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RESUMO
A planta Mansoa hirsuta DC (Bignoniaceae) € uma liana encontrada na mata Atlantica,
sem uso etnomédico registrado. Recentemente, a atividade inibitéria da enzima
conversora de angiotensina (ECA) foi relatada para as folhas desta espécie. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a potencial atividade anti-hipertensiva da espécie em
modelos in vitro e isolar os constituintes bioativos. O extrato de folhas de M. hirsuta
(EEF), preparado por percolacdo exaustiva com etanol 96%, apresentou atividade
vasodilatadora dependente da concentragdo e do endotélio (Clso = 8,5 + 0,6 ng/mL), em
preparacdes de anéis de aorta de ratos. Esse efeito foi suprimido na presenca do L-
NAME (100 umol/L), um inibidor da 6xido nitrico (NO) sintase, indicando a participagéo
do NO na resposta de EEF. A indometacina (10 ymol/L), um inibidor da ciclooxigenase,
nao alterou significativamente a resposta vasodilatadora de EEF (Clsg 12,0 £ 0,8 pg/mL).
A incubacédo dos anéis com superoxido dismutase (SOD; 300 U/mL) n&o alterou a curva
concentracao-resposta (CCR) obtida para o EEF, enquanto a CCR obtida para SIN-1
(Clso = 2,75 £ 0,73 umol/L), um doador de NO, foi significativamente deslocada para a
esquerda na presenga de EEF (50 pg/mL; Clso = 0,67 £ 0,11 umol/L), efeito semelhante
ao obtido com a incubagdo com SOD (300 U/mL; Clsp = 0,8 £ 0,11 umol/L). Esses
resultados indicam que a vasodilatagdo induzida por EEF €, em alguma extenséo,
promovida pelo aumento da biodisponibilidade de NO, resultante da atividade
antioxidante do extrato. O EEF foi submetido a fracionamento por técnicas
cromatograficas variadas (coluna de silica gel, Sephadex LH20, RP-HPLC e
cromatografia em contracorrente de alta velocidade — HSCCC) e/ou particdo entre
solventes imisciveis, resultando no isolamento de trés substéncias denominadas PP1,
PP2 e PP3. A analise dos espectros de massas desses compostos possibilitou
caracteriza-los como proantocianidinas tetraméricas, constituidas por duas unidades de
afzelequina e duas unidades de catequina, ou seus epimeros correspondentes, e um
residuo de agucar. A natureza das unidades de flavan-3-ol constituintes de PP1 foi
confirmada por experimentos de RMN de 'H e de ™*C mono e bidimensionais. A
ocorréncia de proantocianidinas em uma espécie de Bignoniaceae é relatada pela
primeira vez neste trabalho. A atividade inibitéria da ECA das substancias isoladas foi
avaliada in vitro, sendo apenas PP1 ativa, com inibicao de 76 + 2,7 %, na concentragao
de 100 pg/mL. PP1 também apresentou atividade vasodilatadora concentragao- e NO-
dependente, com Clso de 0,25 + 0,10 ymol/L. Esses resultados corroboram a potencial
atividade anti-hipertensiva de M. hirsuta e indicam PP1 como uma das substancias

bioativas da espécie.



ABSTRACT
Mansoa hirsuta DC (Bignoniaceae) is a liana found in the Atlantic forest. There is no
record of ethnomedical use for this species, although its leaves have been reported to
inhibit in vitro the angiotensin-converting enzyme (ACE). The goal of the present study
was to evaluate the potential antihypertensive effect of this species and to isolate the
bioactive compounds. The vasodilator effect of the ethanolic extract of M. hirsuta leaves
(EEF) was assayed in rat aortic rings. EEF produced a concentration-dependent
vasodilatation (ICsp = 8.5 + 0.6 pg/mL), which was absent in endothelium-denuded
vessels. The endothelium-dependent vasodilatation induced by EEF was abolished by L-
NAME (100pmol/L), a nitric oxide (NO) synthase inhibitor, but not by indomethacin (10
pmol/L; 1Cso 12.0 £ 0.8 pyg/mL), a cyclooxygenase inhibitor, suggesting a role for NO in
the vasorelaxant response. The concentration—-response curve of EEF was not modified
by the addition of superoxide dismutase (SOD; 300 U/mL). In addition, the
concentration—response curve of 3-morpholinosydnonimine (SIN-1; ICso = 2.75 + 0.73
umol/L) was displaced to the left (p < 0.05) by EEF (50 pug/mL; ICs0 = 0.8 £ 0.11 umol/L)
and by SOD (300 U/mL; ICso = 0.67 £ 0.11 umol/L). These findings led us to conclude
that EEF induces a NO- and endothelium-dependent vasodilatation in rat aortic
preparations, and that this effect is, at least in some extent, due to an increase on the
NO bioavailability as consequence of its antioxidant activity. EEF was submitted to
fractionation by different chromatographic techniques (silica gel and Sephadex LH20
columns, RP-HPLC, HSCC) and/or partition between immiscible solvents, resulting in the
isolation of three compounds, named PP1, PP2 and PP3. Mass spectra analysis of these
constituents allowed their characterization as tetrameric proanthocyanidins, composed of
two monomers of catechin and two units of afzelechin, or their corresponding epimers,
along with a sugar residue. Identification of the flavan-3-ol units was confirmed for PP1
by mono and bidimensional 'H and "*C NMR experiments. This is the first report on the
occurrence of proanthocyanidins in a Bignoniaceae species. The ACE inhibitory activity
of the isolated compounds was assayed and only PP1 was active, producing 76 + 2.7%
of inhibition (100 pg/mL). PP1 also produced a concentration- and NO-dependent
vasorelaxant effect in aortic rings, with 1Cso of 0.25 = 0.1 pmol/L. These results
corroborate the potential antihypertensive activity of M. hirsuta and disclose PP1 as one

of active compounds of the species.
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1 INTRODUGAO

Uma grande diversidade de organismos e de substéncias quimicas
desenvolveu-se na natureza ao longo dos bilhées de anos de evolugéao, entre elas
os metabdlitos secundarios. Esses sé&o substéncias consideradas ndo essenciais
para os organismos que as produz, mas que estado envolvidas em varias interagbes
ecologicas que contribuem para a manutengao das espécies (VEEPORT, 1998).

O homem utiliza a diversidade quimica dessas substancias para o tratamento
de condi¢des patolégicas desde os primérdios da medicina, remontando ha, pelo
menos, 3.000 a 6.000 anos, segundo registros escritos dos egipcios. Eles foram os
primeiros a utilizar drogas provenientes de fontes naturais, cuja eficacia foi
comprovada pela ciéncia moderna (HALBERSTEIN, 2005; KOEHN; CARTER, 2005).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o uso de
plantas medicinais é a principal estratégia para os cuidados primarios de saude de
65 a 80% da populagdo mundial, principalmente daquela de paises em
desenvolvimento, seja pela dificuldade ao acesso as terapias farmacoldgicas ou a
seus custos. Por outro lado, em paises da Europa, América do Norte e outras
nacgdes industrializadas, 50% da populagao tem utilizado a medicina complementar
ou alternativa, incluindo plantas medicinais (CALIXTO, 2005).

Segundo a OMS, o mercado mundial de fitoterapicos tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos, movimentando atualmente mais de US$ 60
bilhdes anualmente. N&o existem estatisticas oficiais, mas de acordo com a
Associagcdo Brasileira de Industrias de Fitoterapicos (Abifito), o mercado de
fitoterapicos brasileiro movimenta cerca de US$ 400 milhes e cresce cerca de 10 a
15 % ao ano, enquanto o mercado de produtos sintéticos cresce apenas 3 a 4%
(EMBRAPA, 2007; WHO, 2007).

Por outro lado, apesar da extensa utilizagdo das plantas medicinais, um
numero relativamente pequeno de espécies ja foi avaliado cientificamente visando a
assegurar sua qualidade, eficacia e seguranga. Também existe caréncia de dados
sobre a composi¢cdo quimica de diversas espécies medicinais. Dentre as 400.000
espécies de plantas superiores estimadas no mundo, apenas cerca de 10% ja foram
objeto de algum estudo quimico. Quando se considera o numero de plantas

submetido a testes biolégicos ou farmacoldgicos este percentual € ainda menor.
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Portanto, € enorme o potencial ainda inexplorado de plantas como fonte de novos
compostos bioativos (SOEJARTO, 1996; BASSO et al, 2005; CALIXTO, 2005).

Estudos quimicos, farmacoldgicos e clinicos de plantas medicinais e de seus
constituintes foram a base para o desenvolvimento de diversos medicamentos
utilizados na terapéutica atual. O conhecimento do potencial terapéutico das plantas
pelos povos primitivos e pelos indigenas pode ser considerado fator fundamental
para o descobrimento de substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo
(HALBERSTEIN, 2005; VIEGAS et al, 2006).

Os povos indigenas utilizavam os curares, drogas obtidas de diversas
espécies de Strychnos e Chondodendron, para produzir flechas envenenadas para
caga e pesca. Somente no século XIX Boehm isolou o principal constituinte ativo do
curare americano (Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav), a (+)-tubocurarina (1),
cujo mecanismo de acdo foi posteriomente caracterizado como bloqueador
neuromuscular (BARREIRO, 1990; VIEGAS et al., 2006).

Talvez o0 marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a partir
de produtos naturais de plantas tenha sido o descobrimento dos salicilatos obtidos
de Salix alba L., principalmente o acido salicilico (2) que originou o farmaco sintético
acido acetilsalicilico (3, AAS), um analgésico que mesmo apos 100 anos de sua
descoberta ainda € alvo de pesquisas pela industria farmacéutica (YUNES et. al.,
2001).

O isolameno da morfina (4), ou principium somniferum, em 1806 por Friedrich
Wilhelm Sertlrner, é considerado o inicio do estudo dos metabdlitos secundarios das
plantas. A morfina é um alcaléide com potente atividade analgésica, a partir do épio,
preparado dos bulbos de Papaver somniferum L., cujas propriedades soporiferas e
analgésicas sao conhecidas ha séculos (HARTMANN, 2007).

Outro alcaldide de grande importancia terapéutica € a quinina (5), isolada das
cascas secas de espécies de Cinchona em 1820 por Pelletier e Caventou, que
durante quase trezentos anos foi o unico principio ativo eficaz contra a malaria. Esta
substancia é considerada a responsavel pelo desenvolvimento dos antimalaricos
sintéticos do grupo dos 4- e 8-aminoquinolinicos, do qual fazem parte a cloroquina
(6) e a primaquina (7) (ROBERT; MEUNIER, 1998).

Com o advento da quimica combinatorial as industrias farmacéuticas
reduziram seus esforgcos na pesquisa de produtos naturais (KOEHN; CARTER,

2005). No entanto, a introdugdo de importantes farmacos de origem natural na
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terapéutica nos ultimos 30 anos, contribuiu significativamente para a reafirmacao da
importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novos farmacos,
sobretudo na busca de substancias com estruturas moleculares complexas, dificeis
de serem obtidas por um processo sintético de custo racional.

Entre esses, merecem destaque os farmacos utilizados na quimioterapia do
cancer, como a vimblastina (8) e a vincristina (9), extraidas de Catharanthus roseus
(L.) G. D, o paclitaxel (10), extraido das cascas de Taxus brevifolia Nutt.e a
camptotecina (11) obtida a partir da espécie Camptotheca acuminata Decne. (WALL
et al, 1966; OBERLIES; KROLL, 2004).

Além de sua utilizagdo como farmacos, os produtos naturais sdo empregados
pela industria farmacéutica como protétipos moleculares para o desenvolvimento de
novas entidades quimicas (NEQ), visando aprimorar suas propriedades
farmacologicas e reduzir a toxicidade (RASKIN et al, 2002). Essas moléculas
apresentam maior complexidade estrutural e maior nUmero de centros quirais que
substancias obtidas por sintese classica ou quimica combinatorial. Essas moléculas
foram selecionadas por pressdes evolutivas para interagir com uma ampla variedade
de proteinas e outros alvos biologicos, com objetivos especificos, tornando-as
efetivas para tratar diversas condi¢des patolégicas (KOEHN; CARTER, 2005).

Uma excelente ilustracdo da extraordinaria capacidade sintética da natureza e
de sua estereoespecificidade é a palitoxina (12), um produto natural nao-protéico
obtido a partir de corais do género Palythoa que possui 64 centros estereogénicos,
129 atomos de C, 227 de H, 3 de N e 54 atomos de O, além de 8 ligagdes duplas
C=C. Esta toxina é considerada a molécula biologicamente ativa mais potente de
origem marinha e a mais téxica conhecida, sendo apenas menos toxica que a
proteina botulinica (SOARES et al, 2006).



10

INTRODUGAO

11

21




INTRODUGAO 22

12

A contribuicdo da natureza como fonte de novas estruturas € notoria. Os
produtos naturais desempenham papel importante no desenvolvimento de novos
farmacos ainda que grande parte dessas estruturas nao resulte diretamente em
farmacos. Dentre as 1.010 NEQ introduzidas no mercado no periodo entre 1981 e
2006, mais de 50% eram produtos naturais ou derivados desses ou, ainda, produtos
sintéticos baseados em farmacoforos de produtos naturais (BALUNAS; KINGHORN,
2005; NEWMAN; CRAGG, 2007). Entre as areas com grande contribuicdo dos
produtos naturais destacam-se os farmacos antimicrobianos e antitumorais. Dentre
todos os antitumorais em uso clinico, 47% sao produtos naturais ou derivados
originados desses (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Embora as técnicas de quimica combinatorial venham sendo amplamente
utilizadas nos ultimos anos, os produtos naturais ainda ocupam posi¢ao de destaque
no desenvolvimento de novas drogas, sendo responsaveis por cerca de 50% das
NEQ no periodo de 2000 a 2006 (NEWMAN; CRAGG, 2007).
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As principais patologias pesquisadas pela industria farmacéutica sao as
doencas infecciosas, cancer, hipertensio e processos inflamatérios, com mais de 50
farmacos aprovados para cada uma dessas patologias nos ultimos 25 anos
(BALUNAS; KINGHORN, 2005; NEWMAN; CRAGG, 2007).

No campo dos anti-hipertensivos, o0s produtos naturais também
desempenham papel consideravel, sendo que aproximadamente 50% das 77 drogas
langadas nos ultimos 25 anos estao diretamente relacionadas aos produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2007; KOEHN; CARTER, 2005). Dentre esses, a reserpina
(13), um alcaldide inddlico extraido de Rauwolfia serpentina (L.) Benth. Ex Kurz
(Apocynaceae) com agao anti-hipertensiva, e que foi utilzado por muito tempo no
tratamento de hipertensao leve a moderada (GILANI et al, 2005). No entanto, devido
aos numerosos efeitos colaterais, o uso da reserpina foi descontinuado, estando
disponivel apenas em alguns paises, inclusive no Brasil, em doses entre 0,05 e 0,1
mg, € em associa¢gdo com diuréticos ou vasodilatadores (PAVAN et al, 2003; MILNE;
PINKNEY-ATKINSON, 2004; ANVISA, 2008).

OMe

OMe
1 3 OMe

Outro exemplo da utilidade dos produtos naturais no tratamento da
hipertensdo arterial € o extrato padronizado de Crataegus oxyacantha L., cujos
frutos, folhas e flores constituem uma droga vegetal citada em varias farmacopéias,
como, a farmacopéia alema. Essa espécie possui atividade vasodilatadora periférica,
aumenta o metabolismo no musculo cardiaco, dilata os vasos coronarianos e
melhora o fluxo sanguineo para o coragado, ajudando, portanto, no tratamento das
doencas cardiovasculares (VERMA et al, 2007) .

Neste contexto se insere o presente trabalho, no qual se descreve o estudo

quimico e de atividade vasodilatadora e inibitoria da ECA de Mansoa hirsuta DC.



INTRODUGAO 24

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudo fitoquimico e da potencial atividade hipotensiva da espécie Mansoa
hirsuta D.C. (Bignoniaceae).

1.1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a potencial atividade hipotensiva do extrato bruto de folhas de M.
hirsuta em ensaios in vitro de inibicio da ECA e vasodilatacdo em
preparacdes isoladas de aorta de ratos.

2. Realizar o fracionamento do extrato bruto de M. hirsuta, visando obter fragdes
enriquecidas em flavondides e proantocianidinas.

3. Avaliar a potencial atividade hipotensiva das fragdes, utilizando os ensaios
descritos em 1.

4. Selecionar uma das fracbes ativas para isolamento dos constituintes
bioativos.

5. Elucidar a estrutura quimica dos constituintes isolados por métodos
espectrométricos usuais.

6. Avaliar a potencial atividade hipotensiva das substancias isoladas, utilizando

0s ensaios descritos em 1

1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Hipertensao arterial

A hipertensao arterial € definida como a elevagao crbnica da pressao arterial.
Segundo o sétimo relatério do Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC), considera-se hipertenséo
valores de pressao arterial sistélica maior ou igual a 140 mmHg e/ou pressao arterial
diastélica maior ou igual a 90 mmHg. Pressao arterial sistélica entre 130 e 139
mmHg e/ou pressao arterial diastdlica entre 80 e 89 mmHg séo consideradas valores
limitrofes (JOINT, 2003).
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Apesar dos grandes avang¢os no diagnostico e na terapéutica, as doencgas
cardiovasculares ainda constituem a principal causa de morte em todo o mundo,
principalmente nos paises industrializados. Segundo dados da OMS, doengas
cardiovasculares sdo responsaveis por cerca de um terco dos O&bitos globais,
totalizando 17,5 milhées em 2005 (WHODb, 2007). No Brasil, as doengas do aparelho
circulatério representam a principal causa de mortalidade, correspondendo a mais de
30% em todas as regides. Considerando-se apenas as doengas crbnicas néo
transmissiveis, as doengas cardiovasculares representam mais de 50% dos obitos
(BRASILDb, 2008).

Além da alta taxa de mortalidade, a hipertensao arterial e suas complica¢des
também acarretam altos custos ao sistema de saude devido a elevada frequéncia de
internagbes. Em 2004, essas doengas foram a causa de aproximadamente
1.200.000 internagcbes (10,4% do total), correspondendo a um custo de
aproximadamente 700 milhdes de reais (BRASILb, 2008). Atualmente, a prevaléncia
estimada para a hipertensao no Brasil é de 35% da populagéo acima de 40 anos.
Isso representa, em numeros absolutos, um total de 17 milhées de portadores da
doenga, segundo estimativa de 2004 do Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica
(IBGE) (BRASIL, 2008).

A hipertensdo ndo se manifesta apenas pela elevacido da pressao arterial,
estando associada a alteragdes estruturais e funcionais complexas em varios
6rgaos-alvo. E também considerada um dos principais fatores de risco de morbi-
mortalidade cardiovascular, desempenhando papel crucial na etiologia de doengas
cérebrovasculares, doencga isquémica do miocardio e insuficiéncia cardiaca e renal.

Em um estudo conduzido no Rio Grande do Sul, constatou-se a prevaléncia
de hipertenséo arterial sistémica de 33,7% (n=309), sendo que 49,2% desconheciam
ser hipertensos; 10,4% tinham conhecimento de ser hipertensos, mas nao seguiam o
tratamento; 30,1% seguiam o tratamento, mas ndo apresentavam controle adequado
e apenas 10,4% seguiam tratamento anti-hipertensivo com bom controle (GUS et al,
2004). O tratamento da hipertensdo resulta em uma reducdo de cerca de 40% no
risco de acidente vascular cerebral (AVC) e ainda é considerado inadequado em
varios paises, desenvolvidos e subdesenvolvidos (WHO, 2003)

A pressao arterial (PA) € o produto do débito cardiaco pela resisténcia
vascular periférica. Uma das caracteristicas da hirpertensao arterial € a elevagao da

resisténcia vascular periférica, a qual € geralmente atribuida ao aumento no ténus
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vascular. A PA pode ser controlada essencialmente por dois mecanismos: regulagao
neural, que é feita primariamente pelo sistema nervoso autbnomo (associado aos
barorreceptores e quimiorreceptores), e regulagdo humoral, realizada por diversas
substancias liberadas por diferentes tipos celulares, como as células endoteliais e as
células justaglomerulares. Alteragdes em um ou ambos os mecanismos de controle
da PA (neural e/ou humoral), poderdo resultar em elevagédo dos niveis pressoricos,
instalando-se assim um quadro de HA.

O controle humoral é feito por diversos tipos celulares, entre eles as células
justaglomerulares e as células endoteliais. Furchgott e Zawasdski (1980) foram os
primeiros pesquisadores a demonstrar a importancia do endotélio no controle do
tébnus vascular. Os autores relataram que a vasodilatagdo induzida pela acetilcolina
era dependente da presenca de um endotélio integro, e que as células endoteliais
liberavam um fator de relaxamento, denominado fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF), que foi posteriormente identificado como 6xido nitrico.

S&o0 numerosas as substancias produzidas pelas células endoteliais que
podem induzir tanto relaxamento, caso do 6xido nitrico (NO), da prostaciclina (PGly)
e do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), quanto constricdo dos
vasos sanguineos, como a endotelina e o tromboxano, resultando em diversos
efeitos fisiologicos que em equilibrio contribuem para manter a dindmica vascular
(MONCADA et al, 1991; COHEN, VANHOUTTE, 1995).

O NO é a substancia relaxante produzida pelas células endoteliais mais
amplamente estudada. Essa substancia desempenha um papel fundamental no
sistema cardiovascular, tanto no controle da resisténcia vascular periférica como na
agregacao plaquetaria. O NO é um gas de meia vida bastante curta
(aproximadamente 2 a 5 segundos), liberado em resposta a estimulos fisicos ou
estimulacdo de diferentes receptores para uma variedade de mediadores
neurohumorais, entre eles a acetilcolina, bradicinina e ATP (MONCADA et al, 1991).

O estimulo fisico é feito pela forga que o sangue exerce sobre a parede das
artérias, denominada estresse de cisalhamento. O estresse de cisalhamento laminar
aumenta a producdo de NO por ativagdo da sintase do 6xido nitrico endotelial
(eNOS), uma enzima expressa constitutivamente, responsavel pela oxidagdo da L-
arginina em L-citrulina com liberacdo de NO (MONCADA, 1997; ZIEGLER et al,
1998; GIMBRONE, 1999). O estresse de cisalhamento também altera a distribui¢ao
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da eNOS entre os compartimentos celulares (DAVIS et al, 2001; CHENG et al,
2005).

A atividade da eNOS ¢é regulada por inumeras modificagbes pods-
translacionais, incluindo interagbes proteina-proteina, fosforilagdo e localizagéo
subcelular (FLEMING; BUSSE, 2003).

Em geral, apdés a miristoilagdo e palmitoilagdo da eNOS, essa se localiza na
membrana plasmatica, onde em células em repouso essa enzima esta ligada a
caveolina e permanece inativa. Varios agonistas que aumentam a concentragéo
intracelular de calcio promovem a ativagdo da eNOS. O calcio € um importante
sinalizador citoplasmatico, atuando a partir de ligagbes com proteinas intracelulares
especificas, como a calmodulina. Quando o calcio se liga a calmodulina forma-se o
complexo calcio-calmodulina, que participa da regulacdo de algumas enzimas,
incluindo a eNOS. A ligagdo do complexo calcio-calmodulina ao sitio de ligagdo na
enzima desloca um Joop autoinibitério na eNOS, facilitando o fluxo de elétrons
NADPH dependente do dominio redutase da proteina para o dominio oxigenase.
Quando a concentragdo de calcio intracelular é reduzida, desfaz-se esse complexo e
a atividade da enzima é desativada (FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; GOVERS
et al, 2001; FLEMING; BUSSE, 2003; OESS et al, 2006).

A fosforilagdo desempenha papel importante na regulagdo da atividade da
eNOS, especialmente a fosforilagdo do residuo de serina 1177, localizado dentro do
dominio redutase, o0 que aumenta a atividade da enzima por aumentar a atividade
redutase e a sensibilidade ao calcio (DIMMELER et al, 1999; FLEMING; BUSSE,
2003; TAKAHASHI; MENDELSOHN, 2003).

Em culturas de células ndo estimuladas, o residuo ser1177 é rapidamente
fosforilado em consequéncia de uma variedade de estimulos: estresse de
cisalhamento, insulina, estrogénio, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
ou bradicinina. As quinases envolvidas nesse processo dependem do estimulo
aplicado. O estresse de cisalhamento ativa as proteinas cinases Akt ou A (PKA),
enquanto a insulina ativa a Akt e proteina cinase ativada por monofosfato de
adenosina (AMP) (AMPK), ja o estrogénio e VEGF ativa principalmente a Akt e a
bradicinina promove fosforilagdo da ser1177 mediada por uma proteina cinase
dependente do complexo Ca®'/calmodulina (CaMKIl). Quando esse residuo de

serina é fosforilado a producdo de NO é aumentada varias vezes acima dos niveis
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basais (FONTANA et al, 2002; FLEMING; BUSSE, 2003; TAKAHASHI;
MENDELSOHN, 2003).

A fosforilagdo de um residuo de treonina (thr495), localizado no dominio de
ligacdo do complexo calcio-calmodulina (CaM), é associada com reducdo na
atividade da eNOS. Quando esse residuo ¢é desfosforilado, quantidade
substancialmente maior de CaM se liga a eNOS e eleva a atividade da enzima.
Estimulos associados com a desfosforilagdo do residuo thr495 (bradicinina,
histamina, e iondforos de Ca®') também aumentam a concentracdo de Ca®*
resultando em fosforilagdo do residuo ser1177 (FLEMING; BUSSE, 2003;
TAKAHASHI; MENDELSOHN, 2003; GOVERS et al, 2001).

O NO formado difunde-se rapidamente das células endoteliais para o tecido
muscular liso vascular. Na musculatura lisa vascular, o NO ativa a forma soluvel da
guanilato ciclase, uma enzima catalitica, formando o monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). A formag&o de GMPc ativa
a bomba de calcio no interior da célula muscular lisa, reduzindo a concentracido de
célcio intracelular, inibindo sua contragao (Figura 1). Outros mecanismos pelos quais
a via NO/GMPc induz vasodilatagdo incluem inibicdo da geracédo de trifosfato de
inositol (IP3) (na musculatura lisa), desfosforilagdo da cadeia leve de miosina,
inibicdo do influxo de Ca®*, ativacdo de proteinas quinases, estimulacdo da Ca?*-
ATPase de membrana e abertura de canais de K (MONCADA, 1997; FISHER et al,
2001; FLEMING; BUSSE, 2003).
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Estimulos fisicos ou quimicos
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Figura 1: Esquema da sintese, liberagédo e agdo do NO.

A relevancia fisiolégica da producdo de NO endotelial € evidenciada pela
vasoconstricdo observada na maioria dos leitos vasculares e conseqliente aumento
da pressao arterial sistémica apds infusao de inibidores da NOS (MONCADA, et al,
1991; REES, et al, 1992; ZAGO, ZANESCO, 2006). O papel do NO no sistema
cardiovascular foi extensamente estudado, sendo atribuido a ele uma fungao
protetora na hipertensdo arterial, aterosclerose, doenca arterial coronariana e
doencas tromboembdlicas. Numerosos estudos indicam que essas doencgas tém sua
etiologia relacionada a alteragbes da funcdo endotelial. A disfungdo endotelial,
caracterizada pela redugao na producao e/ou biodisponibilidade de NO é um fator
que contribui para o aparecimento de doencgas cardiovasculares.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo entre os principais responsaveis
pelo surgimento da disfungdo endotelial. ROS sdo produzidas por uma série de
sistemas enzimaticos no organismo, podendo desempenhar tanto papéis fisiologicos
quanto patofisiolégicos. Quando sédo formadas quantidades excessivas de ROS,
superando a capacidade dos sistemas antioxidantes enddgenos, tem-se um estado
denominado de estresse oxidativo, associado ao surgimento de diversas doencas
cardiovasculares. A vasodilatagdo dependente de endotélio € reduzida na presenga

de quantidades excessivas de ROS devido a diminuicdo da bioatividade do NO na
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parede vascular. As ROS, principalmente o radical superoxido, reagem com o NO
promovendo sua inativacdo e formando radicais ainda mais toxicos. Além disso,
ROS parecem promover a contragdo das células musculares lisas vasculares (CAl,
HARRISON, 2000; TANIYAMA; GRIENDLING, 2003).

Outro mecanismo importante de regulagdo humoral da pressao arterial € o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Figura 2). Esse sistema exerce
papel importante na preservagao da estabilidade hemodindmica nos seres humanos,
sendo responsavel pela regulagao do volume de fluidos extracelulares, do balango
de sodio e da funcdo cardiovascular através de efeitos diretos e indiretos em
multiplos sistemas e orgdos (PERAZELLA; SETARO, 2003).

O SRAA é composto por uma cascata de horménios, inicialmente
desencadeada pela liberagdo de renina pelos rins, sendo esta sintetizada pelas
células do aparelho justaglomerular renal. A renina € uma enzima proteolitica que
atua localmente no rim e na circulagdo (renina plasmatica) sobre o substrato
angiotensinogénio. O angiotensinogénio € uma proteina precursora produzida no
figado e secretada primariamente por esse 6rgado. Este € clivado pela renina
formando o decapeptideo biologicamente inativo angiotensina | (Ang |). A enzima
conversora de angiotensina (ECA) é a enzima chave do SRAA, responsavel pela
conversdo da Ang | no octapeptideo angiotensina Il (Ang Il), o qual responde pela
maior parte dos efeitos fisioldgicos e patofisiolégicos do SRAA. Essa enzima € uma
dipeptilcarboxipeptidase com dois dominios homdlogos, cada um deles com um sitio
catalitico e com uma regido especifica para ligacdo do Zn?*, sendo, portanto, uma
metaloprotease. E uma enzima inespecifica, hidrolisando peptideos pela remocdo de
um dipeptideo da porgao C-terminal (COATES, 2003; BURRELL, et al, 2004).
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Angiotensinogénio
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Figura 2: Sistema renina-angiotensina-aldosterona

Existem dois subtipos de receptores de Ang Il bem caracterizados, o receptor
de angiotensina tipo 1 (AT1) e o tipo 2 (AT2). Esses receptores possuem distribuicdo
e sinalizagao distintas e levam a diferentes atividades da Ang Il. Em adultos, os
receptores AT1 estdo largamente distribuidos, ocorrendo na vasculatura, rins,
glandula adrenal, coragdo, figado e cérebro. Os receptores AT2 estdo presentes
apenas na medula da adrenal, no utero, ovario, endotélio vascular e em algumas
areas distintas do cérebro. A Ang Il, ao atuar pelo receptor AT1, provoca
vasoconstricdo, estimula a producdo de aldosterona, aumenta a reabsorcdo de
sddio, promove crescimento da musculatura lisa vascular e promove disfungao
endotelial, entre outras atividades. Atuando pelo receptor AT2, promove
vasodilatacao, redugao da reabsorgcao renal de sédio, da hipertrofia miocitica e da
fibrose cardiaca (PERAZELLA; SETARO, 2003).

Um homologo da ECA, a ECA2, também exerce papel importante no SRAA.
Essa enzima €& uma carboxipeptidase que foi primariamente descrita por sua

atividade sobre a Ang |, removendo um unico residuo de aminoacido, gerando a Ang
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1-9. No entanto, a principal fungdo da ECA2 é a degradagao da Ang Il, gerando o
peptideo biologicamente ativo Ang 1-7 que possui atividade vasodilatadora. A ECA2
possui atividade catalitica para Ang Il cerca de 400 vezes maior que para Ang |, o
que sugere que a ECA2 possa funcionar como um contra-regulador dos efeitos da
Ang Il, através da degradacgéo desta, e da producdo de um peptideo de atividade
oposta (BURRELL,; et al, 2004; COATES, 2003)

O horménio esteroidal aldosterona é sintetizado na zona glomerulosa da
glandula adrenal apds a ativagdo dos receptores de angiotensina pela Ang Il. A
aldosterona atua, entdo, através da ligagdo ao seu receptor esteroide, regulando a
volemia através do controle da excregdo de sodio e potassio (PERAZELLA,
SETARO, 2003).

O papel da Ang Il no desenvolvimento e progressdo da doenga cardiovascular
e renal ndo é atribuido apenas aos seus efeitos hemodinamicos. A ativacdo da Ang
Il medeia a lesao tecidual pela promog¢ao de fatores de crescimento, citocinas
inflamatdrias e fibrose intersticial. O balango das interagbes entre a Ang Il e o 6xido
nitrico (NO) é o fator chave determinante se ocorrera lesdo ou protecéo de 6rgaos-
alvo (RAIJ, 2005).

Agentes bloqueadores do SRAA desempenham papel importante no balango
de Ang Il e NO. Inibidores da ECA reduzem a sintese de Ang Il e também impedem
a degradacgao da bradicinina, que € uma molécula fisiolégica importante na liberagéao
de NO (MONCADA, 1997). No entanto, Ang Il pode também ser gerada por outras
vias independentes da ECA, como, por exemplo, pela acdo da catepsina G
(PERAZELLA; SETARO, 2003).

Os inibidores da ECA sao considerados drogas de escolha para o tratamento
da hipertensdo leve a moderada. O uso de inibidores da ECA no tratamento da
hipertensao arterial induz efeitos benéficos como otimizagdo do volume extracelular,
vasodilatagao e reducdo da pos-carga, com o retorno da pressao arterial para niveis
normais. (JOINT, 2003)

Diversos ensaios clinicos foram realizados visando comprovar que a terapia
anti-hipertensiva baseada no uso de inibidores da ECA, como monoterapia ou em
associacdo com diuréticos, promove reducdo da mortalidade e morbidade
cardiovascular. Esses estudos demonstraram que o uso de inibidores da ECA reduz
o risco de AVC, reverte a hipertrofia ventricular esquerda, melhora a fungéo cardiaca

em pacientes com disfungdo ventricular esquerda e previne a progressdo da
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nefropatia diabética (HANSEN et al, 1995; WAEBER; BRUNNER, 1997; HANSOON
et al, 1999; SOWERS et al, 2001; WHITE, 2005). Por isso, as diretrizes do JNC7
recomendam o uso de medicamentos dessa classe para o tratamento da
hipertensdo, em pacientes que possuem risco aumentado de doengas
cardiovasculares (JOINT, 2003).

1.2.2 Quimica e atividades biolégicas de Mansoa

A familia Bignoniaceae é constituida por 113 géneros e 800 espécies,
predominantemente lianas e, também, por plantas arbustivas e arbéreas. Entre as
arboreas podemos citar os ipés do Brasil, espécies do género Tabebuia. As espécies
deste taxon encontram-se distribuidas nas regides tropicais de todo o mundo, sendo
de ocorréncia frequente no continente americano. No Brasil, plantas desta familia
ocorrem desde a Amazébnia até o Rio Grande do Sul, ndo possuindo um habitat
unico, sendo encontradas no cerrado, mata atléantica e floresta amazdnica
(GENTRY, 1980).

Estudos quimicos de espécies de Bignoniaceae resultaram no isolamento de
substancias pertencentes a diferentes classes de produtos naturais, tais como
naftoquinonas, triterpenos, flavondides, iriddides, lignanas e alcaldides, entre outras
(PAULETTI et al, 2003; KANCHANAPOOM, et al., 2006; LEITE, et al., 2006; LENTA,
et al., 2007; MORAIS, et al., 2007)

Mansoa hirsuta (Figura 3) € uma liana que ocorre em toda a extensao da
mata atléntica. Nao foram encontrados registros de nomes populares ou usos

etnofarmacolégicos para a espécie.
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Figura 3: Mansoa hirsuta D.C.

O estudo quimico de M. hirsuta por Silva (2006) levou ao isolamento do acido
ursélico (14) a partir da fragao acetato de etila, enquanto da fragao diclorometanica
foram isolados os esterdides B-sitosterol (15) e estigmasterol (16), além do triterpeno
lupeol (17).

’
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Nesse estudo também foram relatadas algumas atividades bioldgicas para a
espécie, como a atividade imunossupressora de 99% para a fragdo em acetato de

etila, avaliada em modelo de inibicdo de linfoproliferacdo, e a atividade tripanocida
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das fragbes diclorometanica (66%) e em acetato de etila (65%) (SILVA, 2006). No
entanto, nesse trabalho a espécie estudada é descrita como possuindo forte odor de
alho, o que n&o é caracteristico de M. hirsuta, mas sim de M. alliaceae. De acordo
com a bibliografia consultada existe uma confusao entre as espécies, mas segundo
descricao da Flora Brasiliensis, M. hirsuta nao possui odor caracteristico de alho
(LOHMANN et al, 2007).

Braga et. al. (2000) avaliaram a potencial atividade anti-hipertensiva da
espécie em ensaio in vitro de inibicdo da ECA utilizando método cromatografico
(CLAE). O extrato etandlico bruto das folhas produziu 54% de inibicdo na
concentragéo de 0,33 mg/mL.

Também ja foi relatada para a espécie a atividade antifungica in vitro frente
aos microorganismos Aspergillus niger e Fusarium oxysporum. Nesse estudo, as
fragbes ativas de M. hirsuta foram as de baixa e média polaridade, das quais onze
compostos foram identificados por cromatografia em fase gasosa com detector de
massas (CG-EM), sendo esses 2,5-dimetil-3,4-hexanodiol, 1-etoxi-4-metil-2-
pentanona, 5-hexen-2-ol, 7-metil-4-octanol, 2,3,3-trimetil-1-penteno, 4-metil-3-
hexanol, 3-hexanol, 4-metil-2-pentanol, 5-metil-2-hexanona, 2-hexen-1-ol, 1-hexin-3-
ol, os quais foram sugeridos como responsaveis pelas propriedades antifungicas da
espécie (ROCHA et al, 2004).

O levantamento bibliografico realizado indicou auséncia de dados sobre a
quimica e atividades biologicas de outras espécies do género, a excegdo de M.
alliaceae. Esta espécie € popularmente utilizada na Amazodnia peruana como anti-
reumatica, e seu estudo fitoquimico forneceu as naftoquinonas 9-metoxi-a-
lapachona (18) e 4-hidroxi-9-metoxi-a-lapachona (19), ambas ativas in vitro contra
células tumorais (ITOKAWA et al, 1992).
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1.2.3 Produtos naturais com potencial atividade anti-hipertensiva

Diversos produtos naturais apresentam potencial atividade anti-hipertensiva,
sendo aqui revistos aqueles com atividade inibidora da ECA e com atividade
vasodilatadora.

O primeiro farmaco inibidor da ECA comercialmente disponivel para o
tratamento da hipertenséao arterial foi o captopril (20). Esse farmaco foi desenvolvido
com base em um tripeptideo, Phe-Ala-Pro (21) isolado de uma fragdo do veneno da
serpente brasileira Bothrops jararaca (FERREIRA, 1965; FERREIRA, 2000).
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Os produtos naturais constituem uma fonte relevante de substancias com
atividade inibidora da ECA. Diversas espécies vegetais incorporadas a dieta humana
ou empregadas popularmente com finalidades medicinais mostraram-se ativas em
ensaios in vitro de inibicado da ECA.

Extratos de diversas espécies vegetais que apresentaram inibicdo igual ou
superior a 50% em triagens in vitro para atividade inibitéria da ECA foram
submetidos a fracionamento visando o isolamento dos constituintes bioativos. As
principais classes de produtos naturais ativos identificados foram proantocianidinas
(WAGNER et al, 1991; LACAILLE-DUBOIS et al, 2001; LIU et al, 2003), flavondides
(WAGNER et al, 1991; OH et al, 2004; BARBOSA-FILHO et al, 2006), xantonas
(CHEN et al, 1992), peptideos e analogos de peptideos (WAGNER, et. al. 1991;
BARBOSA-FILHO et al, 2006; MA et al, 2006; AOYAGI, 2006), e terpendides
(HANSEN, et. al., 1996; BARBOSA-FILHO et al, 2006).

Segundo levantamento realizado por Barbosa-Filho e colaboradores (2006),
cerca de 157 produtos naturais foram avaliados quanto a atividade inibitéria da ECA,
no periodo de 1980 e 2000, sendo 126 ativos (80 %), dentre os quais, 32% eram
compostos polifendlicos. Excluindo-se os peptideos, o percentual de polifendlicos
ativos sobe para 43%, destacando-se entre eles os flavondides e proantocianidinas
(70% desses).
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LACAILLE-DUBOIS e colaboradores (2001) avaliaram a atividade inibidora da
ECA das espécies Cecopria glaziovii, Musanga cecropioides e Crataegus oxycanta.
O estudo dessas espécies revelou que as fragdes mais ativas possuiam alto teor de
proantocianidinas (11 a 13%). Nesse estudo, foram isolados alguns compostos com
atividade inibidora da ECA, entre eles as proantocianidinas B, (22) e C1 (23) que
apresentaram, respectivamente, 25 + 5% e 45 + 2% de inibicdo (LACAILLE-DUBOIS
et al, 2001).

Algumas espécies com atividade inibidora da ECA também apresentam
atividade vasodilatadora, como é o caso das espécies de Crataegus. Kim e cols.
(2000) avaliaram o efeito do extrato de Crataegus e de proantocianidinas isoladas no
ténus vascular. O extrato apresentou efeito vasodilatador dependente de endotélio e
fracbes contendo 45,7% de proantocianidinas produziram relaxamento superior a
70%. Cabe destacar que o conteudo de flavondides nessas fragdes era inferior ao
limite de detecgdo do método (0,1 ng) (KIM et al, 2000).

O fracionamento do extrato metandlico de folhas de Musanga cecropioides,
biomonitorado pelo ensaio in vitro de inibicdo da ECA, resultou no isolamento de
acido clorogénico (24, 4,1 £ 1,0% de inibigdo da ECA), (+)-catequina (25, 16,0 +
3,0%), (-)-epicatequina (26, 34,0 £ 1,0%), isovitexina (27, 46,0 £ 1,0%), isoquercetina
(28, 32,2 + 2,0%) e das proantocianidinas B, (22, 25,0 £ 5,0%) e Cq (23, 45,0 £
2,0%) (LACAILLE-DUBOIS et al, 2001).

Existem varios relatos de proantocianidinas com atividade inibitéria da ECA,
sendo essa atividade relacionada a estrutura e ao grau de polimerizagdo das
moléculas. Actis-Goretta e colaboradores (2003), relataram aumento da atividade
inibitéria da ECA de acordo com o aumento do grau de polimerizagdo de
proantocianidinas, sendo avaliadas epicatequina, catequina, dimero, trimero,
tetramero, pentamero e hexadmero, com valores de Clso de 1781 + 381; 1593+ 443;
267 £24;126 £ 11; 12+ 1; 25+ 3 e 10 £ 1 uM, respectivamente (ACTIS-GORETTA
et al, 2003). Essa correlagdo é reforgada pelo trabalho de OTTAVIANI e
colaboradores (2006) onde proantocianidinas dimérica, tetramérica e hexamérica
apresentaram Cls igua a 97,0; 4,4 e 8.2 uM, respectivamente, quando avaliadas em

ECA isolada de pulmao de coelhos.
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OH et al. (2004) isolaram cinco flavonoides do extrato metandlico de partes
aéreas de Sedum sarmentosum (Crassulaceae), sendo a quercetina-3-O-a-(6-
cafeoilglicosil-B-1,2-ramnosideo) (29) o mais ativo no ensaio in vitro de inibicdo da

ECA, com Clsy de 158,9 + 11,1 uM.
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O extrato etandlico de Rabdosia coetsa (Labiatae) apresentou atividade
inibitéria da ECA de 71,0 % enquanto na fracdo em acetato de etila essa atividade
foi superior a 80%, ambos avaliados na concentragdo de 10 mg/mL. A fracdo em
EtOAc foi submetida a fracionamento biomonitorado levando ao isolamento de
cafeato de etila (30), acido rosmarinico (31) e rosmarinato de metila (32), que
inibiram a atividade da ECA em 32,4%, 55,2% e 39,5%, respectivamente, na
concentragéo de 10 ug/mL (LI et al, 2008).

Das folhas de Ailanthus excelsa Roxb (Simaroubaceae), seis flavondides
foram isolados, apigenina (33), luteolina (34), canferol-3-O-z-arabinopiranosideo
(35), canferol-3-O-B-galactopiranosideo (36), quercetina-3-O-z.-arabinopiranosideo
(37) e luteolina-7-O-F-glicopiranosideo (38), todos com atividade inibitdria da ECA,
sendo o canferol-3-O-P-galactopiranosideo (36) o mais ativo, com Clsg de 260 uM
(LOIZZO et al, 2007).

WAGNER et al. (1991) também relataram a atividade inibidora da ECA de
flavondides em estudos in vitro, entre eles o (+)-mesquitol (39) e a (-)-teracacidina
(40) que apresentaram, respectivamente, 77,6 £ 2,7 % e 69,4 + 1,3 % de inibi¢cdo, na
concentragao de 0,33 mg/mL.

Outros compostos fendlicos, como os florotaninos presentes em algas
marrons, também apresentaram atividade inibitéria da ECA. Cinco florotaninos de
Ecklonia stolonifera foram avaliados, sendo o florofucofuroeckol (41), dieckol (42) e
eckol (43) os mais ativos, com Clsg de 12,7 £ 0,2; 34,3 £ 3,6 e 70,8 £ 0,3umol/L,
respectivamente (JUNG et al, 2006).
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Compostos peptidicos também apresentam atividade inibitéria da ECA, como o
peptidio sulfoxido y-L-glutamil-(+)S-alil-L-cisteina (44), constituinte da espécie Allium
ursinum L., que apresentou 48,7 + 1,4% de inibicdo, na concentracéo de 0,03 mg/mL
(WAGNER et al, 1991).

O peptideo, Gly-Pro-Pro (45), isolado do extrato protéico de Fagopyrum
esculentum Moench também apresentou atividade inibidora da ECA in vitro, com
valor de Clsg de 6,25 pg/ml (MA et al, 2006).

De Tricholoma giganteum foi isolado um peptideo inibidor da ECA, Gly—Glu—
Pro (46), com Clsy de 3,2 mM, cuja atividade foi apenas levemente reduzida apés
incubagdo com proteases, indicando que ele poderia permanecer integro apdés
administracado oral. Esse peptideo apresentou também efeito anti-hipertensivo em
ratos espontaneamente hipertensos em dose de 1 mg/kg (LEE et al, 2004).
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Outra espécie com atividade inibidora da ECA é Ouratea semiserrata. O
extrato em diclorometano:metanol (1:1) de caules da espécie produziu 68% de
inibicdo em ensaio in vitro (BRAGA et al.,, 2000). A fragdo em acetato de etila,
proveniente desse extrato, com elevado teor de proantocianidinas (21,8 + 1,5%),
apresentou potente atividade vasodilatadora, com Clsp de 3,5 £ 0,8 ug/mL (CORTES
et al, 2002).

Freqlientemente, extratos com atividade inibidora da ECA in vitro apresentam
efeito vasodilatador em ensaios com preparagoes isoladas, conforme relatado para

O. semiserrata. Outros exemplos descritos na literatura incluem Hancornia speciosa
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(SERRA et al, 2005; FERREIRA et al, 2006), Cecropia glaziovii (LACAILLE-DUBOIS
et al, 2001; SERRA et al, 2005) e espécies de Crataegus (KIM et al, 2000;
LACAILLE-DUBOIS et al, 2001;).

Os compostos polifendlicos apresentam atividade vasodilatadora relatada em
uma seérie de estudos. O flavondide diocleina (47) apresentou potente atividade
vasodilatadora em anéis de aorta de ratos pré-contraidos com fenilefrina, com Clsg
de 1,3 £ 0,3 uM (LEMOS et al, 1999).

Floranol (48), um flavondide prenilado isolado das raizes de Dioclea
grandiflora (Fabaceae) apresentou atividade vasodilatadora, independente de
endotélio em anéis de aorta de ratos pré-contraidos com fenilefrina, com Clsy de
19,9 £ 2,4 ymol/L (LEMOS, 2006).
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Polifendis presentes no vinho tinto também foram avaliados quanto a
atividade vasodilatadora. Fragdes enriquecidas em antocianidinas e taninos
condensados oligoméricos exibiram atividade vasorelaxadora na faixa de 59 a 77%,
enquanto os taninos condensados poliméricos apresentaram atividade inferior, com
vasodilatagdo maxima entre 20 e 47%. Ainda, compostos fendlicos como os acidos
benzdico, vanilico, galico, hidroxicinamico e a (-) epicatequina ndo apresentaram
efeito vasodilatador (ANDRIAMBELOSON et al, 1998).

O extrato aquoso de folhas e casca de Eucommia ulmoides Oliv., utilizada
como anti-hipertensiva na medicina tradicional Chinesa, apresentou efeito
vasodilatador endotélio- e NO-dependente quando avaliado em aneis de aorta de
ratos. Os autores sugerem que essa atividade pode estar relacionada aos
compostos polifendlicos, por exemplo flavondides, e glicosideos (saponinas e
glicosideos de lignanas) presentes na espécie (KWAN et al, 2004).

Uma fragdo rica em proantocianidinas, obtida das cascas de Croton
celtidiofolius , induziu vasodilatacido concentracdo- e endotélio-dependente de 73%



INTRODUGAO 43

em leito arterial mesentérico de ratos e em artéria mesentérica isolada, pré-
contraidos com fenilefrina. O efeito foi caracterizado como sendo via NO-cGMP e
hiperpolarizagdo induzida por ativagdo de canais de K’ dependentes de Cca*
(DALBO et al, 2008).

Essa revisdo da literatura demonstra a atualidade do tema e a potencialidade
de produtos naturais derivados de espécies vegetais e outros organismos no
desenvolvimento de novos agentes anti-hipertensivos, atestada em diversos ensaios

de inibicao da ECA e vasodilatacao.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Aparelhos, reagentes e materiais de consumo

Aparelhos

Agitador de tubos PHOENIX®, modelo AD 56.
Balanga analitica Mettler toledo, modelo AB204.

\4

\4

> Balanca analitica Mettler toledo, modelo AT201.

> Banho-maria Fanem, modelo 120/4.
> Banho de ultra-som Thornton, modelo T14.
>  Centrifuga Excelsa 2, Fanen.

»  Coletor de fragdes Pharmacia, modelo FRAC-100.

»  Cromatografo em contracorrente de alta velocidade (HSCCC), PC Inc. modelo
MKIl CCC, composto de injetor manual e bomba Dynamax modelo SD-200.

>  Cromatografo liquido de alta eficiéncia Merck-hitachi, composto de injetor
automatico modelo AS-2000A, detector UV-VIS modelo L-4250, bomba modelo L-
6200A e integrador modelo D-2500.

»  Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, composto de sistema de
controle de bomba modelo SCL-8 A, detector UV-VIS modelo SPD-6AV, bombas
modelo LC-8 A e integrador modelo C-R4A.

>  Micropipetas automaticas monocanais ajustaveis de 5-20 e 20-200 ulL, Brand.
>  Micropipeta automatica multicanal, de 1-10 uL, e monocanal de 200-1000 pL,
Eppendorf.

>  Aparelho de secagem Habderhalden.

>  Potencidmetro Marconi, modelo PA200.

>  Sistema de filtragdo de agua Milli-Q, Milli-q plus.

>  Soprador serigrafico Sternel, modelo HL 500.

>  Transdutores isométricos Fort10® com amplificador TBM4® e sistema de

aquisicdo computadorizado de dados CVMS®.
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Reagentes e material de consumo

vV V VY

Y

vV ¥V Vv VY ¥V VY VY V VYV V VY

Y

>

Acetato de etila P.A. Quimex.
Acetilcolina, Sigma.

Acetona P.A., Quimex.

Acetonitrila, grau HPLC, Merck.

Acido acético glacial P.A., Merck.

Acido sulfarico P.A., Quimex.

Alcool etilico 96°GL e absoluto, Quimex.
Alcool butilico normal, grau HPLC, Tedia.
Alcool isoproprilico P.A., Quimex.
Anisaldeido, Merck.

Atropina, Sigma.

Bicarbonato de sodio, VETEC.

Bobina de teflon para HSCCC, d.i. 1,7 mm, volume total 310 mL.

Captopril, Calbiochem.

Cloreto de aluminio, Riedel.

Cloreto de calcio diidratado, LabSynth.
Cloreto de potassio, VETEC.

Cloreto de sodio, Sigma.

Cloreto férrico, Ecibra.

Cloroférmio P.A., Quimex.

45

Coluna para HPLC LiChrospher®100, RP-18, com particulas de 5um,
LiChorCART®, 125 x 4 mm d.i., Merck.

Coluna semi-preparativa para HPLC Zorbax SB C-18, 250 x 9,4 mm, 5 um,

>
Agilent.

>  Cromatofolhas (Al) de silica gel 60, Merck.

»  d-Glicose anidra, LabSynth.

>  Diclorometano P.A., Quimex.

»  Fenilefrina, Sigma

»  Fosfato de potassio monobasico anidro, Merck.
> HEPES, Sigma

>  Hidréxido de amdnio, P.A., Merck

>  Hidréxido de sédio P.A., Merck
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>  Hipuril-glicil-glicina,

> Indometacina, Calbiochem.

»  Metanol, grau HPLC, Merck.

>  Metil éster No-Nitro-L-Arginina (L-NAME), Sigma.

»  Tubo de plastico tipo safe-lock, Eppendorf.

>  Mistura carbogénica O2:CO; (95:05), White Martins.

»  Placa de 96 pocos, Brand.

> Pulmdo de coelho em poé desidratado por acetona, Continental Produtos
Bioldgicos.

»  Silica gel 60G (0,063 — 0,200 mm), Merck.

>  Silica gel 60G para CCD, Merck.

>  Silica gel para coluna (70-230 mesh), Merck.

»  Sulfato de magnésio, LabSynth.

>  Sulfato de sédio, Merck.

>  Tungstato de sodio, Sigma.

» Vials de vidro para HPLC com tampas e septos de silicone e

politetrafluoretileno, Merck.

2.2 Reveladores para CCD

Reagente Vanilina — H,SO4 (WAGNER et al., 1984)

A solucdo de acido sulfurico foi preparada pela adicdo de 5,0 mL de H,SOq4
98% p/p a 100 mL de etanol P.A. A solugao foi armazenada, até o momento de uso,
a 20°C.

Para a solugdo de vanilina, dissolveu-se 1,0 g de vanilina em 100 mL de

etanol P.A. A solugéo foi armazenada, até o momento de uso, a 20°C.

Solugao de anisaldeido (WAGNER et al., 1984)
Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de acido acético glacial, 85 mL
de metanol e 5 mL de acido sulfurico a 98% p/v, nesta ordem, sob resfriamento. A

solucao foi armazenada, até o momento de uso, a 20°C.
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Solugéo de cloreto de aluminio a 1% (DUARTE, 2001)
Dissolveu-se 1 g de cloreto de aluminio em 100 mL de alcool etilico, sob

resfriamento. A solucdo foi armazenada, até o momento de uso, a 20°C.

Reagente de produtos naturais NP/PEG (WAGNER et al., 1984)

Para o preparo da solugdo de NP dissolve-se 0,1 g de difenilboriloxietilamina
(NP) em 10 mL de metanol. Essa solug&o foi armazenada, até o momento de uso, a
20°C. A solugéo de polietilenoglicol € preparada por meio da dissolugao de 0,5 g de
polietilenoglicol 4000 (PEG) em 10 mL de etanol e armazenada a temperatura

ambiente até o momento do uso.

2.3 Material vegetal

As folhas de Mansoa hirsuta (Bignoniaceae) foram coletadas na Estag&o
Biolégica de Caratinga, em Caratinga, MG. O material foi coletado e identificado pelo
Prof. Dr. Julio Anténio Lombardi, e uma exsicata da espécie foi depositada no
herbario do Departamento de Botanica do ICB, UFMG, sob n° BHCB 23.862.

Apos a coleta, o material vegetal foi lavado em agua corrente, sendo
selecionadas as folhas integras. As folhas foram, entdo, secas em estufa ventilada a
40°C, por 48 horas.

2.4 Preparo do extrato etandlico (EEF)

O material vegetal seco (40 g) foi pulverizado em moinho de facas, pesado e,
em seguida, submetido a percolacédo exaustiva com etanol a 96%. O extrato
etanolico (EEF) foi concentrado em evaporador rotatério a 50°C, sob pressao
reduzida, até residuo. O extrato obtido (11,6 g) foi mantido em dessecador, sob

vacuo, até completa eliminagao do solvente residual.



PARTE EXPERIMENTAL 48

2.5 Fracionamento do extrato etandlico (EEF)

2.5.1 Cromatografica em coluna de silica gel

Uma porcéo de EEF (9,0 g) foi fracionada em coluna aberta de silica gel
(0,063-0,200 mm), utilizando-se eluentes de polaridades crescentes, gerando 41
fragbes que foram agrupadas de acordo com seus perfis cromatograficos em CCD
de silica gel (Tabela 1).

Tabela 1: Fracionamento preliminar do extrato etandlico (EEF) de folhas Mansoa hirsuta

Fragao Massa (g) Rendimento (%) Volume (L) Solvente
MHF1 0,1015 1,13 0,3 Hex

MHF2 0,0789 0,88 0,3 Hex:DCM (9:1)
MHF3 0,0387 0,43 0,3 Hex:DCM (8:2)
MHF4 0,0437 0,49 0,3 Hex:DCM (4:6)
MHF5 0,445 4,94 0,3 DCM

MHF6 0,1138 1,26 0,3 DCM:EtOAc (7:3)
MHF7 0,0874 0,97 0,6 DCM:EtOAc (7:3)
MHF9 0,0149 0,17 0,3 DCM:EtOAc (7:3)
MHF10 0,0227 0,25 0,6 DCM:EtOAc (7:3)
MHF12 0,1104 1,23 0,6 DCM:EtOAc (1:1)
MHF14 0,0696 0,77 0,3 DCM:EtOAc (1:1)
MHF15 0,0524 0,58 0,3 DCM:EtOAc (1:1)
MHF16 0,0384 0,43 0,3 DCM:EtOAc (1:1)
MHF17 0,0592 0,66 0,3 DCM:EtOAc (3:7)
MHF18 0,0963 1,07 0,3 DCM:EtOAc (3:7)
MHF19 0,0373 0,41 0,3 DCM:EtOAc (3:7)
MHF20 0,0255 0,28 0,3 DCM:EtOAc (3:7)
MHF21 0,0434 0,48 0,3 EtOAc
MHF22 0,0234 0,26 0,3 EtOAc
MHF23 0,0920 0,10 0,3 EtOAc:MeOH (95:05)
MHF24 0,3399 3,78 0,3 EtOAc:MeOH (95:05)
MHF25 0,3965 4,40 0,6 EtOAc:MeOH (95:05)
MHF27 0,5431 6,03 0,6 EtOAc:MeOH (95:05)
MHF29 0,0612 0,68 0,3 EtOAc:MeOH (95:05)
MHF30 0,1131 1,26 0,3 EtOAc:MeOH (9:1)
MHF31 0,5599 6,22 0,9 EtOAc:MeOH (9:1)
MHF37 0,4201 4,67 1,2 EtOAc:MeOH (9:1)
MHF38 0,1268 1,41 0,3 MeOH
MHF39 0,499 5,54 0,3 MeOH
MHF40 2,0377 22,64 0,3 MeOH
MHF41 0,1235 1,37 0,3 MeOH

TOTAL 6,8145 75,41 12,3
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2.5.2 Particao liquido-liquido

Uma aliquota de EEF (2,0 g) foi solubilizada em 120 mL de solugao
metanol:dgua (1:1) e submetida a particdo sequencial entre solventes imisciveis,
empregando-se n-hexano, diclorometano e acetato de etila (Figura 4). Apds a
remocao dos solventes foram obtidas as fragbes hexanica (MHH; 94,3 mg),
diclorometanica (MHD; 89,8 mg), acetato de etila (MHA; 376,2 mg) e
hidrometandlica (MHM; 1304,5 mg).

EEF (2 g)

120 mL MeOH:H,0 (1:1)

Solugéo
MeOH:H20

3 x40 mL Hexano
/1

Solugao
[ MHH ] [MeOH:HZO]

3 x 40 mL Diclorometano

| ]
Solugéo
[MeOH:HZO] [ MHD ]

3 x 40 mL Acetato de etila
/1
[ MHA ] [ MHM ]

Figura 4: Fluxograma do fracionamento de EEF por particdo sequencial.

2.6 Refracionamento das fragdes provenientes de EEF

Fracbes provenientes de EEF, tanto por cromatografia em coluna de silica gel
quanto por particdo entre solventes imisciveis, foram refracionadas visando isolar
seus constituintes. Algumas dessas fragdes foram avaliadas nos ensaios de inibigao
da ECA e vasodilatacdo em preparacdes de aorta. As fragcbes MHF27 e MHF31
mostraram-se ativas no ensaio de inibicdo da ECA e vasodilatagdo, enquanto
MHF40 foi ativa somente no ultimo. Essas fracbes foram submetidas a
refracionamento, visando isolar os constituintes ativos. As fragdes provenientes da
particdo liquido-liquido ndo foram avaliadas nos ensaios biolégicos, mas também

foram refracionadas.
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2.6.1 Refracionamento de MHF27

MHF27 (530,0 mg), obtida do extrato etandlico de folhas de M. hirsuta (item
2.3), foi aplicada no topo de uma coluna de vidro preenchida com silica gel (0,063-
0,200 mm/70-230 mesh). Procedeu-se a eluigdo com solventes de polaridades
crescentes, recolhendo-se fragées equivalentes a 15 mL. Apos analise por CCD de
silica gel, as fragdes obtidas foram agrupadas segundo semelhancga de seus perfis,
transferidas para frascos previamente tarados e mantidas em dessecador, sob

vacuo, para completa eliminagdo do solvente por, no minimo, 48 horas (

Tabela 2).
Tabela 2: Refracionamento de MHF27 por cromatografia em coluna de silica gel
Grupo Massa (mg) Rendimento(%) Volume (mL) Eluentes
MHF27_1 5,30 1,00 60 EtOAc
MHF27_2 1,40 0,26 15 EtOAc
MHF27_3 11,70 2,21 225 EtOAc
MHF27_4 1,50 0,28 75 EtOAc/ MeOH 95:05
MHF27_5 2,20 0,42 75 EtOAc/ MeOH 95:05
MHF27_6 2,10 0,40 90 EtOAc/ MeOH 95:05
MHF27_7 3,10 0,58 75 EtOAc/ MeOH 90:10
MHF27_8 2,80 0,53 60 EtOAc/ MeOH 90:10
MHF27_9 4,20 0,79 15 EtOAc/ MeOH 90:10
MHF27_10 8,00 1,51 45 EtOAc/ MeOH 90:10
MHF27_11 22,80 4,30 75 EtOAc/ MeOH 90:10
MHF27_12 66,70 12,58 420 EtOAc/ MeOH 90:10
MHF27_13 65,10 12,28 885 EtOAc/ MeOH 80:20
MHF27_14 12,00 2,26 105 EtOAc/ MeOH 80:20
MHF27_15 16,90 3,19 195 EtOAc/ MeOH 80:20 a EtOAc/MeOH 50:50
MHF27_16 38,80 7,32 150 MeOH 100% a MeOH:H,0 50:50
MHF27_17 19,90 3,75 60 MeOH:H,0 50:50 a H,O
TOTAL 284,50 53,68 2625

As fragbes de maior massa resultantes dessa coluna foram MHF27_12 e
MHF27_13 (

Tabela 2), sendo denominadas, respectivamente, F27A e F27B.

Os fracionamentos posteriores foram realizados em coluna de Sephadex® LH-
20. Para tal as amostras a serem fracionadas foram solubilizadas em metanol, a
solucdo resultante filtrada em membrana de microfibra de vidro millipore®

anteriormente a aplicacdo na coluna. As fragbes obtidas foram mantidas a
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temperatura ambiente até evaporacado do solvente e reunidas de acordo com seus
perfis cromatograficos obtidos por CCD de silica gel.

Assim, F27B (45 mg) foi aplicada a uma coluna de Sephadex® LH-20 (2 x
24,5 cm, d.i.). Procedeu-se, entdo, a eluicdo com metanol, a uma vazéo de 2,0
mL/min, sendo recolhidas fragdes de 2,0 mL. Foram obtidas 51 fra¢des, gerando 10
grupos de fragdes reunidas (Tabela 3). A analise do perfil cromatografico por CCD
de silica gel foi realizada empregando-se eluente e revelador descritos

anteriormente.

Tabela 3: Fracionamento de MHF27B em coluna de Sephadex® LH-20
Grupo Massa (mg) Rendimento(%) volume (ml) Eluente
27B1 0,5 1,11 6 MeOH
27B2 1,6 3,56 4 MeOH
27B3 5,6 12,44 14 MeOH
27B4 3,8 8,44 12 MeOH
27B5 1,8 4,00 8 MeOH
27B6 2,5 5,56 8 MeOH
27B7 10,0 22,22 22 MeOH
27B8 8,0 17,78 14 MeOH
27B9 2,7 6,00 8 MeOH
27B10 2,3 5,11 8 MeOH

TOTAL 38,8 86,22 104

A fracdo F27A (40 mg) também foi refracionada em coluna de Sephadex
LH20 (2 x 24,5 cm, d.i.), como descrito acima. Foram obtidas 63 fra¢cdes, gerando 8
grupos de fragbes reunidas (Tabela 4). A analise do perfil cromatografico por CCD

de silica gel foi realizada empregando-se eluente e revelador descritos

anteriormente.

Tabela 4: Fracionamento de F27A em coluna de Sephadex® LH-20
Grupo Massa (mg) Rendimento(%) Volume (mL) Eluente
27A1 2,70 6,75 12,00 MeOH
27A2 2,80 7,00 10,00 MeOH
27A3 1,70 4,25 8,00 MeOH
27A4 4,30 10,75 12,00 MeOH
27A5 3,50 8,75 8,00 MeOH
27A6 2,50 6,25 12,00 MeOH
27A7 3,40 8,50 14,00 MeOH
27A8 14,20 35,50 22,00 MeOH

TOTAL 35,10 87,75 98,00
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2.6.2 Refracionamento de MHF 31

A fracdo MHF31 (520,0 mg), obtida do extrato etandlico de folhas de M.
hirsuta (item 2.3), foi depositada no topo de coluna de Sephadex® LH-20 (3x21cm,
d.i.). Procedeu-se a eluicdo com metanol, (3,5 mL/min), e fragdes de 5 mL foram
coletadas. Foram obtidas 103 fragbes, gerando 19 grupos de fragbes reunidas
(Tabela 5). A analise do perfil cromatografico por CCD de silica gel foi realizada

empregando-se o eluente descrito no item 2.4.1.

Tabela 5: Refracionamento de MHF31 por cromatografia em coluna de Sephadex® LH 20

Grupo Massa (mg) Rendimento(%) volume (mL) Eluente
F31S1 12,4 2,38 120 MeOH
F31S2 2,8 0,54 25 MeOH
F31S3 3,9 0,75 15 MeOH
F31S4 10 1,92 25 MeOH
F31S5 3,3 0,63 5 MeOH
F31S6 10,5 2,02 5 MeOH
F31S7 16,2 3,12 15 MeOH
F31S8 16,6 3,19 5 MeOH
F31S9 7,7 1,48 5 MeOH
F31S10 40,1 7,71 35 MeOH
F31S11 17,8 3,42 10 MeOH
F31S12 15,1 2,90 20 MeOH
F31S13 134 25,77 65 MeOH
F31S14 49,3 9,48 25 MeOH
F31S15 51,3 9,87 20 MeOH
F31S16 32,7 6,29 25 MeOH
F31S17 28 5,38 40 MeOH
F31S18 5,8 1,12 30 MeOH
F31S19 4,7 0,90 25 MeOH
TOTAL 462,2 88,88 515

As fragcdes F31S13, F31S14, F31S15 e F31S16, denominadas
respectivamente de F31A, F31B, F31C e F31D, foram selecionadas para
refracionamento. A escolha dessas fragdes baseou-se na maior massa disponivel e
nos perfis cromatograficos menos complexos por CCD e HPLC.

A fracdo F31A (120 mg) foi refracionada em coluna de Sephadex® LH-20 (2 x
245 cm, d.i.), como descrito acima. Foram obtidas 51 fragdes, resultando em 11

grupos de fragdes reunidas (Tabela 6).
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Tabela 6: Refracionamento de F31A por cromatografia em coluna de Sephadex® LH 20

Grupo Massa (mg) Rendimento(%) volume (mL) Eluente
F31A1 5,00 4,17 25 MeOH
F31A2 7,20 6,00 25 MeOH
F31A3 4,00 3,33 10 MeOH
F31A4 3,40 2,83 10 MeOH
F31A5 4,10 3,42 25 MeOH
F31A6 9,20 7,67 20 MeOH
F31A7 16,60 13,83 20 MeOH
F31A8 35,90 29,92 30 MeOH
F31A9 13,50 11,25 35 MeOH
F31A10 2,70 2,25 10 MeOH
F31A11 4,20 3,50 20 MeOH
TOTAL 105,80 88,17 230

A fragdo F31B (46 mg) também foi refracionada em coluna de Sephadex® LH-
20 (2,0 x 24,0 cm, d.i.), utilizando-se metanol como eluente (2,5 mL/min). Foram

recolhidas 45 fragdes de 2,0 mL, gerando 6 grupos de fragdes reunidas (Tabela 7).

Tabela 7: Refracionamento de F31B por cromatografia em coluna de Sephadex® LH 20

Grupo Massa (mg) Rendimento(%) volume (mL) Eluente
F31B1 2 4,35 18 MeOH
F31B2 1 2,17 6 MeOH
F31B3 2,5 5,43 8 MeOH
F31B4 6 13,04 6 MeOH
F31B5 17,3 37,61 28 MeOH
F31B6 11,5 25,00 56 MeOH
TOTAL 40,3 87,61 122

O fracionamento de F31C (51 mg) foi realizado utilizando as mesmas
condigdes anteriores e resultou em 46 fracdes de 2,0 mL. Essas foram agrupadas
segundo seus perfis em CCD de silica gel em 6 grupos de fragées reunidas (Tabela
8).
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Tabela 8: Refracionamento de F31C por cromatografia em coluna de Sephadex® LH 20

Grupo Massa (mg) Rendimento(%) volume (mL) Eluente
F31C1 10,00 19,61 65 MeOH
F31C2 3,00 5,88 25 MeOH
F31C3 4,10 8,04 40 MeOH
F31C4 5,60 10,98 20 MeOH
F31C5 11,40 22,35 30 MeOH
F31C6 12,70 24,90 50 MeOH
TOTAL 46,80 91,76 230

Por ultimo, o refracionamento da fragdo F31D em coluna de Sephadex LH20
resultou em 52 fragdes, que foram reunidas em 9 grupos de fragdes (Tabela 9).

Tabela 9: Refracionamento de F31D por cromatografia em coluna de Sephadex® LH 20

Grupo Massa (mg) Rendimento(%) volume (mL) Eluente
F31D1 1,70 5,67 10,0 MeOH
F31D2 0,80 2,67 8,0 MeOH
F31D3 1,90 6,33 8,0 MeOH
F31D4 1,80 6,00 12,0 MeOH
F31D5 0,80 2,67 2,0 MeOH
F31D6 11,6 38,67 28,0 MeOH
F31D7 2,00 6,67 6,0 MeOH
F31D8 0,60 2,00 12,0 MeOH
F31D9 4,70 15,67 20,0 MeOH
TOTAL 25,90 86,33 106,0

A analise dos perfis cromatograficos por CCD de silica gel foi realizada
empregando-se eluente e revelador descritos no item 2.4.1.

Devido a semelhangas nos perfis cromatograficos, as fragcbes F31B5, F31D6
foram reunidas com a fragdo F27B7, totalizando 38,9 mg, que foram purificados por
RP-HPLC em escala semi-preparativa.

Para tanto, por¢des de 20 mg foram dissolvidas em 1,0 mL de MeOH:H,0O
(60:40), a solugao foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 10 min, e entédo injetada
manualmente no cromatdégrafo. Empregou-se coluna Agilent Zorbax SB-C18,
detecgdo no UVaoonm, fluxo de 3,5 mL/min e eluigdo isocratica de metanol: agua
(60:40).
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O procedimento foi realizado duas vezes, resultando em 10 mg de um sodlido
amorfo, denominado PP1. A analise de PP1 por CCD de silica gel, utilizando-se
acetato de etila: acido formico: acido acético: agua (100:11:11:27) como eluente, e
anisaldeido como revelador, indicou a presenga de uma mancha unica de coloragao
avermelhada, atestando a pureza de PP1. Foram entdo obtidos espectros de RMN

de 'H, e de ®C e IV para sua elucidacéo estrutural.

2.6.3 Refracionamento de MHF40

A fracdo MHF40, obtida do extrato etandlico de folhas de M. hirsuta (item 2.3),
apresentou atividade inibitéria da ECA in vitro, e induziu vasorelaxagdo em anéis de
aorta, sendo selecionada para refracionamento.

MHF40 foi dividida em quatro por¢des de 500 mg e aplicada a uma coluna de
Sephadex LH-20 (3,0 x 21 cm, d.i.). A eluicdo foi realizada com MeOH e foram
coletadas fragbes de 5 mL.

Foram obtidas 83 fragdes, gerando 12 grupos de fragbes reunidas (Tabela
10). A analise por CCD foi realizada empregando-se como eluente a fase superior
da mistura n-butanol:acido acético:agua (40:10:50) e como revelador anisaldeido.

A cromatografia em Sephadex nao foi eficiente para a separagdo dos
constituintes de MHF 40. Sendo assim, as fragdes 40S6, 40S7 e 40S8, de perfil
semelhante, foram reunidas originando a fragao 40SA (725 mg), que foi submetida a

cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC).

Tabela 10: Refracionamento de MHF40 por cromatografia em coluna de Sephadex® LH 20.

Fragao Massa (g) Rendimento (%) Volume (mL) Solvente
4081 96,7 4,835 72,525 MeOH
4082 79,4 3,97 59,55 MeOH
4083 108,1 5,405 81,075 MeOH
4084 162,8 8,14 122,1 MeOH
4085 175,1 8,755 131,325 MeOH
40S6 265,3 13,265 198,975 MeOH
4087 165 8,25 123,75 MeOH
40S8 294,9 14,745 221,175 MeOH
4089 106,1 5,305 79,575 MeOH
40810 62,7 3,135 47,025 MeOH
40811 50,3 2,515 37,725 MeOH
40812 18,3 0,915 13,725 MeOH

TOTAL 1584,7 79,235 1188,525
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As amostras foram preparadas pela solubilizagdo de por¢cdes de 100 mg da
fragdo em 1,0 mL de mistura da fase movel:fase estacionaria (1:1), seguida d e
centrifugagéo a 10.000 rpm durante 10 min.

O sistema de solventes utilizado foi n-butanol:acido acético:agua (42:5:53
v/vlv), empregando-se a fase superior (organica) como fase movel e a fase inferior
(aquosa) como fase estacionaria. O sistema de solventes bifasico foi preparado e
transferido para funil de separacao, realizando-se a separacdo das fases apds
agitacdo vigorosa. Anteriormente ao uso, as fases movel e estacionaria foram
deaeradas por sonicagao, durante 20 min, com auxilio de vacuo.

Os experimentos foram realizados em um equipamento de HSCCC da marca
P.C. Inc., equipado com uma bobina de teflon (diametro interno: 1,7 mm; volume
total: 310 mL), loop de 1 mL de capacidade e coletor de fragbes Pharmacia, FRAC-
100. Inicialmente a bobina foi preenchida com a fase estacionaria. Em seguida, o
equipamento foi submetido a rotagédo de 850 rpm (forward), enquanto a fase mével
foi bombeada para a coluna a um fluxo de 2,0 mL/min, no sentido cauda-cabega. A
retencao da fase estacionaria na coluna foi de 80%.

A amostra foi injetada e o experimento foi conduzido a 850 rpm, fluxo de 2,0
mL/min, originando 46 fragées de 2,0 mL cada, reunidas em 11 fragbes de acordo
com seus perfis por CCD (Tabela 11). Ao final, o sistema eluente foi removido da
bobina, sendo as fases separadas e evaporadas em evaporador rotatério para
obtencgao dos residuos da fase mével (RFM) e da fase estacionaria (RFE).

A analise por CCD foi realizada empregando-se como eluente uma mistura de
acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua (100:11:11:27) e como revelador
anisaldeido sulfurico.

A fracdo 40H5 continha uma mistura de duas substancias principais e foi

entdo submetida a purificagdo por RP-HPLC em escala semi-preparativa.



PARTE EXPERIMENTAL

57

Tabela 11: Refracionamento de F40SA por HSCCC

Fragcao Massa (mg)

Rendimento (%)

Volume (mL)

40H1 31,20 5,20 70
40H2 34,80 5,80 42
40H3 36,00 6,00 42
40H4 16,80 2,80 56
40H5 68,40 10,40 112
40H6 18,00 3,00 28
40H7 67,20 11,20 140
40H8 37,20 6,20 42
40H9 24,00 4,00 28
40H10 30,00 5,00 42
40H11 27,60 4,60 42
RFM 56,40 9,40 490
RFE 147,60 24,60 1680
TOTAL 595,20 98,20 2814

Por¢cbes de 25 mg da fragdo 40H5 foram dissolvidas em 1,0 mL de

MeOH:H,0 (60:40), a solugao foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 10 min, e entao
injetada manualmente no cromatégrafo. Empregou-se coluna Agilent Zorbax SB-
C18, detecgédo no UVoonm, fluxo de 3,5 mL/min e elui¢cdo isocratica de metanol: agua
(60:40).

O procedimento foi realizado trés vezes, resultando na obtencao de 6 mg de
PP1 e 3 mg de um sdélido amorfo, de coloragdo amarelo palida, denominado PP2. A
analise de PP2 por CCD de silica gel, utilizando-se acetato de etila: acido férmico:
acido aceético: agua (100:11:11:27) como eluente e revelador anisaldeido, indicou a
presenca de uma mancha unica de coloracdo avermelhada, atestando a pureza de
PP2.

2.6.4 Fracionamento de MHM

A fracdo hidrometandlica proveniente da particdo liquido-liquido de EEF
(MHM) também foi fracionada por HSCCC. As amostras foram preparadas pela
solubilizagdo de porgdes de 100 mg da fragdo em 1,0 mL da mistura fase movel:fase
estacionaria (1:1), seguida de centrifugagcéo a 10.000 rpm, durante 10 min.

A amostra foi injetada e o fracionamento foi realizado a 850 rpm, fluxo de 2,0
mL/min, originando 42 fragbes de 2,0 mL cada, que foram reunidas em 11 grupos de

acordo com seus perfis por CCD (Tabela 12).
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A analise por CCD foi realizada empregando-se como eluente uma mistura de
acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua (100:11:11:27) e como revelador

anisaldeido sulfurico.

Tabela 12: Refracionamento de MHM por HSCCC

Fracdo Massa (mg) Rendimento (%) Volume (mL)
MHM1 19,20 2,40 64
MHM2 37,60 4,70 80
MHM3 21,60 2,70 32
MHM4 32,80 4,10 48
MHM5 132,80 16,60 112
MHM6 66,40 8,30 80
MHM7 59,20 7,40 80
MHM8 47,20 5,90 48
MHM9 38,40 4,80 80
MHM10 53,60 6,70 80
MHM11 30,40 3,80 48
RFM 39,20 4,90 560
RFE 215,20 26,90 1920
TOTAL 793,60 99,20 3232

A fragdo MHMS, composta por uma substéncia principal, foi entdo submetida
a purificagado por RP-HPLC em escala semi-preparativa.

Por¢coes de 25 mg de MHM5 foram dissolvidas em 1,0 mL de MeOH:H,O
(60:40), a solugao foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 10 min, e entédo injetada
manualmente no cromatégrafo. Empregou-se coluna Agilent Zorbax SB-C18,
detecgdo no UVaoonm, fluxo de 3,5 mL/min e eluigdo isocratica de metanol: agua
(60:40).

O procedimento foi realizado cinco vezes, resultando na obtencédo de 45 mg
de PP1 e 10 mg de PP2. A analise dessas substancias por CCD de silica gel,
utilizando-se acetato de etila: acido formico: acido aceético: agua (100:11:11:27)
como eluente, revelador anisaldeido, indicou a presenga de uma mancha unica de
coloracao avermelhada, atestando a pureza dessas. Foram entdo obtidos espectros
de RMN de 'H, e de "*C e IV para a elucidagao estrutural de PP2.
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2.6.5 Fracionamento de MHA

Uma porgao de MHA (200 mg) também foi fracionada por HSCCC, utilizando
as mesmas condicbes experimentais descritas em 2.6.4, gerando 5 grupos de
fracbes reunidas (Tabela 13), além dos residuos das fases movel (RFM) e
estacionaria (RFE).

Tabela 13: Refracionamento de MHA por HSCCC

Fracdo Massa (g) Rendimento (%) Volume (mL)
MHA1 22,30 11,15 44,6
MHA2 76,10 38,05 152,2
MHA3 29,80 14,90 59,6
MHA4 34,50 17,25 69,0
MHAS5 11,30 5,65 22,6
RFM 15,80 7,90 140,0
RFE 8,10 4,05 610,0
TOTAL 197,90 98,95 1098,0

A fracdo MHAZ2 apresentou uma substancia maijoritaria e foi, entéo, purificada
por RP-HPLC em escala semi-preparativa. Para tanto, por¢des de 25 mg foram
dissolvidas em 1,0 mL de MeOH:H,0O (65:35), a solugéo foi centrifugada a 10.000
rpom, durante 10 min, e entdo injetada manualmente no cromatégrafo. Empregou-se
coluna Agilent Zorbax SB-C18, detecgao no UVa20nm, fluxo de 3,5 mL/min e eluigéo
isocratica de metanol: agua (65:35).

O procedimento foi realizado trés vezes, resultando na obtengao de 25 mg de
um sélido amorfo, de coloracido amarelo palida, denominado PP3. A analise de PP3
por CCD de silica gel, utilizando-se acetato de etila: acido formico: acido acético:
agua (100:11:11:27) como eluente e revelador anisaldeido, indicou a presenca de
uma mancha unica de coloragdao avermelhada, atestando a pureza de PP3. Foram

entdo obtidos espectros de RMN de 'H, de "*C e IV para sua elucidagao estrutural.
2.7 Perfis cromatograficos por RP-HPLC

2.7.1 Preparo das amostras

As amostras foram pesadas diretamente em frascos ependorff e solubilizadas

em acetonitrila ou MeOH grau HPLC. Foram empregadas concentragdes de 10
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mg/mL para o extrato, 5mg/mL para as fracbes e 1 mg/mL para as substancias
isoladas. Todas as amostras foram solubilizadas com auxilio de banho de ultra-som,
durante 15 min, e em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 min. Os
cromatogramas foram obtidos a partir dos sobrenadantes resultantes, dos quais 10yl

foram injetados de forma automatica em equipamento de HPLC.

2.7.2 Condigoes cromatograficas

Para a obtencéo dos perfis cromatograficos empregou-se coluna LiChrospher
100 RP-18 (5 um, 250 x 4 mm, d.i.), deteccdo no UV21onm, fluxo de 1 mL/min e
temperatura de 40°C. Utilizou-se a eluigdo em gradiente linear de acetonitrila: agua
(Tabela 14). Ambos os eluentes foram acidificados com Hs;PO4 na proporgéo de
0,1%. Foi guardado um intervalo de 15 minutos entre cada inje¢ao, para reequilibrar

a coluna.

Tabela 14: Gradiente de eluigdo empregado na obtengdo dos perfis
cromatograficos por RP-HPLC.

Tempo (min) H3;PO,4 0,1% em H;PO, 0,1% em

agua (%) acetonitrila(%)
0 95 05
30 50 50
35 05 95
40 05 95
45 95 05

Foram empregados solventes grau HPLC e agua destilada, filtrada em
sistema Milli-Q. O ar dos solventes foi retirado por sonicagao, durante 20 min, com

auxilio de vacuo.

2.8 Elucidagao estrutural das substéncias isoladas

A pureza das substancias isoladas foi avaliada a partir dos perfis em CCD e
RP-HPLC, bem como pelos valores dos pontos de fusao.

Os espectros de RMN de 'H e de '®C foram obtidos no Departamento de
Quimica, ICEX, UFMG, em equipamento Bruker Avance DRX400, a 25° C,
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utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna para ambos os nucleos.
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) foi utilizado como solvente.

Os espectros no IV foram registrados em espectrofotometro Perkin ElImer FT-
IR.

Os espectros de massas foram gentilmente obtidos pelo Prof. José Maria del
Corral, da Falculdade de Farmacia da Universidade de Salamanca, Espanha.

2.9 Ensaios farmacoloégicos

291 Avaliagcao da atividade inibitéria da ECA in vitro, pelo método
colorimétrico

2.9.1.1 Solugoes utilizadas no ensaio

Tampao fosfato pH 8,30

A um bal&do volumétrico de 25,00 mL foram adicionados 170,1 mg de fosfato
de potassio monobasico anidro. Apos completa solubilizagdo com 20 mL de agua
Mili-Q, o pH da solucéao foi ajustado para 8,3 com solugdo de NaOH a 10%. Essa
solucdo, na concentracdao de 50 mmol/L, foi preparada no dia da realizacdo do

ensaio.

Solugao de pulmao de coelho em p6 desidratado por acetona

A solugdo de pulmao de coelho foi preparada segundo Vermeirssen et al
(2002). Dois gramas do p6 de pulm&o de coelho (Continental Produtos Biologicos,
Brasil) foram misturados com 10 mL de tamp&o fosfato (50 mmol/L, pH 8,3). A
mistura foi centrifugada a 10.000 rpm, por 40 min. O sobrenadante de coloragao
vermelho clara, com alta atividade de ECA, foi retirado, transferido para tubos safe-
lock, e novamente centrifugado a 2.000 rpm, por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos safe-lock e armazenado a 5°C, correspondendo a uma
solugdo estoque na concentragdo de 200 mg/mL. No momento da realizagdo do
ensaio, a solugao estoque foi diluida com solugdo tampao fosfato (50 mmol/L, pH

8,3) até a concentragéo de trabalho, de 100 mg/mL.
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Solugédo do substrato Hipuril-glicil-glicina (Hip-Gly-Gly)

A um baldo volumétrico de 5 mL foram adicionados 146,7 mg de Hip-Gly-Gly,
e 1,250 mL de solugao de hidroxido de aménio 0,20 mol/L. Apds total solubilizagao,
o volume foi completado com agua Mili-Q, obtendo-se uma solugado 100 mmol/L.
Essa solugao foi aliquotada e armazenada a -20°C em frascos do tipo safe-lock (2
mL).

Solugao de acido picrilsulfonico (TNBS)

Para o preparo da solugédo a 69.24 mmol/L foram transferidos 2.030 uL de
solugdo aquosa de TNBS a 5% (p/v) para baldo volumétrico de 5,00 mL,
completando-se o volume com agua Mili-Q. Apos completa homogeneizagdo, a

solugao foi aliquotada e armazenada a -20°C em frascos do tipo safe-lock.

Solugao tampao Hepes-NaCl pH 8,15

A um baldo volumétrico de 25 mL foram adicionados 297,5 mg de HEPES
(concentragao final 50 mmol/L), 438,8 mg de NaCl (concentrag&o final 300 mmol/L),
e 1420 mg de Na;SO4 (concentragao final 400 mmol/L). Apos completa solubilizagéo
com 20 mL de agua Mili-Q e 50 uL de solugéo saturada de NaOH, o pH da solugéo
foi ajustado para 8,15 com solugdo de NaOH a 10%. O volume final foi entédo

completado com agua Mili-Q. A solugao foi aliquotada e armazenada a -20°C.

Solugao tampao fostato para a reagcao de acoplamento

A um bal&do volumétrico de 25,00 mL foram adicionados 340,2 mg de fosfato
de potassio monobasico anidro. Apés completa solubilizagdo com 20 mL de agua
Mili-Q, o pH da solucéao foi ajustado para 8,5 com solugdo de NaOH a 10%. Essa
solucdo, na concentragao de 100 mmol/L, foi preparada no dia da realizacdo do

ensaio.

Solugao de tungstato de sédio (100 g/L)
A um baldo volumétrico de 10,00 mL foram adicionados 1 g de tungstato de
sédio e o volume foi completado com agua Mili-Q. Essa solugéo, na concentracao de

100 g/L, foi preparada no dia da realizagdo do ensaio.



PARTE EXPERIMENTAL 63

Solugéao de acido sulfurico (0,33 mol/L)
A um baldo volumétrico de 100,00 mL foram adicionados 875 uL de HySOq4
(98% p/p) e o volume completado com agua Mili-Q. A solugdo foi armazenada em

frasco ambar, a temperatura ambiente.

Solugao de tampao Hepes-NaCl pH 8,00

A um bal&o volumétrico de 250,00 mL foram adicionados 2975 mg de HEPES
(concentragao final 50 mmol/L), e 4388 mg de NaCl (concentragao final 300 mmol/L).
Apods completa solubilizagdo com 200 mL de agua Mili-Q, o pH da solugao foi
ajustado para 8,00 com solugdo de NaOH a 10%. O volume final foi, entao,

completado com agua Mili-Q. A solugao foi aliquotada e armazenada a -20°C.

Solugédo do controle positivo (captopril)
A um balao volumétrico de 5,00 mL foram adicionados 69,6 mg de captopril e
o volume foi completado com agua Mili-Q. Essa solugdo, na concentracédo de 64

nmol/L, foi aliquotada e armazenada a -20°C em frascos do tipo safe-lock (2 mL).

Solugao amostra
Pesou-se 1,1 mg da amostra e solubilizou-se em 1,00 mL de solugao
metanol:HEPES pH 8,00 (20:80). Essa solugao foi mantida em banho de ultra-som

por 15 min, seguindo-se centrifugagao a 10.000 rpm, durante 10 min.

2.9.1.2 Protocolo experimental

A um frasco safe-lock contendo 10 uL da solugdo amostra (1,1 mg/mL) a ser
ensaiada foram adicionados 10 ulL de solu¢do de pulmdo de coelho (1 g/10 mL). O
controle negativo foi preparado substituindo-se a solugdo amostra por 10 uL de
solugdo tampéao fosfato pH 8,3, e, como controle positivo, foi utilizado 10 uL de
solugdo de captopril a 64 nmol/L. A mistura foi homogeneizada e pré-incubada a
37°C, por 5 min. A reagao enzimatica foi iniciada com a adigdo de 60 uL de solugéo
tampao HEPES-NaCl pH 8,15 e 30 uL de solugdo do substrato Hipuril-glicil-glicina.
Apo6s homogeneizagdo, a mistura foi incubada a 37°C, por 35 min. A reacgao foi
interrompida pela adi¢do de 100 uL de solugdo de tungstato de sédio (100 g/mL) e

100 uL de solugéo de acido sulfurico (0,33 mol/L). Cada frasco safe-lock foi agitado
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durante dez segundos, seguindo-se a adi¢gao de 1.000 uL de agua Mili-Q. Agitou-se
novamente por dez segundos. A mistura foi centrifugada a 2.000 r.p.m, durante 10
min.

Uma aliquota do sobrenadante (75 ulL) foi transferida para um pogo de placa
de microtitulagdo contendo 100 uL de solugao tampao fosfato pH 8,50 (100 mmol/L).
Adicionaram-se, entdo, 5 uL de TNBS 69 mmol/L. A microplaca foi mantida em
repouso, em auséncia de luz, a temperatura ambiente, por 20 min. Em seguida, a
absorvancia foi lida em leitor de microplacas a 415 nm, contra um branco preparado
de maneira semelhante, exceto pela adicdo dos agentes de desproteinizagao
(tungstato de sédio e acido sulfurico) antes da solugdo de pulmao de coelho. O
esquema de distribuicdo das amostras na microplaca esta representado na figura 2.

Para o calculo da porcentagem de inibigdo no ensaio colorimétrico foi utilizada
a equacao abaixo. Para o controle negativo (sem inibidor), foi considerado o maximo

de atividade da enzima.
% inibigdo = 100 — (A4 x 100/A,)
A1 = absorvancia da solugéo na presencga do inibidor (Azmostra — Abranco)

A. = absorvancia da solugao do controle negativo (Acont - Abranco)

2.9.2 Avaliagcao da atividade vasodilatadora in vitro em preparacoes isoladas

de aorta de ratos

2.9.2.1 Solugoes utilizadas no ensaio

Solugao de Krebs-Henseleit

Foram solubilizados em agua destilada, sob agitacdo constante, 7,89 g de
cloreto de sodio (135 mmol/L); 370 mg de cloreto de potassio (5 mmol/L); 160 mg de
fosfato de potassio anidro (1,17 mmol/L); 340 mg de sulfato de magnésio
heptaidratado (1,4 mmol/L); 1,68 g de bicarbonato de sddio (20 mmol/L); 1,98 g de
d-glicose anidra (11 mmol/L) e 370 mg de cloreto de calcio diidratado (2,5 mmol/L),
sendo o volume completado para 1 L em baldo volumétrico. As concentragdes finais
na solugao estido listadas entre parénteses. Essa solugdo foi preparada no dia da

realizagao do ensaio.
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Solugao de fenilefrina

Uma solugado estoque de fenilefrina, na concentracdo de 10 mmol/L, foi
preparada em agua destilada. Diluigdes seriadas dessa solugdo resultaram nas
concentragdes de 0,1 e 1 mmol/L, sendo essas mantidas em banho de gelo até o

momento do uso.

Solucgao de acetilcolina

Uma solucdo estoque de acetilcolina, na concentracdo de 100 mmol/L, foi
preparada em agua destilada. Diluigdes seriadas dessa solugdo resultaram nas
concentragdes de 0,0001 a 10 mmol/L, sendo essas mantidas em banho de gelo até

o0 momento do uso.

Solugao de indometacina
A solugdo estoque de indometacina, na concentragdgo 100 mmol/L, foi
preparada em solugdo de bicarbonato de sédio a 0,5%. Essa solugéo foi mantida em

banho de gelo e ao abrigo da luz.

Solugdo de metil éster N ow—nitro-L-arginina (L-NAME).
A solucdo de L-NAME, na concentracdo de 100 mmol/L, foi preparada em

agua destilada e mantida em banho de gelo até o momento do uso.

Solugao de superéxido dismutase (SOD)
A solugdo de SOD, na concentragdo de 10 mmol/L, foi preparada em agua
destilada e mantida em banho de gelo e ao abrigo da luz até o momento do uso.

Solugao de 3-morfolinosidnonimina (SIN-1)

A solucao estoque de SIN-1, na concentragdao de 10 mmol/L, foi preparada
em agua destilada. Diluicbes seriadas dessa solug¢do resultaram nas concentragdes
de 0,001 a 1 mmol/L, as quais foram mantidas em banho de gelo e ao abrigo da luz

até o momento do uso.

Solugao da amostra
As amostras a serem testadas foram solubilizadas em agua destilada, com

auxilio de cremofor quando necessario, e sonicadas por 10 minutos.
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2.9.2.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 180 e 200 g fornecidos
pelo Centro de Bioterismo (CeBio) do Instituto de Ciéncias Bioldgias (ICB), mantidos

no biotério do Departamento de Farmacologia do ICB/UFMG.

2.9.2.3 Montagem da preparacgao isolada de anéis de aorta de rato

Os animais de experimentacdo foram sacrificados por decapitacdo e a aorta
toracica foi cuidadosamente dissecada e colocada em solugcdo de Krebs-Henseleit a
4 °C. Os tecidos adiposo e conectivo foram totalmente removidos. Anéis de 4-5 mm
de comprimento foram cortados e fixados em cubas de 6rgaos isolados contendo 10
mL de solugao de Krebs-Henseleit, mantida a temperatura de 37 °C e aerada com
carbogénio (mistura de O, e CO, na proporgao de 95:05 v/v). Os anéis de aorta
foram mantidos sob tens&do de 1 grama-forga por um periodo de estabilizacdo de 60
min, antes de realizar os protocolos experimentais. Durante esse periodo, o meio de
incubacao foi trocado a cada 15 min.

Apos o periodo de estabilizacdo, os anéis sao pré-contraidos com fenilefrina
(0,10 umol/L) para verificar a resposta contratii da preparagdo. A presenca de
endotélio funcional, nos anéis pré-contraidos com fenilefrina, é certificada pela
adicao de acetilcolina (1,0 ymol/L). Antes do inicio dos protocolos experimentais, o
meio de incubagao das preparagdes que apresentaram no minimo 70 % de endotélio
funcional é trocado a cada 15 min, durante 30 min, para o retorno a linha de base.

As respostas dos anéis de aorta frente a diferentes tratamentos foram
registradas por transdutores isométricos (Fort10) conectados a um amplificador
(TBM4) e a um sistema de aquisicdo computadorizada de dados (CVMS; World
Precision, Inc.; EUA).

2.9.2.4 Protocolo experimental para avaliar o efeito do extrato e fragées sobre a
concentragao maxima induzida por fenilefrina

A avaliacdo do efeito produzido pelo extrato e fracbes sobre a contragdo
maxima induzida por fenilefrina foi realizada através de uma curva concentragéo-
resposta (CCR) obtida pela adigdo de concentragdes cumulativas de cada extrato

em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (0,1 mmol/L), apds estabilizacao da
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resposta contratil. As concentragdes finais do extrato e fracbes na cuba de ensaio
foram 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 100 e 300 ug/mL. Os dados s&o apresentados
como média £+ EPM, com n = 5 para o extrato e n = 3 para as fracbes, e
correspondem as porcentagens de relaxamento, em relagdo a contragdo maxima
induzida por fenilefrina. A concentragdo do extrato e das fragbes que produziu
reducdo de 50% na contragdo maxima induzida pela fenilefrina (Clsp) foi definida a
partir de analise de regresséo nao linear da CCR obtida, empregando-se o programa
Prism Graph Pad 4.0 (Graph Pad Software, Inc.).

2.9.2.5 Protocolo experimental para avaliar o efeito de EEF sobre a
concentragao maxima induzida por fenilefrina, na presenga de indometacina e
L-NAME

Para verificar a participagcdo de produtos derivados do endotélio no
relaxamento produzido por EEF, foi construida uma CCR obtida pela adicédo de
concentragdes cumulativas do extrato, de 0,1 a 100 ug/mL, em anéis de aorta pré-
contraidos com solugao de fenilefrina (0,1 umol/L), na presenga de indometacina (10
umol/L) e de L-NAME (100 umol/L), adicionados a cubeta de ensaio 15 min antes da
fenilefrina. O extrato foi adicionado apds estabilizagdo da resposta contratil maxima
induzida por fenilefrina. Os dados sao apresentados como média £ EPM (n = 5),
correspondendo as porcentagens de relaxamento em relagdo a contragado induzida

pela fenilefrina.

2.9.2.6 Protocolo experimental para avaliar o efeito de EEF sobre a
concentragdo maxima induzida por fenilefrina, na presenca de superéxido
dismutase (SOD)

Para verificar o efeito de EEF sobre a produgdao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), foi construida uma CCR obtida pela adicdo de concentragdes
cumulativas do extrato, de 0,1 a 100 ug/mL, em anéis de aorta pré-contraidos com
solugdo de fenilefrina (0,1 umol/L), na presenca de superoxido dismutase (300
U/mL), adicionada a cubeta de ensaio 15 min antes da fenilefrina. O extrato foi
adicionado apods estabilizagdo da resposta contratil maxima induzida por fenilefrina.
Os dados sado apresentados como média + EPM (n = 5) e correspondem as

porcentagens de relaxamento, em relagdo a contragao induzida pela fenilefrina.
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2.9.2.7 Protocolo experimental para avaliar o efeito de EEF sobre a contragao
induzida por 3-morfolinosidnonimina (SIN-1)

Para avaliar o efeito de EEF sobre a produgcdo de espécies reativas de
oxigénio foi construida uma CCR obtida pela adigdo de concentragbes cumulativas
de SIN-1, de 0,001 a 1,0 umol/L, em anéis de aorta desprovidos de endotélio, pré-
contraidos com solucao de fenilefrina (0,1 umol/L), na presenga de EEF (50 ug/mL),
adicionado a cubeta de ensaio 15 min antes da fenilefrina. O SIN-1 foi adicionado
apods estabilizacdo da resposta contratil maxima induzida por fenilefrina. Os dados
sdo apresentados como média + EPM (n = 5), correspondendo as porcentagens de

relaxamento, em relagdo a contragao induzida pela fenilefrina.

2.9.2.8 Analise estatistica

A Clsp, concentracdo da amostra que produziu 50% de redugao da contracéo
induzida pelo agonista, foi determinada através de regressédo nao linear das curvas
concentragao-resposta (CCR) obtidas nos experimentos, utilizando-se o programa
Prism GraphPad 4.0 (GraphPad Software Inc., USA). As analises estatisticas foram
realizadas com teste t de Student ndo-pareado. As CCR foram comparadas por
analise de varianga two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni. Resultados foram

considerados significativamente distintos quando P < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagao de atividades biolégicas de EEF

3.1.1 Avaliagao da atividade vasodilatadora em anéis de aorta de ratos

O efeito vasodilatador do extrato etandlico de folhas de M. hirsuta (EEF) foi
avaliado em anéis de aorta de ratos pré-contraidos com fenilefrina. EEF induziu
relaxamento concentragdo-dependente em presenca de endotélio funcional, com
Clso = 8,5 £ 0,6 ug/mL (Figura 5). Esse efeito foi completamente abolido na auséncia
de endotélio funcional, indicando que a atividade vasodilatadora de EEF é
dependente de fatores relaxantes derivados do endotélio.

A vasodilatagdo produzida em anéis de aorta de rato pré-contraidos com
fenilefrina € uma metodologia bastante utilizada na investigacdo da atividade anti-
hipertensiva de produtos naturais. Espécies amplamente utilizadas na pratica
popular como anti-hipertensivas foram avaliadas por esse método como, por
exemplo, o extrato padronizado de Crataegus (WS® 1442; Dr. Willmar Schwabe
Pharmaceuticals, Alemanha), que foi avaliado em preparacdes isoladas de aorta de
rato, produzindo vasodilatacdo concentragcdo-dependente, dependente de endotélio,
com Clsp de 15,1 + 0,6 ug/mL. Nesse mesmo estudo, esse extrato também foi
avaliado em preparacédo isolada de artéria mamaria humana, resultando em
vasodilatacdo semelhante a obtida em aorta de ratos, com Clso de 19,3 + 3,4 ug/mL
(BRIXIUS et al, 2006).
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Figura 5: Curva concentracdo-resposta obtida para EEF
em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, na
presengca (E+) e auséncia (E-) de endotélio funcional.
Cada ponto representa média + E.P.M. de 5 replicatas. *
Significativamente distintos, p < 0,0001

O endotélio vascular é reconhecido ndo apenas como uma barreira fisica
entre o0 sangue e a parede vascular, mas, também, como um importante érgado com
multiplas fungdes endocrinas e paracrinas. Sdo numerosas as substancias
produzidas pelo endotélio vascular que podem induzir tanto relaxamento quanto
constricdo dos vasos sanguineos, resultando em diversos efeitos fisiolégicos que em
equilibrio contribuem para manter a dinamica vascular (MONCADA et al, 1991).

Para investigar a participacdo de prostandides no efeito vasodilatador
induzido por EEF, os anéis de aorta foram incubados com indometacina, um inibidor
da ciclooxigenase (COX) (Figura 6). A COX é uma enzima envolvida no metabolismo
do acido araquidénico. No sistema cardiovascular, prostandides vasoativos
derivados da COX (prostaglandina E2, D, F2a, prostaciclina e tromboxano AZ2)
regulam o tbnus vascular, sendo a prostaciclina o vasodilatador predominante e o
tromboxano A2 o principal vasoconstritor (BISHOP-BAILEY et al, 1997; KANG et al,
2007). Nesse experimento, utilizando-se concentragdo de indometacina capaz de
inibir a contragdo induzida pelo acido araquidénico (Figura 7), houve apenas uma
pequena variagdo em relagao a curva controle (Clso de 8,5+ 0,6 e 12,0 £ 0,8 pg/mL,
respectivamente), sugerindo que prostandides contribuem pouco para a resposta
relaxante induzida por EEF (Figura 6).

Visando investigar a participacdo do NO no efeito vasodilatador induzido por

EEF, os anéis de aorta foram incubados com L-NAME, um inibidor da NO sintase.
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No endotélio vascular ocorre liberagcdo continuada de NO, responsavel pela
manutengdo do fluxo sanguineo tecidual e controle do extravasamento tecidual. O
NO produzido no endotélio tem fungdo vasodilatadora fisioldégica, e exerce
importantes fungées na homeostase vascular em érgaos-alvo importantes, como os
rins, cérebro e, também, no sistema bronco-pulmonar. (FLORA-FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000; RUBIO; MORALES-SEGURA, 2004).

Em vasos incubados com L-NAME, a vasodilatagdo induzida por EEF foi
completamente abolida (Figura 6), de maneira similar a obtida com anéis

desprovidos de endotélio funcional.

Relaxamento (%)
g

] & EEF
] -©~ + Indometacina 10 pmol/L
100 T T T T
107 10°¢ 10° 104
[M. hirsuta] (g/mL)
B
—_ '25
S _
o O
g
£ 25 -
@©
& 50
o
x 754 - EEF |
-©- + L-NAME 100 ymol/L
1oc 1 LA | LA | LA |
107 10¢ 105 10+

[M. hirsuta] (g/mL)

Figura 6: Curva concentragao-resposta obtida para EEF em
anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, incubados
com indometacina (A) e com L-NAME (B). Cada ponto
representa média + E.P.M. de 5 replicatas. *
Significativamente distintos, * p < 0,05; ** p < 0,001
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Figura 7: Efeito da indometacina (10 umol/L) na contra¢do induzida pelo
acido araquiddnico. * Significativamente distintos, p < 0,01.

E bastante conhecido o papel do NO derivado de endotélio no controle da
homeostase vascular. O NO modula o ténus vascular, o crescimento de células
musculares lisas vasculares, e reduz a adesao e agregacao plaquetaria (MONCADA
etal., 1991; SCOTT-BURDEN; VANHOUTTE, 1994).

Diversas doencgas, como as dislipidemias, a aterosclerose e a hipertensao
arterial, apresentam em sua génese e/ou em seus mecanismos altera¢des na fungéo
endotelial, sendo atribuido ao NO um papel protetor nessas doengas (ZAGO;
ZANESCO, 2006). Assim, a disfungao endotelial, caracterizada pela menor produgéo
e/ou biodisponibilidade de NO, é um dos fatores que contribuem para o
aparecimento das doengas cardiovasculares (LUSCHER, 1994; BUSSE; FLEMING,
1996; ZAGO; ZANESCO, 2006).

Foi anteriormente demontrado, em modelos animais, que a disfungao
endotelial ocorre em associacdo com o aumento na producido de espécies reativas
de oxigénio (ROS) em inumeras condigbes patoldgicas, incluindo as citadas
anteriormente (FARRE; CASADO, 2001; TANIYAMA; GRIENDLING, 2003; TEPEL,
2003). ROS também causam apoptose das células endoteliais, aumentam a adeséao
de monodcitos e desempenham importante papel na angiogénese (TANIYAMA,;
GRIENDLING, 2003)

A vasodilatagdo dependente de endotélio é prejudicada pelo aumento da
producao de ROS devido a perda de bioatividade do NO na parede vascular. O NO
€ molécula labil, cujo tempo de meia vida € da ordem de segundos, e espécies
reativas de oxigénio (ROS) interagem diretamente com ele, inativando-o, formando
peroxinitrito e outras espécies citotoxicas que podem atacar e modificar varias outras
moléculas (FARRE; CASADO, 2001; TANIYAMA; GRIENDLING, 2003; TEPEL,
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2003). Nesse contexto, substancias que reduzem a formagdo de ROS, ou que
sequestram essas espécies, podem aumentar a biodisponibilidade do NO, sendo
benéficas no tratamento e prevengao de doengas cardiovasculares.

Para avaliar o papel da producédo de ROS na atividade vasodilatadora de EEF
foram obtidas CCR para EEF em presenca e auséncia da superdxido dismutase
(SOD, 300 U/mL), enzima que reage com o radical superéxido convertendo-o em
peréxido de hidrogénio. Nao houve alteragado estatisticamente significativa nas CCR
obtidas na presencga e na auséncia de SOD (Figura 8). Esse resultado sugere que
na presenca de EEF ndo s&o produzidas quantidades significativas de ROS, ou que
essas especies sdo sequestradas por constituintes do extrato. Assim, o efeito
vasodilatador de EEF pode ser devido, em parte, a sua atividade antioxidante. Se
ROS fossem formadas em quantidades significativas na presenca de EEF, a CCR
obtida em anéis incubados com SOD estaria significativamente deslocada para a

esquerda, como relatado para o extrato de H. speciosa (FERREIRA et al., 2007).
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Figura 8: Curva concentragao-resposta obtida para EEF em anéis de aorta
pré-contraidos com fenilefrina, incubados com superéxido dismutase (SOD).
Cada ponto representa média + E.P.M. de 5 replicatas.

Com o objetivo de investigar o provavel efeito antioxidante de EEF, foram
obtidas CCR para 3-morfolinosidnonimina (SIN-1), um doador de NO independente
do endotélio, na presenca e na auséncia de EEF (Figura 9). O extrato foi capaz de
deslocar a curva do SIN-1 para a esquerda (Clsp = 2,75 + 0,73 umol/L e 0,67 + 0,11
umol/L, respectivamente na auséncia e na presenca de EEF), efeito semelhante ao

observado com a adigdo de SOD (300/mL, CI50 = 0,8 £ 0,11 umol/L; Figura 9). O
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aumento do efeito vasodilatador de SIN-1 na presenca de EEF é resultado do
aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico, ja que nesse experimento ndo se
observa os efeitos de outros mediadores derivados do endotélio e o NO disponivel é
apenas aquele proveniente do SIN-1 adicionado. Assim, considerando que ROS séao
0s principais responsaveis pela inativagao do NO, esse resultado reforca a atividade
antioxidante do extrato.
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Figura 9: Curva concentragdo-resposta obtida para a 3-
morfolinosidnonimina (SIN-1) em anéis de aorta pré-contraidos com
fenilefrina, na presenca e na auséncia de EEF (50 ug/mL) ou SOD (300
U/mL). Cada ponto representa média + E.P.M. de 5 replicatas. *
Significativamente distintos, p < 0,0001 (comparado com a curva controle
SIN-1).

3.1.2 Avaliagao da atividade inibitéria da ECA pelo método colorimétrico

Braga e cols (2000) relataram atividade inibitéria da ECA de 54% para o
extrato etandlico de folhas de M. hirsuta, avaliada em ensaio cromatografico in vitro
desenvolvido por ELBL e WAGNER (1991). No presente trabalho, EEF foi avaliada
quanto a atividade inibitéria da ECA pelo método colorimétrico desenvolvido por
Serra e cols (2004). No entanto, ndo foi obtido resultado semelhante aquele relatado
por Braga e cols (2000): EEF produziu inibicdo da ECA de apenas 6,6 £+ 13,2%,
quando avaliado na concentragdo de 100,0 ug/mL. Nesse experimento utilizou-se
como controle positivo o captopril que promoveu inibicdo da ECA com Clsg de 25,2
nmol/L. Esse resultado poderia ser justificado por uma possivel degradagdo dos

constituintes responsaveis pela atividade inibitéria da ECA do extrato de M. hirsuta,
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ja que esse extrato fora preparado anteriormente. Ressalta-se, no entanto, que o
extrato foi armazenado a -20°C, o que reduz a possibilidade de degradag¢do. Outra
hipbtese possivel para explicar a auséncia de atividade € que o método colorimétrico
empregado no presente trabalho ndo apresenta 100% de correlacdo com o método
cromatografico utilizado por Braga et al. (2000) Segundo Serra (2004), os
percentuais de inibicdo da ECA de extratos vegetais avaliados pelos dois métodos

apresentam coeficiente de correlagao de 0,6021.

3.2 Estudo fitoquimico de EEF

Com base nos resultados obtidos nos ensaios bioldgicos, que indicam uma
potencial atividade anti-hipertensiva para EEF, e no relato anterior de atividade
inibitdria da enzima conversora de angiotensina (ECA) para a espécie (Braga et al.,
2000), foi realizado seu estudo fitoquimico visando isolar os constituintes
majoritarios, e entdo avaliar suas atividades bioldgicas.

O estudo iniciou-se pela obtengado do perfil cromatografico de EEF por CCD
de silica gel e RP-HPLC. O perfil cromatografico do extrato fornece informacgdes
relevantes sobre sua composicdo, como polaridade dos constituintes, e funciona
como impressao digital da espécie em estudo, o que é util para comparagédo com
amostras de outras coletas.

O perfil obtido por RP-HPLC (Figura 10) indica o predominio de substancias
de polaridade média a alta. Os espectros de absor¢cdo no U.V. obtidos on line para
0s picos majoritarios do extrato (TR = 17,24; 18,27; 19,49 e 20,70 min) sé&o
compativeis com comprimentos de onda dos maximos de absor¢cao (Amax) de
proantociandinas. Kamiya e cols. (2001) relataram valores de Amax para a
proantocianidina A-2 (49) em 209, 225 e 280 nm e para proantocianidina A-6 (50)
em 223 e 280 nm.
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Ismailov e cols (1998) relataram valores de Amax para a proantocianidina RP-2
(51), um glicosideo pentamérico isolado das raizes de Rhodiola pamiroalaica, em
209, 246, 275 e 309 nm.
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Svedstrom e cols (2006) obtiveram espectros de U.V. on line para varias
proantocianidinas oligoméricas que exibiram maximos de absor¢do em 235 e 280
nm. Esses valores sdao semelhantes aos valores obtidos para os picos majoritarios
de EEF, indicando a presenca de proantocianidinas no extrato. A presenca de
flavondides e compostos polifendlicos no extrato de M. hirsuta foi relatada
anteriormente, a partir de testes de prospecgao fitoquimica por CCD de silica gel
(Rocha, 2002).
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Figura 10: Cromatograma, obtido por RP-HPLC, para o extrato etandlico de folhas de Mansoa hirsuta

e espectros no U.V. obtidos on line para os picos majoritarios (pico 1, TR= 17,24 min; pico 2, TR =
18,27 min; pico 3, TR = 19,49 min e pico 4, TR = 20,70 min). Condigbes cromatograficas: vide Parte
Experimental, item 2.7.2.

Ao se comparar os espectros no U.V. dos picos principais de EEF percebe-se
que eles apresentam valores de Amax proximos, sugerindo tratar-se de

proantocianidinas estruturalmente relacionadas.

3.2.1 Fracionamento de EEF

Para o fracionamento de EEF foram empregadas duas abordagens, utilizando
técnicas cromatograficas distintas. Os ensaios biologicos das fragdes obtidas seréo
descritos ao longo dessas segodes

3.2.1.1 Por cromatografia em coluna de silica gel

EEF foi fracionado por cromatografia em coluna de silica gel e algumas das
fragbes originadas foram trabalhadas das utilizando-se técnicas cromatograficas

diversas, como apresentado no fluxograma da Figura 11.
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Figura 11: Fluxograma do Fracionamento de EEF.

O fracionamento de EEF por cromatografia em coluna de silica gel resultou

em 32 grupos de fragdes reunidas, conforme descrito no item 2.5.1. Foram obtidos

os perfis por RP-HPLC para as fragdes de maior massa.
Os perfis das fragbes MHF24, MHF25, MHF27, MHF31, MHF37, MHF39 e

MHF40, provenientes do fracionamento do extrato bruto de EEF, obtidos por RP-

HPLC e por CCD de silica gel estdo representados nas Figuras 12 e 13,

respectivamente. A analise de EEF por CCD de silica gel indica a presenca de

quatro manchas principais, de coloracdo avermelhada quando revelada com vanilina

(Figura 13). Essa coloragdo € semelhante a relatada por Svedstrom e cols (2006)

para proantocianidinas oligoméricas.
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Figura 12: Perfis cromatograficos, obtidos por RP-HPLC, para as fragcbes MHF24 (A); MHF25 (B);
MHF27 (C); MHF31 (D); MHF37 (E); MHF39 (F); MHF40 (G). Condigbes cromatograficas: vide Parte
Experimental, item 2.7.2.
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Figura 13: Perfil cromatograﬂco obtido por CCD de silica
gel, para o extrato bruto (1. EEF) e fragbes (2. MHF27; 3.
MHF31; 4. MHF37; 5. MHF39; 6. MHF40) de folhas de

Mansoa hirsuta. Eluente: EtOAc:HCOOH:HOAc:H,O
(70:8:8:30). Revelador: Vanilina/H,SO,

Existem varios relatos na literatura de compostos polifendlicos com atividade
inibidora da ECA e vasodilatadora in vitro, como os constituintes dos extratos de
Cecopria glaziovii, Musanga cecropioides e Crataegus oxycanta, cujas fragdes ativas
possuem alto teor de proantocianidinas (11 a 13%), entre elas as proantocianidinas
B, (22) e C4 (23) (LACAILLE-DUBOIS et al, 2001). Outro exemplo € a fragcdo em
acetato de etila de Ouratea semiserrata, que produziu significativa vasodilatagao e
possui elevado teor de proantocianidinas (21,8 £ 1,5%) (CORTES et al, 2002).

Assim, algumas fragdes provenientes do fracionamento inicial de EEF por
cromatografia em coluna de silica gel foram selecionadas para avaliagdo nos
ensaios in vitro de inibicdo da ECA e vasodilatacdo em anéis de aorta de rato. A
selegdo baseou-se em sua complexidade, avaliada pelos perfis cromatograficos, e
massa disponivel. Os resultados dos ensaios de inibicdo da ECA dessas fragdes
estao representados na Tabela 15.

Nos ensaios in vitro de inibicdo da ECA considera-se ativa a fracido / extrato
que produz inibicdo igual ou superior a 50% na concentragcdo de 110 nug/mL,
empregada no teste (Serra et al., 2005). As fragdes MHF27 e MHF31 apresentaram
atividade inibitoria da ECA superior a 90% e foram selecionadas para
refracionamento. A fracdo MHF40, que apresentou atividade inibitéria da ECA de
46,5 + 9,4%, também foi selecionada para refracionamento visando isolar os

constituintes bioativos.
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Tabela 15: Atividade inibidora da ECA in vitro obtida para fragdes provenientes do extrato etandlico
de folhas de Mansoa hirsuta (EEF), avaliadas pelo método colorimétrico

AMOSTRA % INIBIGAO DESCRIGAO
MHF17 3,1+16,7 Fracao diclorometano:acetato de etila (3:7)
MHF18 37,0+1,3 Fracao diclorometano:acetato de etila (3:7)
MHF24 259+6,5 Fracao acetato de etila:metanol (95:05)
MHF25 21,6 +£11,0 Fracao acetato de etila:metanol (95:05)
MHF27 959+114 Fracao acetato de etila:metanol (95:05)
MHF31 941+12,4 Fracao acetato de etila:metanol (9:1)
MHF37 -4,4+91 Fracdo acetato de etila:metanol (9:1)
MHF39 19,9+ 10,5 Fracdo 100% metanol
MHF40 46,5+94 Fragdo 100% metanol

Valores representam média £ d.p.m, n = 3.

O refracionamento de MHF27 por cromatografia em coluna de silica gel
resultou em duas fragcdes principais, denominadas F27A e F27B. A analise dessas
fragbes por CCD de silica gel empregando a fase superior da mistura n-
butanol/acido acético/agua (40:10:50) como eluente, e anisaldeido sulfurico como
revelador, indicou a presenca de manchas de coloragao avermelhada com R;~0,50,
resultado esse que sugere a presenca de proantocianidinas.

O meétodo empregado para o fracionamento de MHF27, apesar de ter
resultado na separagdo de seus constituintes majoritarios (Figura 14), ndo foi o
método mais apropriado, haja visto o baixo rendimento obtido (53,7% em relagao a
massa aplicada na coluna), devido a adsorcao irreversivel de alguns de seus

constituintes.
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Figura 14: Perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC para as fragbes F27A (A) e F27B (B).
Condic¢des cromatograficas: vide Parte Experimental, item 2.7.2
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Algumas das fragcdes obtidas nos fracionamentos iniciais de EEF foram
selecionadas para avaliacdo da atividade vasodilatadora em anéis de aorta de ratos.
Para a selegao foram considerados os mesmos critérios para inclusdo no ensaio de
inibicdo da ECA (massa disponivel, complexidade dos perfis cromatograficos), bem
como resultado positivo nesse ensaio. Assim, foram avaliadas as fragées F27A e
F27B, provenientes do fracionamento de MHF27, juntamente com as fragbes MHF
31 e MHF40.

Todas as fragbes avaliadas apresentaram atividade vasodilatadora superior a
50% no teste inicial, empregando-se a concentragdo maxima utilizada para
construgdo da CCR do extrato (Tabela 16). Foi, entdo, obtida uma CCR para cada

fragdo visando sua comparagao com a CCR do extrato.

Tabela 16: Percentual de relaxamento obtido para EEF e fragdes na
concentracdo de 100 pg/mL em anéis de aorta pré-contraidos com
fenilefrina (0,1 pmol/L)

FRACOES Efeito maximo
(% Relaxamento)
EEF 75,2+ 10,8
F27A 57,5+8,3
F27B 80,5+4,0
MHF31 70,3+ 10,2
MHF40 55,0 + 3,8

Valores representam média £ E.P.M, n = 5.

Apesar de todas as fracbes analisadas apresentarem efeito vasodilatador
acima de 50%, observou-se variagao no percentual de relaxamento maximo induzido
por cada uma das fragdes, sendo que as fracbes F27A e MHF40 apresentaram
percentual de relaxamento maximo inferior a do extrato, enquanto para as fragdes
F27B e MHF31 néo se observa essa diferenca (Tabela 16). Esse resultado é uma
evidéncia de que nao existe apenas uma substancia bioativa no extrato, mas um
conjunto de substancias que contribuem para o efeito vasodilatador de EEF.

Ao compararmos a atividade das fracbes provenientes de MHF27,
observamos que a CCR obtida para F27B se assemelha mais aquela do extrato que
a CCR observada para F27A (Figura 15). A fragdo F27B, na concentragdo de 100
ug/mL, apresenta efeito semelhante ao obtido com o extrato; porém, a curva se
encontra ligeiramente deslocada para a direita, sugerindo perda de poténcia devido
ao fracionamento (Clsp maior que a do extrato). Ja a fragdo 27A, na concentragéo de

100 ug/mL, apresenta percentual de relaxamento maximo inferior ao extrato, e sua
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CCR esta deslocada para a direita (Figura 14), mostrando que a fragdo 27A
apresenta uma potencia relativa menor.

Relaxamento (%)
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Figura 15: Curvas de concentragéo-resposta obtidas para as fragées F27A (A) e F27B (B)

em anéis de aorta com endotélio funcional, pré-contraidos com fenilefrina. Cada ponto
representa média + E.P.M. de 5 replicatas.

As fracbes MHF31 e MHF40 também apresentaram atividade vasodilatadora
em anéis de aorta de ratos, estando as CCR correspondentes deslocadas para a
direita em comparagdo com a curva obtida para o extrato (Figura 16), de maneira
semelhante a observada para F27A e F27B (Figura 15).
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Figura 16: Curvas de concentragdo-resposta obtidas para as fragdes
F31 (A) e F40 (B) em anéis de aorta com endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina. Cada ponto representa média + E.P.M. de 5
replicatas.

Os resultados obtidos permitem inferir que existe mais de uma substancia
responsavel pelo efeito vasodilatador observado para o extrato de M. hirsuta. Além
disso, podemos também supor que a substancia com TR = 18,3 min, pico majoritario
de F27B, possui maior atividade vasodilatadora que aquela com TR = 20,7 min, pico
majoritario de F27A, considerando os resultados dos ensaios biolégicos obtidos para
essas fragdes. No entanto, essa suposicao deve ser feita com cautela, visto que
outros constituintes minoritarios podem ser os responsaveis pelos efeitos biolégicos
observados.

Com base nos resultados dos ensaios bioldgicos, as fragbes foram
trabalhadas visando isolar seus constituintes majoritarios, principalmente aqueles

responsaveis pela atividade observada.
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Assim, F27A e F27B foram refracionados em coluna de Sephadex LHZ20,
resultando na obtengdo das duas substéncias (14,2 e 10 mg, respectivamente), para
as quais foram obtidos espectros de RMN de 'H e "*C (Figura 17). No entanto, a
andlise espectral foi dificultada devido ao grau de pureza das substancias e a
pequena massa disponivel. Tendo em vista que essas substancias sdo de natureza
polimérica (proantocianidinas), e provavelmente possuem estruturas bastante
préximas, como evidenciado pelos espectros no U.V. e pelos tempos de retengao
por RP-HPLC, seriam necessarias maiores massas para realizar a elucidagao

estrutural.
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Figura 17: Perfis cromatograficos, obtidos por RP-HPLC, para as fragoes F27A10 (A) e F27B7 (B)
Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 2.7.2

Visando obter maior massa dessas substancias, foram realizadas varias
tentativas de isolamento utilizando técnicas cromatograficas variadas, com as fragdes
MHF31 e MHF40, conforme descrito na parte experimental (itens 2.6.2 e 2.6.3) e
representado no fluxograma da Figura 11. As tentativas com a fragdo MHF31
resultaram na obtencdo de misturas ou de sodlidos puros, porém com massa
insuficiente para a elucidagao estrutural (Figura 11, pag 78). Os cromatogramas dos
sélidos isolados assim como de suas fragbes de origem estdo representados na

Figura 18.
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Figura 18: Perfis cromatograficos, obtidos por RP-HPLC, para as fragdes F31R (A) e F40H5 (B) e
para as substancias PP1 (C) e PP2 (D), com os respectivos espectros no UV obtidos on line.
Condigbes cromatograficas: item 2.7.2.

Apoés as diversas tentativas de refracionamento e purificagdo das fragcdes do

extrato etandlico de folhas de M. Hirsuta, resultantes do fracionamento inicial de EEF

por CC de silica gel, foi possivel isolar duas substancias, PP1 (16 mg) e PP2 (3 mg).
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O isolamento dos constituintes de EEF pelas técnicas utilizadas, cromatografia inicial
em coluna de silica gel seguida de refracionamento em Sephadex e HSCCC, e
purificacdo por RP-HPLC em escala semi preparativa, nao foi adequada, resultando
na obtencdo de pequenas quantidades das substancias puras, o que dificulta a
elucidacdo estrutural, como mencionado anteriormente, e inviabiliza a avaliagdo das
atividades biologicas.

Sendo assim, outras técnicas de fracionamento e purificagdo foram utilizadas
(item 3.2.2) visando o isolamento de quantidades que possibilitassem ndao apenas a
elucidacdo estrutural das substancias, mas, também, a avaliacdo das atividades

bioldgicas.

3.2.2 Fracionamento de EEF por particao liquido-liquido.

O fracionamento de EEF por particdo entre solventes imisciveis foi realizado
de acordo com o fluxograma da Figura 4, pag. 49. A particéo liquido-liquido de EEF
(2,0 g) resultou em 4 grupos de fracbes, a saber, n-hexénica (MHH),
diclorometanica (MHD), em acetato de etila (MHA) e hidrometandlica (MHM).
Dessas, MHA e MHM apresentaram maior massa e seus perfis por RP-HPLC estao

representados na Figura 19.
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Figura 19: Perfis cromatograficos, obtidos por RP-HPLC, para EEF (A) e para as fracbes MHA (B) e
MHM (C). Condig¢des cromatograficas: vide Parte Experimental, item 2.7.2.
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Observa-se que a fragao hidrometandlica (MHM) tem perfil muito semelhante
ao perfil do extrato (EEF), com relacdo as substancias maijoritarias, a excegao da
substancia com TR = 20,9 min (pico 4), que ndo aparece em MHM. Por outro lado,
essa substancia é o constituinte majoritario de MHA.

A fragdo MHM foi submetida a fracionamento por HSCCC (item 2.6.4), sendo
obtidos 11 grupos de fragbes, entre elas MHM5 (130 mg), cujo perfil por RP-HPLC

esta representado na Figura 20.
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Figura 20: Perfis cromatograficos, obtidos por RP-HPLC, para a fragdo MHM5 e para as substancias
isoladas, PP1 e PP2. Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 2.7.2.
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Na sequéncia, essa fracao foi submetida a purificagdo por RP-HPLC em
escala semi-preparativa, resultando no isolamento de 45 mg de PP1 (TR = 18,6 min,
pico 2) e 10 mg de PP2 (TR = 19,5 min, pico 3) (Figura 21).

O refracionamento de MHA também foi realizado, visando isolar seu
constituinte majoritario, com TR = 20,7 min. Para tanto, MHA foi submetida a
HSCCC (item 2.6.5), originando 5 grupos de fragdes, incluindo a fraggo MHAZ2, na
qual se identificou a presenga majoritaria da substancia de interesse. MHA2 foi,
entao, purificada por RP-HPLC em escala semi-preparativa, resultanto na obtencao
de 25 mg de um so6lido amorfo, de coloragdo amarelo palida, denominado PP3, cujo

perfil por RP-HPLC esta representado na Figura 21.
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Figura 21: Perfis cromatograficos, obtidos por RP-HPLC, para a fragdo MHA2 (A) e para a
substancia PP3 (B) com espectro no UV obtido on line. Condi¢des cromatograficas: vide
Parte Experimental, item 2.7.2.
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Essa substancia nao foi obtida nas tentativas de fracionamento de EEF por
CCS de silica gel e Sephadex com pureza suficiente para a elucidagao estrutural.

O fracionamento de EEF por particdo entre solventes imisciveis, seguido de
refracionamento por HSCCC, e posterior purificacdo por RP-HPLC, mostrou-se um
método eficaz para isolar os trés constituintes principais de EEF, com rendimento

consideravelmente superior aquele obtido nas tentativas por CCS/Sephadex.
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3.3 Elucidagao estrutural das substancias isoladas

A avaliagdo das substancias isoladas, PP1, PP2 e PP3, por CCD de silica gel
indicou manchas Uunicas, de coloragdo avermelhada apds revelacdo com
vanilina/acido sulfurico, o que é caracteristico de proantocianidinas, como descrito

anteriormente (Svedstrom et al, 2006).

Essa indicacao foi reforcada pelos espectros de ultravioleta (UV) obtidos on
line, cujos maximos de absorcao de 282,8, 282,8 e 284 nm, registrados para PP1,
PP2 e PP3, respectivamente, sdo caracteristicos de proantocianidinas (Svedstrom,
2006). As proantocianidinas sdo formadas pela ligagdo de unidades de flavan-3-ol,
variando de dimeros a polimeros, podendo esses serem homogéneos ou
heterogéneos. Proantocianidinas homogéneas apresentam uma uUnica banda de
absorcao no UV na regiao de 280 nm, enquanto para as heterogéneas essa banda
apresenta-se com um maximo em torno de 280 nm, seguido de um ombro de
absor¢cao em cerca de 300 nm (Svedstrom, 2006). A analise dos espectros no U.V.
de PP1, PP2 e PP3 sugere tratar-se de proantocianidinas heterogéneas, devido ao

perfil das bandas de absorgao (Figuras 20 e 21).

Os espectros de |.V. obtidos para essas substancias foram bastante
semelhantes (Figura 22). A presenga de uma banda larga em torno de 3200 cm™,
tipica de deformacao axial de O-H, confirma a presenca de hidroxilas, também
evidenciada por bandas na regido de 1300 cm™ (deformacdo angular de O-H), e de
1021-1052 cm™ (deformacéo axial da ligagdo C-OH). O carater aromatico dessas
substancias foi evidenciado pela presenca de bandas de deformacao axial C=C na

regido entre 1600 e 1400 cm™.
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Figura 22: Espectros no infravermelho obtidos para PP1 (A), PP2 (B) e PP3 (C)
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A elucidacéao estrutural de proantocianidinas ndo é uma tarefa simples, sendo
realizada em diversas etapas, compreendendo: (a) a determinagdo do grau de
polimerizagcao, (b) identificagdo das unidades formadoras, (c) estabelecimento da
natureza e posi¢ao de ligagado das unidades e (d) determinagao da estereoquimica
dos carbonos assimétricos.

Dependendo da complexidade estrutural da proantocianidina em analise, e da
massa disponivel, é usual a determinagao estrutural se restringir as etapas a e b
anteriormente citadas, podendo também incluir a etapa c. Um numero reduzido de
proantocianidinas teve suas estruturas quimicas determinadas inequivocamente,
incluindo a definicdo da estereoquimica absoluta (BARREIROS et al, 2000;
PRASAD, 2000; ZHANG et al, 2003; FITZPATRICK et al, 2004).

A ordem de grandeza das massas obtidas no presente trabalho (PP1, 45 mg;
PP2, 10 mg e PP3, 25 mg) inviabilizou a realizagcdo de experimentos adicionais para
a elucidacdo completa da estrutura quimica das substancias isoladas. Assim, a
caracterizacao estrutural se restringiu a determinacéo do grau de polimerizagao e a
identificacdo das unidades formadoras.

A espectrometria de massas € uma ferramenta util para a elucidagao
estrutural de proantocianidinas por fornecer a massa molecular da substancia, o que
auxilia na identificagcdo do grau de polimerizacdo. MALDI-TOF (matrix-assisted
desorption time of flight) € o método de escolha para a analise de proantocianidinas
por sua maior capacidade de detecgcao de ions intactos (ions quasi-moleculares)
(HANTON, 2001). A partir dos espectros de massa (MALDI-TOF positivo) foi
possivel obter a massa molecular das substancias isoladas, pela identificagdo do
pico do ion quasi-molecular [M+H]" em m/z 1281,4094 para PP1, 1281,3997 para
PP2 e 1119,3504 para PP3, conforme demonstrado nas Figura 23 a Figura 25. Esse
resultado nos permite inferir tratar-se de proantocianidinas tetraméricas, sendo que o
ion quasi-molecular obtido para PP3 apresentou uma diferenca de 162 unidades de
massa em relacdo as demais, correspondente a massa de um residuo de agucar
(CeH100s).
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Figura 23: Espectro de massas MALDI-TOF positivo obtido para PP1
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Figura 24: Espectro de massas MALDI-TOF positivo obtido para PP2
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Figura 25: Espectro de massas MALDI-TOF positivo obtido para PP3

A diversidade de proantocianidinas € dada pela variabilidade estrutural das
unidades monomeéricas, com diferentes padrdes de hidroxilacdo dos anéis A e B, e
diferentes configuragdes dos centros quirais C2 e C3, além de variagdes na posi¢céo
e na estereoquimica da ligagao interflavondide.

As unidades de flavan-3-ol mais comumente encontradas nas
proantocianidinas sao afzelequina/epiafzelequina (52), catequina/epicatequina (53) e

galocatequina/epigalocatequina (54).

52R1=R2=H
53 R=H,R,=0H
54R1=R2=OH
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Os espectros de massas obtidos para as proantocianidinas isoladas (Figuras
23 a 25) registram a presenga de fragmentos em m/z 273,17 e m/z 288,29, com
intensidades variadas para cada uma das substancias. A massa desses fragmentos
sugere que afzelequina e catequina (ou seus respectivos epimeros) sejam os
mondmeros constituintes das estruturas de PP1, PP2 e PP3. O fragmento em m/z
273,17 pode ser atribuido ao ion (55), formado por fissdo do tipo quinona-metideo
da afzelequina (LI; DEINZER, 2007).

Ja o fragmento em m/z 288,29 pode ser atribuido ao radical catibnico da

catequina (56) formado por mecanismo semelhante ao descrito acima.

OH o+

As unidades de flavan-3-ol constituintes das proantocianidinas sé&o
conectadas por ligacdes entre C4 e C6 ou entre C4 e C8. Quando as unidades estéao
conectadas apenas por ligacbes dessa natureza, a proantocianidina formada é
classificada como sendo do tipo B, por exemplo, a proantocianidina B5 (57). Em
algumas moléculas, as unidades monoméricas estdo unidas por duas ligagdes
distintas, incluindo a ligagao descrita anteriormente, e uma segunda ligagcéo do tipo
C-0O, formada entre a hidroxila em C7-OH ou C5-OH e o carbono C2, sendo essas
substéncias classificadas como proantocianidinas do tipo A (proantocianidina A1,
58).



RESULTADOS E DISCUSSAO 96

No presente trabalho, as massas dos ions quasi-moleculares obtidos para
PP1 e PP2, em m/z 1281,4, sdo compativeis com proantocianidinas constituidas por
duas unidades de afzelequina e duas unidades de catequina, conectadas por duas
ligagcbes do tipo A e uma do tipo B, além de um residuo de agucar (CesHs6027,
[M+H]" 1282,03). A massa dessas duas substancias difere de PP3 em 162 unidades

de massa, correspondente a um residuo de agucar (CgH1¢Os5).

OH

OH

OH

OH
57 58

A identificagcdo das unidades constituintes das proantocianidinas isoladas foi
confirmada pela analise dos espectros de RMN de 'H (Figura 30 a 32) e de °C
(Figura 26 a 28). Na faixa de deslocamentos quimicos compativel com carbonos
aromaticos, observamos a presenca de sinais intensos em 6128,85 e 114,85 ppm,
correspondentes a carbonos metinicos, de acordo com a analise do sub-espectro
DEPT-135 (Tabela 18, Figura 29). A analise do mapa de contornos HSQC indicou a
correlagao desses sinais com os sinais de hidrogénio centrados em 66,88 ppm (d, J
= 8,4 Hz, H2' ou H6’) e 6,75 ppm (d, J= 8,4 Hz, H2' ou H6’); 6,58 ppm (d, J = 8,4 Hz,
H3’ ou H%’) e 6,53 ppm (d, J= 8,4 Hz, H3’ ou HY’), respectivamente (Figuras 33 e
34), caracteristicos de anel aromatico 1,4-dissubstituido. Essa atribui¢cado foi feita
com base nos valores de deslocamento quimico dos sinais de carbono e hidrogénio
tipicos de sistema aromatico, da multiplicidade observada e dos valores das
constantes de acoplamento, compativeis com acoplamento orto. O sinal em 6155

ppm, cujo valor de deslocamento quimico € caracteristico de carbono aromatico
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oxigenado, apresentou correlagdo com os hidrogénios atribuidos a H3’ e H5' no
mapa de correlagdes HMBC (Tabela 18, Figura 35 e 36) e foi atribuido ao carbono
hidroxilado C4’ do anel B. Em conjunto, esses resultados confirmam a proposta
anterior, feita a partir da analise dos espectros de massa, de que a afzelequina (ou
seu epimero correspondente, epiafzelequina) (52) é um dos mondmeros
constituintes de PP1.

Para fins de comparacdo, na Tabela 17 estdo listadas as atribuicbes do
espectro de RMN de 'H e de ™C do anel B de PP1 e dados relatados na literatura

para a proantocianidina ent-epiafzelequina-(4o—>8,20>0->7)-(-)epicatequina (59).

Tabela 17: Comparagao dos dados de RMN de 'He ®C para o anel B das unidades flavan-3-ol de
PP1 e de ent-epiafzelequina-(40.—>8, 2a>0->7)-(-)epicatequina.

Afzelequina® Afzelequina® Catequina® Catequina®
H/C m, J(Hz) m, J(Hz) m, J(Hz) m, J(Hz
oH 5C oH 6C oH 5C oH 6C
) 133,0e
1 - 1333 - 130,1 - n.d. - 131,3
. | 6,580u6,52 7,57 (d; _
2 (d: 8,4) 128,8 8,7) 129,4 | 7,2 (sl) 114,3 7,21 (d; 1,4) | 1151
, 6,75 ou 6,88 6,88 (d;
3 (d: 8.4) 114,9 8,7) 1144 - 146,8 - 145,8
4 - 154,9 156,8 - 145,0 - 145,7
, 6,75 ou 6,88 6,88 (d; .
5 (d: 8,4) 114,9 8,7) 114,4 6,78 115,3 6,87 (d; 7,4) | 115,9
, 6,58 ou 6,52 7,57 (d; 6,89 (dd;
6 (d: 8,4) 128,8 8,7) 129,4 6,91 121,9 7.4,1.4) 119,3

Dados obtidos no presente trabalho para PP1, em DMSO 400 MHz ('H) 100 MHz (*°C)
®Dados relatados por Prasad (20002 para ent-epiafzelequina-(4o>8, 2a>0->7)-(-)epicatequina em
(CD5),CO, 500 MHz ("H) 125 MHz (

59

No mapa de contornos HSQC obtido para PP1, podemos ainda observar a
presencga de sinais de carbono em 6121,86; 115,33 e 114,28 ppm que apresentam

manchas de correlagdo com os sinais de hidrogénio em 66,80 (d, J = 9,2 Hz); 6,91
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(m) e 7,2 ppm (sl), respectivamente (Tabela 18, Figuras 33 e 34). Os valores de
deslocamento quimico observados e a multiplicidade dos sinais sdao compativeis
com anel aromatico 1,3,4-trissubstituido, sendo o sinal em 6 121,85 ppm atribuido ao
carbono C6’, aquele em 114,27 ppm a C2’ e aquele em 115,33 ppm a C5’ do anel B.
Por sua vez, os sinais em 6145,0 e 146,8 ppm, correspondentes a carbonos
aromaticos oxigenados, apresentaram correlagdo com os hidrogénios H5 e H2’,
respectivamente, no mapa de correlagdes HMBC e foram atribuidos aos carbonos
hidroxilados C4’ e C3’ do anel B. Esses dados possibilitaram confirmar que a
catequina (ou a epicatequina) (53) também €& unidade constituinte de PP1,
confirmando os dados obtidos no espectro de massas. A presencga de unidades de
catequina e afzelequina (ou de seus epimeros) na estrutura confirma que PP1 é uma

proantocianidina heterogénea, conforme sugerido pela analise do espectro de UV.

Tabela 18: Correlagdes heteronucleares 'H-"C observadas para PP1 nos experimentos de RMN
bidimensional HSQC e HMBC.

1 . 1 .

5% (ppm) | M (ﬂ';'gb"’ Hz) | &'H (ﬁpM“é’cJ’ Hz) | DEPT-135 |  Atribuigio C
33,9 2,27 (m) - CH, C4 unidade terminal
60,8 3,72 (sl), 3,5 (m) 3,3 CH, c6”

69,9 3,5 - CH C3 ou C4”
70,1 3,3 - CH C3 ou C4”
73,3 3,4 - CH cz’
75,9 3,4 - CH Cc3”
76,4 3,4 - CH C3 ou C5”
77,3 3,4 - CH C3ou C5”
78,6 5,2 - CH C2
101,6 4,73 (m), 6,45 (sl) 3,4 CH C1”, C8 e/ou C6
114,3 7,2 (sl) 6,91 CH C2’ Cat
6,58 (d, 8,4), 6,52 | 6,75 ¢ 6,88 (d, 8,4), , ;
114,9 (d, 8.4) 6,58 ¢ 6,52 (d, 8.4) CH C3 e C5 Afz
115,33 6,78 (sl) CH C5’ Cat
121,9 6,91 CH C6’ Cat
6,75 (d, 8,4),6,88 | 6,58 € 6,52 (d, 8,4), , ,
128,8 (d, 8.4) 6.75 ¢ 6.88 (d, 8,4) CH C2' e C6’ Afz
133,0 e 133,3 - 6,58 e 6,52 (d, 8,4), C C1’ Afz
145,0 - 6,75 (d, 8,4), C C4’ Cat
6,75 € 6,88 (d, 8,4), ;
146,8 - 7.2 (sl) C C3’ Cat
6,58 e 6,52 (d, 8,4), ;
154,9 - 6,75 ¢ 6,88 (d, 8.4) C C4’ Afz
155,5 - - C C8aou C50uC7
155,8 - - C C8aou C5o0uC7
158,9 - - C C8a ou C5 ou C7

Nota: Cat, catequina; Afz, afzelequina

Os sinais em 133,26 e 133,03 ppm, correspondentes a carbonos aromaticos
nao hidrogenados, foram atribuidos aos carbonos C1’ dos anéis B das unidades de

afzelequina. Esses sinais apresentam correlagdo com os sinais dos hidrogénios H2’
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e H6’ em 66,58 e 6,53 ppm no mapa de contornos HMBC (Tabela 18, Figuras 35 e
36). A presenca de dois sinais atribuidos a C1’ é evidéncia adicional de que PP1
contém duas unidades de afzelequina em sua estrutura. Os sinais correspondentes
a C1’ das duas unidades de catequina nao foram identificados no espectro de RMN
de 3C obtido para PP1.

N&o foi possivel confirmar o padrao de substituicdo do anel A (C5 e C7) das
unidades monoméricas através da analise dos espectros de RMN de *C, devido a
auséncia de sinais para a maioria dos carbonos constituintes desse sistema
aromatico. A ndo deteccao dos sinais pode ser atribuida a maior rigidez do sistema,
em comparagdo com o anel B, devido a presenca de ligagbes do tipo A entre as
unidades. A rigidez imposta aos anéis A e C poderia alterar o tempo de relaxagao
dos atomos de carbono do sistema, o que justificaria a auséncia da maioria deles no
espectro de RMN de 3¢, como por exemplo dos carbonos nao-hidrogenados que
participam da ligagao interflavondide (C6 ou C8, e C2), bem como de C5 e C7.

Os sinais dos carbonos alifaticos n&o oxigenados das proantocianidinas (C4)
apresentam valores de deslocamento quimico em torno de 30 ppm (PRASAD,
2000). No espectro de RMN de "*C obtido para PP1 (Figuras 26 a 28), observamos a
presenca de um sinal em 633,93 ppm, que foi atribuido ao carbono metilénico C4 da
unidade terminal da proantocianidina, atribuicdo esta confirmada pela analise do sub
espectro DEPT-135 (Figura 29). Como mencionado anteriormente, em
proantocianidinas, a ligagao entre as unidades de flavan-3-ol se da pelos carbonos
C4 e C6 ou C4 e C8, existindo, portanto, apenas um carbono metilénico no
esqueleto da molécula, correspondente a unidade terminal. Os sinais referentes aos
C4 das demais unidades, que participam da ligacéo interflavonéide (CH), n&o foram
identificados no espectro de RMN de '*C obtido para PP1, provavelmente por
estarem superpostos pelo sinal do solvente utilizado (DMSO, 6 39,5 ppm).

Ja os carbonos alifaticos oxigenados de uma proantocianidina (C2 e C3)
apresentam deslocamento quimico na faixa entre 60 e 80 ppm (PRASAD, 2000). No
espectro de RMN de ®C obtido para PP1, a identificacdo inequivoca desses sinais
foi dificultada pela presenga da porgao heterosidica da molécula, cujos carbonos
também apresentam deslocamentos quimicos nessa regiao.

A estereoquimica relativa dos carbonos C2 e C3 das unidades formadoras

das proantocianidinas é usualmente definida com base no valor da constante de
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acoplamento escalar entre H2 e H3. No entanto, os sinais desses hidrogénios n&o
foram inequivocamente identificados no espectro de RMN de 'H de PP1. Alguns
autores relatam a definicdo da estereoquimica relativa desses centros baseada no
deslocamento quimico do carbono C2, sendo o valor mais afastado do TMS (80-84
ppm) associado com a configuragdo 2,3-trans, enquanto o valor mais proximo do
TMS (75-79 ppm) indicaria a configuragao 2,3-cis (FOO et al, 2000; SIVAKUMARAN
et al, 2004). No entanto, as faixas descritas sdo muito préximas e essa distingao sé
€ viavel em casos onde se observam sinais nas duas faixas. Assim, nao foi possivel
identificar qual dos epimeros de afzelequina e catequina estdo presentes na
estrutura de PP1.

A presenca de um residuo de agucar na estrutura de PP1, conforme indicada
pelo espectro de massas, foi confirmada pelos sinais em 6 60,8 e 101,6 ppm,
atribuidos ao carbono metilénico C-6” do acucar e ao carbono anomérico C-17,
respectivamente. O sinal correspondente ao hidrogénio anomérico H1” (6 4,73 ppm)
nao apresetou multiplicidade definida que possibilitasse definir sua estereoquimica
relativa, a partir do acomplamento com H2” e, portanto, n&o foi possivel definir a
natureza da ligagao heterosidica como a ou . Os demais sinais dos carbonos da
porcao heterosidica de PP1 possuem correlagdo com sinais de hidrogénios em 63,3
a 3,5 ppm no mapa de correlagdes HSQC (tabela 18, figuras 33 e 34). No entanto,
esses sinais apresentaram-se superpostos pelos sinais de hidrogénio da agua
residual do solvente utilizado (DMSO), inviabilizando a identificagcdo do agucar
constituinte de PP1.

Devido a insuficiéncia de massa, e as Ilimitacbes das técnicas
espectrométricas empregadas, nao foi possivel estabelecer a estrutura final de PP1.
Para tanto, faz-se necessario obter maiores massas e realizar estudos de
degradagao por tidlise (FITZPATRICK, et al, 2004; SIVAKUMARAN et al, 2004; FAN
et al, 2007), para definir a posicdo das ligagdes interunidades, bem como hidrolise
acida para identificar inequivocamente o carboidrato constituinte. Além disso, outras
condicbes experimentais de RMN devem ser avaliadas, empregando maiores
massas nos experimentos e buscando contornar a questao do tempo de relaxagao
de alguns atomos de carbono dos anéis A e C. Por fim, devera ser realizado um
estudo para definir a estereoquimica absoluta de cada centro assimétrico da
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molécula, empregando difragdo de raios X, na possibilidade de se obter critais da
molécula, e/ou dicroismo circular.

Apesar de todas as limitagdes descritas, o uso de técnicas de RMN de He
de "C mono e bidimensionais no presente trabalho, associadas a espectrometria de
massas, IV e UV, permitiu identificar as unidades monoméricas de PP1 como sendo
afzelequina e catequina, ou seus epimeros correspondentes, bem como a presenca
de um residuo de agucar. Para fins de ilustragdo, apresentam-se, a seguir, duas
estruturas hipotéticas para PP1, formadas pela ligagéo interflavondide do tipo B
entre os carbonos C4 e C6 (60) e entre C4 e C8 (61), além de duas ligagdes do tipo
A em cada estrutura, compativeis com a massa obtida. A representacdo dessas
estruturas da uma idéia da complexidade da molécula e, consequientemente, da

dificuldade para a elucidacgao estrutural.

60
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Os espectros das substancias PP2 (Figura 37 a 49) e PP3 (Figuras 40 a 43)
foram bastante semelhantes aos obtidos para PP1. Por isso, ndo foi possivel
identificar, a partir das técnicas espectrométricas utilizadas, as diferengas estruturais
entre elas. A analise dos espectros no UV obtidos on line e dos espectros de massa
sugerem que PP1, PP2 e PP3 sdo isbmeros, ja que apresentam maximos de
absorcdo semelhantes e mesma massa molecular. Ressalta-se que o espectro de
massas obtido para PP3 (Figura 25) apresentou uma diferenga de 162 unidades de
massa em relagao a PP1 e PP2, o que sugeriria que PP3 ndo € um heterosideo. No
entanto, os sinais referentes aos carbonos da porcao heterosidica, na regiao entre o
60 a 105 ppm, estao presentes no espectro de RMN de 3C obtido para PP3 (Figura
40 a 42). Com isso, podemos inferir que o residuo de agucar em PP3 se localiza em
uma posigao na qual sua clivagem é facilitada e, portanto, ndo foi detectado o ion
quasi-molecular [M+H]".

De maneira semelhante a descrita para PP1, para a elucidagao estrutural de
PP2 e PP3 deverédo ser obtidas maiores massas e empregados outros esperimentos
de RMN e de degradagao quimica.

Cabe destacar que a presenga de proantocianidinas na familia Bignoniaceae
€ relatada pela primeira vez nesse trabalho. Como descrito na revisao bibliografica,
0 conhecimento sobre a quimica do género Mansoa é ainda bastante incipiente,
restringindo-se a naftoquinonas isoladas de M. alliaceae e a triterpenos e esterdides
isolados de M. hirsuta. Portanto, outras espécies de Mansoa deverdo ser
futuramente analisadas a fim de avaliar se essa classe de metabdlitos é

caracteristica do género.
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3.4 Avaliagao das atividades biolégicas das substancias isoladas

As substancias isoladas, PP1, PP2 e PP3 foram avaliadas quanto a atividade
inibitéria da ECA, pelo método colorimétrico (SERRA et al, 2004). O ensaio foi
realizado na concentragdo de 100 pg/mL que corresponde a 86 umol/L. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 19. Nesse experimento a Clsy obtida para
o captopril, controle positivo, foi de 22,21 + 4,03 nmol/L. Nessa concentragao, as

substancias PP1 e PP2 apresentaram-se ativas enquanto PP3 foi inativa.

Tabela 19: Atividade inibidora da ECA
determinada para as substancias isoladas das
folhas de M. hirsuta, avaliada pelo método
colorimétrico

AMOSTRA % INIBICAO
PP1 76,6+ 2,7
PP2 41,52 + 8,7
PP3 17,72+ 3,4

Valores representam a média £ d.p.m de triplicatas.
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Existem varios relatos de proantocianidinas com atividade inibitéria da ECA,
sendo essa atividade relacionada a estrutura e ao grau de polimerizagdo das
moléculas. Actis-Goretta e colaboradores (2003), relataram aumento da atividade
inibitéria da ECA de acordo com o aumento do grau de polimerizagdo de
proantocianidinas, sendo avaliadas epicatequina, catequina, dimero, trimero,
tetramero, pentamero e hexadmero, com valores de Clsg de 1781 + 381; 1593+ 443;
267 £24;126 £ 11; 12+ 1; 25+ 3 e 10 £ 1 uM, respectivamente (ACTIS-GORETTA
et al, 2003). Essa correlagao € reforgada pelo trabalho de OTTAVIANI et al (2006)
onde proantocianidinas dimérica, tetramérica e hexamérica apresentaram Clsp igua a
97,0; 4,4 e 8,2 uM, respectivamente, quando avaliadas em ECA isolada de pulmao
de coelhos. Em ambos estudos, o aumento do grau de polimerizagdo acarretou em
aumento da atividade até os tetrameros, sendo os pentdmeros menos ativos que
esses. A atividade volta a aumentar em relacédo ao grau de polimerizagao quando
observados o resultado obtido para pentdmeros e hexameros. Assim, os tetrdmeros
foram os mais ativos dentre as moléculas avaliadas.

No presente trabalho as trés substancias isoladas possuem mesmo grau de
polimerizagdo, tetrameros, e mesma massa molecular, constituindo, portanto,
substancias isoméricas. Podemos inferir que pequenas variacbes na estrutura
acarretaram em variagdo na bioatividade dessas substancias sendo a substancia
PP1 a mais ativa. No entanto, com base nas informag¢des obtidas através das
andlises espectrométricas nao foi possivel estabelecer as diferengas estruturais
entre PP1, PP2 e PP3 que acarretaram a redugao da atividade inibitoria da ECA.

A substancia PP1 também foi avaliada quanto a atividade vasodilatadora em
anéis de aorta de ratos Wistar, conforme descrito no item 2.9.2. Essa foi a unica
substancia avaliada visto que foi a unica da qual se obteve massa suficiente para
realizacao desse ensaio.

PP1 apresentou atividade vasodilatadora, concentracdo- e endotélio
dependente, com Clsy de 0,25 + 0,1 uymol/L (figura 37). A auséncia de endotélio
funcional suprimiu a atividade vasodilatadora de PP1, resultado similar ao obtido
para o extrato de origem (EEF), o que sugere que a atividade vasodilatadora de PP1

€ dependente dos compostos vasoativos produzidos pelo endotélio vascular.
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Figura 44: Curva concentragdo-resposta obtida para PP1 em
anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, na presencga
(E+) e auséncia (E-) de endotélio funcional. Cada ponto
representa média + E.P.M. de 5 replicatas. * Significativamente
distintos, p < 0,0001

Observou-se também, que o efeito vasodilatador de PP1 foi suprimido pela
adicdo de L-NAME, um inibidor da sintase do NO (figura 38). Esse resultado indica
que a acao vasodilatadora de PP1 é dependente do 6xido nitrico endotelial, como

descrito anteriormente para EEF.
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Figura 45: Curva concentragdo-resposta obtida para PP1 em anéis
de aorta pré-contraidos com fenilefrina, icubados com L-NAME
(100 pM). Cada ponto representa média + E.P.M. de 5 replicatas. *
Significativamente distintos, p < 0,0001
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O efeito vasodilatador de proantocianidinas é bastante relatado na literatura,
principalmente para as proantocianidinas constituintes de frutas e bebidas, como
uva, maca, vinhos, entre outros (NDIAYE et al, 2003; DELL’AGLI et al, 2004;).
Alguns extratos ou fragdes enriquecidas em proantociandinas também apresentaram
atividade vasodilatadora proeminente, como o relatado para a fracdo de Ouratea
semisserrata (CORTES et al, 2002) e para extratos de Croton celtidifolius (DALBO
et al, 2008). No entanto, os relatos de atividades para proantocianidinas isoladas séo
ainda escassos. Fitzpatrick e colaboradores (2000) relataram atividade
vasodilatadora para proantocianidinas isoladas de sementes de uva. Nesse estudo,
o grau de polimerizagdo das proantocianidinas isoladas foi avaliado por ES-ITMS
(electrospray-ion-trap mass spectrometry). Essas substéncias eram constituidas
predominantemente por epicatequina, sendo que os compostos mais ativos incluiam
proantocianidinas maiores que dimeros, principalmente trimeros, tetrameros e
pentdmeros. Além disso, houve diferenca na atividade vasodilatadora entre
substancias com mesmo grau de polimerizagdo, sugerindo que a constituicao
monomerica especifica assim como a ordem dessas unidades monoméricos nos
oligbmeros sdo importantes para a atividade (FITZPATRICK et al, 2000). Dentre as
proantocianidinas avaliadas, a mais ativa foi um trimero de epicatequina esterificado
com uma molécula de acido galico, cuja estrutura foi completamente elucidada como
epicatequina-(4-B-8)-epicatequina-(4-p-8)-epicatequina-3-O-galato (62), com Clso de
1,00 + 0,08 ug de equivalentes de catequina/mL (FITZPATRICK, 2004).

OH

OH

OH

OH

62
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4 CONCLUSOES

Podemos concluir que o EEF possui atividade vasodilatadora em anéis de aorta de
ratos normotensos, dependente do endotélio funcional e do aumento da sintese ou
biodisponibilidade do NO. O estudo fitoquimico, biomonitorado pela atividade
vasodilatadora em aorta de rato, resultou no isolamento de trés proantocianidinas
tetraméricas (PP1, PP2 e PP3), constituidas por duas unidades de afzelequina, duas
unidades de catequina e um residuo de agucar. A agao inibidora da ECA e o efeito
vasodilatador induzido por PP1, semelhante ao EEF, sugerem que esta substéncia é
uma das principais responsaveis pelas ag¢des cardiovasculares descritas para a

espécie Mansoa hirsuta.
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