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RESUMO

As doencas cardiovasculares representam a primeira causa de morte no Brasil, sendo estas,
atualmente, bastante associadas a disturbios metabdlicos. A Sindrome Metabolica é o
exemplo mais comum destes distdrbios, sendo caracterizada pelo agrupamento de fatores de
risco cardiovascular como hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
intoleréncia a glicose/diabetes do tipo 2, obesidade central e dislipidemia. No sul do Brasil, a
Campomanesia xanthocarpa, conhecida como guabiroba, tem sido empiricamente usada por
seu efeito potencial em reduzir os niveis de colesterol sanguineo, sendo confirmado em estudo
com pacientes hipercolesterolémicos. Os relatos populares acerca do uso tradicional do cha de
suas folhas revelam sua utilizacdo para diversas doencas, incluindo inflamatorias, renais,
digestorias, entre outras. Embora a confianga nesses medicamentos seja benéfica para
algumas pessoas, a informacdo fidedigna é fundamental, a toxicidade de medicamentos
preparados com plantas pode parecer trivial, quando comparada com os tratamentos
convencionais, entretanto € um problema sério de salde publica. Diante de tantos potenciais e
necessidades de estudos, este trabalho avaliou os efeitos da C. xanthocarpa sobre parametros
hemodinamicos e de contratilidade cardiaca em ratos com sindrome metabdlica induzida por
dieta rica em frutose e sua toxicidade aguda. Utilizou-se extrato aquoso das folhas de C.
xanthocarpa preparado por infusdo. Para avaliacdo da toxicidade desta planta foram
realizados dois procedimentos simultaneos, a determinacao da dose letal 50% e o “Screening
Hipocrético . Para avaliacdo das funcBes hepéticas e renais, foram feitas determinacdes de
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, uréia e creatinina. Também foram
coletados rim e figado para analise histolégica. Os animais foram tratados por 30 dias, a
pressdo arterial foi avaliada por medida direta da carétida e a contratilidade através dos
musculos papilares do ventriculo esquerdo, foram ainda determinados pardmetros
bioquimicos para avaliacdo dos perfis lipidico e glicidico através de kits comerciais. Néo
houve mortalidade dos animais durante a observacdo de 48h para célculo de DL5O0,
impossibilitando determina-la, e nenhuma mudanga no comportamento dos animais, em todos
0s parametros, foi observada. O extrato foi capaz de reverter a hipertensdo e taquicardia
causada pela frutose e causar inotropismo positivo, também diminuiu os niveis de
triglicerideos e aumentou o colesterol-HDL, sem causar qualquer toxicidade renal ou
hepatica, podendo ser, portanto, ingerido com seguranca até a dose de 5g/dia e tornando-se

uma possivel alternativa natural para individuos com sindrome metabolica.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Brazil, which are nowadays strongly
associated with metabolic disorders. Metabolic syndrome is the most common of these disorders, it is
characterized by the grouping of cardiovascular risk factors such as hypertension, insulin resistance,
hyperinsulinemia, glucose intolerance/type 2 diabetes, central obesity and dyslipidemia. In southern
Brazil, the Campomanesia xanthocarpa, known as guabiroba, has been used empirically by its
potential effect in reducing blood cholesterol levels, which was confirmed by Klafke et al., (2010)
studing hypercholesterolemic patients. The popular accounts about the traditional use of leaves tea
reveal their use for various diseases, including inflammatory, renal, digestive, among others. Although
the trust in these medicine is benefit for some people, the reliable information is essential, the toxicity
of medicines prepared from plants may seem trivial when compared with conventional
treatments, however, is a serious public health. Faced with so many needs and potential studies,
this study evaluated the effects of C. xanthocarpa on hemodynamics and cardiac contractility in rats
with metabolic syndrome induced by fructose-rich diet and it accute toxicity. We used aqueous extract
of the leaves of C. xanthocarpa prepared by infusion. To evaluate the toxicity of these plant two
simultaneous procedures were performed determination of lethal dose 50% and "Hippocratic
Screening”. For evaluation of hepatic and kidney functions, determination aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, urea and creatinine were made. Also kidney and
liver were collected for histological analysis. The animals were treated for 30 days, blood pressure
was assessed by direct measurement of carotid and contractility through isometric force of papillary
muscles of the left ventricle, biochemical parameters were also determinate to evaluated lipid and
glucose profiles using commercial kits. There was no mortality of animals during the observation
of 48 h for calculation of LD50, making impossible to determine it, and no change in the
behavior of animals were registered in all parameters evaluated . The extract was able to reverse
the hypertension and tachycardia caused by fructose and to cause positive inotropism. It also
decreased the levels of triglycerides and increased HDL-cholesterol, without causing any renal or
hepatic toxicity. So the extract can be ingested safely until the dose of 5g/day and may be a natural

alternative for individuals with metabolic syndrome.
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INTRODUCAO
1.1. Campomanesia xanthocarpa

O Brasil apresenta flora rica e diversificada em espécies, muitas delas com potencial
tecnoldgico. Campomanesia xanthocarpa € uma planta medicinal e alimenticia popularmente
conhecida e amplamente utilizada, pertence a familia Myrtaceae, sendo nativa do Brasil e
encontrada em quase todas as formacGes florestais, desde o estado de Minas Gerais até o
extremo sul do Rio Grande do Sul. Esta arvore pode atingir 15 metros de altura, apresenta
folhagem verde escura, floresce entre setembro e outubro e frutifica entre novembro e
dezembro, suas flores sdo esbranquigadas e os frutos apresentam-se em bagas arredondadas de
coloracdo verde a amarela, quando maduros. Entre 0s nomes comuns da espécie destacam-se:
guabiroba, guavirova, guabirobeira-do-mato e guabira (Lorenzi, 1992).

O fruto apresenta polpa abundante e suculenta, sendo apreciado regionalmente. E
aproveitado na producdo de refrescos, sorvetes e licores além da producéo de doces caseiros,
0 que indica a presenca de substancias pécticas em teores significativos. As pectinas séo
utilizadas nas industrias alimenticia e farmacéutica, devido as suas propriedades geleificantes
e estabilizantes. Os frutos de gabiroba apresentam propriedades nutricionais devido ao seu
alto teor de vitamina C, sais minerais e compostos fenolicos, o que permite considera-la
alimento funcional (Santos et al., 2009).

Os relatos populares acerca do uso tradicional do cha das folhas de guabiroba revelam a
utilizacdo da infusdo das folhas de guabirobeira para diversas doencas, incluindo
inflamatorias, renais, digestorias, entre outras (Alice et al., 1995). No sul do Brasil, a C.
xanthocarpa tem sido empiricamente usada por seu efeito potencial em reduzir os niveis de
colesterol sanguineo, sendo confirmado por Klafke et al., (2010) em estudo com pacientes
hipercolesterolémicos.

Biavatti et al. (2004) avaliaram as propriedades farmacoldgicas da planta e verificaram
que o extrato aquoso das folhas induziu significativa reducdo no ganho de peso em ratos
submetidos a dieta hipercal6rica, além de reduzir a glicemia. Markman et al. (2004)
verificaram que o extrato hidroalcodlico das folhas foi efetivo na prevencédo de Ulcera gastrica
em ratos. Estudos demonstraram ainda o uso da guabiroba no combate a certas condicdes
associadas a obesidade, tais como hiperlipidemia, diabetes e sobrepeso (Dickel et al., 2007;
Vinagre et al., 2010). Klafke et al. (2012) analisaram as propriedades antiplaquetarias,
antitrombdticas e fibrinoliticas do extrato de guabiroba in vivo em camundongos e in vitro em

sangue humano, confirmando essas atividades. Analise fitoquimica do extrato das folhas de
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C. xanthocarpa indicou presenca de flavonoides, saponinas, taninos e terpenos, 0s quais
poderiam justificar estas propriedades (Markman et al., 2004; Klafke et al., 2010).
1.2. Toxicidade

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) acredita que, atualmente, a pratica do uso de
plantas medicinais é tida como a principal op¢do terapéutica de aproximadamente 80% da
populacdo mundial. (Pinto et al., 2002). O aumento do consumo de fitoterapicos e chas
naturais pode ser associado ao fato de que as populag6es estdo questionando os perigos do uso
abusivo e irracional de produtos farmacéuticos e procuram substitui-los por plantas
medicinais. A comprovagdo da agdo terapéutica tambeém favorece essa dindmica. Além disso,
registra-se a insatisfacdo da populacdo perante o sistema de salde oficial e também a
necessidade de poder controlar seu proprio corpo e recuperar sua saude, assumindo essas
praticas para si ou para sua familia (Tomazzoni et al., 2006).

Segundo Balbino e Dias (2010) as plantas medicinais e seus derivados s&o,
comumente, a primeira opcdo de tratamento, geralmente feito sem acompanhamento de
profissional de salde. A toxicidade de medicamentos preparados com plantas pode parecer
trivial, quando comparada com os tratamentos convencionais, entretanto € um problema sério
de salde publica. Plantas medicinais podem desencadear reacfes adversas pelos seus proprios
constituintes, devido a interagbes com outros medicamentos ou alimentos, ou ainda
relacionados a caracteristicas do paciente (idade, sexo, condi¢des fisioldgicas, caracteristicas
geneticas, entre outras). Erros de diagndstico, identificacdo incorreta de espécies de plantas e
uso diferente da forma tradicional podem ser perigosos, levando a superdose, inefetividade
terapéutica e reacOes adversas (Capazzo et al., 2000).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou
comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais
diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. As pesquisas realizadas para avaliagdo do uso
seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como 0
controle da comercializacdo pelos 6rgdos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas
de produtos naturais (Veiga Jr. et al., 2005).

A toxidez das plantas ndo é constante e uniforme, sendo afetada por diversos fatores
(Cheeke, 1998; Tokarnia et al., 2000). Algumas plantas apresentam toxidez apenas em certas
condicBes de administracdo ou em certas épocas do ano. Ha outras cuja a¢do toxica é de efeito

cumulativo; neste caso a ingestdo de certa quantidade pode ndo causar danos, fazendo com
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que o leigo julgue-a inofensiva, até que um dia apareca uma reacdo adversa por té-la
consumido em doses maiores (Cheeke, 1998; Tokarnia et al., 2000).

H& uma grande variagdo no contetdo do principio toxico nas diferentes partes da
planta, geralmente sendo a concentragdo maior nas sementes. No entanto, a grande maioria
das intoxicacGes ocorre por meio da ingestdo das folhas. A secagem da planta pode fazer com
que esta tenha sua toxicidade reduzida, no entanto ha plantas que ndo a tem afetada. Desta
forma, o processo de armazenamento da planta, como por exemplo, a secagem, pode tornar
uma planta atéxica (Cheeke, 1998; Tokarnia et al., 2000).

As toxinas das plantas sdo produtos secundarios de seu metabolismo, parecendo estar
envolvidas como adjuvantes no mecanismo de sobrevivéncia da planta. Muitas toxinas sdo
amargas ou induzem acentuadas alteracdes fisiologicas. As toxinas presentes nas plantas
variam amplamente em estrutura e propriedades quimicas (Osweiler, 1998). As classes
quimicas mais importantes de compostos tdxicos existentes nas plantas sdo: alcaldides,
glicosideos, lecitinas e acidos organicos. Ainda, minerais absorvidos do solo e acumulados na
planta, como por exemplo, selénio, bario, nitratos e oxalatos, podem ser responsaveis pela
toxicidade de determinadas espécies vegetais (Cheeke, 1998).

A crenca na “naturalidade inocua” dos fitoterapicos e plantas medicinais nao é
facilmente contradita, pois as evidéncias cientificas de ocorréncia de intoxicagdes e efeitos
colaterais relacionados com o uso de plantas medicinais consistem em informacgdes que
dificilmente chegam ao alcance dos usuarios atendidos nos servicos de saude publica
caracterizado como individuos de baixa escolaridade e acervo cultural (Silva et al., 2006;
Alexandre et al., 2008).

Casos de intoxicacgdes devido ao uso pouco cuidadoso de plantas medicinais como a
utilizacdo da planta errada foram registrados pelo Sistema Nacional de Informacdes Toxi-
Farmacoldgicas (SINITOX), onde 1.728 casos de intoxicacdo humana por plantas no pais
foram registrados (ano base 2002), dos quais a Regido Sul foi responsavel por 35,7% destes
casos. Entre os grandes centros, Porto Alegre destaca-se como a cidade com o maior nimero
de registros, sendo a sua quase totalidade na zona urbana (Campesato, 2005).

Apesar da grande importancia, ndo se conhece a toxicidade da maioria das plantas
brasileiras, pois ha poucos grupos de pesquisa envolvidos com este tipo de pesquisa. Assim,
esta € uma &rea de pesquisa que necessita de incentivos. A conducdo de trabalhos que
identifiguem e descrevam quadros de toxicoses por novas espécies deverdo ser

adequadamente conduzidos. Além disto, grandes esforcos deverdo ser despendidos na
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elaboracdo de técnicas eficazes e viaveis que visem a prevencdo das intoxicagdes (Barbosa et
al., 2007).
1.3.  Sindrome Metabolica

Segundo o Ministério da Salde, no ano de 2009, aproximadamente 300 mil pessoas
morreram de doencas cardiovasculares no Brasil, sendo a primeira causa de morte no pais.
Atualmente as doencas cardiovasculares (DCV) tém sido bastante associadas aos distirbios
metabdlicos, como agravante (Ministério da Saude, 2011).

Apesar da tendéncia de reducdo dos riscos de mortalidade por DCV no Pais e no
mundo, algumas projecdes indicam o0 aumento de sua importancia relativa em paises de baixa
e média renda. A maior longevidade, associada ao possivel aumento da incidéncia das DCV
por adocdo dos modos de vida com maior exposicdo a fatores de risco, sdo consideradas as
principais razbes deste incremento. Como fatores de risco estdo o tabagismo e inatividade
fisica, além de dieta rica em gorduras saturadas, com consequente aumento dos niveis de
colesterol e hipertenséo (Ishitani et al., 2006).

A Sindrome Metabolica é o exemplo mais comum de distarbio associado a DCV,
sendo caracterizada pelo agrupamento de fatores de risco cardiovascular como hipertensao
arterial, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose/diabetes do tipo 2,
obesidade central e dislipidemia (LDL-colesterol alto, triglicérides alto e HDL-colesterol
baixo) (Ciolac e Guimaraes, 2004). Pacientes com sindrome metabdlica sdo considerados de
risco para o desenvolvimento de doencas relacionadas a aterosclerose, incluindo 2 a 4 vezes
maior risco de derrame e 3 a 4 vezes maior risco de infarto do miocardio comparado com
aqueles que ndo possuem a disfuncdo (Hashemi et al., 2010).

Mesmo sendo poucos os dados epidemioldgicos existentes quanto a prevaléncia da
SM, esta tem sido descrita em diferentes grupos étnicos e populagdes de diversos paises.
Pesquisas apontam que a prevaléncia da SM ¢é estimada entre 20 a 25% da populacao geral,
com comportamento crescente nas Ultimas décadas (Dunstan et al., 2002). Estudos em
algumas populagdes revelam uma variacdo de prevaléncia de 12,4% a 28,5% em homens e
10,7 a 40,5% em mulheres, dependendo do critério utilizado e da caracteristica populacional
(Mohan et al., 2001; Ford, Giles e Dietz, 2002; Aguilar-Salinas et al., 2004). Esta prevaléncia
¢ ainda maior entre homens e mulheres com idades avancadas, chegando a 42% entre
individuos com idade superior a 60 anos (Ford, Giles e Dietz, 2002).

Entretanto, investigacGes constatam que a prevaléncia da SM vem se elevando nos

extratos mais jovens, o que deve ser objeto de preocupacdo social, pois indica agravamento
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das epidemias de diabetes, hipertensdo arterial e eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais
nos anos futuros (Salaroli et al., 2007).

A hipertensdo arterial (HA) constitui atualmente o distarbio clinico crénico mais
comum no mundo. Dependendo dos critérios para diagndstico, pode-se afirmar que a HA esta
presente em 20-30% da populacdo adulta, tornando-se rapidamente um problema de suma
importancia em saude publica. A HA ndo deve ser considerada tdo somente como uma
doenca, mas como um dos mais significativo e importante fator de risco modificavel de morte
prematura decorrente de doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. Desde a década de 50
ja se reconhecia que para individuos de mesma faixa etaria quanto maior o nivel pressorico
menor a expectativa de vida (Beevers e McGregor, 2000).

O estresse oxidativo emergiu como um fator patogénico fundamental no
desenvolvimento da hipertensdo. A producdo exagerada de anions superoxido (O;) pela
parede vascular tem sido observada em diferentes modelos animais de hipertenséo incluindo
ratos alimentados com frutose. Crescem as evidéncias da possibilidade de que o aumento da
inativacdo oxidativa do éxido nitrico (NO) pelo excesso do superoxido possa contar para a
diminuicdo na disponibilidade de NO e disfuncdo endotelial contribuindo para a evolucéo da
pressao sanguinea (Unger e Patil, 2009).

O mecanismo pelo qual se desenvolve o processo hipertensivo é de ordem
multifatorial e diretamente ligado a alteracbes metabdlicas cronicas. Sabe-se que a
hipertensdo € um fator de risco independente para as doencas cardiovasculares apresentando
importante associacdo com 0s demais elementos inerentes a SM, tais como diabetes mellitus
tipo 2, obesidade central e hiperinsulinemia (Grundy et al., 2004). Porém, varios sdo 0s outros
estudos que demonstram que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia compensatéria séo
comuns em pacientes com hipertensdo, apesar de as alteragdes no perfil glicémico ndo se
normalizarem quando os niveis pressoricos sao controlados (Lopes et al., 2003; Lopes, 2003).

Entre hipertensos com SM, uma alta prevaléncia de lesbes de érgdos-alvo com
impacto prognostico adverso tem sido descrita. Estudos recentes indicam, dentre as lesdes
identificadas, elevada prevaléncia de hipertrofia de ventriculo esquerdo, disfuncédo diastdlica,
aterosclerose de carOtida, alteracdes na distensibilidade adrtica, retinopatia hipertensiva e
microalbumindria, quando comparados portadores de hipertensao arterial associada a SM com
hipertensos sem outras manisfestacfes caracteristicas da sindrome. A elevada ocorréncia de
sinais precoces de lesdes de dérgdos-alvo, muitos dos quais reconhecidos como preditores
independentes de eventos cardiovasculares, podem parcialmente explicar a associacdo da SM

com significativo risco cardiovascular (Redon e Cifkova, 2007; Mule et al., 2005 e 2006).
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Outro importante sintoma da SM é o diabetes tipo 2 (DM2), que ja atinge 135 milhdes
de pessoas no mundo, estimando-se crescimento para 300 milhGes em 2025, principalmente
nos paises desenvolvidos (Salles et al., 2004). A DM2 é caracterizada pela resisténcia a
insulina, que é uma condicdo genética ou adquirida, na qual concentracdes fisiologicas de
insulina provocam uma resposta subnormal na captacdo de glicose pelas células,
especialmente nas musculares e gordurosas. Em consequéncia da menor captacao de glicose,
torna-se necessaria uma maior producao de insulina no pancreas para a manutencdo dos niveis
glicémicos normais, aumentando-se desta forma os niveis circulantes de insulina e, portanto, a
situacdo de resisténcia a insulina se acompanha de hiperinsulinemia (Pessin e Saltiel, 2000).

Nas Ultimas décadas tem havido rapido e crescente aumento no nimero de pessoas
obesas, 0 que tornou a obesidade um problema de saude puablica. Essa doenca tem sido
classificada como uma desordem primariamente de alta ingestdo energética. No entanto,
evidéncias sugerem que grande parte da obesidade é mais devida ao baixo gasto energético
que ao alto consumo de comida, enquanto a inatividade fisica da vida moderna parece ser o
maior fator etiologico do crescimento dessa doenca nas sociedades industrializadas (Ciolac e
Guimardes, 2004).

A obesidade é o maior fator de risco para desenvolvimento da diabetes tipo 1
(insulina-dependente) e tipo 2 (insulina-resistente). Anormalidade relacionadas a obesidade
levam a acUmulo excessivo de triglicerideos e é&cidos graxos nas fibras musculares
esqueléticas na forma de lipideos intramiocelulares (IMCL). O acumulo de IMCL ¢é
fortemente associado com a deficiéncia no metabolismo da glicose, estresse oxidativo, perda
na producdo de energia, resisténcia a insulina e eventualmente desenvolvimento de diabetes
tipo 2 (Clark et al., 2011).

Estudos mostraram que a dieta do brasileiro vem sendo modificada com uma
tendéncia para reducdo do consumo de leguminosas, hortalicas e frutas e aumento do
consumo de agUlcares simples e consequentemente de frutose, principalmente a proveniente da
sacarose. Essa mudanca nos hébitos alimentares podera repercutir no metabolismo lipidico e
ocasionar aumento dos lipideos totais e triglicerideos na circulacdo, levando a riscos cardiacos
(Barreiros et al., 2005).

O aumento no consumo alimentar de frutose coincide com a crescente prevaléncia de
obesidade e sindrome metabdlica nas duas ultimas décadas. Foi demonstrado que uma dieta
rica em frutose em humanos e animais de laboratério pode afetar o metabolismo de
carboidratos e lipidios. Essas alterac@es provocam disturbios caracteristicos da SM, a qual foi

primeiramente descrita por Reaven em 1988. A ocorréncia dos componentes dessa patologia
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aumenta o risco de desenvolvimento de DM2, aterosclerose, doengas cardiovasculares e
renais (Moura et al., 2008).

A inducdo de resisténcia a insulina pode ser obtida por mudanca no padrdo dietético.
A administragdo de uma dieta rica em frutose (35% na dieta), que vem sendo amplamente
utilizada como adocante de bebidas, em doces no lugar da sacarose, inicia uma cadeia de
eventos metabdlicos, o que pode levar a hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina e promover elevacgédo da pressao arterial. A fisiopatologia dos distdrbios metabolicos
induzidos por sobrecarga de frutose deve-se principalmente a inibicdo da enzima
fosfofrutoquinase, o que leva a inibicdo da via glicolitica. Ratos da cepa espontaneamente
hipertensos (SHR) parecem ter maior suscetibilidade a este modelo experimental, enquanto
ratos Wistar apresentam menor suscetibilidade, porém sdo um bom modelo. A administracdo
de vitaminas, antioxidantes e extratos fendlicos tem conseguido, de maneira eficaz, reverter a
hipertensdo arterial e o disturbio metabdlico induzido por excesso de frutose (Vasdev et al.,
2004).

Estudos epidemiologicos em diversos paises demonstraram a influéncia da
composicdo da dieta na acdo da insulina e nos niveis de glicose plasmatica. Entre estes
estudos, foi reportado que a ingestdo de frutose causa resisténcia a insulina, hiperglicemia e
hipertrigliceridemia em ratos (Barros et al., 2007). Foi provado que o consumo de frutose
diminui a sensibilidade a insulina, aumenta inflamacdes, e promove dislipidemia, e assim
aumentando os riscos de desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Também foi
demonstrado que a frutose aumenta o estresse oxidativo, o qual contribui na resisténcia a
insulina, disfuncdes nas ilhotas e desenvolve DM2 (Cummings et al., 2010).

Uma vez que, os modelos animais mimetizam diversas respostas fisioldgicas humanas,
ratos alimentados com frutose tém sido utilizados como modelo experimental da sindrome
metabdlica humana. O modelo de SM induzida em ratos caracteriza-se pela hipertenséo,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina. (Moura et al., 2008).

1.4.  Hipertenséo

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma entidade clinica de origem
multifatorial caracterizada por niveis de pressao arterial sistélica (PAS) e/ou diastolica (PAD)
elevados, sendo classificada em HAS priméria e secundaria. A HAS priméria € poligénica, de
etiologia desconhecida e parece improvavel que uma Unica causa explique suas diversas
alteracGes hemodindmicas e fisiopatologicas. Quaisquer que sejam 0S mecanismos
patogénicos envolvidos, eles podem acarretar um aumento da resisténcia periférica total

vascular induzindo vasoconstricdo ou a um aumento do débito cardiaco ou ambos (Castro,
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1999), razdo pela qual participam dessa génese, 0s aspectos genéticos, vasculares, humorais,
renais e neurais, podendo ser modificaveis (tabagismo, sedentarismo, alimentagéo,
alcoolismo, obesidade) e ndo modificaveis (raca, sexo, faixa etaria, hereditariedade) (Nobre et
al., 1998). Por outro lado a HAS secundéria esta associada a uma causa especifica que pode
ser renal ou ndo (Castro, 1999).

A HAS pode ser entendida como uma sindrome, o que lhe confere um carater
multidisciplinar. Nesta sindrome, por exemplo, sdo contemplados aspectos cardioldgicos,
nefroldgicos, endocrinoldgicos, neuroldgicos, vasculares, epidemioldgicos, nutricionais e
psicossociais, 0 que justifica a recomendacdo para o atendimento multiprofissional do
portador de hipertensdo com envolvimento de diferentes categorias da area de saude
(Kohlmann Jr, 2000).

A hipertenséo é o fator principal ou coadjuvante em mais de 200.000 mortes ao ano. A
sua elevada prevaléncia na populacdo brasileira situa-se em média 15% da populagéo geral
adulta variando conforme o estado e a localidade pesquisada de 9 a 30%. Inquéritos de base
populacional realizados em algumas cidades do Brasil mostram prevaléncia de hipertensdo
arterial (PA > 140/90 mmHg) de 22,3% a 43,9%, como em Araraquara, Sdao Paulo,
Piracicaba, Porto Alegre, Cotia, Catanduva e Cavenge (Ayres, 1991; Freitas et al., 2001).

Um individuo hipertenso ndo tratado estd em grande risco para desenvolver
insuficiéncia ventricular esquerda incapacitante ou fatal, infarto do miocéardio, hemorragia ou
infarto cerebral ou ainda insuficiéncia renal em estagio precoce. A HAS ¢ o fator de risco
mais importante para o acidente vascular enceféalico (AVE). E também um forte fator de risco
para o desenvolvimento de aterosclerose coronaria (Castro, 1999).

O revestimento endotelial dos vasos sanguineos é critico para a saude vascular e
constitui uma das principais defesas contra a hipertensdo. A disfuncdo endotelial se
caracteriza pela liberacdo alterada de fatores relaxadores derivados do endotélio (por
exemplo, 6xido nitrico, fator hiperpolarizante derivado do endotélio) e aumenta a liberacdo de
fatores constritores, pro-inflamatorios, pro-trombdticos e de crescimento derivados do

endotélio. Estes ultimos incluem a endotelina, o tromboxano e o fator de crescimento
transformador beta (TGF-8). O endotélio de todos 0s vasos sanguineos possui a enzima 6xido

nitrico sintase (NOS), que pode ser ativada por bradicinina ou acetilcolina, ou pela forca de
cisalhamento que acompanha a hipertensdo decorrente do aumento da pressdo de pulso. Uma

vez ativada, a NOS converte L-arginina em citrulina, uma substancia inerte, e em 0xido
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nitrico (NO), um gas volatil que se difunde para a musculatura vascular lisa adjacente e ativa
uma seérie de quinase G que culminam em vasodilatacdo (Libby et al., 2010).

A variagdo de diametro das arteriolas em consequéncia da vasoconstricdo e da
vasodilatacdo afeta o fluxo sanguineo através dos capilares €, a0 mesmo tempo, a pressao
arterial a montante dos capilares. Dessa maneira, 0 aumento da resisténcia periférica total
devido & vasoconstri¢do arteriolar pode elevar a pressdo arterial. A pressdo arterial também
pode ser aumentada pelo aumento do debito cardiaco. Este pode ser consequéncia da elevacédo
da frequéncia cardiaca ou do volume sistélico, que por sua vez sdo afetados por outros fatores.
As trés variaveis mais importantes que afetam a pressdo arterial sdo a frequéncia cardiaca, 0
volume sistélico (determinado basicamente pelo volume sanguineo) e a resisténcia periférica
total. O aumento de qualquer um desses fatores, quando ndo compensado por uma diminuicéo
de outra variavel, acarreta aumento da presséo arterial (Fox, 2007).

A ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um dos mecanismos
mais importantes que contribuem para a disfuncdo da célula endotelial, remodelamento
vascular e hipertensdo. A renina, uma protease produzida apenas pelas células
justaglomerulares renais, cliva o0 angiotensinogénio (substrato da renina produzido no figado)
em angiotensina | (Al), que é convertida pela enzima conversora de angiotensinogénio (ECA)
em angiotensina Il (All). A ECA é mais abundante nos pulmdes, mas também est4 presente
no coracdo e na vasculatura sistémica (ECA tecidual). A quimase, uma serino-protease
presente no coracao e nas artérias sistémicas, fornece uma via alternativa para a conversao de
Al em All. A interacdo da All com os receptores AT1 acoplados a proteina G ativam
numerosos processos celulares que contribuem para a hipertensdo e aceleram a leséo
hipertensiva de orgdos-alvo. Estes processos incluem vasoconstricdo, geracdo de espécies
reativas de oxigénio, inflamacdo vascular, remodelamento vascular e cardiaco e producédo de
aldosterona, principal mineralocorticoide. Existem evidéncias crescentes de que a aldosterona,
a All e até mesmo a renina e a pro-renina ativam multiplas vias de sinalizagdo que podem
afetar a saude vascular e causar hipertenséo (Libby et al., 2010).

Em pacientes hipertensos, a hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é um poderoso
fator preditivo independente de morbidade e mortalidade, predispondo a insuficiéncia
cardiaca, taquiarritmia ventricular, AVC isquémica, fibrilacdo atrial e AVC embdlico. Tem
havido muitos avangos na compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos
na hipertrofia dos cardiomidcitos por sobrecarga de pressdo. Além disso, as anormalidades
estruturais no coracdo do hipertenso nao se limitam a hipertrofia dos cardiomidcitos. Elas

também incluem a hipertrofia da tunica media das artérias coronarias intramiocardicas, assim
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como a deposigédo de colageno, levando a fibrose cardiaca. Estas alteragGes resultam em parte
da sobrecarga de pressdo e em parte da ativacdo neuro-hormonal que contribui para a
hipertensdo. Em modelos animais, a All, a aldosterona, a noradrenalina e a pro-renina
aceleram a hipertrofia dos cardiomidcitos por sobrecarga de pressdo e promovem fibrose
cardiaca, que é o marco principal da HVE patoldgica (Libby et al., 2010).

Geralmente, a primeira forma de tratamento da hipertensdo € a tentativa de
modificacdo do estilo de vida, incluindo a interrup¢édo do tabagismo, a moderacdo de ingestdo
de alcool e a reducdo de peso, quando aplicavel, além de exercicio programado e redugdo na
ingestdo de sal. Quando apenas a modificacdo do estilo de vida ndo é suficiente, varias drogas
podem ser prescritas, mais comumente drogas diuréticas, que aumentam o volume urinario e,

por conseguinte, diminuem o volume sanguineo e a pressao arterial. Também sdo prescritas,
muitas vezes, drogas que bloqueiam receptores -adrenérgicos (como o atenolol) que reduzem

a pressdo arterial diminuindo a frequéncia cardiaca. Os inibidores da ECA, antagonistas do
calcio e varios vasodilatadores também podem ser utilizados em situacGes especificas (Fox,
2007).

1.5.  Contratilidade Miocéardica

As proteinas que realizam a atividade contratil sdo a actina e a miosina, sendo
denominadas proteinas contrateis, enquanto que a tropomiosina e a troponina, modulam a sua
interacdo, dai a denominacéo de proteinas moduladoras da contragdo (Vassallo et al., 2008).

Os filamentos finos sdo compostos, basicamente, por 3 proteinas: actina, tropomiosina
e troponina. A actina apresenta sitios ativos capazes de interagir com a miosina e, durante esta
interacdo, a ATPase miosinica € ativada hidrolizando ATP. Deste modo ocorre a liberacéo de
energia necessaria a contragdo. Em repouso este sitio de interacdo é bloqueado pela
tropomiosina, a qual, por sua vez, liga-se a troponina (Vassallo et al., 2008).

A troponina é formada por 3 subunidades; a subunidade | (Tnl) que, quando interage
com a tropomiosina, provoca a inibicdo do sitio ativo da actina; a subunidade C (TnC), que
possui grande afinidade pelo fon Ca®*; e a subunidade T (TnT), que se liga & tropomiosina
quando o Ca*" interage com a troponina. Nesta Gltima situacdo a tropomiosina desloca-se
liberando os sitios ativos da actina, garantindo a interacdo actino-miosina (Vassallo et al.,
2008).

Os filamentos finos e grossos possuem, em suas composicdes, outras proteinas,

algumas das quais ainda ndo tém suas funcdes perfeitamente definidas. Dentre estas proteinas
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estdo: Proteina C; Proteina M e miomesina; Titina; Tropomodulina; e Nebulina (Vassallo et
al., 2008).

O mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo cardiaco compreende 0S processos
de ativacdo elétrica dos miécitos que desencadeiam a contragdo do coracgao. O célcio é um ion
intimamente envolvido na atividade elétrica cardiaca e, por interagir diretamente com 0s
miofilamentos, na contracdo muscular (Bers, 2002).

Durante o potencial de acdo cardiaco o calcio entra na célula através dos canais de
calcio ativados por despolarizacdo e gera a corrente de calcio, chamada Ic, que geralmente se
refere a entrada através dos canais de calcio do tipo L. A entrada de célcio pelo sarcolema
desencadeia a liberacdo de célcio-calcio induzida do reticulo sarcoplasmatico (RS), pelos
canais de rianodina. A combinacdo entre o influxo e a liberacdo de célcio aumenta a
concentracdo de calcio intracelular ([Ca];), possibilitando a ligacdo do calcio com a TnC, e
desta forma, desencadeia o processo contrétil (Bers, 2002).

O relaxamento do cardiomidcito ocorre com o desprendimento do célcio da TnC e a
posterior reducdo da [Ca];. Esta reducdo é possibilitada por acdo de 4 mecanismos,
envolvendo: a bomba de calcio do RS (SERCA ou Ca*-ATPase do RS), a qual recapta
ativamente este fon para seu interior; a Ca**-ATPase do sarcolema; o trocador Na*/ Ca*
(NCX) do sarcolema; e o uniporte de célcio na mitocéndria (Bers, 2002).

O trocador Na*/Ca®* do sarcolema é reversivel e, desta forma, além de participar do
processo de contracdo, também auxilia no processo de relaxamento. Este trocador possui uma
estequiometria de 3 Na* para cada 1 Ca®*, e gera a corrente Inwca @ qual pode resultar da
extrusdo ou do influxo de célcio. Na repolarizacdo ou no repouso celular o trocador trabalha
em seu modo normal, ou seja, favorecendo a extrusdo de célcio e o influxo de s6dio. Durante
a despolarizacdo, o potencial de membrana torna-se positivo e atinge valores maiores que o do
potencial de equilibrio do trocador. Esta alteracdo elétrica causa inversdo do NCX, portanto, o
mesmo trabalha retirando sodio e favorecendo o influxo de célcio no midcito (Bers and
Despa, 2006).

Outra forma de controlar a atividade do NCX, além das mudancas do potencial de
membrana, consiste nas alteragdes na disponibilidade destes ions para o transporte. A

elevacdo do Na'j dificulta, rapida e intensamente, a troca Na/Ca no estado de repouso,
basicamente porque o aumento do Na'j diminui o gradiente difusional do Na* através da

membrana. Além disso, o trocador possui 2 sitios intracelulares onde se ligam Na* e Ca*". A

ligacdo do Na" provoca reducdo da atividade da troca, enquanto a ligagdo com o Ca®* a
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estimula. Desta forma, condi¢ces que promovem elevagdo dos niveis de Na'j, tais como o0s

digitalicos, dificultam a extrusdo do Ca®* via troca Na/Ca, aumentando a forca de contracéo
(Blaustein et al., 1991).

Uma série de informacgdes pode ser obtida de registros de contragfes isométricas,
referentes as variacbes da amplitude da contracdo e de seus parametros temporais. A
amplitude da contracdo traduz a quantidade de forca desenvolvida pelo musculo e o0s
pardmetros temporais fornecem informacfes sobre a cinética de ativacdo e relaxamento da
contracdo muscular. O tempo de ativacao € o tempo despendido do inicio da contracdo até seu
pico maximo e traduz a cinética dos processos envolvidos na ativacdo da contracdo, ou seja,
processos que aumentam a concentracdo e a cinética de entrada de célcio no mioplasma. J& o
tempo de relaxamento é medido do pico m&ximo até o término da contracdo e reflete a
cinética dos processos envolvidos no relaxamento ou diminui¢do do calcio mioplasmatico
(Vassallo et al., 2008).

Em ratos, a bomba de céalcio do RS é a principal responsavel pela queda da
concentracdo de calcio (10® M) intracelular apds a contragdo (92%) e o trocador Na*-Ca®*
(7%), bomba de Ca®* sarcolemal e uniporte mitocondrial de calcio possuem pouca
participacdo na extrusdo de calcio (1%) (Nayler & Dunnet, 1975; Mill et al., 1994; Bers,
2002).

Outra manobra realizada com musculos papilares pode ser as potencia¢fes-pds-pausas
(PPP) de 15, 30 e 60 segundos na estimulacdo elétrica. Sabe-se que em musculos cardiacos de
mamiferos a primeira contragdo ap6s curto periodo de pausa é potencializada (Vassallo e
Mill, 1988; Leite et. al, 1991; Mill et. al, 1992). As contracdes obtidas apos pausas tém maior
dependéncia da liberacdo de célcio pelos seus estoques intracelulares do que pelo influxo de
calcio pelo sarcolema. Desta forma, as mensuracGes das PPP visam avaliar a atividade do
Reticulo Sarcoplasmatico (RS), tanto a magnitude de liberacdo de célcio ativador quanto, a
capacidade de recaptar calcio (Wussling et al., 1980; Wussling et al., 1986; Leite et al., 1988;
Leite et al., 1991; Mill et al., 1992; Mill et al., 1994).

Os musculos papilares podem ser avaliados no protocolo de “post rest contraction”
(PCR), onde o tratamento com cafeina e exposi¢do & solugdo sem célcio visam avaliar o
influxo de calcio pelo sarcolema. No musculo cardiaco de ratos, a extrusdo de calcio para o
meio extracelular € dependente do transporte de céalcio para estoques intracelulares e da
extrusdo através do sarcolema. A cafeina depleta os estoques intracelulares de célcio por se
ligar aos receptores de rianodina (Bassani et al., 1992; Bassani et al., 1994; Leite et al., 1995)

e a exposicdo a solucdo sem cdlcio na sua composicdo facilita a extrusdo de calcio pelo
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sarcolema (Vassallo et al., 2008). Diferente do que ocorre nas PPP, que sdo dependentes da
liberacdo de calcio pelo RS e sdo potencializadas pela duracdo da pausa, as contracfes
desenvolvidas apos repouso sdo dependentes, principalmente, do influxo de célcio pelo
sarcolema (Leite at al., 1991).

Durante o potencial de acéo cardiaco, o calcio entra na célula via canais ativados por
despolarizacéo, contribuindo para a formagdo do platd do potencial de agdo. O influxo de
calcio promove liberacdo de célcio dos estoques intracelulares, sendo essa liberacdo
denominada liberacdo de calcio induzida por calcio. A [Ca®]i resulta da combinagdo do
influxo de célcio pelo sarcolema e a liberacdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmético (o
principal reservatorio intracelular de célcio) e é o ion que, por ligacdo direta aos
miofilamentos, sera o responsavel pela génese da forca e encurtamento muscular (Bers, 2002).

O musculo cardiaco possui um potencial de acdo (PA) longo, isso previne que 0
midcito sofra uma re-estimulacdo e tetanizacdo. Portanto, o tétano ndo pode ser obtido em
condic¢Bes normais, nas quais € impossivel a fusdo das contragdes. Por esse motivo, utiliza-se
a cafeina (Bassani et al., 1992; Bassani et al., 1994) e aumento da freqiiéncia de estimulacéo
elétrica (10 Hz) para se produzir a ativacdo maxima da maquinaria contratil em musculos
papilares (Leite et. al., 1995).

Em miocardio de ratos, as contracdes tetanicas obtidas apos tratamento com cafeina
sd0 menores que as contracdes em condicdo estabilizada. Isto sugere que a ativacdo da
maquinaria contratil nas contracles tetanicas € dependente da entrada de calcio pelo
sarcolema e a manutencdo da contracdo € dependente da sensibilidade das proteinas contrateis
ao célcio (Leite et. al., 1995).

Embora a amplitude do desenvolvimento de forca seja um determinante importante da
funcdo cardiaca, a cinética em que as contracdes tém lugar também é importante. Sabe-se que
em varias patologias cardiacas a forca da contracdo é relativamente bem preservada,
resultando em uma preservada fracédo de ejec¢do (Borloaug e Kass, 2008). No entanto, nestas
patologias, a cinética de relaxamento € lenta, resultando em um baixo volume ventricular
diastdlico final, que, entdo, mesmo com uma contracdo vigorosa priva o corpo do débito
cardiaco suficiente (Grossman, 1990).

Portanto, ressalta-se a necessidade de estudos acerca de possiveis farmacos para
utilizagdo no combate as doengas de risco para doencas cardiovasculares, como o estudo da C.
xanthocarpa, a qual se pretende avaliar quanto a sua toxicidade, e seus possiveis efeitos

cardiovasculares.
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2. OBJETIVO

A espécie Campomanesia xanthocarpa € bastante utilizada na medicina popular,
dentre seus usos destaca-se a diminui¢do dos niveis de colesterol (Alice et al., 1995). Alguns
estudos vém sendo feitos com ela para comprovar seus efeitos cientificamente, tais como o
tratamento crénico da obesidade em ratos, com a infusdo das folhas, que levou a um
decréscimo significante na massa corpdrea, bem como reduziu a glicemia (Biavatti et al.,
2004). Os resultados dos estudos de Vinagre et al.(2010), apenas sugerem que o tratamento
com decocto das folhas de C. xanthocarpa pode ser Util para 0 manejo do diabete melito,
porém ressaltam que estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos ainda sdo necessarios. Devido a
alguns dos usos e efeitos comprovados da guabiroba estarem relacionados a sintomas da
sindrome metabdlica neste trabalho, se avaliou o0s possiveis efeitos desta planta sobre

parametros desta patologia.

2.1.  Objetivo Geral
Determinar a toxicidade do extrato aquoso de C. xanthocarpa bem como avaliar a

hemodindmica e o0 desempenho mecanico cardiaco em ratos tratados com frutose.

2.2.  Objetivos Especificos

e Avaliar a toxidade aguda do extrato aquoso de C. xanthocarpa em ratas;

e Determinar os efeitos do extrato aquoso sobre a hemodinamica através da pressao arterial
sistolica, diastdlica e freqliéncia cardiaca de ratos tratados com frutose;

e Auvaliar os efeitos do extrato aquoso na funcdo mecéanica cardiaca através da medida de
forca isométrica dos masculos papilares de VE, bem como a potenciagdo pds-pausa,
curva de calcio, pos rest contraction e tensdo tetanica em ratos tratados com frutose;

e Quantificar parametros bioquimicos como glicose, colesterol, HDL-colesterol e
triglicerideos sob efeito do extrato aquoso em ratos tratados com frutose;

e Avaliar a toxicidade do extrato aquoso no figado e nos rins através da determinacédo de
AST, ALT e uréia e creatinina respectivamente, bem como a histologia hepatica e renal

de ratos tratados com frutose.
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3. ARTIGO I

Ingestion of aqueous extract of Campomanesia xanthocarpa does not produce acute
toxicity in rats.

Sant’Anna, L.S.*; Santos, K.T.; Torres, J.G.; Grecco, G.A.; Moreira, C.M.
Universidade Federal do Pampa, BR 472 Km 585, Uruguaiana, RS, Brazil.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: The toxicity of medicines prepared from plants may seem
to be trivial when compared with conventional treatments. However, is a serious public health
(Capazzo et al., 2000). Campomanesia xanthocarpa is a medicinal plant popularly known as
guabiroba and widely used as purgative, anti-diarrheal, anti-rheumatic, anti-inflammatory
diseases of the urinary tract and for lowering cholesterol levels, among others (Alice et al.,
1995).

Materials and Methods: To evaluate the toxicity of these plant two simultaneous procedures
were performed for determination of lethal dose 50% and "Hippocratic Screening”. For
evaluation of hepatic and kidney functions, determination of aspartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, urea and creatinine were performed. Also kidney and liver were
collected for histological analysis.

Results: There was no mortality of animals during the observation of 48 h for calculation of
LD50, making it impossible to determine it, and no change in the behavior of animals in all
parameters were registered. There were no chances in biochemistry and histological
parameters.

Conclusions: Results suggest that the ingestion of aqueous extract of C. xanthocarpa may be
not toxic to the dose of 5g/kg.

1. INTRODUCTION
Medicinal plants and their derivatives are commonly the first choice of treatment,
usually done without accompanying health professional (Balbino and Dias, 2010). The
toxicity of medicines prepared from plants may seem trivial when compared with
conventional treatments, however, is a serious public health problem. Medicinal plants may

trigger adverse reactions by their own constituents, due to interactions with other medicines or
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food, or related to patient characteristics (age, sex, physiological condition, genetic
characteristics, among others). Diagnostic errors, misidentification of plant species and
different use of the traditional way can be dangerous, leading to overdose, therapeutic
ineffectiveness and adverse reactions (Capazzo et al., 2000).

Campomanesia xanthocarpa is a food and medicinal plant popularly known as
guabiroba and widely used, belonging to the Myrtaceae family, native in Brazil and found in
nearly all forest, from the state of Minas Gerais to southern Rio Grande do Sul (Lorenzi
1992). Infusions prepared with its leaves are used empirically as purgative, anti-diarrheal anti-
rheumatic, anti-inflammatory diseases of the urinary tract and for lowering cholesterol levels,
among others (Alice et al., 1995). Biavatti et al. (2004) evaluated the pharmacological
properties of this plant and found that the aqueous extract of the leaves induced a significant
reduction in weight gain in rats subjected to caloric diet, and reduce blood glucose. Markman
et al. (2004) found that the hydro alcoholic extract of leaves was effective in preventing
gastric ulcers in rats. More recently reports have also shown the use of guabiroba for obesity
treatment, its effectiveness against diabetes and ulcer (Dickel et al., 2007, Vinagre et al.,
2010, Markman et al., 2004). Phytochemical screening of extract of C. xanthocarpa indicated
the presence of flavonoids, saponins, tannins and terpenes, which could explain these
properties (Markman et al., 2004; Klafke et al., 2010).

Even though many popular uses of C. xanthocarpa, and some scientific evidence of
different effects and properties, there are no information of this plant about its toxicology.
Therefore, this study evaluates the safe use of infusion of the leaves of guabiroba in different

doses, through a toxicology study in rats.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

It was used female Wistar rats (Rattus norvegicus, N= 18, 200g) with 60 days of age,
acquired the vivarium of Universidade Federal de Santa Maria (RS, Brazil). They were kept
in appropriate cages in a controlled environment with temperature between 20 and 22 °C and
12 light hours daily, with food and water ad libitum.

Every procedure were conducted in accordance with the International Principles for
Research involving Animals (Geneva), and with the Brazilian legislation prepared by Law
No. 11.794/2008 (Procedures for scientific use of animals) and Decree 24.645/34 (The
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Animal Rights). It was approved by the Committee of Animal Use Unipampa under No.
003/2011.

2.2. Botanical material

The Campomanesia xanthocarpa leaves were collected in Sdo Marcos, 5th district of
Uruguaiana, RS-Brazil, in October 2010. The botanical identification was carried out in
Unipampa, Campus Sado Gabriel, RS-Brazil, where a voucher specimen deposited in its
herbarium.

To prepare the extract, fresh leaves were subjected to washing with a solution of 0.4%
sodium hypochlorite for 1 hour, after they were washed under running water for 15 minutes,
dried at 37 ° C for about 72 hours, until they reached a constant weight, while maintaining
less than 10% humidity (Klafke et al., 2010). After they were ground in a cutting mill,
resulting into a powder, the aqueous extract was prepared by infusion for 10 minutes and
subsequently cooled, filtered and dried at 40°C (Vinagre et al., 2010).

2.3. Evaluation of Toxicity

Two procedures were carried out simultaneously, the determination of lethal dose 50%
(LD50) and the "Hippocratic Screening," according to the methodology of the Organization
for Economic Co-operation and Development (OECD) for testing of Chemicals 423 (2001)
and according to Malone and Robichaud (1983).

To test the LD50 animals were treated with increasing doses of extract of
Campomanesia xanthocarpa (5, 50, 300, 2000 and 5000 mg/kg) administered orally using 3
rats for each dose. After treatment, the animals were observed for a period of 48 hours.

Concomitantly with the testing of LD50, the observation of animals in times of 1, 2, 4,
8, 12 and 24 hours and daily until day 14 was made, in order to quantify the effects of the
extract on the parameters: 1. State of consciousness and disposition (general appearance,
vocalization, irritability), 2. Coordination (general activity, touch response, response to the
tightening of the tail, writhing, gait, righting reflex), 3. Muscle tone (tonus of the legs, body,
strength to grab, ataxy), 4. Reflexes (corneal and headset), 5. Central nervous system activity
(tremors, convulsions, stimulation, a phenomenon of "Straub”, sedation, hypnosis,
anesthesia), 6. Activity of the Autonomic Nervous System (lacrimation, ptosis, defecation,
urination, piloerection, hypothermia, breathing) and 7. Changes in body weight (water and
food intake, fecal production) (Malone and Robichaud, 1983).
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At the end of these tests, animals were anesthetized with ketamine (80 mg/kg ip) and
xylazine (10 mg/kg ip) and blood sample collected by cardiac puncture. To evaluate hepatic
and kidney functions, serum enzymes AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine
aminotransferase), urea and creatinine were determinated (Labtest Kits). Also kidney and
liver were collected for histological analysis, performed according to methodology of Tolosa
et al. (2003).

2.4, Statistical analysis
Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM). One-way ANOVA was
used and the Tukey post hoc test to compare means when ANOVA was significant. P values

<0.05 were considered significant.

3. RESULTS
No mortality of animals was observed during 48 h to calculate LD50, making it
impossible to be determined, suggesting that the ingestion of aqueous extract of C.
xanthocarpa is not toxic to the dose up to 5g/kg.
In the Hippocratic Screening tests, 14 days observations were made after
administration of different doses of the extract and no change in the animals’ behavior in all

parameters were registered (Table 1 e 2).

Table 1. Parameters related to the Hippocratic Screening, evaluated until 24 hours,
after oral administration of the extract of C. xanthocarpa.

Evaluated Time (hours)
Groups
Parameters 1 2 4 8 12 24
control 3 3 2 2 2
5mg/kg 2 2 2 2 2 2
Consciousness
50mg/kg 2 2 2 1 1 1
state and
300mg/kg 2 2 2 2 1 1
disposition
2000mg/kg 2 2 2 1 1 1
5000mg/kg 2 2 2 1 1
control 3 3 3 3 2 2
5mg/kg 2 2 2 2 2 2
Coordenation
50mg/kg 2 2 2 2 2 2
300mg/kg 2 2 2 2 2 2




2000mg/kg 2 2 2 2 2 2
5000mg/kg 2 2 2 2 2 2
control 3 2 3 2 3 2
5mg/kg 2 2 2 2 2 2
50mg/kg 2 3 3 2 2 2
Muscle tone

300mg/kg 2 3 3 2 3 3
2000mg/kg 2 2 2 2 2 2
5000mg/kg 3 3 2 3 3 2
control 2 2 2 2 2 1
5mg/kg 1 1 1 1 1 1
50mg/kg 1 1 1 1 1 1

Reflexes
300mg/kg 0 0 1 0 0 0
2000mg/kg 1 2 2 1 1 1
5000mg/kg 1 1 1 1 1 1
control 0 1 1 1 1 1
Central 5mg/kg 1 1 1 1 1 1
Nervous 50mg/kg 1 1 1 1 1 1
System 300mg/kg 1 1 1 1 1 1
Activity 2000mg/kg 1 1 1 1 1 1
5000mg/kg 0 0 1 1 1 1
control 1 1 1 2 2 1
Autonomic 5mg/kg 1 1 1 1 1 1
Nervous 50mg/kg 1 1 2 2 2 1
System 300mg/kg 1 1 1 1 1 1
Activity 2000mg/kg 1 1 1 1 1 1
5000mg/kg 1 1 2 2 1 1

Scale used: 4 - Intense, 3 - Moderate, 2 - Little, 1 - Rare and O - Absent. n = 3 per group / dose.
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Table 2. Parameters related to the Hippocratic Screening, evaluated during 14 days,
after oral administration of the extract of C. xanthocarpa.

Evaluated Time (days)

Groups
Parameters 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Consciousness control 2 1 O 0 0 0 O O O o o o
state and 5mg/kg 2 1 o 0 0o 0 0 0 0 0 0 O
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0 0 0 O

0

1
2
2
1

1

50mg/kg

disposition

0 0 0 0 O

0
0

0

1
0
1

300mg/kg 1

0 0 0 O

2000mg/kg 1

0 0 0 O

5000mg/kg 1

2
2
2

control

1
2
2
2
2

5mg/kg

50mg/kg

Coordenation

300mg/kg 2

2
2

2000mg/kg 2

5000mg/kg 2

2
2
2

control

2
2
3
2
2

5mg/kg

50mg/kg

Muscle tone

3 3 2 2

3

300mg/kg 3

3
3

2000mg/kg 2

5000mg/kg 2

1
1
1

control

2
2
1
2
1

5mg/kg

50mg/kg

Reflexes

300mg/kg O

2
2

2000mg/kg 1

5000mg/kg 1

1
1
1

control

1

5mg/kg

Central

50mg/kg

Nervous

0
1
0

300mg/kg 1

System

Activity

2000mg/kg 1

0

5000mg/kg 1

1
1
1

control

Autonomic

1
1
1

5mg/kg

Nervous

50mg/kg

System

Activity

2

300mg/kg 1
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2000mgkg 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5000mgkkg 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Scale used: 4 - Intense, 3 - Moderate, 2 - Little, 1 - Rare and 0 - Absent. n = 3 per group / dose.

Table 3 shows values of biochemical parameters, which were not significant, except
for the value of AST for the group 5000mg/kg when compared to groups 50mg/kg, 300mg/kg
and 2000mg/kg. All groups showed an increase of weight between 4-12 g after 14 days of the
aqueous’ extract administration (Table 4) but during the first three days of observation there

was no weight gain in any group with normal food and water consumption (data not shown).

Table 3. Biochemical parameters after 14 days of administration of the extract.
AST ALT Urea  Creatinine

Groups (U/L) (U/L) (mg/dL)  (mg/dL)
control 421+10.0 2829+36 6546+03 1+04
5mg/kg 32.7+6.8 30.77+£5.0 68.95+3.6 0.48+0.07
50mg/kg 19.84+7.7 39.21+27 57.44+21 0.7+0.08
300mg/kg 18.32+53 29.01+3.7 6248+31 0.9+0.3
2000mg/kg 20.37 £6.7 37.89+5.0 65.27+8.8 0.59+0.1
5000mg/kg 61.17 +9.2* 32.74+57 53.06+1.4 0.78+0.3

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT)
* p <0.05 vs. 50mg/kg, 300mg/kg and 2000mg/kg.

Table 4. Weights of animals before and after 14 days of observation Hippocratic Screening
parameters.

Body weight
Groups _ i
Initial (g) Final (g)
control 257+5.4 265+ 10.5

5mg/kg 244 + 6.3 248 + 8.0
50mg/kg 240 +3.3 245+ 75
300mg/kg 264 +4.3 27795
2000mg/kg 253 +20.1 261 +194
5000mg/kg 234 +18.6 246 + 20.1

When a substance is toxic it can often affect the liver and kidney, as these are organs

of detoxification, causing histological changes as nuclei and indistinct cell boundary, vascular
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congestion, degeneration and necrosis (Rhoden et al., 2000; Atangwho et al., 2012). Figure 1
shows kidney sections of different groups, where there were no histological alterations as well
as in liver cells, shown in Figure 2, suggesting a hepatic and renal safety consumption of this
plant.

Figure 1. Photomicrograph of kidney’s histology sections after staining with
Hematoxilin-Eosin (HE, x.100). (A) Kidney section of control group. (B) Kidney section of
5mg/Kg dose group. (C) Kidney section of 50mg/Kg dose group. (D) Kidney section of
300mg/Kg dose group. (E) Kidney section of 2000mg/Kg dose group. (F) Kidney section of
5000mg/Kg dose group. All pictures showing normal architecture.
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Figure 2. Photomicrograph of liver’s histology sections after staining with
Hematoxilin-Eosin (HE, x.400). (A) Liver section of control group. (B) Liver section of
5mg/Kg dose group. (C) Liver section of 50mg/Kg dose group. (D) Liver section of
300mg/Kg dose group. (E) Liver section of 2000mg/Kg dose group. (F) Liver section of
5000mg/Kg dose group. All pictures showing normal architecture of the hepatic cells.

4. DISCUSSION
The leaves of this plant appears to have no toxicity. According to Pires et. al. (2004),
substances with estimated values of LD50 greater than 5 mg/kg may be considered non toxic
and the calculations resulting from the results above this value are inaccurate. So the results of
this study did not show toxicity to the aqueous extract of Campomanesia xanthocarpa. The
World Health Organization (WHQO) believes that currently the practice of using medicinal
plants is regarded as the main treatment option for approximately 80% of the world
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population (Pinto et al., 2002). It is therefore very important that there are scientific studies
proving the safety in the empirical use of these plants.

The evaluation of Hippocratic Screening provides an overall estimate of
pharmacological and toxicological nature of an unknown substance (Lucio et. al., 2000). The
observation of no change in the rats’ behavior 14 days after administration of the extract doses
(Table 1 e 2) may suggest that there is no adverse effect on ingestion of the guabiroba’s tea
leaves.

Lucio et al. (2000) with the same protocols used in this study, evaluated
epiisopilosina, an alkaloid derived from Pilocarpus microphyllus, where from observations of
the Hippocratic Screening it could be concluded that this compound reduced the state of
awareness and willingness of rats and even at doses above 300mg/kg caused tremors, turns of
head, and knocking teeth itch. These data indicated a probable action of the substance in the
activation of central cholinergic receptors. Pires et al. (2004), evaluated the acute toxicity of
two species of pepper, Schinus terebinthifolius and Piper nigrum, concluding that the toxicity
would be greater than 5g/kg orally and 3.5 g/kg intraperitoneally, suggesting that the route of
administration of the extract can vary the lethal dose and the intraperitoneal route would be
more sensitive. The observations of the Hippocratic Screening during the first 24 hours
showed changes in the parameters of state of consciousness and muscle motor system, which
disappeared after 12 hours of administration.

Serum quantification of AST and ALT as excretion of the metabolites, and of
creatinine and urea, are well used to evaluate possible changes in the liver and kidney,
respectively (Rosidah et al., 2009, Mohamed et al., 2011; Atsamo et al., 2011). For a
confirmation of the absence of liver and kidney damage, serum levels of AST, ALT,
creatinine, and urea (Table 3) were analyzed. Only significant difference was found for AST,
an enzyme that is released in large quantities in the blood when there is damage to the
membrane of hepatocytes. However, no tissue necrosis have to occur for this enzyme to be
increased, not having a established relationship between the damage and AST levels. In this
study, although AST of the group 5000 mg/kg increased two times that of the other groups
(300, 500, 2000 mg/kg) it was not different from control, supporting with this finding the
histological analyzes that revealed no liver lesion (Figure 2). Analyzing the kidneys
histologically it was observed no kidney injury (Figure 1) and no difference in biochemical
markers of renal function (Table 3).

Despite the widespread use of medicinal plants, the studies evaluating the toxicity of

these are scarce. For a better understanding of the use of plants, it is necessary to evaluate the



33

risk/benefit ratio of its use through pharmacodynamic and toxicological studies. The difficulty
of finding data in the literature to discuss evaluation results reinforce the need for toxicity
studies of this nature that will bring great contribution to safely use these products for human
and animal population. Therefore, the use in folk medicine based on traditional knowledge is
not sufficient to validate herbal medicines as safe and effective (Turola and Nascimento,
2006).

5. CONCLUSION
However, although further studies are needed to better understand the mechanisms of
action of this plant and its use with longer times results suggest that consumption of the
aqueous extract of Campomanesia xanthocarpa is not toxic and has no collateral effects in
kidney, liver and behavioral, to the highest dose tested. Therefore, the population may have

security in tea consumption of up to 5g daily.
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4. ARTIGO II

Campomanesia xanthocarpa reverses hypertension and improves
contractility in rats with metabolic syndrome.

Sant’Anna, LS*; Santos, KT*; Bressa, PAC; Tietbohl, LC?; Vassalo, DV*; Moreira, CM™.
'Universidade Federal do Pampa, BR 472 Km 585, Uruguaiana, RS, Brazil.
Universidade Federal Fluminense, Niterdi, RJ, Brazil.
3Universidade Federal do Espirito Santo Vitéria, ES, Brazil.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Brazil, which are nowadays strongly
associated with metabolic disorders. Metabolic syndrome is the most common of these disorders, it is
characterized by the grouping of cardiovascular risk factors such as hypertension, insulin resistance,
hyperinsulinemia, glucose intolerance/type 2 diabetes, central obesity and dyslipidemia. In southern
Brazil, the Campomanesia xanthocarpa, known as guabiroba, has been used empirically because its
potential effect in reducing blood cholesterol levels, which was confirmed by Klafke et al., (2010)
studing hypercholesterolemic patients. Popular beliefs about the traditional use of leaves tea reveal
their use for various diseases, including inflammatory, renal, digestive, among others. Faced with so
many needs and potential studies, this investigation evaluated the effects of C. xanthocarpa on
hemodynamics and cardiac contractility in rats with metabolic syndrome induced by fructose-rich diet.
It was used aqueous extract of the leaves of C. xanthocarpa prepared by infusion. Animals were
treated for 30 days, blood pressure was assessed by direct measurement of carotid and contractility
through isometric force generation by papillary muscles of the left ventricle. Biochemical parameters
were also evaluated using commercial kits and histology of liver and kidney. The extract was able to
reverse the hypertension and tachycardia caused by fructose and cause positive inotropism. It also
decreased the levels of triglycerides and increased HDL-cholesterol, without causing any toxicity in
renal or hepatic impairment suggesting that it might be a natural alternative for treatment of

individuals with metabolic syndrome.

INTRODUCTION

According to the Ministry of Health, in 2009, approximately 300.000 people died of
cardiovascular diseases in Brazil. Currently cardiovascular diseases have been strongly
associated with metabolic disorders, as aggravating (Ministry of Health, 2011). The metabolic
syndrome was initially described as the association of hypertension, dyslipidemia and

hyperinsulinemia with hypertriglyceridemia, having insulin resistance action as a common
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characteristic. However, it is known that there is a huge range of other changes such as
disturbances of coagulation, hyperuricemia and microalbuminuria, all these related to central
obesity (Timar et al., 2000). Its worldwide prevalence is uncertain, but is estimated at about
20% to 25% in the general population, increasing in elderly men and postmenopausal women,
reaching 42% in individuals older than 60 years (Ford et al., 2002).

Studies have shown that the Brazilian diet has been modified with a tendency to
reduce the consumption of vegetables and fruit, and increase in the consumption of simple
sugars and therefore of fructose, primarily derived from sucrose (Barreiros et al., 2005). The
nutrients contained in the diet are linked to metabolic syndrome. It has been suggested that the
consumption of fructose in the diet is an environmental factor that contributes to the
development of obesity and abnormalities of metabolic syndrome. In fact a well-known
experimental model of metabolic syndrome is the high consumption of fructose; this model
leads to hypertension, hypertriglyceridemia, hyperinsulinemia and insulin resistance in rats.
Fructose is able to produce these effects because it is more lipogenic than glucose and usually
causes severe elevations of triglyceride contained in skeletal muscle, causing insulin
resistance (Elliot et al., 2002).

The species of Campomanesia xanthocarpa, popularly known as guabiroba, is a
medicinal plant and native food, found in Rio Grande do Sul. It has been empirically used to
reduce blood cholesterol levels, which was confirmed by Klafke et al., (2010) in a study with
hypercholesterolemic patients, but also for diseases of the urinary tract, anti-diarrheal and
anti-inflammatory. Other studies have also shown the use of guabiroba in weight loss, its
effectiveness against diabetes, ulcer and antiplatelet activity, antithrombotic and fibrinolytic
(Dickel et al., 2007; Vinagre et al., 2010; Markman et al., 2004 , Klafke et al., 2012).
Phytochemical analysis of the extract of the leaves of C. xanthocarpa indicated the presence
of flavonoids, saponins, tannins and terpenes which could justify these properties (Markman
et al., 2004; Klafke et al., 2010).

Even though many popular uses of C. xanthocarpa, and there are some scientific
evidence of different effects and properties, there is very little information available about this
plant as divergent biological properties and mechanisms of action. Since it is reported its use
in preventing diseases that may trigger cardiovascular alterations, this study evaluated the
possible effects of this plant on this system.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Wistar rats were used (Rattus norvegicus,) 60 days old purchased at the animal
house of the Universidade Federal de Santa Maria (RS, Brazil), kept in appropriate cages in a
controlled environment with a temperature between 20 and 22 °C and light 12 hours a day,
with water (when not in treatment) and feed ad libitum. All procedures performed in this
study were in agreement with the International Principles for Research involving Animals
(Geneva), and Brazilian law prepared by Law No. 11.794/2008 (Procedures for scientific use
of animals) and Decree 24.645/34 (The Animal Rights) being approved by the Ethics
Committee on Animal Use of Unipampa under No. 003/2011.

Botanical Material

The collections of leaves from Campomanesia xanthocarpa were made in the town of
San Marcos, 5th district of Uruguaiana, RS, in October 2010. Botanical identification was
performed in Unipampa, Campus Saint Gabriel, where a specimen was deposited in its
herbarium.

To prepare the extract, fresh leaves were subjected to a washing with hypochlorite
solution at 0.4% for 1 hour, after they were washed under running water for 15 minutes, dried
at 37 °C for approximately 72 hours, until they reached a constant weight, keeping humidity
below 10% (Klafke et al., 2010). After they were grounded in a slicer, turning into a powder
and the aqueous extract was prepared by infusion for 10 minutes, and subsequently cooled,
filtered and dried at 40 ° C (Vinagre et al., 2010).

Experimental groups
The animals were treated for 30 days and divided into groups of 8 rats each:
Control group: received food and water freely;
Extract group: received the extract daily by gavage (500mg/Kg);
Fructose group: received 30% of fructose in the drinking water;

Extract+Fructose group: received fructose and extract.

Hemodynamic
To evaluate the extract and fructose effectiveness while having the ability to modify

the blood pressure, animals were anesthetized with ketamine (80 mg/kg ip) xylazine (10
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mg/kg ip), the right carotid artery was catheterized and the catheter connected to a pressure
transducer (MP150 Biopac Systems, Inc., CA) and measured diastolic blood pressure, systolic

blood pressure and Heart Rate.

Biochemistry and Histology

After hemodynamic evaluation, blood was collected for determination of serum
glucose, triglycerides, total cholesterol and HDL, creatinine, urea, AST (aspartate
aminotransaminase) and ALT (alanine aminotransaminase), using spectrophotometric
methods for enzymatic diagnosis of Labtest kit. The HDL-cholesterol was separated by
precipitation of other fractions. Also kidney and liver were collected for histological analysis,

performed according to the methodology of Tolosa et al., (2003).

Myocardial Contractility

The hearts were quickly removed and perfused via the aortic stump to allow a proper
selection and dissection of the left ventricular papillary muscles. The preparations were
mounted in a plexiglass chamber with a volume of 20 mL, containing Krebs-Henseleit
solution, comprising: (in mM): 120 NaCl, 5.4 KCI, 1.2 MgCl2 6H20, CaCl2 2H20 1.25;
NaH2PO4 H20 2.0; Na2S04 1.2, NaHCO3 27, Glucose 11. To avoid the possibility of
hypoxia, the experiments were performed at low temperature (29 + 1 °C) as previously
described (Vassallo et al., 1994) and continually gassed with a carbogenic mixture containing
95% 02 and 5% CO2, keeping the pH stable in 7.4.

The papillary muscles were stretched to Lmax (muscle length in which the active
tension is at maximum) and stimulated with rectangular pulses (10 to 15 V, 12 ms duration)
through a pair of platinum electrodes positioned along the entire muscle length with standard
stimulation frequency of 0.5 Hz (steady-state). The preparations were maintained for a
stabilization period of 60 minutes and then the experimental protocols were initiated. The
force developed was normalized by muscle weight (g/mg of muscle) and measured by an
isometric force transducer (TSD125-Biopac Systems, Inc, CA) coupled to an amplifier
(DA100C Biopac Systems, Inc, CA) and recorded by a data acquisition system (MP100
Biopac Systems, Inc, CA) connected to a microcomputer.

The following parameters were analyzed: isometric force peak (F); activation time
(AT), relaxation time (TR); relative potentiation (PPP) obtained after pauses of 15, 30 and 60
seconds; Ca®* concentrations curve of 0.62, 1.25, 2.5, 3.75 mM:; rest contractions after pauses

of 10 min (PRC) and tetanic contractions stimulated at10 Hz.
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Statistical Analysis
Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM). One-way ANOVA was
used and the Tukey post hoc test to compare means when ANOVA was significant. P values

<0.05 were considered significant.

RESULTS

Biochemical parameters were evaluated to demonstrate the effectiveness to induce
metabolic syndrome by the ingestion of fructose and to evaluate the effects of aqueous extract
of C. xanthocarpa on lipid profiles and glycolytic enzymes liver and kidney metabolites.

The fructose group had their serum glucose and triglyceride levels significantly
increased, HDL cholesterol and urea decreased. The extract group obtained reduced
triglyceride levels compared to control. The group that ingested extract and fructose (extract +
fructose) maintained the increased glucose caused by fructose but the triglycerides were
reduced to values close to controls (Table 1).

Histological analyses of liver and kidney of the different groups showed no change,
indicating the safety of extract ingestion continuously (Figures 1 and 2).

When comparing the initial weights and after 30 days treatment, there was a weight
gain between 24 and 48g, having the groups who ingested extract a lower weight increase
(Table 2). The groups who drank fructose consumed less food, reaching a reduction of 50%
(Table 2).

Blood pressure measurements showed that the treatment with fructose increased both
systolic and diastolic pressures by 20 and 30 mmHg, respectively. The treatment with the
aqueous extract of C. xanthocarpa when administered simultaneously with fructose was able
to reverse this increase (Figure 3). Regarding the heart rate, the administration of the extract
of C. xanthocarpa together with fructose was able to reverse the tachycardia induced by the
administration of fructose (Figure 4).

The treatment with extract+fructose doubled the isometric force exerted by the
papillary muscles (Figure 5), indicating a potential cardiotonic effect of the extract in animals
with metabolic syndrome.

The groups treated with extract, fructose and extract + fructose presented activation

and relaxation times greater than the control group (figure 6).
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The protocol for post-pause potentiation was used to assess any possible effect of the
extract, fructose and the association of both on the function of the sarcoplasmic reticulum
(Mill, et al., 1992; Leite et al., 1991). No changes were observed since the values of pauses of
15, 30 and 60 seconds were similar (figure 7).

The post rest contraction protocol is used to evaluate the permeability of the plasma
membrane to calcium. In figure 8 it can be observed no difference in the force developed by
various groups.

Calcium plays a crucial role in regulating the phase of contraction and relaxation of
cardiac muscle. The increase in the concentration of cytosolic calcium ions causes the
interaction of calcium with troponin C that also increases and triggers the contractile process,
in other words, the greater quantity of available calcium the greater force of contraction
(Libby et al., 2010). In Figure 9 there is an increasing dose-dependent force exerted by the
papillary muscles of rats, having the fructose and extract+fructose groups different in all
calcium concentrations, and extract and extract+fructose groups only in the two highest
concentrations of calcium.

The treatment effect on cardiac contractile proteins was assessed indirectly by tetanic
contractions induced by increased frequency of the electrical stimulation in the presence of
caffeine. Tetanic tension time course shows an increase in strength occurs (peak) followed by
a fall and plateau formation. Figure 10 show that the extract+fructose group doubled its

strength relative to the control, both at the peak and in the plateau of tetanic contraction.

DISCUSSION
The results presented here suggest that the extract of C. xanthocarpa reverses the high
blood pressure, normalize heart rate and cause positive inotropism in rats with metabolic

syndrome. It also decreased serum triglycerides and increased HDL-cholesterol levels.

Fructose consumption has been identified as a risk factor for insulin resistance and
heart disease independent of body mass index (Stanhope et al., 2009). Experimental models
have shown that a diet high in fructose causes disturbances in metabolism homeostasis and
induces systemic insulin resistance, among other symptoms of metabolic syndrome in rodents
(Barone et al., 2009; Lee et al., 1994; Mellor et al., 2010 and 2011). The most commonly
treatments used for induction of metabolic syndrome in rodents by administration of a diet

with high fructose content is 60% in ration and 10% in water for 8 to 12 weeks. However in
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this study was used for the first time, a concentration of 30% in water solution for 4 weeks,
showing the same efficacy of previous studies.

Among the symptoms of metabolic syndrome stand out the diabetes and dyslipidemia,
which confirms that the model with the fructose cause it. It can be observed that glucose and
triglycerides of animals that received fructose increased 2 and 4 times, respectively, compared
to values from the control group (table 1). Moura et al. (2009) compared the methods of
inducing metabolic syndrome with a high fructose diet, comparing groups of male Wistar rats
fed with diets enriched in 60% fructose and 10% fructose in the drinking water, between 4
and 8 weeks. The group that received fructose in the diet had a significant increase in total
cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides, while the group that drank fructose did not,
which made the authors conclude that the administration in the diet would be the best method.
However, the model used in this study obtained good results with administration of 30%
fructose in water in 4 weeks, whereas animals had a significant increase in glucose levels,
indicating a possible onset of diabetes. Barros et al. (2007) administered 10% and 20%
fructose in water to hamsters for 2 months and obtained approximately 40% increase in
glucose at both dosages. In several animal models, hyperinsulinemia, hypertriglyceridemia,
hypercholesterolemia, and insulin resistance have been reported with a diet rich in fructose. In
the present work there are some differences from those studies, such as the cholesterol levels
were not altered while the glucose and triglycerides had an increase in 4 weeks greater than
other authors have found, possibly due to higher concentration of fructose on the diet.

Levels of alanine aminotransaminase (ALT), aspartate aminotransaminase (AST), urea
and creatinine were measured to evaluate a possible liver and kidney toxicity caused by the
extract and damage from the administration of fructose. It can be observed that treatment with
only fructose reduced the urea values (Table 1). According to Pedersen et al. (2004), in a
study on the effect of fructose on the synthesis of urea, 1 mmol/L of fructose in human blood
was able to reduce the capacity for synthesis of urea in 3.6 umol, an effect that was related to
non-insulin dependence of fructose metabolism. The AST values differ in every group from
the ones mentioned in the literature as normal, 45-80U/I, however no cell damage was
observed in the liver histology slides (Figure 1). AST is an enzyme released in large quantities
in the blood when there is damage to the membrane of hepatocytes. However, there is no need
of necrosis to occur for AST to be increased, having no established relationship between the
damage and the levels of AST (Rhoden et al., 2000).

Usually when a substance is toxic it can affect the liver and kidney, as these are organs

of detoxification, causing histological changes as contour cell and nuclei indistinct, vascular
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congestion, degeneration and necrosis (Rhoden et al., 2000; Atangwho et al., 2012). To
confirm the absence of liver and kidney damage during the treatment, histological analyzes
were performed where no cell changes were observed (Figures 1 and 2).

After 30 days of treatment fructose and control groups had a weight increase of 48g,
the extract group increased 369 and extract+fructose group 24g (Table 2). Many factors can
influence the weight of the animals, such as temperature, feed intake, stress, among others,
however considering that the conditions were equally controlled for all groups, it is suspected
that the aqueous extract of C. xanthocarpa might reduce weight gain. The guabirobeira was
cited in a study by Dickel et al. (2007) as a plant used for weight loss; Biavatti et al. (2004)
treated rats with a high calories diet, tested the aqueous extract of C. xanthocarpa checking
weight loss in rats consuming the extract. Vinagre et al. (2010) tested the same plant as anti-
diabetic and found that the group of diabetic rats had a lower weight gain when treated with
the extract. However further studies on this property of C. xanthocarpa are needed.

In the group that drunk fructose, the feed intake was 50% lower than the group that
drank only water (table 2), which can be attributed to the rapid metabolism of fructose and
satiety that it provides (Barreiros et al., 2005). The primary metabolism of fructose is in the
liver, its rapid entry into hepatocytes is mediated by GLUT 2 and is independent of insulin
and energy expenditure, after fructose is phosphorylated it is split into two trioses that can
follow three paths: be part of the glycolytic pathway, be reduced to form glycerol and form
glucose (Barreiros et al., 2005). Since fructose intake of these animals was constant, it is
believed that the rats have replaced the need to feed by water with fructose.

The use of medicinal plants in the form of teas, infusion, decoction, among others, to
fight and/or prevention of hypertension is a very common and ancient practice among world
population (Arnous et al., 2005). In the last three decades, a number of efforts have been
made to expande the research with plants with hypotensive and antihypertensive therapeutic
values, and some of these were validated and refuted (Tabassum and Ahmad, 2011). Among
the compounds found in medicinal plants, the flavonoids stand out. Experimental studies in
vitro and in vivo clearly show a protective effect of flavonoids on the cardiovascular system.
Such beneficial effects involve the inhibition of the oxidation of low density lipoprotein
(LDL), activity antiplatelet and anti-inflammatory, and vasodilating direct hypotensive
(Majewska-Czeczot and Wierzbicka, 2012). This study examined the effects of guabiroba, on
the cardiovascular system in rats with metabolic syndrome induced by the intake of high-
fructose. This plant is popularly used to reduce plasma levels of cholesterol and triglycerides,

to perform glucose control in case of diabetes and to treat hypertension. However its chemical
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composition is not well elucidated, some authors claim that the leaves of C. xanthocarpa
would have the presence of saponins, tannins, terpenes and flavonoids, the latter being
majority (Markman et al., 2004; Klafke et al., 2010 ).

Treatment results have shown that the aqueous extract of C. xanthocarpa presents
anti-hypertensive potential. In 30 days it was able to reverse the hypertension induced by
fructose consumption by 20 mmHg (Figure 3). Dimo et al. (2001), who studied methanolic
and aqueous extract of Bidens pilosa in hypertensive rats induced by fructose, also achieved a
normalization of blood pressure values, however in a 6-week treatment. Ayele et al. (2010)
worked with a model of hypertension in rats with a clipped renal artery, examined the
hypotensive effect of extract of Syzygium guineense, species belonging to the same family of
plants studied in this work, obtaining a reduction of up to 40 mmHg in a single dose.

The evaluation of myocardial contractility can be performed by isometric force
developed by the papillary muscle of the left ventricle of the heart. The amplitude of
contraction reflects the amount of force developed by the muscle and the temporal parameters
provide information about the Kkinetics of activation and relaxation of muscle contraction
(Vassallo et al., 2008). When myocardial contractility in rats with fructose-induced metabolic
syndrome was evaluated, contractile strength of these animals is still preserved. However,
when administered along with the aqueous extract of C. xanthocarpa the contractile force had
a significant increase (Figure 5). This positive inotropic effect caused by the extract in
animals with metabolic syndrome requires further study to unravel its mechanisms. Consolini
and Sarubbio (2002) investigating the effects of Eugenia uniflora, belonging to the Myrtaceae
family, in the rat heart by the Langendorff technique observed a positive inotropic effect,
which they associate with a B-adrenergic compound present in the plant. Using the same
protocol, Nie et al. (2012) evaluated the effects of hydroxysafflor, a compound extracted from
Carthamus tinctoruis, a Chinese herb commonly used to treat heart disease, in normotensive
and hypertensive rats, where they found an improvement in contractile force due to this
compound.

The activation time measures the kinetic processes which increase the amount of
activator calcium or affect the myofilament sensitivity to this ion. The relaxation time
measures the kinetic processes that remove the calcium from myoplasm. In general this time
depends on the ability of the sarcoplasmic reticulum to uptake calcium, especially in rats, in
which this organelle is responsible for removing approximately 90% of cytoplasmic calcium
during relaxation (Bers, 2002). Thus, since the extract and/or fructose treatment may increase

these time parameters and tetanic tension (figure 6 and 10), results suggest that these
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compounds are intervening in the myofilament sensitivity and in the activity of the
sarcoplasmic reticulum calcium pump. Since our results showed no changes in the contraction
potentiation for all pause, suggesting the absence of changes in RS when testing PPPs (Figure
7), and time parameters are increased the augmented myofilament sensitivty is likely.

Mellor et al. (2012) evaluated the effect of fructose on Ca2+ transient in isolated
cardiomyocyte in mices, and they verified that the Ca2+ transient was lower in fructose
groups than control, although the contractile cycle and shortening capacity of these cells were
not different, what the authors related to a possible compensatory mechanism.

In post rest contraction protocol (PCR), caffeine treatment and exposure to calcium-
free solution aimed at assessing the influx of calcium through the sarcolemma. In cardiac
muscle of rats, a decrease in intracellular calcium is dependent on the transport of calcium
into the intracellular stores and extrusion through the sarcolemma. Caffeine depletes
intracellular calcium by binding to the ryanodine receptor (Bassani et al., 1992; Bassani et al.,
1994; Leite et al., 1995) and exposure to calcium-free solution, facilitate extrusion by
sarcolemma calcium (Vassallo et al., 2008). Exposure to extract and/or fructose caused no
decrease in calcium influx transsarcolemal measured indirectly by PCR (figure 8).

It is well known increases in extracellular Ca** results in enhanced calcium influx
through L-type Ca’* channels triggering further Ca®* release from Ca®* stores within the SR.
This in turn leads to a rise of intracellular free Ca®* culminating in myofilament shortening
and cell contraction (Bers and Perez-Reyes, 1999). It was measured the inotropic response to
changes in extracellular calcium concentration (0.62 to 3.75 mM). As expected, increases in
extracellular Ca?* resulted in a positive inotropic response in all experimental groups,
although the interaction between extract and fructose potentiated the positive inotropic effect
caused by calcium (figure 9).

The heart muscle has a long action potential (AP). It prevents myocyte undergoes a re-
stimulation and tetanization. Therefore, tetanus cannot be achieved under normal conditions,
in which it is impossible the fusion of contractions. For this reason, we used caffeine, which
depletes calcium from RS for binding to the ryanodine receptors (Bassani et al., 1992;
Bassani et al., 1994) and increased frequency of electrical stimulation (10 Hz) to produce
maximal activation of the contractile machinery of the papillary muscles (Leite et al., 1995).

In the rat myocardium, tetanic contractions obtained after treatment with caffeine are
smaller than the contractions in stabilized condition. This suggests that the activation of the
contractile machinery in tetanic contractions depends on the sarcolemma calcium entry and

maintenance of contraction is dependent on the sensitivity of contractile proteins to calcium
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(Leite et al. 1995). Only tetanic contractions obtained in preparations of isolated muscles of
rats exposed for 30 days to extract and fructose, concurrent, showed increase in peak and
plateau tension (Figure 10). This suggests that the interaction between fructose and C.

xantocarpa extract might promote a better interaction of contractile proteins.

CONCLUSION

The extract of C. xanthocarpa was able to reverse high blood pressure, normalize
heart rate and cause positive inotropism, this, probably because it provide a better interaction
of contractile proteins. Biochemical parameters indicate that the extract was also able to
normalize the serum levels of triglycerides and increased HDL-cholesterol in rats with
metabolic syndrome induced by fructose. In normotensive animals the extract does not alter
hemodynamic and cardiac parameters. The aqueous extract of C. xanthocarpa shown to have
anti-hypertensive and cardiotonic activity and may become an herbal alternative for

individuals with metabolic syndrome.
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Table 1. Biochemical parameters analyzed after 30 days of treatment.

Groups
Parameters
Control Extratc+Fructose
©) Extract (E) Fructose (F) (E+F)
Glucose (mg/dL) 129.3#9.1 147.6+45 275.3+28.9" 221.7+21.8
Total Cholesterol (mg/dL) 84.6+5.3 101.4+17.5  91.9+12.0 88.9+6.6
HDL-Cholesterol (mg/dL) 335419  47.947.0  27.3+24° 41.1+35°
Triglycerides (mg/dL) 58.2+424.9  23.1#3.0 220.3+20.33 68.6+17.8°
AST (U/L) 127.1#18.8 161.3+0.01 136.9+17.4 132.3+16.0
ALT (U/L) 67.5+18.3 79.2#153  70.9+15.9 99.0+16.0
Ureia (mg/dL) 743+54  73.6+9.6  46.4+3.1" 68.8+8.9°
Creatinine (mg/dL) 1.36x0.7 1.02+0.05  0.48+0.08 0.73+0.04

*p<0,05 vs C; °p<0,05 vs F. N = 4.
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Table 2. Weights of animals before and after 30 days of treatment and average feed intake.

Groups
Parameters Extract+Fructose
Control (C) Extract (E) Fructose (F) u
(E+F)
Initial weights (Q) 295+12.3 24315.2 246+19.0 287+16.2
Final weights (g) 343+12.3 279+7.6 294+23.0 311+19.8
Weight gain (g) 48+8.4 36+9.2 4814 24+3.7°
Feed consumption (g)  84+1.8 75+1.4° 39+1.8" 40415

"p<0,05 vs C; °p<0,05 vs F. N = 4.

Figure 1. Photomicrograph of histology of liver sections stained with hematoxylin-eosin (HE,
X.400). (A) Cut the liver of the control group. (B) Cut the liver of the extract group. (C) Cut
the liver of the fructose group. (D) Cut liver of the extract + fructose group. All photos show

the normal structure of liver cells.
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Figure 2. Photomicrograph of histology sections of kidney stained with hematoxylin-eosin
(HE, X.100). (A) Cut kidney of the control group. (B) Cut the kidney of the extract group. (C)
Cut kidney of the fructose group. (D) Cut kidney of the extract+fructose group. All photos
show the normal structure of the renal glomeruli.
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Figure 3. A) Systolic blood pressure of different groups. B) Diastolic blood pressure. “p
<0.05 vs control, “p <0.05 vs extract, p <0.05 vs fructose. N = 8.



53

R T
T ==’ s M  H i
L
Y
A
R
T
R
.
1 Y

I T
o o
(@] o
Lo <

(wdgq

o o
o o
AN i
a1ey 1JeaH

300+

N—r

.N=8.

Figure 4. Heart rate of different groups, “p <0.05 vs extract
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Figure 6. Temporal parameters of LV papillary muscles from rats of different groups. A)
Activation time. B) Time of relaxation. p<0,05 vs Control. N = 8.
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Figure 7. Relative potentiation of the contractions after pauses in electrical stimulation (PPP)
of 15, 30 and 60 seconds, in left ventricular papillary muscles from rats of different groups. N
=8.
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Figura 10. Force developed by tetanic contractions of the left ventricular papillary muscles
from rats of different groups A) force developed at the peak of tetanic contractions. B) Force
developed on plateaus of tetanic contractions. *p <0.05 vs control, °p <0.05 vs fructose. N = 8.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados aqui sugerem que o extrato de C. xanthocarpa reverte a
hipertensdo, normaliza a frequéncia cardiaca e causa inotropismo positivo em ratos com
sindrome metabdlica. O extrato também diminui triglicerideo e aumenta colesterol-HDL.
Além disso, este estudo sugere que as folhas de C. xanthocarpa ndo tém toxicidade.

De acordo com Pires et. al. (2004), substéancias com valores estimados de DL50
superiores a 5 mg/Kg podem ser consideradas atoxicas e o0s calculos decorrentes aos
resultados obtidos acima deste valor, imprecisos, sendo assim, os resultados obtidos neste
estudo ndo indicam toxicidade para o extrato aquoso de Campomanesia xanthocarpa. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) acredita que, atualmente, a pratica do uso de plantas
medicinais é tida como a principal opcao terapéutica de aproximadamente 80% da populacdo
mundial (Pinto et al., 2002). Por isso € muito importante que haja estudos cientificos
comprovando a seguranga no uso empirico dessas plantas.

A avaliagdo do Screening Hipocratico fornece uma estimativa geral de natureza
farmacoldgica e toxicologica de uma substancia desconhecida (Lucio et. al., 2000). A
observacdo de nenhuma mudanca no comportamento dos ratos durante 14 dias apds
administracdo das doses do extrato pode-se sugerir que ndo haja efeitos adversos na ingestao
do ché das folhas de guabiroba.

Lucio et al.(2000) avaliou, através dos mesmos protocolos utilizados neste estudo, a
epiisopilosina, um alcaloide derivado de Pilocarpus microphyllus, onde a partir de
observacdes do Screening Hipocréatico pode concluir que este composto reduziu o estado de
consciéncia e disposi¢do dos ratos e ainda em doses superiores a 300mg/kg causou tremores,
giros de cabeca, coceira e bater de dentes. Dados que indicaram uma provavel atuacdo da
substancia na ativacdo de receptores colinérgicos centrais. J& Pires et al. (2004), avaliou a
toxicidade aguda de duas espécies de pimenta, Schinus terebinthifolius e Piper nigrum,
concluindo que a toxicidade destas seria maior que 5g/kg por via oral e de 3,5g/kg por via
intraperitoneal, sugerindo que a via de administracdo do extrato pode variar sua dose letal e
que a via intraperitoneal seria mais sensivel. As observacdes do Screening Hipocratico
durante as primeiras 24 horas demonstraram alteracdes nos parametros de estado de

consciéncia e sistema motor muscular, os quais desapareceram ap6s 12h da administragéo.
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A quantificacdo serica das enzimas AST e ALT bem como dos metabdlitos de
excrecdo, creatinina e ureia sdo bem utilizados para avaliar as possiveis alteracdes hepaticas e
renais, respectivamente (Rosidah et al., 2009; Mohamed, et al., 2011; Atsamo, et al., 2011).

Para uma confirmacédo da inexisténcia de danos hepéticos e renais foram feitas analises
séricas de AST, ALT, creatinina, e ureia. SO foi encontrada diferenga significativa no
parametro AST, que é uma enzima liberada em grande quantidade no sangue quando ha danos
na membrana dos hepatocitos, no entanto ndo hd necessidade de necrose para que haja
aumento desta enzima, ndo havendo uma relacdo estabelecida entre o dano e 0s niveis de
AST. Neste estudo, embora os valores de AST do grupo 5000 mg/kg aumentaram 2 vezes em
relacdo aos grupos (300, 500, 2000 mg/Kg), ndo é diferente do controle, e corroborando com
este dado, as analises histoldgicas ndo revelaram lesdo hepaética.

Analisando histologicamente os rins ndo foi observada nenhuma lesdo renal, bem
como nenhuma diferenca nos marcadores bioquimicos renais.

Apesar do uso disseminado de plantas medicinais, as pesquisas que avaliam a
toxicidade delas sdo escassas. Para melhor entendimento do uso de plantas, € necessaria a
avaliacdo da relacdo risco/beneficio do seu uso, por meio de estudos farmacodindmicos e
toxicologicos. Portanto, o uso pela medicina popular baseado no conhecimento tradicional
nédo sdo suficientes para validar as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros
(Turola e Nascimento, 2006).

A dificuldade de encontrar dados na literatura para discussdao de resultados de
avaliacdo de toxicidade reforca a necessidade de estudos dessa natureza que trardo grande
contribuicdo para utilizacdo segura desses produtos pela populacdo humana e animal
(Almeida et.al., 2009).

Os padrdes socioecondmicos e culturais da populacdo vém sofrendo diversas
transformac0es a partir da segunda metade do século XX, alternando de forma significativa o
modo de vida da humanidade. Mas os avangos importantes que contribuiram para melhorar a
vida do homem exerceram influéncias expressivas sobre o processo saude-doenca. O estresse
causado pela vida moderna e urbana colabora para o aumento da incidéncia de varias
patologias cronicas, como a obesidade, o diabetes mellitus e a hipertensdo arterial, as quais
frequentemente cursam com alteragdes nas lipoproteinas plasmaticas e aumento de risco para
doengas cardiovasculares (Mendonga e Anjos, 2004; Pozzan et al., 2004).

Dentre os sintomas da Sindrome Metabdlica destacam-se o diabetes e a dislipidemia,
para confirmar que o modelo com frutose os provocaria e para verificar os efeitos do extrato

de C. xanthocarpa sobre estes, foram avaliados niveis séricos de glicose, colesterol total,
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HDL-colesterol e triglicerideos. Pode-se observar que a glicose e o triglicerideos do grupo
frutose aumentaram 2 e 4 vezes, respectivamente, comparados com os valores do grupo
controle. Moura et al. (2009), compararam o0s métodos de inducédo de sindrome metabolica
com dieta rica em frutose, com grupos de ratos Wistar alimentados com rac¢do enriquecida em
60% de frutose e com 10% de frutose na agua de beber, entre 4 e 8 semanas, 0 grupo que
recebeu frutose na racdo teve aumento significativo no colesterol total, HDL-colesterol e
triglicerideos, enquanto o grupo que bebeu frutose ndo teve aumento significativo, o que fez
0s autores concluirem que a administracdo na racdo seria 0 melhor método. No entanto, o
modelo usado neste trabalho obteve resultados bons com administragéo de frutose 30% na
agua e no tempo minimo testado, sendo que o0s animais obtiveram aumento significativo nos
niveis de glicose, apontando um possivel inicio de diabetes. J& Barros et al., (2007)
administrou 10% e 20% de frutose na agua para hamsters durante 2 meses e obteve cerca de
40% de aumento de glicose em ambas as dosagens. Em varios modelos animais,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia hipercolesterolemia, e resisténcia a insulina tém sido
relatados com uma dieta enriquecida com frutose, no presente trabalho ha diferencas destes
estudos, possivelmente pela maior concentracdo e/ou tempo de administracao da dieta.

Os niveis de alanina aminotransaminase (ALT), aspartato aminotransaminase (AST),
ureia e creatinina foram mensurados para avaliar uma possivel toxicidade hepatica e renal
causados pelo extrato e danos provenientes da administracdo de frutose. Pode-se observar que
o0 tratamento apenas com frutose diminuiu o valor de ureia. De acordo com Pedersen et al.
(2004), em um estudo sobre o efeito da frutose na sintese de ureia, Immol/L de frutose no
sangue humano foi capaz de reduzir a capacidade de sintese de ureia em 3,6pumol, efeito que
foi relacionado a ndo dependéncia de insulina no metabolismo da frutose. J& os valores de
AST em todos os grupos diferem-se dos citados na literatura como normal, 45-80U/L, no
entanto nas laminas histoldgicas de figado ndo se observou nenhum dano celular. A AST ¢
uma enzima liberada em grande quantidade no sangue quando h& danos na membrana dos
hepatdcitos, no entanto ndo ha necessidade de necrose para que haja aumento desta enzima,
ndo havendo uma relacdo estabelecida entre o dano e os niveis de AST (Rhoden et al., 2000).

Uma substancia quando toxica, geralmente podera afetar o figado e rim, ja que estes
sdo oOrgdos de metabolizacdo e excrecdo, respectivamente, ocasionando modificaces
histolégicas como contorno celular e nucleos indistintos, congestdo vascular, degeneracao e
necrose tecidual (Rhoden, et al., 2000; Atangwho, et al., 2012). Para uma confirmagdo da
inexisténcia de danos hepaticos e renais durante o tratamento, foram feitas andlises

histologicas onde ndo foram observadas mudancas na conformacao celular.
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Apos os 30 dias de tratamento os grupos controle e frutose aumentaram o peso em
489, 0 grupo extrato 36g e 0 grupo extrato+frutose 24g, muitos fatores podem influenciar no
peso dos animais, tais como temperatura, consumo de racao, estresse, entre outros, no entanto
considerando que as condi¢des estavam igualmente controladas para todos os grupos,
suspeita-se que o0 extrato aquoso de C. xanthocarpa possa auxiliar na perda de peso. A
guabirobeira foi citada em um estudo de Dickel et al. (2007) como uma planta utilizada para o
emagrecimento pela populacdo, Biavatti et al. (2004) tratando ratos com uma dieta rica em
calorias, testou o extrato aquoso de C. xanthocarpa verificando perda de peso nos animais que
ingeriram o extrato. Vinagre et al. (2010) testou a mesma planta como anti-diabética e
verificou que o grupo de ratos diabéticos teve um menor ganho de peso quando tratados com
0 extrato. No entanto maiores estudos sobre esta propriedade da C. xanthocarpa se fazem
necessarios.

Nos grupos que beberam frutose, a ingestdo de racdo foi 50% menor que 0S grupos
que beberam apenas agua, 0 que pode ser atribuido & rapida metabolizagdo da frutose e
saciedade que esta proporciona (Barreiros et al., 2005). A metabolizacdo primaria da frutose
ocorre no figado, sua rapida entrada no hepatocito é mediada pela GLUT 2 e é independe de
insulina e gasto energético, apds fosforilada a frutose é cindida em duas trioses que podem
seguir trés caminhos: participar da via glicolitica, ser reduzida até glicerol e formar glicose
(Barreiros et al., 2005). Ja que a ingestdo de frutose desses animais era constante acredita-se
que estes tenham substituido a necessidade de racéo pela agua com frutose.

O uso de plantas medicinais, na forma de chas, infusdo, decocto, entre outras, para o
combate e/ou prevencdo da hipertensdo € uma pratica muito comum e milenar entre a
populacdo mundial (Arnous et al., 2005). Nas Ultimas trés décadas, uma série de esforgos tem
sido canalizados para a pesquisa em plantas com valores terapéuticos hipotensores e anti-
hipertensivo, sendo algumas destas validadas e outras refutadas (Tabassum e Ahmad, 2011).
Dentre os compostos encontrados nas plantas medicinais destacam-se os flavondides, estudos
experimentais in vitro e in vivo mostram claramente um efeito protetor dos flavondides sobre
o sistema cardiovascular, tais efeitos benéficos envolvem a inibicdo da oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), atividade antiagregante plagquetaria e anti-
inflamatoria, e acdo vasodilatadora hipotensora direta (Majewska-Wierzbicka e Czeczot,
2012). Neste estudo se avaliou os efeitos da guabiroba, sobre o sistema cardiovascular em
ratos com sindrome metabolica induzida pela ingestdo de alto teor de frutose, esta planta é
popularmente utilizada para diminuicdo dos niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos,

tentativa de controle da glicose em caso de diabetes e no combate a hipertensdo. No entanto


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Tabassum%2BN%5bauth%5d
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sua composi¢do quimica ndo é bem elucidada, alguns autores afirmam que nas folhas de
C.xanthocarpa haveria a presenca de saponinas, taninos, terpenos e flavondides, sendo este
altimo majoritario (Markman et al., 2004; Klafke et al., 2010).

Os resultados do tratamento realizado demonstram que o extrato aquoso da C.
xanthocarpa apresenta potencial hipotensor, em 30 dias foi capaz de reverter a hipertensao
induzida pelo consumo de frutose em 20 mmHg. Dimo et al. (2001), estudando extrato
aquoso e metanolico de Bidens pilosa em ratos hipertensos induzidos por frutose, também
obteve uma normalizacdo dos valores de pressdo arterial, no entanto em um tratamento de 6
semanas. Ja Ayele et al. (2010) trabalhando com um modelo de hipertensdo de ratos com um
rim clipado, analisou o efeito hipotensor de extrato de Syzygium guineense, espécie
pertencente a mesma familia da planta estudada neste trabalho, obtendo reducdo de até
40mmHg em uma Unica dose.

Quando avaliado a contratilidade miocardica de ratos com sindrome metabodlica
induzida por frutose, a forca apresentou uma tendéncia a diminuir, no entanto quando
administrado concomitante ao extrato aquoso de C. xanthocarpa a forca contratil teve um
aumento significativo, cujo mecanismo ainda necessita estudo, jd que os testes realizados
apontam apenas para um aumento no influxo de célcio. Consolini e Sarubbio (2002)
pesquisando os efeitos de Eugenia uniflora, pertencente a familia Myrtaceae, no coracéo de

ratos através do protocolo de Langendorff, obteve um efeito inotrépico positivo, o qual eles
associam a algum composto B-adrenérgico presente nesta planta. Utilizando o mesmo

protocolo, Nie et al., (2012) avaliou os efeitos de hydroxysafflor, um composto extraido de
Carthamus tinctoruis, uma erva chinesa comumente usada no tratamento de doengas
cardiacas, em ratos normotensos e hipertensos, onde encontrou uma melhora na forga contratil
devido a este composto.

O tempo de ativagdo mede a cinética dos processos que aumentam a disponibilidade
do célcio ou interferem na sensibilidade dos miofilamentos a este ion. O tempo de
relaxamento mede a cinética dos processos que retiram o célcio do mioplasma. Em geral este
tempo depende mais da capacidade do reticulo sarcoplasmatico em captar calcio,
principalmente em rato, no qual esta organela é responsavel por retirar, aproximadamente,
90% do célcio citoplasmatico durante o relaxamento (Bers, 2002). Desta forma, visto que o
tratamento com extrato e/ou frutose pode aumentar estes pardmetros e a tensdo tetanica, os
resultados sugerem que estes compostos estdo interferindo na sensibilidade dos miofilamentos

e na atividade da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico. Nossos resultados nédo
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mostraram mudangas na potenciacdo da contracdo em todas as pausas, sugerindo a auséncia
de mudancas no RS quando testado o PPP e ja que o tempo de ativacdo e relaxamento foi
aumentado uma maior sensibilidade dos miofilamentos ao calcio € provavel.

Mellor et al. (2012) avaliaram os efeitos da frutose no transiente de calcio em
cardiomidcitos isolados de ratos, e verificaram que o transiente de célcio foi diminuido no
grupo frutose em relagéo ao controle, no entanto o ciclo de contratilidade e a capacidade de
relaxamento dessas células ndo foram diferentes, os autores também encontraram um
aumento da isoforma alfa da miosina, a qual é relacionada a melhora do mecanismo de
contracdo, tais achados foram relacionados a um possivel mecanismo compensatoério.

No protocolo de “post rest contraction” (PCR), o tratamento com cafeina e exposigdo a
solucdo sem calcio visam avaliar o influxo de célcio pelo sarcolema. No musculo cardiaco de
ratos, a extrusdo de calcio para 0 meio extracelular é dependente do transporte de célcio para
estoques intracelulares e da extrusdo através do sarcolema. A cafeina depleta os estoques
intracelulares de calcio por se ligar aos receptores de rianodina (Bassani et al., 1992; Bassani
et al., 1994, Leite et al., 1995) e a exposicao a solucdo sem céalcio na sua composic¢do facilita
a extrusao de calcio pelo sarcolema (Vassallo et al., 2008). A exposicdo ao extrato e/ou a
frutose ndo provocou reducdo no influxo de célcio transsarcolemal mensurado indiretamente
pela PCR.

E conhecido que o aumento do Ca?* extracelular resulta no aumento do influxo de
célcio via canais de Ca”* do tipo L desencadeando ainda mais liberacio de Ca*" dos estoques
de calcio do RS. Isto, por sua vez, aumenta o Ca* intracelular livre culminando no
encurtamento do miofilamento e a contracdo celular (Bers e Perez-Reyes, 1999). Foi medida a
resposta inotrépica as mudancgas na concentracdo do Ca** extracelular (0.62 a 3.75 mM).
Como esperado, 0 aumento no Ca*" extracelular resultou em resposta inotrépica positiva em
todos 0s grupos experimentais, no entanto a interacdo entre o extrato e a frutose potencializou
o efeito inotropico positivo causado pelo calcio.

O mdasculo cardiaco possui um potencial de agdo (PA) longo, isso previne que o
midcito sofra uma re-estimulacdo e tetanizacdo. Portanto, o tétano ndo pode ser obtido em
condi¢bes normais, nas quais é impossivel a fusdo das contracdes. Por esse motivo, foi
utilizada a cafeina, que depleta os estoques de calcio do RS por ligar-se aos receptores de
rianodina (Bassani et al., 1992; Bassani et al., 1994) e aumento da frequéncia de estimulacédo
elétrica (10 Hz) para se produzir a ativagdo maxima da maquinaria contratil em musculos

papilares (Leite et. al., 1995).
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Em miocardio de ratos, as contracOes tetanicas obtidas ap6s tratamento com cafeina
sd0 menores que as contracdes em condicdo estabilizada. Isto sugere que a ativacdo da
maquinaria contratil nas contracGes tetanicas € dependente da entrada de calcio pelo
sarcolema e a manutencéo da contracdo é dependente da sensibilidade das proteinas contrateis
ao calcio (Leite et. al., 1995). Apenas as contracdes tetanicas obtidas em preparacdes de
musculos isolados de ratos expostos por 30 dias a extrato e frutose, concomitantes,
apresentaram alteracGes nos picos e nos platés dessas contracdes caracteristicas (figura 9).
Isso sugere que a interacdo entre frutose e o extrato de C. xantocarpa pode influenciar a

interacdo das proteinas contréteis.
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6. CONCLUSAO

e Os resultados sugerem que o consumo do extrato aquoso de Campomanesia
xanthocarpa néo é toxico;

e O extrato ndo apresenta efeitos colaterais renais, hepaticos e comportamentais, até a
maior dose testada. Portanto, a populagdo pode ter seguranca no consumo deste cha até
5g diariamente;

e C. xanthocarpa foi capaz de reverter a hipertensdo e normalizar a frequéncia cardiaca
em ratos tratados com frutose;

e A guabiroba causou inotropismo positivo, provavelmente por proporcionar uma maior
interacdo das proteinas contrateis;

e Os parametros bioquimicos apontam que o extrato também foi capaz de normalizar os
triglicerideos e aumentar o colesterol HDL em ratos com sindrome metabdlica induzida
por frutose;

e Em animais normotensos o extrato ndo alterou parametros cardiovasculares.

e O extrato aquoso da C. xanthocarpa mostrou ter atividade anti-hipertensiva e
cardiotdnica, podendo se tornar uma alternativa fitoterapica para os individuos com

sindrome metabdlica.
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