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PAULIN, Fernanda Viana. Avaliação Do Efeito Cardioprotetor Do Extrato Aquoso Das 
Folhas De Rudgea Viburnoides (Cham.) Benth. Em Ratos Com Hipertensão Renovascular. 
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RESUMO  

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) consiste numa condição clínica multifatorial 
caracterizada por níveis elevados e sustentados de pressão arterial. É também o principal 
fator de risco para as alterações funcionais e/ou estruturais dos órgãos alvo e as alterações 
metabólicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e não 
fatais. O tratamento para o controle da HAS inclui ações de mudança de estilo de vida e 
utilização de medicamentos, como diuréticos, simpaticolíticos, vasodilatadores, 
bloqueadores de canais de cálcio, inibidores da enzima conversora de angiotensina e 
bloqueadores do receptor de angiotensina II. Neste contexto, insere-se também o 
tratamento com administração de fitoterápicos ou a utilização de plantas medicinais em 
formas de chás, infusão e macerações. Sabe-se, que algumas substâncias químicas 
presentes em determinadas plantas são associadas com a prevenção ou tratamento das 
doenças cardiovasculares (DCV), por exemplo Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. é 
pertencente a família Rubiaceae, popularmente conhecida como congonha, congonha-de-
bugre ou bugre e utilizada na medicina tradicional sob a forma de chá, devido suas 
propriedades antirreumáticas, diuréticas, hipotensoras e depurativas do sangue . Ela é uma 
espécie comum do Cerrado e potencial diurético e antioxidante já descritos. O objetivo 
desse estudo foi avaliar os efeitos da administração prolongada do extrato aquoso obtido 
de folhas de Rudgea Viburnoides (Cham.) Benth. (EARV) no comprometimento do 
estresse oxidativo, disfunção renal e dano cardiovascular em ratos hipertensos 2K1C. Além 
disso, também determinar a composição química de EARV através de cromatografia 
líquida de alta eficiência acoplada ao detector de arranjo de diodos e espectrometria de 
massas (CLAE-DAD-EM). Para tal, o EARV foi obtido através de extração acelerada com 
solvente e este extrato foi analisado por CLAE-DAD-EM. Além disso, também foi 
realizado teste de toxicidade aguda em ratos Wistar fêmeas. Foi induzida cirurgicamente, 
em ratos Wistar machos, a hipertensão renovascular (dois rins, modelo de um clipe). O 
EARV foi administrado por via oral nas doses de 30, 100 e 300 mg / kg, diariamente 
durante 28 dias, por 5 semanas após a cirurgia. Nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 a função renal foi 
avaliada por análise de volume e parâmetros urinários, bem como eletrólitos urinários, pH 
e densidade. No 29° dia, por eletrocardiografia, foram registradas a pressão arterial e a 
frequência cardíaca. Também foram obtidas amostras de sangue para avaliação da 
atividade da enzima conversora de angiotensina plasmática e mensuração sérica de Na+, 
K+, uréia e creatinina. Posteriormente, foram isolados respectivamente, os leitos vasculares 
mesentérico e tecido cardíaco para morfometria cardíaca e avaliação da reatividade 
vascular. Ao final, foram coletadas para avaliação do estresse oxidativo tecidual, amostras 
da aorta, coração e rim. Através das análises por CLAE-DAD-EM, os compostos 
identificados em no EARV foram ácido quínico, bem como ácidos clorogênicos, um 
iridóide glicosilado, flavonóis O-glicosilados, saponinas e um triterpenos. Na avaliação da 
toxicidade aguda, não foi observado nenhum sinal após o tratamento com dose única de 
EARV. O tratamento prolongado com EARV em ratos hipertensos foi capaz de preservar 
a excreção urinária e os níveis de eletrólitos (Na+, K+, Ca2+ e Cl-) de maneira semelhante 
ao grupo operado por Sham (controle negativo). Adicionalmente, o tratamento prolongado 
com EARV foi capaz de reverter as alterações eletrocardiográficas, o aumento da pressão 
arterial e da frequência cardíaca em ratos hipertensos 2K1C, bem como reverter a 
hipertrofia ventricular esquerda e as alterações na reatividade vascular induzidas pela 
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hipertensão. Assim, esse efeito foi associado a uma modulação positiva do estresse 
oxidativo tecidual, ativação da via NO/cGMP e inibição da enzima de conversão da 
angiotensina, o que indica um potencial mecanismo para os efeitos renais e 
cardiovasculares de AERV. Assim, pode-se dizer que o tratamento de 28 dias com AERV 
reduziu a progressão da doença cardiorrenal em ratos hipertensos 2K1C.  
 
Palavras Chave: Anti-hipertensivo; antioxidante; cardioprotetor; diurético; renoprotetor 
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PAULIN, Fernanda Viana. Evaluation of the Cardioprotective Effect of the Aqueous Extract 
of Rudgea Viburnoides (Cham.) Benth Leaves. In Rats With Renovascular Hypertension. 
2020. Thesis (Doctorate in Biotechnology and Biodiversity). Federal University of Mato 
Grosso do Sul. 
 

ABSTRACT 

Systemic arterial hypertension (SAH) is a multifactorial clinical condition characterized by 
elevated and sustained blood pressure levels. It is also the main risk factor for functional 
and / or structural changes in target organs and metabolic changes, with a consequent 
increase in the risk of fatal and non-fatal cardiovascular events. Treatment for the control 
of SAH includes actions to change lifestyle and use medications, such as diuretics, 
sympatholytics, vasodilators, calcium channel blockers, angiotensin-converting enzyme 
inhibitors and angiotensin II receptor blockers. In this context, treatment with the 
administration of herbal medicines or the use of medicinal plants in forms of teas, infusion 
and macerations is also inserted. It is known that some chemicals present in certain plants 
are associated with the prevention or treatment of cardiovascular diseases (CVD), for 
example.Rudgea viburnoides Benth. it belongs to the Rubiaceae family, popularly known 
as congonha, congonha-de-bugre or bugre and used in traditional medicine in the form of 
tea, due to its anti-rheumatic, diuretic, hypotensive and blood purifying properties. It is a 
common species of the Cerrado and has a diuretic and antioxidant potential already 
described. The aim of this study was to evaluate the effects of prolonged administration of 
aqueous extract obtained from Rudgea Viburnoides (Cham.) Benth. (AERV) leaves on the 
impairment of oxidative stress, renal dysfunction and cardiovascular damage in 
hypertensive 2K1C rats. In addition, also determine the chemical composition of AERV 
through high performance liquid chromatography coupled to the diode array detector and 
mass spectrometry (CLAE-DAD-EM). For this, the AERV was obtained through 
accelerated solvent extraction and this extract was analyzed by HPLC-DAD-EM. In 
addition, an acute toxicity test was also performed on female Wistar rats. Renovascular 
hypertension (two kidneys, model of a clip) was surgically induced in male Wistar rats. 
AERV was administered orally in doses of 30, 100 and 300 mg / kg, for 28 days, daily for 
5 weeks after the surgery. On days 1, 7, 14, 21 and 28, renal function was assessed by 
diuresis, as well as urinary electrolytes, pH and density. On the 29th day, blood pressure 
and heart rate were recorded by electrocardiography. Blood samples were also obtained to 
evaluate the activity of the plasma angiotensin-converting enzyme and to measure serum 
Na+, K+, urea and creatinine. Subsequently, the cardiac and mesenteric vascular beds were 
isolated, respectively, for cardiac morphometry and assessment of vascular reactivity. At 
the end, samples of the aorta, heart and kidney were collected for evaluation of tissue 
oxidative stress. Through the analysis by HPLC-DAD-EM, the compounds identified in 
the AERV were quinic acid, as well as chlorogenic acids, a glycosylated iridoid, O-
glycosylated flavonols, saponins and a triterpenes. In the assessment of acute toxicity, no 
sign was observed after treatment with a single dose of AERV. Prolonged treatment with 
AERV in hypertensive rats was able to preserve urinary excretion and electrolyte levels 
(Na+, K+, Ca2+ and Cl-) in a similar way to the group operated by Sham (negative control). 
In addition, prolonged treatment with AERV was able to reverse electrocardiographic 
changes, increase in blood pressure and heart rate in 2K1C hypertensive rats, as well as 
reverse left ventricular hypertrophy and changes in vascular reactivity induced by 
hypertension. Thus, this effect was associated with positive modulation of tissue oxidative 
stress, activation of the NO / cGMP pathway and inhibition of the angiotensin converting 
enzyme, which indicates a potential mechanism for the renal and cardiovascular effects of 
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AERV. Thus, it can be said that the 28-day treatment with AERV reduced the progression 
of cardiorenal disease in 2K1C hypertensive rats. 
 
Keywords: Antihypertensive; antioxidant; cardioprotective; diuretic; renoprotective 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  As doenças cardiovasculares, são doenças crônicas, não transmissíveis, que se 

apresentam de formas variadas, como Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) por exemplo, 

e estão associadas a fatores de risco como dislipidemias, uso de tabaco, álcool, obesidade, 

sedentarismo, má alimentação, estresse, entre outros (OIGMAN & NADRUZ, 2020). 

  Segundo dados do Ministério da Saúde (2019), 34 mortes por hora, 829 óbitos 

por dia e mais de 302 mil óbitos aconteceram no ano de 2017 em decorrência das doenças 

cardiovasculares no Brasil (infarto, hipertensão, AVC e outras enfermidades), que têm 

como principal fator de risco a hipertensão arterial. Ainda segundo o MS (2019), em 2018, 

24,7% da população que vive nas capitais brasileiras tem diagnóstico de hipertensão. A 

parcela da sociedade mais afetada é formada por idosos, sendo esses 60,9% com idade 

acima de 65 anos. 

Incluídos nesse grupo, os hipertensos são os que estão mais predispostos às 

complicações cardiovasculares, especialmente Infarto Agudo do Miocárdio (IAM) e 

Acidente Vascular Encefálico (AVE), necessitando, portanto, de abordagem terapêutica 

mais cuidadosa. (BRITISH CARDIAC SOCIETY, 2005; COLET et al., 2014).  

Dados consolidados do Sistema de Informações sobre Mortalidade (SIM), do 

Ministério da Saúde (2019), também mostram que, em 2017, o Brasil registrou 141.878 

mortes devido a hipertensão ou a causas atribuíveis a ela. Esse número revela uma realidade 

preocupante; todos os dias 388,7 pessoas se tornam vítimas fatais da doença, o que significa 

16,2 óbitos a cada hora. Grande parte dessas mortes é evitável e 37% dessas mortes são 

precoces, ou seja, em pessoas com menos de 70 anos de idade. Para a Organização Mundial 

de Saúde (OMS), aproximadamente 23,6 milhões de pessoas irão morrer em decorrência 

das doenças cardiovasculares nos próximos anos em todo o mundo (TESTON et al., 2016). 

 A utilização de produtos naturais e/ou derivados destes ainda são 

considerados fontes promissoras no desenvolvimento de fármacos, principalmente para em 

algumas áreas em que há números bastantes expressivos. Por exemplo, fármacos para o 

tratamento de câncer, no período compreendido entre os anos de 1940 e o final de 2014, 

mostram que das 175 moléculas aprovadas, 131 delas (75%), são originadas de produtos 

naturais ou derivados. Em outras áreas, a influência dos produtos naturais também é 

bastante acentuada, como em antibacterianos, antifúngicos e antiparasitários (COCK, 

2015; NEWMAN & CRAGG, 2016). 
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As plantas medicinais têm sido utilizadas como recurso terapêutico por milhares 

de anos e continuam a ser uma importante modalidade de tratamento para uma parcela 

significativa da população mundial. Neste contexto, o uso da fitoterapia e plantas 

medicinais vêm aumentando nos países ocidentais como tratamento complementar e, às 

vezes, alternativo, em conjunto com a medicina convencional (LOPES et al., 2010).  

Um recente estudo publicado por Newman e Craag (2020), mostra que em 4 

décadas, no período entre 01/1981 a 09/2019, 1.881 novos produtos naturais foram 

descobertos como fontes de novos medicamentos. Entre eles estão os biológicos, peptídeos 

grandes ou proteínas isoladas de um organismo ou produzidos por meio biotecnológicos 

em um hospedeiro substituto (346/18,4%); os produtos naturais (71/3,8%); os produtos 

naturais botânicos – aprovados mais recentemente (14/0,8%); os derivados de um produto 

natural – geralmente por uma modificação semissintética (356/18,4%); os totalmente 

sintéticos – mais frequentemente encontrados aleatoriamente ou por modificação de um 

agente existente (463/24,65); os feitos por síntese total – porém, o farmacóforo derivado 

de um produto natural (65/3,2%); as vacinas (142/7,5%) e aqueles incluídos nas 

subcategorias como os que “imitam” os produtos naturais – como alguns no campo da 

terapia anticâncer, adicionalmente as categorias incluídas na revisões a partir de 2013 

(424/22,55%).  

Aliar conhecimento popular ao científico na busca de novos fármacos é o 

caminho principal para o sucesso de pesquisas na área de plantas medicinais, o que 

beneficia não só as famílias que vivem nos ecossistemas florestais, pois podem obter dos 

recursos naturais e da sua conservação, seu desenvolvimento sustentável, como também 

para a população geral, por ter acesso a novos e eficazes medicamentos. Isto se mostra, por 

exemplo, no consumo de plantas medicinais por pessoas acometidas por doenças crônicas, 

como a HAS. Essas plantas vêm sendo cada vez mais investigadas, objetivando reconhecer 

seus efeitos terapêuticos, além de possíveis efeitos adversos, toxicidade e assim, fornecer 

conhecimento científico sobre o uso popular (MORADI et al., 2016). 

  Esta busca por novos medicamentos derivados das plantas medicinais para o 

tratamento da HAS, se faz necessária principalmente devido aos efeitos indesejáveis das 

classes de anti-hipertensivos disponibilizados no Brasil, como fadiga, sonolência, retenção 

hídrica entre outros. Atualmente, os principais medicamentos disponíveis para o tratamento 

da HAS são os medicamentos relacionados ao sistema renina angiotensina-aldosterona, que 

agem sobre o desbalanço redox. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 

2016).  
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Assim, nesse cenário, devido principalmente aos efeitos indesejáveis das classes 

de anti-hipertensivos disponibilizados no Brasil, há um exponencial interesse na utilização 

de plantas medicinais e seus princípios ativos, exaltando a necessidade do desenvolvimento 

de novos fármacos. Porém, neste mesmo contexto, ainda há uma carência de estudos em 

ensaios clínicos, que englobem as doenças cardiovasculares e as plantas medicinais para 

tratamento e/ou prevenção das mesmas. Estes estudos ainda devem se destacar por 

fornecerem dados importantes sobre o uso e conservação de espécies vegetais, além dos 

estudos etnobotânicos, farmacológicos e toxicológicos, que forneçam ferramentas 

importantes na validação do conhecimento popular, contribuição quanto à eficácia e 

segurança da planta em estudo, sinergismo farmacológico, dificuldade de adesão ao 

tratamento e refratariedade ao tratamento. (CARNEIRO; SANTOS, 2014; SILVA et al., 

2014; SANTOS FILHO, 2013).  

  Considerando a importância desse tipo de estudo e que R. viburnoides Cham. 

Benth é amplamente utilizada por via oral, principalmente na forma de chá pela população, 

devido aos seus possíveis efeitos hipotensores, é fundamental investigar se esta espécie é 

realmente um cardioprotetor na população hipertensa. Assim, o objetivo deste estudo foi 

avaliar a administração prolongada de um extrato aquoso, obtido de folhas de R. 

viburnoides (AERV), sobre comprometimento do status redox, disfunção renal e dano 

cardiovascular em ratos hipertensos 2K1C.  

  Desta forma, o Capítulo I deste trabalho destina-se à revisão bibliográfica sobre 

o assunto e o Capítulo II ao artigo da pesquisa, que foi publicado em 28 de setembro de 

2021 em Pharmaceutics (https://www.mdpi.com/1999-4923/13/10/1579).  

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

  

2.1 Etnofarmacologia e produtos naturais 

 

  A prática de utilização das plantas medicinais é baseada no conhecimento da 

flora medicinal, pois muitos são os povos que tem convívio direto com a natureza e isso 

desencadeia com o passar dos tempos uma série de conhecimentos populares que vão se 

acumulando, e a partir disso, a ação farmacológica das plantas é descoberta. Neste sentido, 

a etnobotânica aplicada ao estudo das plantas medicinais, trabalha em cumplicidade com a 

etnofarmacologia, que consiste na exploração científica e interdisciplinar de agentes 
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biologicamente ativos, que sejam tradicionalmente empregados ou observados por 

determinado agrupamento humano (LOPEZ, 2006; MORAIS & FILHO, 2007).  

  No enfoque etnofarmacológico, são selecionadas plantas conforme o uso 

terapêutico citado por determinado grupo étnico, o que fornece dados para uma pré triagem 

e orientação bioguiada para as investigações fitoquímicas e farmacológicas, na descoberta 

de novos ativos para a produção de medicamentos mais acessíveis economicamente 

falando, além de menores efeitos colaterais (ELISABETSKY & SOUZA, 2010; 

RODRIGUES & CARLINI, 2003). 

  De uma forma indireta, o saber tradicional a respeito das plantas medicinais 

desperta o interesse da comunidade científica nos estudos multidisciplinares como, por 

exemplo, a etnofarmacologia, botânica, fisiologia vegetal, fitoquímica e farmacologia, que 

em conjunto, engrandecem o conhecimento a respeito da medicina natural. Assim, a 

etnofarmacologia pode auxiliar na ampliação do conhecimento acerca das etnoespécies de 

qualidades terapêuticas para a população (MACIEL et al., 2002).  

  Como exemplo de sua importância para o desenvolvimento de novos fármacos, 

pode-se citar os mais de 119 medicamentos de estrutura conhecida que ainda são extraídos 

de plantas superiores e utilizados mundialmente na medicina alopática, como 

exemplificado na Tabela 1. Destes, aproximadamente 74% foram descobertos por químicos 

que tentavam identificar os compostos bioativos nas plantas responsáveis pelos princípios 

ativos desses fármacos. Esses mais de 119 medicamentos derivados de plantas são 

produzidos comercialmente a partir de menos de 90 espécies de plantas superiores. Como 

existem pelo menos 250.000 espécies dessas plantas superiores na Terra, pode-se presumir 

que muitos mais fármacos serão encontrados no reino vegetal se a busca por esses 

compostos for realizada de maneira coerente e sistemática (CHADWICK & MARSH, 

2008). 
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Tabela 1.  Medicamentos com princípios ativos de origem vegetal vendidos em farmácias 

PRODUTO                                                   LABORATÓRIO          

Vick Vaporub Lep.M. Biolab/Searle 

Hydergine Sandoz 

Floratil Merck S.A. 

Digoxina Wellcome Zeneca 

Tebonin Byk Quimica e Farm 

Tamarine Barrenne 

Valda Canonne 

Eparema Byk Quimica e Farm 

Naturetti Mierrell/Lepetit 

Passiflorine Millet-Roux 

Buscopan Boehringer Angeli 

Pasalix Marjan 

Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 1998. 

Assim, de maneira geral, as folhas de Rudgea virbunoides Benth são usadas 

tradicionalmente no Brasil pela medicina popular na forma de chá devido a suas 

propriedades anti-reumáticas, antissifílicas, hipotensora, diurética e “depurativa do 

sangue”, sendo, portanto, um alvo promissor para os estudos químicos e farmacológicos 

(ALMEIDA, 2011). 

  Os metabólitos secundários são, em geral, responsáveis pelas propriedades 

biológicas e farmacológicas de extratos vegetais, sendo estes constituintes normalmente 

relacionados aos sistemas de defesa das plantas como, por exemplo, contra a radiação 

ultravioleta ou as agressões de insetos ou patógenos (CARRIL & GARCIA, 2009; 

MANACH  et al., 2004). 

  As substâncias naturais bioativas se classificam em quatro principais grupos: as 

substâncias fenólicas (flavonoides, lignana, cumarinas, fenilpropanoides, taninos e outros), 

as substâncias glicosídicas (saponinas, glicosídeos cardiotônicos, glicosídeos cianogênicos 

e glucosinolatos), os terpenos (monoterpenos, hemiterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

triterpenos, carotenoides, politerpenos) e os alcaloides. Essas substâncias exercem várias 

ações do ponto de vista biológico, como, por exemplo, redução da pressão sanguínea, 

modulação do metabolismo hormonal, estimulação do sistema imune, atividade 

antioxidante, atividades antibacteriana e antiviral, redução da agregação plaquetária, entre 

outras (CARRIL & GARCIA, 2009; SIMÕES, 1999). 
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  A partir do século XX, vários produtos naturais foram introduzidos na 

terapêutica e alguns ainda são utilizados na prática clínica. Por exemplo, em 1897, a Bayer 

lançou o primeiro fármaco sintético, o ácido acetil salicílico (aspirina®), baseado na 

salicina, um glicosídeo natural, isolado de Salix alba e usado desde os tempos de 

Hipócrates como anti-inflamatório. Nos tempos atuais, um fármaco muito discutido, a 

cloroquina, um potente antimalarial, desenvolvido durante a 2ª guerra mundial, também foi 

derivado de um produto natural, a quinina (BRODY & BRODY, 2000). 

  A partir disto, surgiu uma nova era na área da farmacologia, em que substâncias 

isoladas e puras, em vez de extratos puros e semi-puros de plantas, microrganismos e 

minerais, passaram a ser utilizados como o tratamento padrão para diferentes doenças. 

Desta forma, muitos compostos bioativos responsáveis pelos efeitos biológicos de extratos 

foram descobertos e tiveram a sua estrutura química elucidada. Alguns exemplos clássicos 

de fármacos descobertos desta forma são a morfina, o agente ativo no ópio, e a digoxina, 

um digitálico oriundo da flor Digitalis lanata. Como também, há antibacterianos (como a 

“penicilina”, por Fleming em 1928) e outras classes de antibióticos que foram descobertos 

e se tornaram medicamentos com eficácia e comercializado pelas indústrias farmacêuticas 

(LAHLOU, 2013; RODRIGUES, 2018). 

  Devido à grande diversidade estrutural e química dos produtos naturais, além de 

suas importantes propriedades farmacológicas, houve um ressurgimento do interesse pelos 

produtos naturais nos anos 1990 e 2000, uma vez que entre os novos fármacos no período 

de 1994 a 2007 quase metade dos compostos aprovados foram baseados em produtos 

naturais (RODRIGUES, 2018). 

  

2.2 Família Rubiaceae 

 

  Descrita por Antoine Laurent de Jussieu em 1789, a família Rubiaceae tem seu 

nome derivado do gênero Rubia L. (Rubium, em latim), referente à tinta vermelha 

produzida pelas raízes das plantas deste gênero, muito empregado para tingir tecidos. Na 

classificação do Reino das Plantas, Rubiaceae está inserida no grande grupo das 

Angiospermas e representa a quarta família com maior número de espécies vegetais, sendo 

superada apenas por Orchidaceae, Asteraceae e Fabaceae (SILVA, 2018). 

A família Rubiaceae é uma das maiores famílias pertencentes às dicotiledôneas 

e uma das famílias mais complexas do ponto de vista taxonômico. Fato comprovado pelas 

inúmeras alterações ocorrentes ao longo dos anos na sua organização interna. Sua 
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classificação a define pertencente ao grupo das Asteridae, subgrupo das Euasteridae I, 

ordem Gentianales. Com base em dados moleculares, pesquisas filogenéticas sugerem sua 

segregação em três subfamílias: Rubioideae (18 tribos), Cinchonoideae (9 tribos) e 

Ixoroideae (15 tribos) (BALDIN, 2015).  

Encontrada nos biomas brasileiros como Mata Atlântica, Cerrado e na 

Amazônia, está representada por 18 tribos, abrange cerca de 1.400 espécies já descritas no 

Brasil, as quais pertencem a 120 gêneros. Entre seus exemplares, encontram-se ervas, 

subarbustos, arbustos, árvores, e em menor representatividade, as lianas (Figura 1). Mais 

de 80% dos gêneros são constituídos, predominantemente, por espécies lenhosas (SOUZA 

et al., 2013).  

As espécies da família Rubiaceae possuem grande relevância econômica, que 

são exploradas na utilização popular por suas propriedades alimentícias (como a Coffea 

arabica L. e C. robusta que constituem a matéria prima do café), ornamentais (como a 

Gardenia ssp.) e também medicinais (como, por exemplo, a Psychotria colorata que possui 

propriedades analgésicas, e a Uncaria schreb, utilizada para tratamento de feridas e 

infecções causadas por fungos e bactérias). Como fitoterápico, um exemplo é a Uncaria 

tomentosa, conhecida como Unha de Gato, que auxilia no tratamento sintomático de dores 

articulares e musculares agudas, agindo como anti-inflamatório (VIANNA et al., 2016; 

BALDIN, 2015; SOUZA & LORENZI, 2005; ANVISA, 2018). 

 

Figura 1. Distribuição das espécies de Rubiaceae quanto às formas de vida (hábito) 

  

Fonte: Adaptado de SOUZA et al., 2013. 
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A família é quimicamente rica em metabólitos secundários, sendo já descritos 

iridóides, terpenóides, flavonóides, taninos, quinonas e, principalmente, alcalóides 

bioativos. Os alcalóides constituem um vasto grupo de metabólitos nitrogenados, com 

grande diversidade estrutural e atividade biológica, notadamente como anti-inflamatório, 

antioxidante e broncodilatador. Além disto, peptídeos macrocíclicos purificados de várias 

plantas da família Rubiaceae, como o café (Coffea arabica) também são encontrados 

(MARTINS & NUNES, 2015; BALDIN, 2015; PICCHI et al., 2009). 

Além das espécies com importância econômica, gastronômica e medicinais, a 

família Rubiaceae ainda apresenta espécies com propriedades inseticidas, como a 

Palicourea marcgravii St. Hil. Os estudos fitoquímicos envolvendo espécies do gênero 

Alibertia relataram a presença de iridoides, flavonoides, fenóis, alcaloides, taninos, 

saponinas, ésteres de ácido cafeico, e triterpenos como os ácidos oleanólico e ursólico 

(SILVA, 2018). 

Com distribuição cosmopolita, a família Rubiaceae está centrada nos trópicos, 

configurando uma das principais famílias da flora nacional e incluem, aproximadamente, 

650 gêneros e mais de 13 mil espécies, dentre os quais se destacam os seguintes gêneros 

em relação ao número de espécies: Psychoria (1.500), Galium (400), Ixora (400), Pavetta 

(400), Hedyotis (400), Terrenna (350), Randia (250), Gardenia (250), Palicourea (250), 

Mussaenda (200), Borreria (150) e Rondeletia (125). Das espécies descritas, cerca de 1.400 

delas são encontradas no território brasileiro (FERREIRA JUNIOR & VIEIRA, 2015). 

Morfologicamente, as espécies dessa família apresentam folhas opostas, 

simples, eventualmente modificadas em espinhos. Sua inflorescência normalmente é 

cimosa, podendo formar um glomérulo ou ser reduzida a uma flor. O fruto apresenta 

formato de cápsula com esquizocarpo, drupa ou baga (SILVA, 2018; SOUZA & 

LORENZI, 2005). 

 Com base neste conhecimento, é interessante considerar que, paralelamente aos 

conceitos teóricos, os efeitos benéficos em relação à saúde, prevenção e ou até mesmo no 

tratamento das doenças, se dá ao conteúdo de substâncias químicas presentes nos alimentos 

ou seus produtos. Várias classes de substâncias são consideradas bioativas, como por 

exemplo os carotenóides, compostos fenólicos, fitoesteróis, tocotrienóis, compostos 

organosulfurados, carboidratos não digeríveis, dentre outras (HIRAI et al., 2010; HASANI-

RANJBAR et al., 2009; RODRIGUEZ et. al., 2006). 
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2.2.1 Gênero da Família Rubiaceae 

  Em 1731, Jussieu reuniu 31 gêneros em um Ordo, o qual nomeou, com base no 

gênero Rubia L., “Rubiaceae”. Para isso, serviram de base as características compartilhadas 

por esses gêneros, como folhas opostas, raramente verticiladas, pecíolos unidos na base por 

estípulas e ovário ínfero. A partir daí, esta é considerada a combinação de caracteres 

morfológicos mais pontual e constante encontrada em Rubiaceae, o que favorece o 

reconhecimento de membros da família. Rubiaceae é composta por cerca de 620 gêneros e 

mais de 13000 espécies. Estes números corroboram estimativas de que Rubiaceae seja a 

quarta família de Angiospermas em número de espécies, depois de Asteraceae, 

Orchidaceae e Leguminosae (DAVIS et al., 2009; ZAPPI, 2003). 

Os gêneros de Rubiaceae estão distribuídos em quatro subfamílias principais: 

Cinchonoideae (Cinchona, fonte de quinino e outros compostos de valor terapêutico); 

Ixoroideae (Coffea, do conhecido Cafeeiro; Coffea arábica, fonte de uma das bebidas mais 

populares no Brasil, bem como de vários compostos com atividade farmacológica; Genipa, 

do jenipapo brasileiro; e Gardenia, valiosa fonte de espécies ornamentais); Antirheoideae 

(Guettarda) e Rubioideae (Psychotria, que abrange diversas espécies com compostos de 

ação  no SNC e muito usadas em rituais, especialmente na Amazônia; Cephaelis da C. 

ipecacuanha, árvore importante, fonte de emetina e outros constituintes; Borreria e 

Dioidea, com espécies popularmente conhecidas como Poaia, comuns em terrenos baldios; 

e Palicourea, que compreende uma das espécies medicinais). Abrangendo assim, desde 

plantas medicinais utilizada popularmente, até plantas com elevado valor comercial, como 

as plantas ornamentais e da cultura do café. Bem como para outros diferentes usos, como 

alimentícia, madeireira, construção civil, acaricida, veneno, tinturas, rituais religiosos, 

forrageira, apícola e artesanal (STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). 

 

2.2.2 Rudgea viburnoides Benth (Palicoureeae, Rubiaceae) 

 

  Rudgea viburnoides Benth é uma espécie pertencente à família Rubiaceae, 

também conhecida popularmente como congonha de bugre, congonha, bugre e porangaba, 

sendo comum no cerrado brasileiro. A partir de dados de registro e coleta desta espécie 

vegetal no Brasil, pode-se observar registros principalmente nos estados de Mato Grosso 

do Sul, Mato Grosso, Goiás, Minas Gerais e São Paulo (Figura 2) (MONTEIRO et al., 

2009; SpeciesLink, 2000). 
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Na medicina popular, são atribuídas a R. viburnoides propriedades anti-

reumática, antissifílica, diurética, hipotensora e depurativa do sangue, sendo suas folhas 

utilizadas tradicionalmente sob a forma de chá para o tratamento da HAS e obesidade 

(ALMEIDA, 2011; NUNES et al., 2003).  

R. viburnoides (Figura 3) é uma árvore de 4-5 m de altura, de copa globosa, com 

ramos densos. As flores são brancas, perfumadas e se agrupam em inflorescências do tipo 

panículas. A espécie floresce mais predominante entre os meses de agosto a setembro. Os 

frutos amadurecem, em sua maioria, em junho e julho, sendo muito procurados pelos 

pássaros (LORENZI, 1998). 

 

Figura 2. Distribuição no Brasil de Rudgea virbunoides Benth coletadas e depositadas em 

herbários.  

 

 Fonte: Specieslink, 2020. 
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Figura 3. Fotos de Rudgea viburnoides (A) e suas inflorescências (B). Fonte: Lorenzi, 1998. 

 

 

  Apesar do extenso uso de R. viburboides na medicina popular, os estudos 

químicos e biológicos sobre essa planta ainda são escassos. À prospecção fitoquímica e 

perfil cromatográfico realizado por cromatografia em camada delgada (CCD) das folhas, 

evidenciam a presença de taninos, flavonóides, triterpenos, esteróides e saponinas (ALVES 

et al., 2004). 

  Os estudos químicos a partir das cascas dos frutos de R. viburnoides permitiram 

o isolamento dos triterpenos pentacíclicos viburgenina, traquelosperogenina e arjungenina, 

juntamente com as saponinas arjunglicossídeo I, traquelosperosideo B-1 e E-1 (Figura 4). 

O triterpenos viburgenina apresentou moredada atividade contra o fungo Cladosporium 

cladosporioides (YOUNG et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

Figura 4. Estruturas químicas de alguns constituintes isolados de R. viburnoides.  

 

 

 

  Os alcalóides, comuns em espécies da família Rubiaceae, tais como a ipeca 

(Psychotria ipecacuanha (Brot.) Strokes, a quina (Cinchona spp) e a unha-de-gato 

(Uncaria tomentosa DC), não foram detectados nas folhas de R.viburnoides através dos 

testes clássicos aplicados em farmacognosia (ALMEIDA, 2011). 

  Do ponto de vista toxicológico, tanto para toxicidade oral aguda, quanto para 

necropsia em nível macro e microscópico nos órgãos analisados, não foram observados 

sinais de toxicidade nos ratos Wistar e camundongos Swiss, de ambos os sexos, dos estudos 

tratados com extrato etanólico bruto das folhas de R. virbunoides, com doses de 2000 

mg/kg e 5000 mg/kg (PUCCI et al., 2010; ALMEIDA, 2011). 

  Apesar de alguns estudos químicos, biológicos e toxicológicos realizados a partir 

de extratos de R. viburnoides, ainda há escassos dados na literatura e desta maneira 

pretendemos ampliar o conhecimento químico e biológico desta espécie, pois, como citado 

anteriormente, os efeitos colaterais fazem crescer o interesse em se estudar plantas com 

potencial para tratar a hipertensão arterial sistêmica. 

 

2.2. Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS)  

 

  A doença cardiovascular (DCV) é a principal causa mundial de eventos fatais, 

representando 17,3 milhões de mortes por ano. O tratamento preventivo que reduz a DCV, 

mesmo que em uma pequena porcentagem, já pode diminuir substancialmente, a nível 

nacional e global, o número de pessoas que desenvolvem DCV e os custos de atendê-las 

(SACKS et al., 2017).  
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  Entre os fatores de risco para o desenvolvimento da DCV, a HAS destaca-se, 

exercendo exponte papel nas insuficiências renais e comprometimentos encefálicos. 

Porém, por ser uma doença de instalação progressiva, lenta e silenciosa, seu diagnóstico 

muitas vezes é realizado tardiamente, sendo portanto mais difícil seu controle e a prevenção 

dos seus efeitos sistêmicos (JONES & HALL, 2014). 

  A HAS está descrita como uma das principais causa de morte evitável nos países 

desenvolvidos, assim com sua exponente prevalência nos países em desenvolvimento. A 

falta de controle desta doença, aumenta notadamente o risco de DCV, principalmente  

cerebrovasculares e renais (JUHASZ et al., 2018).  

  Segundo a  Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial (2020), a HAS é uma 

condição clínica multifatorial, caracterizada por elevação sustentada dos níveis pressóricos 

≥140 e/ou 90mm Hg e está frequentemente associada a distúrbios metabólicos e às 

alterações funcionais e/ou estruturais de órgãos-alvo. Embora não haja uma etiologia bem 

definida para a HAS, acredita-se que esta seja multifatorial, haja vista que os que fatores 

hereditários podem influenciar não mais do que 20 a 40% dos casos. Assim, os fatores 

ambientais, a dieta, o tabagismo, obesidade e o sedentarismo, supostamente exercem uma 

função importante para seu desenvolvimento (VEHASKARI; AVILES & MANNING, 

2001). 

   Sabe-se também, que um dos precursores responsáveis por levar ao 

desenvolvimento de DCV é a disfunção endotelial, que pode ser explicada como um 

processo patológico sistêmico do endotélio, proveniente do desequilíbrio entre as 

substâncias vasoconstritoras e vasodilatadoras. O endotélio vascular, camada monocelular 

que reveste a superfície luminal de todos os vasos sanguíneos, constitui uma interface ativa, 

regulando o tráfego de células e moléculas de diferentes tamanhos. Sua integridade é 

fundamental para a regulação do tono vascular, fluxo sanguíneo, perfusão tissular e 

proteção contra espasmo, trombose e aterogênese (KAGOTA, 2012; BATLOUNI, 2011). 

  Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2016), a participação da equipe 

multiprofissional (médicos, enfermeiros, técnicos e auxiliares de enfermagem, 

nutricionistas, psicólogos, assistentes sociais, fisioterapeutas, professores de educação 

física, farmacêuticos e agentes comunitários de saúde) promove melhor controle da HAS, 

o que se relaciona diretamente à adesão e participação do paciente ao tratamento 

medicamentoso e não medicamentoso. O tratamento não medicamento da HAS inclui 

controle de peso, acompanhamento nutricional, prática de exercícios físicos, cessação do 

tabagismo, controle de estresse, entre outros. Com relação ao tratamento medicamentoso, 
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os benefícios se mostram principalmente, com medicamentos em associação. Entre eles 

estão os diuréticos, os inibidores adrenérgicos (betabloqueadores, alfabloqueadores e de 

ação central), os inibidores da enzima conversora de angiotensina e os bloqueadores dos 

canais de cálcio.  

  O tratamento com medicamentos deverá ser realizado com uma ou mais classes 

de fármacos, dependendo da necessidade, para que as metas para a pressão arterial sejam 

obtidas. Este tratamento deve ser individualizado e baseado na capacidade do agente 

escolhido reduzir a morbimortalidade CV, no mecanismo fisiopatogênico predominante no 

paciente a ser tratado, nas características individuais, nas doenças associadas e nas 

condições socioeconômicas. Além, de ser observado os efeitos adversos, conforme 

demonstrado na Tabela 2, que podem prejudicar a adesão e a efetividade do tratamento 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016). 

  Assim, devido ao interesse por se buscar formas de tratamento com menos 

efeitos colaterais e melhor acessibilidade econômica, vários extratos e compostos obtidos 

de plantas foram identificados in vitro, subjacentes aos efeitos hipotensores e anti-

hipertensivos de espécies vegetais. Entre esses compostos utilizados na medicina popular 

em muitos países, estão os flavonóides e outros compostos fenólicos, comumente 

conhecidos como metabólitos secundários de plantas, distribuídos por toda a natureza, 

especialmente em certas plantas e alimentos. Esses alimentos ricos em flavonol, pode 

mediar uma redução da pressão arterial, aumentando a possibilidade de muitos flavonóis 

atuarem como agentes farmacológicos, pois muitos compostos fenólicos e flavonóides 

estudados, mostraram suas propriedades cardioprotetoras através de vários mecanismos, 

incluindo inibição da geração de ERO e disfunção mitocondrial (GAPAROTTO et al., 

2011; TUNGMUNNITHUM, 2018). 
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Tabela 2.  Anti-hipertensivos: efeitos adversos  

Classes de anti-hipertensivos Efeitos Adversos Medicamentos 

Diuréticos 

 

Hipopotassemia 
Hipomagnesemia (arritmias) 
Hiperuricemia 
Intolerância à glicose 
 

Furosemida 
Bumetanida 
Espironolactona 
Amilorida 

Inibidores adrenérgicos 

a) Ação central 

b) Alfa-1 bloqueadores 

c) Betabloqueadores 

 
 
 

Sonolência (a)                         
Broncoespasmo (c) 
Sedação (a)                                   
Bradicardia excessiva (c) 
Boca seca (a)                                
Depressão miocárdica (c) 
Fadiga (a)                                      
Insônia (c) 
Hipotensão Postural (a, b)            
Pesadelos (c) 
Impotência (a, c)                            
Depressão Psíquica (c) 
Palpitação (b)                                
Intolerância a glicose (c)                 
Astenia (b, c) 
 

Metildopa  
Clonidina 
Guanabenzo 
Carvedilol 
Nebivolol 
Propanolol 
Doxazosina 
Prazosina 
Terazosina 

Vasodilatadores diretos Retenção hídrica 
Taquicardia reflexa 

Hidralazina 
Minoxidil 

Antagonistas dos canais de 

cálcio 

Cefaleia 
Tontura 
Rubor facial 
Edema periférico 
Hipertrofia gengival 

Amlodipino 
Nifedipino 
Felodipino 
Verapamil 
Diltiazem 

Antagonistas do receptor de 

angiotensina II 

 

 

Tontura Cozaar 
Atacand 
Avapro 
Micardis 
Diovan 

Fonte: Adaptada de Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2016. 

 

2.2.1 Função Endotelial 

 

  O endotélio, um local ativo de síntese, pode ser considerado um excelente 

sistema autócrino, parácrino e endócrino do nosso organismo, que responde a múltiplos 

estímulos, produzindo e secretando vários compostos metabolicamente ativos, ademais de 

desempenhar ou impedir os efeitos de algumas substâncias circulantes. Desta forma, sua 
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importância e seu efeito no tônus vascular, foram descritos inicialmente em 1980 por 

Furchott e Zawadzki, que explicaram o efeito do relaxamento da artéria aorta em coelhos 

através da acetilcolina e que também dependia da presença de células endoteliais intactas. 

Assim, demonstraram que a acetilcolina interagia com os receptores muscarínicos das 

células endoteliais, para ativar a liberação de substâncias que propiciavam o relaxamento 

do músculo liso, denominada, posteriormente, como fator de relaxamento derivado do 

endotélio (EDRF) (BATLOUNI, 2001; FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). 

  Porém, somente quase uma década depois, Furschott e Ignarro demonstraram 

que o EDRF e o óxido nítrico eram a mesma substância. Posteriormente, estudos revelaram 

que as células endoteliais são aptas a sintetizar diversas substâncias vasoativas, 

classificadas como relaxantes e contráteis. Os EDRF são o óxido nítrico (NO), a 

prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizantes derivado do endotélio (EDRH). Os fatores 

contráteis derivados do endotélio são a endorfina e o troboxano (FURCHGOTT et al., 

1989; IGNARRO, 1989; BATLOUNI, 2001; DEANFIELD et al., 2007). 

  A descoberta de que a vasodilatação e a inibição da agregação plaquetária 

realizada pelo EDRF aconteciam em paralelo com a secreção de NO, permitiu demonstrar 

adicionalmente que o NO era um EDRF. O NO constitui uma substância gasosa, inorgânica 

e incolor, sendo altamente reativa (RODRIGUES, 2018; BATLOUNI, 2001).  

  A síntese de NO pelas células endoteliais ocorrem a partir de estímulos químicos 

ou físicos. Os estímulos químicos são originados da interação de agonistas 

endógeno/exógenos com receptores específicos presentes nas células endoteliais ativadores 

da acetilcolina, ATP e bradicinina. O estímulo físico é realizado pela força que o sangue 

exerce sobre a parede das artérias, chamada de força de cisalhamento, e o mecanismo pelo 

qual promove a formação de NO ainda não está completamente esclarecido. O que se 

conhece, é que as células endoteliais possuem mecanorreceptores que podem ativar 

diretamente os canais iônicos e as enzimas do grupo das proteínas quinases e fosfatases, 

que vão gerar a formação de segundos mensageiros, desencadeando uma série de reações 

químicas que envolvem a participação dos íons cálcio, até a vasodilatação propriamente 

dita (RODRIGUES, 2018). 

  Desta forma, as células endoteliais apresentam-se de forma dinâmica e 

respondem às alterações dos estímulos físicos e químicos, promovendo a síntese e liberação 

de substâncias vasoativas. O NO, quando liberado, mistura-se rapidamente das células 

endoteliais para a musculatura lisa do vaso sanguíneo. (BATLOUNI, 2011; RODRIGUES, 

2018). 
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  A perda da biodisponibilidade do NO, gera, entre outros aspectos disfunção 

endotelial, dita como a piora do relaxamento dependente do endotélio. Este desequilíbrio 

gera uma deficiência na vasodilatação dependente do endotélio, representando a 

característica funcional da disfunção endotelial, já que NO executa um importante papel 

na fisiologia da parede vascular, inibindo, por exemplo, a inflamação, proliferação celular 

e trombose (TEIXEIRA et al., 2014; DEANFIELD et al., 2007). 

  Apesar de não poder associar a disfunção endotelial à HAS como fator etiológico 

primário, as interações entre os mecanismos de contração e relaxamento, tanto no endotélio 

como nas células musculares lisas, são complexas. Sabe-se que a disfunção endotelial 

colabora com o mecanismo de desenvolvimento e piora do quadro hipertensivo, levando 

inclusive ao aumentando da proliferação de células musculares lisas, o que induz 

hipertrofia da parede vascular (STORCH et al., 2017). 

  Como os mecanismos envolvidos na disfunção endotelial associados à HAS são 

múltiplos e estão relacionados ao tipo e à duração da HAS, bem como ao leito vascular 

investigado, alguns desses mecanismos podem estar ligados a redução da liberação dos 

fatores de relaxamento derivados do endotélio, como o NO e EDHF; diminuição da 

biodisponibilidade desses fatores, principalmente o NO, por inativação oxidativa; a 

disfunção nas vias de conversão dos sinais dos fatores de relaxamento endoteliais; 

diminuição da sensibilidade da musculatura lisa vascular aos fatores de relaxamento e 

aumento da produção de fatores de contração produzidos pelo endotélio (BATLOUNI, 

2011). 

  Sendo assim, há um vasto número de evidências sobre o papel central exercido 

pelo endotélio na fisiopatologia da HAS, principalmente pela ação de fatores de 

relaxamento e de contração, secretados pelas células endoteliais, e seus respectivos 

mediadores (Figura 5). 
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Figura 5. (1) Fatores de relaxamento e contração derivados do endotélio, (2) fatores 

envolvidos nos processos de inibição e proliferação celular e (3) respectivos mediadores 

(centro).  

ENDOTÉLIO 

Fatores relaxantes                                1 
EDRF/NO 
EDHF 
Prostaciclinas 
Bradicinina 

2                            Fatores Constritores 
Endotelinas 

PGH2, TxA2 
Radical O2

• 
Angiotensina II 

CÉLULA MUSCULAR LISA VASCULAR 
Mediadores                                           3 
GmPc, AmPc 

3                                           Mediadores 
PLC, PKC, Ca2+ 

Fatores Inibidores do Crescimento    2 
EDRF/NO 
Sulfato de heparan  
TGF-β1 
 

2      Fatores inibidores do crescimento 
Endotelinas 

Angiotensina II 
PDGFs 

IGF-ILs  
HIPERTENSÃO 

Fonte: Adaptado de BATLOUNI, 2011. 

 

2.2.2 Estresse Oxidativo  

 

  O conjunto de ações na formação de radicais livres ocorrem, geralmente, nas 

mitocôndrias, membranas celulares, e no citoplasma. Essas ações podem, especialmente, 

ser favorecidas pelos íons ferro e cobre. A mitocôndria, por meio da cadeia transportadora 

de elétrons, é a principal fonte geradora de EROs (RODRIGUES, 2018). 

  Cerca de 90% do oxigênio (O2) consumido na mitocôndria através da cadeia 

transportadora de elétrons, é metabolizado pelos organismos aeróbios em condições 

fisiológicas. O restante é utilizado por enzimas oxidases e oxigenases e por reações 

químicas de oxidação direta. No entanto, cerca de 5% do oxigênio metabolizado nas 

mitocôndrias são desviados para outra via metabólica, dando origem aos radicais livres 

(endógenos). Além dos radicais livres formados de forma endógena, há também a formação 

de radicais livres exógenos, ou seja, os radicais formados pela poluição atmosférica, raio-

X e ultravioletas, cigarros, bebidas alcoólicas, alto níveis stress e consumo de gorduras 

saturadas (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004; CUNHA et al., 2016). 

  Os radicais livres, quando não encontram nenhum outro radical livre para se ligar 

na tentativa de obter estabilidade, captam elétrons de outras moléculas saudáveis. A 

molécula que perdeu o elétron se transforma em outro radical livre, iniciando uma reação 
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em cadeia que danificará muitas células. Tal reação poderá ter caráter ilimitado, caso não 

houver a intervenção dos antioxidantes. Este processo, chamado oxidação, provoca morte 

celular (NEDEL, 2005). 

  Apesar dos efeitos prejudiciais do excesso de radicais livres, a presença destes é 

essencial para a manutenção de várias funções fisiológicas normais, como no processo de 

respiração celular (que ocorre nas mitocôndrias, a fim de gerar ATP), e aqueles radicais 

que são produzidos pelos macrófagos e neutrófilos, são usados contra bactérias e fungos 

invasores do organismo, produzindo ação lesiva a esses microrganismos (BARBOSA et 

al., 2010). 

  O desequilíbrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta na 

indução de danos celulares pelos radicais livres, tem sido chamado de estresse oxidativo, 

ou alteração redox. Tal desequilíbrio tem como consequência a oxidação de importantes 

elementos biológicos (lipídeos, proteínas, carboidratos e DNA), o que leva a modificações 

químicas, e funcionais de tais elementos. Este desequilíbrio tem sido apontado como 

importante mecanismo de lesão de várias doenças como a HAS, câncer, Alzheimer entre 

outras (FERRON, 2020). 

A pressão arterial pode sofrer influência pelo stress oxidativo, pelo envolvimento 

direto das espécies reativas ao oxigênio (EROS) no metabolismo do NO. A diminuição da 

disponibilidade do NO vascular e, consequentemente o seu efeito vasodilatador por ação 

do stress oxidativo, pode aumentar a pressão arterial pelo aumento da resistência vasculares 

sistémica (VARIZI, 2008). 

Além disso, a produção excessiva de EROS promove a produção direta de 

espécies citotóxicas e a inativação de NO. Essa inativação leva à perda dos efeitos 

protetores do NO, como regulação do tônus arterial, inibição da inflamação local e da 

coagulação, como também da proliferação celular. A redução da disponibilidade do NO, 

pode aumentar a resistência vascular renal, amplificar a reabsorção tubular de sódio e água 

e, desta forma, provocar uma expansão do volume extracelular, com consequente aumento 

da pressão arterial. Adicionalmente a isso, o stress oxidativo pode promover a disfunção 

endotelial, pela redução do NO ou pela promoção da aterosclerose, pois fomentam a adesão 

de monócitos à parede vascular, a oxidação das moléculas LDL, a apoptose de células 

endoteliais, a formação das células espuma e o consequente desenvolvimento de estrias 

lipídicas e placas de ateroma (VARIZI, 2008; PINHO et al., 2010). 

Para evitar que ocorra o estresse oxidativo, é imprescindível que haja um 

equilíbrio entre radicais livres e antioxidantes no nosso organismo. Antioxidantes são 
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moléculas que impedem a oxidação de outras moléculas, muitas vezes sendo oxidadas. 

Devido à nossa atmosfera rica em oxigênio, todos os organismos vivos, incluindo bactérias, 

plantas e animais, adaptaram-se e desenvolveram defesas enzimáticas e não enzimáticas 

contra o estresse oxidativo crônico (LOPERENA & HARRISON, 2017). 

 

2.2.2.a. Estresse Oxidativo e Antioxidantes Naturais 

 

  Fica claro o papel que o estresse oxidativo exerce na gênese e na progressão das 

DCV. O aumento da produção de radicais livres e diminuição da defesa dos antioxidantes, 

leva danos graves às macromoléculas e disfunção do metabolismo normal. Por este motivo, 

uma ingestão adequada de antioxidantes torna-se fundamental para pacientes portadores de 

HAS. 

  Os mecanismos de defesa induzidos pelo estresse oxidativo envolvem: 

mecanismos preventivos, mecanismos de reparo, defesas físicas, e as defesas antioxidantes. 

Existem três grandes tipos de defesas antioxidantes: (1) os antioxidantes diretos, 

“varredores” de radicais livres e quelantes, que podem suprimir diretamente a formação de 

radicais livres; (2) as enzimas antioxidantes e (3) os compostos que possuem propriedades 

antioxidantes, que são considerados antioxidantes indiretos. Compostos com propriedades 

antioxidantes indiretas podem afetar a formação de radicais livres, por exemplo, inibindo 

a atividade de enzimas pró-oxidantes (AFSHEEN et al, 2018; DENISOV, 2005). 

  As substâncias antioxidantes atuam em diferentes níveis na proteção do 

organismo. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua 

formação, principalmente pela inibição das reações em cadeia com o ferro e o cobre. As 

substâncias antioxidantes atuam em diferentes níveis na proteção do organismo. Os 

antioxidantes são capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular 

(enzimáticos e não enzimáticos) ou por fontes exógenas (ou dietéticos), impedindo o ataque 

sobre os lipídeos, os aminoácidos das proteínas, a dupla ligação dos ácidos graxos poli-

insaturados e as bases do DNA, evitando a formação de lesões e a perda da integridade 

celular (PEREIRA & CARDOSO, 2012; AFSHEEN et al, 2018). 

  Os antioxidantes exógenos são muito diversos, sendo comumente encontrados 

em vegetais, como as vitaminas C e E, os carotenóides, os flavonóides e os compostos 

fenólicos. Os antioxidantes biológicos de baixo peso molecular de plantas medicinais são 

metabólitos secundários, que possuem atividades biológicas marcantes. Os metabólitos 

secundários vegetais destacam-se na área da farmacologia devido a seus efeitos biológicos 
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sobre a saúde humana. Dentre seus benefícios à saúde humana destaca-se a redução da 

absorção do colesterol da dieta, com consequente redução dos níveis sanguíneos; a redução 

do risco de DCV, e inibição do crescimento de certos tipos de tumores malignos (PEREIRA 

& CARDOSO, 2012; BERG & LUBERT, 2008; SALGADO, 2009). Na tabela 3, estão 

relacionadas as EROs com os respectivos antioxidantes. 

  Os mais abundantes são os compostos fenólicos, destacando-se dentre eles os 

flavonóides. Esses, podem ser classificados em subgrupos como: flavonas, flavanonas, 

flavonóis, flavanonóis, isoflavonas, flavan-3-óis (catequinas), chalconas, auronas e 

antocianidinas. Os compostos polifenólicos, um grupo de metabólitos secundários, 

amplamente distribuídos no reino vegetal, apresentam propriedades anti-inflamatórias, 

antibacterianas, antivirais, antialérgicas e antitumorais, além de possuírem propriedades 

antioxidantes e inibirem a atividade de muitas enzimas como as xantinas-oxidases, as quais 

podem desempenhar um importante papel na absorção e neutralização de radicais livres.  

Adicionalmente, efeitos biológicos como redução da fragilidade e permeabilidade 

capilares, bem como inibição da destruição do colágeno e agregação plaquetária 

(PEREIRA & CRADOSO, 2012; VALKO et al., 2007). 

 

Tabela 3. EROS e os antioxidantes. 

EROS Antioxidantes 

              Endógenos                            Exógenos 

Ânion superóxido (O2
•-)       Superóxido dismutase (SOD):                   Vitaminas, zinco, cobre,  

        a) citoplasmática: Zinco-Cobre                   manganês, picnogenol 
        b) mitocondrial: Manganês 

Radical peroxil (ROO•)       Glutationa peroxidase, selênio,           Vitamina E, selênio 
       cisteína 

Radical hidroxila (OH•)       _______________                     Vitamina C, manitol, 
                                                                     EDTA, picnogenol, 
                                                                      dimetil sulfóxido 

Peróxido de hidrogênio (H2O2)        Catalase Fe2
+ 

       Glutationa Peroxidase 
                  _____________ 

Fonte: VALKO et al., 2007. 

 

  Extratos de plantas ricos em componentes fenólicos podem ser considerados a 

principal razão por trás do potencial antioxidante das plantas medicinais. Muitos estudos 

relatam o potencial de extratos ricos em polifenóis e flavonoides no tratamento das 

alterações cardiovasculares, pois esses metabólitos apresentam várias propriedades 

terapêuticas, incluindo potencial antioxidante, cardioprotetor e anti-hipertensivo 

(ALMEIDA, 2011; AFSHEEN et al, 2018). 
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Os possíveis mecanismos no tratamento de DCV com flavonóides inclui sua 

capacidade de melhorar e/ou interromper a disfunção endotelial, reduzir a oxidação do 

LDL e inibir a agregação plaquetária. Assim, a atividade farmacológica desses compostos 

pode estar relacionada a suas propriedades antioxidantes e ao efeito vaso-regulador 

(PEREIRA & CARDOSO, 2012; ADEGBOLA, 2017). 

A estrutura comum dos flavonoides consiste de dois anéis aromáticos (anéis A e 

B) unidos por uma unidade de três carbonos (anel C). O anel A é um anel aromático que se 

encontra condensado ao anel C, sendo que este último é substituído nas posições 2 ou 3 por 

um grupo fenil (anel B), dando origem aos flavonoides e isoflavonoides respectivamente, 

sendo que a ocorrência dos isoflavonoides é menos comum (Figura 6). O interesse pela 

indústria farmacêutica por tais componentes é crescente, e justifica-se pelo fato dos 

compostos fenólicos e flavonóides apresentarem uma série de vantagens em relação a 

outros fármacos, principalmente com relação aos efeitos colaterais (PEREZ-VIZCAINO 

& FRAGA, 2018; ADEGBOLA et al., 2017). 

 

Figura 6. Estrutura do flavonóide quercentina. 

 

  Fonte: Adaptado de Sun et al., 2008. 

 

Dada à sua grande abundância nos vegetais, os flavonoides são importantes 

componentes da dieta humana e estão presentes na dieta de praticamente todos os animais 

herbívoros e onívoros. O nível de ingestão de flavonoides na dieta humana é considerado 

alto quando comparado com a ingestão de vitamina C (70mg/dia), vitamina E (7-

10mg/dia), e carotenóides (2-3mg/dia). A ingestão de flavonoides pode variar entre 50 e 

800mg/dia, dependendo do consumo de vegetais e frutas. Em particular, o vinho e o chá 
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preto apresentam elevada quantidade de flavonoides, aproximadamente 200mg por copo 

de vinho ou por xícara de chá. (CORCORAN et al., 2012). 

Atualmente, devido à má alimentação e na necessidade da melhora nutricional 

das pessoas, o interesse na aplicação de extratos vegetais na indústria de alimentos cresceu, 

principalmente devido às suas propriedades antioxidantes e efeitos associados à promoção 

da saúde. Assim, vêm se desenvolvendo novos produtos chamados de nutracêuticos, 

definidos como alimento ou parte de um alimento que proporciona benefícios médicos e 

de saúde, incluindo a prevenção e ou tratamento de doenças. Esses produtos podem 

abranger desde nutrientes isolados, suplementos dietéticos e produtos herbais até alimentos 

processados, como cereais, sopas e bebidas (TAJNER-CZOPEK, 2020). 

Dessa forma, tem-se estabelecido que uma mistura complexa de substâncias 

químicas bioativas, como em frutas e vegetais, pode promover benefícios a saúde através 

de uma combinação de efeitos aditivos e sinergéticos. As substâncias químicas bioativas 

em frutas e vegetais podem ter complementaridade e ultrapassar o efeito das substâncias 

isoladas, exercendo diversas ações benéficas à saúde, como a diminuição do estresse 

oxidativo.  
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ABSTRACT 

Ethnopharmacological relevance: Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Rubiaceae), 

popularly known as “congonha” and “porangaba” is an important medicinal specie 

extensively distributed throughout the Brazilian Cerrado. In Brazilian folk medicine, this 

species is used as hypotensive, antiarrhythmic, diuretic, blood depurative, in slimming diets 

and to treat kidney and bladder infections. However, there are no reports in the literature 

proving its cardiovascular effects. Aim: To evaluate the effects of the prolonged 

administration of an aqueous extract obtained from leaves of R. viburnoides (AERV) on 

impairment of redox status, renal dysfunction, and cardiovascular damage in 2K1C 

hypertensive rats. Material and Methods: First, AERV was obtained by accelerated 

solvent extraction using water and its chemical constituents were identified by LC-DAD-

EM. Then, an acute toxicological study was performed in female Wistar rats. Renovascular 

hypertension (two-kidneys, one-clip model) was surgically induced in male Wistar rats. 

The sham-operated group was used as negative control. AERV was orally administered at 

doses of 30, 100 and 300 mg/kg, daily, for 28 days, 5 weeks after surgery. Metoprolol (20 

mg/kg) was used as standard antihypertensive drug. Renal function was evaluated by 

diuresis on days 1, 7, 14, 21 and 28. Urinary electrolytes, pH and density were also 

measured. On 29° day electrocardiography, blood pressure and heart rate were recorded. 

Blood samples were obtained for serum measurement of Na+, K+, urea and creatinine, and 

for evaluation of plasmatic angiotensin converting enzyme activity. Heart and mesenteric 

vascular beds were isolated for cardiac morphometry and evaluation of the vascular 

reactivity, respectively. Additionally, aorta rings were isolated for measurement of cyclic 

guanosine monophosphate levels. Finally, samples from aorta, heart and kidney were 

collected for evaluation of the tecidual redox status. Results: Main compounds identified 

from AERV were glycosylated iridoids, chlorogenic acids, glycosylated triterpenes, O-

glycosylated flavonols, triterpenoid saponins and others. No signs of acute toxicity were 

observed after AERV single-dose treatment. Prolonged treatment with AERV was able to 
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preserve urine excretion and the electrolyte levels (Na+, K+, Ca2+ and Cl-) in hypertensive 

rats in a similar manner to Sham-operated group. Furthermore, AERV-treatment was able 

to revert the electrocardiographic changes and the rise of blood pressure and heart rate in 

2K1C hypertensive rats. In addition, prolonged AERV-administration reversed left 

ventricular hypertrophy and changes in vascular reactivity induced by hypertension. This 

effect was associated with a positive modulation of the tecidual redox status, NO/cGMP 

pathway activation and angiotensin converting enzyme inhibition, indicating a potential 

mechanism for the renal and cardiovascular effects of AERV. Conclusion: A 28-days 

AERV-treatment reduces the progression of the cardiorenal disease in 2K1C hypertensive 

rats. These effects seem to be involved with an important attenuation of oxidative stress, 

angiotensin converting enzyme inhibition, and NO/cGMP pathway activation. 

Keywords: Antihypertensive; antioxidant; cardioprotective; diuretic; renoprotective, 

iridoid. 

 

Abbreviations: 2K1C: two kidney, one clip; ACE: angiotensin converting enzyme; ACh: 

acetylcholine; AERV: aqueous extract from Rudgea viburnoides; ANOVA: analysis of 

variance; BW: body weight; Ca++: calcium; CAT: catalase; cGMP: cyclic guanosine 

monophosphate; Cl-: chloride; DBP: diastolic blood pressure; e-NOS: endothelial nitric 

oxide sintase; EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid; EI: excretion load; ELISA: enzyme-

linked immunosorbent assay; HR: heart rate; HR-MS: high-resolution mass spectrometry; 

e-NOS: endothelial nitric oxide sintase; K+: potassium; LC-MS: liquid chromatography-

mass spectrometry; LPO: lipoperoxides; MAP: mean arterial pressure; MVB: mesenteric 

vascular bed; Na+: sodium; NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NO: 

nitric oxide; Phe: phenylephrine; PP: perfusion pressure; PSS: physiological saline 

solution; RAS: renin angiotensin system; RH: renovascular hypertension; ROS: reactive 

oxygen species; SBP: systolic blood pressure; S.E.M: standard error of the mean; Sham: 

placebo surgery; SNP: sodium nitroprusside; SOD: superoxide dismutase; UHPLC: ultra-

high performance liquid chromatography. 

  

 

1. Introduction 

 

Hypertension is a multifactorial disease characterized by sustained elevation of 

the blood pressure (BP) levels. Worldwide, hypertension affects 1.13 billion people and is 
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an important risk factor for cardiovascular diseases like atherosclerosis, heart attack and 

stroke, as well as chronic kidney disease (Brown et al., 2003; WHO, 2013).  

According to the 2017 Guidelines for Arterial Hypertension Management in 

Primary Health Care in Portuguese Language Countries, Brazil has 17 million hypertensive 

patients, and cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of death. The outlook is 

that by 2025, this number is expected to grow 80% due mainly to smoking, sedentary 

lifestyle, obesity, poor diet and high alcohol consumption (Oliveira et al., 2017). 

The treatment and control of hypertension include drugs (mainly beta blockers, 

calcium channel blockers, diuretics and renin-angiotensin system inhibitors) and changes 

in lifestyle, such as regular physical exercise, healthy eating and body weight control. 

These measures are mainly aimed at preventing cardiovascular complications and 

metabolic changes due to hypertension (Lopatowska et al., 2018). Allied to this, the uses 

of alternative therapies have increased substantially, mainly in underdeveloped or 

developing countries (Balogun and Ashafa, 2019). 

The use and consumption of medicinal plants in Brazil as a therapeutic resource 

is a very common practice among those with hypertension, being used and disseminated 

by populations over several generations (de Moura and Resende, 2016). One of the 

medicinal plants widely used by Brazilian population in the treatment of hypertension is 

Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Rubiaceae) popularly known as ‘congonha de bugre’, 

‘congonha’, ‘bugre’ and ‘porangaba’. This species is very common in the Brazilian cerrado 

(Alves et al., 2004; Silva and Proença, 2008). In the folk medicine R. viburnoides leaves is 

used as hypotensive, antiarrhythmic, diuretic, blood depurative, in slimming diets and to 

treat kidney and bladder infections (Nunes et al., 2003). 

Studies on this species are still scarce, especially regarding its pharmacological 

properties. Preclinical studies have reported nephroprotective (Galdino et al., 2017), 

diuretic (Pucci et al., 2010), lipid-lowering and anti-inflammatory effects (Almeida et al., 

2018). In addition, no toxic effects were reported after acute administration of the ethanolic 

extract obtained from the leaves of R. viburnoides in rats and mice (Pucci et al., 2010). 

Among the main compounds, chlorogenic and caffeic acids, flavonoids (Alves et al., 2004; 

Almeida et al., 2018), triterpenes and saponins (Young et al., 1998) stand out.  

  Considering that the R. viburnoides are widely used by the oral route by 

Brazilian population due to its possible hypotensive effects, it is interesting to investigate 

if the crude extract from leaves of this species is able to promote cardioprotective effect in 

hypertensive rats. Thus, the aim of this study was evaluate the prolonged administration of 
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an aqueous extract obtained from leaves of  R. viburnoides (AERV) on impairment of redox 

status, renal dysfunction, and cardiovascular damage in 2K1C-hypertensive rats.  

  

 

 

 

 

2. Material and Methods 

 

2.1. Drugs  

The following drugs, salts and solutions were used: xylazine and ketamine 

hydrochloride (Syntec, São Paulo, SP, Brazil) and heparin (Hipolabor, Belo Horizonte, 

MG, Brazil). Acetylcholine chloride, phenylephrine, angiotensin II, indomethacin, 

metoprolol, sodium nitroprusside, NaCl, KCl, NaHCO3, MgSO4, CaCl2, KH2PO4, 

dextrose, ethylenediaminetetraacetic acid, 2’,7’-dichlorofluorescein-diacetate, 5,5’-

dithiobis, bovine serum albumin, ethylenediaminetetraacetic acid, reduced glutathione, 

Tris-HCl, and xylenol orange were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

All other reagents were obtained in analytical grade. 

 

2.2. Phytochemical study  

 

2.2.1. Plant material and extract preparation 

Rudgea  (Cham.) Benth. leaves were collected at the Private Natural Heritage 

Reserve of the Federal University of Mato Grosso do Sul (RPPN/UFMS) (S20°30′32.0’’– 

W54°36′57.7’’), in July of 2018. The plant was identified and voucher specimens were 

deposited at CGMS Herbarium under number 74319. 

The leaves were dried in an oven with air circulation at temperature of 50 °C for 

48 h. The dry material was ground using an analytical mill (IKA®- A11, basic Analytical 

mill). Then, an aliquot of this powder was crushed at a mixer mill to standardize the grain 

size powder which was used for the extraction.  

An aliquot of 496 g of the powder was submitted to extraction on an accelerated 

solvent extractor Dionex™ ASE™. Three cycles of 4 min using hexane and parameters of 

100 °C, purge of 100 s and rinse of 60% were made to degrease the sample. Then, two 

cycles of 4 min using distilled water, 100 °C, rinse of 100% and purge of 60 s were made 
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to obtain the aqueous extract of leaves of Rudgea viburnoides (AERV). This extract was 

then lyophilized, yielding 49.02 g of dry AERV, and maintained at -20 °C, and resuspended 

in filtered water to preclinical assays. 

 

2.2.2. Chemical analyses by LC-DAD-MS 

An amount of 2 mg of AERV was solubilized on 1 mL of methanol:water (1:1,  

-v/v) and analyzed on UFLC Shimadzu Proeminence chromatographic system coupled to 

a diode array detector (DAD) and a mass spectrometer MicrOTOF-Q III (Bruker 

Daltonics). The mass spectrometer is composed byhas an electrospray ion source and 

analyzers quadrupole – time-of-flight. A Kinetex C18 chromatographic column 

(Phenomenex, 2.6 μm, 100A, 150 × 2.1 mm,) was used in the analyses, applying the flow 

0.3 mL/min and volume injection of 5 µL. All the LC and MS parameters were the same 

described by Tolouei et al. (2019) using both, negative and positive ion mode. The 

molecular formulae were determined based on the accurate mass considering errors up ± 5 

ppm and mSigma below 30. 

 

2.3. Pre-clinical studies 

 

2.3.1. Animals  

  Male and female Wistar rats (13-14 weeks) were obtained from the Federal 

University of Grande Dourados (UFGD). Animals were randomized and housed in plastic 

cages, with environmental enrichment, at 22 ± 2 ºC under 12/12 h light dark cycle, 55 ± 

10% humidity conditions, and ad libitum access to food and water. Before the onset of all 

experiments, animals were left for ten days to acclimatize to laboratory conditions. All 

procedures involving animals were previously approved by the Ethics Committee on the 

Use of Animals from UFMS (protocol: 947/2018) and conducted in accordance with 

Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals as adopted and promulgated by the 

United States National Health Institute. 

 

2.3.2. Toxicological assessment  

Oral acute toxicity was evaluated in accordance with the protocol 425 described 

by the Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) in 2008. Three 

single doses of AERV (30, 300 and 2000 mg/kg) or water (1 mL/kg) were administered to 

fasted female rats (n = 8) by oral gavage. Following administration, animals were closely 
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observed during the first 24 hours and daily for 14 consecutive days. Mortality, body 

weight gain, food and water consumption were daily observed and recorded. In addition, 

animal behaviour was individually observed according to the five parameters of the 

Hippocratic screening, which aims to analyze conscious state, activity and coordination of 

motor system and muscle toning, activities on the central nervous system, corneal and 

headset reflexes and activities on the autonomic nervous system (Malone and Robichaud, 

1962). On day 15 after administration, overnight fasted rats were euthanized by isoflurane 

anesthesia (inhalation) followed by exsanguination. Heart, lung, spleen, liver, kidneys, 

uterus and ovaries were removed, weighed, macroscopically examined and the relative 

organ weight calculated. Heart, liver and kidney samples were fixed in 10% buffered 

formalin. After fixation, organ samples were dehydrated with increasing absolute ethanol 

concentrations, diaphanized in xylene and embedded in paraffin wax. Samples were 

sectioned and stained with hematoxylin/eosin (H & E). Analyses were performed under 

light microscopy (40X).  

 

2.3.3. Pharmacological studies 

 

2.3.3.1. Hypertension induction (Goldblatt model; two kidneys, one clip; 2K1C) 

Initially, male rats were anesthetized by intraperitoneal route (ketamine 100 

mg/kg plus xylazine 20 mg/kg). Then, animals were submitted to laparotomy and the left 

renal artery was isolated and a silver clip with 1.5 mm lumen was placed to partially limit 

blood flow (Umar et al., 2010). In some animals (Sham-operated), the ovaries were not 

removed and the artery was not clipped. After the procedure, animals were hydrated with 

saline solution (2 ml/ animal, subcutaneously, single administration), and received 

antiinflammatory (indomethacin, 2 mg/kg, orally, every 12 hours, during 3 days) and 

antibiotic (enrofloxacin, 10 mg/kg, subcutaneously, single dose). Systolic blood pressure 

(SBP) was weekly measured (for 28 days) by the tail-cuff method. Only animals with SBP 

above 140 mm Hg were used in experiments. 

 

2.3.3.2. Experimental design  

Five weeks after surgery, animals were randomized and divided into 6 groups  

(n = 8-10).  Rats were treated once a day (by gavage), during 28 days, with vehicle (filtered 

water; positive control), metoprolol (MPL, 20 mg/kg, standard antihypertensive drug) or 
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AERV (30, 100 or 300 mg/kg). The Sham-operated group (NC: negative control) was 

treated with vehicle only. 

 

2.3.3.3. Renal function  

 The renal function was evaluated according to methods previously 

described by Gasparotto Junior et al. (2009). Weekly, immediately after treatments, rats 

were placed in metabolic cages and urine was collected for 8 h. Urinary volume was 

measured and expressed as ml/100 g of body weight. Urinary sodium (Na+), potassium 

(K+), chloride (Cl-) and calcium (Ca+2) levels were quantified in an ion selective meter 

(COBAS INTEGRA 400 plus; Roche®). pH was determined on fresh urine samples using 

digital pH meter (Q400MT; Quimis Instruments, Brazil). Density was estimated by 

handheld refractometer (NO107; Nova Instruments, Brazil). Excretion load (El) of Na+, 

K+, Cl- and Ca+2 was obtained by multiplying the concentration of electrolytes (mEq/l) by 

the urinary flow (ml/min). Results are expressed as μEq/min/100g. 

 

2.3.3.4. Electrocardiography 

At the end of the experimental period the rats were anesthetized with ketamine 

(100 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg) by intramuscular route (IM). After anesthesia all of 

the rats were kept in the dorsal decubitus position. Four alligator clip electrodes (RL, RA, 

LL, and LA) were positioned in the folds of both elbows and both knees. The V1 electrode 

was positioned in the 4th intercostal space to the right of the sternum. The V2 electrode 

was positioned in the 4th intercostal space to the left of the sternum. The V3 electrode was 

positioned midway between V2 and V4. The V4 electrode was positioned in the 5th 

intercostal space at the midclavicular line. The V5 electrode was positioned inside the 

axillary line at the same level as V4. The V6 electrode was positioned at the midaxillary 

line at the same level as V4 and V5. A small amount of 70% alcohol was applied to each 

interface of the electrodes for less interference and better electrical conduction. An 

acclimatization time of 5 min elapsed, and then cardiographic electrical waves were 

recorded for 5 min. Electrocardiography was recorded using an electrocardiography 

recorder (WinCardio, Micromed, Brasília, Brazil). 

 

2.3.3.5. Blood pressure assessment 

After electrocardiography, all of the rats subcutaneously received a bolus 

injection of heparin (50 IU). Tracheotomy was then performed to allow the animals to 
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spontaneously breathe. The left carotid artery was then isolated, cannulated, and connected 

to a pressure transducer coupled to a PowerLab® recording system and an application 

program (Chart, v 4.1; all from ADI Instruments, Castle Hill, Australia), and systolic blood 

pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), and mean arterial pressure (MAP) were 

recorded. Changes in SBP, DBP, and MAP were recorded for 20 min. 

 

 

 

2.3.3.6. Biochemical parameters 

After the arterial pressure measurements, blood samples were collected from the 

left carotid artery. Serum was obtained by centrifugation at 1,500g for 10 min. Sodium, 

potassium, urea and creatinine levels were measured using an automated biochemical 

analyzer (Roche Cobas Integra 400 plus). The serum angiotensin converting enzyme 

(ACE) activity was determined by indirect fluorimetry according to methods described by 

Santos et al. (1985). 

 

2.3.3.7. Mesenteric vascular beds (MVBs) reactivity 

After blood collection and before euthanasia, the MVBs were isolated and 

prepared for perfusion according to McGregor (1965). The organs were placed in a water-

jacketed organ bath and perfused at 6 mLl/min with PSS (119 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.4 

mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 25.0 mM NaHCO3, 1.2 mM KH2PO4, 11.1 mM dextrose, and 

0.03 mM EDTA) at 37°C and gassed with 95% O2/5% CO2. Changes in the perfusion 

pressure (PP; mmHg) were detected by a pressure transducer coupled to a PowerLab® 

recording system and an application program (Chart, v 4 .1; all from ADI Instruments, 

Castle Hill, Australia). After equilibration for 30 min, the integrity of preparation was 

checked by a bolus injection of 120 mmol KCl. Phenylephrine (Phe; 0.1, 0.3, and 1 nmol; 

10-30 μLl) and angiotensin II (Ang II; 0.1, 0.3, and 1 nmol; 10-30 μLl) were then 

administered. After a new equilibration period (30 min), the kidneys were continuously 

perfused with PSS plus 3 μM Phe to induce a prolonged increase in PP. Under these 

conditions, vascular reactivity to sodium nitroprusside (SNP; 1, 3, and 10 pmol; 10-30 μLl) 

and acetylcholine (ACh; 1, 3, and 10 pmol; 10-30 μLl) was evaluated. An equilibration 

period of 15 min was allowed between each drug administration. 

 



56 
 

2.3.3.8. Relative weight and histopathological analysis of the heart and left ventricle 

morphometry 

After euthanasia by an intravenous injection of 19.1% potassium chloride, the 

heart was removed, longitudinally sectioned, and cleaned. The relative weight of the heart 

was determined (WT% = absolute organ weight × 100 / body weight). Part of the cardiac 

tissue was placed in 10% buffered formalin. The samples were then dehydrated in alcohol, 

cleared with xylene, and embedded in paraffin. Samples were sectioned (5 mm), stained 

with hematoxylin and eosin, and examined under a light microscope. Image data 

acquisition and analysis were performed using Motic Images Plus 2.0 software. 

2.3.3.9. Cardiac and vascular redox status  

After euthanasia, part of the heart, aorta and right kidney tissue were removed 

and homogenized in K+ phosphate buffer (0.1 M, pH 6.5), in a 1:10 dilution. Superoxide 

dismutase (SOD) was analyzed by the method of pyrogallol oxidation (Gao et al., 1998). 

Lipid peroxidation (LPO) rate was measured by the FOX method according to protocol 

described by Jiang et al. (1992). Catalase (Cat) activity was measured based on a previously 

described technique (Beers and Sizer, 1952). The results were expressed by the amount of 

protein in the homogenates, determined by a method described elsewhere (Bradford, 1976). 

 

2.3.4. Cyclic guanosine monophosphate (cGMP) measurement 

The role of AERV on cGMP levels was evaluated according to methods 

described by Estancial et al. (2015). For this, the aortic rings from 2K1C rats (2-3 mm; n = 

5) were removed and mounted in an organ bath with Krebs-Henseleit solution (composition 

in mm: 117 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl2, 1.2 MgSO4, 1.2 KH2PO4, 25 NaHCO3 and 11 

glucose) at 37 °C and gassed with 95% O2/5% CO2. A resting period of 1 h, under tension 

of 2 grams, was allowed before experiments. Then, aortic rings were then incubated for 15 

min with SNP (10 μm), or AERV in different concentrations (0.001, 0.003, and 0.01 

mg/ml) in the absence and in the presence of soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor ODQ 

(100 μm, 30 min). Then, tissues were removed, frozen, homogenized in trichloroacetic acid 

(5% wt/vol), centrifuged (10 min at 4 °C at 1500 g) and the supernatant was collected. 

Methods for antibody incubation, and the measurement of intracellular cGMP were 

performed as described in commercially available kits (Cayman Chemical Cyclic GMP 

EIA kit, Ann Arbor, MI, USA). All experiments were performed in triplicate. 
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2.4. Statistical analyses 

 Data were analyzed for homogeneity of variance and normal distribution. 

Differences among means were determined using one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by Bonferroni post hoc test. The significance level was set at 95% (p < 0.05) and 

results were expressed as mean ± standard error of the mean (S.E.M.). 

 

3. Results 

 

3.1. Chemical constituents from AERV 

The leave aqueous extract from R. viburnoides was analyzed by LC-DAD-MS 

and its constituents were annotated (Figure 1, Table 1).  

Peaks 1, 2 and 3 presented deprotonated ions at m/z 191.0534, 341.1095 and 

191.0209, which were compatible to molecular formulae C7H12O6, C12H22O11 and C6H8O7, 

respectively. They were putatively annotated as quinic acid (1), di-O-hexoside (2) and citric 

acid (3). The compounds 5 and 7 showed UV spectra similar to caffeic acid chromophores 

(λmax ≈ 299 and 325 nm) (Silva et al., 2013). The fragment ions at m/z 191 and 179 are 

relative to quinic acid and caffeic acid, and the relative abundance of ion m/z 179 was used 

to suggest the esterification position of quinic acid (Clifford et al., 2003). Thus, the 

metabolites 5 and 6 were identified as 3-O-E-caffeoyl quinic acid and 5-O-E-caffeoyl 

quinic acid and they were confirmed by injection of authentic standards. 

The peaks 6 and 8 did not presented absorption on UV and showed deprotonated 

ions at m/z 431.1195 (C18H24O12) and 413.1084 (C18H22O11). The losses of hexosyl (162u) 

and subsequently of a water molecule (18 u), as well as the losses of a cetene (C2H2O, 42u) 

and carbon dioxide (CO2, 44u) suggested for both compounds the presence of hexosyl, 

acetyl and carboxylic acid groups in the structures of 6 and 8. For example, the fragment 

ions m/z 251 [M-H-hexosyl-H2O]-, 165 [M-H-hexosyl-H2O-C2H2O-CO]- and 191 [M-H-

hexosyl-H2O-C2H2O]. 

They were putatively annotated as the iridoids asperulosidic acid and 

asperuloside, which showed similar spectral data reported for them and they were identified 

in Rubiaceae family (Wang et al., 2020, Zhao et al., 2018, Li et al., 2008). 

The characteristic UV absorption bands of 9 (265 and 355 nm) and (265 and 

346nm), suggested that these compounds are flavonols (Silva et al., 2013). Compounds 59 

and 11 displayed deprotonated ion at m/z 609.1472 and 593.1521, indicating molecular 

formulas of C27H30O16 and C27H30O15 respectively. Both compounds showed a loss of 308 
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u that is relative to hexosyl and deoxyhexosyl substituents, and ionsits aglycones showed 

m/z 301 (9) and 285 (11). In this way, 9 and 11 were putatively identified as O-hexosyl-

deoxyhexosyl-quercetin and O-hexosyl-deoxyhexosyl-kaempferol (de Villiers, Venter and 

Pasch, 2016). 

The isomers 12 and 13 showed ions at m/z 681.3823 and 681.3832 [M-H]- and 

suggested athe molecular formula of C36H58O12. The fragmentation pattern of these 

compounds was basically the same, the product ions m/z 519 was yielded from loss of a 

hexosyl group (162 u). The ions with m/z 407 and 207 are relative to a retro Diels-Alder 

(RDA) cleavage of the ring C (double bound on C12), followed by dehydration. The ion 

m/z 407 is relative to rings D and E moiety O-linked to the H group, while the m/z 207 

represents the rings A and B. In this way, 12 and 13 were identified trachelosperosides B-

1 or E-1 (Abe and Yamauchi, 1987a). These compounds were already reported fromfor R. 

viburnioides by Young and co-workers (1998). 

Finally, compounds 15 and 16 were annotated as triterpenoid saponins. The 

compound 16 m/z 955.4914 [M-H]-,  (C48H76O19) showed sequential losses of 162 and 

176u suggesting the substituents hexosyl and glucoronyl, and these losses yielded 

agluconethe fragment ion m/z 455 (C30H47O3-) relative to aglycone. Compound 15 (m/z 

1087.5303 [M-H]-, C53H84O23) was very similar to 16, but with an additional substituent 

O-pentosyl and the data suggests that they are bisdesmosidic saponins (Kanwal et al., 

2018).  

 

Figure 1. Base peak chromatograms from leaves aqueous extract of Rudgea virbunoides 
(AERV) obtained in positive (A) and negative ion modes (B). 
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Table 1. Metabolites identified from aqueous extract obtained from leaves of R. 

viburnoides (AERV) by LC-DAD-MS/MS. 

 

Peak 
RT 

(min) 
UV 

(nm) 
MF 

Positive ion 
mode (m/z) 

Negative ion mode (m/z) 
Compound 

MS [M+H]+ MS [M-H]- MS/MS 
1 1.1 - C7H12O6 193.0696 191.0534 191 (bp), 173 Quinic acid 
2 1.1 - C12H22O11 - 341.1095 191(bp) di-O-hexoside 
3 1.5 - C6H8O7 193.0367 191.0209 - Citric acid 
4 2.7 - C16H20O10 373.1113 371.0991 191, 173 (bp) Glycosylated iridoid 
5 5.9 295sh

, 325 
C16H18O9 355.1006 353.0873 191 (bp), 179 3-O-E-caffeoylquinic 

acidst 
6 9.9 - C18H24O12 - 431.1195 251, 165 (bp) Asperulosidic acid 
7 10.5 295sh

, 325 
C16H18O9 355.1021 353.0873 191 (bp), 179 5-O-E-caffeoylquinic 

acidst 
8 11.3 - C18H22O11 415.1223 413.1084 191, 147 (bp) Asperuloside 
9 18.7 265, 

355 
C27H30O16 611.1595 609.1472 300 (bp), 301, 

271, 255, 243 
O-hexosyl-
deoxyhexosyl quercetin 

10 20.0 - C24H42O11 507.2822 505.2655 191 (bp) Unknown 
11 20.8 265, 

346 
C27H30O15 595.1644 593.1521 327, 285 (bp), 

284, 255, 277, 
162 

O-hexosyl-
deoxyhexosyl 
kaempferol 

12 25.0 - C36H58O12 683.3967 681.3823 519 (bp), 501, 
407, 207 

Trachelosperosides B-1 
or E-1 

13 25.1 - C36H58O12 683.3981 681.3832 519 (bp), 501, 
489, 457, 407, 

207 

Trachelosperosides B-
1 or E-1 

14 26.6 - C36H58O12 667.4027 665.3757 503 (bp), 441, 
409 

Triterpene 
glycosylated 
(Arjunoglucoside I) 

15 32.1 - C53H84O23 1089.5298 1087.530
3 

925 (bp), 793, 631, 
613, 569, 469, 
455, 353, 161 

O-glucoronyl-hexosyl-
pentosyl O-hexosyl 
triterpene 

16 32.2 - C48H76O19 957.5026 955.4914 793 (bp), 749, 731, 
631, 613, 569, 

551, 455, 337, 179 

O-glucoronyl-hexosyl 
O-hexosyl triterpene 

        

RT: retention time; sh: shoulder; bp: base peak; st: confirmed by injection of authentic 
standard. 

 

3.2. Toxicological findings 

No changes in behavior nor deaths were recorded during the 14-day observation 

period. Animals treated with all doses of AERV presented a significant reduction on feed 

consumption and body weigh gain. Regarding the relative organ weight, there not 

significant difference among rats treated with AERV when compared to the control. No 

gross changes were observed in heart, lung, liver, spleen, kidneys, ovaries and uterus as 

well as no histopathological changes in heart, liver and kidneys (data not shown). 
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3.3. Effects on urinary volume and renal electrolyte excretion 

On the 1st day of treatment, none of the experimental groups had significant 

differences in urinary volume excreted (Table 2). On the other hand, animals in the negative 

control, ESAERV 30 and 100 mg/kg had a significant reduction in renal excretion of Na+, 

Ca2+, and Cl-  when compared to Sham-operated animals. Interestingly, animals treated 

with AERV (300 mg/kg) or METO presented urinary Na+, Ca2+, and Cl-  values similar to 

those of the Sham-operated group. The urinary density of the negative control group was 

significantly lower than that found in the Sham-operated group. All other parameters 

evaluated were not altered by any of the treatments performed. 

 

Table 2. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

urinary volume and electrolyte excretion, pH and density on 1st day of treatment. 

 

 

  The effects of oral administration of AERV on urinary volume and electrolyte 

excretion, pH and density on the 7th day of treatment are presented in Table 3. At this time, 

animals in the negative control or AERV (30, 100, and 300 mg/kg) groups had a significant 

reduction in urinary volume when compared to the sham-operated animals. In addition, 

negative control and ESRV AERV 30 and 100 mg/kg groups showed a significant increase 

in urinary density. On the other hand, animals treated with METO or AERV 300 mg/kg 

showed an important reduction in urinary density when compared to negative control 

group. None of the treatments performed significantly altered the elimination of 

electrolytes or the urinary pH. 
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Table 3. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

urinary volume and electrolyte excretion, pH and density on 7th day of treatment. 

             

 

On the 14th day of treatment, negative control animals showed a significant 

reduction in urinary volume and renal excretion of Na+, Ca2+ and Cl-. The animals treated 

with AERV at doses of 30 and 100 mg/kg showed the urinary volume and the renal 

elimination of electrolytes in a very similar way to the animals of the negative control 

(Table 4). Interestingly, all animals treated with AERV at its highest dose (300 mg/kg) did 

not present significant differences in the urinary volume or renal excretion of Na+, Ca2+ 

and Cl- when compared to the Sham-operated group. On the other hand, animals that 

received METO showed a significant reduction in the Ca2+ and Cl- elimination when 

compared to the Sham-operated group, although the final urinary volume was not 

significantly altered (Table 4). 

 

Table 4. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

urinary volume and electrolyte excretion, pH and density on 14th day of treatment.
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  The effects of oral administration of AERV on urinary volume and electrolyte 

excretion, pH and density on the 21st day of treatment are presented in Table 5. Rats in the 

negative control group continued to present a significant reduction of urinary volume and 

renal excretion of K+ and Ca2+. Similarly, animals receiving METO showed a significant 

reduction in urinary volume and renal Ca2+ and Cl- excretion. In addition, animals treated 

with AERV at doses of 30 and 100 mg/kg showed a significant reduction in urinary volume 

when compared to animals of the Sham-operated group. On the other hand, hypertensive 

rats treated with ESRV AERV (300 mg/kg) had their renal function preserved, with effects 

similar to those obtained with Sham-operated animals. The urinary density of the negative 

control rats, METO, or AERV at doses of 30 and 100 mg/kg were significantly higher than 

the animals in the Sham or AERV groups at their highest dose (300 mg/kg). 

  On the 28th day of treatment, all hypertensive rats that received no treatment had 

a significant reduction in urinary volume and Na+, Ca2+ and Cl- excretion when compared 

to Sham-operated rats (Table 6). Similar to what was observed in previous weeks, METO-

treated rats also showed a significant reduction in urinary volume and renal elimination of 

Ca2+ and Cl-. The animals receiving doses of 30 and 100 mg/kg of AERV continued to 

show a significant reduction in urinary volume and renal elimination of Ca2+, accompanied 

by normalization of urinary elimination of Na+, K+ and Cl- (Table 6). On the other hand, 

all animals treated with ESRV AERV at it`ss high dose had urinary volume and electrolyte 

excretion similar to the Sham-operated rats. In addition, urinary density remained 

significantly increased in animals of the negative control or AERV at dose of 30 mg/kg 

(Table 6).  

 

Table 5. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

urinary volume and electrolyte excretion, pH and density on 21st day of treatment. 
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Table 6. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

urinary volume and electrolyte excretion, pH and density on 28th day of treatment. 

 

 

3.4. Effects on electrical cardiac activity 

Fig. 2A-J shows quantitative electrocardiography data for Sham-operated and 

2K1C-hypertensive rats that were treated with AERVC (30, 100 and 300 mg/kg), MPL (20 

mg/kg), or vehicle. We did not observe any significant changes in electrocardiographic 

characteristics of amplitude of the Q, R, S and T waves or the P, PR, QRS and QTC 

segments in any of the experimental groups. However, electrocardiographic changes were 

observed in hypertensive rats that were treated only with vehicle. We observed significant 

P wave shortening and prolongation of the QT segment (Fig. 2A and I). All of these 

alterations were prevented by treatment with AERV (mainly at doses of 100 and 300 

mg/kg) and MPL. The values for all parameters that were evaluated in animals treated with 

AERV or MPL were statistically similar to Sham-operated rats. 
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Figure 2. Electrocardiographic quantitative data of Sham (S) or 2K1C-hypertensive rats 

treated with AERV (30, 100 and 300 mg/kg), MPL (20 mg/kg), or vehicle (NC). P (A), Q 

(B), R (C), S (D) and T-waves amplitudes (E) and P (F), PR (G), QRS (H), QT (I) and 

QTC-segments (J) are showed. Values are expressed as mean ± S.E.M. (n = 8-10) in 

comparison with NC (ap < 0.05) or Sham-operated rats (bp < 0.05) using one-way ANOVA 

followed by Bonferroni’s test. AERV:  aqueous extract from Rudgea virbunoides; MPL: 

metoprolol; NC: negative control. 

 

 

 

3.5 Effects on blood pressure 

 

3.5.1  Effects on blood pressure and heart rate 

  The values obtained for blood pressures levels and heart rate for Sham-operated 

and 2K1C-ovariectomized rats treated with vehicle, MPL or AERV (30, 100, and 300 

mg/kg) are shown in Fig. 3A-D. SBP, DBP, MAP, and HR of Sham-operated animals were 

95 ± 3.9, 53 ± 2.4, 75 ± 3.6 mm Hg, and 198 ± 14 bpm, respectively. All animals in the 

negative control group presented a significant increase in blood pressure and heart rate, 

with values of 150 ± 6.2, 88 ± 3.7, 108 ± 4.3 mm Hg, and 264 ± 17 bpm for SBP, DBP, 

MAP, and HR, respectively. Prolonged oral treatments with AERV (At doses of 100 and 

300 mg/kg) were able to prevent the significant increase in blood pressure and heart rate 

observed in animals of the negative control group. As expected, animals treated with MPL 

had an additional reduction in the HR even when compared to the Sham-operated group. 

 



65 
 

Figure 3: Prolonged oral administration of AERV obtained from Rudgea virbunoides 

reverses changes in blood pressure and heart rate induced by 2K1C hypertensive rats. SBP 

(A), DBP (B), MAP (C), and HR (D) are showed. Values are expressed as mean ± S.E.M. 

(n = 8-10) in comparison with NC (ap < 0.05) or Sham-operated rats (bp < 0.05) using one-

way ANOVA followed by Bonferroni’s test. AERV:  aqueous extract from Rudgea 

virbunoides; MPL: metoprolol; NC: negative control; S: Sham-operated group. 

 

 

 

3.6. Effects on serum parameters 

  All rats with renovascular hypertension that were treated with vehicle alone 

(negative control) or with AERV at its lower dose (30 mg/kg) exhibited a significant 

increase in serum urea and creatinine levels compared with Sham-operated animals. 

Treatment with ESRV AERV (100 and 300 mg/kg) and METO prevented the increase in 

serum urea and creatinine levels, with values that were similar to Sham-operated group 

(Table 7). On the other hand, serum levels of Na+ and K+ were not significantly different 

between all experimental groups (Table 7). 

  All 2K1C hypertensive rats treated for 28 days with the vehicle or AERV at its 

lowest dose (30 mg/kg) showed a significant increase in the plasma ACE activity. On the 

other hand, 2K1C-hypertensive rats treated with ESRV AERV at doses of 100 and 300 

mg/kg or MPL showed a significant reduction in ACE activity, with values close to Sham-

operated group (Table 7). 
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Tabela 7. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

serum Na+, K+, urea, creatinine, and plasmatic ACE activity on 28th day of treatment 

 

 

3.7. Effects on MVBs reactivity 

  In the negative control group, Phe administration induced a vasoconstrictive 

effect in the MVBs, which was ~50% lower than in Sham-operated rats (Fig. 4A). 

Similarly, the vasodilatory response to ACh and SNP was significantly lower in the 

negative control group when compared with normotensive rats (Fig. 4B and C). Prolonged 

treatment with AERV (at all doses) was able to prevent all changes, presenting a pattern of 

SNP-response significantly higher than that found in Sham-operated animals. Surprisingly, 

the response obtained with the AERV- treatment was significantly higher than that obtained 

with MPL. 
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Figura 4: Effects of the prolonged oral administration of AERV obtained from Rudgea 

virbunoides on mesenteric vascular reactivity of 2K1C-hypertensive rats. Effects of 

phenylephrine (A), acetylcholine (B), and sodium nitroprusside (C) are showed. Values are 

expressed as mean ± S.E.M. (n = 8-10) in comparison with NC (ap < 0.05) or Sham-

operated rats (bp < 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test.  ACh: 

acetylcholine; AERV:  aqueous extract from Rudgea virbunoides; MPL: metoprolol; NC: 

negative control; Phe: phenylephrine; PP: perfusion pressure; SNP: sodium nitroprusside. 

 

 

3.8. Effects on cardiac morphology 

The relative weight of the heart (WT%) and morphometric measures of the right 

ventricle (RV), left ventricle (LV), and interventricular septum (IV) are shown in Fig. 5A-

D. We observed a significant increase in the LV posterior wall thickness (1.45 ± 0.20 mm 
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vs. 2.46 ± 0.23 mm) in the negative control group compared with Sham-operated animals. 

Treatment with AERV and MPL reduced the thickness of the LV in 2K1C-hypertensive 

rats, with values that were similar to normotensive animals. 

 

Figura 5. AERV treatment reduces heart histopathological changes induced by 2K1C-

hypertensive rats. WT% of the heart (A), and morphometric data of right ventricle posterior 

wall (B), left ventricle posterior wall (C), and interventricular septum (D) are shown. 

Values are expressed as mean ± S.E.M. (n = 8-10) in comparison with NC (ap < 0.05) or 

Sham-operated rats (bp < 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test. 

AERV:  aqueous extract from Rudgea virbunoides; MPL: metoprolol; NC: negative 

control; S: Sham-operated group. 

 

 

 

3.9. Effects on cardiac and vascular redox status  

  The results obtained from tissue redox status are presented in Table 8. 

Renovascular hypertension increased lipid peroxidation levels by ~ 60% and 30% in the 

heart and aorta samples, respectively, when compared to Sham-operated animals. In 

addition, Cat and SOD activity were also significantly reduced in negative control rats. 

AERV-treatment (100 and 300 mg/kg) significantly raised SOD and Cat activity, besides 

prevented lipid peroxidation in all tissues evaluated. Unlike AERV, MPL was not able to 

reverse the changes found in heart and vascular tissues. 
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Tabela 8. Effects of oral administration of AERV obtained from Rudgea viburnoides on 

tissue redox status. 

 

 

3.10. Effects on intracellular cGMP levels  

  Incubation of AERV (0.01 and 0.03 mg/mLl) with the aortic rings of 2K1C-

hypertensive rats increased the cGMP levels by ~ 39% and 81%, respectively, when 

compared with basal levels, whereas its co-incubation with ODQ (100 μm) completely 

abolished this effect. The NO-donor SNP increased the cGMP levels by ~ 106%, whereas 

co-incubation with ODQ completely vanished SNP-mediated increases in cGMP (Fig. 6).  

 

Figura 6. Role of NO/cGMP pathway on the vascular effects of AERV. Intracellular cGMP 

levels from 2K1C-hypertensive rat aortic rings incubated with ESCC (0.003, 0.01, and 0.03 

mg/ml) or sodium nitroprusside (SNP), in the absence and in the presence of ODQ (100 

μm) are showed. The results show the mean ± S.E.M. of 8-10 preparations per group. p < 

0.05 vs acontrol (C) or after incubation with bODQ. 
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4. Discussion 

 

  In our study we chose to use a renovascular hypertension (RH) model developed 

by Goldblat et al. (1952) - i.e. 2K1C-model. Usually this pathology is caused by stenosis 

of the renal artery leading to the hypoperfusion of juxtaglomerular cells with sustained 

activation of the renin-angiotensin system (RAS). Although it accounts for only 1-2% of 

cases of hypertension in the adult population, it plays a significant role in the secondary 

causes of hypertension in young people. Furthermore, the disease is quite common in a 

patient with atherosclerosis and appears to be very frequent in certain high-risk 

populations. The most appropriate therapeutic procedures for HR are proper control of 

blood pressure levels, preventing ischemic nephropathy progression and biochemical and 

structural (vascular and cardiac) changes that lead to high morbidity and mortality rates 

(Samadian et al., 2017).  

  One of the first changes seen in HR is progressive reduction of renal function. 

Progressive renal failure gives rise to the cardiorenal syndrome, a clinical condition leading 

to heart and renal failures (Messerli et al., 2017). Significant reductions in the volume and 

urinary electrolyte concentration associated with increased serum creatinine levels indicate 

a negative prognosis on renal function (Bastard et al., 2019). In our study, 2K1C-

hypertensive animals showed a significant time-dependent decline in renal function. At the 

end of 28 days serum creatinine and urea levels were significantly increased and renal 

function was markedly reduced. Prolonged treatment with AERV, especially at its highest 

doses, was able to prevent such changes, producing similar responses to normotensive 

animals. In spite of its hypotensive effect – MPL - a classic antihypertensive, was not able 

to reverse all alterations presented by HR, showing an inferior effectiveness to that obtained 

with the animals treated with AERV. 

  Another important consequence of sustained activation of RAS during RH is 

vascular functional changes and cardiac remodeling induced by hypertension. Pressure 

overload induces cardiac remodeling, consisting of diastolic dysfunction and concentric 

left ventricular hypertrophy. These changes are the most common cardiac complications of 

hypertension. As a final consequence, dilated cardiomyopathy is established with diastolic 

dysfunction and reduced ejection fraction (Messerli et al., 2017). Usually these 

complications can be detected by means of electrocardiographic evaluation, measurement 

of the ventricular wall, or by atrial and ventricular hemodynamic parameters (Ponikowski 

et al., 2016). We observed in the 2K1C-hypertensive rats important electrocardiographic 
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changes consistent with classic cardiac dysfunctions induced by hypertension. A 

significant P wave flattening and QT prolongation were observed in all no-treated 

hypertensive rats. Classically, changes in P-wave amplitude may reflect atrial overload, 

hypertrophy or dilation, a quite common alteration during hypertension and stroke (He et 

al., 2017). On the other hand, the QT interval, measured from the beginning of the QRS 

complex at the end of the T wave, is inversely proportional to the heart rate. Correction for 

heart rate should be made by dividing the QT interval measured by the square root of the 

preceding RR interval. This corrected measure is referred to as the QTc interval. Although 

the QTc interval was normal, the animals were tachycardic, and in this case, more subject 

to arrhythmias resulting from a prolonged QT interval (Postema and Wilde, 2014). It is 

worth noting that these alterations are quite common in hypertensive patients, especially 

when they already present considerable morphological changes. Data show that the QT 

interval may be increased in severe concentric and eccentric left ventricular hypertrophy 

(Kunisek et al., 2015). If we look at our results, we will see that animals with 

electrocardiographic abnormalities also present a significant thickening of the posterior 

ventricular wall, a fact that indicates an important correlation between hypertension, 

ventricular remodeling and cardiac electrical changes. In the meantime, the efficacy of 

AERV was surprising, since in addition to reducing blood pressure levels and heart rate, it 

also prevented cardiac morphological and electrocardiographic changes 2K1C-

hypertensive animals. 

  The relationship between hypertension and endothelial function is now well 

established (Panza et al., 1990). Data suggest that the severity of hypertension is positively 

associated with the degree of impairment of endothelial function (Panza et al., 1995). It has 

been correlated for some time a complex and potentially bidirectional relationship between 

hypertension and endothelial dysfunction (Sander et al., 1999). In fact, oxidative stress and 

vascular inflammation are central features of endothelial dysfunction. Changes in reactive 

oxygen species (ROS) production from mitochondrial NADPH oxidase in hypertensive 

patients with high levels of angiotensin II appear to be one of the main involved (Doughan 

et al., 2008). Hypertensive stimuli, such as high salt and angiotensin II, promote the ROS-

production in the heart, kidney and vasculature, contributing to endothelial dysfunction or 

others cardiovascular changes that occur in hypertensive patients (Harrison and Gongora, 

2009). The HR model used in this study induced important changes in vascular redox 

status, leading to profound alterations in vascular reactivity of 2K1C-hypertensive rats. 
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  There is strong evidence that reducing oxidative stress and vascular 

inflammation is capable of reversing hypertension-induced endothelial dysfunction 

(Widlansky et al., 2003). An emerging question that arose after the analysis of the 

abovementioned data was how much the cardiorenal protection induced by AERV is a 

consequence of a direct ROS-reduction or in an indirect way via RAS inhibition. The 

indirect effects were evident after concluding that AERV has a significant inhibitory effect 

on plasma ACE. Classic ACE inhibitors or drugs that indirectly inhibit RAS - such as MPL, 

a beta-blocker - may have hypotensive and antioxidant effects (Hanif et al., 2010; Hocht et 

al., 2017). In fact, in our study, we found an important reduction of lipoperoxides (LPO) in 

cardiac and vascular tissues of 2K1C-hypertensive rats. In addition, AERV was able to 

effectively modulate the activity of SOD and CAT, two important enzymes that constitute 

the first line of antioxidant tissue defense. 

  In an attempt to clarify if there is any antioxidant and cardioprotective effect 

induced by AERV independently of RAS inhibition, we decided to investigate whether 

AERV could directly activate the NO/cGMP pathway. Interestingly, we found a 

considerable increase in intracellular levels of cGMP in the aortic smooth muscle cells of 

2K1C-hypertensive rats after exposure to AERV, suggesting independent activation of the 

NO/cGMP pathway. Classically the antioxidant and cardioprotective effects of NO are well 

known. Several drugs and natural products may attenuate NO inactivation by superoxide 

and other reactive oxygen species by exerting antioxidant effects (Bondonno et al., 2015; 

Pinheiro et al., 2017). In these cases, the production of NO can be induced independently 

of eNOS-activity. As in some cases after the administration of natural products, NO may 

also be formed from nitrite (Bondonno et al., 2015). Nitrite has shown antihypertensive 

effects in 2K1C-hypertensive rats by inhibition of vascular NADPH oxidase with 

consequent reduction of ROS production (Montenegro et al., 2011). 

  A limitation of our study was did not to show if there is any interrelation between 

ACE inhibition by AERV with NO/cGMP pathway activation; but the modulation of the 

tissue redox state appears to be an important point of convergence. Furthermore, it has not 

been clear to us if there is any hierarchy of response between the different secondary 

metabolites found in the AERV. Our phytochemical study showed that AERV presents 

polyphenolic compounds (glycosylated flavonols and chlorogenic acid), which in isolation 

or in a coordinated manner may induce pharmacological responses similar to those found 

here. In fact, the antihypertensive effects of several polyphenol-rich plants may occur via 

the NO-cGMP pathway and ACE inhibition (Hügel et al., 2016). Future studies can clarify 
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the true role of each of the compounds present in the AERV and show whether the effect 

evidenced in this work is due to only one compound, or to the lot of them acting in a 

synchronized way. 

 

5. Conclusions 

 

  The data showed that a 28-days AERV-treatment reduces the progression of the 

cardiorenal disease in 2K1C hypertensive rats. These effects seem to be involved with an 

important attenuation of oxidative stress, angiotensin converting enzyme inhibition, and 

NO/cGMP pathway activation. 
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