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RESUMO

As doenças  cardiovasculares  são a  principal  causa de morte  no Brasil  e  estão fortemente

associadas a distúrbios metabólicos como a síndrome metabólica. A síndrome metabólica é

caracterizada  pela  cocorrência  de  fatores  de  risco  cardiovasculares  como  hipertensão,

hiperinsulinemia,  à glicose, obesidade central e dislipidemia.  Campomanesia xanthocarpa,

conhecida  no  Brasil  como  Guabiroba,  tem  sido  utilizada  empiricamente  devido  ao  seu

potencial  efeito  na  redução  dos  níveis  de  colesterol  sanguíneos,  e  para  várias  condições,

incluindo doenças inflamatórias, renais, digestivas, dislipidemias e outras.  O objetivo deste

estudo foi analisar a composição química e investigar os efeitos  do extrato aquoso de  C.

xanthocarpa na pressão arterial de ratos normotensos agudamente, bem como seu possível

mecanismo de ação, in vivo e in silico.  Além disso, também se avaliou os efeitos do extrato

aquoso de  C. xanthocarpa sobre  a  atividade  da  ATPase  miosínica  e  expressão  gênica  de

marcadores  cardíacos  em ratos  com síndrome metabólica  induzida por uma dieta  rica em

frutose.  O extrato  foi  analisado  quanto  aos  compostos  fenólicos  totais  e  ao  teor  total  de

flavonoides.  Os componentes  químicos  foram determinados  por  análise  de HPLC.  Para a

avaliação aguda, a pressão arterial sistólica e diastólica e a frequência cardíaca foram medidas

na presença de extrato e com administração de fármacos. Para avaliação dos animais com

síndrome  metabólica,  os  animais  foram tratados  durante  30  dias  com extrato  aquoso das

folhas preparado por infusão. A extração de miosina cardíaca foi realizada com centrifugação

de alta força iônica, a medida da atividade da ATPase miosínica foi quantificada pelo fosfato

inorgânico  liberado  através  de  método  colorimétrico  e  expresso  em  nmolPi/min/mg  de

proteína.  A  expressão  gênica  de  α-MHC,  β-MHC,  fator  natriurético  atrial  e  α-actina

esquelética foi avaliada por PCR em tempo real. As folhas de C. xanthocarpa apresentaram

conteúdo relevante de fenois e flavonoides,  e sugerimos a presença de ácido clorogênico,

ácido  gálico,  quercetina  e  teobromina.  A administração  aguda  de  extrato  aquoso  de  C.

xanthocarpa  tem  um  efeito  hipotensor  dose-dependente  em  ratos  normotensos,  sugerindo  que  o

mecanismo  de  ação  pode  ser  mediado  pelo  sistema  renina-angiotensina  através  do  bloqueio  do

receptor AT1 (AT1R) e resposta simpática autonômica. Estudos “docking” mostraram modelos que

indicaram uma interação entre ácido clorogênico e quercetina com o sítio de ligação do AT1R. Os

achados  desses  estudos  de  acoplamento  sugerem  o  potencial  dos  constituintes  de  C.

xanthocarpa para uso como agentes preventivos para a pressão sanguínea. No tratamento de

ratos  com  síndrome  metabólica  o  extrato  aumentou  a  atividade  de  ATPase  miosínica  e

impediu a reexpressão da isoforma fetal da MHC, auxiliando na prevenção do dano cardíaco.

g
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ABSTRACT 

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Brazil and are strongly associated

with  metabolic  disorders  such  as  the  metabolic  syndrome.  Metabolic  syndrome  is

characterized  by  the  co-occurrence  of  cardiovascular  risk  factors  such  as  hypertension,

hyperinsulinemia,  glucose  intolerance,  central  obesity  and  dyslipidemia.  Campomanesia

xanthocarpa,  known  in  Brazil  as  Guabiroba,  has  been  used  empirically  because  of  its

potential  effects  on  reduce  blood  cholesterol  levels,  and  for  various  conditions  including

inflammatory, renal, digestive, dyslipidemia, and other diseases. The objective of this study

was to analyze the chemical composition and to investigate the effects of the aqueous extract

of  C. xanthocarpa on blood pressure of normotensive rats  acutely,  as well  as its  possible

mechanism of action, using in vivo and in silico procedures. In addition, the effects of  C.

xanthocarpa aqueous  extract  on  myosin  ATPase  activity  and  gene  expression  of  cardiac

markers in rats with metabolic syndrome induced by a high fructose diet were also evaluated.

The extract  was evaluated  for total  phenolic  compounds and total  flavonoid content.  The

chemical components were determined by HPLC analysis. For acute evaluation, systolic and

diastolic blood pressure and heart rate were measured in the presence of extract and with drug

administration.  For  the evaluation  of animals  with metabolic  syndrome,  the animals  were

treated for 30 days with aqueous extract of the leaves prepared by infusion. Cardiac myosin

extraction was performed with high ionic strength centrifugation, the myosin ATPase activity

measurement  was quantified  by the  ionorganic  phosphate  released  through a  colorimetric

method and expressed in nmolPi/min/mg of protein. Gene expression of  α-MHC,  β-MHC,

atrial natriuretic factor and skeletal α-actin was evaluated by real-time PCR. C. xanthocarpa

leaves presented a relevant content of phenols and flavonoids, and we suggest the presence of

chlorogenic  acid,  gallic  acid,  quercetin  and  theobromine.  Acute  administration  of  C.

xanthocarpa aqueous extract has a dose-dependent hypotensive effect in normotensive rats,

suggesting that the mechanism of action may be mediated by the renin-angiotensin system

through AT1 receptor blockade (AT1R) and autonomic sympathetic response. Docking studies

showed models that indicated an interaction between chlorogenic acid and quercetin with the

active site of the AT1R. The findings of these coupling studies suggest the potential of the C.

xanthocarpa constituents for use as preventive agents for blood pressure. In the treatment of

rats with metabolic syndrome the extract increased the myosin ATPase activity and prevented

reexpression of fetal MHC isoform, helping to prevent cardiac damage.

g

g
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1. INTRODUÇÃO 

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia,  no ano de 2016, aproximadamente

340 mil pessoas morreram de doenças cardiovasculares (DCV) no Brasil. As DCV têm sido

bastante  associadas  como  agravantes  aos  distúrbios  metabólicos  (SOCIEDADE

BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).  Apesar da tendência de redução dos riscos de

mortalidade por DCV no País e no mundo, algumas projeções indicam o aumento de sua

importância relativa em países de baixa e média renda. A maior longevidade, associada ao

possível aumento da incidência das DCV por adoção dos modos de vida com maior exposição

a fatores de risco, são consideradas as principais razões deste incremento. Como fatores de

risco estão o tabagismo e inatividade física, além de dieta rica em gorduras saturadas, com

consequente aumento dos níveis de colesterol e hipertensão (ISHITANI et al., 2006).

A hipertensão é uma condição patológica altamente prevalente que é considerada um

dos fatores de risco cardiovascular mais relevante e é uma importante causa de morbidade e

mortalidade em todo o mundo (DINH et al., 2001).  No Brasil, a hipertensão arterial (HA)

atinge 32,5% (36 milhões) de indivíduos adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo direta

ou  indiretamente  para  50% das  mortes  por  DCV.  A hipertensão  atinge  de  23  a  25% da

população urbana adulta (com mais de 18 anos), chegando a 55% nos indivíduos mais idosos

(MALACHIAS et al., 2016).

A Síndrome Metabólica  (SM) é  o  distúrbio  metabólico  mais  comum associado  as

DCV,  sendo  caracterizada  pelo  agrupamento  de  fatores  de  risco  cardiovascular  como

hipertensão arterial, resistência à insulina, hiperinsulinemia, intolerância à glicose/diabetes do

tipo  2,  obesidade  central  e  dislipidemia  (LDL-colesterol  alto,  triglicérides  alto  e  HDL-

colesterol  baixo)  (CIOLAC;  GUIMARÃES,  2004).  A  mortalidade  por  complicações

cardiovasculares  é  aumentada  dependendo do número de sintomas da SM que o paciente

apresenta (ALBERTI; ECKEL; GRUNDY, 2009; HU et al., 2004).

Nesta perspectiva, modelos animais têm sido usados para o estudo de mecanismos en-

volvidos na SM e potenciais terapêuticos para prevenção e tratamento desta síndrome e doen-

ças associadas. A indução da SM em ratos por frutose é um modelo alvo de extensas investi-

gações. Já é bem elucidado que este modelo experimental de SM induz hipertensão, hipertri-

gliceridemia, hiperinsulinemia e resistência à insulina em ratos (SÁNCHEZ-LOZADA et al.,

2007).
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Estudos envolvendo os mecanismos e sintomas metabólicos com o efeito de plantas

medicinais sobre várias doenças têm aumentado nos últimos anos e são úteis para a descober-

ta de novas terapêuticas para DCV. As plantas medicinais são fontes ricas para o desenvolvi-

mento de novos produtos farmacêuticos, já que seus metabólitos secundários, como compos-

tos fenólicos, flavonoides, alcaloides, entre outros, são conhecidos por possuírem proprieda-

des medicinais importantes (JOHN et al., 2014).

A análise fitoquímica do extrato das folhas de Campomanesia xanthocarpa, conhecida

popularmente  como guabiroba,  indicaram a presença  de flavonoides,  saponinas,  taninos  e

terpenos, os quais poderiam justificar os usos empíricos desta planta (KLAFKE et al., 2010;

MARKMAN et al., 2004). No sul do Brasil, a C. xanthocarpa tem sido popularmente usada

por seu efeito potencial em reduzir os níveis de colesterol sanguíneo, sendo confirmado por

Klafke et  al.  (2010) em estudo com pacientes  hipercolesterolêmicos.  Os relatos populares

acerca do uso tradicional do chá das folhas de guabiroba revelam ainda sua utilização para

diversas doenças,  incluindo inflamatórias,  renais,  digestórias,  reumáticas,  hepáticas,  cistite,

redução de peso, entre outras (ALICE et al., 1995; DICKEL et al., 2007).

Outros estudos demonstraram a eficácia da guabiroba contra o diabetes, à úlcera, como

antioxidante e anti-inflamatória (MARKMAN et al., 2004; VINAGRE et al., 2010; VIECILI

et al., 2014; KLAFKE et al., 2016). 

Considerando  a  escassez  de  estudos  sobre  a  ação  da  C.  xanthocarpa em DCV,  o

presente  estudo visa  avaliar  a  composição  química  desta  planta  e  mecanismos  de  efeitos

potenciais  do extrato  aquoso no sistema cardiovascular  em ratos  normotensos  e  com SM

induzida por frutose. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1. O uso de plantas medicinais 

Plantas medicinais são utilizadas pela humanidade desde o começo das civilizações

(FRISHMAN et al., 2004) e talvez a constante busca da cura de doenças pela ingestão de

ervas tenha sido uma das primeiras formas de utilização dos produtos naturais (VEIGA JR et

al.,  2005).  Alguns registros históricos mostram que há mais  de 5000 anos os chineses  já

colecionavam listagens  de  substâncias  de  origem vegetal  para  cura  de  suas  enfermidades

(SOUZA et al.,  2010).  Por muitos anos,  o conhecimento popular fez do uso de plantas a

principal fonte de recursos para o tratamento de enfermidades que acometiam a população e

para,  assim,  aumentar  suas  chances  de  sobrevivência  através  da  melhoria  de  sua  saúde

(ALVIM et al., 2006). 

Desde 1980, em virtude de mudanças na política, economia e saúde, algumas práticas

populares,  como o uso terapêutico  de plantas  medicinais,  começaram a ser resgatados no

âmbito científico, não no sentido de oposição à alopatia, mas para complemento das práticas

de  saúde.  Entre  os  motivos  desta  retomada,  é  destacável  a  falta  de  sucesso  em modelos

médicos e biológicos no tratamento de doenças, os efeitos iatrogênicos associados com o alto

custo de alguns medicamentos alopáticos, comprovada eficácia cientificamente de algumas

plantas  juntamente  ao  respeito  e  avaliação  dos  aspectos  culturais  que  estão  claramente

presentes no contexto destas práticas (ALVIM et al., 2006).

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), planta medicinal é “todo e

qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas

com  fins  terapêuticos  ou  que  sejam  precursores  de  fármacos  semissintéticos”.  Tem-se

conhecimento que 80% da população mundial dependem das fontes naturais no que se refere

à atenção primária à saúde e, destes, 85% usa plantas ou preparações com base em vegetais

(WHO, 2002). No Brasil,  há estimativas que o uso de plantas medicinais seja oriundo da

miscigenação do povo brasileiro, principalmente pela influência dos índios, negros e europeus

(BARCELOS et al., 2010). 
No  entanto,  as  plantas  medicinais  são  consumidas  pela  população  com pouca  ou

nenhuma comprovação das suas propriedades farmacológicas, sendo muitas vezes indicadas

por comerciantes ou usuários para fins diferentes e sem levar em consideração uma possível
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toxicidade  ou  presença  de  substâncias  não  identificadas,  adulterantes,  diluentes,  ou

simplesmente misturas com outros extratos vegetais, comprometendo a qualidade do produto

natural ou fitoterápico, o que vem sendo abordado em publicações científicas (MACIEL et al.,

2002; VEIGA JR et al., 2006).

Uma das atitudes desenvolvida pelo governo brasileiro foi a criação, em 2006, através

do  Ministério  da  Saúde,  da  Política  Nacional  de  Práticas  Integrativas  e  Complementares

(PNPIC), direcionada aos pacientes atendidos pelo Sistema Único de Saúde, que tem como

um dos seus objetivos o incentivo ao uso de plantas medicinais como tratamento, já que “o

Brasil  possui  grande  potencial  para  o  desenvolvimento  dessa  terapêutica,  como  a  maior

diversidade  vegetal  do  mundo,  o  uso  de  plantas  medicinais  vinculado  ao  conhecimento

tradicional e tecnologia para validar cientificamente este conhecimento” (MINISTÉRIO DA

SAÚDE, 2006).

   Neste  mesmo  intuito,  o  Programa  Nacional  de  Plantas  Medicinais  e  Fitoterápicos

(BRASIL,  2009)  incentiva  estudos  com  plantas  medicinais  para  usos  no  SUS,  seguros,

eficazes e de qualidade, bem como reconhece as práticas populares e tradicionais de plantas e

remédios caseiros.

No Brasil e no mundo, o uso de plantas medicinais como tratamento alternativo de

doenças  como as  que  atingem o sistema cardiovascular  cresce  significativamente.  É  uma

característica das plantas medicinais sua ampla utilização terapêutica e grande aceitação por

parte da população. Em contraste com medicamentos modernos,  as plantas medicinais são

frequentemente usadas para o tratamento de doenças crônicas (CALIXTO, 2000). Com base

nestes dados, diversos vegetais têm sido estudados com objetivos de fornecer bases científicas

para tais aplicações e ampliar o arsenal terapêutico de doenças como a hipertensão (BASTOS

et al., 2009). 

A utilização  das  plantas  medicinais  vai  muito  para  além  do  seu  uso  popular.  O

isolamento  de  determinadas  substâncias  ativas  a  partir  de  fontes  naturais  revolucionou  a

história da medicina. A morfina, por exemplo, foi isolada do ópio por Sertürner, no início do

século XIX, a partir da planta Papaver somniferum L., vulgarmente conhecida como papoula

do oriente. Assim como os glicosídeos cardiotônicos da  Digitalis spp (BARREIRA, 2001).

Segundo Brandão  et  al.  (2010),  acredita-se  que  nos  últimos  25  anos,  77,8% dos  agentes

anticancerígenos testados e aprovados são derivados de produtos naturais, havendo um vasto

número  de  substâncias  ativas  como  a  vincristina,  rutina,  emetina  ou  colchicina  que  são

amplamente utilizadas na prática clínica.  Só nos anos 80 a pesquisa científica resultou na
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identificação de 212 compostos de origem vegetal  provenientes  de 95 espécies de plantas

(ALVES, 2001).

Dentre as substâncias de origem vegetal mais abundantes podemos citar os compostos

fenólicos e alcaloides.  Os compostos fenólicos são substâncias amplamente distribuídas na

Natureza, mais de 8000 compostos fenólicos já foram detectados em plantas, enquadrando-se

em diversas categorias, como fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados de ácidos benzóico e

cinâmico), cumarinas, flavonóides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e

ligninas  (NACZK;  SHAHIDI,  2004). Esse  grande  e  complexo  grupo  faz  parte  dos

constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Tais classes de

compostos podem ser pigmentos, que dão a aparência colorida aos alimentos, ou produtos do

metabolismo  secundário,  normalmente  derivado  de  reações  de  defesa  das  plantas  contra

agressões do ambiente (SILVA et al., 2010).

Adicionalmente,  muitos  desses  compostos  agem como  antioxidantes,  não  somente

pela sua habilidade em doar hidrogênio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais

intermediários  estáveis,  que  impedem  a  oxidação  de  vários  ingredientes  do  alimento,

particularmente  de  lipídios,  demonstrando  seu  potencial  efeito  na  prevenção  de  diversas

enfermidades  cardiovasculares,  cancerígenas  e  neurológicas  (BRAND-WILLIAMS;

CUVELIER; BERSET, 1995)

Os alcaloides são um dos grupos mais abundante de metabólitos secundários encontra-

do em organismos vivos e tem uma grande variedade de tipos estruturais, vias biossintéticas e

atividades farmacológicas. Apesar de tradicionalmente serem extraídos de plantas, muitos são

também encontrados em animais, insetos, invertebrados marinhos e microorganismos. Os al-

caloides têm sido utilizados na medicina por muitos anos e alguns são matérias primas de dro-

gas usadas até hoje (ROBERTS; WINK, 1998).  Dentre eles os mais famosos são a atropina

(antiespasmódico), morfina (analgésico opioide), cocaína (estimulante e anestésico local), tu-

bocurarina (miorelaxante), colchicina (tratamento da gota), ajmalicina (antiarrítmico) e a vim-

blastina, utilizada no tratamento do câncer (RANG et al, 2001).

Geralmente,  os princípios ativos responsáveis pela ação farmacológica de plantas

medicinais são desconhecidos. Uma característica básica de agentes fitoterápicos é o fato de

que normalmente não possuem um efeito farmacológico imediato. Por esta razão, não são uti-

lizados para tratamento de emergência e sim para prevenção ou ainda controle de diferentes

doenças (CALIXTO, 2000).
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A indústria farmacêutica, baseada em dados experimentais, empregou cada vez mais

métodos modernos de química medicinal, incluindo a modelagem molecular, como poderosas

ferramentas  para  o estudo das  relações  estrutura-atividade,  com foco no entendimento  de

complexos biológicos e sistemas químicos. A integração de estratégias computacionais e ex-

perimentais tem sido de grande valor na identificação e desenvolvimento de novos compostos

promissores. (FERREIRA et al., 2015).

O acoplamento molecular, a blindagem virtual baseada em estrutura (SBVS) e a di-

nâmica molecular (MD) estão entre as estratégias de desenho de fármacos baseadas na estru-

tura (SBDD) mais utilizadas devido à sua vasta gama de aplicações na análise de eventos de

reconhecimento  molecular,  interações  moleculares  e  alterações  conformacionais  induzidas

(KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2011).

Os métodos de ancoragem molecular exploram as conformações de ligantes adota-

dos nos locais de ligação de alvos macromoleculares. Esta abordagem também estima a ener-

gia livre de ligação ligante-receptor, avaliando fenômenos críticos envolvidos no processo de

reconhecimento intermolecular. Hoje, como uma variedade de algoritmos de acoplamento es-

tão disponíveis, a compreensão das vantagens e limitações de cada método é de fundamental

importância no desenvolvimento de estratégias eficazes e na geração de resultados relevantes

(FERREIRA et al., 2015).

As abordagens SBDD têm sido aplicadas como valiosas ferramentas de descoberta

de fármacos tanto na academia como na indústria, devido à sua versatilidade e carácter si-

nérgico. Estas abordagens têm sido empregadas com sucesso em uma série de investigações

de dados estruturais, químicos e biológicos (DRWAL; GRIFFITH, 2013). Portanto, o uso des-

tes modelos aliados a experimentos químicos e biológicos aumentam a capacidade de avalia-

ção de compostos com potencial farmacológico.

2.2. Campomanesia xanthocarpa (Família Myrtaceae)

A família Myrtaceae constitui uma das mais importantes famílias de Angiospermas,

compreende cerca de 140 gêneros e 3.500 espécies de árvores e arbustos, distribuídos em

regiões tropicais e subtropicais da Austrália, Ásia e América. É considerada uma das famílias

mais bem representadas no Brasil,  com distribuição de suas espécies em todos os biomas,

onde  são  registrados  23  gêneros  e  aproximadamente  997  espécies  (LANDRUM;

KAWASAKI, 1997; SOBRAL et al., 2014).
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Essa  família  apresenta  grande  potencial  econômico,  tanto  que  suas  espécies  são

utilizadas  na  alimentação,  como,  as  espécies  de  Psidium  guajava L.  (goiaba),  Eugenia

uniflora L.  (pitanga),  Campomanesia xanthocarpa Berg.  (guabiroba),  Myrciaria cauliflora

(jabuticaba), as quais são consumidas em forma de suco, doces, geleias e sorvetes (LORENZI

et  al.,  2006).  Na ornamentação,  destacam-se as  espécies  Eugenia  sprengelii DC. (murta),

Leptospermum  scoparium (érica)  e  Callistemon  spp.  (escova-de-garrafa).  No  campo

medicinal destacam-se Eucalyptus globulus L. (eucalipto), empregado no tratamento da gripe,

congestão nasal e sinusite; Myrciaria dubia (Kunth), (camu-camu) que apresenta alto teor de

vitamina C, segundo informações etnofarmacológicas; e Myrcia multiflora (Lam.) DC (pedra-

hume),  com  ação  anti-diabética  comprovada (LORENZI;  MATOS,  2002).  Também

apresentam  importância  ecológica,  pois  seus  frutos  suculentos  e  carnosos  são  fontes  de

alimento à fauna silvestre. Muitos animais que se alimentam desses frutos acabam veiculando

a  dispersão  das  sementes  e  favorecendo  a  sobrevivência  e  permanência  dessas  espécies

(GRESSLER, 2006; PIZZO, 2003).

A  espécie  Campomanesia  xanthocarpa Berg.,  popularmente  conhecida  como

guabirobeira,  guabiroba,  guavirova,  guabirobeira-do-mato  e  guabira  é  uma  planta  nativa

brasileira, rústica, que exige poucos cuidados, podendo atingir 15 metros de altura, encontrada

desde o estado de Minas Gerais até o extremo sul do Rio Grande do Sul. Apresenta folhagem

verde escura, floresce entre setembro a outubro e frutifica entre novembro e dezembro. Suas

flores  são esbranquiçadas  e  os  frutos  apresentam-se em bagas  arredondadas  de coloração

verde a amarela, quando maduros (LORENZI, 1992). 

Seus frutos têm sabor delicado e levemente doce e são aproveitados na produção de

refrescos, sorvetes e licores, além da produção de doces caseiros, o que indica a presença de

Figura 1 – Folhas de Campomanesia xanthocarpa
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substâncias  pécticas  em  teores  significativos.  As  pectinas  são  utilizadas  nas  indústrias

alimentícia  e  farmacêutica,  devido  às  suas  propriedades  geleificantes  e  estabilizantes.  A

gabiroba  apresenta  propriedades  nutricionais  devido  ao  seu  alto  teor  de  vitamina  C,  sais

minerais e compostos fenólicos, o que permite considerá-la alimento funcional (LORENZI,

1992; SANTOS et al., 2009).

Infusões preparadas com folhas de guabirobeira são utilizadas na medicina popular

como depurativo, antidiarreico, antirreumático, anti-inflamatório, doenças do trato urinário, e

para baixar os níveis sanguíneos de colesterol e triglicerídeos (ALICE et al., 1995). Estudos

vêm sendo feitos  com a  planta  para  comprovar  seus  efeitos  cientificamente.  Fernandes  e

Vargas  (2003)  demonstraram  seu  potencial  mutagênico  que  resultaram  em  efeito  co-

mutagênico e protetivo ao material genético. Markman et al. (2004) descreveram a atividade

antiulcerígena do extrato alcoólico da C. xanthocarpa e testaram uma dose tóxica aguda não

verificando mudança de peso corporal e de órgãos como fígado, rins,  pulmões e coração.

Porém, apenas uma única dose foi testada e nenhum outro parâmetro fisiológico foi verificado

neste estudo.

O  tratamento  crônico  da  obesidade  em  ratos,  com  a  infusão  de  folhas  de  C.

xanthocarpa, levou a um decréscimo significante na massa corpórea, bem como reduziu a

glicose  em  estudo  realizado  por  Biavatti  et  al.  (2004).  Dickel  et  al.  (2007)  fizeram  um

levantamento entrevistando herbalistas de Porto Alegre sobre o uso popular de plantas para

redução da obesidade na população da capital do RS, no qual a guabiroba foi bem citada, e

não  só  para  redução  de  peso  corporal,  como  antirreumático,  antidiarreico,  adstringente,

regulador do fluxo intestinal e para tratar desordens hepáticas, cistite e uretrite.

Pastori et al. (2013) comprovaram as atividades antiproliferativas e antigenotóxicas do

extrato de C. xanthocarpa usando testes in vivo de células de ponta radicular de Allium cepa.

Klafke et al. (2012) apontaram atividade antiplaquetária, antitrombótica e fibrinolítica, e que o

extrato de guabiroba pode ser eficaz na prevenção da formação de trombos através de várias

vias.  Ainda  outros  estudos  demonstraram  que  o  extrato  de  C.  xanthocarpa é  capaz  de

promover a redução do estresse oxidativo e do processo inflamatório (Viecili  et al.,  2014;

Klafke et al., 2016).

Klafke et  al.  (2010) em estudo com humanos  hipercolesterolêmicos  em tratamento

com cápsulas contendo C. xanthocarpa, demonstraram redução nos níveis de colesterol total e

LDL consideráveis, e relacionaram este efeito com suas propriedades antioxidantes. O grau de
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redução  do  LDL-colesterol  demonstrado  nesse  trabalho  foi  suficiente  para  interferir  no

tamanho da placa aterosclerótica, reduzindo o risco de doenças coronárias. 

Os resultados  do  estudo de  Vinagre  et  al.  (2010),  sugerem que o  tratamento  com

decocto das folhas de C. xanthocarpa pode ser útil para o manejo do diabetes melittus, porém

ressaltam que estudos farmacológicos e toxicológicos ainda são necessários. Destacam que

muitos  medicamentos  orais  ainda  possuem  efeitos  adversos,  e  o  gerenciamento  da

hiperglicemia e hiperlipidemia com fármacos para baixar seus níveis é um desafio para o

sistema médico público, pois outro problema grave com tais medicamentos são os elevados

custos que demandam.

Apesar  dos  estudos  com  a  C.  xanthocarpa e  de  seus  potenciais  fitoterápicos,  há

necessidade de estudos mais aprofundados acerca da farmacologia, toxicidade e mecanismos

de ação sobre parâmetros tão importantes, como os cardiovasculares, que atingem a saúde da

população mundial. 

2.3. Doenças Cardiovasculares 

As doenças  cardiovasculares  (DCV)  geralmente  provêm de  disfunções  vasculares,

como  por  exemplo,  aterosclerose,  trombose  ou  hipertensão,  as  quais  comprometem  o

funcionamento de órgãos. Notavelmente, o coração e o cérebro podem ser afetados, como em

caso de infarto do miocárdio e  mal súbito. Nas últimas décadas, grandes avanços foram feitos

no  tratamento  de  alguns  tipos  de  DCV,  no  entanto,  novas  opções  de  tratamento  são

urgentemente  necessárias.  Ainda  melhorar  o  diagnóstico  é  crucial,  porque  ao  detectar  a

doença em estágios iniciais, o foco da terapia pode passar do tratamento para a prevenção

(GIELEN; LANDMESSER, 2014).

As DCV são a principal causa de morbidade e mortalidade de milhões de pessoas no

mundo,  o  que inclui  uma variedade  de doenças  como doença  vascular  periférica,  doença

arterial coronária, insuficiência cardíaca, dislipidemias, hipertensão, e até SM pela associação

de vários sintomas (LIM; KO; KIM, 2013).
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2.3.1. Hipertensão 

A hipertensão  arterial  é  considerada  um  dos  fatores  de  risco  mais  relevantes  na

etiologia das DCV, e aproximadamente 90 a 95% dos casos de hipertensão ocorrem por causa

desconhecida, portanto, nomeada hipertensão arterial essencial (CHOBANIAN et al., 2003;

PEREIRA  et  al.,  2009).  Diversos  mecanismos  têm  sido  implicados  na  patogênese  da

hipertensão  arterial,  dentre  eles,  o  aumento  da atividade  do sistema nervoso simpático,  a

superativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona, a disfunção endotelial vascular, o

remodelamento cardíaco e vascular, e a alteração do processo de angiogênese (NADAR et al.,

2006). Em estágios iniciais da hipertensão, a atividade simpática e o débito cardíaco estão

aumentados,  contribuindo  para  a  elevação  da  pressão  arterial.  Entretanto,  com  o

estabelecimento da patologia,  o aumento da resistência periférica parece ser a razão física

para a manutenção da pressão arterial elevada (MULVANY, 2012). 

A ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um dos mecanismos

mais  importantes  que  contribuem  para  a  disfunção  da  célula  endotelial,  remodelamento

vascular  e  hipertensão.  A  renina,  uma  protease  produzida  apenas  pelas  células

justaglomerulares renais, cliva o angiotensinogênio (substrato da renina, produzido no fígado)

em angiotensina I (AI), que é convertida pela enzima conversora de angiotensina I (ECA) em

angiotensina II (AII). A ECA é mais abundante nos pulmões, mas também está presente em

outros tecidos como no coração e na vasculatura sistêmica (ECA tecidual). A interação da AII

com os receptores AT1 acoplados à proteína G ativam numerosos processos celulares que

contribuem para a hipertensão e aceleram a lesão hipertensiva de órgãos-alvo. Esses processos

incluem  vasoconstrição,  geração  de  espécies  reativas  de  oxigênio,  inflamação  vascular,

remodelamento vascular e cardíaco e produção de aldosterona, principal mineralocorticoide.

Existem evidências crescentes de que a aldosterona, a AII e até mesmo a renina e a pró-renina

ativam múltiplas vias de sinalização que podem afetar a saúde vascular e causar hipertensão

(LIBBY et al., 2010). 

Os  efeitos  cardiovasculares  podem  ser  estudados  dando  enfoque  à  avaliação  da

contratilidade  através  da  quantificação  da  miosina,  a  qual  é  uma  proteína  envolvida  na

contração miocárdica, que pode sofrer alterações em patologias como hipertensão, diabetes e

outras (MERCADIER et al., 1981; RUNDELL et al., 2004). A subunidade da cadeia pesada

da miosina (MHC), que contém o sítio para a atividade ATPase, existe em duas formas: uma

forma rápida, o homodímero   (ou V1) e uma lenta,   (ou V3). A ATPase miosínica é a
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enzima  responsável  pela  hidrólise  do  ATP,  com  liberação  da  energia  requerida  para  a

contração muscular. 

Algumas patologias  cardíacas ou sistêmicas  (LOMPRÉ et al,  1979) podem levar à

mudança na expressão das isoformas da cadeia pesada da miosina (MHC) de alfa-MHC para

beta-MHC,  na  tentativa  de  consumir  menos  ATP para  geração  do  trabalho  cardíaco.  A

mudança  das  isoformas  da  miosina  pode  ser  inferida  pela  determinação  da  atividade  da

ATPase miosínica (DECAYRE; SWYNGHEDAUW, 1975) ou diretamente pela quantificação

da expressão proteica de suas isoformas (LEMON et al., 2011; TALMADGE; ROY, 1993;

ZHANG et al., 2003). 

A reprogramação  da  expressão  gênica  da  miosina  parece  ocorrer  numa  tentativa

aparente de poupar substratos de alta energia e melhorar o desempenho mecânico do músculo

ventricular frente a maior demanda de trabalho ao qual está submetido (RUNDELL et al.,

2004). A melhoria da função ventricular em humanos com cardiopatia dilatada foi diretamente

relacionada ao aumento da expressão de alfa-MHC. Pequeno aumento na expressão de alfa-

MHC em corações insuficientes pode ser benéfico para melhorar a contratilidade miocárdica e

o débito cardíaco, o qual pode ter impacto funcional significante (ABRAHAM et al., 2002).

A  hipertensão  essencial  é  uma  condição  patológica  altamente  prevalente  que  é

considerada um dos fatores de risco cardiovascular  mais relevantes e é uma importante causa

de morbidade e mortalidade em todo o mundo (DINH et al., 2001). Os estudos acerca dessa

doença  são  muito  relevantes,  bem  como  de  compostos  de  origem  vegetal  que  tenham

potencial  terapêutico,  pois  medicamentos  para  hipertensão  à  base  de  plantas  ainda

permanecem uma escolha popular (ALAMGEER et al., 2014).

2.3.2. Síndrome Metabólica

A Síndrome Metabólica (SM) foi descrita primeiramente em 1988 por Reaven para de-

nominar  uma  combinação  de  fatores  de  risco  prevalentes  para  doenças  cardiovasculares

(DCV) (REAVEN, 1988). É caracterizada pelo agrupamento de riscos metabólicos encontra-

dos em uma mesma pessoa, tais como, obesidade, resistência à insulina, intolerância a glicose,

dislipidemia e hipertensão. O primeiro acordo unificado sobre a definição da SM foi feito du-

rante um encontro organizado pela Federação Internacional de Diabetes (IDF) em 2005 (WIL-

SON et al., 2005). 
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A fisiopatologia da SM é bem complexa e ainda bastante estudada. A maioria dos paci-

entes é de obesos, idosos, sedentários e possui resistência a insulina. Os fatores determinantes

já identificados são peso, genética, envelhecimento, estilo de vida e consumo calórico em ex-

cesso (KATZMARYK et al., 2003). 

A definição de SM mais usada para diagnóstico é a proposta pela National Cholesterol

Education Program’s Adult Treatment Panel III (NECP-ATPIII), a qual descreve que pacien-

tes com SM possuem pelo menos três das seguintes alterações: obesidade visceral (circunfe-

rência abdominal > 102 cm para homens e > 88 cm para mulheres), pressão arterial elevada (>

130/85 mmHg), disglicemia (glicose plasmática > 100 mg/dL), concentrações de triglicerí-

deos elevada (> 150 mg/dL) e baixos níveis de colesterol HDL (< 40 mg/dL em homens e <

50 mg/dL em mulheres) (GRUNDY et al., 2005).

Mesmo que não esteja claro se o diagnóstico da SM possa ajudar na prática clínica, é

reconhecido que esta síndrome representa uma combinação fisiopatológica importante para

estudar o metabolismo de humanos e modelos animais (BORCH-JOHNSEN; WAREHAM,

2010). Pois a presença da SM leva a um aumento do risco de desenvolvimento de Diabetes

Mellitus do tipo 2 e DCV na forma de aterosclerose coronária ou periférica e insuficiência

cardíaca. Ainda, a SM está associada com outras complicações sistêmicas que afetam diferen-

tes órgãos, tais como a doença hepática, respiratória, osteoarticular e câncer (ZAMBON et al.,

2009).

Embora seja bem aceito que o principal mecanismo patogênico envolvido nas altera-

ções metabólicas de primeiro nível em pacientes com SM seja a resistência à insulina, uma

gama de evidências demonstram uma forte ligação entre a SM, um estado crônico de baixa in-

flamação e estresse oxidativo, como segundo nível de alterações (WELLEN; HOTAMISLI-

GIL, 2005). De fato, o estresse oxidativo tem um importante papel na patogênese de altera-

ções vasculares, ativando ou exacerbando os processos bioquímicos acompanhados da SM

(STOCKER; KEANEY, 2004).

Em geral, a SM já é caracterizada por um  status pró-oxidante/pró-inflamatório que

predispõe  pacientes  a  maiores  eventos  cardiovasculares  (GALASSETTI,  2012).  Estudos

apontam que a hiperuricemia e dislipidemia aterogênica contribuem do aumento da pressão

arterial a resistência à insulina (BRUNZELL; AYYOBI, 2003; HEINIG; JOHNSON, 2006;

ROBINS et al., 2003).

Dados  epidemiológicos  existentes  quanto  à  prevalência  da  SM,  apontam  sua

ocorrência em diferentes grupos étnicos e populações de diversos países. Pesquisas indicam
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que a prevalência da SM é estimada entre 20 a 25% da população geral, com comportamento

crescente nas últimas décadas (DUNSTAN et al., 2002). Entre populações há uma variação de

prevalência  de 12,4% a 28,5% em homens  e 10,7 a 40,5% em mulheres,  dependendo do

critério utilizado e da característica populacional (AGUILAR-SALINAS et al., 2004; FORD;

GILES; DIETZ, 2002; MOHAN et al., 2001). Esta prevalência é ainda maior entre homens e

mulheres com idades avançadas, chegando a 42% entre indivíduos com idade superior a 60

anos (FORD; GILES; DIETZ, 2002).

Entretanto, investigações constataram que a prevalência da SM se elevou na população

mais  jovem  há  uma  década,  o  que  deve  ser  objeto  de  preocupação  social,  pois  indica

agravamento das epidemias de diabetes, hipertensão arterial e eventos cardiovasculares fatais

e não fatais nos anos atuais e futuros (SALAROLI et al., 2007).

A SM pode ser estudada em modelos experimentais animais. Há diferentes modelos

em  ratos,  tanto  de  ocorrência  natural  como  mutação  genética  para  obesidade  e  outras

alterações  metabólicas  relacionadas  à  SM humana.  Deve-se tomar  cuidado na  escolha  do

modelo a ser utilizado para o estudo da SM, analisando o grau com que o animal desenvolve

obesidade,  hiperlipidemia,  resistência  à insulina e hipertensão.  Embora não exista  modelo

animal  perfeito  para  doenças  humanas,  cada  um tem atributos  específicos  que  os  tornam

usuais para estudar os mecanismos da SM, bem como terapias  potenciais  (ARION et  al.,

2010).

A SM pode ser induzida por frutose experimentalmente em ratos pela alimentação com

alta concentração de frutose na dieta (60%) (HWANG et al., 1987; NAKAGAWA et al., 2006)

ou adicionando a frutose na água de beber (10 – 20%) (DAI; MCNEILL, 1995). Diferentes

vias de administração podem induzir um consumo variável de frutose e, por sua vez, resultar

em manifestações variáveis de componentes da SM. No entanto, ambas as administrações são

capazes de induzir hipertensão sistêmica, hiperuricemia e hipertrigliceridemia, sendo modelos

muito úteis na pesquisa dos mecanimos da SM e potenciais  farmacológicos de compostos

(SÁNCHEZ-LOZADA et al., 2007).

Considerando  que  o  ambiente  socioeconômico  de  supernutrição  e  sedentarismo

continuarão a existir, as consequências à saúde são substanciais e podem afetar o bem-estar da

espécie humana moderna (FRIEDMAN, 2009). Neste contexto a descrição de mecanismos

bioquímicos, fisiológicos e patológicos que liguem a SM com o estilo de vida e melhorias

cotidianas é muito importante.
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Dessa forma, tendo em vista o exposto até aqui, este trabalho objetiva avaliar o extrato

aquoso da Campomanesia xanthocarpa, conhecida como guabiroba, quanto a sua fitoquímica,

e ainda seus efeitos sobre o sistema cardiovascular de rato, já que a mesma é popularmente

utilizada no combate e tratamento de diferentes enfermidades. 
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3. OBJETIVO 

3.1. Objetivo Geral

Analisar a composição fitoquímica e investigar a farmacodinâmica do extrato aquoso

das  folhas  da  Campomanesia  xanthocarpa sobre  o  sistema  cardiovascular  de  ratos

normotensos e ratos com síndrome metabólica induzida por frutose.

3.2. Objetivos Específicos

 Analisar a composição de fenólicos totais e flavonoides do extrato aquoso; 

 Identificar componentes presentes no extrato aquoso;

 Avaliar parâmetros hemodinâmicos de ratos normotensos com administração aguda de

extrato;

 Investigar  o mecanismo de ação do possível  efeito  hipotensor  do extrato em ratos

normotensos;

 Avaliar a interação entre o AT1R e constituintes do extrato; 

 Determinar  a  atividade  específica  da  ATPase  miosínica  cardíaca  em  ratos  com

síndrome metabólica induzida por frutose e tratados com o extrato;

 Quantificar  a  expressão  de  genes  marcadores  cardíacos  em  ratos  com  síndrome

metabólica induzida por frutose e tratados com o extrato.
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4. METODOLOGIA

Todos  os  procedimentos  realizados  nesta  pesquisa  estão  em concordância  com os

Princípios Internacionais para a Pesquisa envolvendo Animais (Genebra), e com a legislação

brasileira disposta na Lei nº 11.794/2008 (Procedimentos para uso científico de animais) e no

Decreto 24.645/34 (Dos Direitos dos Animais) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em

Uso de Animais da Unipampa, CEUA 017/2014.

 

4.1. Material botânico

As coletas das folhas de  Campomanesia xanthocarpa foram feitas no município de

Uruguaiana/RS, latitude -29.7495, longitude -57.0882, 29º44'58” sul 57º5'18” oeste, em Julho

e Outubro de 2014. O material foi identificado e uma exsicata foi depositada no Herbário da

Universidade Federal do Pampa Campus São Gabriel.

Para preparação do extrato as folhas ainda frescas foram submetidas a uma lavagem

com solução de hipoclorito a 0,4% por 1 hora, logo após nova lavagem em água corrente por

15 minutos, secas em estufa a 37°C por aproximadamente 72 horas, até atingir peso constante,

mantendo umidade inferior a 10% (KLAFKE et al., 2010). Depois de trituradas em moinho de

facas,  transformando  em  pó,  o  extrato  aquoso  foi  preparado  através  de  infusão  por  10

minutos, e posteriormente resfriado, filtrado e liofilizado (VINAGRE et al., 2010). 

4.2. Análises fitoquímicas

4.2.1. Determinação de fenólicos totais

O conteúdo de fenólicos totais no extrato aquoso de Campomanesia xanthocarpa foi

determinado através de método colorimétrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Em

tubos de ensaio foram adicionados 100 µL das amostras, misturados a 500 µL do reagente de

Folin-Ciocalteu e acrescentados 6 mL de água, agitando-se e deixando-se em repouso por 1

min. Após, foram adicionados 500 µL de carbonato de sódio a 15% e o restante de volume (10
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mL) completado com água. As amostras foram mantidas à temperatura ambiente e ao abrigo

da luz por 30 minutos.  Então,  foram realizadas as leituras em Espectrofotômetro UV-VIS

Lambda 35 Perkin Elmer® (Norwalk, CT, USA) no comprimento de onda de 750 nm.

Para a determinação dos resultados foi construída uma curva padrão de ácido gálico,

na qual foram utilizadas as concentrações de 2, 4, 6 e 8  g/mL. Alíquotas de 50 µL dessas

soluções foram submetidas ao protocolo descrito acima e os resultados foram expressos em

mgEAG/mL de extrato, utilizando a média de três determinações.

4.2.2. Determinação de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando o protocolo descrito por Chang

et al. (2002) que baseia-se em metodologia colorimétrica. Em balão volumétrico de 25 mL

foram  transferidos  500  µL  da  amostra  e  completado  o  volume  com  água  (solvente

correspondente). Na sequência, adicionou-se 500 µL do reagente de cloreto de alumínio 0,5%.

As amostras foram então deixadas em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente e ao

abrigo da luz. Posteriormente, foi realizada leitura em Espectrofotômetro UV-VIS Lambda 35

Perkin  Elmer® (Norwalk,  CT,  USA) em comprimento  de onda de 415 nm.  Os resultados

foram expressos em mg/g de droga vegetal seca, para equivalentes de rutina.

4.2.3. Análises cromatográficas

A composição química do extrato aquoso de C. xanthocarpa foi avaliada em ensaios

por  Cromatografia  Líquida  de  Alta  Eficiência  (CLAE),  em  equipamento  Cromatógrafo

Líquido Prominence Shimadzu® (Kioto, Japão), equipado com bomba LC-20AT, auto-injetor

SIL-20A, detector SPD-20AT, forno de coluna CTO-20A e software LC Solution V. 1.24 SP1.

A separação  cromatográfica  foi  realizada  em coluna  C18,  de  fase  reversa,  Hypersil  C18

Thermo-Scientific (250 x 4,0 mm, 5 μm). Diferentes sistemas cromatográficos foram testados

verificando a melhor  separação dos  constituintes  químicos  na amostra,  conforme tabela  a

seguir.
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Modo de

eluição
Fase móvel

Fluxo

(mL/min)

Volume de

injeção

(µL)

Detecção

(nm)
Referência

Gradiente
Metanol + Água +

Acetonitrila
1,0 50 280 e 340

KATAOKA;

CARDOSO

(2013)

Gradiente
Acetonitrila +

Ácido fórmico 1%
1,0 20 280 e 340

BORGES et al.

(2010)

Gradiente

Metanol + Ácido

acético 85% e

acetonitrila 15%

1,5 20 280 e 340

YESIL-

CELIKTAS et al.

(2007)

Gradiente

Acetonitrila e água

(4:1) + ácido

fórmico

1,0 20 280 e 340
YANG et al.

(2012)

Gradiente

Acetronitrile 5% +

Acetonitrila 50% e

ácido fosfórico

0,5%

1,0 10 280 e 340
YANG et al.

(2007)

Gradiente

Acetonitrila 5% +

Acetonitrila 50% e

ácido fosfórico

0,5%

1,0 40 280 e 340
YANG et al.

(2007) adaptado

O método escolhido foi adaptado de Yang et al. (2007), programando o gradiente da

seguinte forma: solvente A 90% e solvente B 10% durante os primeiros 14minutos, solvente B

aumentando  linearmente  para  15% até  os  20 minutos,  e  esta  condição  foi  mantida  por  4

minutos. Solvente B aumentando linearmente até 70% dos 24 aos 40 minutos e esta condição

foi mantida por mais 4 minutos.

 Para  identificar  e  sugerir  a  presença  de  componentes  no  extrato  de  folha  de  C.

xanthocarpa  os  tempos  de  retenção de pico foram estudados e  foi  feita  uma comparação

completa entre amostras e referências padrão. Os compostos padrão utilizados foram: ácido

Tabela 1 – Sistemas cromatográficos testados para análise cromatográfica
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gálico (200 μg / mL), ácido clorogênico (200 μg / mL), quercetina (200 μg / mL), luteolina

(100 μg / mL), isoquercetina (100 μg / mL), quercitrina (100 Μg / mL), teobromina (35 μg /

mL), ácido cafeico (35 μg / mL) e cafeína (35 μg / mL), preparado com etanol a 50% (v / v).

Exemplos de amostras e referências foram analisados em triplicado.

4.3. Parâmetros hemodinâmicos

Para  a  realização  desses  protocolos,  ratos  Wistar  machos  foram anestesiados  com

uretana  (1,4  g/kg,  i.p.)  e  submetidos  à  cirurgia  de  cateterização  da  artéria  carótida  para

medidas hemodinâmicas;  e da veia jugular, para administração do extrato e fármacos. Para a

cateterização foi utilizado um catéter de polietileno (PE 10 – Clay-Adams) preenchido com

heparina U/L. O cateter da artéria carótida foi conectado a um transdutor de pressão acoplado

a um conversor analógico-digital (Biopac Systems MP150, Inc.; CA).

4.3.1. Curva de doses do extrato

Após 30 minutos de estabilização no equipamento,  para avaliar o efeito do extrato

sobre os parâmetros  hemodinâmicos,  uma curva de doses do extrato foi realizada.  Foram

administradas as doses de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mg/kg do extrato em um

volume de 0,2 mL de salina (n = 8) com intervalos de 15 minutos. As medidas de pressão

arterial  sistólica  (PAS),  diastólica  (PAD)  e  frequência  cardíaca  (FC)  foram  registradas

constantemente enquanto os animais estavam no equipamento e foram gravadas em software

Biopac para análise off-line.

4.3.2. Possíveis mecanismos de ação do extrato

Para investigar  os mecanismos envolvidos  no possível  efeito  hipotensor  do extrato

aquoso  de  C.  xanthocarpa alguns  fármacos  foram  administrados  após  30  minutos  de

estabilização, são elas: 
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 Nω-Nitro-L-arginina  metil  ester (L-NAME),  um  inibidor  da  síntese  de  óxido

nítrico, na dose de 30 mg/kg, n = 8 (CHASWAL et al., 2011); 

 Losartana, antagonista do receptor AT1 da angiotensina II, na dose de 10 mg/kg, n

= 8 (COLLISTER; HORNFELDT; OSBORN, 1996);

 Hexametônio,  um  bloqueador  ganglionar,  na  dose  de  20  mg/kg,  n  =  8

(BIANCARDI et al., 2007);

Após administração dos fármacos, uma nova estabilização foi realizada e o extrato foi

administrado nas doses de 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 e 100 mg/kg utilizando 0,2 mL de salina

como veículo em intervalos de 15 minutos, com exceção do protocolo do L-NAME, para o

qual foram usadas doses de 5 a 25 mg/kg, pois 50mg/kg do extrato após a administração da

droga causava uma rápida queda na pressão arterial induzindo a morte de alguns animais. As

medidas  de  PAS,  PAD  e  FC  foram  registradas  constantemente  e  gravadas  em  software

específico.

4.4. Tratamento prolongado

4.4.1. Animais

Os ratos Wistar  (Rattus norvegicus;  Classe Mammalia) com 60 dias de idade foram

adquiridos  do  biotério  da  Universidade  Federal  de  Santa  Maria,  e  mantidos  em  gaiolas

apropriadas em ambiente controlado, com temperatura entre 20 e 22°C e luz 12 horas diárias,

com água (quando não em tratamento específico) e ração à vontade. Foram utilizados 40 ratos

machos, para não ter interferências da oscilação hormonal existente em fêmeas,  com peso

médio de 200 g. 

4.4.2. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos com 10 ratos cada, tratados por 30 dias, sendo

esses: 

 Grupo Controle: receberam gavagem diária de 0,8mL de água; 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n5751
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 Grupo Frutose:  receberam frutose  30% na água de  beber  e  gavagem diária  de

0,8mL água;

 Grupo Extrato: receberam extrato diariamente por gavagem na concentração de

500 mg/Kg diluído em 0,8mL de água;

 Grupo Extrato+Frutose: receberam frutose 30% na água e extrato diariamente por

gavagem.

A dose do extrato escolhida para este experimento foi baseada em avaliações prévias

em  que  foram  testadas  doses  de  100  a  5000  mg/Kg  e  nenhum  efeito  toxicológio  foi

observado, sendo assim, optou-se por utilizar 10% da maior dosagem testada. Além disso,

existe um estudo com  C. xanthocarpa que utiliza a dose de 500 mg/Kg em cápsulas para

pacientes hipercolesterolêmicos que obteve bons resultados (KLAFKE et al. 2010).

Após o tratamento os ratos foram anestesiados com xilazina (0,65 mg/Kg) e cetamina

(1,3  mg/Kg)  e  submetidos  ao  procedimento  de  toracotomia  para  retirada  do  coração  e

separação das porções dos ventrículos esquerdos que seriam usadas para os protocolos de

avaliação da atividade da ATPase e expressão gênica.

4.5. Avaliação da atividade específica da ATPase miosínica

4.5.1. Preparação da fração miosínica 

A preparação da fração miosínica  foi  realizada  conforme Bremel;  Weber  (1975) e

descrito  por  Moreira  et  al.  (2003).  Parte  do  VE  dos  ratos,  após  o  tratamento,  foi

homogeneizado em solução tampão fosfato 150 mM contendo 0,6 M de KCl, pH 6,5. Sendo

assim, a miosina solubilizada, precipitada com adição lenta de água, centrifugada a 30.000 x g

por  30  min.  O  precipitado  foi  solubilizado  em  tampão  fosfato  com  KCl  e  novamente

centrifugado a 30.000 xg por 30 min. Estes procedimentos de centrifugação foram realizados

mais duas vezes. O último precipitado foi ressuspenso em 50 mM HEPES, pH 7,0; 600 mM

KCl e 50 % (v/v) glicerol, aliquotado e estocado a –80 °C até o ensaio da atividade.
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4.5.2. Medida da ATPase miosínica

Para  a  avaliação  bioquímica  da  capacidade  do  coração  de  gerar  força  contrátil,  a

atividade ATPásica da miosina foi determinada usando um meio tampão (pH 7,0) contendo 50

mM HEPES; 5mM de CaCl2; 0,6 M KCl; 1 mM de ATP em um volume final de 200 µL

(MOREIRA et al., 2003). O tempo de incubação e a quantidade de proteína adicionada ao

meio de reação foram escolhidos de modo a assegurar a linearidade da formação do produto a

30ºC. A reação foi iniciada pela adição da fração miosínica. A reação foi interrompida pela

adição de ácido tricloroacético (TCA) para uma concentração final de 5%. Alíquotas de 100

µL foram retiradas, diluídas em água (volume final 400 µL) para a determinação do fosfato

liberado.  O produto final  medido na reação foi o fosfato inorgânico (Pi),  pelo método de

Chan; Delfert; Junger, (1986). As amostras foram ensaiadas em triplicatas, sendo a hidrólise

não enzimática corrigida através de controles feitos nas mesmas condições da amostra, exceto

que a fração enzimática foi adicionada após a interrupção da reação pelo TCA. A atividade

específica foi expressa em nmol de fosfato liberado por minuto e por mg de proteína (nmol

Pi/min/mg).  A proteína foi quantificada pelo método de Bradford (1976) usando albumina

bovina (1mg/mL) como padrão.

4.6. Expressão gênica de marcadores cardíacos

A  expressão  gênica  relativa  de  α-MHC,  β-MHC,  α-actina  esquelética  e  fator

natriurético atrial (ANF) no ventrículo esquerdo (VE) foi analisada por reação em cadeia da

polimerase em tempo real (RT-PCR) como marcadores cardíacos.

4.6.1. Extração de RNA total

Para  a  extração  de  RNA  total  0,1g  de  VE  foi homogeneizado  em  1mL  de

TRIzol®Reagent (Invitrogen) e a extração seguida conforme instruções do fabricante. O RNA

precipitado foi lavado com etanol 70% para eliminar resíduos de fenol e sal, e solubilizado em
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água tratada com dicarbonato de etila (DEPC). A concentração das amostras de RNA total foi

quantificada usando o espectrofotômetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA).

A integridade foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%, contendo

0.5  μg/mL de  brometo  de  etídeo.  O gel  foi  imerso em tampão TAE 1X e  a  eletroforese

realizada a  100 mVolts  por  aproximadamente 20 minutos.  A quantidade  das  amostras  foi

avaliada  pela  análise  da  intensidade  das  bandas  correspondentes  às  subunidades  do  RNA

ribossomal  28S  e  18S.  Amostras  que  apresentaram  algum  grau  de  degradação  foram

descartadas.

4.6.2. Síntese de cDNA 

cDNA foi sintetizado utilizando 2 mg de RNA total. As amostras foram incubadas por

uma hora a 42ºC com 0.5 µg/mL de oligo dT (12-18 bp) e a 65ºC por 5 minutos para obter a

primeira banda de cDNA.

4.6.3. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) para expressão do mRNA

A transcriptase reversa das amostras foi realizada em um volume total de 20μL conten-

do 3U de RNAsin (Promega, USA), 10mM dNTP, 0.1M DTT, 1X tampão da enzima, e 2.5U

de SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies, USA) por um período

de 1 hora a 42°C; subsequentemente a temperatura foi elevada a 95°C por 5 minutos e as

amostras colocadas rapidamente no gelo. As reações de real-time PCR foram realizadas pelo

sistema da detecção do produto específico amplificado, no equipamento ABI 7700 (Applied-

Biosystems, USA) e com o composto fluorescente SYBR-Green I, conforme instruções do fa-

bricante. 

Os  primers foram desenhados usando o programa de software Primer 3 (http://fro-

do.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), conforme segue:

α-MHC

sense: 5’-CgA gTC CCA ggT CAA CAA g-3’,

antisense: 3’-Agg CTC TTT CTg CTg gAC C-5’;

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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β-MHC

sense: 5’-CAT CCC CAA TgA gAC gAA g-3’,

antisense: 3’-Agg CTC TTT CTg CTg gAC A-5’;

ANF

sense: 5’- CTT Cgg ggg TAg gAT TgA C-3’,

antisense: 3’-CTT ggg ATC TTT TgC gAT CT-5’;

α-actina esquelética

sense: 5’-ACC ACA ggC ATT gTT CTg gA-3’,

antisense: 3’-TAA ggT AgT CAg TgA ggT CC-5’;

A expressão relativa dos genes estudados foi normalizada pela expressão do gene da

ciclofilina (DCT). A expressão gênica foi calculada usando as diferenças em valores de DCT

entre as amostras (DDCT) e a equação 2-DDCT. 

4.7. Análise estatística

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) e foi utilizada análise de

variância  (ANOVA) de uma via para comparar  os valores dos grupos e teste  post hoc  de

Tukey foi  aplicado para avaliar as diferenças.  Os valores de  p < 0,05 foram considerados

significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados  e  discussão  estão  no  formato  de  artigos,  sendo  que  o  primeiro  já  foi

publicado na revista Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine e o segundo

trata-se de um manuscrito em vias de publicação.

5.1. Chemical composition and hypotensive effect of Campomanesia xanthocarpa

(anexado à tese conforme publicação)
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5.2.  Campomanesia  xanthocarpa prevents  hypertension  and  improves  contractility  for
maintaining alpha-MHC isoform in rats with metabolic syndrome

OBS:  O  artigo  nominado  acima  possui  dados  produzidos  tanto  no  doutorado  quanto  no

mestrado da autora, fazem parte desta tese os resultados de ATPase miosínica e as expressões

gênicas.

A formatação  do  artigo  está  de  acordo  com  o  Manual  de  Normalização  para  Artigos

Científicos da Unipampa 2016.
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Campomanesia xanthocarpa prevents hypertension and improves
contractility for maintaining alpha-MHC isoform in rats with metabolic

syndrome

Liane Santariano Sant’Anna1; Karolina Torres Santos1; Patrícia Adriana Carvalho Bressa1;
Luis Armando Candido Tietbohl2; Dalton Valentin Vassalo3; Tiago Fernandes4; Edilamar

Menezes de Olivera4; Cleci Menezes Moreira1*.
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2Departamento de Tecnologia Farmacêutica, Universidade Federal Fluminense, Rua Dr.

Mario Viana, 523, CEP 24241-000, Niterói, RJ, Brazil.
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ABSTRACT
Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Brazil, and are strongly associated
with metabolic disorders such as metabolic syndrome. Metabolic syndrome  is characterised
by the co-occurrence of cardiovascular risk factors such as hypertension, hyperinsulinaemia,
glucose intolerance, central obesity and dyslipidaemia. Campomanesia xanthocarpa has been
used empirically as tea because of its potential benefits in reducing blood cholesterol levels,
and in several conditions including inflammatory, renal, and digestive diseases. We evaluated
the effects of C. xanthocarpa on hemodynamics, cardiac contractility and gene expression of
indicators of cardiac injury in rats with metabolic syndrome induced by a fructose-rich diet.
Animals were treated for 30 days with an  infusion of aqueous extract of the leaves.  Blood
pressure was assessed by direct measurement of carotid artery and contractility was assayed
by  measurement  of  isometric  force  generation  of  left  ventricle  papillary  muscles. Gene
expression of α-MHC, β-MHC, atrial natriuretic factor and skeletal α-actin was evaluated by
real-time  PCR.  Blood  levels  of  glucose,  cholesterol,  triglycerides,  AST,  ALT,  urea  and
creatinine  were also  assessed using commercial  kits. The extract was able  to prevent  the
hypertension and tachycardia caused by fructose and produced positive inotropism. It also
decreased the  levels  of triglycerides  and increased HDL-cholesterol,  without causing  any
toxicity or renal or hepatic impairment. The coadministration of fructose and extract increased
the myosin  ATPase activity  and maintained the expression of all  genes studied similar  to
control, preventing the reexpression of fetal genes as it happens in the fructose administration.
So the administration of  Campomanesia xanthocarpa extract in individuals with metabolic
syndrome can bring health beneficts especially on cardiac function. 
Keywords:  Campomanesia xanthocarpa. metabolic  syndrome.  Hypertension.  alfa-myosin.
beta-myosin.
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INTRODUCTION

 According to the  Brazilian Society of Cardiology,  in 2016 approximately 340.000

persons  died  of cardiovascular  diseases  in  Brazil.  Cardiovascular  disease,  including

hypertension, remains a major cause of morbidity and mortality around the world (Panchal;

Brown, 2013). Current evidence suggests that metabolic disorders are strongly associated with

cardiovascular diseases as aggravating factors. Metabolic syndrome (MS) is described as the

association of hypertension,  dyslipidaemia and hyperinsulinemia with hypertriglyceridemia,

whose  common  characteristic  is the  resistance to  insulin action (Timar  et  al., 2000). Its

worldwide prevalence is uncertain,  but it  is estimated that about 20% to 25% of the general

population have this metabolic disorder (Ford et al., 2002).

Dietary nutrients 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 the  abnormalities associated  with  metabolic  syndrome. It  is

known  that  high  consumption  of fructose  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

in skeletal muscle, resulting in insulin resistance (Elliot et al., 2002).

Campomanesia xanthocarpa, popularly known as guabiroba, is a medicinal plant and

native food, found in Rio Grande do Sul, Brazil. It has been empirically used to reduce blood

cholesterol levels (confirmed by  Klafke et al., 2010; in a  study with hypercholesterolemic

patients) but  also  for diseases of  the  urinary  tract,  and  as  an  anti-diarrheal  and anti-

inflammatory (Alice et al., 1995). Other scientific reports have shown the effect of guabiroba

in weight loss, its antiplatelet activity, its effectiveness against diabetes and ulcer (Dickel  et

al., 2007; Klafke et al., 2012; Vinagre et al., 2010; Markman et al., 2004). We also showed the

hypotensive effect of the aqueous extract, suggesting that the mechanism may be mediated

throught  the  renin-angiotensin  system  by  the  AT1  receptor  blockade  and  sympathetic

autonomic response (Sant'Anna et al., 2017).

We previously reported the presence of chlorogenic acid,  gallic acid, quercetin and

theobromine  in  the  aqueous extract  of  C. xanthocarpa,  compounds  known to  have  many

pharmacological  activities, including  for  treatment  of  cardiovascular  diseases  that  can  be

related to its many uses (Sant'Anna et al., 2017). Although there are many popular usage of C.

xanthocarpa, there  is  very little scientific  information available about the plant. Since its
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consumption  is  reported in  the  prevention  of diseases  that  may  trigger cardiovascular

alterations as high cholesterol levels, obesity, diabetes, among others, this study evaluated the

possible effects of  C. xanthocarpa on the cardiovascular system, assessing hemodynamics

parameters, cardiac contractility and gene expression of indicators of cardiac injury.

MATERIALS AND METHODS

Animals:  Male Wistar  rats (Rattus  norvegicus) 60 days  old were purchased at  the animal

house of the Universidade Federal de Santa Maria (RS, Brazil) and kept in appropriate cages

in a controlled environment with a temperature between 20 and 22 °C and light for 12 hours

per 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 No. 11.794/2008 (Procedures for scientific use of animals) and

Decree 24.645/34 (Animal  Rights)  approved  by the Ethics  Committee on Animal  Use of

Universidade Federal do Pampa, under No. 017/2014.

Botanical material: Leaves of Campomanesia xanthocarpa were collected in Uruguaiana/RS,

in October 2014. The botanical identification was performed at the UNIPAMPA, Campus São

Gabriel, and a specimen was deposited in its herbarium.

 For preparation of the extract, fresh leaves were washed under running water for 15

minutes,  then washed with hypochlorite  solution at  0.4% for 1 h, and  dried at 37 °C for

approximately 72 h at a humidity below 10%, until constant weight was achieved (Klafke et

al., 2010). After trituration of the leaves to make a powder, the aqueous extract was prepared

by infusion for 10 minutes then cooled, filtered and dried at 40 ° C (Vinagre et al., 2010).

C. xanthocarpa leaves present a relevant content of phenols and flavonoids, and we

suggested  the  presence  of  chlorogenic  acid,  gallic  acid,  quercetin  and  theobromine,

compounds that can contribute to its pharmacological effects (Sant'Anna et al., 2017).

Experimental groups: Animals were treated for 30 days and divided into groups of eight rats

each:

Control group — received food and water freely; 

Extract group — received the extract daily by gavage (500 mg/Kg);

Fructose group — received 30% fructose in drinking water;

Extract+Fructose (E+F) group — received fructose and extract.

Hemodynamics: To evaluate blood pressure changes, animals were first anaesthetised with

ketamine (80 mg/kg ip) and xylazine (10 mg/kg ip), the right carotid artery was catheterised,
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the catheter (PE 10) connected to a pressure transducer (MP150 Biopac Systems, Inc.,  CA),

systolic and diastolic blood pressure, and heart rate were measured. 

Biochemistry: 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 assays included in the Labtest kit®.  The HDL-cholesterol  was separated by

precipitation of other fractions. 

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  120 mM NaCl,  5.4 mM KCl,  1.2 mM MgCl2.6H2O,

1.25 mM CaCl2.2H2O, 2 mM NaH2PO4.H2O, 1.2 mM Na2SO4, 27mM NaHCO3 and 11 mM

glucose.  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% O2 and 5% CO2, keeping the pH stable at 7.4.

The papillary muscles were stretched to Lmax (the length of  muscle at  which the

active tension  is at a 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

a standard stimulation frequency of 0.5 Hz (steady-state).  The preparations were maintained

for  a stabilisation  period  of 60 minutes.  The force developed was normalised  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.

We  analysed  the  following parameters:  isometric  force peak;  activation  time;

relaxation time; relative potentiation (PPP) obtained after pauses of 15, 30 and 60 s; inotropic

effect to Ca2+ (0.62, 1.25,  2.5 and 3.75 mM CaCl2); rest  contractions after pauses of 10 min

(PRC) and tetanic contractions stimulated at 10 Hz.

Myosin  ATPase  activity:  Myosin  extraction  of  the  heart  was  performed  with  high  ionic

strength centrifugation according to Bremel; Weber (1975) described in Moreira et al. (2003)

and  the  myosin  ATPase  activity  measurement  was  quantified  by the  inorganic  phosphate

released through a colorimetric method and expressed in nmolPi/min/mg of protein (Chan;

Delfert; Junger, 1986).
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Gene expression:  relative  gene expression to  α-MHC, β-MHC, α-actin  skeletal  and atrial

natriuretic factor (ANF) on left ventricle were analysed by polymerase chain reaction in real

time  (real-time  PCR).  Total  RNA  was  extracted  in  1  mL  of  trizol  (Invitrogen  Life

Technologies, USA) as manufacturer instructions. The integrity of the sample was verified by

gel electrophoresis 1% agarose containing 0.5 mg/mL of ethidium bromide for 40 min at 100

mV and evaluated  by  intensity  of  the  ribosomal  RNA bands  28S  and 18S.  After  cDNA

synthesis was performed with 2 mg of total RNA. The samples were incubated for one hour at

42°C with 0.5µg/mL oligo dT (12-18 bp) and at 65°C for 5 minutes to obtain the first cDNA

strand.  Reverse  transcription  of  the  samples  was  performed  in  a  total  volume  of  20  μL

containing 3U RNAsin (Promega, USA), 10mM dNTP, 0.1M DTT, 1X enzyme buffer, and

2.5 U of SuperScript  II  Reverse Transcriptase (Invitrogen Life  Technologies,  USA) for  a

period of 1 h at 42°C; subsequently the temperature was raised to 95°C for 5 min and the

samples  placed  on  ice  rapidly.  The  real-time  PCR reactions  were  performed  by  specific

product  detection  system amplified  ABI 7700 equipment  (Applied-Biosystems,  USA) and

with SYBR-Green I compound fluorescent,  as manufacture instructions (Hashimoto et  al.,

2011). 

The  primers  were  design  using  the  program  Primer  3  software

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), as followed:

α-MHC

sense: 5’-CgA gTC CCA ggT CAA CAA g-3’,

antisense: 3’-Agg CTC TTT CTg CTg gAC C-5’;

β-MHC

sense: 5’-CAT CCC CAA TgA gAC gAA g-3’,

antisense: 3’-Agg CTC TTT CTg CTg gAC A-5’;

ANF

sense: 5’- CTT Cgg ggg TAg gAT TgA C-3’,

antisense: 3’-CTT ggg ATC TTT TgC gAT CT-5’;

α-actin skeletal

sense: 5’-ACC ACA ggC ATT gTT CTg gA-3’,

antisense: 3’-TAA ggT AgT CAg TgA ggT CC-5’;

The relative expression of the genes studied was normalized by the expression of cy-

clophilin gene (DCT). Gene expression was calculated using the DCT differences in values

between the samples (DDCT) and 2-DDCT equation. 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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Statistical  analysis:  Results  were expressed as mean ± standard deviation (SD).  Two-way

ANOVA was  used  to  compare  relative potentiation,  Ca2+ inotropic  effects  and tetanic

contractions, and one-way ANOVA were used for other protocols, with Tukey’s 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 of the model

for the induction of metabolic syndrome by fructose intake and to evaluate the effects of the

aqueous extract of C. xanthocarpa on lipid profiles, glycolytic enzymes and liver and kidney

metabolites.

Serum glucose and  triglyceride  levels were  significantly  increased  in  the  fructose

group,  while  HDL-cholesterol and  urea were  reduced. The  extract  group had reduced

triglyceride levels compared to the control group.  The group that ingested both  extract and

fructose (extract+fructose) maintained the increased serum glucose caused by fructose intake

but the triglycerides remained at values close to controls (Table 1).

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 administered simultaneously with fructose was able  to

prevent this increase (Table 2). Regarding the heart rate, the administration of the extract of

C. xanthocarpa associated with fructose was able to prevent the tachycardia induced by the

administration of fructose alone (Table 2).

Treatment  with fructose caused a reduction in the isometric  force produced by the

papillary muscles, while the E + F group presented a double force development compared to

the fructose treated group suggesting a potential cardiotonic effect of the extract in animals

with metabolic syndrome (Figure 1-A).

Regarding the contraction kinetics, the rats treated with extract, fructose and E+F all

presented activation and relaxation times larger than the control group (Figure 1-B). 

The protocol for post-pause  potentiation was used to assess a possible effect of the

treatment on the function of the sarcoplasmic reticulum.  No significant  changes were ob-

served, the values obtained at pauses of 15, 30 and 60 seconds were similar among all groups

(Figure 1-C).
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The post-rest contraction protocol is  used to evaluate the permeability of the plasma

membrane to Ca2+. No differences in developed force were observed among groups (Figure 1-

D).

The Calcium protocol shows that there is an increasing dose-dependent force produced

by the papillary muscles, as expected, but the group that received extract and fructose presen-

ted a greater force development compared to those who drunk only fructose (Figure 1-E).

The effect of the extract on the β-adrenergic responsiveness in cardiac muscle was as-

sessed with isoproterenol (10-5 M), a β-adrenergic agonist and there were no significant differ-

ences among groups (Figure 1-F).

The effect of treatment with  C. xanthocarpa on cardiac contractile proteins was as-

sessed indirectly by measuring  tetanic  contractions induced by an  increased  frequency of

stimulation in the presence of caffeine. A tetanic tension time course shows  an increase in

strength reaching a peak, followed by a fall towards a plateau. Figure 1-G shows that the con-

tractile strength in the  E+F group was  doubled relative to control, both  at the peak and the

plateau of tetanic contraction.

For  the  biochemical  evaluation  of  the  heart's  ability  to  generate  contractile  force,

myosin  ATPase  activity  was  determined.  The  coadministration  of  fructose  and  extract

increased the myosin ATPase activity (figure 2A).

In order to evaluate the possible injury in the heart caused by the fructose and the

effect of the extract  on it,  the expression of alpha and beta MHC, atrial  natriuretic factor

(ANF)  and  alpha-actin  skeletal  genes  were  measured.  Treatment  with  fructose  caused  a

decrease  in  α-MHC levels  and increased  levels  of  β-MHC and ANF.  On the  other  hand

coadministration of fructose and extract maintained the expression of all genes studied similar

to control. Alpha-actin levels had no significant difference among the groups (Figure 2). 

DISCUSSION

The results presented here suggest that treatment with the extract of  C. xanthocarpa

could counteract high blood pressure, normalise heart rate, cause positive inotropism, increase

myosin ATPase activity and prevent reexpression of fetal MHC isoform in rats with metabolic

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

these  results  suggest  that  the  extract  of  C.  xanthocarpa  can  be  helpfull  to  prevent  heart

damage.
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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 metabolic 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; Mellor et al., 2011). 

Barros et al. (2007) administered  10% and  20% fructose  in water to hamsters for 2

months and obtained an  increase  of  approximately  40% in  glucose concentration  at  both

dosages. In  animal  models,  hyperinsulinemia,  hypertriglyceridemia,  hypercholesterolemia,

and insulin resistance have been reported with a diet enriched with fructose (Oron-Herman et

al.,  2008). In the present work there are some differences regarding those studies. For ex-

ample the cholesterol levels were not altered although the glucose and triglycerides were in-

creased after 30 days to a greater degree than other authors have found, possibly due to the ef-

fect of the higher concentration of fructose on the diet consumed. 

Levels of ALT, AST, urea and creatinine were measured to evaluate possible liver and

kidney toxicity caused by the extract and damage from the administration of fructose. It can

be observed that treatment with fructose only reduced 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 by 3.6 µmol,

an effect that was related to the non-insulin dependence of fructose metabolism. 

Results of the rat treatment with aqueous extract of C. xanthocarpa also  showed an

anti-hypertensive potential. In 30 days the extract was able to reduce hypertension induced by

fructose consumption by 20 mmHg (Table 2). We already shown that the aqueous extract of

C. xanthocarpa presented a hypotensive  action on normotensive rats  administered acutely

(Sant'Anna et al.,  2017).  Dimo et al. (2001), studying  methanolic and aqueous extracts of

Bidens pilosa in rats with fructose-induced hypertension, also achieved a normalization of

blood pressure values, although in a 6-week treatment. This specie presents a great quantity of

flavonoids and a commom component of our extract, the chlorogenic acid (Wang et al., 1997;

Santos, 2015; Njume et al., 2016). Ayele et al. (2010) working with a model of hypertension

in rats with a clipped renal artery,  examined the hypotensive effect of extract of Syzygium

guineense,  obtaining  a reduction in blood pressure up to 40 mmHg in a single dose. This

specie  belong to the  same family and has  high  content  of  flavonoids  and phenols  as  C.

xanthocarpa (Pieme et al., 2014; Nguyeu et al., 2016). 
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The  evaluation of  myocardial  contractility can be  performed  by measuring  the

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 kinetics of activation and relaxation of

muscle contraction (Vassallo  et al.,  2008).  When myocardial contractility was  evaluated in

rats that received fructose and aqueous extract of C. xanthocarpa the contractile force was

significantly increased (Figure 1-A), which may demonstrate a benefit for these animals with

fructose-induced metabolic syndrome.

Activation time measures the kinetic processes which increase the amount of the activ-

ator Ca2+ or affect the myofilament sensitivity to it. Relaxation time measures the kinetic pro-

cesses that remove Ca2+ ions from the myoplasm. In general relaxation time depends on the

ability of the sarcoplasmic reticulum (SR) to uptake Ca2+, mainly in rats, in which the SR is

responsible for removing approximately 90% of  cytoplasmic  Ca2+ during relaxation (Bers,

2002).  Thus, since the extract and fructose treatment may increase activation and relaxation

time parameters and tetanic tension (Figure 1-B,G),  results suggest that these compounds are

affecting myofilament sensitivity and the activity of the sarcoplasmic  reticulum Ca2+ pump.

However, our results showed no changes in the contraction potentiation for all pauses, sug-

gesting the absence of changes in SR activity (Figure 1-C). 

Mellor et al. (2012) evaluated the effect of fructose on Ca2+ transients in isolated cardi-

omyocytes from mice, and they found that the Ca2+ transient was lower in cells of the fructose

groups than in controls, although the contractile cycle and shortening capacity of these cells

were not different, which the authors attributed to a possible compensatory mechanism.  

The PCR protocol,  caffeine treatment to block the SR activity  and exposure to cal-

cium-free solution was used to assess indirectly the influx of  Ca2+ ions through the sarco-

lemma. In rat cardiac muscle the reduction of intracellular Ca2+ during relaxation is dependent

on the transport of Ca2+ into intracellular stores and extrusion through the sarcolemma. Caf-

feine depletes intracellular  Ca2+ by binding to the ryanodine receptor (Bassani  et al., 1992;

Bassani et al., 1994; Leite et al., 1995) and exposure to calcium-free solution facilitates Ca2+

extrusion through the sarcolemma (Vassallo et al., 2008). Exposure to C. xanthocarpa extract

and/or fructose caused no decrease in trans-sarcolemmal Ca2+ influx measured indirectly by

PCR (Figure 1-D).

Ca2+ ions play a pivotal role in regulating the phases of contraction and relaxation of

cardiac muscle. The increase in the concentration of cytosolic Ca2+ ions causes the interaction
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of Ca2+ with troponin C that also increases and triggers the contractile process. In other words,

the greater the quantity of available Ca2+ the  greater the force of contraction (Libby  et al.,

2010). It is well  known that increases in extracellular Ca2+ result  in enhanced Ca2+ influx

through L-type Ca2+ channels triggering further Ca2+ release from Ca2+ stores within the SR.

This in turn leads to a rise of intracellular free Ca2+ culminating in myofilament shortening

and cell contraction (Bers; Perez-Reyes, 1999). The inotropic response to changes in extracel-

lular Ca2+ concentration was measured at Ca2+ concentrations varying from 0.62 to 3.75 mM.

As expected, increases in extracellular Ca2+ resulted in a positive inotropic response in all ex-

perimental groups, however the coadministration of fructose and extract caused an increase in

force compare with the fructose group (Figure 1-E).

One of the effects produced by myocyte β-adrenergic activation is the phosphorylation

of sarcolemmal calcium channels (Bers 2002). Phosphorylation allows the entry of Ca2+ ions

through these channels and results in the positive inotropic effect clearly seen in the presence

of a β-agonist. The papillary muscle force increased in response to the  β-agonist, although

there was no difference between the groups (Figure 1-F). 

The heart muscle has a long action potential (AP). This prevents myocytes undergoing

re-stimulation  and tetanization.  Therefore, tetanus  cannot be achieved under normal condi-

tions because the fusion of contractions is impossible. For this reason we used caffeine, which

depletes Ca2+ ions from RS by binding to the ryanodine receptors (Bassani et al., 1992; Bas-

sani et al., 1994), and increased the frequency of stimulation (10 Hz) to produce maximal ac-

tivation 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 contractions in stabilised conditions. This suggests that the activation of the con-

tractile machinery in tetanic contractions is dependent on sarcolemma Ca2+ entry and mainten-

ance of contraction is dependent on the sensitivity of contractile proteins to Ca2+ (Leite et al.

1995). Only tetanic contractions obtained in preparations of isolated muscles from rats fed for

30 days with C. xanthocarpa extract and fructose showed an increase in peak and plateau ten-

sion (Figure 1-G). 

One of the contractile proteins involved in myocardial contractility is myosin which

can be assessed by its ATPase activity and/or expression of its heavy chain isoforms. The role

of myosin as an enzyme that converts chemical energy in the form of ATP into mechanical

work of muscle contraction is well established and the tension cost correlates with mechanical

and  biochemical  activity  (Moreira  et  al.,  2012).  In  the  cardiac  ventricles  there  are  three
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myosin isozymes (V1, V2 and V3), however, these are composed of only two distinct types of

MHCs. The ability of contractile force generation is given largely by MHC isoforms. The α-

MHC, which confers the high Ca2+-ATPase activity to the cardiac myosin V1, is associated

with increased shortening velocity of the cardiac fibers. In contrast, the β-MHC, which con-

fers the low Ca2+-ATPase activity to the cardiac myosin V3, is associated with hypocontractile

states (Lompré et al, 1984).

The myosin composition of the myocardium is of physiological significance since the

relative distribution of the two major ventricular Myosin High Chains (MHC), α and β, is in

direct correlation with the contractile performance of the heart (Lompré et al., 1984). Besides

physiological these genes have pathological importance since during heart diseases changes in

its expression might occur, which may be accompanied by reexpression of reprogramming of

fetal genes such as alpha-actin skeletal and atrial natriuretic factor (ANF) (Chien et al., 1991).

In small mammals (rabbits and rats) the α-MHC increases immediately before birth

and corresponds to the dominant isoform throughout adult life. Therefore, from the molecular

point of view there is a downregulation of expression of ventricular β-MHC gene and an

upregulation of the α-MHC gene (Oliveira; Krieger, 2002). 

Treatment with fructose caused a decrease in α-MHC levels and increased levels of β-

MHC and ANF, so it can be suggested from molecular point of view an initial cardiac injury.

Already  coadministration  of  fructose  and  extract  maintained  the  expression  of  all  genes

studied similar  to control,  preventing  the reexpression of fetal  genes as it  happens in the

fructose administration. Therefore the administration of  Campomanesia xanthocarpa extract

in metabolic syndrome individuals can bring health beneficts especially on cardiac function. 

CONCLUSION

The extract  of C. xanthocarpa was able to prevent high blood pressure,  normalise

heart  rate and cause positive  inotropism,  probably by increasing  the transmembrane Ca2+

influx, promoting better interactions between contractile proteins, increasing myosin ATPase

activity  and  for  preventing  the  shift  of  the  MHC  isoforms  in  animals  with  metabolic

syndrome. Biochemical parameters indicate that the extract was also able to normalise the

serum levels of  triglycerides and increase 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 was  shown  to  have anti-
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hypertensive  and cardiotonic activity and may become an alternative  herbal  treatment  for

individuals with metabolic syndrome.
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TABLE 1. Biochemical parameters analysed after 30 days of treatment. 

Parameters

Groups

Control Extract Fructose Extract+Fructose

Glucose (mg/dL) 129.2±18.31 147.6±6.43 275.3±57.86*§ 221.7±30.89*§

Total Cholesterol (mg/dL) 84.6±10.56 101.4±24.79 91.9±24.17 88.9±9.41

HDL-Cholesterol (mg/dL) 33.5±3.88 47.9±9.99* 27.3±4.88§ 41.0±4.91#

Triglycerides (mg/dL) 44.6±29.37 23.0±4.23 335.2±163.39*§ 68.6±25.19#

AST (U/L) 127.1±37.7 161.3±2.72 136.9±61.79 132.3±27.83

ALT (U/L) 67.5±36.67 79.2±21.65 70.9±27.58 99.0±22.76

Urea  (mg/dL) 74.3±10.76 73.6±16.59 46.4±6.26* 68.8±15.52

Creatinine (mg/dL) 1.36±1.32 1.02±0.07 0.48±0.17 0.73±0.06

Results are expressed as mean ± SD. *p<0.05 vs Control; §p<0.05 vs Extract and #p<0.05 vs Fructose. N = 4.

TABLE 2. Blood pressure and heart rate of rats analysed after 30 days of treatment.

Parameters

Groups

Control Extract Fructose Extract+Fructose

Systolic  blood
pressure (mmHg)

111.96±6.56 110.91±7.22 141.21±6.77*§ 100.55±10.84#

Diastolic  blood
pressure (mmHg)

75.61±8.05 77.47±9.14 103.03±20.66*§ 68.46±11.12#

Heart rate (bpm) 355.95±24.34 342.42±45.25 400.89±60.26§ 361.2±28.83

Results are expressed as mean ± SD. *p<0.05 vs Control; §p<0.05 vs Extract and #p<0.05 vs Fructose. N = 8.
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Figure 1.  Myocardial contractility parameters of rat papillary muscles after 30 days of treatment. A) Isometric
force;  B)  Activation  and  relaxation  time;  C)  Potentiation  pos-pause;  D)  Post-rest  contraction;  E)  Calcium
concentration curve; F) β-adrenergic protocol; G) Tetanic contractions. Results are expressed as mean ± SD.
*p<0.05 vs Control; §p<0.05 vs Extract and #p<0.05 vs Fructose. N = 8. 
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Figure 2. Indicators of pathologic cardiac injury. A) Myosin ATPase activity; Gene expression of B) α-MHC; C) 
β-MHC; D) ANF; E) α-actin skeletal, evaluated by real-time PCR. Results are expressed as mean ± SD. *p<0.05 
vs Control; §p<0.05 vs Extract and #p<0.05 vs Fructose. N = 8.
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6. CONCLUSÕES 

Com base nos resultados podemos concluir que o extrato aquoso de C. xanthocarpa

apresenta conteúdo expressivo de compostos fenólicos e flavonóides totais. Também podemos

sugerir a presença de ácido gálico, ácido clorogênico, teobromina e quercetina no extrato, sen-

do a quercetina em maiores concentrações. Estas substâncias já possuem potenciais clínicos

descritos que podem ajudar na investigação das propriedades  farmacológicas desta planta.

Além disso, a administração aguda do extrato aquoso de C. xanthocarpa tem efeito hipotensor

dose-dependente em ratos normotensos, e ainda podemos sugerir que essa ação pode ser me-

diada através do sistema renina-angiotensina pelo bloqueio do receptor AT1 e resposta autô-

noma simpática. O estudo de modelagem molecular demonstrou interação entre os sítios de li-

gação do ácido clorogênico e quercetina com AT1R, o que pode relacionar a presença destes

compostos à ação hipotensora do mesmo. O tratamento com frutose diminuiu a percentagem

de RNAm α-MHC e aumentou a expressão de β-MHC e ANF, fato que pode sugerir, do ponto

de vista molecular, uma lesão cardíaca inicial. Já a co-administração de frutose e extrato au-

mentou a atividade da ATPase miosínica e impediu a reexpressão da isoforma fetal da MHC,

auxiliando na prevenção do dano cardíaco.
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7. PERSPECTIVAS

Acreditamos que o extrato de Campomanesia xanthocarpa é muito promissor e que

seu estudo ainda deve ser muito explorado. Para futuros projetos pode-se explorar melhor a fi-

toquímica desta planta, numa tentativa de entender melhor quais os compostos que atuam em

suas diferentes ações, com a utilização de HPLC, GC-MS, entre outras, técnicas que possam

quantificar e identificar os componentes. Além disso, pode-se utilizar a inversão dos fármacos

utilizados para análise do mecanismo de ação do extrato no protocolo agudo para confirmação

da via, e ainda utilização dessas e de outros medicamentos no tratamento prolongado para

comparação dos efeitos benéficos do extrato na síndrome metabólica. Entende-se ainda que

devido aos resultados obtidos a via da PKC possa estar envolvida, talvez inibida, desta forma,

é uma alternativa de possíveis estudos.
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