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RESUMO

A dislipidemia é um fator de destaque ao desenvolvimento das doencas cardiovasculares
que é a principal causa de morte no mundo, e a hipertrofia ventricular esquerda uma delas. As
alteragBes no perfil lipidico, também, sdo responsaveis pelo estresse oxidativo que afeta varios
orgdos, sendo o figado um dos mais afetados. Esse acometimento desencadeia doencas que
afetam o 6rgdo estrutural e funcionalmente. Os fitoterapicos, nos ultimos anos, estdo se
despontando como uma alternativa no tratamento de vérias desordens, como a dislipidemia. No
presente estudo objetivou-se avaliar os efeitos do extrato seco da Passiflora incarnata L. sobre
a dislipidemia, hipertrofia ventricular esquerda e estresse oxidativo hepatico de camundongos
dislipidémicos. Os camundongos machos, com 4 meses, pesando 25+3g, foram distribuidos em
quatro grupos: Grupo C (n=10), camundongos que receberam racdo padrdo para roedores;
Grupo CP (n=10), camundongos que receberam racdo padréo para roedores e 200mg/kg de peso
corporal de extrato seco de Passiflora incarnata L. (por gavagem); Grupo HL (n=10),
camundongos que receberam racdo hiperlipidica; Grupo HLP, (n=10), camundongos que
receberam racdo hiperlipidica e tratamento com 200mg/kg de peso corporal de extrato seco de
Passiflora incarnata L. (por gavagem). Apo6s 30 dias de experimento, os camundongos que
receberam racdo padrao e extrato seco da Passiflora incarnata L. ndo apresentaram efeito sobre
nenhum dos parametros analisados. J& os camundongos do grupo HLP apresentaram reducéo
do colesterol total e triglicerideos e aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) e, ainda,
houve diminuicdo da proteina C reativa, fosfatase alcalina e insulina. No entanto ndo houve
efeito sobre a glicose, o indice Homa e nas enzimas aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase. Mesmo assim, houve prevencdo da hipertrofia ventricular esquerda e da
peroxidacdo lipidica e producdo de proteinas carbonilas, ambos marcadores de estresse
oxidativo. Os resultados levaram a concluséo de que o extrato seco da Passiflora incarnata L.
associado a dieta hiperlipidica atua na prevencéo da dislipidemia, como consequéncia, previne
a hipertrofia ventricular esquerda pelo aumento do HDL sérico, de igual modo, também, impede

0 estresse oxidativo hepatico.

Palavras-chave: Maracuja. Dislipidemia. Hipertrofia ventricular esquerda. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Dyslipidemia is a prominent factor for the development of cardiovascular diseases,
being the main cause of death in the world. Left ventricular hypertrophy is one of these diseases.
Changes in the lipid profile are also responsible for the oxidative stress that affects several
organs, being the liver one of the most affected. Such involvement triggers diseases that affect
the organ structurally and functionally. In recent years, phytotherapics are emerging as an
alternative in the treatment of various disorders, such as dyslipidemia. The present study aimed
to evaluate the effects of the dried extract of Passiflora incarnata L. on dyslipidemia, left
ventricular hypertrophy and hepatic oxidative stress of dyslipidemic mice. The 4-month-old
male mice weighing 25 + 3 g were divided into four groups: Group C (n = 10), mice that
received standard rodent ration; Group CP (n = 10), mice receiving standard rodent ration and
200mg / kg body weight of dried extract of Passiflora incarnata L. (by gavage); Group HL (n
= 10), mice that received hyperlipid ration; Group HLP, (n = 10), mice receiving hyperlipid
ration and treatment with 200 mg / kg body weight of dried extract of Passiflora incarnata L.
(by gavage). After 30 days of experiment, the mice receiving standard ration and dried extract
of Passiflora incarnata L. had no effect on any of the analyzed parameters. In contrast, the mice
in the HLP group had a reduction in total cholesterol and triglycerides, and an increase in high
density lipoprotein (HDL), and a decrease in C-reactive protein, alkaline phosphatase and
insulin. However, there was no effect on glucose, the Homa index, and on the aspartate
aminotransferase and alanine aminotransferase enzymes. Nevertheless, there was prevention of
left ventricular hypertrophy, and lipid peroxidation and carbonyl protein production, both
markers of oxidative stress. The results lead to the conclusion that the dried extract of Passiflora
incarnata L. associated to the hyperlipidic diet acts in the prevention of dyslipidemia, as a

consequence it prevents left ventricular hypertrophy and hepatic oxidative stress.

Keywords: Passion fruit. Dyslipidemia. Left ventricular hypertrophy. Oxidative stress.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS, 2017), as doencas
cardiovasculares sdo a principal causa de morte, em todo o mundo, comprometendo as
condicdes de vida e de saude de grande parcela da populacéo, contribuindo para 0 aumento das
despesas hospitalares dos sistemas de saide (CHRISTOFARO et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2009).

A dislipidemia é resultante da anormalidade do perfil lipidico, que é formado pelo
colesterol total, lipoproteina de baixa densidade, lipoproteina de alta densidade e triglicerideos
(ADAM et al., 2001). Constitui-se um dos fatores para o desenvolvimento das doencas
cardiovasculares (POLANCZYK, 2005). Dentre essas doengas, esta a hipertrofia ventricular
esquerda, caracterizada por modificagfes na estrutura, no funcionamento e no metabolismo do
coracdo; abrange o aumento da dimensdo do cardiomidcito, aumento da espessura da parede
das artérias coronarianas, rarefacdo da microcirculacdo do coracdo e fibrose extracelular
(ISOYAMA, 1998).

Alteracbes nas concentracbes sericas de colesterol e triglicerideos atuam,
negativamente, nos biomarcadores de estresse oxidativo e provocam a producdo de espécies
reativas de oxigénio por diversos mecanismos, que levam a amplificacdo da peroxidacéao
lipidica. O estresse oxidativo associado a dislipidemia afeta diversos 6rgaos, porém os 6rgaos
mais acometidos sdo coracdo, figado e rins (ABUOHASHISH et al., 2013; BALKAN et al.,
2002). O estresse oxidativo € um fator crucial para inUmeras doencas hepaticas com
anormalidades estruturais e funcionais (CICHOZ-LACH; MICHALAK, 2014).

As doencas hepaticas impactam a qualidade, como também a expectativa de vida, pois
o figado é um érgdo de mdaltiplas fungdes, que o tornam essencial para o funcionamento do
organismo. Nos Ultimos anos, houve aumento do nimero das internacdes e da mortalidade por
doencas hepaticas no Brasil (NADER; MATTOS; BASTOS, 2014).

O tratamento da dislipidemia, desse modo, torna-se essencial para que tais contornos
ndo se concretizem. Para isso, é preconizado que ocorram mudancas no habito alimentar e
abandono do sedentarismo, mas, em alguns casos, € indicado 0 uso de medicamentos como as
estatinas, ezetimiba, fibratos, resinas, acido nicotinico (FALUDI et al., 2017). O uso de
fitoterapicos tem tomado forc¢a, em virtude do preco ou dos efeitos colaterais provocados pelos
medicamentos tradicionais (GONCALVES et al., 2006). Alguns fitoterapicos estdo sendo
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testados sobre a dislipidemia, tais como alho e extrato de acafrdo (SUKANDAR et al., 2013),
arroz fermentado vermelho (GORDON; BECKER, 2011) e alcachofra (SHIMODA et al.,
2003).

O extrato seco da folha Passiflora incarnata L. vem sendo utilizado como um
fitoterapico com aplicabilidade sobre a insonia, ansiedade e como sedativo, com ampla
utilizacgdo em todo o mundo (DHAWAN et al., 2001). Os fito-componentes mais
representativos na Passiflora incarnata L. sdo os flavonoides, definido como um conjunto de
C-glicosilados como vitexina, isovitexina, schaftosideo, isoschaftosideo e isovitexina-2” -O-
glicosilada (WOHLMUTH et al., 2010; ZERAIK et al., 2010).

Objetivou-se, assim, neste trabalho, avaliar a influéncia do extrato seco da Passiflora
incarnata L. sobre a dislipidemia, hipertrofia ventricular esquerda e estresse oxidativo hepatico

de camundongos dislipidémicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dislipidemias

2.1.1 Lipoproteinas e seu metabolismo

Os lipideos sdo substancias de natureza organica, representados, principalmente, por
fosfolipideos, triglicerideos, colesterol e &cidos graxos. As lipoproteinas sdo responsaveis pelo
seu transporte pela circulacdo linfatica e sanguinea, em razéo da sua insolubilidade no meio
aquoso (PASSARELLI, 2011; XAVIER et al., 2013).

As lipoproteinas sdo macromoléculas formadas por uma fracdo lipidica e outra proteica,
que permite um eficiente mecanismo de transporte de lipideos entre os tecidos (HARVEY;
FERREIER, 2012). Elas sdo classificadas em cinco categorias, conforme a composicao,
tamanho e densidade (HARVEY; FERREIER, 2012; MARTINEZ, 2003).

Quilomicrons (Qm): apresentam maior tamanho e menor densidade, sdo formadas nas
células da mucosa intestinal. Fazem o transporte de lipideos para os tecidos periféricos e
transportam cerca de 90% dos triglicerideos oriundos da dieta, além do colesterol, da absor¢édo
biliar e de vitaminas lipossolUveis. Apresentam cerca de 1 a 2% de proteina e sdo relativamente
pobres em colesterol de fosfolipidios (FIGURA 1).

Lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL): sdo produzidas no figado. E rica em
triglicerideos, originados do metabolismo enddgeno, cerca de 60% e, também, possuem
pequena porcdo de colesterol (FIGURA 1).

Lipoproteina de densidade intermediaria (IDL): € um produto intermediario na
formacédo da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Originada da deplecéo do triglicerideo da
VLDL, pela acdo da lipase lipoproteica. Na sequéncia, a IDL sofrera a acdo da lipase hepética
formando a LDL.

Lipoproteina de baixa densidade (LDL): dispde de alta concentracdo de colesterol e
ésteres de colesterol. Tem a funcédo de prover colesterol para os tecidos periféricos pelo receptor
de LDL (LDLr) (FIGURA 1).

Lipoproteina de alta densidade (HDL): € a menor das lipoproteinas e mais densa.
Formada no figado e intestino, é responsavel pelo transporte reverso do colesterol, por sua
retirada das células e realiza a troca com outras lipoproteinas ou leva-o diretamente ao figado,
em que este colesterol, ndo utilizado pelos tecidos extra-hepaticos, sera eliminado na bile ou
utilizado na formagdo de mais VLDL (FIGURA 1).
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Figura 1 - Representagdo do tamanho e densidade aproximada das lipoproteinas.
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Fonte: Harvey e Ferreier (2012).

2.1.2 Definicao e classificacéo das dislipidemias

As dislipidemias sdo definidas como alteracdes lipidicas decorrentes de disturbios do
metabolismo das lipoproteinas, sendo classificadas em primérias e secundarias (PASSARELLI,
2011). As dislipidemias estdo associadas aos niveis anormais de triglicerideos (TG) e/ou
alteracOes do colesterol total (CT), colesterol ligado a lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
colesterol ligado a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina a [Lp(a)] plasmatica
(MARTINEZ, 2003; PASSARELLI, 2011). Essas alteracdes do perfil lipidico tém sido estudadas

exaustivamente, por sua forte ligacdo com as doencas cardiovasculares (MARTINEZ, 2003).
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Por meio da etiologia ¢ feita a classificacdo das dislipidemias em primaria e secundéria.
As dislipidemias priméarias sdo decorrentes de alteracbes genéticas com alteragbes no
metabolismo de LDL-c, HDL-c e TG (MARTINEZ, 2003; NAKANDAKARE, 2011). Séo
classificadas geneticamente em dislipidemias monogénicas, ocasionadas por um sO gene, e
poligénicas, ocasionadas pela relacdo de diversas mutacdes e polimorfismos que separadamente
néo causariam a doenca (MARTINEZ, 2003).

As dislipidemias secundarias sdo resultantes dos habitos de vida inadequados, como
sedentarismo, dieta inadequada e etilismo (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION
PROGRAM - NCEP, 2001). Também pode ser consequéncia de uma doenga ja pré-existente
como diabetes mellitus, sindrome nefrética, insuficiéncia renal crbnica, obesidade,
hipotireoidismo, ictericia obstrutiva ou do uso de medicamentos betabloqueadores, utilizacéo
de altas doses de diuréticos, anabolizantes e corticosteroides (SANTOS et al., 2001).

Fenotipica ou laboratorialmente, a classificagdo considera os valores de CT, LDL-c, TG
e HDL-c. Estas dosagens bioquimicas compreendem o perfil lipidico (SPOSITO et al., 2007).
Para a caracterizacdo laboratorial das dislipidemias, é aconselhavel que seja feita no individuo
com um estado metabolico estavel, que esteja em dieta habitual, que ndo tenha praticado
atividade fisica e ingerido &lcool pelo menos 24 e 72 horas antes da coleta de sangue,
respectivamente (LOPES; MARTINEZ, 2004; XAVIER et al., 2013).

A coleta de sangue devera ser realizada, apos 12 horas de jejum, para verificacdo das
concentracdes de TG, bem como para o calculo da concentracdo de LDL-c pela formula de
Friedewald (LDL-C = CT - HDL-C - TG/5), em que TG/5 representa o colesterol ligado a
VLDL ou VLDL colesterol (VLDL-C), ou diretamente dosado no plasma. As determinagdes
de CT e do HDL-c podem ser realizadas em amostras coletadas sem jejum prévio (LOPES;
MARTINEZ, 2004; XAVIER et al., 2013).

A classificacdo laboratorial € de quatro tipos (SANTOS et al., 2001; SPOSITO et al.,
2007):

a) Hipercolesterolemia isolada: aumento do colesterol total isoladamente, em geral,
representada pela elevagéo do LDL-c.

b) Hipertrigliceridemia isolada: elevacgéo isolada dos TG, normalmente representada
pelo aumento da quantidade das particulas ricas em TG como VLDL, IDL e Qm.

¢) Hiperlipidemia mista: valores elevados de LDL-c e de TG.

d) HDL-c baixo: isoladamente ou em combinagdo com elevacdo de LDL-c ou TG.



18

Na Tabela 1 demonstram-se os valores de referéncia, para o diagnostico da dislipidemia

aos individuos acima de 20 anos.

Tabela 1 - Valores referenciais para o diagndstico de dislipidemia em individuos acima de 20

anos
Lipideos Valores mg/dl Categoria
<200 Desejavel
CT 200-239 Limitrofe
> 240 Alto
<100 Otimo
100-129 Desejavel
LDL 130-159 Limitrofe
160-189 Alto
>190 Muito alto
HDL > 60 Desejavel
<40 Baixo
<150 Desejavel
TG 150-200 Limitrofe
200-499 Alto
> 500 Muito Alto

Fonte: Adaptado da V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose do
Departamento de aterosclerose (SBC) (XAVIER et al., 2013).

O controle da dislipidemia é um fator de grande importancia, para a reducdo da
mortalidade por doengas cardiovasculares (NICOLAU et al., 1992). Portanto medidas
preventivas devem ser tomadas para que nao haja consequéncias desastrosas a saude publica
(NCEP, 2001; SANTOS et al., 2001). A hipercolesterolemia é uma das causas para 0
desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda (GARCIA; INCERPI, 2008), por inducgéo
do estresse oxidativo (SATO et al., 2004), além disso, atua alterando a funcdo e a expressao
dos canais Katp N0 miocérdio, ocasionando a hipertrofia cardiaca, pelo fato de que a ativacéo
desses canais levam a hipertrofia cardiaca, mediante a inibicdo da 70-KDa S6 Kinase, a qual é
uma enzima responsavel pela sintese proteica no remodelamento do miocéardio (GENDA et al.,
2002; LEE et al., 2004).

A dislipidemia, também, é apontada como fator preditivo para o estresse oxidativo.
Concentrac0es sericas alteradas de colesterol e TG agem desfavoravelmente os biomarcadores
de estresse oxidativo, aléem de promoverem a producdo de ERO por varios mecanismos, que
acarretam na amplificacdo da peroxidacgéo lipidica (ABUOHASHISH et al., 2013; BALKAN
etal., 2002).
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2.1.3 Tratamento das dislipidemias

A mudanca de estilo de vida funciona como um tratamento ndo medicamentoso que traz
inimeros beneficios pelas alteragdes dos habitos alimentares, reducdo do peso corporal e
abandono do sedentarismo (FALUDI et al., 2017). Porém, em alguns casos, 0 tratamento
medicamentoso deve ser iniciado dependendo do risco cardiovascular do paciente e do tipo de
dislipidemia presente (FALUDI et al., 2017; STONE et al., 2014; XAVIER et al., 2013). Para
a hipercolesterolemia isolada, os medicamentos recomendados sao as estatinas, que podem ser
administradas em associacdo com a ezetimiba e, em algumas situagdes, aos fibratos ou ao acido
nicotinico (FALUDI et al., 2017).

As estatinas inibem a 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMG-CoA), bloqueando
a sintese hepatica de colesterol, com consequente reducdo de LDL-c (DAVIDSON; TOTH,
2004; KOO, 2014). A ezetimiba inibe seletivamente a absor¢do do colesterol, na borda em
escova no intestino delgado, conduzindo a um menor aporte de colesterol ao figado,
ocasionando estimulo a sintese de receptores de LDL, como consequéncia, ha a reducdo do
LDL-c sérico de 10% a 25% (FALUDI et al., 2017; KOSOGLOU et al., 2005). As resinas,
também conhecidas como sequestradores de &cidos biliares, ligam-se aos acidos biliares, ao
promover complexos, eliminados nas fezes o que impede a recirculagéo destas substancias. Em
compensacao a essas perdas, o figado expande a conversdo de colesterol em acidos biliares
(SCHULZ, 2006).

Na hipertrigliceridemia isolada, € indicado o uso dos fibratos; em segundo plano, o &cido
nicotinico ou o uso simultaneo dos dois (FALUDI et al., 2017). Os fibratos estimulam os
receptores nucleares denominados “Receptores Alfa Ativados da Proliferacdo dos
Peroxissomas”. Esse estimulo acarreta 0 aumento da producéo e agdo da lipase lipoproteica,
encarregada da hidrdlise intravascular de TG e a reducdo da apolipoproteina C-11, responsavel
pela inibicdo da lipase lipoproteica (LEMIEUX; SALOMON; DESPRES, 2003). O &cido
nicotinico interfere na acdo da lipase tecidual nos adipécitos, ocasionando uma menor liberacéo
de &cidos graxos livres para a corrente sanguinea, o que leva a reducdo da sintese de TG pelos
hepatdcitos. Diminui o LDL-c, aumenta o HDL-c e reduz o TG (FALUDI et al., 2017).

Os medicamentos sdo eficazes, no tratamento da dislipidemia, porém sdo caros e nao
séo isentos de efeitos colaterais, proporcionalmente, a dose utilizada (GONCALVES et al.,
2006). Considerando este fato, os tratamentos alternativos s&o uma boa opgdo, como os
fitoterapicos. O uso de plantas, para o tratamento de doencas, ndo é recente e, cada vez mais,

estdo se tornando uma solucdo para aqueles que buscam uma alternativa para problemas de
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satide sem recorrer aos medicamentos tradicionais (CUNHA et al., 2010; GONCALVES et al.,
2006). Alguns estudos estdo sendo realizados testando a acdo de fitoterdpicos sobre a
dislipidemia.

Sukandar et al. (2013) verificaram a acdo da capsula de alho (Allium sativum) e extrato
de acafrdo (Curcuma domestica) em comparagdo com a sinvastatina sobre o perfil lipidico de
39 pessoas com dislipidemia. Os resultados apresentados de perfil lipidico por aqueles que
receberam a capsula foi comparavel aos encontrados naqueles que receberam sinvastatina. O
arroz fermentado vermelho tem se mostrado eficaz no tratamento da hipercolesterolemia em
ensaios clinicos (GORDON; BECKER, 2011) e consiste em uma alternativa aqueles que nédo
podem fazer uso das estatinas (BURKE, 2015). O arroz fermentado vermelho contém
guantidades variaveis de monacolins, uma familia de substancias que inibem a
Hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase (GORDON; BECKER, 2011;
MUSSELMAN; PETTIT; DERENSKI, 2012). Em estudos desenvolvidos com animais, foi
constatado que a alcachofra reduz o colesterol e TG séricos (SHIMODA et al., 2003). Estudos
destacam que o extrato de alcachofra tem efeitos inibitérios exercidos indiretamente sobre a

HMG-CoA redutase, cuja acdo é proporcional a concentragdo (RONDANELLI et al., 2013).

2.2 Estresse oxidativo

Radicas livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados e, em
reacOes quimicas com outras moléculas, sdo extremamente ativos. Os radicais sao oriundos, no
sistema biolégico, de moléculas que contém oxigénio, nitrogénio ou enxofre. Essas moléculas
sdo parte ou grupo de moléculas designadas espécies reativas de oxigénio (ERQ), espécies
reativas de nitrogénio (ERN) e espécies reativas de enxofre (ERS). As ERRO englobam 0s
radicais livres como o &nion superoxido (O2), o radical hidroperoxil (HO2), o radical hidroxil
(OH), o 6xido nitrico e outras espécies reativas como perdxido de hidrogénio (H203), oxigénio
singlet (*0,), 4cido hipocloroso (HOCI) e o peroxido nitrito (ONOO") (LU et al., 2010). As
ERN sdo provenientes do éxido nitrico, por meio da reacdo do anion superéxido (O2"), para
produzir peroxido nitrito (ONOO). As ERS sédo formadas com base em tidis em reacdo com as
ERO (RAHMAN, 2007).

Os mecanismos de ac¢ao dos radicais livres sdo varios, podendo reagir com as moléculas,
ao redor pela doacdo de elétrons, reducdo de radicais, recepgdo de elétrons e oxidagdo de
radicais, pelas reacOes: (a) abstracdo de hidrogénios; (b) reacdo de adicdo; (c) reacdo de
autoaniquilacao; (d) por meio de dismutacdo (SLATER, 1984).
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Tais reac0es ocasionam a producdo de ERO, ERN e ERS, as quais estdo associadas a
doencas como céncer, doencas renais e hepéticas, doenca cardiovascular, abrangendo
aterosclerose e derrame, doencas neuroldgicas, artrite reumatoide, hipertensédo, sindrome da
angustia respiratoria no adulto, doencas autoimunes, doengas degenerativas relacionadas com
o envelhecimento, inflamacgéo, diabetes mellitus e suas complicagdes, catarata, doenca de
Alzheimer, Parkinson e Huntington, autismo, vasculites, lUpus eritematoso, pré-eclampsia,
glomerulonefrites, hemocromatose e Glcera gastrica (CHANDRA et al., 2010; LU et al., 2010;
RAHMAN, 2007; SINGH et al., 2010).

Durante 0 metabolismo aerdbico, grande parte do oxigénio utilizado, cerca de 95%,
origina-se da producéo de energia pelas mitocéndrias na célula. O restante do oxigénio, ndo
sendo completamente reduzido a &gua, é destinado a producao de espécies reativas de oxigénio,
em uma sequéncia de reacfes de oxirreducdo (LEITE; SARNI, 2003; URSO; CLARKSON,
2003).

A primeira reduc¢do do oxigénio molecular forma o radical superoxido (02 + e > O2)
(GIORDANO, 2005; OPARA, 2006). O superoxido, apds a sua formacdo, pode dar origem a
outras reacBes gerando radicais hidroxilas. Além disso, pode reagir com Oxido nitrico,
formando peroxinitrito (O2"+ NO > ONOO"), substancia que se apresenta como potente radical
livre e que é altamente tdxica para os cardiomidcitos (KEMPF; WOLLERT, 2004; OPARA,
2006; YANG et al., 2004). O acréscimo de um segundo elétron e dois ions de hidrogénio ao
anion superoxido acarreta na formacédo do peréxido de hidrogénio (02" + 2e" + 2H" & H20,)
(OPARA, 2006). A reacdo de Fenton adicionara o terceiro elétron dando origem ao radical
hidroxila (H20; + Fe?*/Cu* > OH + OH + Fe3* + Cu?"). Enfim, a adigdo do quarto elétron
produz &gua (H20) (GIORDANO, 2005).

As ERO também podem ser advindas de outros mecanismos, produzidas pelas xantina
oxidases, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato-oxidase (NADPH), citocromo P450-
oxidase e pela autooxidacdo de catecolaminas e lipoxigenases (GIORDANO, 2005;
MADAMANCHI; HAKIM; RUNGE, 2005). O aumento da presenca das ERO no sistema
bioldgico desencadeia peroxidacdo de membranas lipidicas, dano oxidativo de &cidos nucleicos
e oxidagdo de grupos sulfidrilas e nas proteinas (SIES, 1991).

O estresse oxidativo € resultado do desiquilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em beneficio da formagdo excessiva de espécies reativas e pela perda da
velocidade de remocéo desses (BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante atua na inibic&o e/ou reducdo dos danos causados pela

acao nociva dos radicais livres. As agdes sdo atingidas por alguns mecanismos de agdo como:
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evitando a formacdo dos radicais livres (sistema de prevencdo), impedindo a acdo desses
(sistemas varredores) ou favorecendo o reparo e constituicdo das estruturas bioldgicas lesadas
(sistema de reparo) (CLARKSON; THOMPSON, 2000; KOURY; DONANGELO, 2003). O
sistema de defesa antioxidante é dividido, usualmente, em enzimatico e ndo enzimatico
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

O sistema enzimatico é composto pelas enzimas superéxido dismutase, Catalase e
glutationa peroxidase. Os mecanismos usados por essas enzimas sdo de prevencao, impedindo
e/ou controlando a producao de radicais livres, comprometidas com a iniciacdo das reacdes em
cadeia que resultam na propagacdo e amplificagdo do processo, por conseguinte, a ocorréncia
de danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). O
sistema de defesa ndo enzimatico é formado pelos compostos antioxidantes obtidos pela dieta,
dos quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fendlicos. As vitaminas com potencial
antioxidante sdo acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno, precursores de
vitaminas E e A, respectivamente. Também ha carotenoides que ndo possuem atividade de
vitamina A, como luteina, licopeno e zeaxan-tina. Zinco, cobre, selénio e magnésio sdo 0s
representantes dos minerais com acao antioxidante (BIANCHI; ANTUNES, 1999; PRASAD
et al., 2007).

2.3 Hipertrofia ventricular esquerda

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) € caracterizada por modificagdes na estrutura,
no funcionamento e no metabolismo do coragédo, que abrange o aumento da dimensdo do
cardiomidcito, aumento da espessura da parede das artérias coronarianas, rarefacdo da
microcirculacdo do coracdo e fibrose extracelular (ISOYAMA, 1998). Os cardiomidcitos
recebem estimulacdo hipertrofica. Dentro da célula, esse estimulo é traduzido e, como
consequéncia, havera alteragdes bioquimicas que levam a ativacdo de mensageiros citosolicos
e nucleares, que irdo agir no nucleo celular, regulando a transcri¢do, determinando a expressao
génica que desencadeard a HVE (GARCIA; INCERPI, 2008).

Dentre os fatores que induzem a HVE, estdo os hemodindmicos e 0s neuro-humorais.
Os hemodinamicos envolvem, em sua génese, aumento da necessidade metabolica e sobrecarga
da pré e pos-carga ao coracdo. O fator neuro-humoral inclui as catecolaminas, angiotensina Il,
insulina, como também o estresse oxidativo, hipercolesterolemia e citocinas e fatores de

crescimento induzidos pelo processo inflamatdrio (GARCIA; INCERPI, 2008).
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A hipercolesterolemia pode interferir no funcionamento e na expresséo dos canais de
Katp N0 miocérdio, gerando a hipertrofia cardiaca (LEE et al., 2004). Ja o estresse oxidativo,
ocasionado pelo aumento de ERO nos cardiomidcitos, induzido pela hipertensdo e estresse
mecanico no miocardio, ativam a via MAPK, que desempenha papel importante na hipertrofia
cardiaca (AIKAWA et al., 2001). Além disso, o desequilibrio redox diminui a
biodisponibilidade de 6xido nitrico, no sistema cardiovascular e modifica o equilibrio entre os
fatores hipertroficos e os fatores anti-hipertréficos, provocando no miocardio um
remodelamento (GARCIA; INCERPI, 2008; LI; SHAH, 2004). O estresse oxidativo cardiaco
pode ser induzido por vérias situacGes fisiopatoldgicas e genéticas, como aumento da
concentracdo de angiotensina Il, hipercolesterolemia, estresse mecénico no miocardio e
processos inflamatorios (AIKAWA et al., 2001; LANG et al., 2000; SATO et al., 2004; YAO,;
YU; FUKUDA, 2006).

A prevencdo da dislipidemia é de grande relevancia, pois estudos apontam que a HVE
aumenta o risco de doenca cardiaca coronéria, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca
congestiva e isquemia cerebral transitoria (SAMESINA; AMODEO, 2001).

2.4 Passiflora incarnata L.

A espécie Passiflora incarnata L. é conhecida pelos nomes populares: maracuja-
vermelho, flor da paix&o e maracuja (BRASIL, 2015). E uma planta nativa na regio entre o
Sul dos Estados Unidos até a Argentina. Seus frutos sdo ovalados e apresentam cor verde-clara
com polpa branca (Figura 2). A sua utilizacdo, na medicina tradicional, é datada desde a época
da colonizacdo das Américas pelos espanhdis, que aprenderam com o0s Astecas como usa-las
(LORENZI; MATQOS, 2008; SOULIMANI et al., 1997). O extrato seco das partes aéreas da
Passiflora incarnata L. tem sido muito utilizado como fitoterapico. A Passiflora incarnata L.
possui aplicabilidade popularmente para a insdnia, ansiedade e como sedativo, com ampla
utilizacdo em todo o mundo (DHAWAN et al.,, 2001), um farmaco presente em varias
farmacopeias pelo mundo (KAMALDEEP; SANJU; ANUPAM, 2004).

Figura 2 — Flor, folhas e fruto de Passiflora incarnata L.
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Fonte: Brasil (2015).

Os flavonoides sdo os fitocomponentes mais representativos na Passiflora incarnata L.,
um conjunto de C-glicosilados como vitexina, isovitexina, schaftosideo, isoschaftosideo e
isovitexina-2” -O-glicosilada (WOHLMUTH et al., 2010; ZERAIK et al., 2010). Em relagéo
as outras espécies do género, a Passiflora incarnata L. é a que apresenta maior concentracao
de isovitexina. A maior concentracdo de flavonoides foi encontrada nas folhas, com maior
concentracdo de isovitexina nos estagios de pré-floracédo e floracdo (MENGHINI et al., 1993).
Segundo Marroquin, Cruz e Céceres (2012), os flavonoides presentes na Passiflora incarnata
L. apresentam capacidade antioxidante. Os flavonoides sdo estruturalmente ideais para o
sequestro de radicais livres, portanto sua acdo antioxidante é mais efetiva que das vitaminas C
e E. Porém, a atividade antioxidante dessas substancias é dependente da sua estrutura e pode
ser definida por cinco fatores: capacidade de doar H e elétrons, estabilidade do radical flavonil
formado, reatividade a outros antioxidantes, solubilidade e interagdo com as membranas e
capacidade de quelar metais (ALVES et al., 2007; BARREIROS, 2006). Pesquisas indicam que
os flavonoides possuem acdo antioxidante sobre o LDL e previnem a agregacao plaquetaria
(OLIVEIRA et al., 2010).

H& outros constituintes relatados na Passiflora incarnata L. tais como alcaloides,
carboidratos, os quais sao rafinose, sacarose, d-glicose e d-frutose, 6leos essenciais, substancias
responsaveis pelo odor caracteristico e além de vinte e um aminoacidos (BUCHBAUER,;
JIROVETZ, 1992; GAVASHELI; MONIAVA; ERISTAVI, 1974, 1975; POETHKE;
SCHWARZ; GERLACH, 1970). Os estudos realizados com Passiflora incarnata L., em sua
maioria, sdo voltados para a atividade ansiolitica e sedativa (KAMALDEEP; SANJU;
ANUPAM, 2004). Como exemplo, o estudo realizado por Gibbert et al. (2017), em que
investigaram o efeito do extrato seco da Passiflora incarnata L. sobre a melhoria da resisténcia

ao estresse e qualidade de vida de adultos com agitacdo nervosa. Dantas et al. (2017)
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verificaram o efeito da Passiflora incarnata L., no controle da ansiedade de pacientes
submetidos a extracdo dental. Gupta et al. (2012) investigaram o efeito hipoglicemiante do
extrato metanoico das folhas de Passiflora incarnata L. em camundongos com diabetes

induzida por estreptozotocina.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1 - DRY EXTRACT OF Passiflora incarnata L. LEAF: CARDIAC AND
HEPATIC OXIDATIVE STRESS PROTECTOR IN LDLR-/- MICE FED HIGH FAT DIET
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Dry Extract of Passiflora incarnata L. leaf: Cardiac and
Hepatic Oxidative Stress Protector in LDLr-/- Mice Fed
High-Fat Diet

P. incarnata: oxidative stress protector

ABSTRACT

The control of dyslipidemia by using herbal products is an important subject for studies. In this study, the effects
of dry Passiflora incarnata L. extract over dyslipidemia, left ventricular hypertrophy and hepatic oxidative stress
of dyslipidemic mice were evaluated. The LDL-/- mice were divided into four experimental groups, each receiving
the following diets: Group C (n=10) — standard feed; Group CP (n=10) — standard feed and 200 mg/kg of body
weight of Passiflora incarnata L. leaf dry extract; Group HL (n=10) — high fat feed; Group HLP (n=10) — high
fat feed and 200 mg/kg of body weight of Passiflora incarnata L. leaf dry extract. The mice receiving high fat feed
with Passiflora incarnata L. dry extract showed decrease of total cholesterol, triglycerides and increase of high-
density lipoprotein (HDL), as well as decrease of C-reactive protein, alkaline phosphatase and insulin. There was
no effect over glucose, Homa index and enzymes aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase.
However, the prevention of left ventricular hypertrophy occurred, as well as lipid peroxidation and the production
of carbonyl proteins, which are both oxidative stress markers. In conclusion, Passiflora incarnata L. dry extract
associated to high-fat diet acts in the prevention of dyslipidemia, consequently, hindering the occurrence of hepatic
oxidative stress and the development of left ventricular hypertrophy by the increase of serum HDL.

Keywords: Passion fruit; left ventricular hypertrophy; dyslipidemia; oxidative stress.

INTRODUCTION

Dyslipidemia is one of the risk factors for the development of cardiovascular diseases®. The appearance
of dyslipidemia derives from an abnormal lipid profile, composed of total cholesterol (TC), low-density
lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL) and triglycerides (TG)?2.

Dyslipidemia is also one of the biochemical factors for the development of left ventricular hypertrophy
(LVH), as well as oxidative stress, hyperinsulinemia and inflammatory process®“. LVH is considered a
highly relevant indicator for morbidity and mortality by cardiovascular diseases®.

Alterations on the serum concentration of cholesterol and triglycerides negatively act over the
biomarkers of oxidative stress and cause the production of oxygen-reactive species by various
mechanisms, leading to the increase of lipid peroxidation, associated to dyslipidemia. Furthermore, the
oxidative stress associated to dyslipidemia affects many organs, with prominence over heart, liver and
kidneys®®. Many hepatic diseases with structural and functional abnormalities have oxidative stress as
crucial factor for its development’.

Therefore, treating dyslipidemia is indispensable, preventing the emergence of LVH and hepatic
diseases caused by oxidative stress. The change in habits is the main strategy proposed for the treatment
of dyslipidemia, but the use of medication is indicated for some cases®. Herbal medications have been
tested over changes of the lipid profile in the search for new treatments®°, and have conquered the
market due to its price and considering the collateral effects caused by medications®*.,

Passiflora incarnata L., also known as passion fruit, has been used as anxiolytic and sedative herbal
medication. Many studies highlight its antispasmodic, analgesic, anticonvulsive and antidiabetic effect,
as well as for cough, bronchitis and asthma!??3. Flavonoids are the most representative
phytocomponents of Passiflora incarnata L., represented by apigenin, luteoline, quercetin, kaempferol,
C-glycosylated flavonoids, vitexin, isovitexin, orientin, isorientin, schaftoside, isoschaftoside, swertisin
and isovitexin-2-O-glycosylated+1°-16,

Therefore, considering the increase in research and in the applicability of Passiflora incarnata L., the
objective of this study was to evaluate the action of the dry Passiflora incarnata L. leaf extract over
dyslipidemia, left ventricular hypertrophy and hepatic oxidative stress of LDLr-/- mice.



35

MATERIALS AND METHODS

Animal protocol

The experiments were conducted using 40 male mice, homozygote for the LDL receptor gene
(LDLr-/-), with four months of age and weighing 25 + 3 g, divided into groups of ten animals each
(Table 1). The animals were maintained under controlled temperature (25 + 1°C) and light/dark cycle of
12 hours.

Table 1. Experimental groups and respective protocols.
Group Experimental protocol Denomination
1 LDLr-/- mice that received standard feed for rodents (Nuvital™, Nuvilab, C
Colombo, Brazil), during 30 days.

2 LDLr-/- mice that received standard feed for rodents (Nuvital™, Nuvilab, CP
Colombo, Brazil) and 200 mg/kg of body weight of dry Passiflora incarnata L.
leaf extract per gavage, during 30 days.

3 LDLr-/- mice that received high fat feed with 20% total fat, 1.25% cholesterol HL
and 0.5% colic acid; a total of 2.89 kcal/g (Instituto Tecnol6gico de Alimentos,
Campinas, Brazil), during 30 days.

4 LDLr-/- mice that received high fat feed with 20% total fat, 1.25% cholesterol HLP
and 0.5% colic acid; a total of 2.89 kcal/g (Instituto Tecnoldgico de Alimentos,
Campinas, Brazil) and treatment with 200 mg/kg of body weight of dry
Passiflora incarnata L. leaf extract per gavage during 30 days.

All animals received water and ad libitum feeding. The administration of water (vehicle) and dry
Passiflora incarnata L. leaf extract was performed daily by gavage. The extract was commercially
obtained, containing 0.06% of total flavonoids calculated as vitexin (Gemini, Anapolis, Brazil). The
experimental procedures were conducted according to directives established by the Concelho Nacional
de Controle de Experiencias Animal (CONCEA — National Council for Animal Experience Control)
and were approved by the Animal Ethics Committee of the Universidade José do Rosério Vellano
(UNIFENAS, Alfenas, MG, Brazil) (n° 12A/2012).

After 30 days of experimentation, mice were fasted for 12 hours and, subsequently anesthetized via
intraperitoneal using xylazine (Bayer™) and Ketamine (Parke-Davis™), in the concentrations of 6 and
40 mg/kg, respectively. Blood samples were collected by retro-orbital venous plexus puncture, using
heparinized capillary tubes for serum analyses of triglycerides (TG), total cholesterol (TC), high-density
lipoprotein (HDL), C-reactive protein (CRP), glucose, insulin and hepatic enzymes alkaline phosphatase
(AP), aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT). The heart was removed
for posterior morphometric and histological analyses. The liver was removed and homogenized (at 4°C)
in buffer saline solution with 0.1 M (PBS, pH 7.2) in the proportion of 5 mL/g of organ. The
homogenized solution was centrifuged at 3000 g during 10 minutes at 4°C. The supernatant was
posteriorly used.

Serum analyses

Serum was obtained by centrifuging the blood (1200 g, 4°C, 10 minutes). TG, TC and HDLc were
measured using the colorimetric enzymatic methods, described by Hedrick et al.*’. AP, AST and ALT
were dosed by spectrophotometry. The level of CRP was determined by turbidimetry and photometry
(Humastar 3007, Human Diagnostics, Germany). Glucose was measured by the colorimetric enzymatic
method. Insulin was determined using the ELISA specific commercial kit (DAKO Ltd., UK). The Homa
index (Homa-ir) was calculated using the formula: {Homa-ir = [fast insulinemia (mU/L) x fast glycemia
(mmol/L)]/22.5} to determine resistance to insulin.

Morphometric and histological analyses

The left ventricle was isolated from the heart and weighed (mg). The index of left ventricular
hypertrophy was calculated using the proportion of ventricle weight (mg) by body weight (g). The left
ventricle was fixed in 10% formalin for 24 hours before inclusion into paraffin for histological cuts of
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four micrometers, according to Junqueira et al.*8. The histological cuts were stained with picrosirius red
and hematoxylin/eosin for quantitative analysis of collagen and for cardiomyocyte morphometry,
respectively. The cuts stained with picrosirius red were analyzed with polarized light. Each micrography
was analyzed using the LGMC-image software, version 1.0, by which the fractional percentages of
collagen related to the areas marked in red were acquired®®. Four photomicrographs (200x) were
obtained from the histological cuts stained with hematoxylin/eosin, using the same pre-fixed point on
the transversal cuts of the ventricle of each mouse, using a digital camera coupled to the Leica IM50
program (version 1.20). The diameters of eight to 12 cardiomyocytes of each histological cut were
measured, totalizing 12 cuts for each animal®. All histological analyses were conducted by a single
examiner using the double-blind method.

Hepatic lipid peroxidation evaluation

The lipid peroxidation evaluation was performed by measuring the peroxidation products that react to
the thiobarbituric acid (TBA) by testing the reactive species (TBARS), according to methodology
described by Winterbourn et al.?. Aliquots (150 L) of the homogenized liver were mixed with 1.22 M
of phosphoric acid (750 pL), deionized water (1350 pL) and TBA (0.67%, 750 uL) and incubated.
Subsequently, the mixture was boiled in water for one hour at 95 °C and taken to cooling in ice bath
(4°C). The solution was mixed with methanol (1800 puL) and NaOH 1 M (200 uL), and transferred to
cuvette. The estimated TBARS concentration was obtained using the standard curve of malonic
dialdehyde (MDA, 1,1,3,3 tetraethoxypropane). To quantify the MDA/TBARS, a spectrofluorometric
detector Varian Cary Eclipse (A excitation = 532 nm; emission A = 563 nm) was used. The results were
expressed in umol MDA/mol of protein. Total protein concentration was determined by the Bradford
method??.

Determination of carbonyl proteins

Carbonyl of oxidized proteins was estimated using 2,4-dinitrofenylhydrazin spectrophotometric assay,
by reacting 2,4-dinitrofenylhydrazin with carbonyl proteins. The aliquots (500 uL) of homogenized
solution (liver) and a 10 uM 2,4-dinitrofenylhydrazin solution (500 uL) were incubated during one hour
with dripping trichloroacetic acid (TCA, 20%) until complete precipitation. Subsequently, a solution of
ethanol/ethyl acetate (500 pL) was added to the resulting mixture and centrifuged (600 g per 10
minutes). Finally, the sediment was dissolved in 1000 pL of Guanidine 6 M, and absorbance was
measured at 370 nm?. The results were expressed in carbonyl nmol/mg of total protein. Total protein
concentration was determined by the Bradford method?.

Statistical analyses

The data were expressed as mean + mean standard error (MSE). The analysis of variance (ANOVA)
was followed by the Tukey test to compare the means between the different groups. The differences
were considered significant at p<0.05. All statistical treatments were performed using the Graphpad
Instat statistical software, version 3.05, for Windows (Graphpad Instat™, San Diego, CA, USA).

RESULTS

The mice from the HL group presented increased serum levels of TC and TG when compared to the
mice receiving standard diet (group C). Serum levels of HDLc decreased. The administration of dry
Passiflora incarnata L. extract prevented the increase of TC in groups CP and HLP when compared to
groups C and HL, respectively (Table 2). However, the effect of the dry extract over the levels of TG
only prevented the increase for HLP mice when compared to the HL group. The dry extract also partially
prevented the decrease in the HDLc levels of HLP mice, when compared to group HL (Table 2).

The severe dyslipidemia observed in mice from the HL group generated an increase in lipid peroxidation
and hepatic protein oxidation in relation to the other studied groups (Table 3). The dry Passiflora
incarnata L. extract prevented the increase of lipid peroxidation and, more prominently, hepatic protein
oxidation for HLP mice, with distinguished results when compared to mice from groups C and CP (Table
3). When analyzing the enzymes AP, AST and ALT, an increase in the serum levels of all three enzymes
was observed in HL mice in relation to the mice from group C. The use of dry extract partially prevented
the serum increase of AP in HLP mice. However, the dry extract presented no effect over AP serum
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levels of CP mice. The dry extract also presented no interference over serum levels of AST and ALT of
CP and HLP animals when compared to C and HL groups, respectively (Table 2).

Table 2. Serum levels of total cholesterol (TC), triglycerides (TG) and HDL cholesterol (HDLc); alkaline
phosphatase (AP), aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT); C-reactive protein
(CRP), glucose and insulin; HOMA index (Homa-ir).

Groups C CP HL HLP
TC (mg/dL) 254+8° 132+4¢ 758+172 229+12°
TG (mg/dL) 138+5P 103+6° 246+132 118+13°

HDLc (mg/dL) 64+3? 72442 26+2¢ 45+2P
AP (U/L) 116+6° 116+3°¢ 178+10? 146+7°
AST (U/L) 139+5° 161+6° 2494122 2624152
ALT (U/L) 646" 66+4° 181+172 170+172

CRP (mg/dL) 6+0.4¢ 5+0.6° 14.8+0.82 9.8+1°
Glucose (mMol/L) 5.6+0.22 5.740.1° 5.8+0.3? 5.6+0.1°
Insulin (mU/L) 2.840.2¢ 2.740.2¢ 6.1+0.8? 4.0+0.3°
Homa-ir 0.7+0.06" 0.7+0.05° 1.6+0.08? 1.0+0.6%°

The values were expressed as mean + MSE. Distinct letters indicate significant difference between groups (p<0.05 — Tukey
Test). C — standard feed; CP — standard feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract; HL — high fat feed; HLP — high fat
feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract.

The mice from group HL presented resistance to insulin, which was demonstrated by the increase of
Homa index and serum levels of insulin, without altering serum glucose levels (Table 2). The dry
Passiflora incarnata L. extract partially prevented resistance to insulin in HLP animals, avoiding the
increase of serum insulin levels and, consequently, the increase of the Homa index (Table 2). The partial
effect of the dry extract over insulin resistance observed in HLP mice was demonstrated by the
difference in the insulin serum levels and Homa index in relation to mice from groups C and CP (Table
2).

Table 3. Effect of dry Passiflora incarnata L. extract over lipid peroxidation and liver protein oxidation in
dyslipidemic mice.

Groups C CP HL HLP
Lipid peroxidation 0.08+0.008°  0.06+0.0004°  0.11+0.0122 0.03+0.002°¢
(wmol MDA/mol of protein)
Protein oxidation 2.84+0.67° 2.63+0.37° 5.47+0.672 2.44+0.79°

(nmol carbonyl/mg of total protein)
The values were expressed as mean + MSE. Distinct letters indicate significant difference between groups (p<0.05 — Tukey
Test). C — standard feed; CP — standard feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract; HL — high fat feed; HLP — high fat
feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract.

Severe dyslipidemia associated to the increase in hepatic oxidative stress and resistance to insulin of
mice from group HL was followed by left ventricular hypertrophy, observed by the increase in the
proportion of left ventricle weight (mg)/animal weight (g) due to the increase in the diameter of the
cardiomyocytes and collagen deposits in the left ventricular myocardium (Table 3, Table 4 and Fig. 1).
The serum levels of CRP also increased for mice from the HLP group when compared to the other
groups (Table 2). The dry extract prevented left ventricular hypertrophy and the increase of CRP for
HLP mice (Table 4, Fig. 1 and Table 2).

Table 4. Morphometric parameters of the heart of dyslipidemic mice.

Groups C CP HL HLP
Proportion ventricular weight (mg)/animal weight (g) 3.6+0.08°  3.6+0.11°  4.2+0.122 3.4%0.14°
Cardiomyocyte diameter (mm) 18+0.8° 18+0.5° 25+1.6 19+1.0°
Collagen deposits (%) 4.9 +0.2° 5.1#1° 11.2+0.82 4.6+0.9°

The values were expressed as mean + MSE. Distinct letters indicate significant difference between groups (p<0.05 — Tukey
Test). C — standard feed; CP — standard feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract; HL — high fat feed; HLP — high fat
feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract.
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Figure 1. A — Photomicrography stained with hematoxylin/eosin representative of the left ventricle showing the
diameter of the cardiomyocytes. B — Photomicrography stained with picrosirius red showing the distribution of
interstitial collagen (marked in red by the stain) in the left ventricular myocardium of the mice. C — standard feed;
CP - standard feed and dry Passiflora incarnata L. leaf extract; HL — high fat feed; HLP — high fat feed and dry
Passiflora incarnata L. leaf extract.

DISCUSSION

In the present study, we verified that the administration of Passiflora incarnata L. extract influenced the
lipid profile of mice from the HLP group, preventing the decrease of HDLc and the increase of TG and
TC. The last can be attributed to the presence of flavonoids in the extract. These flavonoids inhibit the
enzyme responsible for the biosynthesis from cholesterol to hydroximethylglutaryl CoA reductase, as
well as lipogenic enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase and malic enzyme?*25,

The mice from group HL presented LVH similar to those of studies developed in the laboratory,
demonstrating that LDL-/- mice fed high-fat diet developed LVH and atherosclerosis due to the
inflammatory process caused by severe dyslipidemia, associated to the decrease of the bioavailability of
nitric oxide and of the serum levels of HDL and its antioxidant and anti-inflammatory functions®26-2°,
Furthermore, HL mice presented resistance to insulin, with hyperinsulinemia associated to the increase
in serum levels of enzymes AP, AST and ALT.

Dyslipidemia and insulin are important factors for the development of left ventricular hypertrophy°.
Hypercholesterolemia can act in Kare channels of the myocardium, altering its function and expression,
presenting as trigger for cardiac hypertrophy®*2. Insulin can cause the biosynthesis of myocardiac
proteins and, directly or indirectly, cardiac hypertrophy?3. Therefore, the decrease of total cholesterol
and triglycerides, associated to the decrease in insulin levels, contribute for the prevention of LVH in
mice from group HLP. Passiflora incarnata L. prevented LVH, resistance to insulin, increase of CRP
and oxidative stress. However, the lower occurrence of oxidative stress has prevented the decrease of
liver HDL with consequent increase in the levels of HDLc, hindering the development of LVH in the
animals used for this study, due to its antioxidant and anti-inflammatory functions®*3%.

The mice that received high-fat diet and dry Passiflora incarnata L. extract (HLP), when compared to
the HL group, presented increase in the levels of HDLc and decrease in TG and insulin, which are
predicting factors for the metabolic syndrome®3%. A decrease in CRP, inflammation biomarker
commonly found in high levels in the metabolic syndrome, was also observed®, contributing with a
reduction of the risk of cardiovascular diseases such as LVH.

Notably, the mice that received high-fat diet with Passiflora incarnata L. demonstrated significant
reduction in carbonyl proteins and lipid peroxidation, both considered oxidative stress markers?:%, The
flavonoids present in Passiflora incarnata L., such as vitexin and isovitexin®, present antioxidant
activity*®, which may have contributed in the reduction of the oxidative stress markers for group HLP.
Flavonoids present antioxidant activity by eliminating free radicals, by means of the metal chelating
property, suppressing the enzymes involved in the synthesis of free radicals and by stimulating the
antioxidant enzymes*'. The use of antioxidants is a strategy to prevent hepatic oxidative stress and,
consequently, the hepatic diseases originated from oxidative stress*.
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CONCLUSIONS

The dry Passiflora incarnata L. extract presented antioxidant effect, preventing cardiac and hepatic
diseases related to oxidative stress, and can be indicated as aid for the treatment of diseases caused by
oxidative stress derived of disturbances in lipid metabolism.
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