodinâmicas à longo prazo (SAVOIA C. & VOLPE M., 2011).  

O remodelamento vascular está associado a alterações tanto do diâmetro luminal, quanto 

de mudanças na camada média (hipertrófica, eutrófica ou hipotrópica), devido ao aumento do 

fluxo sanguíneo. Entretanto, se o aumento da pressão em si ou outros fatores são responsáveis 

pelo início do remodelamento vascular não se tem conhecimento. Deste modo, o crescimento 

ou a apoptose, a contração ou o relaxamento, a senescência, a calcificação, a produção ou a 

degradação da matriz extracelular (ECM) alterada e a inflamação resultam então em mudanças 

estruturais (SAVOIA C. & VOLPE M., 2011). 

Na HAS, o remodelamento das artérias de maior calibre, como a aorta, é caracterizado, 

principalmente, pelo aumento da espessura da camada íntima-media (15-40%). O espessamento 

da parede permite uma compensação pelo aumento da PA e tende a normalizar o estresse na 

circunferência da parede (LAURENT S. & BOUTOUYRIE P., 2015). O aumento da espessura 

se deve às alterações estruturais da parede das artérias de maior calibre, incluindo deposição de 

colágeno e fibronectina, e fragmentação de elastina, o que leva a um aumento da espessura e 

rigidez da parede arterial (Figura 4) (BRIET M. & SCHIFFRIN E.L., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naiki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19627803
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Figura 4 - Remodelamento vascular 

 

Fonte:  Adam H, 2015. 

 

Estudos mostraram a participação direta da Ang II, por meio dos receptores AT1, 

promovendo uma mudança de um fenótipo contrátil para um proliferativo e sintético de 

VSMCs, levando à alterações na contratibilidade, além de hipertrofia, proliferação vascular e 

secreção de mediadores contráteis, mitogênicos, pró-fibróticos e inflamatórios. Esse quadro 

inflamatório vascular é caracterizado pelo recrutamento de células imunológicas dentre elas: 

monócitos e linfócitos, além de levar à produção de citocinas quimiotáticas. A Ang II tem ações 

pró-inflamatórias significativas induzindo a produção de ROS, citocinas, moléculas de adesão 

e ativação de genes inflamatórios redox-sensíveis em células vasculares (MONTEZANO A.C. 

et al., 2015). 

Esse quadro inflamatório vai levar também à ativação de outro componente importante 

nesse remodelamento, as metaloproteinases (MMPs), uma família de endoproteinases 

dependentes de zinco. As MMPs tem sua expressão e atividade aumentada durante o processo 

inflamatório, sendo secretadas por macrófagos, neutrófilos, linfócitos, células endoteliais, 

dentre outras, e sua secreção promovida por citocinas pró-inflamatórias. As MMPs então vão 

atuar no processo de remodelamento e degradação de proteínas da ECM promovendo a 

proliferação, migração e diferenciação celular, desempenhando assim um papel importante na 

angiogênese, apoptose e reparo tecidual (WANG X. & KHALIL R.A., 2018). 

Todas essas mudanças fenotípicas nas quais as células se tornam secretoras, migratórias, 

proliferativas e senescentes, além do aumento do quadro inflamatório, facilitam o 

remodelamento arterial, tais como o espessamento da camada íntima-média, fibrose, 
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calcificação e aneurismas associados a uma diminuição da vasodilatação dependente de 

endotélio e aumento da rigidez. Estudos mostraram que a inibição da Ang II efetivamente 

previne/trata o remodelamento estrutural arterial, diminuindo a rigidez e melhorando a função 

endotelial vascular em modelos animais (WANG M. et al., 2015). 

 

 

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) 

 

 

Existem vários modelos animais de hipertensão, incluindo hipertensão renovascular de 

Goldblatt (GH) (MATSUMOTO & HAYASHI, 1994), hipertensão DOCA-salt (acetato de 

desoxicorticosterona) (ORMSBEE & RYAN, 1973) (BERTHON et al., 2002), bandagem 

aórtica/ligadura (FUNG & LIU, 1989) (FRIDEZ et al., 2001) e o modelo SHR (MARQUE et 

al., 1999). A hipertensão em SHRs é baseada geneticamente e, nesse sentido, é considerada 

análoga à hipertensão essencial humana (GREENWALD & BERRY, 1978).  

A linhagem SHR foi originada a partir do cruzamento de ratos Wistar-Kyoto, 

provenientes de uma linhagem normotensa, mas que apresentavam níveis altos de PA. A 

hipertensão se desenvolve naturalmente ao longo de 2-5 meses de idade (DORNAS W.C. 

& SILVA M.E., 2011). A linhagem SHR tem sido amplamente utilizada como modelo de 

hipertensão. Os ratos, comparado à linhagem controle Wistar Kyoto, apresentam diferenças no 

fenótipo cardíaco, como: aumento da massa cardíaca, tolerância isquêmica cardíaca 

comprometida, susceptibilidade a arritmias ventriculares, e insuficiência cardíaca (NECKÁR J. 

et al., 2011). 

A elevação da pressão nos SHR começa a se desenvolver nas primeiras 4 semanas de 

vida, atingindos níveis sistólicos de aproximadamente 130 à 140 mmHg, atingindo seu valor 

máximo em 10 semanas de vida, onde atinge níveis sistólicos de 180 mmHg, raramente 

ultrapassando níveis acima de 200 mmHg. Nas primeiras semanas, os SHRs já mostram sinais 

do aumento do débito cardíaco, mas uma resistência periférica total em níveis normais, no 

entanto, à medida que a pressão estalibiliza em valores altos, o débito cardíaco retorna ao 

normal, e os vasos já hipertrofiados produzem então um aumento da resistência periférica total. 

Entre a 14a e 15a semanas, a patologia renal começa a se desenvolver, e já nas 30 semanas de 

idade possui taxas de filtração glomerular 20 à 30% mais comprometidos, comprometimento 

esse que não está presente nas fêmeas SHR, juntamente com um quadro de proteinúria 6 vezes 

menor quando comparados aos machos (ZAHRAA MOHAMMED-ALI et al., 2017) 
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O aumento do débito cardíaco nas primeiras semanas irá contribuir para o 

desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda, acompanhando o desenvolvimento da 

hipertensão. Esse quadro de hipertrofia cardíaco irá gerar, aos 12 meses de vida, um quadro de 

fibrose miocárdica local, aumentando com a idade, chegando a quadros de insuficiência 

cardíaca em alguns animais com 18 meses de idade (DORNAS W.C. & SILVA M.E., 2011). 

Como citado anteriormente, a causa patológica da hipertensão no modelo SHR é genética 

e embora os avanços genéticos tenham demonstrado a participação do cromossomo 13, ainda 

não foram identificados genes específicos para a patologia no modelo. Entretanto, os estudos 

mostraram a presença do gene para renina no cromossomo 13, assim como a participação direta 

do sistema renina-angiotensina-aldosterona no desenvolvimento da hipertensão nos SHR. 

Estudos apontaram também um aumento nos níveis de renina plasmática nos SHR jovens, 

coincidindo com o aumento da pressão sistêmica, assim como, um aumento nos níveis 

plasmáticos de Ang II, e atividade da ECA, corroborando com o papel chave do sistema renina-

angiotensina-aldosterona na hipertensão dos SHR (PETER G. ANDERSON et al., 2000; 

SUGANO M. et al., 2000). 

 

 

Extrato hidroalcoólico da folha da Colônia 

 

 

Alpinia zerumbet (Figura 5) é uma espécie aromática da família Zingiberaceae, 

distribuída por regiões tropicais e subtropicais no mundo (TU P.T. & Tawata S, 2014). 

Originária do Oeste da Ásia, no Brasil se encontra mais ao Sudeste e Nordeste do país, onde é 

popularmente conhecida como “colônia”. Tem sua utilização direcionada à confecção de chás 

principalmente, utilizados por seus efeitos anti-hipertensivo, diurético, ansiolítico e 

antiulcerogênico, por exemplo (LAHLOU, 2003) (SANTOS et al., 2011) (DE MOURA R.S., 

2005). 
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Figura 5 - Alpinia Zerumbet (colônia) 

 

 

 

Fonte: Adaptado de A Contributory Role of Shell Ginger, 2018. 

 

Plantas em geral necessitam de mecanismos que garantam a elas sobreviver em meio a 

estresses externos e certas mudanças fisiológicas, fatores estes que estão ligados à produção de 

radicais livres e ROS pela célula, que levam ao dano oxidativo intracelular. Assim, em resposta 

a essas alterações, são sintetizados metabólitos secundários para defesa celular contra o estresse 

oxidativo. Dentre esses metabólicos, compostos fenólicos e óleos esseciais possuem um papel 

fundamental (ELZAAWELY A. et al., 2006). 

Compostos fenólicos estão amplamente distribuídos em plantas, e se mostram presentes 

através de cor e sabor em vegetais e frutas. Acima disso, desempenham um papel importante 

na resistência da planta contra radicais livres, e na defesa contra infecções microbianas. 

(ELZAAWELY A. et al., 2007). 

Evidencias apresentadas por diversos estudos já vem apontando que a inserção de fontes 

de polifenóis, como frutas e vegetais, na dieta estão associados à uma melhora na progressão 

de doenças cardiovasculares, assim como, melhora no perfil lipídico, redução da geração de 

ROS, levando à um aumento da capacidade antioxidante do próprio corpo, contribuindo assim 

para a melhora da função cardiovascular no organismo (SERINO A. & SALAZAR G., 2018). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847206000475#!
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Estudos químicos mostraram que as folhas de Alpinia zerumbet são ricas em flavonoides, 

uma classe de polifenóis, como [(+)-catequina, (+)-epicatequina, rutina, quercetina, kaempferol 

3-O-rutinosídeo, kaempferol 3-O-glucoronídeo, kaempferol] (MPALATINOS M.A et al., 

1998). 

Esses flavonoides presentes nas folhas de Alpinia zerumbet tem exibido benefícios no 

tratamento de algumas patologias cardiovasculares. Paulino E.T. et al., 2019 mostrou o efeito 

cardioprotetor do extrato hidroalcóolico das folhas de colônia em modelo de infarto induzido 

por isoproteronol, sugerindo que o mecanismo relacionado a tal efeito seria o efeito cardio-

depressivo desencadeado pelo bloqueio de canais de cálcio do tipo L, bem como, sua ação 

antioxidante (PAULINO E.T. et al., 2019). 

Estudos demonstraram também, que o extrato hidroalcoólico obtido a partir de folhas de 

Colônia induz um efeito vasodilatador dependente de endotélio. Esse efeito parece ser 

dependente da via NO-GMPc (3’, 5’ guanosina monofosfato cíclico) e tem a participação de 

receptores B2 da BK. Além disso, este extrato promove um efeito anti-hipertensivo em modelo 

DOCA-sal (DE MOURA R.S. et al., 2005).  

Os benefícios dos polifenóis podem estar relacionados com a sua atividade antioxidante, 

ao efeito vasodilatador (ROCHA et al., 2007; KHURANA S. et al., 2013) e a sua ação anti-

hipertensiva (DE MOURA R.S. et al., 2002; KHURANA et al., 2013), bem como sua 

capacidade de reduzir os níveis de colesterol (DE OLIVEIRA et al., 2010) e o desenvolvimento 

de placas ateroscleróticas (WADDINGTON et al., 2004; KHURANA et al., 2013). 

A maior parte dos estudos relacionados a planta Alpinia zerumbet engloba o tratamento 

de fisiopatologias com os óleos essências presentes na planta. Os óleos essenciais são óleos 

aromáticos líquidos, voláteis e lipofílicos, extraído de diferentes partes da planta, como folhas, 

sementes, flores e cascas. Os óleos são encontrados em diferentes tipos de plantas, onde são 

usados popularmente para dar sabor e odor aos alimentos, de acordo com os constituintes do 

óleo presente na planta (TONGNUANCHAN P & BENJAKUL S, 2014) 

Kavapironas como a DDK (Dihidro-5,6-deidrokawaina) compõe a maior parte dos óleos 

essenciais presentes na folha de Alpinia. Compostos esses que garantem a planta uma ação 

defensiva contra fungos e insetos (A. ELZAAWELY, 2006). Estudos com os óleos essências 

da Alpinia já apontaram um efeito vasodilatador (PINTO et al., 2009), anti-hipertensivo 

(LAHLOU et al., 2003) e protetor contra lesão de células endoteliais aórticas e inflamação (Ji 

Y.P. et al., 2019), além de atividade fungicida (LIMA et al., 1993), bloqueio da excitabilidade 

neural (LEAL-CARDOSO et al., 2004) e atividade antioxidante (A. ELZAAWELY et al., 

2006). 
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Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar as ações do extrato 

hidroalcoólico de folhas de A. zerumbet em ratos SHR, com vistas ao aumento do arsenal 

terapêutico para o tratamento da hipertensão arterial humana.

 OBJETIVOS 

 

 

1.1. Objetivo Geral 

 

 

Avaliar os efeitos do tratamento terapêutico crônico com o extrato hidroalcoólico de 

folhas da Colônia (AZE) sobre as alterações cardiovasculares observadas em ratos 

esponteaneamente hipertensos (SHR). 

 

 

1.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar no modelo SHR, se o tratamento com AZE modifica: 

 

a) Os parâmetros hemodinâmicos; 

b) O sistema renina-angiotensina; 

c) A função renal; 

d) A disfunção endotelial; 

e) O estresse oxidativo; 

f) O remodelamento arterial. 
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 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1. Preparação do extrato hidroalcoólico de folhas da Colônia (Alpinia zerumbet) 

 

 

Foram utilizadas folhas de Colônia provenientes do Jardim do Palácio do Catete (Rio de 

Janeiro, RJ) fornecidos pela nossa colaboradora Prof.a Dr.a Cristiane Pimentel Victório 

(UEZO). Para a obtenção do extrato, as folhas obtidas foram superficialmente limpas, e 

posteriormente deixadas a secar em temperatura ambiente durante aproximadamente 30 dias. 

As folhas foram então cortadas em pequenos pedaços e extraídas à quente, e misturada à uma 

solução de etanol e água, na proporção de 50 g de folhas secas para 800 ml de etanol/água (1:1), 

e acondicionado em frasco âmbar sob refrigeração. O extrato foi agitado periodicamente por 2 

a 4 horas durante aproximadamente 15 dias. Em seguida, o extrato foi filtrado em filtro 

Whatman nº 1 e submetido à evaporação do etanol à baixa pressão. O resíduo foi liofilizado e 

mantido a -20°C até o uso (DE MOURA R.S., 2005). A quantificação de polifenóis totais nos 

extratos foi avaliada pelo método de Folin–Ciocalteu (Singleton and Rossi, Colorimetry of total 

phenolics with phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents, 1965), mostrando uma média 

de 1,56 mg/g de amostra analisada. 

 

 

2.2. Animais 

 

 

Os animais foram obtidos do biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia, 

do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro. Os animais foram mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 h, com presença de luz a 

partir das 6:00 h da manhã, sendo os experimentos realizados durante o dia. Os animais tiveram 

livre acesso à ração e água. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética para 

o Cuidado e Uso de animais Experimentais do IBRAG-UERJ (nº52/2016) 

Para o estudo sobre o efeito do tratamento crônico com o extrato, foram utilizados 20 

ratos SHR e 20 ratos Wistar-Kyoto (WKY), com 90 dias de idade, pesando entre 300 e 430 g. 

O tratamento teve início a partir da estabilização da hipertensão dos ratos SHR 
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(PAS>200mmHg e/ou PAD>150mmHg), transcorrendo durante 6 semanas. Portanto, os 

animais foram divididos em 4 grupos experimentais:  

- Grupo WKY (n=10): Ratos WKY que receberam apenas água da 1ª semana à 6ª semana 

de tratamento.  

- Grupo WKY + AZE (n=10): Ratos WKY que receberam o AZE (50mg/kg/dia) 

misturado na água de beber da 1ª semana à 6ª semana de tratamento.  

- Grupo SHR (n=10): Ratos SHR que receberam apenas água da 1ª semana à 6ª semana 

de tratamento.  

- Grupo SHR + AZE (n=10): Ratos SHR que receberam o AZE (50mg/kg/dia) misturado 

na água de beber da 1ª semana à 6ª semana de tratamento. 

 

 

2.3. Medida dos parâmetros hemodinâmicos  

 

 

As medidas da PAS, PAD e PAM (mm Hg), foram realizadas de modo não invasivo, pela 

técnica de pletismografia de cauda, por meio do aparelho CODAHT2 (Kent Scientific) (Figura 

6). Nesse método, um garrote e um sensor de pulso são colocados em torno da cauda do animal, 

e através do volume de sangue que flui pela cauda, os dados de pressão são registrados. As 

medidas foram realizadas uma vez por semana durante o período de 6 semanas do tratamento. 

Os animais foram treinados por 2 semanas, antes do período experimental, para minimizar o 

estresse durante a medida da PA. 

 

Figura 6 - Técnica de pletismografia de cauda 
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2.4. Coleta de urina de 24h e análise bioquímica 

 

 

Após 6 semanas de tratamento, os ratos foram alocados em gaiolas metabólicas para a 

coleta de urina de 24 h, sendo avaliado o volume urinário. Alícotas de urina foram guardadas 

à -80 ºC para posterior análise de proteinúria, ureia e creatinina. 

As análises de proteinúria (resultados expressos em mg/24h) e ureia (g/24 h) 

foram realizadas através de kit comercial da Biotécnica®, enquanto que a creatinina (mg/24 

h) 

foi determinada pela utilização do kit comercial da Bioclin®. 

 

 

2.5. Eutanásia 

 

 

Após a coleta da urina de 24 h, os ratos foram anestesiados com tiopental sódico (70 

mg/kg) por via intraperitoneal. Após certificado que o animal estava anestesiado, foi realizada 

a laparotomia, com posterior coleta de sangue através de punção da artéria aorta abdominal, 

assim como isolamento do leito arterial mesentérico (LAM), da artéria aorta torácica e do 

coração. O LAM foi utilizado imediatamente para o experimento de reatividade vascular. A 

aorta foi preservada em formalina tamponada para posterior análise morfológica. 

 

 

2.6. Análises bioquímicas na urina e no plasma 

 

 

Os níveis de uréia, proteinúria e creatinina foram foram determinadas por método 

colorimétrico através de kits comerciais (Bioclin®). Os níveis de Ang II foram avaliados por 

kit comercial ELISA (Elabscience®).  
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2.7. Isolamento do LAM. 

 

 

As preparações de LAM foram isoladas de ratos dos 4 grupos experimentais, conforme 

descrito por McGregor (1965). O LAM foi estendido para o exterior da cavidade abdominal e 

envolto em gaze umedecida com solução de Krebs [composição em mM: NaCl (118.3); KCl 

(4.7); CaCl2.2H2O (2.5); MgSO4.6H2O (1.2); NaHCO3 (25.0); KH2PO4 (1.2); glicose (11.1); 

ácido etilenodiamino tetra acético – EDTA (0.026)]. Os ramos pancreático, duodenal, íleo-

cólico e cólico direito da artéria mesentérica superior foram ligados e seccionados. O intestino 

delgado foi ligado e seccionado à altura do jejuno proximal e do íleo distal. A artéria 

mesentérica superior foi isolada na sua origem, à altura da artéria aorta abdominal e canulada 

com um tubo de polietileno (PE 50, Clay Adams Brand CA – Becton Dickinson) preenchido 

com solução de Krebs. Em seguida, o intestino delgado foi separado do leito vascular, cortando-

se rente à borda intestinal, e a preparação lavada com solução de Krebs para os experimentos 

de reatividade vascular. 

 

 

2.8. Reatividades do LAM às substâncias vasoativas 

 

 

Após o isolamento, o LAM foi acoplado a um sistema de perfusão de órgãos. A 

preparação vascular foi colocada em uma cuba (volume de 10 mL) e constantemente perfundida 

por meio da cânula inserida na artéria mesentérica superior que foi conectada a uma bomba 

peristáltica (Model MINIPULS 3, Gilson®, LB, França) (Figura 7). A solução de Krebs, 

mantida à 37 °C e aerada com mistura carbogênica (95% O2 /5% CO2) foi infundida à 

velocidade constante de 4 mL /min e a pressão de perfusão registrada continuamente em um 

computador através do programa LabChart Reader 7 (SP, Brasil), por meio de um transdutor 

de pressão (PowerLab 4/30, SA, Austrália). Os experimentos foram precedidos de um período 

de 30 min de estabilização da preparação. Em seguida, foi testada a viabilidade dos vasos 

mesentéricos por meio de injeção “in bolus” de 120 µmol de KCl. 

A resposta vasoconstritora foi expressa pelo aumento na pressão de perfusão (mm Hg) e 

a resposta vasodilatadora foi expressa em termos de % de queda da resposta pressora induzida 

pela norepinefrina (NE). As injeções “in bolus” das substâncias utilizadas nos experimentos 

foram realizadas por meio de um injetor acoplado ao sistema de perfusão, por meio de 
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microseringas de 10 e 100 µl (Hamilton). O intervalo entre as injeções foi de aproximadamente 

5 min, permitindo sempre o retorno e estabilização da pressão de perfusão aos níveis anteriores 

e as injeções foram administradas em volumes que variam de 5 a 50 µl. 

 

Figura 7 - Sistema de perfusão de órgãos 

 

 

 

 

 

2.8.1. Resposta vasoconstritora induzida pela norepinefrina (NE) 

 

 

Após a obtenção de uma resposta consistente promovida pelo KCl, a resposta pressora 

induzida pela NE foi avaliada através da injeção de doses crescentes (1-1000 nmol) no LAM 

na pressão de perfusão basal. 

 

 

2.8.2. Resposta vasodilatadora induzida pela ACh  

 

 

Em LAM isolado dos animais, após a lavagem com Krebs e retorno à pressão basal, 

iniciou-se o período de sensibilização vascular, no qual a NE foi adicionada à solução de 

perfusão, em concentração suficiente (10-30 μM) para estabilizar a pressão de perfusão em 
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torno de 80-100 mm Hg. Após a obtenção de uma resposta pressora induzida pela NE, foi 

testado então a função endotelial vascular, com injeções de ACh (1-300 pmol), que produz um 

efeito vasodilatador dependente da liberação de NO pelas células endoteliais. 

 

 

2.9. Análise de nitrito no plasma 

 

 

O NO possui um tempo de vida curto, por isso, a medida da produção do mesmo é 

mensurada pela formação do nitrito (NO2), um produto de degradação estável e não volátil. A 

dosagem de nitrito pode ser realizada pelo método de Griess no qual o principio de reação é 

baseado na formação de um azo composto. O nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida 

em meio ácido para formar um composto intermediário, o sal de diazônio. Em seguida, este sal 

reage com N-naftil-etilenodiamina formando um composto azo estável de coloração púrpura. 

100ul de plasma foi adicionado em cada poço de placa de ELISA. Posteriormente, foi 

adicionado 50 ul da solução 1 (sulfanilamida 1% em solução de ácido fosfórico a 2,5% (200 

mg sulfanilamida + 600 μl de ácido fosfórico + 19,4 ml de H2O deslitada)). Após 10 minutos, 

foi adicionado 50µl da solução 2 (N-naftil-etilenodiamina 0,1% em solução de ácido fosfórico 

a 2,5% (20 mg de N-naftil-etilenodiamina + 600 μl de ácido fosfórico + 19,4 ml de H2O)) e 

analisado em comprimento de onda de 540 nm (GREEN et al., 1982; SUN et al., 2003). 

 

 

2.10. Ensaios Pró-oxidantes 

 

 

2.10.1. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) 

 

 

A medida do dano em lipídeos de membrana é utilizada para avaliação do estado de 

oxidação dos ácidos graxos em sistemas biológicos. O dano em lipídeos de membrana é 

determinado pela formação de subprodutos da lipoperoxidação (por exemplo, malondialdeido-

MDA), que são substancias reativas ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBARs) formadas 

durante a peroxidação em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage com o TBA 

gerando um produto colorido róseo (DRAPPER H.H & HADLEY M.,1990). Foram utilizados 
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200 μL de amostra de plasma, diluídos em 600 μL de TCA. As amostras foram centrifugadas 

por 10 min em 1000 rpm à 4ºC. Posteriormente foram separados 300 μL do sobrenadante em 

um tubo de ensaio com tampa e adicionados 300 μL de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados 

em um banho seco (95ºC) por trinta minutos para que ocorresse a reação. Deixou-se esfriar por 

5 min e posteriormente foi feita a leitura em espectrofotômetro (532 nm). 

 

 

2.10.2. Carbonilação de proteínas 

 

 

A medida do dano de oxidação em proteínas é determinado nos ataque dos radicais livres 

aos resíduos de proteínas para gerar produtos com o grupamento carbonil, o qual pode ser 

medido através da reação com 2,4-dinitrofenilhidrazina. O conteúdo de carbonil é determinado 

espectrofotometricamente (370 nm), usando um coeficiente 22.0000 molar-1 em nmol/mg de 

proteínas (LEVINE et al., 1990). 

Foram utilizados 200μL de amostra de plasma em duplicata para este experimento. Foram 

então realizadas lavagens com solução de HCL-acetona, TCA 10%, TCA 20%, TCA 30%, e 

etanol-acetato de etila. Em cada uma das lavagem as amostras foram centrifugadas por 3 min à 

14000 rpm, à 4ºC, e descartado o sobrenadante. Posteriormente, uma parte da duplicata das 

amostras foi incubada com 2,4-dinitropheniylhydrazine e a outra parte da duplicata incubada 

com HCl 2M por 1 h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. 

Todas as amostras foram incubadas com guanidina 6M a 60ºC por trinta min. As amostras 

foram centrifugadas, e foi realizada a leitura da absorbância do sobrenadante em 

espectrofotômetro (370 nm). 

 

 

2.11. Atividade das enzimas antioxidantes em plasma 

 

2.11.1. Medida da SOD 

  

A SOD catalisa a dismutação do ânion superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. 

A determinação da sua atividade baseou-se na medida da concentração de adenocromo, 

formado na oxidação da noradrenalina pelo ânion superóxido (BANNISTER & CALABRESE, 

1987). Foram utilizados 10, 20 e 30 μL de cada amostra de plasma em cubetas separadas. As 
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amostras foram incubadas com 970 μL tampão glicina (3,75 mg/mL de água destilada) e 40 μL 

de norepinefrina (19 mg/mL de água destilada + 15 μL/mL de HCl fumegante). Também foram 

adicionados 20 μL da enzima catalase (1,2 mg/ml de água destilada) ao meio para retirar o 

peróxido de hidrogênio formado pela reação catalisada pela SOD. A concentração de 

adenocromo foi medida a cada 10 s por 180 s, por espectrofotometria (480 nm). 

 

 

2.11.2. Medida da CAT  

 

 

A CAT é uma hemeproteína que catalisa a degradação do peróxido de hidrogênio, 

formando oxigênio molecular e água. A atividade foi avaliada através do consumo de peróxido 

de hidrogênio pela reação. Foram utilizados 20 μL de amostra de plasma em cubetas de quartzo. 

As amostras foram incubadas com 2 mL de tampão fosfato e peróxido de hidrogênio (0.16%). 

A concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi avaliada durante sessenta segundos por 

espectrofotometria (240 nm) em um intervalo de trinta segundos (AEBI, 1984). 

 

 

2.11.3. Medida da GPx  

 

 

A GPx é uma enzima selênio-dependente que catalisa a redução do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e hidroperóxidos orgânicos (ROOH) para H2O e álcool, usando a GSH como 

doador de elétrons. Ela está localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. A 

determinação da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa de decaimento da NADPH, 

determinada por espectrofotometria, no comprimento de onda de 340 nm. Foram utilizados 200 

μL de amostra de plasma em cubetas. As amostras foram incubadas com 1800 μL de tampão 

fosfato, GSH (2 mM), glutationa redutase (GR) (0.11 mg/mL) e azida sódica (0,065 mg/mL) 

durante 10 min. Após o tempo de incubação, NADPH (10 mM) foi adicionado ao meio e foram 

realizadas as leituras e um intervalo de 180 s. Posteriormente, H2O2 (3%) foi adicionado e uma 

nova leitura foi realiza por 240 s. O decaimento da NADPH foi determinado por 

espectrofotometria (340 nm) (FLOHÉ L. & GUNZLER W.A., 1984). 
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2.12. Análise morfológica 

 

 

2.12.1. Aorta 

 

 

A aorta torácica dos ratos foi isolada de todos os grupos experimentais, fixada em 

paraformaldeído 4%, pH 7,4, e incluída em bloco de paraplast plus (Sigma-Aldrich Co., St 

Louis, MO, USA). Fatias de 3 µm foram coradas com hematoxilina e eosina, possibilitando a 

análise do espessura entre a camada íntima-média da aorta (EIMA-região delimitada entre as 

lâminas elásticas interna e externa), e da área do lúmen. As imagens digitais foram capturadas 

(formato JPEG, colorida 36-bit, 1360-1024 pixels, objetiva de 4x para o lúmen e 20x para 

camada íntima-média) com uma câmera LC Evolution e um microscópio de luz Olympus BX51 

e as análises foram realizadas com o programa Image-Pro Plus versão 5.0 (Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD, EUA).  

 

 

2.13. Análise Estatística 

 

 

Os resultados em gráfico de barra foram expressos como média acompanhada do erro 

padrão da média (X ± e.p.m) e foram analisados por meio de “One-way analysis of variance” 

(ANOVA), com posterior utilização do teste de Tukey. E os gráficos de linha foram expressos 

como média acompanhada do erro padrão da média (X ± e.p.m) e foram analisados por meio 

de “Two-way analysis of variance” (ANOVA), com posterior utilização do teste de Tukey.  
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 RESULTADO 

 

 

3.1. Análise do ganho de peso no tratamento 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos quanto ao peso e ao ganho 

de peso durante o tratamento (Gráfico 1). 

 

Gráfico 1 - Peso corporal (A) e ganho de peso (B) de animais dos grupos WKY, WKY+AZE, 

SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da 

média, n= 10 animais por grupo 

 

 

 

3.2. Medida da PA 

 

 

As pressões arteriais sistólica, diastólica e média apresentaram-se 39% maiores (p<0.05) 

nos animais do grupo SHR, e 63% maiores no grupo SHR+AZE  antes de iniciar o tratamento, 

quando comparado aos controles. A PA foi mantida elevada no grupo SHR durante todo o 

período experimental. Além disso, as pressões foram 37% menores (p<0,05) no grupo 

SHR+AZE quando comparado ao grupo SHR ao final do experimento, chegando a atingir 

níveis normotensos. Deste modo, o tratamento com AZE foi capaz de reduzir os níveis de 
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pressão nos ratos SHR. O tratamento não alterou os níveis de pressões arteriais em condições 

normotensas (Gráfico 2). 

 

Gráfico 2 - Pressão arterial sistólica (A), diastólica (B) e média (C) nos animais dos grupos 

WKY, WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média 

± erro padrão da média, n= 10 animais por grupo. P<0,05: * vs WKY; # vs 

WKY+AZE; & vs SHR 

 

 

 

3.3. Análise da Angiotensina II circulante 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos quanto aos níveis 

plasmáticos de Angiotensina II (Gráfico 3). 
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Gráfico 3 - Níveis de Ang II no plasma de animais dos grupos WKY, WKY+AZE, SHR e 

SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média, n= 10 

animais por grupo 
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3.4. Análises bioquímicas no plasma e na urina de 24h do final do tratamento 

 

 

3.4.1. Volume Urinário 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos quanto ao volume total 

urinário de 24h (Gráfico 4). 
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Gráfico 4 - Volume urinário de 24h de animais dos grupos WKY, WKY+AZE, SHR e 

SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média, n= 

10 animais por grupo 

 

 

 

 

3.4.2. Excreção de uréia no plasma e na urina. 

 

 

Os níveis plasmáticos de ureia (Gráfico 5A) apresentaram-se 22% maiores (p<0,05) no 

grupo SHR em comparação aos grupos controles. 

Com relação aos níveis de excreção de uréia na urina (Gráfico 5B), os resultados 

mostraram níveis 60% menores (p<0,05) no grupo SHR em comparação ao grupo WKY. O 

tratamento com o AZE aumentou em 140% (p<0,05) a excreção de ureia na urina de animais 

do grupo SHR+AZE em relação ao grupo SHR não tratado, sem levar a alterações 

estatisticamente significativas nos níveis plasmáticos. 

Gráfico 5:Níveis de uréia no plasma (A) e na urina (B) dos animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da 

média, n= 10 animais por grupo. P<0,05: * vs WKY; # vs WKY+AZE; & vs SHR. 

Gráfico 5:Níveis de uréia no plasma (A) e na urina (B) dos animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da 

média, n= 10 animais por grupo. P<0,05: * vs WKY; # vs WKY+AZE; & vs SHR. 
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Gráfico 5 - Níveis de uréia no plasma (A) e na urina (B) dos animais dos grupos WKY,   

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro 

padrão da média, n= 10 animais por grupo. P<0,05: * vs WKY; # vs WKY+AZE; & 

vs SHR 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3.4.3. Excreção de creatinina no plasma e na urina 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas quanto aos níveis de creatinina no plasma 

(Gráfico 6A) entre os grupos controle e os grupos hipertensos. O tratamento com o AZE, 

entretanto, diminuiu em 36% esses níveis no grupo SHR+AZE, apresentando valores menores 

(p<0,05) quando comparado ao grupo SHR. 

A excreção de creatinina na urina (Gráfico 6B) foi 33% menor (p<0,05) no grupo SHR 

em comparação aos grupos controles. O tratamento com o AZE foi capaz de aumentar (p<0,05) 

em 28% esses níveis no grupo SHR+AZE, apresentando valores estatisticamente iguais aos 

grupos WKY e WKY+AZE. 
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Gráfico 6 - Níveis de creatinina no plasma (A) e na urina (B) dos animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro 

padrão da média, n= 10 animais por grupo. P<0,05: * vs WKY; # vs WKY+AZE; 
& vs SHR 

 
 

3.4.4. Proteínas totais na urina 
 
 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos quanto à 

excreção de proteínas totais na urina (Gráfico 7). 

 

Gráfico 7 - Níveis de proteínas totais na urina dos animais dos grupos WKY, WKY+AZE, SHR 

e SHR+ AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média, n= 10 

animais por grupo 
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3.5. Reatividade do LAM às substâncias vasoativas 

 

 

3.5.1. Pressão Basal 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos quanto ao nível de pressão 

basal no LAM dos diferentes grupos experimentais antes de iniciar os experimentos de 

reatividade vascular (Gráfico 8). 

 

Gráfico 8 -Nível de pressão basal do LAM de animais dos grupos WKY, WKY+AZE, SHR e 

SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média, n= 10 

animais por grupo 
 

 

 
 

3.5.2. Resposta vasodilatadora induzida pela Ach 

 

 

A ACh produziu uma resposta vasodilatadora dose-dependente que foi 19% menor 

(p<0,05) em LAM de animais dos grupos SHR e SHR+AZE quando comparado aos grupos 
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WKY e WKY+AZE. Sendo assim, o tratamento com o AZE não foi capaz de influenciar a 

resposta vasodilatadora da ACh, que promove vasodilatação dependente da liberação de óxido 

nítrico pelas células endoteliais (Gráfico 9). 

 

Gráfico 9 - Efeito vasodilatador induzido pela ACh em LAM de animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro 

padrão da média, n= 10 animais por grupo. P<0,05 

 

: * vs WKY; # vs WKY+AZE. 

 

 

3.5.3. Resposta vasoconstritora induzida pela norepinefrina (NE) 

 

 

A Norepinefrina produziu uma resposta vasoconstritora em LAM de todos os grupos 

experimentais. Essa resposta foi significativamente 76% maior (p<0,05) nos grupos SHR e 

SHR+AZE quando comparado aos grupos WKY e WKY+AZE. Deste modo, o tratamento com 

o AZE não interferiu na resposta vasoconstritora da norepinefrina (Gráfico 10). 

 

 

Acetilcolina (pmol)

R
e
la

x
a
m

e
n

to
 %

1 3 10 30 10
0

30
0

0

20

40

60

80

100

WKY

WKY + AZE

SHR

SHR + AZE

*
#



49 
 

Gráfico 10 - Efeito vasoconstritor induzido pela norepinefrina em LAM de animais dos grupos 

WKY, WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média 

± erro padrão da média, n= 10 animais por grupo. P<0,05: * vs WKY; # vs 

WKY+AZE 

 

 

 

3.6. Medida de Nitrito (NO2
−) 

 

 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos quanto 

aos níveis de nitrito no plasma (Gráfico 11). 
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Gráfico 11 - Niveis de nitrito (NO2
−) em amostra de plasma de animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro 

padrão da média, n= 10 animais por grupo 

 

 

 

3.7. Dano oxidativo 

 

 

3.7.1. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) na urina e no plasma 

 

 

Os níveis de TBARS na urina (Gráfico 10A) foram 104% maiores (p<0,05) no grupo 

SHR em comparação aos grupos controles. O tratamento com a AZE foi capaz de diminuir 

(p<0,05) esses níveis no grupo SHR+AZE em 64%, apresentando valores comparáveis aos 

grupos WKY e WKY+AZE. 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos quanto aos níveis de 

TBARS no plasma (Gráfico 10B). 
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Gráfico 12 - Níveis de TBARS na urina (A) e no plasma (B) dos animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro 

padrão da média, n= 10 animais por grupo. * vs WKY; # vs WKY+AZE; & vs SHR 
 

 

 

 

3.7.2. Carbonilação de proteínas 

 

 

Os níveis plasmáticos de carbonil foram 148% maiores (p<0,05) no grupo SHR em 

comparação aos grupos controles. O tratamento com o AZE foi capaz de diminuir (p<0,05)  

esses níveis no grupo SHR+AZE em 36%, apresentando valores estatisticamente iguais aos 

grupos WKY e WKY+AZE (Gráfico 11). 
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Gráfico 13 - Níveis plasmáticos de carbonil no plasma dos animais dos grupos WKY, 

WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão expressos como média ± erro 

padrão da média, n= 8 animais por grupo. * vs WKY; # vs WKY+AZE; & vs SHR 
 

 

 

3.8. Análise da atividade das enzimas SOD, CAT e GPX no plasma 

 

 

Foi observado um nível de atividade menor (p<0,05) das enzimas CAT e GPX, 80% e 

72%, respectivamente,  no plasma de animais do grupo SHR quando comparado aos grupos 

controles WKY e WKY+AZE. O tratamento com o AZE foi capaz de aumentar (p<0,05) a 

atividade antioxidante da CAT em 344%, e a atividade da GPx em 100% no grupo SHR+AZE 

em comparação ao grupo SHR, alcançando níveis estatisticamente iguais aos grupos controle 

WKY e WKY+AZE (Gráfico 14A  e B). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos quanto à atividade da 

SOD (Gráfico 14C). 

 

 

 

 

 



53 
 

Gráfico 14 - Atividade das enzimas antioxidantes CAT (A), GPX (B) e SOD (C) no plasma de 

animais dos grupos WKY, WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. Os valores estão 

expressos como média ± erro padrão da média, n= 6 animais por grupo. P<0,05: 

* vs WKY; # vs WKY+AZE; & vs SHR 

 

 

 

3.9. Análise morfológica da aorta 

 

 

Foi observado em anéis da artéria aorta de animais do grupo SHR um aumento (p<0,05) 

de 47% da EIMA quando comparado aos grupos controle WKY e WKY+AZE. O tratamento 

com o AZE foi capaz de reverter esse quadro, mostrando em anéis de aorta do grupo SHR+AZE 

uma diminuição (p<0,05) de 27% da  EIMA, sendo comparável estatisticamente aos grupos 

WKY e WKY+AZE (Gráfico 13A).  

Foi observado também uma área 17% menor (p<0,05) do lúmen arterial em animais do 

grupo SHR quando comparado aos grupos WKY e WKY+AZE. O tratamento com o AZE 

também foi capaz de reverter esse quadro, mostrando em anéis de aorta do grupo SHR+AZE 
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um aumento (p<0,05) de 26% do lúmen, sendo comparável aos grupos  WKY e WKY+AZE 

(Gráfico 13B). 

 

Gráfico 15 - Análise histológica da aorta. Espessura da camada media da aorta (A) e área do 

lúmen arterial (B) nos animais dos grupos WKY, WKY+AZE, SHR e SHR+AZE. 

Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média, n=6 animais por 

grupo. P<0.05: * vs WKY; # vs WKY+AZE; & vs SHR. (Barra de escala (A): 100 

micrômetros, aumento 20x; (B): aumento 4x.   
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 DISCUSSÃO 

 

 

Neste trabalho, avaliamos os efeitos do tratamento crônico com o extrato hidroalcóolico 

de folhas de Colônia (AZE) sobre as alterações cardiovasculares em ratos espontaneamente 

hipertensos, um modelo experimental que mimetiza as principais características da hipertensão 

essencial humana. Ainda, avaliamos possíveis mecanismos envolvidos no efeito anti-

hipertensivo do extrato.  

O modelo SHR tem se mostrado de grande importância para o entendimento da 

fisiopatologia da HAS, mimetizando as condições da hipertensão essencial humana. Apesar de 

ter origem genética, e complexa, estudos já mostraram que assim como em outras doenças 

cardiovasculares, há uma participação chave do SRA na fisiopatologia da hipertensão em ratos 

SHR, desencadeando diversas alterações cardiovasculares características da hipertensão.  

(PETER G. ANDERSON et al., p784, 2000; SUGANO M. et al., 2000). 

Nosso estudo então demonstrou o desenvolvimento de alterações cardiovasculares em 

ratos SHR, caracterizado pelo aumento nos níveis de PA, disfunção endotelial, indícios de 

alterações na função renal, estresse oxidativo, e alterações vasculares demonstrada pela 

diminuição do lúmen arterial como consequencia de um aumento da espessura da camada 

íntima-média da aorta, corroborando assim com dados da literatura (ALIEV O.L. et al., 2015 ; 

GLUAIS P. et al., 2005; ZHANG J. et al., 2016; KOBAYASHI N. et al., 2005; JIN L. et al., 

2017). 

Dados do presente estudo revelaram pela primeira vez que animais SHR adultos, com 

hipertensão estabelecida, quando tratados cronicamente com o extrato hidroalcóolico de folhas 

de Colônia, apresentam expressiva redução da PA, demonstrando seu efeito anti-hipertensivo 

neste modelo. Estudos químicos já mostraram que as folhas de Alpinia zerumbet são ricas em 

flavonoides, uma classe de polifenóis, como: [(+)-catequina, (+)-epicatequina, rutina, 

quercetina, kaempferol 3-O-rutinosídeo, kaempferol 3-O-glucoronídeo, kaempferol], que estão 

ligados direta ou indiretamente aos efeitos antioxidante, anti-hipertensivo, ansiolítico, 

vasodilatador, dentre outros, presentes na folha. (MPALATINOS M.A. et al., 1998). 

Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa também mostraram o efeito anti-

hipertensivo desse extrato em modelo DOCA-sal, atrelado à isso, mostrou também seu efeito 

vasodilatador, o qual é dependente da via NO-GMPc e tem a participação de receptores B2 da 

BK, mostrando assim o potencial do extrato hidroalcóolico de folhas de Colônia como anti-

hipertensivo (DE MOURA R.S., 2005). 



56 
 

O presente estudo também mostrou um aumento da resposta vasoconstritora induzida 

por NE, e também uma redução da resposta vasodilatadora induzida por ACh, um agente que 

promove vasodilatação dependente de endotélio, em LAM isolado de ratos SHR, comprovando 

que neste modelo é observada uma disfunção endotelial. Nossos resultados corroboram os 

dados de KONG X et al., (2015), que observaram uma menor resposta vasodilatadora induzida 

pela ACh em anéis de aorta de ratos SHR comparados a ratos normotensos. Essa menor resposta 

vasodilatadora estaria ligada diretamente à disfunção endotelial presente em ratos SHR, 

causado principalmente pela queda da biodisponibilidade de NO, e por uma menor ativação da 

eNOS. 

O NO, por sua vez, é metabolizado no organismo ao interagir com o oxigênio molecular 

e moléculas de água, formando os produtos nitrito e nitrato, desta forma, a menor concentração 

de NO leva então a níveis menores de nitrito circulante comprovando assim a presença de uma 

disfunção endotelial. Nosso estudo não mostrou diferença significativa de nitrito no plasma de 

ratos SHR quando comparados aos controles, resultado contrario ao mostrado por GRATON 

M.E. et al., (2019). Entretanto, a análise do mesmo diretamente no LAM, poderia nos fornecer 

uma relação melhor entre o NO e a disfunção endotelial presente neste modelo. 

Em nosso estudo, os resultados mostraram que o tratamento com o extrato de folhas da 

Colônia não foi capaz de melhorar significativamente tanto a disfunção vascular, como os níveis 

plasmáticos de nitrito no plasma observada neste modelo experimental, mostrando que os 

mecanismos associados ao efeito anti-hipertensivo das folhas da colônia não estão relacionados 

a uma melhora desses parâmetros, diferente do que ocorre com o extrato hidroalcóolico do 

caroço do açaí (COSTA C.A. et al., 2012), também estudado pelo nosso grupo. 

Estudos experimentais e clínicos sugerem um papel relevante da Ang II na lesão de 

órgãos induzida por hipertensão, por ser um potente vasoconstritor, pró-oxidativo, pró-

inflamatório, dentre outros. Assim como, mostram um papel fundamental na sustentabilidade 

elevada da PA em ratos SHR, principalmente pela hiperativação de receptores AT1 (CASTRO-

MORENO P. et al., 2012; SILVA S.D. et al., 2017). Nosso estudo não mostrou diferença 

significativa nos níveis de Ang II circulantes em ratos SHR quando comparados aos WKY. 

NAITO Y. et al., 2009 observou o mesmo padrão, relacionando essa não diferença a um padrão 

encontrado no modelo SHR dependendo da idade do animal. Não foi observado também 

diferença significativa quanto ao tratamento com o extrato nesse modelo, mostrando que apesar 

da melhora da PA, o mecanismo relacionado não está ligado à redução dos níveis da Ang II 

circulante, podendo estar ligado à uma menor ativação tecidual de receptores AT1 ou uma 
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maior ativação de receptores AT2, porém, são necessários mais estudos relacionados a esse 

parâmetro. 

Com relação ao ganho de peso, os resultados mostraram que não houve diferença 

significativa entre os grupos, entretanto, estudos mostraram o uso do composto DDK presente 

na Alpinia zerumbet em adipócitos, com aumento de AMP cíclico (cAMP) intracelular, 

liberação de glicerol, inibindo acúmulo de lipídios e reduzindo o teor de triglicerídeos (TU P.T. 

& TAWATA S., 2014). Entretanto, o SHR não é um modelo adequado para a avaliação dos 

possíveis efeitos metabólicos do extrato, podendo assim explicar a ausência de efeito sobre o 

peso neste modelo. 

A utilização da Alpinia zerumbet na medicina popular através de chás mostrou ser eficaz 

em diversos aspectos, dentre eles, seu uso como diurético. Laranja S.M. et al., (1992), em estudo 

clínico do chá feito a partir da planta, administrou o chá em 4 periodos com intervalos de 2h 

por dose, e constatou um aumento da diurese com a administração de chá feito a partir da planta. 

Entretanto,  esse aumento só foi encontrado em um dos quatro períodos de administração do 

chá, não constatando assim uma ação diurética efetiva. No presente estudo, não foi observada 

diferença significativa entre os grupos com relação à diurese de 24h, corroborando com 

resultados anteriores do nosso grupo (dados não publicados), onde não foram encontradas 

diferenças com relação ao aumento da diurese na administração aguda do extrato hidroalcóolico 

de folhas de Alpinia zerumbet em ratos Wistar, sendo necessário assim mais estudos para a 

comprovação da eficácia diurética do extrato. 

Nosso estudo mostrou também um aumento dos níveis plasmáticos de uréia e uma 

diminuição da excreção de uréia e creatinina na urina de ratos SHR em comparação aos grupos 

controles, corroborando com os dados de LUO W.M. et al., 2015, mostrando assim um indicio 

do início da disfunção renal presente no modelo SHR. O grupo SHR tratado mostrou um 

aumento significativo dos níveis de excreção de ureia e creatinina na urina, mostrando assim 

um possível efeito renoprotetor relacionado ao extrato hidroalcóolico de folhas de Alpinia 

zerumbet.  

Com relação à proteinúria, não foram encontradas diferenças entre os grupos, entretanto, 

GAN Z. et al., 2018 mostrou um estudo relacionado à função renal em ratos SHR em diferentes 

idades, mostrando que ratos SHR com 12 semanas de idade não possuem um quadro de 

proteinúria, ao contrario de ratos com 20 semanas que já demonstram um quadro acentuado de 

proteinúria, constatando assim a evolução da disfunção renal no modelo SHR. 

A relação entre estresse oxidativo e hipertensão tem sido demonstrada em diferentes 

modelos de hipertensão (GOÇMEN A.Y. et al., 2014; TANITO M. et al., 2004; GHOSH M. et 
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al.,2004; DOBRIAN A.D. et al., 2001). PAREDES M.D. et al. (2018) e CONDEZO-HOYOS 

L. et al. (2012), por exemplo, mostraram em seus estudos danos em lipídeos de membrana no 

modelo SHR, através de níveis aumentados de TBARs na urina, plasma e rim. CONDEZO-

HOYOS L. et al. (2012) mostrou ainda um quadro de dano oxidativo em proteínas, através de 

níveis aumentados de carbonilação de proteína em ratos SHR comparados à ratos WKY, 

mostrando assim a presença de um quadro de estresse oxidativo no modelo SHR. Em nosso 

estudo, não observamos diferença em danos de lipídeos de membrana no plasma, entretanto, 

foram observados níveis aumentados de TBARs na urina, assim como, níveis aumentados de 

carbonilação de proteínas no plasma de ratos SHR em comparação com os controles, 

corroborando com os dados da literatura. 

Nosso estudo demonstrou também que o tratamento com o extrato hidroalcóolico de 

folhas de Alpinia zerumbet foi capaz de diminuir tanto os danos de lipídeos de membrana na 

urina quanto os níveis de dano em proteínas em ratos SHR, mostrando assim o efeito 

antioxidante da planta já comprovado na literatura por estudos utilizando o óleo essencial 

extraído da colônia (SHEN X.C. et al., 2012). 

Esse quadro de estresse oxidativo presente no modelo SHR está relacionado 

principalmente à uma menor atividade das enzimas antioxidantes. Estudos de JAKOVLJEVIC 

B. et al. (2018), LEE S.K. et al. (2010) e YANG Y.M. et al. (2018)  mostraram uma menor 

atividade das enzimas CAT, GPx, e SOD, respectivamente, em ratos SHR, enzimas 

relacionadas à defesa antioxidante endógena, corroborando com dados do estudo apresentado. 

Entretanto, os mecanismos relacionados à diminuição da atividade dessas enzimas no modelo 

SHR ainda é incerto. LEE S.K. et al. (2010) em seu estudo relatou a diferença na atividade da 

GPx em diversos órgãos e diferentes idades dos animais deste modelo, onde foi encontrada uma 

menor atividade da GPx no coração e eritrócitos de SHRs com idade entre 32 e 34 semanas de 

idade, e um aumento da atividade da GPx no coração mas menor no fígado de SHRs com 18 

semanas de idade, e nenhuma diferença com relação a atividade da GPx no cérebro de SHRs 

com 11 à 15 semanas de idade, dados comparados com ratos WKY da mesma idade. 

Nosso estudo mostrou que o tratamento com o extrato hidroalcóolico de folhas de 

Alpinia zerumbet foi capaz de melhorar a atividade da CAT e GPx, contribuindo para o efeito 

antioxidante do extrato. Mostramos assim pela primeira vez o efeito antioxidante relacionado à 

uma melhora da atividade antioxidante das enzimas CAT e GPx no modelo SHR. Entretanto, 

não observamos uma melhora na atividade da SOD nesse modelo pelo extrato hidroalcóolico 

de folhas de colônia. 
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Nosso trabalho mostrou também o desenvolvimento de hipertrofia na parede arterial na 

aorta em ratos SHR, caracterizado pelo aumento da espessura da camada íntima-média, 

juntamente com a diminuição do diâmetro do lúmen arterial, corroborando com os dados de 

GU Q. et al. (2014) e PAREDES M.D. et al. (2018). O tratamento com o extrato também reduziu 

a espessura da camada média da aorta em animais SHR, consequentemente aumentando o 

diâmetro do lúmen arterial, mostrando um efeito sobre a estrutura deste vaso, o que pode 

contribuir para o efeito benéfico do tratamento, podendo então, estar associado direta ou 

indiretamente aos efeitos anti-hipertensivo e antioxidante mostrado pelo extrato hidroalcóolico 

da colônia neste modelo. Essa reversão do remodelamento presente no modelo SHR gerado 

pelo tratamento pode estar, ainda, associada a uma modulação do SRA local, levando à uma 

menor ativação dos receptores AT1, diminuindo a deposição de colágeno tipo I, fibronectina e 

recrutamento celular  (ZHOU W. et al., 2014; ROMERO-NAVA R. et al., 2016). Entretanto, 

são necessários mais estudos para entender o mecanismo associado a essa melhora do 

remodelamento arterial. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento crônico com o extrato 

hidroalcóolico de folhas de Colônia (Alpinia zerumbet) reduz a PA e a hipertrofia da artéria 

aorta, assim como, reduz o quadro de estresse oxidativo, e mostra um potencial efeito 

renoprotetor, em ratos espontaneamente hipertensos, um modelo experimental que mimetiza as 

principais características da hipertensão essencial em humanos. Estes efeitos benéficos podem 

estar relacionados ao seu efeito vasodilatador, mostrado previamente pelo nosso grupo de 

pesquisa, e ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes. No entanto, ainda são 

necessários estudos para esclarecer os mecanismos envolvidos neste efeito benéfico induzido 

pelo extrato. 
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