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Ações terapêuticas de Echinodorus grandiflorus frente ao modelo de 

aterosclerose 
 

RESUMO 

Excesso de peso e dislipidemia estão entre os problemas de saúde mais graves 

nas sociedades ocidentais. Estas condições aumentam o risco de doença cardíaca e têm 

sido associadas a uma maior prevalência de arritmias cardíacas e morte súbita. O 

presente estudo investigou os efeitos cardioprotetores da fração solúvel em etanol de um 

infuso das folhas de Echinodorus grandiflorus (ESEG) na dislipidemia, aterosclerose e 

remodelação ventricular de coelhos machos da linhagem Nova Zelândia, alimentados 

com dieta rica em colesterol (CRD) a 1%. Primeiramente, obtivemos a ESEG e 

realizamos um estudo fitoquímico detalhado por cromatografia líquida com detecção 

por arranjo de diodos e por espectrometria de massas com ionização por "electrospray". 

Inicialmente, os animais foram separados em 6 grupos experimentais (n=6). Depois, 

durante 60 dias, os animais foram alimentados com a CRD ou uma dieta sem adição de 

colesterol (branco, artigo 1 ou controle negativo, artigo 2). Após 30 dias do início do 

CRD, grupos de coelhos foram tratados por via oral (v.o.) com o veículo (água filtrada) 

(controle negativo, artigo 1 ou controle positivo, artigo 2) o ESEG (10, 30 e 100 mg/kg) 

ou sinvastatina (2,5 mg/kg). Foi realizado a coleta de sangue no primeiro dia do 

experimento, 30 e 60 dias após. Durante todo o período experimental, o ganho de peso 

corporal foi medido semanalmente. Ao final de 60 dias da alimentação com as dietas, 

foram investigados o perfil eletrocardiográfico, os níveis dos lipídios séricos, a 

concentração de lipoproteína de baixa densidade oxidada (LDLox), os níveis de 

malondialdeído (MDA), e os níveis séricos de nitrotirosina, interleucina-1β (IL-1β), IL-

6, molécula de adesão intercelular solúvel-1 (sICAM-1) e molécula de adesão celular 

vascular solúvel 1 (sVCAM-1). Amostras do ventrículo direito, arco aórtico e do 

segmento torácico também foram coletadas para investigar o sistema de defesa 

antioxidante tecidual e para as análises anatomohistopatológicas. As análises estatísticas 

foram realizadas por meio de análise unidirecional de variância (ANOVA) seguida do 

teste de Dunnett ou do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Valores de p 

<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A investigação fitoquímica do 

ESEG mostrou uma grande quantidade de flavonóides C- e O-glicosídeos. Os animais 

tratados com ESEG tiveram ganho de peso corporal semelhante aos coelhos que foram 



tratados com a dieta comercial padrão, diferente dos animais que foram alimentados 

com o CRD e tratados apenas com veículo após 60 dias. No grupo controle negativo, a 

análise eletrocardiográfica mostrou alterações morfológicas e funcionais nos animais 

alimentados com a CRD, indicando, sobretudo hipertrofia do ventrículo esquerdo, 

flacidez miocárdica, degeneração gordurosa e hipertrofia ventricular esquerda 

concêntrica. Um aumento significativo nos níveis de colesterol total e frações, LDLox, 

triglicerídeos, nitrotirosina e MDA, além de uma importante diminuição na atividade do 

sistema antioxidante tecidual do músculo ventricular e dos diferentes ramos arteriais 

também foram detectadas. Todas essas alterações foram acompanhadas pelo aumento 

significativo dos níveis de IL-1β, IL-6, sICAM-1 e sVCAM-1 e pelo desenvolvimento 

de lesões ateroscleróticas na camada íntima de todo o sistema arterial avaliado. O ESEG 

na dose de 100 mg/kg reduziu significativamente os níveis dos lipídios séricos em 

coelhos alimentados com a CRD. Este tratamento também modulou o sistema de defesa 

antioxidante arterial e cardíaco, reduzindo a oxidação de lipídios e proteínas. Da mesma 

forma, os níveis séricos de IL-1β, IL-6, sICAM-1 e sVCAM-1 diminuíram 

significativamente, acompanhados por uma redução das lesões cardíacas e 

ateroscleróticas em todos os ramos arteriais avaliados. Os dados obtidos mostraram que 

o ESEG na dose de 100 mg/kg pode ser considerado promissor para a prevenção das 

alterações vasculares e cardíacas induzidas por uma dieta rica em colesterol. 

 

Palavras-chave: Alismataceae, antioxidante, aterosclerose, dislipidemia, hipertrofia 
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Therapeutic actions of Echinodorus grandiflorus against the 

atherosclerosis model. 
 

ABSTRACT 

Excess weight and dyslipidemia are among the most serious health problems in 

Western societies. These conditions increase the risk of heart disease and have been 

associated with a higher prevalence of cardiac arrhythmias and sudden death. The 

present study investigated the cardioprotective effects of Echinodorus grandiflorus on 

dyslipidemia, atherosclerosis and ventricular remodeling of New Zealand male rabbits 

fed a 1% high cholesterol diet (CRD). First, we obtained an ethanol soluble fraction 

from the infusion of E. grandiflorus (ESEG) leaves and performed a detailed 

phytochemical study by high performance liquid chromatography and mass 

spectrometry. Then, for 60 days, the animals were fed the CRD or a cholesterol-free diet 

(white, item 1 or negative control, article 2). After 30 days of the initiation of CRD, 

rabbit groups were treated orally (v.o.) with vehicle (filtered water) (negative control, 

item 1 or positive control, article 2) o ESEG (10, 30 e 100 mg/kg) ou sinvastatina (2,5 

mg/kg). Blood collection was performed on the first day of the experiment, 30 and 60 

days later. At the end of 60 days, the electrocardiographic profile, serum lipid levels, 

oxidized low density lipoprotein (oxLDL) concentration, levels of malondialdehyde 

(MDA), and serum levels of nitrotyrosine, interleukin -1 (IL-1β), IL-6, soluble 

intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1) and soluble vascular cell adhesion 

molecule 1 (sVCAM-1) were investigated. Samples of the right ventricle, aortic arch 

and thoracic segment were also collected to investigate the tissue antioxidant defense 

system and histopathological and morphometric analyzes. Statistical analyzes were 

performed by means of unidirectional analysis of variance (ANOVA) followed by the 

Dunnett test or the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test. Values of p <0.05 

were considered statistically significant. ESEG treated animals had similar body weight 

gain to rabbits that were treated with the standard commercial diet, unlike animals that 

were fed the CRD and treated with vehicle alone after 60 days. Phytochemical 

investigation of ESEG showed a large amount of flavonoid C- and O-glycoside. 

Electrocardiographic analysis showed important morphological and functional 

alterations in the animals fed with CRD, indicating hypertrophy of the left ventricle, 

myocardial flaccidity, fatty degeneration, and concentric left ventricular hypertrophy. 



An expressive increase in the levels of total cholesterol and fractions, oxLDL, 

triglycerides, nitrotyrosine and TBARS, besides a significant decrease in the activity of 

the tissue antioxidant defense system of the ventricular muscle and in the different 

arterial branches were also detected. All of these changes were accompanied by 

significant increases in IL-1β, IL-6, sICAM-1 and sVCAM-1 levels, and by the 

development of atherosclerotic lesions in the intima-layer of the whole arterial system 

evaluated. Oral administration of ESEG 100 mg/kg significantly reduced serum lipid 

levels in rabbits fed CRD. This treatment also modulated the arterial and cardiac 

antioxidant defense system, reducing the oxidation of lipids and proteins. Similarly, 

serum levels of IL-1β, IL-6, sICAM-1 and sVCAM-1 decreased significantly, 

accompanied by a reduction of cardiac and atherosclerotic lesions in all arterial 

branches. The data presented here showed that ESEG 100 mg/kg can be considered 

promising for the prevention of cardiac and vascular changes induced by a high 

cholesterol diet. 

 

Keywords: Alismataceae, antioxidant, atherosclerosis, dyslipidemia, ventricular 

hypertrophy 
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INTRODUÇÃO  

 

As doenças cardiovasculares (DCV), sobretudo a aterosclerose, exercem 

influência na qualidade de vida dos pacientes, sendo considerada um dos motivos mais 

importantes de inabilidade física e morte prematura em indíviduos acometidos (HERON 

et al., 2009). Caracteriza-se por um processo de início silencioso, progressivo, crônico e 

sistêmico, acompanhada por agressão à superfície arterial, resultado de uma resposta 

inflamatória e fibroproliferativa da camada íntima das arterias (LUZ et al., 2003).  

O evento inicial da aterogênese ocorre através do distúrbio da função do 

endotélio vascular, e o principal fator contribuinte para o desencadeamento é a 

hipercolesterolemia (LIBBY, 2002). A lesão provocada pela presença da placa 

aterosclerótica pode comprometer vários segmentos arteriais, sendo responsável por 

diversas complicações adjacentes como coronariopatias, claudicações intermitentes dos 

membros inferiores, acidentes vasculares encefálicos e aneurisma da aorta abdominal 

(LASTÓRIA et al., 2002; TORNWALL et al., 2001). 

A aterosclerose representa um dos mais importantes processos patológicos 

cardiovasculares e tem se constatado que o envelhecimento é um fator que exerce 

influência direta para sua manifestação (WENGER, 1992). Evidências sugerem que a 

doença aterosclerótica se manifesta principalmente em adultos, cuja incidência aumenta 

exponencialmente a partir dos 45 anos de idade. Entretanto, estudos detectaram uma alta 

prevalência (40%) de placas ateroscleróticas nas autópsias de adultos jovens, sugerindo 

que o processo aterosclerótico também possa ocorrer de maneira precoce (MCGILL, 

2000).  

A aterosclerose durante a gestação, quando na presença de hipercolestolemia 

materna, pode ter início precoce na fase fetal intra-uterina, tendo progressão lenta na 

adolescência, com manifestações clínicas tardias quando adultos (NAPOLI et al., 1997). 

É fato que os homens são mais afetados do que as mulheres, sobretudo quando são mais 

jovens (SAITO et al., 2002). 

A camada íntima dos vasos, incluindo as artérias, é constituída por tecido 

conjuntivo encoberto por uma monocamada de células endoteliais. Normalmente é na 

camada íntima dos vasos que as placas ateroscleróticas se formam. Essas placas são 

revestidas por uma capa fibrosa formada por matriz extracelular densa, colágeno, 
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células T, macrófagos e células musculares lisas (SUNG; FRIEDLANDER; 

KOBASHIGAWA, 2004). 

A agressão ao endotélio vascular irá desencadear a disfunção endotelial, 

constituindo o gatilho inicial para a formação da placa aterosclerótica. Vários são os 

fatores que predispõem o início e manutenção desse processo, incluindo a dislipidemia, 

o diabetes e a hipertensão arterial sistêmica (HAS) (YOLANDA et al., 2000). As 

alterações na superfície do endotélio favorecem o aumento na permeabilidade vascular 

às lipoproteínas plasmáticas, retendo essas partículas no espaço subendotelial 

(PICCINATO; CHERRI; MORIYA, 2001; ZANELLA et al., 1992). Essas partículas 

lipídicas sequestradas na camada íntima de artérias de médio e grande calibre, sobretudo 

as lipoproteínas de baixa densidade podem sofrer oxidação (LDLox), processo que as 

torna imunogênicas e pró-inflamatórias (ELLULU et al., 2016). 

 Outra característica comum na disfunção endotelial que precede o processo 

aterosclerótico é a expressão aumentada de moléculas de adesão (como ICAM e 

VCAM), que juntamente com a secreção de citocinas pelo músculo vascular, são 

responsáveis pela adesão e pelo recrutamento de linfócitos e monócitos para o espaço 

subendotelial. Os monócitos subendoteliais se diferenciam em macrófagos que por sua 

vez fagocitam as partículas de LDLox e passam por um processo metamórfico se 

transformando em células espumosas, o principal constituíntes das placas 

ateroscleróticas (SUKHOVERSHIN; YEPURI; GHEBREMARIAM, 2015). 

Devido a importância dessa patologia muitos estudos se dedicaram a 

padronização de diferentes modelos experimentais que pudessem mimetizar todas as 

fases do processo aterosclerótico. As dietas baseadas na suplementação com colesterol 

entraram em destaque, deixando como obsoletos os modelos baseados em técnicas 

cirúrgicas ou dietas baseadas em proteínas animal e gordura vegetal (KRITCHESKY et 

al., 1989; KRITCHESKY, 2001).  

Há mais de 20 anos os coelhos são caracterizados como o modelo experimental 

mais prático e reprodutível quando se pretende extrapolar dos resultados para seres 

humanos (RAMOS MORALES, 1987). Os coelhos desenvolvem placas ateroscleróticas 

com a adição de 1% de colesterol na dieta por um período de 8 a 12 semanas 

(KOLODGIE et al., 2003). Com essa metodologia é possível induzir lesões 

ateroscleróticas em todas as artérias de condutância de grande calibre, inclusive em 

ambas as carótidas (ALFONSO VALIENTE et al., 2001). Dados disponíveis na 
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literatura mostram que o tipo e a extensão da lesão aterosclerótica induzidas em coelhos 

é diretamente proporcional aos níveis de colesterol sérico, que consequentemente, é 

proporcional a quantidade de colesterol incluída na dieta (BOCAN et al., 1993).  

Os tratamentos disponíveis para o controle da aterosclerose são moderadamente 

efetivos (CABRAL et al., 2007). Porém, a incidência de efeitos adversos, sobretudo 

com o uso das estatinas, reduz consideravelmente a adesão ao tratamento farmacológico 

(Bonfim et al., 2015). Assim, existem um grande interesse na descoberta de novas 

moléculas ou terapias alternativas (LEWEY et al., 2013). Nesse sentido, em todo o 

mundo, os produtos naturais foram e continuam a ser uma importante fonte de novas 

biomoléculas químicas ou de medicamentos fitoterápicos (SCHENKEL et al., 2001).  

A Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli (Alismataceae) é uma 

espécie nativa do Brasil, comumente conhecida como “erva do brejo”, “chá-de-

campanha” ou “chapéu de couro”. É uma planta herbácea, considerada um subarbusto 

aquático, rizomatoso, perene, sendo facilmente encontrada em regiôes alagadas ou 

cultivada para fins medicinais (GARCIA et al., 2010; PRANDO et al., 2015;). É 

empregada na medicina tradicional como laxante, hipotensor, emoliente, adstringente, 

diurético e hipolipemiante (LORENZI; MATOS, 2008). O extrato das folhas de E. 

grandiflorus possuem diversas ações biológicas comprovadas, dentre elas destacando-se 

seus efeitos, diurético (PRANDO et al., 2016), vasodilatador (TIBIRIÇA et al., 2007), 

antihipertensivo (LESSA et al., 2008) e anti-inflamatório (DUTRA et al., 2006).  

Quimicamente a espécie é bem conhecida. Foram identificados em diferentes 

preparações um grande número de flavonóides glicosídicos (PRANDO et al., 2016) e 

substâncias terpenoídicas das quais destacam-se diterpenos dos tipos clerodano 

(COSTA et al., 1999; TANAKA, 2000) e cembrano, tais como equinodol (MANNS; 

HARTMAN, 1993) e o ácido equinóico (TANAKA et al., 1997, TANAKA, 2000). 

Apesar das informações acerca dos benefícios cardiovasculares desta espécie e 

seu extenso uso popular no tratamento da hipertensão e/ou dislipidemias, inexistem 

dados na literatura que mostrem o impacto na prevenção e/ou evolução da doença 

cardíaca e aterosclerótica induzidas pelo colesterol. Assim, o objetivo geral deste estudo 

foi avaliar os efeitos hipolipemiantes, antioxidante, cardioprotetores e 

antiateroscleróticos da fração solúvel em etanol obtida da infusão das folhas de E. 

grandiflorus em coelhos Nova Zelândia submetidos a dieta rica em colesterol.  

 



16 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aterogênese e doença aterosclerótica 

 

 As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) acarretam um grande impacto 

econômico e financeiro no serviço de saúde de diferentes países. As doenças 

cardiovasculares, com aproximadamente 31% do total dos casos, podem ser 

consideradas as principais causas de morbimortalidade no Brasil (MALTA et al., 2017). 

Há mais de 50 anos a aterosclerose foi definida pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) como uma doença que possui como característica o acúmulo vascular de 

lipídeos, tecido fibroso e depósitos de cálcio (WHO, 1958). Atualmente sabe-se que o 

processo aterosclerótico é muito mais complexo e possui uma grande contribuição do 

processo inflamatório. Os locais da “rede vascular” onde as placas ateroscleróticas se 

formam mais facilmente são em áreas de maior estresse de cisalhamento, ou seja, com 

maior fluxo sanguíneo turbulento (KOJDA; HAMBRECHT, 2005). 

Os vasos sanguíneos são formados pelas túnicas íntima (camada subendotelial 

de tecido conjuntivo frouxo), média (tecido elástico ou tecido muscular liso) e 

adventícia (tecido conjuntivo denso não modelado e tecido conjuntivo frouxo). As 

propriedades das células endoteliais mudam durante a transição da inflamação aguda e 

crônica e durante a transição da imunidade inata para imunidade adaptativa (POBER; 

SESSA, 2007). 

Fisiologicamente sabe-se que o endotélio vascular possue importantes funções 

vasculoprotetoras. Seu papel na liberação de moléculas anticoagulantes e 

antiinflamatórias são fundamentais para a homeostasia vascular (POBER; SESSA, 

2007). Além disso, o endotélio auxilia na vasodilatação, inibe a adesão leucocitária e a 

proliferação de células musculares lisas. Esse processo é catalizado principalmente por 

alguns mediadores endógenos, incluindo o óxido nítrico (NO), a prostaciclina e o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio. Em contraponto, o endotélio também libera 

agentes vasoconstritores, incluindo a endotelina, a angiotensina II, e as espécies reativas 

de oxigênio (ERO) (CARVALHO et al., 2001). 

Em condições homeostáticas favoráveis existe um equilíbrio entre a liberação de 

fatores dilatadores e constritores pelo endotélio vascular. Porém, na presença de 

múltiplos fatores de risco incluindo a hipertensão arterial sistêmica (HAS), pode ocorrer 
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um desequilíbrio nesse processo, com uma redução da liberação dos mediadores 

vasodilatadores, conduzindo à disfunção endotelial, uma etapa limitante da gênese do 

processo aterosclerótico (CARVALHO et al., 2001; PICCINATO; CHERRI; MORIYA, 

2001; SIMÕES; SCHMIDT, 1996). Alterações na função do endotélio em resposta a 

ações mecânicas (hipertensão arterial e “shear stress”), imunológicas e químicas 

refletem ativação da aterosclerose. Essas alterações precedem as manifestações clínicas 

da aterosclerose que estão associadas a perdas importantes das funções fisiológicas do 

endotélio. Uma delas é a regulação do tônus e do fluxo vasculares mediada pelo NO de 

acordo com as necessidades locais (TREPELS; ZEIHER; FICHTLSCHERER, 2006). 

Os processos envolvidos na injúria endotelial são múltiplos, além da HAS; 

outros fatores de risco como dislipidemias, diabetes melittus, tabagismo, obesidade e 

sedentarismo também exercem expressiva importância no desenvolvimento e 

progressão da aterosclerose (YOLANDA et al., 2000). 

As dislipidemias geralmente são provocadas pelas modificações na produção, no 

clearence ou no catabololismo de lipídeos, em consequência de sedentarismo, dieta 

inadequada, fatores ambientais e/ou genéticos (RABELO, 2001). A hipercolesterolemia, 

em particular o aumento do LDL (Low Density Lipoproteins), é o principal preditor das 

DCV, porque as partículas de LDL são 70% de colesterol no sangue, sendo o principal 

alvo de intervenção médica. Entretanto, o aumento nos níveis de HDL (high Density 

Lipoproteins), popularmente conhecimento como “colesterol do bem”, diminui o risco 

relativo para a DCV. Isso se explica devido a habilidade que o HDL tem em remover o 

colesterol, através do “transporte inverso” do colesterol presente nas células até ao 

fígado para posterior excreção. Além disso, O HDL é capaz de prevenir a agregação e a 

oxidação das partículas de LDL na parede arterial, diminuindo o potencial aterogênico 

dessa lipoproteína (GIULLUM, 2000).  

Segundo Bierman (1992), o Diabetes Melittus (DM) é um dos fatores de risco 

mais importantes para a doença aterosclerótica. A exposição prolongada à 

hiperglicemia, à hiperinsulinemia e a presença de resistência insulínica provocam 

alterações celulares em todas as etapas do processo aterosclerótico, exacerbando seu 

curso clínico (BECKMAN et al, 2002).  No DM, alterações como a oxidação e a 

glicação das lipoproteínas, bem como na presença de partículas pequenas e densas de 

LDL, constituem-se em diferenças qualitativas no status de dislipidemia, tornando essa 

condição ainda mais aterogênica (BIERMAN, 1992; SOBENIN, et al, 1996). 
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Guedes e cols. (2007), analisando o impacto do uso de tabaco sobre o perfil 

lipídico plasmático de usuários em idades jovens, mostraram que o grupo representado 

pelos usuários de tabaco apresentaram os níveis séricos de colesterol total, LDL, 

triglicerídeos e apolipoproteína B100, significativamente mais elevados, e níveis séricos 

de HDL menores, quando comparados com grupo de não fumantes. Adolescentes 

fumantes tenderam demonstrar níveis de lipídeos-lipoproteínas plasmáticas alterados 

duas vezes maiores que não fumantes. Quando comparados aos não fumantes. 

Corroborando com dados publicados por Prescott e cols. (2002) e Price e cols. (1999) 

ao relatarem que adultos fumantes tendem a apresentar um perfil plasmáticoaterogênico 

mais comprometido quando comparados à adultos não fumantes. 

A obesidade é também um importante preditor das doenças cardiovasculares. A 

prevalência da obesidade na infância e na adolescência traz conseqüências em curto e 

longo prazos, por estar associada a um perfil lipídico anormal, com aumento da 

concentração de colesterol total, triglicerídeo e LDL-c, e diminuição de HDL-c (NCEP, 

2001) 

O sedentarismo também tem sido apontado como fator de risco para as DCV. A 

prática de atividade física exerce um efeito positivo para os riscos cardiovasculares. O 

menor nível de atividade física e o sedentarismo estão associados com maior 

prevalência de obesidade infantil, apontando o sedentarismo como um fator de risco 

presente em idades precoces para o desenvolvimento de DCV, incluindo a aterosclerose 

(BYRNES et al., 1999; STEINBECK, 2001).  

Todos esses fatores de risco isolados e/ou geralmente associados, irão atuar de 

maneira complexa e decisiva para o desencadeamento bem como a progressão lenta e 

crônica da doença aterosclerótica, cujo mecanismos primordiais estarão voltados 

principalmente sobre alterações funcionais e estruturais na camada íntima dos vasos e 

no endotélio (CANTOS et al., 2004). 

O tecido endotelial lesado favorece a penetração de moléculas de colesterol, 

sobreduto o LDL, para a camada subendotelial. As moléculas de LDL são 

frequentemente oxidadas, convertendo-se em lipídeos (LDLox) altamente imunogênicos 

e pró-inflamatórios. Essas partículas são responsáveis pela estimulação da produção de 

várias citocinas (incluindo a IL-1β e IL-6) nas células musculares vasculares e aumento 

da expressão de moléculas de adesão nos leucócitos e endotélio, principalmente as 

moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e vascular-1 (VCAM-1) (endotélio). Essas 
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quimiocinas atraem e facilitam a penetração dos monócitos no espaço subendotelial. 

Essas células são convertidas em macrófagos (especialmente o subtipo M1) e passam a 

fagocitar ativamente as moléculas de LDLox (pois possuem receptores scavenger para 

captação de LDLox). Assim, os macrófagos repletos de LDLox tem o processo 

migratório comprometido e sofrem um processo metamórfico e se convertem em células 

espumosas, que aumentam gradativamente sofrem diferentes graus de calcificação, 

denominando-se ateromas. Além disso, no processo inflamatório da aterosclerose, 

ocorre a ativação de células endoteliais e macrófagos que conduz a liberação de vários 

tipos de citocinas, quimiocinas, fatores de crecimentos, ROS (espécies reativas de 

oxigênio), os quais induzem o acúmulo contínuo da migração de leucócitos, 

contribuindo como desenvolvimento da inflamação (Figura 1) (BECKSTROM et al., 

2007; FRIEDLANDER; ALTMAN, 2001; SUNG; FRIEDLANDER; 

KOBASHIGAWA, 2004). A placa ateromatosa cresce lentamente, diminuindo o fluxo 

sanguíneo a jusante. Em alguns casos as placas ficam tão grandes que podem se projetar 

para o lúmen da artéria, reduzindo acentuadamente o fluxo sanguíneo e causando 

oclusão completa do vaso (RODRIGUES; GOTTSCHALL, 1992). 

 
Figura 1: Processo de migração das células durante o processo de desenvolvimento da 
aterosclerose. FONTE: Adaptado. http://anotsocoolsterol-biobio.blogspot.com.  (MCP-
1: proteína de quimioatração de monócito; CCR2: receptor de quimiocina tipo 2) 
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As placas de ateroma não são contituídas apenas de células espumosas. Nelas 

encontra-se também componentes da matriz extracelular e um núcleo lipídico necrótico, 

formado principalmente por fragmentos de células mortas. As placas denominadas 

estáveis possuem grande quantidade de colágeno, capa fibrosa espessa, poucas células 

inflamatórias e um núcleo necrótico reduzido. As placas instáveis possuem grande 

atividade inflamatória e proteolítica, com núcleo necrótico volumoso e capa fibrosa 

fina. Uma eventual ruptura da capa fibrosa que reveste a placa aterosclerótica expõe 

material lipídico altamente trombogênico, estimulando a adesão e a agregação 

plaquetária. Como consequência, ocorre a aterotrombose e suas manifestações clínicas, 

incluindo o infarto agudo do miocárdio e o acidente vascular encefálico (AVE) 

(FALUDI et al., 2017; GAO et al., 2013). 

Apesar de vários fatores endógenos e exógenos estarem envolvidos com a 

origem da ateroclerose, como já foi discutido anteriormente, o estresse oxidativo 

também merece um lugar de destaque. De fato, além da oxidação do LDL, os produtos 

da peroxidação lipídica aumentam a permeabilidade das células endoteliais, facilitando 

o influxo das moléculas de LDL para o espaço subendotelial (SALVAYRE; NEGRE-

SALVAYRE; CAMARÉ, 2015). Em um contexto amplo, a inflamação e o estresse 

oxidativo são fundamentais para desenvolvimento e manutenção do processo 

aterosclerótico, pois as células inflamatórias geram espécies reativas de oxigênio, que 

por sua vez podem aumentar a oxidação progressiva das moléculas de LDL, que 

estimulam a liberação de várias citocinas e quimiocinas que mobilizam mais células 

inflamatórias (EL-SHEAKH et al., 2015). 

A HAS e o diabetes, por terem alta prevalência e devido às graves complicações 

fisiológicas que acarretam, também são importantes fatores envolvidos com a 

aterosclerose. (KANNEL et al., 1974). De fato, a HAS é um dos principais fatores de 

risco, pois é pouco comum que as placas ateroscleróticas se formem em áreas da rede 

vascular com baixo regime pressórico, tais como os vasos de resistência ou as veias 

(KANNEL et al., 1974; SIMÕES; SCHMIDT, 1996). Por outro lado, raramente os 

pacientes apresentam apenas um fator de risco. Na maioria dos casos a HAS é 

acompanhada por outros fatores de risco não menos importantes, sobretudo o diabetes e 

as dislipidemias (Figura 2) (CANTOS et al., 2004). Neste caso os fatores de risco 

funcionam como um grande catalisador, onde, se não forem reduzidos ou controlados, 

as lesões endoteliais por eles induzidas seguirão um curso lento e contínuo. Assim, 
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através de um processo inflamatório local e de uma lesão endotelial persistente, o 

processo aterosclerótico se desenvolve de forma lenta e progressiva afetando a resposta 

vascular, na maioria das vezes sem manifestações clínicas até que ocorra uma obstrução 

vascular significativa (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARÉ, 2015). 

 
Figura 2. Eventos na formação de lesão aterosclerótica. Adaptado de GOTTLIEB; 

BONARDI; MORIGUCHI, 2005. 

 

2.2 O papel das espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) na 

aterogênese 

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ERN) são constituídas 

basicamente por radicais livres, dos quais os elétrons encontram-se desemparelhados, e 

a produção encontra-se aumentada durante o estresse oxidativo (Figura 3). Dentre os 

radicais livres destacam-se o ânion superóxido (O2
•– ) e o radical hidroxila (OH•), 

enquanto o peróxido de hidrogênio (H2O2) é a uma das principais ERO. Por outro lado, 

dentre as ERN destacam-se o radical óxido nítrico (NO•) e peroxinitrito (ONOO-) 

(LUBRANO et al., 2015; NICKENING et al., 2002). 
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Figura 3: Imagem ilustrativa sobre a formação de radicais livres e a ação dos 

antioxidantes. Fonte: http:rspress.com.br/health4life/ 

  

Atualmente sabem-se que a formação de radicais livres é um processo 

fisiológico contínuo que ocorre regularmente durante o processo metabólico. Os 

radicais livres possuem inúmeros efeitos benéficos, incluindo a produção adequada do 

trifosfato de adenosina (ATP), a fertilização do óvulo e a ativação de genes. Entretanto, 

quando sua produção está expressivamente aumentada pode ocorrer danos oxidativos 

em diferentes estruturas celulares, incluindo proteínas e lipídeos. De fato, esse 

desequilíbrio na produção de radicais livres pode conduzir a disfunção endotelial, HAS 

e aterosclerose (HUSAIN et al., 2015; VARA et al., 2014; VAZIRI et al., 2000).  

 Estudos realizados apontam o papel das espécies reativas no desenvolvimento e 

progressão da doença aterosclerótica. É bastante claro que elas contribuem diretamente 

com as modificações oxidativas que ocorrem nas partículas de LDL, e indiretamente na 

liberação de citocinas inflamatórias e na proliferação das células musculares lisas (SITI 

et al., 2015; TOUYZ et al., 2005). 

Foram identificadas significativas alterações na expressão da NADPH oxidase, 

xantina oxidase, lipoxigenases, mieloperoxidase e óxido nítrico sintase em lesões 

ateroscleróticas iniciais, conduzindo ao aumento na produção de espécies reativas. De 

fato, duas fontes particularmente importantes de espécies reativas sobre o sistema 

cardiovascular, e no desenvolvimento das lesões ateroscleróticas, são a NADPH oxidase 

e a óxido nítrico sintase (NOS) desacoplada. Ambas as enzimas têm sido bem estudadas 

por serem importantes fontes de O2•– (LI et al., 2014; GRIENDLING et al., 2003; 

GUZIK et al., 2000). 
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Durante o processo aterosclerótico ocorre a expressão de duas isoformas da 

NOS, a endotelial (eNOS) e a indutiva (iNOS). O problema se reside não 

necessariamente na expressão da NOS, mas sim em um processo denominado 

“desacoplamento” da eNOS. Nesse caso, devido a ausência de L-arginina e/ou 

tetrahidrobiopterina (BH4), co-fatores para produção de NO, ocorre uma redução do 

oxigênio molecular (O2) para O2
•–. Essa alteração promove, simultâneamente, um 

aumento na produção local de O2
•– e óxido nítrico (NO), conduzindo para a formação de 

peroxinitrito (ONOO-), um eficiente oxidante (KAWASHIMA; YOKOYAMA, 2004). 

Além disso, quando há o desequilíbrio redox no coração e nos vasos sanguíneos, a 

NADPH oxidase também desempenha um papel substancial como fonte de O2
•–, 

contribuindo para o estresse oxidativo sobrejacente a aterosclerose (GRIENDLING et 

al., 2003; VARA et al., 2014). 

Existe um equilíbrio entre a produção e a neutralização de espécies reativas em 

basicamente todos os sistemas biológicos. Essa equação equânime é mantida por um 

importante sistema de defesa antioxidante. Na prática existem dois sistemas 

antioxidantes que atuam de forma sinérgica e coordenada, um enzimátio e outro não 

enzimático. O sistema enzimático inclui a superóxido dismutase (SOD), a catalase 

(CAT) e a glutationa peroxidade (GPX), controlando e/ou reduzindo a concentração de 

várias espécies reativas. Como exemplo, a SOD pode promover a dismutação do O2
•– 

em H2O2, o qual pode ser degradado em H2O pela GPX ou pela CAT (LUBRANO et 

al., 2015; NOJIRI et al., 2006). 

Por outro lado, atuando de forma sinérgica ao sistema enzimático existem várias 

macromoléculas como a glutationa, vitaminas, minerais e compostos polifenólicos que 

atuam como agentes antioxidantes não enzimáticos. Ainda assim, estudos conduzidos 

apontam importantes efeitos antioxidantes endógenos após o consumo moderado de 

polifenois. Essas moléculas mostraram vários benefícios cardioprotetores, incluindo 

melhora da função endotelial, diminuição da pressão arterial e redução da agregação 

plaquetária (QUIÑONES et al., 2013; STOCLET et al. 2004). 

 

2.3 Tratamentos disponíveis para as dislipidemias e aterosclerose 

A prevenção primária das dislipidemias e da aterosclerose devem ser feitas com 

mudanças no estilo de vida (MEV). Apesar de efetiva na maioria dos casos de 

hipercolesterolemia não-familiar, sabe-se que a efetividade deste tipo de intervenção é 
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variável e depende da adesão do paciente, do tipo de dieta adotada, da atividade física 

regular, além da cessação do tabagismo e etilismo. Nesse ínterim, dois tipos de dieta 

merecem destaque, a dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension - Dieta 

apropriada para hipertensos) e a dieta do mediterrâneo. A dieta DASH é baseada no 

consumo de frutas, verduras, legumes, grãos integrais, peixes, aves, leite e derivados 

com baixo teor de gordura, e alimentos fontes de gordura monoinsaturada. De um modo 

geral, a gordura total deve representar 27% da alimentação, sendo até 6% de gordura 

saturada e até 150 miligramas de colesterol. Os carboidratos são responsáveis por 55% 

das calorias da alimentação e as proteínas por 18%. Além disso, o consumo de fibras 

deve ser de 30 gramas por dia. Por outro lado, a dieta do mediterrâneo é baseada no 

consumo de alimentos frescos e naturais como azeite, frutas, legumes, cereais, leite e 

queijo, sendo necessário evitar produtos industrializados. Além disso, a dieta prevê o 

uso de ervas e especiarias em vez de sal para dar sabor aos alimentos (BRICARELLO et 

al., 2018; FINICELLI et al., 2019).  

Apesar da prevenção primária ser realizada com MEV, em alguns casos mais 

severos o tratamento farmacológico se faz necessário. Atualmente existe um vasto 

arsenal terapêutico destinado ao tratamento das dislipidemias e para a prevenção da 

aterosclerose. Entre esses, destacam-se os os inibidores da absorção de colesterol (p.ex. 

ezetimiba), os sequestradores de ácidos biliares (p.ex. colestiramina e colestipol), a 

niacina e seus derivados (p.ex. nicofuranose e niceritrol), os fibratos (p.ex. clofibrato e 

ciprofibrato), os inibidores da proteína de transferência de colesterol esterificado 

(CETP) (p.ex. anacetrapib e torcetrapib), e as estatinas (p.ex. sinvastatina, atorvastatina 

e rosuvastatina) (COSTET, 2010; MANNU et al., 2013; TAMARGO et al., 2007).  

Dentre todos os agentes supracitados, as estatinas é a classe que de longe 

apresenta melhores resultados em curto e longo prazo. Atuando através da inibição 

competitiva da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima que 

catalisa a conversão do HMG-CoA redutase em L-mevalonato, este grupo de fármaco 

impede eficazmente a síntese do colesterol hepático. Assim, ocorre a indução da 

expressão de receptores para o colesterol LDL no fígado, o que por sua vez, aumenta o 

catabolismo e diminui a concentração plasmática do mesmo (GUPTA, 2015; SILVA et 

al., 2006; SPOSITO et al., 2007). 

Apesar da eficácia das estatinas, o aparecimento de efeitos adversos como 

alterações na função hepática, mialgia, e em menor proporção a rabdomíolise, tem 
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estimulado a pesquisa de diversos tratamentos alternativos, incluindo as plantas 

medicinais (KOLOVOU et al., 2008; MAGNI et al., 2015; SILVA et al., 2006). Assim, 

atualmente, existe um grande interesse na busca de opções terapêuticas alternativas para 

a prevenção e tratamento das dislipidemias, sobretudo para ser utilizada 

concomitantemente com as terapias convencionais. Nesse aspecto, uma opção bem 

aceita provém dos produtos naturais, especialmente aqueles que são habitualmente 

utilizados pela população e fazem parte do arsenal cultural transmitido por gerações.  

 

2.4 Plantas medicinais e propriedades bioativas. 

Na segunda metade do século XX houve um substancial incentivo à aplicação da 

medicina tradicional e popular nas questões de saúde das comunidades 

(SACRAMENTO, 2001). Órgãos como OMS e o UNICEF reiteraram a importância da 

inclusão da medicina tradicional na atenção primária à saúde. Desde então, a OMS tem 

incentivado a pesquisa de novos medicamentos tendo como base as plantas medicinais, 

assim como sua utilização no tratamento de diversas patologias (OMS, 1978).  

Apesar dos avanços da medicina e da química, a maioria dos medicamentos 

utilizados (cerca de 90%) compreendiam as plantas medicinais até o início do século 

passado (CORRÊA et al., 2001). Porém, devido ao interesse econômico de grandes 

multinacionais e também dificuldades relacionadas ao controle de qualidade desses 

extratos vegetais, houve mudança no cenário do mercado consumidor, percebendo-se o 

predomínio do uso de produtos quimicamente sintetizados ou de derivados isolados de 

plantas medicinais. Ainda assim, nesse mesmo período, foi observado um aumento 

considerável no interesse da indústria farmacêutica  e da medicina no segmento 

fitoterápico, movido muitas vezes pela ampliação do mercado consumidor (FERREIRA, 

1998). 

Durante as décadas de 1980 e 1990, foi necessário realizar a retirada de um 

grande número de drogas sintéticas, devido a sólidas evidências de intoxicações graves, 

tanto em animais como em seres humanos; nesse ínterim, as plantas medicinais tanto 

nas formas de infusões e tinturas, bem como os fitoterápicos padronizados, mostraram-

se uma interessante opção terapêutica, tendo sua importância e seu espaço 

reestabelecidos na medicina atual. A comunidade científica tem se interessado nos 

estudos com plantas medicinais, resultando em um aumento substancial nas publicações 
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de revistas científicas renomadas, reforçando mais uma vez, a importância deste assunto 

para a comunidade mundial como um todo (SMET; PETER, 2002; TYLLER, 1999).  

De uma maneira geral, o objetivo principal da validação de novos produtos 

naturais, seria aumentar a opção terapêutica no mercado farmacêutico e não a 

substituição dos medicamentos comercializados e já registrados, ofertando assim, 

indicações terapêuticas complementares às medicações já existentes. Da mesma forma, 

esta atividade pode fornecer substratos autóctones para o desenvolvimento de uma 

indústria farmacêutica local, reforçando dessa maneira, as tradições populares 

(FRANCISCHI, 2005). Ainda assim, essa prática, poderia facilitar a aceitação do uso 

dos fitoterápicos e das plantas medicinais pela comunidade, por pertence ao arsenal 

terapêutico tradicional construído culturalmente (FARSNWORTH, 1985).  

De fato, os fitoterápicos sempre representaram uma parcela significativa no 

mercado de medicamentos. Dados da OMS indicam que apesar da maioria da população 

dos países em desenvolvimento dependerem da medicina moderna, 80% desta 

população ainda se vale de práticas tradicionais pelo uso de plantas medicinais. No 

Brasil, os dados obtidos em levantamento realizado pelo Departamento de Comércio 

Exterior mostram um crescente aumento na exportação de plantas medicinais nas 

últimas décadas (TOMAZZONI et al., 2006; BRASIL, 2006a).  

Com o crescimento mundial do consumo de plantas medicinais e fitoterápicos, 

vários países têm se preocupado em monitorar com que frequência este tipo de 

terapêutica que vem sendo utilizada (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b). Florencio; 

Junior (2008) realizaram estudo descritivo através da análise de formulários preenchidos 

pelos profissionais da área de saúde e pela população do interior do estado do Rio de 

Janeiro, e ficou constatado que 63% dos entrevistados utilizam as plantas medicinais 

como forma de tratamento, mesmo com a disponibilidade de medicamentos sintéticos. 

Também foi observado que a automedicação ainda ocorre de maneira expressiva com 

plantas medicinais (sem prescrição e/ou informação médica), juntamente com o 

medicamento sintético e, não raro os casos, substituindo-o, sem o conhecimento do 

médico. Estes dados demonstram o conhecimento empírico da população em relação ao 

uso de plantas medicinais, e a necessidade de novos estudos serem conduzidos a fim de 

esclarecer os efeitos dos constituintes ativos destes produtos naturais. 

De fato, é observado o crescimento do uso de produtos naturais para o 

tratamento de diferentes processos patológicos, sobretudo as doenças cardiovasculares. 
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Há evidências de que vários produtos naturais, (principalmente os ricos em compostos 

polifenólicos - incluindo os flavonóides) podem atuar na prevenção das doenças 

cardiovasculares através de diferentes mecanismos como: redução da disfunção 

endotelial, redução do estresse oxidativo e redução da inflamação (FUHRMAN et al., 

2001; PEREZ-VIZCAINO et al., 2009; QUIÑONES et al., 2013). Corroborando com os 

dados acima, estudos comprovaram que os flavonóides bem como seus derivados 

glicosilados são eficazes em reduzir partículas de LDLox e também diminuem a 

produção de pró oxidantes endógenos como a NADPH oxidase (De WHALEY et al., 

1990; SIES et al., 2010; YANG et al., 2011). Preparações ricas em kaempferol, 

miricetina, quercetina, apresentaram propriedades anti-inflamatória, antitrombótica, 

antioxidante; e cardioprotetora e antiaterogênica (GARDI et al., 2015; OJEDA et al., 

2010; STOCLET et al., 2004).  

Evidências científicas comprovam a capacidade dos compostos fenólicos em 

aumentar a expressão da eNOS, favorecendo a biodisponibilidade de NO; importante 

para proteção do endotélio vascular. (NADERALI; DOYLE; WILLIAMS, 2000; 

WALLERATH et al., 2002; THANDAPILLY et al., 2010). E, atribui-se os efeitos 

protetores dos compostos fenólicos às suas propriedades pleiotrópicas (participam de 

inúmeras reações biológicas), modulando a atividade de várias enzimas e interferindo na 

sinalização dos processos celulares (ABD-ELBASET et al., 2015; LI et al., 2012; 

NDIAYE et al., 2003;). 

Ainda existem poucas espécies que já foram investigadas e validadas 

clinicamente como agentes antiaterogênicos e hipolipemiantes (HASANI-RANJBAR et 

al., 2010). Assim, os dados disponíveis sugerem a necessidade de uma investigação 

efetiva com o intuito de validar farmacologicamente a utilização desses produtos 

naturais, sobretudo aqueles que já fazem parte do arsenal terapêutico popular. 

 

2.5 Echinodorus grandiflorus 

O gênero Echinodorus (Alismataceae) possui 26 espécies que ocorrem 

principalmente na região dos trópicos na América do Sul (HAYNES; HOLM-

NIELSEN, 1994), sugerem que a espécie teve origem no Sul do Brasil, sendo 

introduzida na América do Norte para fins ornamentais (LEHTONEN, 2009). As 

espécies predominantes no Brasil, são a Echinodorus grandiflorus, (Cham. & Schltdl.) 
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Micheli e E. macrophyllus (Kunth) Micheli, as quais se distribuem preferencialmente 

em regiões de banhando e de solo úmido.  

As plantas desse gênero são amplamente utilizadas para fins ornamentais 

(LEHTONEN, 2016). Podem ser empregadas em diversas áreas como no preparo de 

refrigerantes e na indústria alimentícia (LIMA-DELLAMORA et al., 2017). Além de 

apresentar grande eficiência na biorremediação (BARBOSA et al., 2013; RIBEIRO et 

al., 2015) destacando seu emprego no processo de recuperação de águas contaminadas 

(WAN-RU, 2014; YING; LEI, 2014). 

E. grandiflorus (Figura 4) é uma macrófita enraizada (crescem desde locais 

encharcados até ambientes totalmente submersos), possue folhas ovaladas e coriáceas, 

com largura de aproximadamente 35 cm, comprimento próximo de 38 cm; possui 

pecíolo áspero, com comprimento 2 a 3 vezes maior do que o limbo foliar; flores de 

pétalas brancas, raramente de cor rosa ou amarela, com diâmetro de 2,5 a 3,5 cm e fruto 

seco e inflorescência paniculada com 6 a 12 verticilos (RATAJ et al., 1969).  São 

espécies hermafroditas, possuem mecanismo de autoesterelidade tardia aparentemente 

através do mecanismo de autoincompatibilidade (PANSARIN; PANSARIN, 2011; 

VIEIRA; LIMA, 1997). 
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Figura 4. Espécie Echinodorus grandiflorus. Fotografias obtidas do Horto de plantas 

medicinais da UNIPAR - Universidade Paranaense, Brasil a 430 m acima do nível do 

mar (S23º47'55, W53º18'48). O material vegetal foi identificado pela Dra. Mariza 

Barion Romagnolo (Universidade Estadual de Maringá - UEM, Brasil). Um espécime 

de comprovante foi depositado no Herbário da UEM (nº 20810). 

 

 A Echinodorus grandiflorus é citada como uma planta medicinal em pesquisas 

etnobotânicas (SILVA et al., 2009; MAGALHÃES, 2010), estando entre as dez 

espécies mais citadas em alguns estudos (KFFURI, 2008; MAGALHÃES, 2010). 

Evidenciando a importância do gênero Echinodorus, o Ministério da Saúde 

elencou a Echinodorus macrophyllus (Kunth) Michel juntamente com outras espécies 

de plantas medicinais que poderão ser prescritas aos usuários do sistema único de saúde 

(SUS) (BRASIL, 2011). E. macrophyllus e E. grandiflorus são popularmente 

conhecidas como chapéu-de-couro (PANIZZA, 1997). Ambas são utilizadas 

popularmente para as mesmas finalidades medicinais em diversas regiões do Brasil 

(LORENZI; MATOS, 2008; PANIZZA, 1997); Contudo, a composição química entre 

as espécies é diferenciada; conforme aponta a literatura; evidenciando a necessidade de 

novos estudos químicos e farmacológicos buscando identificar as substâncias ativas.  
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A E. grandiflorus é uma espécie de grande expressão na medicina popular, no 

entanto, com pouquíssimas informações sobre cultivo, variedades existentes e fenologia 

visando a um melhor aproveitamento e conservação da planta (BEVILAQUA et al., 

2001). No entanto, a análise da composição química das plantas bem como o controle 

de fatores ambientais, tornam-se essenciais para efeitos de comercialização do material, 

identificando os materiais mais atrativos à indústria farmacêutica, além de auxiliar aos 

produtores na seleção de genótipos mais eficientes em termos fitoterápicos, uma vez 

que fatores externos (umidade do solo, pH, temperatura e estações climáticas) podem 

influenciar na expressão de determinados princípios ativos  (BEVILAQUA et al., 2001; 

SILVA JUNIOR; VIZZOTO, 1996). No presente estudo, as espécies foram cutivadas 

no horto de plantas medicinais da Universidade Paranaense e adubadas com matéria 

orgânica obtida a partir de compostagem de restos de podas vegetais, além disso, foi 

adaptado um sistema artificial de retenção hídrica (revestimento subterrâneo com 

material impermeável) sob as espécies cutivadas. 

As folhas de E. grandiflorus apresentam em sua composição diterpenos (do tipo 

clerodano e cembrano), flavonóides C- e O-glicosídeos (sobretudo C-heterosídeos de 

flavonas como a isoorientina e a swertiajaponina), derivados do ácido o-

hidroxicinâmico (ácidos chicórico e caftárico), esteróides, ácidos graxos, 

arilpropanoides simples (ácido cafeico, ferúlico e isoferúlico) e ácido trans-aconítico 

(PIMENTA; 2000; PRANDO, 2016; SCHNITZLER et al., 2007; TANAKA, 2000).  

Nos extratos etanólicos obtidos de folhas de E. grandiflorus e analisados por 

técnicas de cromatografia e espectofotometria, foi observado que os constituintes 

majoritários eram solidagolactona-I e Isoorientina. Nos extratos aquosos, o ácido 

ferúlico era o constituinte majouritário. O melhor marcardor químico seria o diterpênico 

clerodânico solidagolactona-I, uma vez que foi verificado que os componentes fenólicos 

possuiam maior oscilação em relação à sazonalidade (PIMENTA et al., 2002). 

Garcia et al., (2010) confirmaram os estudos anteriores ao identificarem os 

flavonoides, isoorientina, isovitexina e os ácidos trans-acotínico e chicórico, a partir dos 

extratos aquoso, diclorometânico e hidroalcoólicos (30, 50 70 e 96% EtOH; v/v) de 

folhas de E. grandiflorus. 

O fitol também foi descrito como constituinte do extrato hexânico de folhas da 

espécie, onde também foram caracterizados o ácido palmítico, esteroides e o diterpeno 

clerodan-3, 13-dien 16 -15-olido (PIMENTA, 2006) 
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O chá das folhas de E. grandiflorus é utilizado, na medicina popular brasileira, 

como diurético, depurativo do sangue, anti-inflamatório, antihipertensivo, 

hepatoprotetor, no tratamento de afecções cutâneas, doenças venéreas, artrite e 

reumatismo (CORREIA, 1984; BRANDÃO et al., 2009). 

Vários estudos farmacológicos foram conduzidos com a E. grandiflorus. Estudos 

pré-clínicos relatam que esta espécie é promissora para o tratamento de doenças 

cardiovasculares. Diferentes preparações que foram obtidas desta espécie mostraram 

propriedades antioxidantes (LUNARDI et al., 2014), vasodilatador (ALMEIDA et al., 

2003), diuréticas (CARDOSO et al., 2003; PRANDO et al., 2015; PRANDO et al., 

2016), antiedematosas (GARCIA et al., 2010), hipoglicemiante (BARBOSA-FILHO et 

al., 2005), anti-hipertensivas (LESSA et al., 2008; PRANDO et al., 2016) e 

vasodilatadoras (TIBIRIÇA et al., 2007), antirreumática, sendo também usada para 

combater ácido úrico e problemas de pele (TESKE; TRENTINI, 2001). 

Surpreendentemente, apesar do uso popular extenso, seus efeitos hipolipidêmicos e 

antiateroscleróticos permanecem desconhecidos.  

Considerando o exposto acima, esta proposta poderá ajudar a caracterizar a E. 

grandiflorus como uma planta promissora no desenvolvimento de novos fitoterápicos, 

principalmente devido à lacuna existente na validação desse tipo de fármaco como 

adjuvante no tratamento das dislipidemias e aterosclerose. Frente a isso, e considerando 

que inexistem dados que justifiquem e/ou subsidiem os efeitos cardioprotetores, 

antiaterogênicos e hipolipemiantes da E. grandiflorus, e acreditando que existe a 

necessidade de ampliar o arsenal terapêutico complementar nestas condições, 

objetivamos investigar os efeitos da administração do extrato bruto de E. 

grandiflorus em coelhos Nova Zelândia submetidos a dieta rica em colesterol. 
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3 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o perfil hipolipemiante, antiaterogênico e cardioprotetor do sobrenadante 

etanólico do infuso obtido das folhas de E. grandiflorus (ESEG) em coelhos Nova 

Zelândia submetidos a dieta rica em colesterol (CRD). 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Coletar as folhas de E. grandiflorus, produzir o extrato e realizar a 

caracterização fitoquímica do ESEG; 

• Induzir a hipercolesterolemia, a disfunção ventricular e a aterogênese em 

coelhos machos da linhagem Nova Zelândia através da administração de dieta 

comercial enriquecida com 1% de colesterol (CRD) por 60 dias; 

• Acompanhar o ganho de peso corporal durante os 60 dias do estudo; 

• Determinar o padrão eletrocardiográfico dos animais após 60 dias de CRD e 30 

dias de tratamento com o ESEG; 

• Mensurar os níveis dos lipídeos séricos, LDLox, malondialdeído, nitrotirosina, 

citocinas (IL-1 e IL-6), e moléculas de adesão solúveis ICAM-1 e VCAM-1 com 

e sem a administração do ESEG; 

• Avaliar o índice de aterogênese no arco aórtico, aorta torácica, abdominal, ilíaca, 

após 60 dias de CRD com e sem tratamento por 30 dias com o ESEG; 

• Investigar as alterações histopatológicas cardíacas e realizar a morfometria do 

ventrículo esquerdo dos animais alimentados com CRD com e sem tratamento 

com o ESEG; 

• Avaliar a atividade da superóxido dismutase e os níveis de lipoperóxidos e 

glutationa reduzida nos ramos arteriais e músculo ventricular após 60 dias de 

CRD e 30 dias de tratamento com o ESEG. 
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ABSTRACT 

 

Echinodorus grandiflorus is an important medicinal plant species that is native to South 

America. Despite extensive popular usage as a hypolipidemic drug, its effects as an 

atheroprotective agent remain unknown. The aim of the present study was to evaluate 

the effects of an ethanol soluble fraction that was obtained from E. grandiflorus (ESEG) 

leaves against the development of atherosclerosis in rabbits. Male rabbits received a diet 

that was supplemented with 1% cholesterol (cholesterol-rich diet [CRD]) for 60 days. 

After 30 days of the CRD, the animals were divided into five groups (n = 6) and treated 

with ESEG (10, 30, and 100 mg/kg), simvastatin (2.5 mg/kg), or vehicle once daily for 

30 days. The negative control group was fed a cholesterol-free diet and treated orally 

with vehicle. At the end of 60 days, serum lipids, oxidized low-density lipoprotein, 

thiobarbituric acid reactive substances, nitrotyrosine, and serum IL-1β, IL-6, sICAM-1, 

and sVCAM-1 levels were determined. Samples from the aortic arch and thoracic 

segment were also collected to investigate the tissue antioxidant defense system and 

perform histopathological analysis. Oral ESEG administration significantly reduced 

serum lipid levels in CRD-fed rabbits. This treatment also modulated the arterial 

antioxidant defense system by reducing lipid and protein oxidation. Similarly, serum IL-

1β, IL-6, sICAM-1, and sVCAM-1 levels significantly decreased, accompanied by a 

reduction of atherosclerotic lesions in all arterial branches. These findings suggest that 

ESEG may be a new herbal medicine that can be directly applied for the treatment and 

prevention of atherosclerotic disease. 

 

KEYWORDS: Alismataceae; antiinflammatory; antioxidant; atherosclerosis; 

dyslipidemia 
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ABBREVIATIONS 

ANOVA: analysis of variance; CRD: cholesterol-rich diet; ELISA: enzyme-linked 

immunosorbent assay; ESEG: ethanol soluble fraction obtained from E. grandiflorus; 

EtOH: ethanol; GSH: glutathione; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; IL-1β: 

interleukin 1 beta; IL-6: interleukin 6; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; 

LPO: lipid peroxidation; NT: nitrotyrosine; ox-LDL: oxidized low-density lipoprotein; 

SD: standard deviation; SMV: simvastatin; sICAM: soluble intercellular adhesion 

molecule-1; SOD: superoxide dismutase; sVCAM: soluble vascular cell adhesion 

molecule-1; TBARS: thiobarbituric acid reactive species; TC: total cholesterol; TG: 

triglyceride. 
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INTRODUCTION 

Cardiovascular diseases, especially atherosclerosis, exert an important influence 

on patients' quality of life, being considered one of the most important reasons for 

physical disability and premature death around the world. It is characterized by a silent 

and progressive onset, accompanied by aggression to the arterial surface, a result of an 

inflammatory and fibroproliferative response of the intima layers of the arteries.1 The 

initial event of atherogenesis occurs through vascular endothelial function disorder, and 

the main contributory factor for triggering is hypercholesterolemia.2 The lesion caused 

by the presence of the atherosclerotic plaque may compromise several arterial segments 

and is responsible for several adjacent complications such as coronary artery disease, 

intermittent limb claudication, stroke and abdominal aortic aneurysm.3 

Primary prevention of dyslipidemia and atherosclerosis should be made with 

lifestyle changes. Although effective in most cases of non-familial 

hypercholesterolemia, it is known that the effectiveness of this type of intervention is 

variable and depends on the patient's adherence, type of diet adopted, regular physical 

activity, as well as the cessation of smoking and alcoholism.2 Although lifestyle 

changes are quite effective, in some cases pharmacological treatment is necessary. 

Currently there is a vast therapeutic arsenal for the treatment of dyslipidemias and for 

the prevention of atherosclerosis. These include cholesterol absorption inhibitors (eg 

ezetimibe), bile acid sequestrants (eg cholestyramine and colestipol), niacin and its 

derivatives (eg nicofuranose and niceritrol), fibrates (eg clofibrate and ciprofibrate), 

cholesteryl ester transfer protein (CETP) inhibitors (eg anacetrapib and torcetrapib), and 

statins (eg simvastatin, atorvastatin and rosuvastatin).4 Despite the efficacy of statins, 

the appearance of adverse effects such as changes in hepatic function, myalgia, and to a 
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lesser extent rhabdomyolysis, has stimulated the research of several alternative 

treatments, including medicinal plants.5 Thus, there is currently great interest in the 

search for alternative therapeutic options for the prevention and treatment of 

dyslipidemias, especially to be used concomitantly with conventional therapies.6,7 In 

this regard, a well accepted option comes from natural products, especially those that 

are commonly used by the population and are part of the cultural arsenal transmitted by 

generations. 

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli. (Alismataceae), 

popularly known as “chapéu de couro,” “chá-de-campanha,” and “erva do brejo,” is a 

plant species that is native to South America. The infusion of its leaves has been used as 

an antihypertensive and diuretic agent by different native populations.8, 9 Because of its 

extensive ethnobotanical use in Brazil, the genus Echinodorus was included as a 

hypolipidemic and diuretic agent in the 5th edition of the Brazilian Pharmacopoeia.10, 11 

Several preclinical studies have reported that E. grandiflorus is a promising 

species for the treatment of cardiovascular diseases. Different preparations that were 

obtained from this species were shown to have diuretic,12, 13 antiedematous,14 

antihypertensive,13, 15 and vasodilatory16 properties. Surprisingly, despite extensive 

popular usage, its hypolipidemic and antiatherosclerotic effects remain unknown. The 

present study employed a classic model of atherosclerosis in male New Zealand rabbits 

to investigate the effects of E. grandiflorus against dyslipidemia and atherosclerosis. 

We also evaluated the possible molecular pathways that may be involved in its 

cardioprotective actions. 

 

MATERIALS AND METHODS 
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Drugs and reagents 

 

The following drugs, salts, and solutions were used: isoflurane and potassium 

chloride (Cristália, Itapira, SP, Brazil). Simvastatin and cholesterol were obtained from 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All of the other reagents were obtained in 

analytical grade. 

 

Plant material and preparation of the ethanol soluble fraction (ESEG) 

 

 Echinodorus grandiflorus leaves (5.0 kg) were collected in February 2014 from 

the botanical garden of the Universidade Paranaense (UNIPAR; Umuarama, Brazil) at 

430 m above sea level (S23º47’55–W53º18’48). A voucher specimen was deposited in 

the Herbarium of the Universidade Estadual de Maringá (HUEM; no. 20810). From the 

dried and crushed leaves of E. grandiflorus we obtained the ESEG (yield: 9.54% w/w). 

The procedure to obtain ESEG and the detailed phytochemical analysis were recently 

published by Gasparotto et al.17 

 

Animals  

 

Fourteen-week-old male New Zealand rabbits, weighing 1.8-2.0 kg, were 

obtained from Universidade Federal do Paraná (UFPR, Brazil) and housed at the 

UNIPAR vivarium under controlled temperature (20°C ± 2°C), humidity (50% ± 10%), 

and a 12 h/12 h light/dark cycle with ad libitum access to food and water. All of the 

experimental procedures were approved by the Institutional Ethics Committee of 

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD; Dourados, Brazil; protocol no. 
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08/2015) and conducted in accordance with the Brazilian Legal Framework on the 

Scientific Use of Animals. 

 

Experimental procedures  

 

Dyslipidemia and atherosclerosis were induced according to Barboza et al.18 The 

rabbits received ad libitum a commercial diet (Purina® Rabbit Chow®, St. Louis, 

Missouri, EUA) that was supplemented with 1% cholesterol (cholesterol-rich diet 

[CRD]) for 60 days. After 30 days, the animals were randomly distributed into five 

groups (n = 6/group) and orally treated by gavage with ESEG (10, 30, and 100 mg/kg), 

vehicle (filtered water, 1 ml/kg; positive control), or simvastatin (2.5 mg/kg) daily for 

30 days. One group was fed a cholesterol-free diet and was treated only with vehicle 

(negative control). 

Body weight was measured at the beginning of the experiments and after 30 and 

60 days. The water and feed intake was also monitored weekly. On day 60, all of the 

animals were fasted for 8 h and anesthetized with isoflurane. Blood samples were then 

collected from the jugular vein. Serum was obtained by centrifugation (1,500 × g for 5 

min). Triglyceride (TG), total cholesterol (TC), and high-density lipoprotein cholesterol 

(HDL-C) levels were measured using an automated biochemical analyzer (Roche Cobas 

Integra 400 plus). Serum very low-density lipoprotein cholesterol/low-density 

lipoprotein cholesterol (VLDL/LDL-C) levels were calculated as the difference between 

TC and HDL-C. Serum oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL), nitrotyrosine (NT), 

soluble vascular cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1), soluble intercellular adhesion 

molecule-1 (sICAM-1), interleukin-1β (IL-1β), and IL-6 levels were measured by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 
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Malondialdehyde (MDA) levels were measured using an MDA assay kit (Cayman 

Chemical, Ann Arbor, MI, USA). 

After blood collection, the rabbits were euthanized by an intravenous injection 

of potassium chloride. Aorta segments (aortic arch, thoracic, abdominal, and aortoiliac 

segments) were removed and fixed in 10% formalin. The aortic arch was considered 

from the exteriorization of the aorta in the heart to the bifurcation of the left subclavian 

artery. The thoracic segment was considered from the end of the bifurcation of the left 

subclavian artery to the diaphragm; and the abdominal portion was comprised between 

the diaphragm and the bifurcation of the iliac arteries. Finally, the aortoiliac segments 

were obtained from the bifurcation of the left iliac artery to the inguinal ligament. After 

48 h, a part of each arterial branch was longitudinally sectioned, rinsed in 70% alcohol, 

and immersed in Sudan-IV staining solution at room temperature for 15 min. The 

tissues were transferred to 80% alcohol for 20 min and washed in tap water for 1 h, and 

the luminal surface was assessed for sudanophilic lesions. The analysis included digital 

image capture by Motic Images Plus 2.0 software, image processing for edge detection 

(lesion identification) and, finally, computation of lesions. Diseased portions of the 

vessels stained red with Sudan IV dye, appeared black or dark gray on the computer 

monitor. The edited image was separated into diseased and nondiseased areas by using 

an iterative algorithm for multiple threshold detection. Finally, the program provided 

the area corresponding to the lesions that were subtracted from the total area of the 

vessel. 

A second part of the arterial branches was dehydrated with alcohol and xylene, 

embedded in paraffin, sectioned at 5 µm, stained with hematoxylin/eosin, and 

microscopically examined. The intima and media layers were measured using a caliper. 

For each animal, we assemble several blades with the entire arterial branch studied. All 
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neointimal formation (per slide) was identified, and for each atherosclerotic formation 

six lines of division were established. For each neointimal formation were performed 

six measurements, and one mean for each slide was obtained. When all the slides were 

evaluated, a new mean for each animal was determined. The area of the microscope was 

adjusted using an ocular micrometer coupled with the 100X objective, determining the 

size of the field per µm2. All images were obtained and evaluated by Motic Images Plus 

2.0 software.  

Finally, a third part of the arterial branches was sectioned and homogenized in 

K+ phosphate buffer (0.1 M, pH 6.5). Superoxide dismutase (SOD) was analyzed using 

the pyrogallol oxidation method.19 Lipid peroxidation (LPO) rate was measured by the 

FOX method according to Jiang et al.20 Glutathione (GSH) levels were measured based 

on a previously described technique,21 with a few modifications. The amount of protein 

in the homogenates was determined using the Bradford method.22 

 

Statistical analysis 

The results are expressed as the mean ± standard deviation (SD) of six animals 

per group. The statistical analyses were performed using one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Bonferroni’s test or the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s 

test. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. The graphs were drawn 

and the statistical analysis was performed using Prism 5.0 software (GraphPad, San 

Diego, CA, USA). 

 

RESULTS 

 

ESEG treatment prevents progressive weight loss in CRD-fed rabbits 
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Body weight gain in rabbits that were fed the CRD and treated with ESEG, 

simvastatin, or vehicle is shown in Fig. 1. Negative control animals had a body weight 

of 2.38 ± 0.52 kg at the beginning of the experiments, which increased to 3.44 ± 0.77 kg 

and 3.68 ± 0.51 kg after 30 and 60 days, respectively. Positive control rabbits had 

significantly lower body weight gain after 30 days (2.89 ± 0.46 kg) and 60 days (2.92 ± 

0.35 kg). Similarly, animals that were treated with ESEG (10, 30, or 100 mg/kg) or 

simvastatin had body weight gain that was similar to positive control animals at the end 

of 30 days. At the end of the experimental period, all of the animals that were treated 

with ESEG (30 and 100 mg/kg) had body weight gain that was similar to rabbits that 

were treated with the standard commercial diet, with a body weight profile that was 

significantly different from animals that were fed the CRD and treated only with 

vehicle. Moreover, the changes in body weight were related to the feed consumption. 

Animals fed with standard commercial diet (negative control) maintained a regular food 

intake. On the other hand, the groups fed with CRD started to consume less feed during 

the experiment. Interestingly, this change was reversed after ESEG treatment at doses of 

30 and 100 mg/kg (data not shown). 

 

Prolonged treatment with ESEG significantly reduces serum lipids in CRD-fed rabbits 

 

The TC, HDL-C, VLDL/LDL-C, and TG levels in negative control animals were 

64 ± 12 mg/dl, 16 ± 1.8 mg/dl, 49 ± 12 mg/dl, and 121 ± 8.8 mg/dl, respectively. 

Positive control rabbits exhibited increases in serum lipid levels (1739 ± 125 mg/dl, 35 

± 3.6 mg/dl, 1705 ± 125 mg/dl, and 211 ± 18 mg/dl for TC, HDL-C, VLDL/LDL-C, and 

TG, respectively; Fig. 3A-D). Oral ESEG administration for 30 days dose-dependently 
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reduced TC, VLDL/LDL-C, and TG levels, reaching to 710 ± 130 mg/dl, 673 ± 129 

mg/dl, and 46 ± 8.1 mg/dl, respectively, at the dose of 100 mg/kg. At the highest dose, 

ESEG induced a lipid-lowering effect that was similar to simvastatin treatment. The 

CRD increased HDL-C levels in all of the experimental groups, and HDL-C levels 

remained unchanged regardless of treatment with ESEG or simvastatin (Fig. 2A-D). 

 

ESEG treatment reduces macroscopic lesions in aorta segments from rabbits 

undergoing CRD 

 

Atherosclerotic lesions in aorta segments were used as an index of disease 

severity (Fig. 3A-E). The total average area of the aortic arch, thoracic, abdominal, and 

aortoiliac branches were 63 ± 6 mm2, 550 ± 35 mm2, 228 ± 22 mm2, and 76 ± 8 mm2, 

respectively. The area percentage of sudanophilic lesions in the aortic arch, thoracic, 

abdominal, and aortoiliac segments in the positive control group after 60 days of the 

CRD were 35 ± 8.1%, 9.2 ± 1.8 %, 12 ± 2.0 %, and 17 ± 2.0 %, respectively (Fig. 3A-

D). The area percentage of sudanophilic lesions in the aortic arch, thoracic, abdominal, 

and aortoiliac segments in animals that were treated with ESEG at 100 mg/kg decreased 

to 16 ± 2.5 %, 4.0 ± 0.8 %, 4.7 ± 1.7 %, and 5.7 ± 0.9 %, respectively (Fig. 3A-D). 

ESEG at the dose of 30 mg/kg reduced sudanophilic lesions in the aortic arch (20 ± 6.1 

%) and abdominal segment (7.5 ± 1.4 %). Although simvastatin decreased the areas of 

sudanophilic lesions in all arterial branches, the results were statistically lower than 

treatment with 100 mg/kg ESEG. 

 

Prolonged treatment with ESEG reduces atherosclerotic lesions in the tunica intima 

from aorta segments of CRD-fed rabbits 
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Morphometric measures of the intima layer of aortic arch, thoracic, abdominal, 

and aortoiliac segments are shown in Fig. 4A-D. The histopathological examination of 

aorta segments in the positive control group showed significant thickness in the intima 

layer (aortic arch: 28 ± 7.8 µm; thoracic segment: 30 ± 8.7 µm; abdominal segment: 52 

± 12 µm; aortoiliac segment: 36 ± 9.4 µm) compared with the negative control group 

(aortic arch: 1.95 ± 0.72 µm; thoracic segment: 2.02 ± 0.51 µm; abdominal segment: 

1.80 ± 0.45 µm; aortoiliac segment: 1.79 ± 0.60 µm). Treatment with ESEG (30 and 100 

mg/kg) reduced the thickness of the intima layer in all CRD-fed rabbits, with values that 

were very similar to animals that were treated with simvastatin. No significant 

morphometric differences in the media layers were observed among groups (data not 

shown). 

 

ESEG reduces serum levels of oxidative/nitrosative stress markers and modulates the 

arterial antioxidant defense system of CRD-fed rabbits 

 

Positive control animals exhibited significant increases in TBARS and NT levels 

(~75% increase) compared with negative control animals (Fig. 5A-C). Similarly, ox-

LDL levels increased from 75 ± 12.9 mU/ml in the negative control group to 432 ± 70 

mU/ml in rabbits that were fed the CRD. Treatment with 30 and 100 mg/kg ESEG 

reduced TBARS and NT levels to values that were close to negative control animals 

(negative controls: 2.53 ± 0.41 mol/L TBARS, 0.013 ± 0.002 µmol/L NT; 30 mg/kg 

ESEG: 3.07 ± 0.74 mol/L TBARS, 0.016 ± 0.001 µmol/L NT; 100 mg/kg ESEG: 2.31 ± 

0.62 mol/L TBARS, 0.012 ± 0.002 µmol/L NT). Similarly, ox-LDL levels were 

significantly reduced by ESEG (30 and 100 mg/kg), with values that were close to 
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negative control animals at the highest dose (30 mg/kg ESEG: 257 ± 74 mU/ml; 100 

mg/kg ESEG: 114 ± 45 mU/ml). Although animals that were treated with simvastatin 

also presented an interesting antioxidant response, the values were less expressive than 

those in animals that were treated with ESEG (Fig. 5A-C). 

The results of the analysis of the arterial antioxidant defense system are 

presented in Table 1. The CRD increased lipid peroxidation levels by ~168% in positive 

control animals. Treatment with 100 mg/kg ESEG reversed this increase in all of the 

evaluated tissues. Treatment with 100 mg/kg ESEG also reversed the decreases in SOD 

activity and GSH levels that were observed in positive control animals. 

 

ESEG treatment induces important anti-inflammatory response in atherosclerotic 

rabbits 

 

Serum IL-1β, IL-6, sICAM-1, and sVCAM-1 levels in CRD-fed rabbits that 

were treated with ESEG and simvastatin are shown in Fig. 6A-D. IL-1β, IL-6, sICAM-

1, and sVCAM-1 levels in negative control animals (baseline: 483 ± 90 pg/ml, 214 ± 39 

ng/L, 3.92 ± 0.65 ng/L, and 1.60 ± 0.55 ng/L, respectively) increased to 884 ± 92 pg/ml, 

542 ± 91 ng/L, 11.89 ± 1.87 ng/L, and 4.95 ± 0.77 ng/L, respectively, in positive control 

animals. In CRD-fed rabbits, treatment with 100 mg/kg ESEG reduced IL-1β, IL-6, 

sICAM-1, and sVCAM-1 levels to values that were close to negative control animals 

and simvastatin-treated animals. 

 

DISCUSSION 
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One of the main triggers of the atherosclerotic process is a CRD. Excess dietary 

cholesterol, mainly LDL-C and VLDL-C, when not properly transported and 

metabolized, remains in the systemic circulation in large amounts, thus contributing 

directly to the development of endothelial dysfunction and atherosclerosis.23 Moreover, 

the CRD can also increase vascular oxidative stress, inducing oxidative/nitrosative 

imbalance and leading to LDL-C oxidation, endothelial cell activation, monocyte 

recruitment, and foam cell formation.24 In the present study we induced significant 

dyslipidemia in New Zealand rabbits by administering CRD. We also observed an 

oxidative/nitrosative imbalance that led to a significant increase in ox-LDL levels. As a 

result, we found an expressive increase in atherosclerotic plaque formation in different 

arterial branches. In fact, rabbits constitute excellent models for the study of the 

development of atherosclerosis. They share important characteristics with humans that 

are not observed in rodents, including high sensitivity to dietary cholesterol, hepatic 

LDL-C receptor, cholesterol ester transfer protein (CETP), presence of the VLDL-C 

receptor on macrophages, and heterogeneous HDL-C particles.25  

The use of synthetic lipid-lowering drugs - including statins - have shown 

significant efficacy in reducing cholesterol levels in different patients. It is now known 

that the mechanism of action of statins to obtain cholesterol reduction is due to the 

inhibition of the enzyme HMG-CoA reductase, through an affinity of these drugs with 

the active site of the enzyme. This inhibition is reversible and competitive with the 

HMG-CoA substrate.26 Furthermore, part of the cardioprotective effect of statins 

derives from complex pleiotropic effects, including antioxidant and antiinflammatory 

activity.27 Despite the efficacy of statins, the appearance of side effects such as changes 

in hepatic function and myalgia has stimulated the research of several alternative 

treatments, including herbal medicines.28 Although herbal medicines are not completely 
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free of side effects, many species commonly used by the population have shown to be 

safe and highly effective in reducing plasma lipids.29 Most often the available studies do 

not precisely define the mechanisms involved in the lipid-lowering properties of 

medicinal species. However, different secondary metabolites including saponins, 

tannins, alkaloids, and/or flavonoids can act synergistically, affecting the absorption, 

metabolism or excretion of cholesterol.30 

Echinodorus grandiflorus is frequently used in Brazil as a lipid-lowering 

agent.10, 11 A recent study by Gasparotto et al.17 using the same experimental model 

showed that the CRD was able to induce significant cardiac alterations in male rabbits. 

Myocardial flaccidity, fatty degeneration, and concentric left ventricular hypertrophy 

were observed in all CRD-fed rabbits. Treatment with ESEG, especially the highest 

dose, significantly reduced all cardiac changes that are induced by CRD. So, we 

hypothesized that ESEG may also have atheroprotective effects. Confirming our 

hypothesis, 30-day treatment with ESEG reduced serum lipid levels, especially at higher 

doses. A modulatory effect on the arterial antioxidant defense system was also 

observed, with a significant antioxidant and antinitrosant response. Consequently, 

atherosclerotic lesions significantly decreased, and effects that were superior to 

simvastatin were also observed in some arterial branches. When considering lipid-

lowering effects, simvastatin presented a response that was very similar to ESEG. 

However, ESEG appeared to have higher antioxidant potential, reflected by a greater 

preventive effect on the formation of atherosclerotic lesions. Our results allow us to 

conjecture that ESEG has additional cardioprotective effects to statins because, in 

addition to effectively reducing serum lipids, it has shown important antioxidant, 

diuretic and hypotensive effects.12, 13 
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Since statins have well-defined pleiotropic effects, we chose to evaluate whether 

ESEG would also be able to have these activities. To investigate the pleiotropic effects 

of ESEG, we measured the levels of inflammatory markers that commonly increase 

during the atherosclerotic process. Endothelium damage that is caused by the 

accumulation of oxidized LDL-C can promote the release of various inflammatory 

mediators, including IL-1β and IL-6, and induce the expression of different adhesion 

molecules, such as sICAM-1 and sVCAM.31 These adhesion molecules are essential for 

the adhesion, rolling, and migration of leukocytes from the bloodstream to the site of 

injury.32 Thus, monocytes are able to transmigrate into the subendothelial space where, 

after phagocytizing ox-LDL and metamorphose into foam cells, they progressively 

accumulate to form atherosclerotic plaques.33 In the present study, CRD-fed rabbits that 

were treated only with vehicle exhibited significant increases in IL-1β, IL-6, sICAM-1, 

and sVCAM levels and consequently an increase in the thickness of the arterial intima 

layer. All of the animals that were treated with ESEG or simvastatin exhibited 

reductions of the levels of inflammatory markers, directly contributing to 

atheroprotective effects. The atheroprotective effects of ESEG, in addition to its lipid-

lowering effects, appear to derive from a significant reduction of lipid oxidation, which 

possibly decreases endothelial damage by reducing IL-1β, IL-6, sICAM-1, and 

sVCAM-1 expression and monocyte transmigration through the vascular wall. 

The main chemical constituents that are present in this species have been 

characterized. Several diterpenoids, phenolic acids, flavonols, alkaloids, saponins, and 

tannins have been identified.34 Moreover, large amounts of phenolic compounds, mainly 

C-glycoside flavonoids (e.g., isoorientin, isoorientin-O-rhamnoside, isoorientin-O-

rhamnoside-dimethylether, isoorientin 7,3'-dimethylether, swertiajaponin, 

swertiajaponin-O-rhamnoside, isovitexin, isovitexin-O-rhamnoside, swertisin, and 
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swertisin-O-rhamnoside) have been identified.12, 13 In a recent study we have shown that 

the ESEG has abundant amounts of C-glycoside flavonoids, including isoorientin, 

swertiajaponin, isovitexin, and swertisin derivatives.17 Previous studies reported that 

isovitexin (apigenin-6-C-glucoside), an isomer of vitexin, generally purified together 

with vitexin has an important antioxidant, anti-inflammatory and vasodilatory effect.35, 

36 Similarly, other flavonoids like quercetin and its glycosylated derivatives showed 

inhibitory effects on the oxidative modification of LDL by macrophages, and 

naringenin 7-O-cetyl ether showed a significant inhibitory effect of HMG-CoA 

reductase. 37, 38 Additionally, several studies have shown that flavonoid supplementation 

prevents hepatic steatosis, dyslipidemia, and insulin resistance primarily through 

inhibition of hepatic fatty acid synthesis and increased fatty acid oxidation.7, 39 

Therefore, the present data suggest that the lipid lowering, antioxidant, 

antiinflammatory, and antiatherogenic effects of ESEG may be attributable to 

coordinated actions of its secondary metabolites, mainly to flavonoids and their 

glycosylated derivatives. 

 

CONCLUSION 

 

ESEG possesses secondary metabolites that are responsible for significant 

hypolipidemic, antioxidant, and antinitrosant properties, which can modulate the local 

inflammatory process by reducing the evolution of atherosclerotic disease. The present 

results suggest that ESEG may be a new herbal medicine that can be directly applied for 

the treatment and prevention of atherosclerotic disease. 
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Figures legend 

 

Figure 1. ESEG treatment prevents progressive weight loss in CRD-fed rabbits. Body 

weight was measured at the beginning of experiments (day 0) and after 30 and 60 days 

of treatment with ESEG (10, 30, and 100 mg/kg), SMV (2.5 mg/kg), or vehicle (1 

ml/kg). Values are expressed as mean ± SD (n = 6) in comparison with C- (ap < 0.05), 

C+ (bp < 0.05), or previous ESEG dose (cp < 0.05) using one-way ANOVA followed by 

Bonferroni’s test. C-: negative control group, C+: positive control group.  

 

Figure 2. Prolonged ESEG treatment reduces lipid serum levels of CRD-fed rabbits. 

Serum sample were obtained on the 60th day of experiments and TC (A), HDL-C (B), 

VLDL/LDL-C (C), and TG (D) levels were analyzed. Values are expressed as mean ± 

SD (n = 6) in comparison with C- (ap < 0.05), C+ (bp < 0.05) or previous ESEG dose (cp 

< 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test. C-: negative control 

group; C+: positive control group. HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; 

VLDL/LDL-C: very low-density lipoprotein/low-density lipoprotein cholesterol; SMV: 

simvastatin; TC: total cholesterol; TG: triglyceride. 
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Figure 3. ESEG treatment reduces sudanophilic lesions in aorta segments from rabbits 

undergoing cholesterol-rich diet (CRD). Percentage of atherosclerotic lesions in the 

aortic arch (A), thoracic (B), abdominal (C), and aortoiliac segments (D) and 

representative macroscopic observations in thoracic segments (E) are shown. Results 

are expressed as percent of the area covered by plaque over the total area evaluated. 

Images in 4-X scale. Values are expressed as mean ± SD (n = 6) in comparison with C- 

(ap < 0.05), C+ (bp < 0.05), SMV (#p < 0.05), or previous ESEG dose (cp < 0.05) using 

one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test. C-: negative control group; C+: 

positive control group; SMV: simvastatin.  

 

Figure 4. ESEG treatment reduces arterial thickness in aorta segments from rabbits 

undergoing cholesterol-rich diet (CRD). Histomorphometric analyses of tunica intima 

from aortic arch (A), thoracic (B), abdominal (C), and aortoiliac segments (D) are 

shown. Representative cross-sections of the abdominal segment stained with 

hematoxylin-eosin are also presented (E). Black arrows show neointimal formation. 

Images in 40 x scale. Values are expressed as mean ± SD (n = 6) in comparison with C- 

(ap < 0.05), C+ (bp < 0.05), SMV (#p < 0.05), or previous ESEG dose (cp < 0.05) using 

one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test. C-: negative control group; C+: 

positive control group; SMV: simvastatin.  
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Figure 5. ESEG reduces serum levels of oxidative/nitrosative stress markers. Serum 

malondialdehyde (MDA; A), nitrotyrosine (NT; B), and oxidized low-density 

lipoprotein (ox-LDL) levels (C) are presented. Values are expressed as mean ± SD (n = 

6) in comparison with C- (ap < 0.05), C+ (bp < 0.05), SMV (#p < 0.05), or previous 

ESEG dose (cp < 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test. C-: 

negative control group; C+: positive control group; SMV: simvastatin.  

 

Figure 6. ESEG treatment reduces interleukins and soluble adhesion molecules levels 

in CRD-fed rabbits. Serum L-1β (A), IL-6 (B), sVCAM-1 (C), and sICAM-1 (D) 

concentration are shown. Values are expressed as mean ± SD (n = 6) in comparison 

with C- (ap < 0.05), C+ (bp < 0.05), or previous ESEG dose (cp < 0.05) using one-way 

ANOVA followed by Bonferroni’s test. C-: negative control group; C+: positive control 

group; SMV: simvastatin.  
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Figure 1 

Gasparotto et al. 
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Figure 2 

Gasparotto et al. 
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Figure 3 

Gasparotto et al. 
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Figure 4 

Gasparotto et al. 
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Figure 5 

Gasparotto et al. 
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Figure 6 

Gasparotto et al. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C- C+ 10 30 100 SMV0

600

1200
A

a

ESEG

a

a

a

bc
b

IL
-1
β 
(p
g/
m
l)

C- C+ 10 30 100 SMV0

400

800
B

ESEG

a
a

a

bc bIL
-6

 (n
g/
l)

C- C+ 10 30 100 SMV0

4

8

bc

ESEG

C

a
a

a

b

sV
C

A
M

-1
 (n

g/
l)

C- C+ 10 30 100 SMV0

8

16

a

a

b

ab

ESEG

a

D

bcsI
C

A
M

-1
 (n

g/
l)



92 

 

 

Table 1. 

Effects of oral administration of ESEG obtained from E. grandiflorus on antioxidant 

tissue defense system. 

 

Values are expressed as mean ± SD of 6 rabbits in each group in comparison with C- (ap < 0.05), C+ (bp < 0.05) 

or ESEG previous dose (cp < 0.05) using one-way Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test. SOD: Superoxide 

dismutase (Unit of SOD/mg of protein); GSH: reduced glutathione (µg GSH/g of tissue); LPO: lipid 

peroxidation (nmol hydroperoxides/mg of protein). C-: negative control group; C+: positive control group; 

SMV: simvastatin.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameter C- C+ 

 

ESEG 

(10 mg/kg) 

 

ESEG 

(30 mg/kg) 

 

ESEG 

(100 mg/kg) 

 

SMV 

(2.5 mg/kg) 

SOD 83.83 ± 6.21 26.34 ± 4.22a 42.70 ± 12.1 65.18 ± 9.10 73.53 ± 2.99b 35.11 ± 9.11a 

GSH 373.2 ± 13 126.5 ± 9a 217.9 ± 61 349.5 ± 29 402.1 ± 44bc 232.20 ± 71 

LPO 6.24 ± 1.85 16.74 ± 2.01a 8.34 ± 0.92 7.60 ± 1.82 6.01 ± 1.82b 11.32 ± 1.99 
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6 CONCLUSÕES 

Os dados obtidos nesse estudo nos permitiram chegar as seguintes conclusões: 

 

1. O ESEG apresenta grandes concentrações de flavonóides C- e O-glicosídeos, 

compatíveis com a espécie segundo dados de literatura disponíveis; 

2.  A administração da CRD a 1% por 60 dias em coelhos machos da linhagem Nova 

Zelândia foi capaz de acarretar intensa dislipidemia e oxidação lipídica e protéica, o 

que conduziu a alterações cardíacas e vasculares compatíveis com a doença 

aterosclerótica; 

3. O tratamento por trinta dias com o ESEG foi capaz de reduzir expressivamente os 

níveis dos lipídeos séricos e a oxidação lipídica e protéica, além de modular o 

sistema de defesa antioxidante cardíaco e vascular; 

4. O ESEG foi capaz de reverter as alterações elétricas cardíacas e prevenir a hipertrofia 

do ventrículo esquerdo; 

5. As lesões ateroscleróticas presentes nos diferentes ramos arteriais foram 

significativamente reduzidas após o tratamento prolongado com o ESEG, com 

valores semelhantes aos obtidos após a administração da sinvastatina; 

6. Os efeitos aqui observados estão relacionados diretamente com uma redução 

significativa dos níveis de interleucinas-1 e -6, além da redução dos níveis de 

ICAMs-1 e VCAMs-1; 

7. Os dados em conjunto conferem ao ESEG um possível efeito hipolipemiante, 

antioxidante, cardioprotetor e antiaterosclerótico nesse modelo experimental.  
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7 ANEXOS 
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7.1 PARECER DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA - UFGD 

 
 

 
 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA/UFGD – Rua João Rosa Góes, 1761 – Vila Progresso. 
Dourados/MS. E-mail: ceua@ufgd.edu.br 

 

 

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 
FUNDAÇÃO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 
PRÓ-REITORIA DE ENSINO DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA 

 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA 
        
   

 Dourados-MS, 3 de março de 2016. 
 

CERTIFICADO 

 

Certificamos que o projeto intitulado “Investigação dos efeitos 

hipolipemiantes e antiaterogênicos de Echinodorus grandiflorus (cham. & 

schltdl.) Micheli em modelo experimental de aterosclerose”, protocolo nº 

08/2015, sob responsabilidade de Arquimedes Gasparotto Junior– que envolve 

a produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo 

Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa 

científica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 

11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 

2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, 

em reunião de 11 de dezembro de 2015. 

Vigência do Projeto 01/04/2016 – 01/04/2017  

Espécie/linhagem Oryctolagus cuniculus/ Var. Nova Zelândia 

Nº de animais 36 

Peso/idade 1,5 Kg/ 3 meses 

Sexo Machos  

Origem Universidade Federal do Paraná/UFPR 
 

 
 

 
_________________________________ 

Melissa Negrão Sepulvida 
Coordenadora CEUA 
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7.2 PARECER DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA – UNIPAR 

 

 


