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RESUMO

O género Erythroxylum (Erythroxylaceae) compreende espécies de porte arbustivo ou
arbéreo, distribuidas em regides tropicais e subtropicais da América do Sul, Africa, Sudeste
Asidtico e Austrdlia. O Brasil € considerado um dos centros de diversidade e endemismo de
Erythroxylum e um total de 114 espécies ocorrem no pais, dentre as 187 espécies descritas na
América tropical. A atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi
relatada para as folhas das espécies E. suberosum, E. tortuosum e E. gonocladum em um
trabalho recente de nosso grupo. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a potencial
atividade anti-hipertensiva dessas espécies utilizando modelos in vitro e isolar os constituintes
majoritarios das fragdes ativas. Os extratos de folhas das trés espécies foram preparados por
percolacdo exaustiva com etanol a 96% e apresentaram atividade vasodilatadora, dependente
de 6xido nitrico, em anéis de aorta de ratos pré-contraidos com fenilefrina, com valores de
Clso de 0,96 £ 0,30; 0,48 £ 0,12 ¢ 0,45 + 0,20 pg/mL, respectivamente para E. suberosum, E.
tortuosum e E. gonocladum. Esses resultados indicam que a vasodilatacdo induzida pelos
extratos € promovida pelo aumento da biodisponibilidade de NO. O extrato etandlico de E.
gonocladum foi fracionado empregando técnicas cromatograficas (coluna de silica gel, RP-
HPLC preparativo) e/ou particdo entre solventes imisciveis, resultando no isolamento de trés
solidos denominados PptEG-produto, HexEG 3C e HexEG 9A. A elucidacdo estrutural foi
feita a partir de dados espectrais (RMN de 'H e de ">C mono e bidimensionais, UV, IV e
Dicroismo Circular), além de andlises por cromatografia em fase gasosa, e permitiram
identificar os constituintes como sendo diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo (astilbina), [-
sitosterol e uma mistura de &4cidos graxos (4dcidos palmitico, estedrico e linol€nico). A
astilbina ndo apresentou atividade vasodilatadora em ensaio in vifro com anel de aorta de
ratos pré-contraidos com fenilefrina; porém, induziu significativa inibicdo da ECA in vitro,
com Clsp de 1,2 £ 0,7 pg/mL. Esse resultado demonstra a potencial atividade anti-hipertensiva
de E. gonocladum, via inibicdo da ECA, e indica a astilbina como uma das substancias

bioativas da espécie.
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ABSTRACT

The genus Erythroxylum (Erythroxylaceae) encompasses shrub and tree species distributed in
tropical and subtropical regions of South America, Africa, Southeast Asia and Australia.
Brazil is considered to be one of the centers of diversity and endemism of Erythroxylum and
114 out of 187 species described in tropical America occur in the country. A recent work of
our group described the angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory activity for the leaf
extracts of E. suberosum, E. tortuosum and E. gonocladum. The goal of the present study was
to evaluate the potential anti-hypertensive activity of these species using in vitro models and
to isolate the main constituents of active fractions. Extracts from the leaves of each species
were prepared by exhaustive percolation with ethanol 96%. They showed significant NO-
dependent vasodilator effect in rat aortic rings pre-contract with phenylephrine, with ICsg
values of 0.96 + 0.30; 0.48 = 0.12 and 0.45 £ 0.20 pg/ml, respectively for E. suberosum, E.
tortuosum and E. gonocladum. These results suggest that the vasodilatation induced by the
extracts is promoted by increasing NO bioavailability. The extract of E. gonocladum was
subjected to fractionation by chromatography (silica gel column, preparative RP-HPLC)
and/or partition between immiscible solvents, resulting in the isolation of three solids named
PptEG-produto, HexEG 3C and HexEG 9A. Structure elucidation was accomplished by
spectral data (mono and bidimensional 'H and PC NMR, UV, IR and Circular Dicroism) and
GC analysis, which allowed identifying the solids as dihydroquercetin-3-O-a-ramnoside
(astilbin), B-sitosterol and a fatty acids mixture (palmitic, stearic and linolenic acids). Astilbin
presented no vasodilator effect on rat aortic ring pre-contracted with phenylephrine, but
induced significant in vitro ACE inhibition (ICsyp = 1.2 £ 0.7 pug/ml). This result demonstrates
the potential anti-hypertensive activity of E. gonocladum extract as ACE inhibitor and points

out astilbin as one of the bioactive compounds of the specie.
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1 INTRODUCAO



1.1 HISTORICO DO USO DE PRODUTOS NATURAIS

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo sé pelos recursos
oferecidos para sua alimentagdo e sobrevivéncia, mas por ser sua principal fonte de inspiracao
e aprendizado. A busca incessante pela compreensao das leis naturais e o desafio de transpor
barreiras a sua sobrevivéncia, como as doencas, levaram o homem ao seu atual estigio de

desenvolvimento cientifico (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A histéria do desenvolvimento das civilizagcdes contempla diversos exemplos da
utilizacdo de plantas com finalidades terapéuticas, merecendo destaque as civilizacdes
egipcia, greco-romana e chinesa. O conhecimento do potencial terapéutico das plantas por
grupos primitivos foi fundamental para a descoberta de substancias bioativas ao longo da
evolucdo humana. A convivéncia e o aprendizado com diferentes grupos étnicos trouxeram
valiosas contribuicdes para a pesquisa com produtos naturais e o desenvolvimento de
medicamentos utilizados na terapéutica atual (HALBERSTEIN, 2005; VIEGAS; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

A descoberta dos salicilatos de Salix alba L., em 1757, foi um marco importante para
o desenvolvimento dos farmacos a partir de produtos naturais. Nesse contexto, merece
destaque o isolamento do 4cido salicilico (1) que, anos mais tarde, originaria o farmaco
sintético 4cido acetilsalicilico — AAS (2), um analgésico que mesmo apds 110 anos de sua
descoberta ainda € alvo de pesquisas pela industria farmacéutica (PIERPOINT, 1994;
YUNES; PEDROSA; CECHINEL-FILHO, 2001).
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O i1solamento da morfina (3), constituinte majoritario do 6pio, em 1806, por Friedrich
Wilhelm Sertiirner, constitui outro exemplo histérico de estudos com metabdlitos secundarios
de plantas. O 6pio é obtido de Papaver somniferum L. e conhecido hd séculos por suas
propriedades hipnoanalgésicas. Sua utilizacdo remonta a época dos sumérios (4.000 a.C.) e ha
relatos na mitologia grega atribuindo ao 6pio o simbolismo de Morfeu, o Deus do sono.

(HARTMANN, 2007).



As pesquisas com produtos naturais, a despeito do sucesso histdrico, declinaram nas
ultimas décadas, o que pode ser atribuido ao desenvolvimento da quimica combinatorial, a
introducdo de técnicas de triagem molecular em alta velocidade, aos avangos na biologia
molecular e as incertezas acerca do uso de biomateriais geradas apds a Convengdo sobre a

Biodiversidade, denominada de RIO/92 (KOEHN; CARTER, 2005).

No entanto, nos ultimos anos tém-se observado uma redescoberta dos produtos
naturais de plantas pela inddstria farmacéutica, especialmente daqueles com estruturas
moleculares complexas, dificilmente obtidas por processos sintéticos, e que resultaram no
desenvolvimento de novos farmacos. Como exemplos, destacam-se farmacos utilizados na
quimioterapia do cancer como vimblastina (4) e vincristina (5), obtidas de Catharanthus
roseus L., e paclitaxel (6), extraido das cascas de Taxus brevifolia Nutt. (PINTO et al., 2002;
OBERLIES; KROLL, 2004).
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A relevancia das substancias naturais para a industria farmacéutica fica evidente ao se
constatar que os produtos naturais, substincias derivadas e produtos sintéticos baseados em
farmacdéforos naturais foram responsdveis por cerca de 50% dos novos farmacos langados no
mercado entre 2000 e 2006. Na classe dos anti-hipertensivos, dos 77 fairmacos desenvolvidos
nos ultimos 25 anos, cerca de 50 estdo diretamente relacionados aos produtos naturais e

somente 27 tém origem totalmente sintética (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Dentre os anti-hipertensivos origindrios de produtos naturais, destacam-se a reserpina
(7), um alcal6ide inddlico obtido de Rauwolfia serpentina (L.) Benth. Ex. Kurz, e o extrato
padronizado de Crataegus oxyacantha L., cujas folhas e flores constituem drogas vegetais
com atividade vasodilatadora periférica e coronariana, contribuindo para a melhora do fluxo

sanguineo (LY, 2005).
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Dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) revelam que o uso de plantas
medicinais ainda € a principal estratégia para os cuidados primdrios de saide de 65-80% da
populacdo mundial, sobretudo nos paises em desenvolvimento, pela dificuldade de acesso as
terapias com farmacos sintéticos, decorrente dos custos elevados. Por outro lado, em paises da
Europa e América do Norte, por questdes culturais, cerca de 50% da populacdo utilizam a

medicina complementar ou alternativa, incluindo as plantas medicinais (CALIXTO, 2005).

Apesar da extensa utilizacdo das plantas medicinais, um nuimero relativamente
pequeno de espécies foi cientificamente avaliado visando assegurar sua qualidade, eficéicia e
seguranca. Estima-se que das 400.000 espécies mundiais de plantas superiores somente 10%
foram objeto de algum estudo quimico, nimero ainda menor quando se consideram as
espécies submetidas a ensaios biolégicos ou farmacolégicos (BASSO et al., 2005). O nimero
limitado de pesquisas cientificas com plantas de uso popular aliado a crescente introdugdo de
espécies exdgenas e destruicdo de ecossistemas vegetais evidencia a necessidade de estudos
nessa area. A realizacdo de estudos etnoboténicos, fitoquimicos e farmacolégicos com
espécies nativas € o Unico mecanismo capaz de impedir a perda do conhecimento tradicional

das plantas medicinais (BRANDAO et al., 2008).

Um dos ecossistemas brasileiros mais afetados pela atividade humana é o cerrado.
Estima-se que 57% de seus 204 milhdes de hectares tenham sido completamente destruidos
pela agricultura e pecudria extensivas, € que as dreas remanescentes estejam bastante alteradas
(CONSERVATION, 2008; MARRIS, 2005). Nesse contexto, plantas endémicas do cerrado
brasileiro, como diversas espécies do género Erythroxylum, representam um campo ainda

pouco explorado para a pesquisa cientifica na busca por novos compostos bioativos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial atividade anti-hipertensiva de trés espécies do género
Erythroxylum [E. suberosum A. St.-Hil.,, E. tortuosum Mart. e E. gonocladum (Mart.) O. E.
Schulz] utilizando modelos in vitro e realizar o fracionamento preliminar dos extratos visando

selecionar uma das espécies para estudo fitoquimico.

1.2.2 Objetivos especificos

A) Avaliar a atividade vasodilatadora do extrato etandlico bruto das espécies E. gonocladum,

E. suberosum e E. tortuosum, utilizando ensaio em anel de aorta de ratos;

B) Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos etanélicos brutos das espécies;

C) Realizar o fracionamento preliminar dos extratos avaliados em A por particio entre

solventes imisciveis;

D) Avaliar a atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina (ECA) das fracdes

obtidas em C, utilizando ensaio colorimétrico in vitro;

E) Selecionar uma das espécies para estudo fitoquimico visando ao isolamento dos

constituintes majoritarios das fragdes ativas;

F) Elucidar a estrutura quimica das substancias isoladas e avaliar sua potencial atividade anti-

hipertensiva, utilizando ensaios in vitro.



1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Hipertensao arterial e seu impacto para a satude coletiva

A hipertensao arterial (HA) é uma patologia caracterizada pela elevacdo cronica da
pressdo arterial (PA), considerando-se valores de PA sistdlica > 140 mmHg e/ou PA

diastdlica > 90 mmHg (JOINT, 2003).

A HA estd associada a alteragdes estruturais e funcionais complexas em varios 6rgaos-
alvo e desempenha papel importante na etiologia de doengas cerebrovasculares, doenca
isquémica do miocardio e insuficiéncia cardiaca e renal, sendo considerada um dos principais

fatores de risco de morbimortalidade cardiovascular (JOINT, 2003).

Estima-se que a prevaléncia da HA no Brasil seja de 35% na populacdo acima dos 40
anos, o que representa, segundo célculos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), 17 milhdes de portadores da doenga. Desses, 75% recorrem ao Sistema Unico de
Saude (SUS) para receber atendimento, o que reflete o impacto socioecondmico dessa

patologia (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Ha registros de que no Brasil, em 2005, tenham ocorrido 1.180.184 internacdes por
doencas cardiovasculares, com custo total de R$ 1.323.775.008,28 aos cofres publicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Dados da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007)
revelam que aproximadamente 27,4% dos Obitos nacionais sdo decorrentes de doencas
cardiovasculares. A HA, se considerada isoladamente, € responsavel por 40% das mortes por
acidente vascular cerebral (AVC), principal causa de morte em todas as regides do pais, e

25% daquelas por doenca coronariana.

Na tentativa de atenuar o problema, o Ministério da Saide implantou o Programa
Nacional de Atencdo a Hipertensdao Arterial e Diabetes Mellitus, um conjunto de acdes de
promocao a sadde, prevencdo, diagndstico e tratamento dos agravos. Seu objetivo € reduzir o
nimero de internacdes, a procura por pronto atendimentos, os gastos com o tratamento de
complicacOes, aposentadorias precoces e mortalidade cardiovascular com consequente

melhoria da qualidade de vida dos portadores (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).



1.3.2 Tratamento farmacolégico da hipertensao arterial

O principal objetivo do tratamento medicamentoso da HA € a redu¢do da morbidade e
da mortalidade cardiovasculares, mediante reducdo da PA para valores inferiores a 140
mmHg de pressao sistélica e 90 mmHg de pressao diastélica (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2007).

Diversos agentes terapéuticos encontram-se disponiveis, destacando-se os diuréticos,
B-bloqueadores, antagonistas dos canais de célcio, antagonistas dos receptores de angiotensina
I, inibidores da ECA, entre outros. Muitos pacientes, no entanto, nio apresentam controle
adequado de seus niveis pressoricos. Nesse sentido, as opcdes farmacoldgicas para o
tratamento da HA ainda s3o consideradas inadequadas, uma vez que existe uma grande

demanda para seu controle efetivo (JOINT, 2003; WHO, 2003).

Estima-se que mais de 2/3 dos pacientes hipertensos nao respondem a monoterapia, o
que torna necessdria a associacdo de 2 ou até 3 farmacos para a obten¢do do efeito desejado.
Por muitos anos, a associagdo mais comumente utilizada foi de agentes B-bloqueadores e
diuréticos (JOINT, 2003). Estudos recentes, no entanto, tém demonstrado que essa associacao
provoca alteracdes metabdlicas importantes e reduz a protecdo endégena do organismo
quando comparada a outros farmacos, como os inibidores da ECA (JANDELEIT-DAHM,;
COOPER, 2006). Substancias que atuam no sistema renina-angiotensina (SRA) t€m sido
objeto de diversos estudos, sendo consideradas efetivas e, por isso, recomendadas para a
administracao cronica no tratamento da HA (FUCHS, 2009; KOLASINSKA-MALKOWSKA
et al., 2008).

1.3.3 Sistemas fisiolégicos de controle da pressao arterial

A PA pode ser controlada essencialmente por dois mecanismos: regulacao neural, que
¢ feita primariamente pelo sistema nervoso auténomo (associado aos barorreceptores e
quimiorreceptores) (DOUMAS; PAPADEMETRIOU, 2009; MINISI; QUINN; JEONG,
2009) e regulacao humoral, realizada por substancias liberadas por diferentes tipos celulares,
como as células justaglomerulares e as células endoteliais (MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991; PANDEY et al., 2009).

A via neural de controle da PA, também conhecida como barorreflexo, € o mecanismo
mais rapido de controle hemodindmico. O aumento na PA ativa as terminagdes nervosas

sensitivas (barorreceptores), localizadas principalmente no arco adrtico e seios carotideos,
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permitindo a transmissdo de sinais ao SNC. Uma alca de feedback negativo € ativada,
transmitindo sinais de volta a periferia, via sistema nervoso autdonomo (SNA), causando, de
forma reflexa, uma rapida reducao na PA para niveis pressoricos normais (GUYENET, 2006;

SHARMA, 1992).

O controle a longo prazo da PA € realizado por mecanismos de regulacdo humoral,
onde a participagdo de diversas substancias vasoativas, entre elas os constituintes do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e substancias derivadas do endotélio, como o 6xido
nitrico (NO), sdo de extrema importancia na manuten¢do de niveis pressoricos aceitdveis.
AlteragOes nesses mecanismos podem resultar em elevagdo patoldgica dos niveis pressoricos,

propiciando a instalacdo de um quadro de HA (CAREY; PADIA, 2008; SHARMA, 1992).

1.3.3.1 Sistema renina angiotensina (SRA)

O SRA compreende uma cascata hormonal coordenada que atua no controle direto das
funcdes cardiovascular, renal e adrenal. Esse sistema promove o balangco hemodindmico e
eletrolitico, e constitui um dos principais mecanismos de controle da PA (AKIYOSHI et al.,

1993; PANDEY et al., 2009).

Os componentes do SRA sdo expressos em diversos tecidos (coragdo, cérebro, rins,
glandulas adrenais, vasos sanguineos e Orgdos reprodutores), o que permite distinguir um
SRA “local” e um “circulante”. Também € sugerida a existéncia do SRA “intracelular” cujos
componentes ndo seriam secretados e exerceriam suas a¢des no interior das células (DIETZE,;

HENRIKSEN, 2008; KUMAR; SINGH; BAKER, 2007).

A visdo cléssica do funcionamento do SRA “circulante” revela que a renina, produzida
pelas células do aparelho justaglomerular renal, atua sobre o angiotensinogénio hepético
originando o decapeptideo inativo angiotensina I (Ang I). A Ang I, pela acdo da ECA presente
no endotélio dos vasos pulmonares, sofre clivagem da ligag¢do histidil-leucina, originando o
octapeptideo ativo angiotensina Il (Ang II) (Figura 1A). A Ang II € um potente vasoconstritor
direto e sua ligacdo a receptores da musculatura lisa vascular ativa a proteina G com
conseqiiente ativacdo de fosfolipase C e formacdo de inositol-trifosfato (IP;) e diacilglicerol
(DAG), que induzem o aumento da concentracdo intracelular de Ca*” e ativam a proteina
quinase C, promovendo vasoconstricdo e elevacdo da PA (BURREL et al., 2004; ERDOS,
1976; JOHNSON, L.R., 2003).



Virios estudos revelaram a existéncia de vias alternativas para a formacdo da Ang II
em nivel tecidual. A primeira descri¢cdo de uma dessas vias foi feita por Boucher et al. (1974)
ao demonstrar que a tonina, obtida da glandula salivar de ratos, era capaz de clivar a Ang I a
Ang II. Estudos posteriores demonstraram a existéncia de outras proteases com capacidade
para formar Ang II, como a tripsina (ARAKAWA et al., 1976), calicreina (ARAKAWA;
MARUTA, 1980), catepsina G (TONNESEN et al., 1982), quimiotripsina (WINTROUB et
al., 1984) e quimase (URATA et al., 1990).

O papel da Ang II no desenvolvimento e progressdo da doenga cardiovascular e renal
nao ¢ atribuido apenas aos seus efeitos hemodinamicos. A Ang Il medeia a lesdo tecidual pela
promocao de fatores de crescimento, citocinas inflamatérias e fibrose intersticial (PANDEY
et al., 2009). O balanco das interacdes entre a Ang Il e 0 NO determina a ocorréncia de lesdo
ou protecao de 6rgaos-alvo (RAIJ, 2005). Persson et al. (2000) demonstraram que o NO atua
como inibidor endégeno da ECA, provavelmente por se ligar ao ion zinco presente no sitio
ativo da enzima.

Sabe-se que existem diversos subtipos de receptores para as angiotensinas; contudo,
somente os receptores AT1 e AT2 sdo bem caracterizados. Esses receptores possuem
distribuicdo e sinalizagdo distintas e levam a diferentes efeitos da Ang II. Os receptores AT1
estdo localizados na membrana plasmatica das células da musculatura lisa vascular, glandulas
adrenais, miocdrdicas e cerebrais, e estdo envolvidos com a mediacdo da vasoconstri¢do,
controle da sede, estimulacdo da liberacdo de aldosterona e vasopressina, e crescimento da
musculatura vascular lisa (STECKELINGS; RETTIG; UNGER, 2007; WERNER et al.,
2008). Os receptores AT2 estdo presentes na medula adrenal, utero, ovario, endotélio vascular
e em algumas éreas do cérebro, e estdo envolvidos na mediacdo da vasodilatagdo, liberacdo de
NO, redugdo da reabsor¢ao renal de sédio, inibi¢do da proliferacdo celular e crescimento
miocitico (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008). E importante ressaltar que a resposta 2 Ang
IT € bifdsica na maior parte dos leitos vasculares, pois ocorre uma discreta vasodilatagdo
desencadeada pela ativagdo dos receptores AT2 presentes nas células endoteliais, seguida de
potente vasoconstricao pela ativagao dos receptores AT1 presentes nas células vasculares lisas

(WERNER et al., 2008; PERAZELLA; SETARO, 2003; ZAGO; ZANESCO, 2006).

A ECA € uma enzima chave no funcionamento do SRA. Estruturalmente € classificada
como uma dipeptidil-carboxipeptidase com dois dominios homdlogos, cada um com um sitio
catalitico e uma regido especifica para ligacio do Zn**. Encontra-se ligada 3 membrana da

célula endotelial vascular através de sua porcdo C-terminal hidrofébica e tem seus sitios
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ativos orientados para dentro do limen (PERSSON et al., 2000). Mediante clivagem
proteolitica, a enzima perde seu apoio C-terminal e torna-se solivel no sangue, contribuindo
para o aumento da PA (BINGHAM et al., 2006; COATES, 2003; LIMA et al., 2007).

Além de promover a formacdo da Ang II, a ECA ¢é responsavel pela degradacao da
bradicinina, uma molécula que induz relaxamento endotélio-dependente (Figura 1A). O efeito
cardioprotetor e vasorelaxante induzido pela bradicinina é decorrente de sua interagdo com
receptores do tipo B; e B, (DUKA et al., 2008) e subsequente produgdo endotelial de NO e
prostandides derivados da COX (KOJIMA et al., 2009).

Recentes descobertas da isoforma ECA-2 e de outros peptideos ativos no SRA
ampliaram a visdo sobre a importancia desse sistema no controle da PA. A ECA-2 € uma
carboxipeptidase formada por 805 aminodcidos e apresenta grande homologia com a ECA.
Possui apenas um sitio catalitico na por¢cdo N-terminal e uma regiao hidrofébica na porgao C-
terminal que serve para ligd-la a parede da membrana (JANDELEIT-DAHM; COOPER,
2006).

A ECA-2 catalisa a clivagem da Ang I em Ang 1-9, que por sua vez é clivada pela
ECA e origina a Ang 1-7. A Ang II também pode ser diretamente clivada pela ECA-2
originando a Ang 1-7, um peptideo que se liga a receptores do tipo MAS e exerce agdao
vasodilatadora. As angiotensinas Ang IIl e Ang IV sdo heptapeptideos formados pela acdao de
aminopeptidases e também exercem efeito contrario ao da Ang II (Figura 1B) (BURRELL et
al., 2004; VARAGIC et al., 2008).

A Ang III exerce sua acdo mediante interacao com os receptores AT1 e AT2, enquanto
a Ang IV se liga a receptores de aminopeptidase regulados por insulina (receptores IRAP) e
suas acgOes incluem vasodilatagdo renal, hipertrofia e ativacdo dos fatores de inibicao
plaquetaria (PAI-1) e de necrose tumoral. Alguns estudos sugerem que a Ang IV exerca
importante funcdo na cognicdo, no metabolismo renal e nas lesdes cardiovasculares. A
interagdo entre Ang 1-7, Ang III, Ang IV, bradicinina, prostaciclina e NO apontam para a
existéncia de um complexo sistema de contra-balango a acdo vasoconstritora promovida pela

Ang II (FYHRQUIST; SAIIONMAA, 2008; SAVOIA; SCHIFFRIN, 2006).
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Angiotensinogénio Cininogénio Angiotensinogénio Cininogénio
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Figura 1. (A) Visdo classica do sistema renina-angiotensina. ECA = enzima conversora de
angiotensina; Ang I = angiotensina I; Ang II = angiotensina II; AT1 = receptor de angiotensina tipo 1.
(B) Recentes descobertas do sistema renina-angiotensina. Ang III = angiotensina IIl; Ang IV =
angiotensina IV; ECA-2 = isoforma 2 da enzima conversora de angiotensina; Ang 1-9 = angiotensina
1-9; Ang 1-7 = angiotensina 1-7; AMPA = aminopeptidase A; AMPM = aminopeptidase M; MAS =
receptor oncogénico MAS para angiotensina 1-7; AT2 = receptor de angiotensina tipo 2; IRAP =
aminopeptidase regulada por insulina (BURREL et al., 2004; FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).

1.3.3.2 Via do 6xido nitrico

As células endoteliais desempenham um papel relevante no controle do tdnus vascular.
Regulam a vasomotricidade, a permeabilidade vascular, o metabolismo de substincias
endégenas e exdgenas e a atividade plaquetdria e leucocitiria (MONCADA; PALMER;
HIGGS, 1991; RUBIO; MORALES-SEGURA, 2004).

Os primeiros estudos relatando a importancia do endotélio no controle da PA foram
realizados por Furchgott e Zawasdski (1980), demonstrando que a vasodilatacdo 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), mais tarde identificado como sendo o NO.

As células endoteliais sintetizam substincias vasoativas, classificadas como fatores
relaxantes do endotélio [NO, prostaciclina (PGl,) e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF)] e como fatores contrateis derivados do endotélio (endotelina e
tromboxano). O NO constitui peca chave no controle da dindmica vascular ao atuar como
potente vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetdria. Exerce funcdo protetora na HA, na

aterosclerose, na doenca arterial coronariana e nas doencgas tromboembdlicas, doencas



12

relacionadas a alteracdes na funcdo endotelial e, consequentemente, menor producdo e/ou
biodisponibilidade de NO (COHEN; VANHOUTTE, 1995; MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991; MONCADA, 2006).

A produgao de NO decorre da ativagao da 6xido nitrico sintase (NOS). Sdo descritas
duas isoformas para a NOS: a constitutiva e a induzivel. A isoforma constitutiva €
originalmente encontrada no endotélio (eNOS) e nos neurénios (nNOS). A isoforma induzivel
¢ expressa em uma grande variedade de células incluindo macréfagos, linfécitos, neutréfilos,
eosindfilos, células de Kupffer, hepatdcitos e células epiteliais (MONCADA; HIGGS, 2006;
MONCADA, 1997). A atividade das NOS ¢ regulada por diversas modificacdes pOs-
translacionais, incluindo interagdes proteina-proteina, fosforilagdo e localizacdo subcelular

(FLEMING:; BUSSE, 2003).

A isoforma constitutiva da NOS ¢ ativada devido 2 elevagdo de fons Ca** nas células
endoteliais em resposta a estimulos fisicos ou estimulagdo de diferentes mediadores neuro-
humorais, entre eles a acetilcolina, a bradicinina e o ATP. O estimulo fisico pode ser
caracterizado como a forca que o sangue exerce sobre a parede das artérias, denominada
estresse de cisalhamento. Os mecanorreceptores presentes nas células endoteliais ativam
diretamente as proteinas G, os canais i0nicos e enzimas do grupo das proteinas quinases e
fosfatases. Essa ativacdo desencadeia uma cascata enziméatica com participacdo dos ions Ca*™
e promove a vasodilatacdo propriamente dita. A NOS também pode ser ativada por meio da
interacdo agonista-receptor, com formacdo de IP; e conseqiiente elevagdo dos niveis de Ca*™
intracelulares, formando o complexo cdlcio-calmodulina. Esse complexo ativa a enzima
eNOS que ird atuar na L-arginina, formando o NO (FLEMING; BUSSE, 2003; MONCADA;
PALMER; HIGGS, 1991; MONCADA, 1997).

A isoforma induzivel € ativada a partir de estimulos patolégicos, como, por exemplo,
lipopolissacarideos bacterianos, citocinas (interleucina-1, endotoxinas e fator de necrose
tumoral) e é independente de ions Ca*? (MONCADA, 1997, 2006; ZAGO; ZANESCO,
2006).

Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente das células endoteliais para a
musculatura lisa do vaso sanguineo. Na célula muscular lisa, o0 NO promove a ativa¢do da
enzima catalitica guanilato ciclase soldvel, formando o monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc) a partir da quebra do trifosfato de guanosina (GTP). A formacdo do GMPc ativa a
bomba de Ca™ da célula muscular lisa, diminuindo a concentragdo de Ca™ intracelular e

reduzindo o tonus vascular. A vasodilatacdo induzida pela via NO/GMPc pode ocorrer por
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meio de outros mecanismos como a inibicdo da geracdo de IP; na musculatura lisa,
desfosforilagdo da cadeia leve de miosina, inibi¢do do influxo de Ca*? ativacio de proteinas
quinases, estimulacido da Ca*>-ATPase de membrana e abertura de canais de K*. A formacio
do GMPc também inibe a agregacdo plaquetdria e aumenta a excrecao renal de sédio/agua, o
que contribui para a diminui¢cdo do volume sangiiineo circulante (MONCADA, 1997, 2006;
ZAGO; ZANESCO, 2006).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo entre os principais responsaveis pelo
surgimento da disfuncdo endotelial. ROS sao produzidas por uma série de sistemas
enzimaticos, podendo desempenhar tanto papéis fisiologicos quanto patofisioldgicos. Quando
quantidades excessivas de ROS sdo produzidas, superando a capacidade dos sistemas
antioxidantes enddgenos, tem-se um estado denominado de estresse oxidativo, o qual esta
associado ao surgimento de diversas doencas cardiovasculares. A vasodilatagdo dependente
de endotélio é reduzida na presenca de quantidades excessivas de ROS devido a diminui¢@o
da bioatividade do NO na parede vascular. As ROS, principalmente o radical superdxido,
reagem com o NO promovendo sua inativagao e formando radicais ainda mais téxicos. Além
disso, ROS parecem promover a contracdo das células musculares lisas vasculares (CAI,;

HARRISON, 2000).

1.3.4 Produtos naturais com atividade inibidora da ECA

McNeill e Jurgens (2006) relataram diversos mecanismos pelos quais os produtos
naturais exercem sua atividade vasodilatadora, destacando-se as interacdes com o sistema do
NO e/ou ROS, o sistema dos eicosanéides, os canais de K' e os canais de Ca*>. Elbl e Wagner
(1991) demonstraram que a inibi¢do da ECA constitui-se em outro mecanismo importante de
atuacdo dos produtos naturais. Tais relatos corroboram a utilizacdo de testes de atividade
vasodilatadora e de inibicdo de ECA para o estudo de espécies vegetais com potencial

atividade anti-hipertensiva.

O primeiro farmaco inibidor da ECA comercialmente disponivel para o tratamento da
HA foi o captopril (8), desenvolvido a partir do tripeptideo Phe-Ala-Pro (9) isolado do veneno
da serpente brasileira Bothrops jararaca (FERREIRA, 1965).
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A atividade inibidora da ECA ja foi relatada para produtos naturais das classes dos
flavondides, proantocianidinas (LACAILLE-DUBOIS et al., 2001), taninos hidrolisaveis
(UENO et al., 1988), fenilpropanos (YAMADAKI; SHIMOYAMA, 1993) e 4cidos graxos
(MOROTA et al., 1987), entre outros. Em levantamento realizado por Barbosa-Filho et al.
(2006) foram encontrados trabalhos sobre a avaliacao da atividade inibidora da ECA para 158
substancias isoladas de fontes naturais, das quais 108 (68%) foram ativas. As classes de
metabdlitos com maior nimero de moléculas ativas foram: flavondides (29 substancias),

peptideos/derivados protéicos (27), alcaldides (14), iridoides (6) e sesquiterpenos (5).

Elbl e Wagner (1991) postularam que a atividade inibidora da ECA de flavonoéides
seria resultante da formacao de complexos entre o oxigénio heterociclico e/ou grupo hidroxila
da estrutura flavonoidica e o 4&tomo de zinco no centro ativo da enzima. Esse mecanismo seria
similar a0 mecanismo de acdo proposto para o captopril, em que o 4&tomo de enxofre terminal
se liga ao dtomo de Zn*? presente no sitio ativo da enzima, tornando-a inativa (Figura 2)

(BREW, 2003; CUSHMAN; ONDETTI, 1998).

A 5 s} S
m --OH

Figura 2. (A) Interacdo do captopril com o sitio ativo da ECA. O dtomo de enxofre terminal se liga ao
ion zinco presente no sitio ativo da enzima e a inativa. S;, S°; e S, representam subsitios (ou bolsas)
de intera¢do presentes no sitio ativo da enzima (PEARLMAN; SMITH, 1998). (B) Estrutura de um
flavondide demonstrando o possivel mecanismo de interagdo com o atomo de zinco no sitio ativo da
enzima, o que explicaria a atividade inibidora da ECA observada para diversos flavonédides (ELBL;
WAGNER, 1991).
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Diversos flavondides com atividade inibidora da ECA in vitro, ensaiados na
concentracdo de 0,33 mg/mL, encontram-se relatados na literatura, incluindo vitexina (10)
(LACAILLE-DUBOIS et al., 2001; OKAMOT; YOSHIZAWA, 1994), isovitexina (11)
(ARISAWA et al., 1989; LACAILLE-DUBOIS et al., 2001), (+) catequina (12) (INOKUCHI
et al., 1986; LACAILLE-DUBOIS et al., 2001), isoquercetina (13) (KAMEDA et al., 1987;
LACAILLE-DUBOIS et al., 2001), orientina (14, % inibi¢do = 20 + 2%), isoorientina (15, %
inibicdo = 48 £+ 1%), (-) epicatequina (16, % inibicao = 34 + 1%) (LACAILLE-DUBOIS et
al., 2001), quercetina-3-0-0-(6-cafeoilglicosil-B-1,2-ramnosideo) (17, Clso = 158,9 + 11,1
uM), quercetina-3-0O-a-(6-p-cumaril-glicosil-B-1,2-ramnosideo) (18, Clso = 351,6 = 3,9 uM),
isoramnetina-3-B-glicopiranosideo (19, Clsp = 408,9 + 4,6 uM), quercetina-3-B-
glicopiranosideo (20, Clsy = 708,8 + 23,1 uM), canferol-3-O-a-arabinopiranosideo (21, Clsy =
392,8 + 13,4 uM) (OH et al., 2004), apigenina (22, Clsp = 280 + 3,2 uM), luteolina (40, Clsy =
290 = 2,9 uM), canferol-3-0-a-arabinopiranosideo (23, Clso = 320 + 34,1 uM), canferol-3-O-
[B-galactopiranosideo (24, Clso = 260 + 3,0 uM), quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo (25,
Clso =310 = 2,2 uM) e luteolina-7-O-B-glicopiranosideo (26, Clsy = 280 + 3,4 uM) (LOIZZO
et al., 2007).
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O fracionamento do extrato metandlico de folhas de Musanga cecropioides
biomonitorado pelo ensaio in vitro de inibicdo da ECA resultou no isolamento das
proantocianidinas B, (27, 25,0 £ 5,0% de inibi¢ao da ECA) e C; (28, 45,0 £ 2,0%), sendo as
substancias avaliadas na concentracao de 0,33 mg/mL (LACAILLE-DUBOIS et al., 2001).
Actis-Goretta et al. (2003, 2006) investigaram a atividade inibidora da ECA de diversas
proantocianidinas e observaram incremento da atividade com o aumento do grau de
polimerizacdo das proantocianidinas, tendo sido avaliadas epicatequina (16, Clsp = 1781 *
381 uM), seu dimero (Clsy = 267 £ 24 uM), trimero (Clsp = 126 £ 11 uM), tetramero (Clsy =
12 £ 1 uM), pentamero (Clsp = 25 + 3 uM) e hexdmero (Clsp = 10 £ 1 uM), além da catequina
(12, ClIsp = 1593 + 443 uM).

Diversas outras classes de produtos naturais ja foram descritas com atividade inibidora
da ECA. Li et al. (2008) demonstraram atividade inibidora da ECA in vitro, na concentracao
de 10 pg/mL, para o cafeato de etila (29, % IECA = 32,5%), 4cido rosmarinico (30, % IECA
= 55,2%) e rosmarinato de metila (31, % IECA = 39,5%) isolados do extrato etandlico de

Rabdosia coetsa (Labiatae).

o}
Q HO X o OH
HO X O/\CH3 o OR OH
o}
HO
(29) B0O)R=H (31) R=CH;j;

Peptideos constituem outra classe de produtos naturais com atividade inibidora da

ECA promissora, tais como o sulféxido de y-L-glutamil-(+)-S-alil-L-cisteina (32, % IECA =
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48,7 £ 1,4%, na concentracdo de 0,03 mg/mL), constituinte da espécie Allium ursinum L.
(WAGNER et al., 1991), Gly-Pro-Pro (33, Cl5p = 6,25 umol/mL), isolado de Fagopyrum
esculentum Moench (MA et al., 2006) e Gly—Glu—Pro (34, Clsy = 3,2 mM), isolado do fungo
Tricholoma giganteum (LEE, 2004).

OOH Q
H
§§§//ﬁ\\ﬁ//\\w//N\TT//\\V/ji\NH2 HgN//\\Tr:i;i:Z\ﬂ//N COOH
o) o)

O COOH O
32) 33)
O\ OH
0 O\ 0\6
HZN\/lko NH,
o
o]
(34)

Ramesar et al. (2008) avaliaram a atividade inibidora da ECA de 16 espécies vegetais
ocorrentes no continente africano e demonstraram atividade superior a 40% para 7 extratos
aquosos (Amaranthus dubius, Amaranthus hybridus, Emex australius, Justica flava,
Momordica bulsamina, Oxygonum sinuatum e Tulbaghia violacea) e para 6 extratos
metandlicos (A. dubius, Asystasia gangetica, Galinsoga parviflora, O. sinuatum, Physalis
viscosa e T. violacea). Levantamento realizado por Barbosa-Filho et al. (2006) revelou que
321 espécies vegetais tiveram sua atividade inibidora da ECA avaliada in vitro no periodo de
1980 a 2000. Braga et al. (2000) avaliaram a atividade inibidora da ECA de 19 espécies
brasileiras e demonstraram atividade de 68% para Ouratea semiserrata, 50% para Cuphea
cartagenensis e 54% para Mansoa hirsuta, avaliadas por ensaio colorimétrico, na

concentracao de 0,33 mg/mL.

Além dos estudos com espécies vegetais, encontram-se na literatura trabalhos que
descrevem atividade inibidora da ECA para compostos fendlicos isolados de outras fontes,
como o florofucofuroecol (35, Clso= 12,7 £ 0,2 uM), o diecol (36, Clso=34,3 £ 3,6 uM) e o
ecol (37, Clso= 70,8 £ 0,3 uM), isolados da alga marrom Ecklonia stolonifera (JUNG et al.,
2006).
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Os resultados obtidos em diversos estudos sugerem que extratos com atividade
inibidora da ECA frequentemente apresentam efeito vasodilatador em ensaios com
preparacdes isoladas de anel de aorta. Alguns exemplos descritos na literatura incluem
Hancornia speciosa (SERRA et al., 2005; FERREIRA et al., 2007), Cecropia glaziovii
(LACAILLE-DUBOIS et al., 2001; SERRA et al., 2005) e Crataegus oxyacantha
(LACAILLE-DUBQOIS et al., 2001; KIM et al., 2000).

1.3.5 O género Erythroxylum

A familia Erythroxylaceae € composta por duas espécies do género Aneulophus, cerca
de 230-250 espécies do género Erythroxylum, seis espécies do género Nectaropetalum e duas

espécies do género Pinacopodium (HEGNAUER, 1981).
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As espécies de Erythroxylum s@o arbustivas ou arbdreas de porte pequeno ou médio e
encontram-se distribuidas em regides tropicais e subtropicais da América do Sul, Africa,
Sudeste Asiatico e Australia (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

Dados de Plowman e Hensold (2004) apontam o Brasil como um dos principais
centros de diversidade e endemismo de Erythroxylum. No pais sdo encontradas cerca de 114
das 187 espécies descritas na América tropical, das quais, 74 possuem distribui¢io restrita.
Diversas espécies sdo endémicas no estado de Minas Gerais, dentre elas, as espécies
selecionadas para estudo no presente trabalho: E. suberosum, E. tortuosum e E. gonocladum

(PLOWMAN; HENSOLD, 2004) (Figura 3).

Erythroxylum suberosum A. St-Hil
Fonte: SILVA JUNIOR (2005)

Erythroxylum tortuosum Mart.
Fonte: SILVA JUNIOR (2005)

(o

Erythroxylum gonocladum (Mart.) O. E. Schulz

Figura 3. Espécies do género Erythroxylum selecionadas para estudo
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Apesar da ampla distribuicao geogréfica, poucas espécies de Erythroxylum utilizadas
na medicina popular foram investigadas (BOHN et al., 1988). Os estudos realizados no
género concentraram-se nas espécies produtoras de cocaina, sobretudo E. coca e E.
novogranatense (BIERI et al., 2006; EVANS, 1981).

Espécies de Erythroxylum sao popularmente utilizadas como antiinflamatério,
antibacteriano, diurético, tonico com propriedades estimulantes e para o tratamento de
disfungdes hepaticas, renais, vesiculares, doencas venéreas e respiratérias (pneumonia,
tuberculose e bronquite asmadtica) (GONZALEZ—GUEVARA et al., 2006; CANO:;
VOLPATO, 2004).

Os resultados da triagem de espécies vegetais ocorrentes em Minas Gerais, realizada
por nosso grupo de pesquisa (SERRA, 2004), demonstraram atividade inibidora da ECA para
trés espécies de Erythroxylum, com percentuais de inibi¢do da ordem de 39,7 + 15,7% para E.
gonocladum (partes aéreas), 58,6 + 1,1% para E. suberosum (folhas) e 30,7 + 1,7% para E.
tortuosum (folhas), utilizando-se ensaio colorimétrico, in vitro, na concentracdo de 0,10
mg/mL. Quando avaliadas em ensaio de inibicio da ECA por método em HPLC, na
concentracdo de 0,33 mg/mL, as trés espécies apresentaram percentuais de inibicdo da ordem
de 80%. Essas espécies brasileiras foram selecionadas por critério quimiossistematico por
serem pertencentes aos mesmos géneros e/ou familias de espécies utilizadas como anti-
hipertensivas e/ou diuréticas citadas na literatura (SERRA, 2004).

No levantamento bibliogréfico realizado, além do trabalho de Serra (2004), nao foram
encontrados relatos sobre a quimica e atividades bioldgicas das espécies selecionadas para o
presente trabalho [E. suberosum A. St.-Hil., E. tortuosum Mart. e E. gonocladum (Mart.) O.
E. Schulz].

A quimica do género Erythroxylum € caracterizada pela presenca alcaldides tropanicos
e seus derivados (CHIN et al., 2006; GRIFFIN; LIN, 2000), além de flavondides (CHAVEZ
et al., 1996; JOHNSON et al., 2003). Também foi descrita a ocorréncia de diterpenos
(ANSELL et al., 1993; SANTOS et al., 2005), taninos (BONEFELD et al., 1986) e triterpenos
com esqueleto oleanano e lupano (CHAVEZ et al., 1996)

Diversos flavonéides ja foram isolados de espécies de Erythroxylum, sendo mais
comuns flavonéis (HEGNAUER, 1981), que se apresentam como 3-O-monoglicosideos de
glicose, galactose, arabinose, xilose e ramnose, bem como 3-O-diglicosideos com vdrias
combinacdes desses agucares. Embora tenham sido isolados monoglicosideos de taxifolina
(38), fisetina (39), luteolina (40) e eridictiol (41) em folhas de coca cultivada, as principais

agliconas encontradas no género sdo canferol (42), quercetina (43) e ombuina (44)
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(GONZALEZ—GUEVARA et al., 2006). Canferol, quercetina e seus derivados 3-O-
glicosideos podem ser considerados marcadores quimiotaxondmicos do género (INIGO;

POMILIO, 1985).

(44) (45)

Estudos fitoquimicos realizados com E. coca var. ipadu (coca amazonense) e E.
australe F. Muell resultaram no isolamento de diversos O-glicosideos: sete derivados de
taxifolina (38), trés da quercetina (43), trés do eridictiol (41) e trés do canferol (42)
(JOHNSON et al., 2002, 2003, 2004). A (+) catequina 3-0O-alfa-L-ramnopiranosideo (45) foi
isolada da espécie E. novogranatense e a presenca de proantocianidinas diméricas dos tipos
B, e B; foi demonstrada (BONEFELD et al., 1986). Estudo de Bohn et al. (1988) revelou a
ocorréncia de derivados 3-O-glicosilados de canferol (42) e quercetina (43) na espécie E.
suberosum A. St.-Hil.

Terpenos e esterdides também sao classes frequentemente descritas no género

Erythroxylum. Barreiros et al. (2005) relataram a ocorréncia de f-amirina (46), lupeol (47), -
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sitosterol (48), palmitato/estearato de eritrodiol (49) e palmitato do dcido oleandlico (50) na
espécie E. nummularia.

Chéavez et al. (1996) demonstraram a presenca de palmitato de [B-amirina e
palmitato/acetato de lupeol na espécie E. leal costae. No extrato hexanico das folhas de E.
passerinum, além de B-sitosterol, f-amirina, lupeol e eritrodiol, foram isolados palmitato de 3-

amirina (51), palmitato de 3B-hidroxi-11-oxo-olean-12-enila (52), palmitato de 3f,11p-

diidroxi-olean-12-enila (53), palmitato de 3[,28-diidroxi-olean-12-enila (eritrodiol) (54) e
palmitato de 3B-hidroxi-11,12-epoxi-friedoolean-14-enila (55) (BARREIROS et al., 2002).

(46) (47) (48)

HyC(CHp)14-COO

(49) R; = CHy(CH,),COO R, =OH (51)R;=H R,=H

(50) R, = CH3(CH,)1.COO R, =COOH (52)R;= 0 R,=H
(53)R;=p-OH R,=H
(54)R;=H R, = OH

HyC(CHy)14-COO

(35)
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2 PARTE EXPERIMENTAL
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2.1 EQUIPAMENTOS, REAGENTES E MATERIAIS DE CONSUMO

2.1.1 Equipamentos

- Balanca analitica Mettler Toledo, modelo AB204.

- Balanca analitica Mettler Toledo, modelo AT201.

- Balanca semi-analitica Micronal, modelo B160.

- Banho de ultra-som Thornton, modelo T14.

- Banho de ultra-som Unique, modelo USC 1400.

- Banho maria Fanem, modelo 120/4.

- Bomba de vacuo Fabbe.

- Centrifuga Excelsa Fanen, modelo 205N.

- Coletor de fragdes Pharmacia, modelo FRAC-100.

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

- Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Waters®, equipado com injetor automdtico
modelo 2695, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo 2996, bomba modelo L-6200A e
integrador modelo C-R4A.

- Espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo Lambda 20.

- Espectrofotometro Perkin Elmer Precisely, FT-IR.

- Estufa ventilada Fanem.

- Evaporador rotatério Biichi, modelo B-480.

- Geladeira e freezer Bosch.

- Leitor de Elisa Bio-rad, modelo 550.

- Microcentrifuga Cientec, modelo 14000D.

- Micropipetas automdticas monocanal ajustaveis de 5-20 e 20-200 pL, Brand.

- Micropipetas automadticas multicanal de 1-10 pL e monocanal de 200-1000 pL,
Eppendorf.

- Moinho de facas Marconi.

- Potencidometro Marconi, modelo PA200.

- Sistema de filtracdo de dgua Milli-Q, Milli-q plus MILIPORE, modelo 1-800.

- Soprador serigrafico Sternel, modelo HL 500.

- Transdutores isométricos Fort10® com amplificador TBM4® e sistema de aquisicdo

de dados computadorizado CVMS®.
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2.1.2 Reagentes e materiais de consumo
- Acetato de etila P.A., Quimex.
- Acetato de sodio Crist. P.A., Merck.
- Acetilcolina, Sigma.
- Acetona, Sigma.
- Acetonitrila, grau HPLC, Merck.
- Acido 3,5-dinitrobenzéico, Riedel-de-Haen.
- Acido acético glacial P.A., Merck.
- Acido Boérico, P.A., Reagen.
- Acido cloridrico P.A. Merck
- Acido (+)-10-canforsulfénico, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
- Acido férmico P.A., Sigma.
- Acido picrilsulfonico (TNBS), Sigma.
- Acido sulfdrico P.A., Quimex.
- Alcool etilico 96° GL, Quimex.
- Anidrido acético, P.A., Reagen.
- Anisaldeido, Merck.
- Bicarbonato de sodio, Vetec.
- Captopril, Calbiochem.
- Carbonato de bismuto, Reagen.
- Cloreto de aluminio P.A., Riedel.
- Cloreto de célcio diidratado, LabSynth.
- Cloreto de potdssio, Vetec.
- Cloreto de sodio, Sigma.
- Cloreto férrico, Ecibra.
- Cloroférmio P.A., Quimex.
- Coluna para HPLC LiChrospher® 100, RP-18, com particulas de 5 um, LiChor-
CART®, 125 x 4 mm d.i., Merck.
- Coluna semi-preparativa para HPLC Zorbax SB C-18, 250 x 9,4 mm, 5 pm, Agilent.
- Cromatofolhas de silica gel 60 G em aluminio, Merck.
- d-Glicose anidra, LabSynth.
- Diclorometano P.A., Quimex.
- Difenilboriloxietilamina (NP), Sigma.

- Etanol absoluto P.A., Quimex.
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- Fenilefrina, Sigma.

- Ferrocianeto de potéssio P.A., Reagen.

- Fosfato de potédssio monobdsico anidro, Merck.

- HEPES, Sigma.

- Hidréxido de amonio P.A., Merck.

- Hidr6xido de potassio, Synth.

- Hidréxido de s6dio P.A., Merck.

- Hipuril-glicil-glicina, Merck.

- Indometacina, Calbiochem.

- Iodeto de sédio, Vetec.

- Metanol, grau HPLC, Merck.

- Metanol, P.A., Quimex.

- Metanol, Mallinckrodt, Baker Inc., Phillipsburg, USA.
- Metil éster Nw-Nitro-L-Arginina (L-NAME), Sigma.
- n-Hexano, Quimex.

- Placa de 96 pogos, Brand.

- Polietilenoglicol 4000, Merck.

- Pulmao de coelho em p6 desidratado por acetona, Continental Produtos Bioldgicos.
- Silica gel 60 (0,063-0,200 mm), Merck.

- Silica gel 60 G para CCD, Merck.

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

- Sulfato de magnésio, LabSynth.

- Sulfato de sédio anidro, Merck.

- Tubo de plastico tipo safe-lock, Eppendorf.

- Tungstato de sédio, Sigma.

- Vials de vidro para HPLC com tampas e septos de silicone e politetrafluoretino,

Merck.

2.2 MATERIAL VEGETAL
O material vegetal foi coletado e identificado pelo Prof. Dr. Jodo Renato Stehmann do
Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas

Gerais. As exsicatas foram depositadas no herbario BHCB/UFMG (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados da coleta das espécies do género Erythroxylum selecionadas para o estudo

Espécie N° da Exsicata
Local da coleta Data
parte coletada (BHCB)

Parque da Aerondutica e

Condominio Vivendas, 10/09/07 111.068

E. suberosum A. St-Hill

folhas
Lagoa Santa, MG.
E. tortuosum Mart. Parque da Aerondutica,
10/09/07 111.065
folhas Lagoa Santa, MG.

E.gonocladum (Mart.)
Serra da Piedade, Caeté,
O. E. Schulz 11/07/07 118.812
MG.
partes aéreas

As folhas e partes aéreas foram lavadas em dgua corrente e deixadas em estufa
ventilada, a 40°C, por quatro dias. Apds completa secagem, o material foi pulverizado em

moinho de facas e pesado.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

O material vegetal seco e triturado foi submetido a percolacdo exaustiva com etanol a
96% e concentrado em evaporador rotatério a 40°C, sob pressao reduzida, até residuo. O
extrato seco foi mantido em dessecador, sob viacuo, até completa eliminacao do solvente.

O rendimento extrativo foi calculado pela razdo da massa do extrato etandlico seco pela

massa do material vegetal coletada (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento dos extratos etanélicos brutos das espécies de Erythroxylum

‘. Material vegetal Rendimento extrativo
Espécie coletado (g) Massa do extrato (g) (%)
E. suberosum 740,00 137,32 18,56
E. tortuosum 694,00 189,01 27,23

E. gonocladum 264,50 62,50 23,63
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2.4 REVELADORES PARA CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

2.4.1 Anisaldeido sulfirico (WAGNER et al., 1984)
Misturaram-se, nessa ordem e sob resfriamento, 0,5 mL de anisaldeido com 10,0 mL
de 4cido acético glacial, seguido de 85,0 mL de metanol e 5,0 mL de 4cido sulftrico

concentrado (98% p/v). O reagente tem estabilidade limitada e foi armazenado em geladeira

(a4°C).

2.4.2 Reagente de dragendorff (WAGNER et al., 1984)

Uma mistura de 2,6 g de carbonato de bismuto, 7,0 g de iodeto de sédio e 25,0 mL de
acido acético glacial foi aquecida até fervura por alguns minutos. O sistema foi deixado em
repouso por uma noite e, apds precipitacao, filtrado para remog¢ao do acetato de sddio. Para o
preparo da solugdo estoque misturaram-se 20,0 mL do filtrado de coloragcdo avermelhada com
80,0 mL de acetato de etila. O revelador para uso em cromatografia em camada delgada
(CCD) foi obtido misturando-se 2,0 mL da solu¢do estoque com 5,0 mL de 4cido acético

glacial e 12,0 mL de acetato de etila. A solugdo foi armazenada em geladeira (a 4°C).

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

Para o preparo da solucdo de produtos naturais a 2% dissolveram-se 0,2 g de
difenilboriloxietilamina (NP) em 10,0 mL de metanol. Essa solu¢do foi armazenada a 4°C até
o momento de uso. A solugdo de polietilenoglicol 5% foi preparada pela dissolucdo de 0,5 g
de polietilenoglicol 4000 (PEG-4000) em 10,0 mL de etanol e armazenada a temperatura
ambiente. A placa cromatografica foi borrifada com solugdo metandlica a 2% de

difenilboriloxietilamina, seguido de solucdo etandlica a 5% de polietilenoglicol 4000.

2.4.4 Hidroéxido de potassio 5% (WAGNER et al., 1984)
A solugdo foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de hidréxido de potdssio em 10,0 mL de

metanol e armazenada em geladeira, a 4°C.

2.4.5 Reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER et al., 1984)
Foram adicionados, cuidadosamente e em banho de gelo, 5,0 mL de anidrido acético e
5,0 mL de 4cido sulftrico concentrado (98% p/v) a 50,0 mL de etanol absoluto. O reagente é

bastante instavel e foi preparado no momento do uso.
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2.4.6 Cloreto férrico 2% (WAGNER et al., 1984)
A solucdo de cloreto férrico foi preparada dissolvendo-se 0,2 g de cloreto férrico em

10,0 mL de agua. O material foi armazenado a 4°C, em geladeira.

2.4.7 Ferrocianeto de potassio 1% (WAGNER et al., 1984)
A solucdo de ferrocianeto de potédssio foi preparada dissolvendo-se 0,1 g de

ferrocianeto de potassio em 10,0 mL de dgua e armazenada a 4°C.

2.4.8 Reagente de Kedde (WAGNER et al., 1984)
Foram misturados 5,0 mL de uma solugdo etandlica a 3% de 4cido-3,5-dinitrobenzdico
recém-preparado a 5,0 mL de uma solu¢do de NaOH 2,0 mol/L. O material € bastante instavel

e foi preparado no momento do uso.

2.4.9 Acido sulfirico a 50% (WAGNER et al., 1984)
A solucdo de 4cido sulftirico a 50% (v/v) foi preparada pela adi¢ao de 5,0 mL de acido

sulfirico concentrado (98% p/v) a 5,0 mL de metanol, em banho de gelo, e armazenada a 4°C.

2.5 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS

A presenca das principais classes de compostos secunddrios nos extratos etandlicos
brutos das trés espécies de Erythroxylum foi avaliada qualitativamente por CCD, utilizando-se
os reveladores anteriormente citados e placas de silica gel 60 G Merck como adsorvente,
segundo metodologia descrita por Farnsworth (1966), Marine-Bettolo et al. (1981) e Wagner
et al. (1984).

2.5.1 Caracterizacao de taninos e polifenois

Empregou-se como fase movel uma mistura de acetato de etila: dcido formico: acido
acético: dgua (100:11:11:27). A placa foi analisada sob luz visivel, apds revelacio com
mistura 1:1 das solucdes aquosas de ferrocianeto de potdssio 1% e cloreto férrico 2%. O
aparecimento de manchas de coloragdo castanho-avermelhada, violeta, verde, negro-azulada
ou azul (visivel) foi o pardmetro observado para caracterizar a presenca de taninos e

polifendis.



31

2.5.2 Caracterizacao de heterosideos flavonicos

A eluicdo foi feita com acetato de etila: 4cido férmico: dcido acético: dgua (80:9:9:22).
Ap6s revelacdo com reagente NP/PEG e aquecimento a 100°C por 5 minutos, a placa foi
analisada sob luz visivel e UV A 356 nm. O aparecimento de manchas de colora¢do amarela
(visivel) e fluorescéncia amarelo-esverdeada ou alaranjada (UV A 366 nm) foi o pardmetro

utilizado para caracterizar a presenca de heterosideos flavonicos.

2.5.3 Caracterizacao de agliconas flavonicas

A mistura de solventes empregada para a elui¢do foi tolueno: acetona: cloroférmio:
acido acético (40:25:35:25). Ap6s revelacdo com reagente de produtos naturais (NP/PEG) e
aquecimento a 100°C por 5 minutos, a placa foi observada sob luz visivel e luz UV A 366 nm.
O aparecimento de manchas de coloracdo amarela (visivel) e fluorescéncia amarelo-
esverdeada ou alaranjada (UV A 3¢ nm) foi o parametro utilizado para caracterizar a presenca

de agliconas flavonicas.

2.5.4 Caracterizacao de heterosideos antraquinonicos

A mistura de solventes empregada para a elui¢do foi acetato de etila: dcido férmico:
acido acético: dgua (80:9:9:22). Ap6s revelagdao com hidréxido de potéssio a 5% em MeOH e
aquecimento a 100°C por 5 minutos, a placa foi analisada sob luz visivel e luz UV A 3456 nm. O
aparecimento de manchas de coloracdo laranja a vermelho (visivel) e fluorescéncia laranja a
vermelho (UV A 366 nm) para as antraquinonas, € de manchas de cor amarela (visivel) e
fluorescéncia laranja a vermelho (UV A 366 nm) para antronas e antréis foram os parametros

utilizados para caracterizar a presencga de heterosideos antraquindnicos.

2.5.5 Caracterizacao de agliconas antraquinonicas

A fase movel empregada foi tolueno: acetona: cloroférmio (25:10:10). Apods revelacao
com hidréxido de potassio a 5% em MeOH e aquecimento a 100°C por 5 minutos, a placa foi
observada sob luz UV A 366 nm. O aparecimento de manchas de coloragdo laranja a vermelho
(visivel) e fluorescéncia laranja a vermelho (UV A 3¢ nm) para as antraquinonas, e de
manchas de cor amarela (visivel) e fluorescéncia laranja a vermelho (UV A 366 nm) para
antronas e antréis foram os pardmetros utilizados para caracterizar a presenca de agliconas

antraquindnicas.
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2.5.6 Caracterizacao de triterpenos e esteroides

A fase moével utilizada foi hexano: acetato de etila (80:20). Apds revelacio com
reagente de Liebermann-Burchard e aquecimento a 100°C, por 10 minutos, a placa foi
observada sob luz visivel e luz UV A 356 nm. O aparecimento de manchas roxas ou rdseas
(visivel) foi o parametro utilizado para verificar a presencga de triterpenos. O aparecimento de
manchas azul-esverdeadas ou réseo-azuladas (visivel) foi o pardmetro utilizado para verificar
a presenca de esterdides. As placas também foram avaliadas quanto a fluorescéncia amarelada

(UV A 366 nm) comum a triterpenos e esterdides.

2.5.7 Caracterizacao de cumarinas

A fase movel utilizada foi tolueno: éter etilico: acido acético (30:30:30). Apds
revelagdo com solucdo metandlica de hidroxido de potdssio a 5% e aquecimento a 100°C por
5 minutos, a placa foi observada sob luz UV A 366 nm. O aparecimento de manchas com
fluorescéncia verde azulada ou azul (UV A 346 nm) foi o pardmetro utilizado para caracterizar
a presenca de cumarinas, ressaltando-se que a cumarina ndo substituida apresenta

fluorescéncia amarelo-esverdeada.

2.5.8 Caracterizacao de saponinas

A fase movel utilizada foi cloroférmio: metanol: dgua (64:50:10). Apds revelagdo com
anisaldeido sulftrico e aquecimento a 100°C por 5 minutos, a placa foi observada sob luz
visivel. O aparecimento de manchas de coloracdo azul ou azul-violeta e zonas amareladas

(visivel) foi o parametro utilizado como indicativo da presenga de saponinas.

2.5.9 Caracterizacao de heterosideos cardiotonicos

A mistura de solventes utilizada para eluicao foi acetato de etila: metanol: dgua
(84:11:8). Apos revelacao com reagente de Kedde, a placa foi analisada sob luz visivel. A
presenca de manchas de coloracdo rosea ou azul-violacea (visivel) foi o parametro utilizado
como indicativo da presenca de heterosideos cardiotonicos do tipo cardenolideos. Ressalta-se
que bufadienolideos ndo reagem e substincias com anel lactdnico sdo interferentes

comumente observados.

2.5.10 Caracterizacio de alcaléides
A fase movel utilizada foi acetato de etila: metanol: dgua (40:10:20). Apds revelacdo

com reagente de Dragendorff, a placa foi observada sob luz visivel. O aparecimento de
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manchas de coloragdo marrom ou alaranjada (visivel) foi o pardmetro utilizado como

indicativo da presenca de alcaldides.

2.5.11 Caracterizacao de proantocianidinas

A mistura de solventes utilizada para eluicdo foi acetato de etila: dcido férmico: dcido
acético: dgua (100:11:11:27). Apés revelacdo com solucdo metandlica de acido sulfirico a
50% e aquecimento a 100°C, por 5 minutos, a placa foi observada sob luz visivel. A presenca
de proantocianidinas foi caracterizada pelo aparecimento de manchas de coloracdo negra ou

avermelhada (visivel).

2.6 FRACIONAMENTO PRELIMINAR DOS EXTRATOS

Extrato etandlico seco (2,0 g)

Solubilizagdo — MeOH/H,O 1:11 (120 mL)

Solugdo hidroalcodlica

n-hexano (3 x 40 mL)

Fragdo n-hexanica Solucdo hidroalcodlica
(Secar) Diclorometano (3 x 40 mL)
" Residuo 1 "
Solugdo hidroalcodlica Fracdo diclorometanica
Acetato de etila (3 x 40 mL) (Secar)
|| Residuo 2 ||
Fracdo em acetato de etila Fracdo hidroalcodlica
(Secar) (Secar)
|| Residuo 3 || " Residuo 4 ||

Figura 4. Fluxograma do fracionamento preliminar dos extratos etandlicos de Erythroxylum por
particdo entre solventes imisciveis.
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Os extratos etandlicos brutos das trés espécies em estudo foram submetidos a
fracionamento preliminar mediante particdo liquido-liquido. Cerca de 2,0 g de cada extrato
foram solubilizados separadamente em solugcdo dgua:MeOH (11:1) e submetidos a parti¢ao
sequencial entre solventes imisciveis, empregando-se n-hexano, diclorometano e acetato de
etila (Figura 4).

O fracionamento por particdo resultou na obtencdo de quatro fracdes principais (n-
hexanica, diclorometanica, fracdo em acetato de etila e fracdo aquosa ou hidroalcodlica). Nos
casos em que houve a formacgdo de precipitados ou emulsdes estdveis a centrifugacado, esse
material foi separado e passou a constituir outra fragdo.

As massas das fracOes obtidas para cada extrato e os rendimentos correspondentes estao
listados nas Tabelas 3, 4 e 5, respectivamente para E. suberosum, E. tortuosum e E.

gonocladum.

Tabela 3. Fracdes de E. suberosum obtidas da parti¢do entre solventes imisciveis

Fracao Sigla Massa (mg) Rendimento (%)
Precipitado 1 Ppt1-ES ! 285,20 14,26
Precipitado 2 Ppt2-ES 2 514,80 25,74
Fragao n-hexanica Hex-ES 4370 2,19
Fracao diclorometénica DCM-ES 5,50 0,28
Emulsdo EM-ES° 43,80 2,19
Fragdo em acetato de etila AC-ES 68,90 3,45
Frac¢ao hidroalcodlica AQ-ES 917,80 45,89

Total - 1.879,70 mg 94,00 %

' Precipitado formado durante a parti¢io entre dgua/metanol (11:1) e n-hexano. Caracterizado por cristais
escuros e que sofreram decantacio no funil de separagdo.

? Precipitado formado durante a particdo entre dgua/metanol (11:1) e n-hexano. Caracterizado por particulas
esverdeadas que se localizavam na interface entre os dois solventes.

> Emulsio estivel formada durante a particio entre dgua/metanol (11:1) e diclorometano. Coloragdo
esbranquicada e com aspecto esponjoso.



35

Tabela 4. Fracdes de E. tortuosum obtidas da parti¢do entre solventes imisciveis

Fracao Sigla Massa (mg) Rendimento (%)
Fragdo n-hexanica Hex-ET 102,40 5,12
Fragdo diclorometanica DCM-ET 65,20 3,26
Emulsdo EM-ET' 123,40 6,17
Fracdo em acetato de etila AC-ET 417,00 20,85
Frac¢do hidroalcodlica AQ-ET 1.210,20 60,51
Total - 1.918,20 mg 95,91 %

' Emulsio estdvel formada durante a parti¢io entre dgua/metanol (11:1) e diclorometano. Coloragdo esverdeada
€ com aspecto esponjoso.

Tabela 5. Fracdes de E. gonocladum obtidas da parti¢do entre solventes imisciveis

Fracao Sigla Massa (mg) Rendimento (%)
Precipitado Ppt-EG ' 848,70 42,44
Fragao n-hexanica Hex-EG 212,90 10,65
Fragao diclorometanica DCM-EG 4,60 0,23
Fracdo em acetato de etila AC-EG 118,90 5,95
Frac¢do hidroalcodlica AQ-EG 694,90 34,75

Total - 1.880,00 mg 94,02 %

' Precipitado formado durante a particio entre dgua/metanol (11:1) e n-hexano. Caracterizado por particulas
amarelo-esverdeadas que se localizavam na interface entre os dois solventes.

2.7 OBTENCAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS POR RP-HPLC
A caracterizacdo dos extratos etandlicos foi feita através de perfis cromatograficos

obtidos por RP-HPLC analitico.

2.7.1 Preparo das amostras

As amostras foram pesadas diretamente em frascos do tipo safe lock e solubilizadas em
acetonitrila ou metanol grau HPLC. Foram empregadas concentracdes de 10 mg/mL para os
extratos, 5 mg/mL para as fragdes e 1 mg/mL para as substancias isoladas. Todas as amostras
foram solubilizadas com auxilio de banho de ultra-som, durante 15 minutos e, em seguida,

centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos.
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Os cromatogramas foram obtidos a partir dos sobrenadantes resultantes, dos quais 10

uL foram injetados de forma automética em equipamento de RP-HPLC Waters®.

2.7.2 Condic¢oes cromatograficas

Para a obtencao dos perfis cromatograficos empregou-se coluna LiChrospher 100 RP-
18 (5 pm, 250 x 4 mm, d. i.), detec¢do no UV A ;o nm, fluxo de 1 mL/min e temperatura de
40°C. A eluigao foi feita em gradiente linear de acetonitrila: d4gua (Tabela 6). Manteve-se um
intervalo de 15 minutos entre cada injecdo para reequilibrar a coluna. Foram empregados

solventes grau HPLC e dgua destilada, filtrada em sistema Milli-Q.

Tabela 6. Gradiente de elui¢io empregado na obtencdo de perfis cromatograficos por RP-HPLC

Tempo (minutos) Agua (%) Acetonitrila (%)

0 95 5
60 5 95
65 5 95
70 95 5

2.8 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DE E. gonocladum

Visando a obtencdo de fragdes com maior massa, 20,0 g do extrato bruto de E.
gonocladum foram novamente submetidas a particdo entre solventes imisciveis, conforme
metodologia descrita no item 2.6.

As fragdes obtidas tiveram seu perfil cromatografico analisado por RP-HPLC a fim de
averiguar a reprodutibilidade do método. O resultado revelou que as fracOes obtidas no
fracionamento desses 20,0 g reproduziram o perfil cromatografico das fragdes obtidas no
fracionamento preliminar de 2,0 g do extrato etandlico. Contudo, observou-se uma pequena

variac¢do nos rendimentos, quando comparado ao fracionamento preliminar (Tabela 7).
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Tabela 7. Fracdes de E. gonocladum (20,0 g) obtidas da particdo entre solventes imisciveis

Fracao Sigla Massa (g) Rendimento (%)
Precipitado Ppt-EG ' 7,70 38,50
Fragdo n-hexanica Hex-EG 2,08 10,38
Fracdo diclorometénica DCM-EG 0,08 0,40
Fragao em acetato de etila AC-EG 0,87 4,33
Frac¢ao hidroalcodlica AQ-EG 8,26 41,30

Total - 18,99 g 94,91 %

' Precipitado formado durante a particio entre dgua/metanol (11:1) e n-hexano. Caracterizado por particulas
amarelo-esverdeadas que se localizavam na interface entre os dois solventes.

As fracOes selecionadas para purificacdo de seus constituintes majoritdrios foram Ppt-
EG, Hex-EG e AC-EG. Essas fragdes foram ativas no ensaio de inibicdo da ECA e
apresentaram massa suficiente para purificagdo. As fracoes DCM-EG e AQ-EG ndo foram
refracionadas.

Foram empregadas técnicas cromatograficas diversas como, por exemplo, particdo
entre solventes imisciveis, cromatografia em colunas abertas de silica gel e sephadex LH-20,
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) em escala preparativa,
CCD em escala preparativa, cromatografia em contracorrente de alta velocidade, dentre
outras. Algumas dessas técnicas ndo geraram avanco em termos de purificacdo e, por esse

motivo, nao foram aqui detalhadas.

2.8.1 Refracionamento de Ppt-EG

Uma por¢do de 3,0 g de Ppt-EG foi aplicada a uma coluna de vidro preenchida com
silica gel 60 (0,063-0,200 mm/ 70-230 mesh; dimensdes da coluna empacotada: 40,0 x 2,0
cm d.i.). Procedeu-se a eluicio com solventes de polaridade crescente [n-hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc), metanol (MeOH) e dgua] e as fracdes
resultantes foram avaliadas por CCD, sendo reunidas a partir de semelhangas em seus perfis

cromatogréficos. As fragdes foram agrupadas em 19 grupos (Tabela 8).
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Tabela 8. Refracionamento de PptEG (3,0 g) em coluna de silica gel

Fracao Eluente Volume (L) Massa (mg) Rendimento (%)
PptEG 1 A Hex 0,30 2,00 0,07
PptEG 2 A DCM 0,30 23,00 0,77

PptEG 3-6 A DCM 1,20 160,10 5,34
PptEG 7-11 A DCM:EtOAc (9:1) 1,50 53,30 1,78
PptEG 12-18 A DCM:EtOAc (8:2) 2,10 13,60 0,45
PptEG 19-21 A DCM:EtOAc (6:4) 0,90 6,30 0,21
PptEG 22-27 A DCM:EtOAc (4:6) 1,80 15,80 0,53
PptEG 28-31A DCM:EtOAc (2:8) 1,20 8,50 0,28
PptEG 32-33A DCM:EtOAc (1:9) 0,60 118,20 3,94
PptEG 34-39A EtOAc 1,80 700,00 23,33
PptEG 40-46A  EtOAc:MeOH (9:1) 2,10 800,00 26,67
PptEG 47-51A EtOAc:MeOH (8:2) 1,50 134,80 4,49
PptEG 52-60A  EtOAc:MeOH (8:2) 2,70 119,40 3,98
PptEG 61-65A  EtOAc:MeOH (6:4) 1,50 103,70 3,46

PptEG 66A EtOAc:MeOH (4:6) 0,30 38,20 1,27
PptEG 67-71A EtOAc:MeOH (4:6) 1,50 56,20 1,87
PptEG 72-76A  EtOAc:MeOH (2:8) 1,50 51,50 1,72
PptEG 77-79A MeOH 0,90 36,50 1,22

PptEG 80A Agua 0,30 337,50 11,25

Total - 24,00 2.778,60 92,62 %

A fracdo PptEG 34-39A (700,0 mg) apresentou-se como um soélido amorfo e

esbranquicado. Sua andlise por CCD de silica gel mostrou a presenca da substancia

majoritaria observada no perfil cromatografico do extrato etandlico da espécie. Assim, a

fracdo PptEG 34-39A foi refracionada por cromatografia flash em coluna de silica gel 60

(0,040-0,063 mm/ 230-400 mesh; dimensdes da coluna empacotada:

25,0 x 2,5 cm d.i.).

Procedeu-se a elui¢do com solventes de polaridade crescente [n-hexano (Hex), diclorometano

(DCM), acetato de etila (EtOAc) e metanol (MeOH)] e as 48 fracdes resultantes foram

avaliadas por CCD, sendo reunidas a partir de semelhangas em seus perfis cromatograficos.

As fragdes foram agrupadas em 9 grupos (Tabela 9).
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Tabela 9. Refracionamento de PptEG 34-39A (700,0 mg) em coluna de silica gel

Fracao Eluente Volume () Massa (mg) Rendimento (%)

PptEG 1-13B Hex a DCM:EtOAc (4:6) 3,90 27,00 3,86
PptEG 14-18B DCM:EtOAc (3:7) 1,50 225,00 32,14
PptEG 19-26B DCM:EtOAc (1:9) 2,40 159,10 22,73

PptEG 27B EtOAc 0,30 59,00 8,43
PptEG 28-30B EtOAc:MeOH (9:1) 0,90 43,30 6,18

PptEG 31B EtOAc:MeOH (8:2) 0,30 33,50 4,79
PptEG 32-39B EtOAc:MeOH (6:4) 2,40 40,00 5,71
PptEG 40-45B EtOAc:MeOH (2:8) 1,80 36,00 5,14
PptEG 46-48B MeOH 0,90 41,10 5,87

Total - 14,40 664,00 94,86 %

A fracdo PptEG 14-18B (225,0 mg) foi submetida a purificacio por RP-HPLC

preparativo. O material foi fracionado em por¢des de 20,0 mg e dissolvido em 1,0 mL de

MeOH: 4gua (60:40). A solugdo resultante foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos e,

entdo, injetada manualmente em sistema de RP-HPLC. Empregou-se coluna Agilent Zorbax

SB-C18 em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (RP-HPLC) Shimadzu em escala

preparativa. Foram utilizadas, como fases méveis, uma solu¢do aquosa de MeOH a 10% e,

num segundo momento, MeOH 100%, com fluxo de ImL/min e deteccdo no UV A 210 nm.

A elui¢do com solu¢do metandlica a 10% gerou as 3 primeiras fragdes. A andlise por

CCD revelou que, nessas condicdes, a substancia de interesse ndo havia sido deslocada da

coluna cromatografica. A coluna foi, entdo, lavada com metanol 100% a fim de deslocar todo

o material retido. Foram obtidas mais 4 fracdes, totalizando 7 fragdes (Tabela 10).

Tabela 10. Refracionamento da fracdo PptEG 14-18B (225,0 mg) em RP-HPLC preparativo

Fracao Eluente Volume (ml.) Massa (mg) Rendimento (%)
PptEG 1C Metanol:agua (1:9) 20,00 3,00 1,33
PptEG 2C Metanol:agua (1:9) 20,00 1,00 0,44
PptEG 3C Metanol:agua (1:9) 20,00 1,00 0,44
PptEG 4C MeOH 20,00 92,00 40,90
PptEG 5C MeOH 20,00 20,00 8,90
PptEG 6C MeOH 20,00 23,00 10,22
PptEG 7C MeOH 20,00 27,00 12,00

Total - 14,40 167,00 74,22 %
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As fracoes resultantes dessa etapa foram analisadas por CCD. A fracdo PptEG 4C
(92,0 mg) apresentou duas manchas principais, sendo uma delas a substancia majoritaria
observada no extrato. O material foi reaplicado no RP-HPLC preparativo Shimadzu
empregando-se, como eluente, solucdo MeOH: 4gua (6:4) e deteccdo no UV A 250 nm. Dessa

etapa, obtiveram-se duas fracdes PptEG 1D e PptEG 2D (Tabela 11).

Tabela 11. Refracionamento da fracdo PptEG 4C (92,0 mg) em RP-HPLC preparativo

Fracao Eluente Volume (ml.) Massa (mg) Rendimento (%)
PptEG 1D Metanol:dgua (6:4) 20,00 38,00 41,30
PptEG 2D Metanol:dgua (6:4) 20,00 22,00 23,91

Total - 14,40 60,00 65,22 %

A andlise dessas fragdes por CCD revelou que a fracdo PptEG 2D (22,0 mg de um
solido com coloracdo levemente amarelada) apresentava mancha tnica e R¢ coincidente com o
da substancia majoritdria observada no extrato etandlico. O perfil cromatografico obtido em
RP-HPLC Waters®, no entanto, revelou que a substancia ndo estava totalmente pura. A fracio
PptEG 2D foi submetida, novamente, a purificacio por RP-HPLC preparativo. Utilizou-se
como eluente uma solu¢ao metandlica a 50%, fluxo de 1 mL/min e detec¢ao no UV A 250 nm,

resultando em 5 fracdes (Tabela 12).

Tabela 12. Refracionamento da fracdo PptEG 2D (22,0 mg) em RP-HPLC preparativo

Fracao Eluente Volume (ml.) Massa (mg) Rendimento (%)
PptEG 1E Metanol:agua (1:1) 20,00 1,00 4,55
PptEG 2E Metanol:agua (1:1) 20,00 2,00 9,10
PptEG 3E Metanol:agua (1:1) 20,00 14,00 63,64
PptEG 4E Metanol:dgua (1:1) 20,00 3,00 13,63
PptEG 5E Metanol:dgua (1:1) 20,00 1,00 4,55

Total - 14,40 21,00 95,45 %

A andlise por CCD revelou que a substancia de interesse havia se concentrado na fragao
PptEG 3E (14,0 mg). O sélido branco oriundo da raspagem dos frascos utilizados para coleta

foi denominado PptEG-produto (11,0 mg) e encaminhado para andlise espectrométrica.
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2.8.2 Refracionamento de Hex-EG

A andlise por CCD da fracao n-hexanica (Hex-EG, 2,08 g) obtida do fracionamento de
E. gonocladum (item 2.8) revelou a presenga de duas manchas principais, sendo selecionada
para purificagdo. Essa fracdo foi aplicada em uma coluna de vidro preenchida com silica gel
60 (0,063-0,200 mm/ 70-230 mesh; dimensdes da coluna empacotada: 40,0 x 2,0 cm d.i.).
Procedeu-se a eluicdo com solventes de polaridade crescente [n-hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etila (EtOAc), metanol (MeOH) e dgua] e as fracOes resultantes foram
avaliadas por CCD, sendo reunidas a partir de semelhangas em seus perfis cromatograficos.

As fragdes foram agrupadas em 46 grupos (Tabela 13).

Tabela 13. Refracionamento da fracdo HexEG (2,08 g) em coluna de silica gel

Fracao Eluente Volume (L) Massa (mg) Rendimento (%)
HexEG 1A Hex 0,20 47,20 2,27
HexEG 2A Hex:DCM (9,9:0,1) 0,20 6,80 0,33
HexEG 3A Hex:DCM (9,9:0,1) 0,20 5,00 0,24
HexEG 4A Hex:DCM (9,9:0,1) 0,20 4,50 0,21
HexEG 5A Hex:DCM (9,9:0,1) 0,20 3,10 0,15
HexEG 6A Hex:DCM (9,9:0,1) 0,20 3,30 0,16
HexEG 7A Hex:DCM (9,75:0,25) 0,50 3,60 0,17
HexEG 8A Hex:DCM (9,5:0,5) 0,50 18,60 0,90
HexEG 9A Hex:DCM (9:1) 0,50 132,70 6,40
HexEG 10A Hex:DCM (8,5:1,5) 0,20 149,70 7,21
HexEG 11A Hex:DCM (8,5:1,5) 0,20 25,30 1,22
HexEG 12A Hex:DCM (8,5:1,5) 0,30 177,30 8,54
HexEG 13A Hex:DCM (8:2) 0,20 319,40 15,39
HexEG 14A Hex:DCM (8:2) 0,20 68,90 3,32
HexEG 15A Hex:DCM (8:2) 0,40 48,70 2,35
HexEG 16A Hex:DCM (8:2) 0,20 8,70 0,42
HexEG 17-24A Hex:DCM (6:4) 1,60 43,50 2,10
HexEG 25A Hex:DCM (6:4) 0,40 27,20 1,31
HexEG 26-30A Hex:DCM (5:5) 1,00 14,80 0,71
HexEG 31A Hex:DCM (4:6) 0,20 44,50 2,14
HexEG 32-38A Hex:DCM (3:7) 1,40 55,80 2,69

Continua




42

(continuacio) Tabela 13. Refracionamento da fracdo HexEG (2,08 g) em coluna de silica gel

Fracao Eluente Volume (L) Massa (mg) Rendimento (%)
HexEG 39A Hex:DCM (3:7) 0,20 18,00 0,87
HexEG 40A Hex:DCM (3:7) 0,20 10,80 0,52

HexEG 41-42A Hex:DCM (3:7) 0,40 8,10 0,39
HexEG 43-44A  Hex:DCM (1,5:8,5) 0,40 22,60 1,09
HexEG 45-47A DCM 0,60 16,80 0,81
HexEG 48A  DCM:EtOAc (9,5:0,5) 0,20 41,40 2,00
HexEG 49A  DCM:EtOAc (9,5:0,5) 0,20 13,10 0,63
HexEG 50-51A DCM:EtOAc (9,5:0,5) 0,40 21,40 1,03
HexEG 52A  DCM:EtOAc (7,5:2,5) 0,20 42,80 2,06
HexEG 53A  DCM:EtOAc (7,5:2,5) 0,20 38,60 1,86
HexEG 54A  DCM:EtOAc (7,5:2,5) 0,20 7,50 0,36
HexEG 55A  DCM:EtOAc (7,5:2,5) 0,20 9,50 0,45
HexEG 56A DCM:EtOAc (5:5) 0,20 33,40 1,61
HexEG 57A DCM:EtOAc (5:5) 0,20 10,80 0,52
HexEG 58A DCM:EtOAc (5:5) 0,20 12,00 0,58
HexEG 59A DCM:EtOAc (5:5) 0,20 10,90 0,53
HexEG 60A  DCM:EtOAc (2,5:7,5) 0,20 10,40 0,50
HexEG 61A  DCM:EtOAc (2,5:7,5) 0,20 9,90 0,47
HexEG 62A EtOAc 0,20 9,10 0,43
HexEG 63A EtOAc 0,20 10,50 0,51
HexEG 64A EtOAc:MeOH (5:5) 0,30 74,30 3,58
HexEG 65A EtOAc:MeOH (5:5) 0,30 147,80 7,12
HexEG 66A MeOH 0,20 25,90 1,25
HexEG 67A MeOH 0,20 33,40 1,61
HexEG 68A Agua 0,20 7,70 0,37
Total - 15,20 1.855,30 89,40 %

A andlise por CCD utilizando como fase modvel n-hexano/diclorometano (9:1),

anisaldeido e reagente de Liebermann-Burchard como reveladores, indicou a presenca de uma

mancha tnica na fracdo HexEG 9A (132,7 mg), sugerindo uma substancia pura. O sélido foi

submetido a andlise espectroscopica, visando a sua elucidacao estrutural.
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2.8.2.1 Refracionamento de HexEG 17-24A

A fracdo HexEG 17-24A (43,5 mg) mostrou-se enriquecida na outra mancha
majoritdria observada no perfil cromatogrificos por CCD da fracdo n-hexanica de E.
gonocladum. O material foi refracionado em coluna de silica gel 60 (0,063-0,200 mm/ 70-230
mesh; dimensdes da coluna empacotada: 16,0 x 1,0 cm d.i.). Procedeu-se a eluicdo com
solventes de polaridade crescente [n-hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila
(EtOAc) e metanol (MeOH)]. Apds andlise por CCD de silica gel, as fragdes foram reunidas

de acordo com suas semelhangas e originaram 15 grupos (Tabela 14).

Tabela 14. Refracionamento de HexEG 17-24A (43,5 mg) em coluna de silica gel

Fracao Eluente Volume (L) Massa (mg) Rendimento (%)
HexEG 1-5B Hex:DCM (9,5:0,5) 0,10 1,20 2,76
HexEG 6-7B Hex:DCM (9:1) 0,04 1,20 2,76

HexEG 8-24B Hex:DCM (7,5:2,5) 0,34 0,60 1,38
HexEG 25-32B Hex:DCM (7:3) 0,16 1,50 3,45
HexEG 33-40B Hex:DCM (6,5:3,5) 0,16 1,30 2,99
HexEG 41-64B Hex:DCM (3:7) 0,48 31,80 73,10
HexEG 65-70B Hex:DCM (1:9) 0,12 0,10 0,23
HexEG 71-77B DCM:EtOAc (8:2) 0,14 1,90 4,37
HexEG 78-81B DCM:EtOAc (8:2) 0,08 1,00 2,30

HexEG 82B DCM:EtOAc (5:5) 0,02 0,10 0,23
HexEG 83B DCM:EtOAc (5:5) 0,02 0,30 0,69
HexEG 84B DCM:EtOAc (5:5) 0,02 0,20 0,46
HexEG 85B MeOH 0,02 0,10 0,23
HexEG 86B MeOH 0,02 0,10 0,23
HexEG 87B MeOH 0,02 0,20 0,46
Total - 1,74 41,60 95,63 %

A fracdo HexEG 41-64B (31,8 mg) concentrava a substancia de interesse. O material
foi refracionado por cromatografia flash em coluna de silica gel 60 (0,040-0,063 mm/ 230-400
mesh; dimensdes da coluna empacotada: 10,0 x 1,0 cm d.i.). A eluicdo foi efetuada sob
pressdo positiva, com solventes de polaridade crescente [n-hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etila (EtOAc) e metanol (MeOH)], originando 7 grupos apds reunido
segundo perfis por CCD de silica gel (Tabela 15).
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Tabela 15. Refracionamento de HexEG 41-64B (31,8 mg) em coluna de silica gel

Fracao Eluente Volume () Massa (mg) Rendimento (%)
HexEG 1C Hex 0,20 1,00 3,14
HexEG 2C Hex:DCM (7:3) 0,20 4,00 12,58
HexEG 3C Hex:DCM (6:4) 0,20 10,00 31,45
HexEG 4C Hex:DCM (5:5) 0,20 1,00 3,14
HexEG 5C Hex:DCM (4:6) 0,20 4,30 13,52
HexEG 6C EtOAc 0,20 2,30 7,23
HexEG 7C MeOH 0,20 3,00 9,43

Total - 1,40 25,60 80,50 %

A andlise por CCD da fracao HexEG 3C (10,0 mg), utilizando-se n-hexano/ acetato de
etila (9:1) como eluente e anisaldeido como revelador, indicou a presenca de uma mancha
unica. O material apresentou-se como um sélido branco e foi submetido a anélise

espectroscopica para elucidacdo estrutural.

2.8.3 Refracionamento de AC-EG

A fracdo em acetato de etila (0,87 g) obtida do fracionamento do extrato bruto (item
2.8) foi refracionada empregando-se diferentes procedimentos cromatograficos, incluindo
coluna de silica gel, coluna de Sephadex LH 20 e RP-HPLC em escala preparativa. O
fracionamento continuo gerou fracdes complexas e com massas pequenas, o que inviabilizou

o isolamento dos constituintes.
2.9 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
2.9.1 Espectroscopia no ultravioleta para elucidacao estrutural de flavono6ides
2.9.1.1 Aditivos empregados no ensaio (MABRY et al., 1970)
a) Solucdo de metdxido de sdédio a 2,5% (p/v): dissolveram-se 2,5 g de hidroxido de
sédio em 100,0 mL de metanol, sob resfriamento. O material foi armazenado a 20 °C.

b) Solucdo de cloreto de aluminio 5% (p/v): dissolveram-se 5,0 g de cloreto de aluminio

em 100,0 mL de metanol, sob resfriamento. Armazenou-se a 20°C.
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¢) Solucdo de 4cido cloridrico a 50% (v/v): 50,0 mL de &cido cloridrico foram
misturados com 100,0 mL de dgua destilada. O material foi armazenado a 20°C.
d) Solucdo saturada de dcido bdrico: saturou-se, a temperatura ambiente, 100,0 mL de

metanol com 4cido bérico. Armazenou-se a 20°C.

2.9.1.2 Obtencao dos espectros em UV

Para a obtencdo dos espectros no ultravioleta utilizou-se espectrofotdmetro Perkin
Elmer Lambda 20, equipado com impressora HP870Cxi. Os espectros foram obtidos a
temperatura de 25°C, em cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1 cm e abertura de fenda
de 2 mm. A varredura foi efetuada entre 200 e 500 nm, empregando MeOH, grau HPLC,
como branco.

As amostras foram solubilizadas em MeOH grau HPLC, na concentra¢do de 1% p/v,
constituindo a solucdo estoque (MABRY et al., 1970). Os espectros foram obtidos como

descrito a seguir.

A. Espectro em metanol

O espectro em metanol foi obtido a partir da varredura de 2-3 mL da solucao estoque.

B. Espectro em presenca de metéxido de sédio

Obteve-se o espectro imediatamente apds a adicdo de trés gotas de solucdo de
metoxido de sédio a 2,5% a amostra na leitura em A. Apds 5 minutos, efetuou-se nova
varredura para detectar possivel decomposicdo da amostra. No mesmo sistema, adicionaram-
se algumas gotas de solucdo de HCI a 50% a mistura e a leitura foi feita imediatamente. Ao

final a solugao foi descartada.

C. Espectro em presenca de cloreto de aluminio
O espectro foi obtido imediatamente apds a adi¢do de seis gotas de solucao de cloreto

de aluminio a 5% a 2-3 mL da solucao estoque.

D. Espectro em presenca de cloreto de aluminio e acido cloridrico
Efetuou-se a varredura imediatamente apds a adi¢c@o de trés gotas de solugdo de dcido
cloridrico a 50% v/v a solucdo preparada em C. A soluc@o da cubeta foi descartada apds a

leitura.
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E. Espectro em presenca de acetato de sodio

Adicionou-se, com agitacdo, excesso de acetato de sodio anidro pulverizado a 2-3 mL
de solugdo estoque, até formar-se uma camada de aproximadamente 2 mm de acetato de sédio
no fundo da cubeta. Foram realizadas duas varreduras: a primeira apds 2 minutos da adicao e
a segunda apds 5-10 minutos. Esta dltima foi efetuada para verificar eventual decomposicao

da amostra.

F. Espectro em presenca de acetato de sédio e acido bérico
Adicionaram-se cinco gotas de solucdo saturada de 4cido bérico a solugdo preparada

em E, efetuando-se a varredura na seqiiéncia. Ao final, a solu¢do da cubeta foi descartada.

2.9.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e '°C foram obtidos pelo Prof. José Dias de Souza Filho,
Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, em equipamento Bruker Avance DRX400 (400
MHz), a 25°C. Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna, para ambos 0s
nucleos. As amostras foram solubilizadas em solvente adequado (metanol deuterado- CD;0D,
para as amostras de maior polaridade e cloroférmio deuterado- CDCl;, para as amostras de

menor polaridade).

2.9.3 Infravermelho (IV)
Os espectros no IV foram obtidos pela Técnica Raquel Isidério, Laboratério de
Quimica Farmacéutica, FAFAR, UFMG, em espectrofotometro Perkin Elmer Precisely,

Fourier Transform (FT-IR) Spectrometer — Spectrum one.

2.9.4 Micro-hidrolise em placa cromatografica de silica gel

A substancia PptEg-produto foi submetida a micro-hidrélise em placa cromatografica
de silica gel. O método consistiu em se dissolver uma aliquota da amostra a ser hidrolisada
em metanol e aplicar em placa de CCD com o auxilio de um capilar. A placa foi, entao,
colocada em uma cuba saturada com vapor de acido cloridrico concentrado e, ap6s uma hora,
retirada da cuba e deixada por 2 horas na capela de exaustdao. Em seguida, a placa foi colocada
em estufa a 80°C e, apds ativacdo, os padroes dos actcares (ramnose e fucose) foram
aplicados. Utilizou-se como eluente cloroférmio: metanol: dgua (70:30:4) e anisaldeido como

revelador (WAGNER et al., 1984).
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2.9.5 Analise por cromatografia gasosa (CG)

A substancia HexEG 9A foi submetida a andlise por CG, realizada pela Dra. Vany
Ferraz, Laboratério de Cromatografia, Departamento de Quimica, Universidade Federal de
Minas Gerais. As andlises foram realizadas em sistema de Cromatografia Gasosa de Alta
Resolucdo Varian, Modelo CP-3380, empregando coluna DB-Wax (30 m x 0,25 mm d.i.; J &
W Scientific), temperatura da coluna: 100°C - 1 minuto, 7°C/ minuto até 240°C; temperatura
do injetor: 260°C; Split 1/100; detector FID a 260°C; volume de injecdo 1 uL.

Procedeu-se a metilacdo da amostra a fim de tornar os componentes volatilizaveis para
andlise por CG. Para a metilacdo, 100,0 uL de uma solu¢do metandlica de BF; (14% p/v)
foram adicionados a um tubo safe lock contendo 1,0 mg de amostra. O tubo foi fechado e
mantido em banho-maria a 80°C por 10 minutos. Em seguida, uma aliquota foi retirada
(2,0uL) e injetada no cromatégrafo, utilizando-se nitrogénio como gis de arraste. Uma
mistura de 4cidos graxos livres de referéncia (PADRAO SUPELCO037) foi injetada nas
mesmas condicdes, para comparacao dos tempos de retencdo e identificacdo dos constituintes

da amostra.

2.9.6 Dicroismo circular

A configuracdo absoluta de PptEG-produto foi estabelecida a partir do espectro de
dicroismo circular. Os experimentos foram realizados pelo Dr. Thiago Renné dos Mares-
Guia, Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo. Os
espectros foram obtidos em espectropolarimetro JASCO J-715 (Jasco Inc., Easton, USA),
equipado com controlador de temperatura do tipo Peltier. O instrumento foi calibrado
utilizando-se acido (+)-10-canforsulfonico (CHEN; YANG, 1977).

Os espectros foram registrados no intervalo entre A 220-400 nm, a 25°C, utilizando
células com caminho 6tico de 0,1 cm. PptEG-produto foi dissolvidlo em MeOH até a
concentracao final de 0,125 mg/mL. A solu¢do foi agitada e incubada a temperatura ambiente
por 10 min antes da obtencdo de cada espectro. Os espectros representam a média de 8
varreduras efetuadas na velocidade de 10 nm/min, com largura de banda de A 0,5-1 nm e
tempo constante de 2 segundos. Apds subtragdo do branco e suavizagdo, os dados do
dicroismo circular foram expressos em unidades de dicroismo circular molar. O software

Spectra Manager (Jasco) foi usado para processamento e andlise dos dados.
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210 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBIDORA DA ECA POR ENSAIO
COLORIMETRICO

2.10.1 Solucoes utilizadas no ensaio

2.10.1.1 Tampao fosfato pH 8,3 (50 mmol/L)

A solugdo de tampao fosfato pH 8,3, utilizada para solubilizar o pulmao de coelho, foi
preparada pesando-se 170,1 mg de fosfato de potédssio anidro, que foram transferidos para um
baldo volumétrico de 25,0 mL. Apds completa solubilizacio em 20,0 mL de 4gua ultra
purificada, o pH foi ajustado para 8,3 com solu¢do de NaOH a 10% e o volume completado

para 25,0 mL.

2.10.1.2 Solucao de hipuril-glicil-glicina (Hip-gly-gly) (100 mmol/L)

Uma porcao de 146,65 mg de hip-gly-gly foi transferida para um baldo volumétrico de
5,0 mL e solubilizada com 1,25 mL de NH,OH 0,2 M. Ap6s completa solubilizagdao, o
volume foi completado para 5,0 mL com &dgua ultra purificada e a solu¢do armazenada a

-20°C até o momento do uso.

2.10.1.3 Soluc¢ao de acido picrilsulfonico (TNBS) (69,24 mmol/L)
Para o preparo da solugdo, 2030 uLL de TNBS foram pipetados e transferidos para um
baldao volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com 4gua ultra purificada e a solugao

armazenada a -20°C até o momento do uso.

2.10.1.4 Tampao HEPES-NaCl pH 8,15

A um baldo de 25,0 mL foram adicionados 297,5 mg de HEPES (50 mmol/L), 438,75
mg de NaCl (300 mmol/L) e 1420,0 mg de Na;SO4 (400 mmol/L). Ap6s completa dissolugdao
em 20,0 mL de dgua ultra purificada (e, caso necessario, com adi¢do de 50,0 uL de solucao
saturada de NaOH), o pH da solucdo foi ajustado para 8,15 com solu¢do de NaOH a 10%,

sendo o volume completado com dgua ultra purificada. A solucdo foi armazenada a -20°C.

2.10.1.5 Solucao de captopril (64 mmol/L)
Pesaram-se 69,54 mg de captopril que foram transferidos para um baldo volumétrico de

5,0 mL. O volume foi completado com dgua ultra purificada e a solu¢do armazenada a -20°C.
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A solugdo de captopril 10 umol/L foi preparada por dilui¢do seriada da solucdo estoque

(64 mmol/L) no momento do uso.

2.10.1.6 Tampao HEPES-NaCl pH 8,0

Para a solubilizacao da ECA foi utilizada uma solucdo tamponada composta por 1.192,0
mg de HEPES (50 mmol/L) e 1.752,0 mg de NaCl (300 mmol/L) dissolvidos em cerca de
80,0 mL de 4gua ultra purificada. O pH foi ajustado para 8,0 com NaOH 10% e o volume

completado com dgua ultra purificada para 100,0 mL. A solucdo foi armazenada a -20°C.

2.10.1.7 Solucgao de acido sulfirico (0,33 mol/L)

Uma solugdo a 0,33 mol/L de 4cido sulfirico foi preparada adicionando-se 1,79 mL de
acido sulftrico concentrado (98% p/v) a um baldo volumétrico de 100,0 mL, completando-se
o volume com dgua ultra purificada. A solucdo foi armazenada a temperatura ambiente, em

frasco ambar.

2.10.1.8 Tampao fosfato para reaciao de acoplamento pH 8,5 (100 mmol/L)

A um balao volumétrico de 25,0 mL foram adicionados 340,2 mg de fosfato de potdssio
anidro. Apés completa solubilizacdo em 20,0 mL de dgua ultra purificada, o pH da solugdo foi
ajustado para 8,5 com solu¢do de NaOH a 10%. O volume foi entdo completado para 25,0

mL.

2.10.1.9 Solucao de tungstato de sédio (100g/L)
A solugdo de tungstato de sddio foi preparada pela adicdo de 1,0 g de tungstato de sédio
a um baldo volumétrico de 10,0 mL seguido de completa dissolucdo com &4gua ultra

purificada.

2.10.1.10 Solucao de pulmao de coelho (200 mg/mL)

Uma por¢ao de 1,0 mg de pé de pulmado de coelho foi solubilizada em 5,0 mL de
solucdo tampao fosfato pH 8,3 (50 mmol/L), em um tubo de centrifuga. A mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 40 min. Formam-se trés camadas (tecido esponjoso, solu¢do
avermelhada e residuo). Com o auxilio de uma micropipeta, retirou-se a camada liquida de
coloracdao avermelhada, que foi transferida para tubo safe lock e novamente centrifugada a

2.000 rpm por 10 min. Essa solu¢do estoque foi armazenada a 4°C, por até trés meses.
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2.10.1.11 Solucao de pulmao de coelho (100 mg/mL)

A solugdo estoque de pulmao de coelho a 200 mg/mL foi submetida a dilui¢do no
momento do ensaio. Para tanto, 500,0 uL de tampao fosfato pH 8,3 foram adicionados a 500,0
uL da solugdo estoque de pulmao de coelho. A solugdo foi armazenada a 5°C até o momento

do uso.

2.10.1.12 Solugao de plasma de rato
Os animais foram sacrificados por decaptacdo e o sangue coletado e centrifugado a
5000 rpm por 10 minutos. O soro resultante foi separado e armazenado a 4°C até o momento

do uso.

2.10.2 Protocolo do ensaio de inibicao da ECA utilizando pulmao de coelho como fonte
da enzima

A amostra a ser analisada foi preparada pela dissolu¢do de 1,1 mg do material em 1,0
mL de solu¢do MeOH : HEPES pH 8,0 (1:4). O material foi solubilizado com auxilio de
banho de ultra-som por 15 minutos e centrifugado a 2.000 rpm por 10 min. O sobrenadante
foi coletado e utilizado no ensaio.

Adicionaram-se 10,0 uL. de solucdo de pulmao de coelho (100 mg/mL) a um poco de
placa de microtilulacio com fundo em V, contendo 10,0 uL de solu¢do da amostra (1,1
mg/mL) a ser ensaiada. O controle negativo foi preparado substituindo-se a solucdo da
amostra por volume equivalente de solu¢do de tampido fosfato pH 8,3, enquanto para o
controle positivo utilizou-se solug¢do de captopril (64 mmol/L). A mistura foi homogeneizada
e pré-incubada a 37°C, por 15 min. A reagcdo enzimdtica foi iniciada pela adi¢do de 60,0 pL
de solu¢do tampao HEPES pH 8,15, seguida de 30,0 uL. de solucdo do substrato hipuril-glicil-
glicina (100 mmol/L). Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi incubada a 37 °C, por 45 min. A
reacdo foi interrompida pela adi¢dao de 100,0 uL de solucdo de tungstato de sédio (100 g/mL)
e 100,0 uL de solucao de acido sulftrico (0,33 mol/L).

Ap06s deposicao do precipitado, uma aliquota de 62,0 L. do sobrenadante foi transferida
para um pogo de outra placa de microtilulagdo com fundo em V, contendo 200,0 uLL de dgua
destilada, homogeneizando a mistura. Uma aliquota do sobrenadante (75,0 puL) foi transferida
para um pogo de placa de microtitulagdo de fundo chato, contendo 100,0 uLL de solucdo de
tampao fosfato pH 8,5 (100 mmol/L). Adicionaram-se, entdo, 5,0 uL. de TNBS (60 mmol/L).

A microplaca foi mantida em repouso, em auséncia de luz, a temperatura ambiente, por 20
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min. Em seguida, a absorbancia foi determinada em leitor de microplacas a 415 nm, contra
um branco preparado de maneira idéntica, exceto pela adi¢do dos agentes de desproteinizacdo
(solugdes de tungstato de so6dio e de dcido sulfirico) anteriormente a adicdo da solucdo de
pulmdo de coelho. As amostras foram preparadas em triplicata. A concentracdo final da
amostra no ensaio foi de 0,10 mg/mL, considerando-se o volume total adicionado até a
inativagdo da enzima.

Para o cdlculo da porcentagem de inibi¢do no ensaio colorimétrico utilizou-se a
equacao:

% de inibicao =100 - [(A; x 100%)/ A]

em que: Aj = absorbancia da solu¢@o na presenca do inibidor;

Ac = absorbancia da solu¢do do controle negativo.

2.10.3 Protocolo do ensaio de inibicio da ECA utilizando soro de rato como fonte da
enzima

A amostra a ser ensaiada foi preparada na concentragao de 10 mmol/L. O material foi
solubilizado em dgua com auxilio de banho de ultra-som e centrifugado a 2.000 rpm por 10
min. O sobrenadante foi coletado e utilizado no ensaio.

Adicionaram-se 25,0 uL de soro sanguineo de rato a um poco de placa de
microtilulagdo contendo 5,0 uLL de soluc@o da amostra (10,0 mmol/L). O soro foi deixado em
contato com a amostra por diferentes intervalos de tempo: 15, 30 e 60 min. O controle
positivo foi preparado substituindo-se a solu¢do da amostra por volume equivalente de
solucdo de captopril na concentracdo de 10,0 umol/L e em intervalo de tempo de 60 min,
enquanto para o branco foram utilizados 25,0 uL de solucdo HEPES pH 8,15 e 5,0 uL de
DMSO.

A reagdo enzimdtica foi iniciada pela adicdo de 20,0 uL de solucdo tampao HEPES pH
8,15, seguida de 10,0 uL de solucdo do substrato Hip-Gly-Gly (concentragdo final de 27,27
mmol/L). Apés a homogeinizacdo, a mistura foi incubada a 37°C, por 45 min. A reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 33,0 uL de solu¢do de tungstato de sédio 100 g/L. e 33,0 uL de
solucdo de 4cido sulftrico 0,33 mol/L, seguido de homogeneizacdo. A placa foi deixada em
repouso por 5 a 10 min e, em seguida, adicionaram-se 33,0 uL da solucdo tampao fosfato pH
8,5 (100 mmol/L) e 1,0 uLL. de TNBS (69,24 mmol/L). A microplaca foi mantida em repouso,
na auséncia de luz, a temperatura ambiente, por 20 min. Em seguida, a absorbancia foi

determinada em leitor de microplacas a 415 nm.
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Para o célculo da porcentagem de inibi¢io no ensaio colorimétrico utilizou-se a
equagdo:

% de inibicao = 100 — [(A; x 100%)/ A]

em que: A= absorbancia da solu¢@o na presenca do inibidor;

Ac = absorbancia da solucdo do controle negativo.

A Clsp, concentracdo da amostra que produziu 50% de inibicdo da ECA, foi
determinada através de regressdo linear das curvas concentracdo-resposta obtidas nos
experimentos, utilizando-se programa Prism GraphPad 4.0 (GraphPad Software Inc., USA).
As andlises estatisticas foram realizadas com teste one way ANOVA e pds-teste Newman

Keuls.

2.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE VASODILATADORA EM PREPARACOES
ISOLADAS DE AORTA DE RATOS
Os ensaios foram realizados pela equipe do Professor Steyner de Franca Cortes,

Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG.

2.11.1 Solucoes utilizadas no ensaio

2.11.1.1 Solugao de Krebs-Henseleit

Foram solubilizados em 4gua destilada, sob agitacdo constante, 7,89 g de cloreto de
sodio (135,0 mmol/L), 370,0 mg de cloreto de potassio (5,0 mmol/L), 160,0 mg de fosfato de
potdssio anidro (1,17 mmol/L), 340,0 mg de sulfato de magnésio heptaidratado (1,4 mmol/L),
1,68 g de bicarbonato de sédio (20,0 mmol/L), 1,98 g de d-glicose anidra (11,0 mmol/L) e
370,0 mg de cloreto de célcio diidratado (2,5 mmol/L), sendo o volume completado para 1 L
em baldao volumétrico. As concentracdes finais na solugdo estdo listadas entre parénteses. Essa

solucdo foi preparada no dia da realiza¢do do ensaio.
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2.11.1.2 Solucao de fenilefrina
Uma solucdo estoque de fenilefrina, na concentragao de 10,0 mmol/L, foi preparada
em 4agua destilada. Dilui¢des seriadas dessa solugdo resultaram na concentragdo de 0,10

umol/L, sendo essa solu¢do mantida em banho de gelo até o momento do uso.

2.11.1.3 Solucao de acetilcolina
Uma solucdo estoque de acetilcolina, na concentra¢do de 100,0 mmol/L, foi preparada
em agua destilada. Diluicdes seriadas dessa solucdo resultaram na concentragao 1,0 umol/L,

sendo essa mantida em banho de gelo até o momento do uso.

2.11.1.4 Solucao de metil éster N-®-nitro-L-arginina (L-NAME)
A solugdo de L-NAME, na concentracdo de 100,0 pmol/L, foi preparada em dgua

destilada e mantida em banho de gelo até 0 momento do uso.

2.11.1.5 Solucao das amostras

As amostras a serem testadas foram solubilizadas em 4gua destilada, com auxilio de
cremofor, quando necessério, e sonicadas por 10 minutos. Uma solu¢do estoque do extrato foi
preparada na concentracao de 10,0 ug/mL e, por dilui¢do seriada, obtiveram-se solucdes nas

concentracdes de 0,1; 0,3; 1,0; 3,0 e 10,0 pg/mL.

2.11.2 Animais de experimentacao
Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 180,0 e 200,0 g fornecidos pelo
Centro de Bioterismo (CeBio) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), mantidos no biotério

do Departamento de Farmacologia do ICB/UFMG.

2.11.3 Montagem da preparacao isolada de anéis de aorta de rato

Os animais de experimentacdo foram sacrificados por decapitagdo e a aorta tordcica
cuidadosamente dissecada e colocada em solucdo 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 6rgdos isolados contendo 10 mL de solu¢do de Krebs-

Henseleit, mantida a temperatura de 37 °C e aerada com carbogénio (mistura de O, e CO; na
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proporcao de 95:5 v/v). Os anéis de aorta foram mantidos sob tensdo de 1 grama-for¢a por um
periodo de estabilizacdo de 60 min, antes de se realizar os protocolos experimentais. Durante

esse periodo, o meio de incubagdo foi trocado a cada 15 min.

Apé6s o periodo de estabilizagdo, os anéis foram pré-contraidos com solucdo de
fenilefrina (0,10 umol/L) para verificar a resposta contritil da preparacdo. A presenca de
endotélio funcional, nos anéis pré-contraidos com fenilefrina, foi certificada pela adicdo de
acetilcolina (1,0 umol/L). Antes do inicio dos protocolos experimentais, 0 meio de incubacao
das preparagdes que apresentaram no minimo 70 % de endotélio funcional foi 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).

2.11.4 Protocolo experimental para avaliar o efeito dos extratos sobre a contraciao
maxima induzida por fenilefrina

A avaliagdo do efeito produzido pelos extratos sobre a contragdo maxima induzida por
fenilefrina foi realizada através de uma curva concentracio-resposta (CCR) obtida pela adi¢dao
de concentracOes cumulativas de cada extrato em anéis de aorta pré-contraidos com
fenilefrina (0,10 umol/L), apds estabilizacdao da resposta contrétil. As concentracdes finais dos
extratos na cuba de ensaio foram O0,1; 0,3; 1,0; 3,0 e 10,0 ug/mL. Os dados foram
apresentados como média + EPM, com n = 4 e correspondem as porcentagens de

relaxamento, em relacdo a contragdo maxima induzida por fenilefrina.

A concentracdo do extrato que produziu reducdo de 50% na contragdo mdaxima
induzida pela fenilefrina (Clsp) foi determinada a partir de andlise de regressdo ndo linear da
CCR obtida, empregando-se o programa Prism Graph Pad 4.0 (Graph Pad Software, Inc.,
EUA).

2.11.5 Protocolo experimental para avaliar o efeito dos extratos sobre a contracio
maxima induzida por fenilefrina, na presenca de L-NAME

Para verificar a participacdo de produtos derivados do endotélio no relaxamento
produzido pelos extratos vegetais em estudo, foi construida uma CCR obtida pela adicao de

concentracoes cumulativas de cada extrato em anéis de aorta pré-contraidos com solucao de
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fenilefrina (0,10 pg/ml), na presenca de L-NAME (100 pmol/L), adicionado a cuba de ensaio
15 min antes da fenilefrina. Os extratos foram adicionados apds estabilizacdo da resposta
contratil maxima induzida por fenilefrina e as concentra¢des finais na cuba de ensaio foram

0,1;0,3; 1,0; 3,0 € 10,0 pg/mL.

Os dados foram apresentados como média + EPM, com n = 4 e correspondem as

porcentagens de relaxamento, em relagdo a contragdo mixima induzida por fenilefrina.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA DOS EXTRATOS

O ensaio in vitro de inibi¢cdo da ECA € um modelo adequado para a triagem de extratos
vegetais e posterior fracionamento biomonitorado, visando a obtencdo de substincias com
potencial atividade anti-hipertensiva. Estudo anterior de nosso grupo de pesquisa (SERRA,
2004) demonstrou atividade inibidora da ECA, in vitro, de aproximadamente 59,0% para E.
suberosum (folhas), 31,0% para E. tortuosum (folhas) e 40,0% para E. gonocladum (partes
aéreas), utilizando ensaio colorimétrico, na concentracio de 0,10 mg/mL.

Extratos com atividade inibidora da ECA frequentemente apresentam efeito
vasodilatador em ensaios com preparagdes isoladas de anéis de aorta. Lacaille-Dubois et al.
(2001) demonstraram atividade inibidora da ECA para as proantocianidinas B, (27; 25,0 +
5,0% de inibicdo da ECA) e C; (28; 45,0 = 2,0%), na concentracdo de 0,33 mg/mL, isoladas
de Crataegus oxycantha. Kim et al. (2000) avaliaram o efeito no tdnus vascular de uma fracao
de Crataegus enriquecida em proantocianidinas e observaram efeito vasodilatador endotélio-
dependente e relaxamento superior a 70%. Braga et al. (2000) demonstraram atividade
inibidora da ECA de 50%, na concentracdo de 0,10 mg/mL, para as folhas de Mansoa hirsuta.
O extrato etandlico dessa espécie apresentou atividade vasodilatadora endotélio-dependente
com Clsp de 5,1 £ 0,2 uM (CAMPANA et al., 2009). Serra et al. (2005) demonstraram
atividade inibidora da ECA de 45,7%, na concentracdo de 0,10 mg/mL, para a espécie
Hancornia speciosa. Ferreira et al. (2007) avaliaram esse extrato quanto ao seu efeito
vasodilatador e demonstraram atividade com Clsy = 10,8 £ 4,0 ug/mL.

Com base nesses dados, decidiu-se avaliar a atividade vasodilatadora das espécies de

Erythroxylum selecionadas para estudo no presente trabalho, utilizando modelo ex vivo.

3.1.1 Avaliacao da atividade vasodilatadora em anéis de aorta de ratos

Os extratos etandlicos brutos das trés espécies de Erythroxylum foram avaliados quanto
a sua atividade vasodilatadora em modelo de anel de aorta de ratos (item 2.11, Parte
Experimental). O efeito vasodilatador foi avaliado através de curva concentragdo resposta
(CCR) em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, apds estabilizacdo da contracdo
maxima induzida (Figura 5). Os extratos em estudo induziram relaxamento concentragao-
dependente em anéis de aorta com endotélio funcional, com Clsy de 0,96 + 0,30 pg/mL para
E. suberosum, 0,48 £ 0,12 ug/mL para E. tortuosum e 0,45 + 0,20 ug/mL para E. gonocladum
(Figura 6).

Trabalhos recentes, utilizando modelos experimentais semelhantes, demonstraram

atividades vasodilatadoras similares as observadas no presente trabalho, o que permite
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classificar as espécies em estudo como promissoras para o isolamento de substincias com
potencial anti-hipertensivo. Foi relatada atividade dependente de NO e de outros mecanismos
do extrato aquoso das folhas de Psidium guajava (Mirtaceae) (Clso = 0,69 + 0,04 ug/mL) em
ensaio com anéis de aorta pré-contraidos com noradrenalina (CHIWORORO; OJEWOLE,
2008) e atividade vasorelaxante NO-dependente dos extratos etandlicos das folhas de Mansoa
hirsuta D.C. (Bignoniaceae) (Clsp = 8,5 + 0,6 ng/mL) (CAMPANA et al., 2009) e Crataegus
oxyacantha L. (Rosaceae) (Clsp = 15,1 = 0,6 ug/mL), em ensaios com anéis de aorta pré-
contraidos com fenilefrina (BRIXIUS et al., 2006).

O endotélio desempenha um papel importante na modulacdo do tonus vascular através
da sintese de substincias vasoativas que podem induzir relaxamento (prostaciclina e NO) ou
constricdo dos vasos sanguineos. Essas substancias atuam em equilibrio para permitir um
funcionamento adequado da dindmica vascular (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).
Para avaliar a participagdo do NO no efeito vasodilatador induzido pelos extratos, anéis de
aorta foram incubados com L-NAME. O NO produzido no endotélio tem funcgdo
vasodilatadora fisioldgica e exerce importantes fun¢des na homeostase vascular em 6rgaos
como rins, cérebro e sistema bronco-pulmonar (RUBIO; MORALES-SEGURA, 2004).

O relaxamento concentracdo-dependente induzido pelos extratos de E. suberosum
(Figura 5A) e E. gonocladum (Figura 5C) em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina,
foi totalmente abolido na presenca de L-NAME. Esse resultado sugere que a atividade
vasorelaxante observada para essas espécies possa estar associada ao aumento da sintese de
NO pelas células endoteliais. A vasodilatacdo induzida pela adi¢do do extrato de E. tortuosum
foi fortemente inibida na presenca de L-NAME (Figura 5B). O pequeno efeito vasodilatador
residual sugere que o relaxamento concentracdo-dependente observado para essa espécie ndao
estd associado somente a atividade do NO; é provdvel que outros mecanismos estejam

envolvidos, contribuindo para o efeito vasodilatador observado.
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Figura 5. Curva concentragdo-resposta para os extratos de espécies de Erythroxylum em anéis de aorta
de rato pré-contraidos com fenilefrina. Cada ponto representa a média + EPM de 4 replicatas. (A) E.
suberosum, (B) E. tortuosum e (C) E. gonocladum
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Figura 6. Cl;, da vasorelaxagdo induzida em anéis de aorta de rato pré-contraidos com fenilefrina dos
extratos etandlicos de E. suberosum (EES), E. tortuosum (EET) e E. gonocladum (EEG).

3.2 PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS EXTRATOS ETANOLICOS EM RP-HPLC
Os perfis cromatogréificos dos extratos etandlicos brutos das espécies de Erythroxylum

em estudo forneceram informacdes relevantes sobre sua composi¢do, sobretudo a polaridade
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de seus constituintes. Estes perfis constituem a impressao digital (chemical fingerprint) das
espécies, servindo como material de referéncia para o caso de coletas futuras, possibilitando
identificar variacdes qualitativas na composicao das plantas.

A andlise dos perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC (Figura 7) revelou o
predominio de substancias de polaridade média a alta para as trés espécies avaliadas, com a

maioria dos picos eluidos com tempo de retencao (Tr) inferior a 20 minutos.
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Figura 7. Perfis cromatogrificos obtidos por RP-HPLC para os extratos etandlicos de espécies de
Erythroxylum e espectros no UV obtidos on line para os picos majoritarios de cada extrato (Tg, tempo
de retengdo). (A) E. suberosum, (B) E. tortuosum e (C) E. gonocladum. Condi¢des cromatograficas
descritas na Parte Experimental, item 2.7.

As semelhancas nos méximos de absor¢@o dos espectros no UV obtidos on line para os
picos majoritarios de E. suberosum (Amax 254,4 nm e 355,5 nm) e E. tortuosum (hmax 255,6 nm
e 353,1 nm), bem como os tempos de retencdao desses picos (Tg = 12,7 e 12,6 minutos,
respectivamente) sugerem tratar-se da mesma substancia nos dois extratos. A presenca de
duas bandas com Ay, em torno de 250,0 nm e 350,0 nm é caracteristica de flavonéides,

provavelmente flavondis ou flavonas (DAY; WILLIAMSON, 2001; RIJKE et al., 2006).
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O perfil de E. gonocladum apresentou pico majoritario com Tgr = 13,5 minutos e
espectro no UV com Apax 289,9 nm. Segundo Justesen et al. (1998) e Mabry et al. (1970),
espectros de UV com Ap,x na regido de 290,0 nm sdo comuns para algumas classes de
flavondides, sobretudo diidroflavondis e flavanonas.

Esses resultados apontaram flavondides como possiveis constituintes majoritarios das
trés espécies avaliadas. Johnson et al. (2002) demonstraram que alguns flavondides, como a
quercetina (43) e o canferol (42), sdo tdo frequentes que podem ser considerados marcadores

quimiotaxondmicos para o género Erythroxylum.

3.3 PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS EXTRATOS ETANOLICOS EM CCD DE
SILICA GEL

Foram obtidos perfis cromatogréaficos em CCD de silica gel para os extratos etandlicos
brutos das trés espécies de Erythroxylum, utilizando-se reveladores especificos para as
principais classes de metabdlitos secunddarios. Foi avaliada a presenca de taninos e polifendis,
agliconas/heterosideos flavonicos, agliconas/heterosideos antraquinOnicos, triterpenos e
esterdides, cumarinas, saponinas, heterosideos cardiotonicos, alcaldides e proantocianidinas.
A titulo de exemplo, a Figuras 8 reproduz os cromatogramas obtidos para a pesquisa de

heterosideos flavonicos.

A

Figura 8. Cromatogramas obtidos por CCD de silica gel para os extratos etandlicos de Erythroxylum.
Eluente: acetato de etila / dcido férmico / 4cido acético / 4gua (80:9:9:22). Revelador para heterosideos
flavonicos: NP/ PEG. Ru = rutina (substincia de referéncia); Es = E. suberosum; Et = E. tortuosum,
Eg = E. gonocladum. (A) visivel e (B) UV A 3¢5 nm.
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Os perfis cromatograficos em CCD de silica gel revelaram a presenca de uma grande
variedade de classes de metabdlitos secundarios nos extratos etandlicos das trés espécies em
estudo. Entre as classes avaliadas, apenas heterosideos antraquindnicos e cumarinas nao
foram detectados (Tabela 16).

Esses resultados corroboram os dados da literatura que indicam a ocorréncia frequente
de flavondides e alcaldides em espécies de Erythroxylum, bem como alguns relatos da
presenca de triterpenos, esterdides e taninos. Gonzdlez-Guevara et al. (2004) realizaram a
prospecc¢ao fitoquimica de quatro espécies do género Erythroxylum (E. confusum Britt., E.
areolatum L.; E. havanense Jacq. e E. alaternifolium A. Rich., var. alaternifolium) e
demonstraram a presenga de triterpenos e esterdides, taninos e polifendis, lactonas, cumarinas
e acucares reduzidos. Alcaldides, quinonas, saponinas e glicosideos cardiacos foram
identificados em pequenas propor¢des. Lipideos, 6leos essenciais e carotendides ndo foram
detectados. As aminas foram identificadas somente em E. havanense. Os flavondides foram
detectados em altos niveis nas espécies E. areolatum e E. confusum e em concentra¢cdo muito

baixa nas outras duas espécies.

Tabela 16. Avaliagdo qualitativa de metabdlitos secundarios em espécies de Erythroxylum

por CCD de silica gel
Classe de metabolitos E. suberosum E. tortuosum E. gonocladum
Taninos e polifendis + + +
Heterosideos flavonicos + + +
Agliconas flavOnicas + + +
Heterosideos antraquindnicos - - -
Agliconas antraquindnicas + + +
Triterpenos e esterdides + + +
Cumarinas - - -
Saponinas + + +
Heterosideos cardiotonicos + + +
Alcaléides + + +
Proantocianidinas + + +

+ Presenca no extrato etandlico
- Auséncia no extrato etanélico
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3.4 FRACIONAMENTO PRELIMINAR DOS EXTRATOS

Os extratos etandlicos brutos das trés espécies de Erythroxylum foram submetidos a
particdo entre solventes imisciveis (n-hexano, diclorometano, acetato de etila e 4gua/MeOH) a
fim de se obter fracdes para avaliacdo no ensaio in vitro de inibicdo da ECA e selecionar uma
das espécies para estudo fitoquimico (item 2.6, Parte Experimental).

Foram obtidas sete fracdes para E. suberosum. A fracdo aquosa apresentou massa
correspondente a cerca de 46% do total do extrato, desmonstrando o predominio de
substancias de elevada polaridade. Para E. tortuosum foram obtidas cinco fra¢des, também
com o predominio de compostos polares, e a fracdo aquosa correspondeu a aproximadamente
60% da massa do extrato. A parti¢do do extrato de E. gonocladum originou cinco fracdes. Ao
contrario das outras duas espécies, ndo se observou grande predominio de substancias na
fracdo aquosa, que correspondeu a 35% da massa total do extrato. Durante a parti¢do entre a
suspensdo do extrato em dgua/metanol (11:1) e n-hexano formou-se um precipitado entre as

duas fases (Ppt-EG), com massa correspondente a aproximadamente 42% do extrato.

3.5 PERFIS CROMATOGRAFICOS DAS FRACOES POR RP-HPLC

As fragdes resultantes da particio dos extratos entre solventes imisciveis foram
analisadas por RP-HPLC, nas mesmas condi¢cdes que os extratos brutos (item 2.7, Parte
Experimental). A obtencdo desses perfis teve como objetivo avaliar a complexidade e a
polaridade dos constituintes presentes, visando selecionar uma espécie e suas fracdes para

posterior purificacdo.

3.5.1 E. suberosum

A andlise dos perfis cromatograficos das fragdes de E. suberosum revelou grau de
complexidade e polaridade dos constituintes varidaveis. O pico majoritario observado no
extrato etanolico (Tr = 12,7 min) pdde ser observado, em maior ou menor propor¢ao, em
todas as fragdes, com exce¢do da fracdo n-hexdnica (Hex-ES) (Figura 9). Esse

comportamento pode ser atribuido a elevada concentra¢do desse constituinte no extrato.

3.5.2 E. tortuosum
De maneira semelhante a E. suberosum, observou-se a presenca do pico majoritario
(Tr = 12,6 minutos) do extrato etandlico de E. tortuosum em todas as fracdes, em proporgdes

varidveis (Figura 10). A andlise dos perfis indicou fracdes com pequena complexidade, como
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Hex-ET (A) e EM-ET (C) e outras com maior complexidade [DCM-ET (B), AC-ET (D) e

AQ-ET (E)], além da grande variedade de polaridade entre os diferentes constituintes.

3.5.3 E. gonocladum

Os perfis cromatograficos das fracdes provenientes da particdo do extrato etandlico de
E. gonocladum entre solventes imisciveis estdo representados na figura 11.

O pico majoritdrio observado no extrato etandlico dessa espécie (Tr = 13,5 minutos)
também se mostrou presente em todas as fracdes, em proporc¢des variadas. A fracdo Ppt-EG,
responsavel por 42% da massa total do extrato etandlico, apresentou um pico majoritario. A
andlise da atividade inibidora da ECA dessa fracdo revelou atividade de 46,6 + 5,2%. Essa
atividade, aliada a disponibilidade de massa e complexidade relativamente baixa orientaram a

selecao desta fracdo para isolamento do constituinte majoritdrio.
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Figura 9. Perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC para as fracdes resultantes da parti¢do do
extrato etandlico de E. suberosum entre solventes imisciveis. (A) Pptl-ES (precipitado 1), (B) Ppt2-ES
(precipitado 2), (C) Hex-ES (fragdo n-hexénica), (D) DCM-ES (fracdo diclorometénica), (E) EM-ES
(emulsdo), (F) AC-ES (fracdo em acetato de etila), (G) AQ-ES (fracdo hidroalcodlica). As setas
indicam a presenca do constituinte majoritario (Tg = 12,7 min) na fragdo. Condi¢des cromatogréficas:
vide parte experimental, item 2.7.
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Figura 10. Perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC para as fragdes resultantes da particdo do
extrato etandlico de E. tortuosum: (A) Hex-ET (fracdo n-hexanica), (B) DCM-ET (fracdo
diclorometanica), (C) EM-ET (emulsao), (D) AC-ET (fracdo em acetato de etila), (E) AQ-ET (fracdo
hidroalcodlica). As setas indicam a presenga do constituinte majoritario na fracdo (Tr = 12,6 min).
Condicdes cromatogréficas: vide parte experimental, item 2.7.
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Figura 11. Perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC para as fragdes resultantes da particdo do
extrato etandlico de E. gonocladum: (A) Ppt-EG (precipitado), (B) Hex-EG (fragdo n-hexanica), (C)
DCM-EG (fragdo diclorometéanica), (D) AC-EG (fracdo em acetato de etila), (E) AQ-EG (fracdo
hidroalcodlica). As setas indicam a presenca do constituinte majoritdrio na fracdo. Condigdes
cromatogréficas: vide parte experimental, item 2.7.
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBIDORA DA ECA DAS FRACOES

A atividade inibidora da ECA foi avaliada por ensaio colorimétrico in vitro, para todas
as fracoes oriundas da parti¢ao liquido-liquido do extrato etandlico das trés espécies. O ensaio
de inibicdo da ECA utilizado baseia-se na clivagem do substrato hipuril-glicil-glicina pela
ECA e subseqiiente reagdo com é&cido trinitrobenzeno-sulfénico, com formagdo de 2.4,6-
trinitrofenil-glicil-glicina, cuja absorbancia é determinada em A 415 nm, em leitor de
microplacas (item 2.10.2, Parte Experimental). A fonte de enzima utilizada foi o pulmao de

coelho desidratado por acetona (Figura 12).
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Figura 12. Fundamento quimico do ensaio colorimétrico in vitro de inibicdo da ECA. Hip-Gly-Gly
(hipuril-glicil-glicina) = substrato; TNP-Gly-Gly (2,4,6-trinitrofenol-glicil-glicina) = produto.
Deteccdo em A 415 nm (SERRA et al., 2005).

Segundo Elbl e Wagner (1991), fracdes com atividade inibidora da ECA > 50% no
ensaio in vitro por HPLC, avaliadas na concentracdo de 0,33 mg/mL, sdo promissoras para o
isolamento de substancias com potencial atividade anti-hipertensiva. Este critério foi adotado
no presente trabalho, apesar de se utilizar concentracdo mais baixa para ensaio das amostras
(0,10 mg/mL). A espécie que apresentou fracdes com maior atividade inibidora da ECA foi

selecionada para refracionamento.
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3.6.1 Atividade inibidora da ECA das fracoes de E. suberosum
O ensaio de inibicdo da ECA revelou que, das sete fracdes obtidas da particdo do
extrato etandlico de E. suberosum, apenas duas apresentaram atividade > 50%. Foi observada

atividade de 65,3 + 7,5% para Pptl-ES e 61,4 + 5,0% para Ppt2-ES (Figura 13).

3.6.2 Atividade inibidora da ECA das fracoes de E. tortuosum
O ensaio de inibicdo da ECA revelou que, das cinco fracdes obtidas da particdo do
extrato etandlico de E. tortuosum, apenas a fracdo diclorometanica apresentou atividade >

50%, tendo sido observado uma inibi¢do de 21,1 + 32,1% (Figura 14).

3.6.3 Atividade inibidora da ECA das fracoes de E. gonocladum

Os resultados obtidos no ensaio de inibi¢do da ECA demonstraram que todas as fracoes
de E. gonocladum sdo ativas, algumas com percentuais de inibi¢do superiores a 70%, caso da
fracdo n-hexanica (Hex-EG, 76,7 + 6,8%) e da fracdo aquosa (AQ-EG, 76,0 £ 5,3%). Esses
resultados, aliados a auséncia de estudos para a espécie, indicaram-na como uma fonte
promissora de substancias com potencial anti-hipertensivo e, portanto, essa espécie foi
selecionada para refracionamento visando isolar os constituintes bioativos e/ou majoritarios
(Figura 15).

A fracdo diclorometanica (DCM-EG) ndo foi selecionada para refracionamento em
virtude de ter sido obtida com baixo rendimento (0,23%), além de apresentar relativa
complexidade (Figura 11). A fracdo aquosa (AQ-EG) também nao foi selecionada para estudo
fitoquimico em razdo da dificuldade técnica de se trabalhar com fracdes de alta polaridade.
Apesar de ter sido uma das fracdes mais ativas e da grande massa disponivel, fracdes de
elevada polaridade requerem métodos cromatograficos especiais para purificagcdo, tais como
cromatografia por exclusio de tamaho e cromatografia de fase reversa em C-18, dentre outras
(HANAL, 2003).

Tendo em vista a atividade inibitéria da ECA observada para fracdes de menor
polaridade, que apresentam maior facilidade técnica para isolamento dos constituintes, essas
foram selecionadas para posterior purificacdo, a saber as fragdes n-hexancia (Hex-EG), em
acetato de etila (AC-EQG) e o precipitado formado quando da particdo com dgua/MeOH e n-
hexano (Ppt-EG).
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Figura 13. Atividade inibidora da ECA in vitro, na concentragdo de 0,10 mg/mL, para as fracdes
resultantes da parti¢do do extrato etandlico de E. suberosum: Hex-ES (fracdo n-hexanica), DCM-ES
(fracdo diclorometanica), AC-ES (fracdo em acetato de etila), AQ-ES (fragdo hidroalcodlica), Ppt1-ES
(precipitado 1), Ppt2-ES (precipitado 2), EM-ES (emulsio).
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Figura 14. Atividade inibidora da ECA in vitro, na concentragdo de 0,10 mg/mL, para as fracdes
resultantes da particdo do extrato etandlico de E. fortuosum: Hex-ET (fracdo n-hexdnica), DCM-ET
(fracdo diclorometanica), AC-ET (fra¢do em acetato de etila), AQ-ET (fracdo hidroalcodlica), EM-ET
(emulsao).
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Figura 15. Atividade inibidora da ECA in vitro, na concentragdo de 0,10 mg/mL, para as fracdes
resultantes da particao do extrato etandlico de E. gonocladum: Hex-EG (fragdo n-hexanica), DCM-EG
(fracdo diclorometanica), AC-EG (fragdo em acetato de etila), AQ-EG (fracdo hidroalcodlica), Ppt-EG
(precipitado).

3.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DE E. gonocladum

Uma por¢ao de 20 g do extrato etandlico de E. gonocladum foi refracionada por
particdo entre solventes imisciveis e as fragcdes HexEG, AC-EG e Ppt-EG resultantes foram
trabalhadas para purificacdo de seus constituintes, utilizando-se técnicas de cromatografia em

coluna de silica gel e RP-HPLC preparativo (item 2.8, Parte experimental).

3.7.1 Fracionamento de Ppt-EG

A fracdo Ppt-EG, com atividade inibidora da ECA de 46,6 + 5,2%, foi refracionada
utilizando-se os procedimentos sumariados no fluxograma da figura 16.

A substancia majoritaria dessa fracdo, denominada PptEG-produto, foi isolada e
apresentou Tr = 13,5 min e espectro de UV com Ayax 291,1 nm (Figura 17). Sua elucidagao

estrutural esta decrita no item 3.8.1.



“ 20,0 g de extrato etandlico de E. gonocladum “
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Partic@o entre solventes imisciveis: n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e 4gua/metanol (11:1)

Hex-EG || Ppt-EG (7,70g) || DCM-EG AC-EG AQ-EG
|| Ppt-EG (3,0 g) |
Coluna de silica gel
PptEG 1A | | PptEG2A | ... || PptEG 34-39A (700 mg) || PptEG 40-46A | ... | PptEG 80A
Coluna de silica gel flash
PptEG 1-13B || PptEG 14-18B (225 mg) || PptEG 19-26B PptEG 32-39B | .. | PPEG46-48B
RP-HPLC preparativo
C-18, 10% MeOH e 100% MeOH, UV A 210 nm
PptEG 1C Pp(EG 2C PptEG 3C || PptEG 4C (92 mg) || PptEG 7C
RP-HPLC preparativo
C-18, 60% MeOH, UV A 250 nm
PptEG 1D || PptEG 2D (22 mg) ||
RP-HPLC preparativo
C-18, 50% MeOH, UV A 250 nm
PPEG IE | o || PptEG 3E (14 mg) || .. | PpEGSE

|| PptEG-produto (11 mg) ||

Figura 16. Refracionamento da fracdo Ppt-EG de E. gonocladum e isolamento da substincia Ppt-EG-
produto. (...) representam as fracdes que foram omitidas para simplificacdo do fluxograma. Condig¢des
experimentais descritas na Parte Experimental, item 2.8.1.
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Figura 17. Perfis cromatograficos obtido por RP-HPLC e espectro no UV obtido on line para (A)
fracdo PptEG e (B) substancia isolada (PptEG-produto). Condi¢des cromatogréficas descritas na Parte
Experimental, item 2.7.

3.7.2 Fracionamento de Hex-EG
A fracdo n-hexanica (Hex-EG), com atividade inibidora da ECA de 76,7 + 6,8%, foi

refracionada conforme fluxograma na figura 18.

|| 20,0 g de extrato etandlico de E. gonocladum ||

Particdo entre solventes imisciveis: n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e 4gua/metanol (11:1)

|| Hex-EG (2,08 g) || Ppt-EG DCM-EG AC-EG AQ-EG

Coluna de silica gel

| ‘ | \ |
HexEG 1A | .\ || HexEG 9A (132,7 mg) || || HexEG 17-24A (43,5 mg) " L. | HexEG 68A

Coluna de silica gel

HexEG 1-5B HexEG 6-7B | .. || HexEG 41-64B (32,8 mg) || ‘ HexEG 87B

Coluna de silica gel flash

HexEG 1C || HexEG 2C || HexEG 3C (10,0 mg) || HexEG 4C HexEG 7C

Figura 18. Refrracionamento da fracdo n-hexanica (Hex-EG) de E. gonocladum e isolamento das
substincias HexEG 9A e HexEG 3C. (...) representam as fracdes que foram omitidas para
simplificacdo do fluxograma. Condigdes experimentais: Parte Experimental, item 2.8.2.
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O perfil cromatografico de Hex-EG, obtido por RP-HPLC, revelou a presenca de
quatro picos principais de pequena intensidade, com tempos de retencdo de 60,3 (1), 61,4 (2),
63,0 (3) e 63,6 (4) min. As subtancias referentes aos picos 3 e 1 foram isoladas e
denominadas, respectivamente, HexEG 9A e HexEG 3C (Figura 19). Sua elucidag¢do

estrutural estd descrita, respectivamente, nos itens 3.8.2 ¢ 3.8.3 .
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Figura 19. Perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC e espectros no UV obtidos on line para (A)
fracdo n-hexanica (HexEG), (B) HexEG 3C (pico 1) e (C) HexEG 9A (pico 3). Condicdes
cromatogréficas descritas na Parte Experimental, item 2.7.

3.7.3 Fracionamento de AC-EG

Foram realizados diversos procedimentos cromatogrificos (cromatografia em coluna
de silica gel e exclusdo molecular, cromatografia em contracorrente de alta velocidade e RP-
HPLC preparativo) para o refracionamento da fracdo em acetato de etila (AC-EG, 0,87 g).
Apesar das diversas tentativas, as fracdes resultantes apresentaram-se complexas e com

massas insuficientes para viabilizar o posterior isolamento dos constituintes majoritarios.
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3.8 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

3.8.1 Elucidacao estrutural de PptEG-produto

PptEG-produto foi isolado da fracdo Ppt-EG de E. gonocladum por CCS e purificado
por RP-HPLC preparativo (item 2.8.1, Parte Experimental). Apresentou-se como um sélido
de coloracao levemente amarelada.

Na avaliacdo por CCD de silica gel, PptEG-produto reagiu positivamente com AlCl; e
NP/PEG, reveladores utilizados na identificacdo de flavonéides. Essa indicacdo foi refor¢ada
pelo perfil de absor¢do no UV obtido on line com Ap,x 291,1 nm, compativel com algumas
classes de flavonéides, sobretudo flavanonas e diidroflavonéis (BOHN, 1998; RIJKE et al.,
2006). Chen et al. (2007) relataram A, entre 290,6 nm e 291,3 nm para os diidroflavondis
taxifolina (diidroquercetina) (38), astilbina (56), neoastilbina (57), isoastilbina (58) e

neoisoastilbina (59).

(58) (89)

O espectro no IV de PptEG-produto (Figura 20) evidenciou a presenca de banda larga
centrada em 3250 cm'l, caracteristica de deformacgdo axial de O-H, banda em 1362 cm’!
atribuida a deformacdo angular de O-H e bandas na regido de 1062-1029 cm™ tipicas de
deformacdo axial de ligacdo C-OH, as quais confirmaram a presenca de hidroxilas na
substincia. A banda em 1630 cm™ foi atribuida a deformacio axial de carbonila. A banda em

2931 cm™ foi atribuida a deformacao axial de C-H. O caréter aromatico de PptEG-produto foi
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evidenciado pela presenca de bandas de intensidade média atribuidas a deformacdo axial C=C

em 1585, 1521 e 1448 cm™ (SILVERSTEIN et al., 2000).

1086
50 | a 1029

s C-OH

40,0
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1

Figura 20. Espectro no infravermelho obtido para PptEG-produto.

O espectro no UV obtido a partir da solu¢cdo metandlica de PptEG-produto confirmou
tratar-se de um flavonéide (Figura 21 A). Foi observada uma banda principal com médximo de
absor¢ao em Agax 290 nm e um ombro em Ap, ~ 330 nm. A andlise do espectro indica a
banda com Am.x 290 nm como referente ao cromoéforo benzoila (banda II) e a banda em Ayax
330 nm correspondente ao cromoéforo referente a banda I. Os maximos de absorcao
observados (Amax 290 e 330 nm) s@o compativeis com dados da literatura para flavanonas e
diidroflavondis, cujos valores de Am,x sdo 270-295 nm para a banda II e 300-330 nm para a
banda I (BOHN, 1998; BRUNETON, 1999; MABRY et al., 1970), o que sugeriu saturagao
entre C-2 e C-3.

A fim de obter informacdes adicionais sobre a estrutura de PptEG-produto, foram
registrados espectros na presenga de reagentes de deslocamento. O espectro obtido em meio
alcalino forte (NaOMe) confirmou a natureza fendlica de PptEG-produto, indicado pelo
deslocamento batocromico dos maximos de absorcdo (Figura 21 B). O espectro obtido apds 5
minutos da adi¢do da base reproduziu o espectro anterior, demonstrando estabilidade da
molécula em meio alcalino forte. A acidificacdo do meio com HCI regenerou a curva (Figura
21 C). Em conjunto, esses dados sugerem a auséncia de sistema orto- ou para-diidroxi na
molécula. O deslocamento batocromico das bandas do espectro apds a adicdo de meio
alcalino fraco (NaOAc) indicou a presenca de hidroxilas fendlicas de carater dcido acentuado
na molécula, o que, em se tratando de diidroflavondis e flavanonas, corresponde a hidroxila

em C-7 (anel A) (Figura 21 D). Ap6s adi¢cdo de H3BO; (Figura 21 E) ndo se observou
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deslocamento batocromico da Banda II (anel A), o que indica auséncia de sistemas orto-

diidroxi nesse anel. Segundo Mabry et al. (1970), a detec¢do de sistemas orfo-diidroxi no anel
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Figura 21. Espectro no ultravioleta de PptEG-produto (1,0 mg em 100 mL MeOH).
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B ndo € possivel com NaOAc/H3BOs; em flavanonas e diidroflavondis, uma vez que o
cromo6foro em substancias desses grupos tem conjugacdo reduzida e baixa absortividade em
funcdo da saturagdo entre C2-C3.

Observou-se discreto deslocamento batocromico da Banda II (anel A) em presenca de
AICl; (Figura 21 F) e ndo regeneracao da curva em MeOH apés adi¢dao de HCI (Figura 22 G),
o que sugere a presenca de hidroxila quelatogénica em Cs. Devido a pequena intensidade da
Banda I, ndo foi possivel tirar conclusdes quanto a presenca ou auséncia de sitema orto-
diidroxi no anel B.

Os dados de UV permitiram propor a estrutura de um flavonéide com saturacdo entre
C-2 e C-3, hidoxilado em C-5 e C-7, e nenhuma conclusido foi obtida para o padrdao de

substituicao do anel B, devido a pequena intensidade da banda correspondente (Figura 22).

HO. )

OH )

Figura 22. Estrutura proposta a partir dos dados espectrais de UV

O valor de R¢ (Rf = 0,7) obtido para PptEG-produto em CCD de silica gel, utilizando
acetato de etila/ dcido férmico/ 4cido acético/ dgua (80:9:9:22) como eluente, e NP/PEG como
revelador, sugeriu tratar-se de um glicosideo. A fim de identificar os agucares constituintes,
realizou-se micro-hidrélise dcida de PptEG-produto em placa de silica gel (item 2.9.4, Parte
Experimental), um método bastante empregado no trabalho com glicosideos flavonicos
(STALIKAS, 2007).

O cromatograma obtido para o produto da hidrdlise (Figura 23) indicou uma mancha
com valor de Ry = 0,5, coincidente com as substancias de referéncia fucose (60) e ramnose
(61), sugerindo a presenca de um deles ou de ambos os diasteroisdmeros em PptEG-produto.

Nas condi¢des cromatogréficas empregadas nao foi possivel diferenciar os dois agucares.
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P,

Ram Fuc Hidrolisado (2x)

Figura 23. Cromatograma obtido para produto da micro-hidrdlise de PptEg-produto em placa de silica
gel. Eluente: cloroférmio/ metanol/ dgua (70:30:4). Revelador: anisaldeido. Ram = ramnose, Fuc =
fucose; PptEG-produto hidrolisado foi aplicado em duplicata.

OH b

(60)

A numerac¢do dos dtomos de PptEG-produto adotada para a discussdo dos espectros de

RMN de 'H e de °C encontra-se representada na Figura 24.

Figura 24. Numeragdo dos atomos de carbono de PptEG-produto adotada na discussdo dos espectros
de RMN de 'He de "°C.
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A atribui¢do dos sinais do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0OD + D,0)
(Figuras 25 e 26) obtido para PptEG-produto foi feita por compara¢do com os dados relatados
por Guo et al. (2007) para o diidroflavonol astilbina (56) (3-O-o-ramnosideo de taxifolina ou
diidroquercetina-3-0-a-ramnosideo). O espectro de RMN de 'H de PptEG-produto apresentou
seis dupletos, com integral para 1H cada, centrados em & 4,58 ppm (J = 10,7 Hz; H-3), 8 5,08
ppm (J = 10,7 Hz; H-2), 8 5,90 ppm (J = 2,2 Hz; H-8), 8 5,92 ppm (J = 2,2 Hz; H-6), 6 6,81
ppm (J = 8,3 Hz; H-5") e 6 6,95 ppm (J = 1,9 Hz; H-2"). Também foi observado um duplo
dupleto centrado em 6,84 ppm (J = 8,3 e 1,9 Hz, 1H) atribuido a H-6 (Tabela 17).
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H obtido para PptEG-produto (400 MHz, CD;0D + D,0).
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Figura 26. Expansio do espectro de RMN de 'H obtido para PptEG-produto (400 MHz, CD;OD +
D,0).

A presenca de sinais na regido de 6 3,28 a 4,28 ppm, caracteristicos de agucares,
confirmou tratar-se de um flavonéide glicosilado. O dupleto em & 4,06 ppm (J = 1,5 Hz) foi
atribuido a hidrogénio anomérico. Segundo Gaffield, Waiss e Tominaga (1975), constantes de
acoplamento na ordem de 0,1 a 1,5 Hz para o hidrogénio anomérico sdo caracteristicas de
glicosideos com configuracdo o, o que permitiu caracterizar o PptEG-produto como um a-
glicosideo. O dupleto centrado em 6 1,18 ppm (J = 6,2 Hz), com integral de 3H, foi atribuido
a grupo metila de desoxi-agicar (ramnose ou fucose). A andlise estrutural da fucose (60) e da
ramnose (61) revelou que, na ramnose, a constante de acoplamento entre H-2” e H-3" teria
um valor pequeno (0 a 5,0 Hz), caracteristico do acoplamento axial-equatorial entre esses
atomos, sendo valor tipico entre 2-3Hz. Na fucose, devido ao acoplamento trans-diaxial entre
esses hidrogénios, essa constante de acoplamento apresentaria valor superior, entre 8-10,0 Hz
(SILVERSTEIN et al., 2000). O valor observado foi J = 3,3 Hz, o que confirmou ser a
ramnose o monossacarideo ligado a estrutura do flavonéide (Tabela 17).

Os sinais em & 4,80 ppm e & 3,30 ppm (parcialmente sobreposto a outro sinal) sdo

oriundos dos solventes utilizados no experimento, DO e CD3;0D, respectivamente.
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Tabela 17. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H para PptEG-produto e comparagio com
dados da literatura para a astilbina

Astilbina * PptEG-produto®
Hidrogénio 0 (ppm) Mult J(Hz) 0 (ppm) Mult J (Hz)
H-2 5,06 d 10,0 5,08 d 10,7
H-3 4,57 d 10,0 4,58 d 10,7
H-6 5,89 d 2,1 5,92 d 2,2
H-8 591 d 2,1 5,90 d 2,2
H-2’ 6,95 d 1,8 6,95 d 1,9
H-5’ 6,80 d 8,2 6,81 d 8,3
H6 6,84 dd 8,2; 1,8 6,84 dd  8,3;19
H-1” 4,04 sl - 4,06 d 1,5
H-2” 3,53 dl 33 3,54 dd 3,315
H-3” 3,64 dd 9,6; 3,3 3,67 dd  9,6;3,3
H-4” 3,32 t 9,6 3,31 m -
H-5” 4,26 m - 4,25 m -
CH3-6” 1,18 d 6,2 1,18 d 6,2

Mult = multiplicidade (sl = simpleto largo, d = dupleto, dl = dupleto largo, dd = duplo dupleto,
t = tripleto, m = multipleto).
“ Dados obtidos por GUO et al. (2007), em CD;0D (300 MHz).

®Dados obtidos no presente trabalho, em CD;0OD + D,0O (400 MHz).

A atribuicdo dos sinais de 'H para PptEG-produto foi confirmada pela andlise do

espectro bidimensional de correlagdo homonuclear COSY (lH—lH ) (Figura 27). O mapa de

contornos COSY evidenciou os acoplamentos entre H-3 (6 4,58 ppm) e H-2 (8 5,08 ppm),

bem como possibilitou estabelecer a conectividade entre todos os hidrogénios do residuo de

ramnose.
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Figura 27. Mapa de contornos COSY obtido para PptEG-produto (400 MHz, CD;0D + D,0).

O espectro desacoplado de RMN de B¢ obtido para PptEG-produto (100 MHz,
CD;OD + D,0) apresentou sinais correspondentes a 21 dtomos de carbono, confirmando
tratar-se de um flavondide monoglicosilado. A multiplicidade dos sinais foi atribuida pelo
subespectro DEPT-135 e indicou auséncia de carbonos metilénicos (CH;), presenca de 8
carbonos ndo hidrogenados (C), 1 carbono metilico (CH3) e 12 carbonos metinicos (CH). O

sinal em & 196,11 ppm foi atribuido ao carbono carbonilico (Figura 28).
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Figura 28. Espectro de RMN de °C e subespectro DEPT-135 obtidos para PptEG-produto (100 MHz,
CD3OD + Dzo)

A andlise do mapa de contornos obtido pelo experimento HSQC (13C—1H) (Figura 29)
evidenciou a correlacdo entre os sinais de C-3 (0 78,72 ppm), C-2 (5 84,10 ppm), C-6 (3 97,55
ppm) e C-8 (0 96,43 ppm) com os sinais de '"Hem 4,58; 6 5,08; & 5,92 e 6 5,90 ppm,
respectivamente. Também foi observada correlac@o entre os sinais de C-5" (6 116,48 ppm), C-
6’ (6 120,63 ppm) e C-2’ (6 115,64 ppm) com os sinais de 'Hem § 6,81; 6 6,84 ¢ 6 6,95 ppm,
respectivamente. Os sinais referentes aos carbonos da ramnose também foram identificados
pelo mapa de contornos HSQC. O hidrogénio anomérico H-1" (6 4,06 ppm) apresentou
correlacdo com o carbono em & 102,29 ppm.

O mapa de contornos obtido pelo experimento de correlagdo heteronuclear HSQC-
TOCSY (Figura 30) confirmou as atribuicdes anteriores ao revelar os acoplamentos C-H
vicinais € geminais (I’ZJC_H).

Em conjunto, esses dados possibilitaram a atribui¢do inequivoca dos sinais de carbono

hidrogenados. As demais correlacde observadas encontram-se listadas na Tabela 18.
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Figura 29. Mapa de contornos HSQC obtido para PptEG-produto.
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Figura 30. Mapa de contornos HSQC-TOCSY obtido para PptEG-produto.
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Tabela 18. Correlacdes heteronucleares carbono-hidrogénio observadas no mapa de contornos HSQC
para PptEG-produto

o 'H 8 Bc o'H 8 BC
C/H C/H
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

2 5,08 84,10 1” 4,06 102,29
4,58 78,72 2” 3,54 71,93
6 5,92 97,55 37 3,67 72,33
5,90 96,43 4 3,31 73,97
2 6,95 115,64 5” 4,25 70,66
s’ 6,81 116,48 6” 1,18 17,99
6’ 6,84 120,63 - - -

O mapa de contornos obtido pelo experimento HMBC (Figura 31) forneceu os

acoplamentos 2’3’4JC_H e dessa forma permitiu atribuir os sinais dos carbonos nao
hidrogenados.
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Figura 31. Mapa de contornos HMBC obtido para PptEG-produto.

Os sinais em 0 196,11; 0 168,82; 6 165,66; 6 164,25 e 6 102,64 ppm foram atribuidos,
respectivamente, aos carbonos C-4, C-7, C-5, C-8a e C-8b, a partir das correlacdes descritas

na Tabela 19. Os sinais em 6 147,52; 6 146,69 e 6 129,35 foram atribuidos a C-4’, C-3’ e C-
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1’, respectivamente. A correlacdo observada entre C-3 (8 78,72 ppm) e o hidrogénio
anomérico da ramnose (H-1") confirmou a posicao de ligagdo do monossacarideo ramnose a

genina (Tabela 19).

Tabela 19. Correlacdes heteronucleares "H-">C de longa distincia observadas no mapa de contornos
HMBC (***Jc.n) obtido para PpEG-produto

C | 8"C (ppm) Hidrogénios com correlaciao
2 84,10 H-3; H-2’; H-5’; H-6’

3 78,72 H-2; H-1”

4 196,11 H-2; H-3; H-6; H-8

5 165,66 H-6

6 97,55 H-8

7 168,82 H-6; H-8

8 96,43 H-6

8a 164,25 H-2; H-8

8b 102,64 H-3; H-8

r 129,35 H-2; H-3; H-2’; H-5’; H-6’
2’ 115,64 H-2; H-5’; H-6’

3y 146,69 H-2’; H-5’; H-6’

4 147,52 H-2’; H-5’; H-6’

5 116,48 H-2; H-6

6’ 120,63 H-2; H-2’; H-5°

1” 102,29 H-3; H-2”; H-5”

2 71,93 H-17; H-3”; H-4”

3 72,33 H-17; H-2”; H-4”; H-57; H-6”
4 73,97 H-2”; H-3”; H-5”; H-6”
5” 70,66 H-17; H-3”; H-4”; H-6”
6” 17,99 H-4”; H-5”

Uma vez realizada a atribuicio completa dos sinais de RMN de Be para PptEG-
produto, os valores de deslocamento quimico obtidos foram comparados com dados da

literatura para a astilbina (56) e apresentaram grande similaridade (Tabela 20).
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Tabela 20. Atribuicio dos sinais do espectro de RMN de C obtido para PptEG-produto e dados da
literatura para a astilbina

c [3°Copm) [ 37°Cpm) || . |3~ Cppm) | &7C(ppm)
Astilbina ° | PptEG-produto Astilbina PptEG-produto
2 84,8 84,10 3 147,3 146,69
3 79,4 78,72 4 148,1 147,52
4 196,7 196,11 5 116,3 116,48
5 166,3 165,66 6’ 121,3 120,63
6 98,2 97,55 1”? 102,9 102,29
7 169,7 168,82 2” 72,6 71,93
8 97,2 96,43 37 72,9 72,33
8a 164,9 164,25 47 74,6 73,97
8b 103,2 102,64 5” 71,3 70,66
r 130,0 129,35 6” 18,6 17,99
2’ 117,1 115,64 - - -

* Dados relatados por GUO et al. (2007), em CD;OD (100 MHz)
® Dados obtidos no presente trabalho, em CD;0D + D,0 (100 MHz)

Os dados espectrais obtidos no presente trabalho e sua comparagdo com os dados da
literatura permitiram concluir que a substancia PptEG-produto € a diidroquercetina-3-0O-a-
ramnosideo (ou taxifolina-3-0O-o-ramnosideo). Esssa molécula possui dois centros quirais (C-
2 e C-3), o que determina a existéncia de quatro diasteroisdmeros denominados de astilbina

(56), neoastilbina (57), isoastilbina (58) e neoisoastilbina (59).

A constante de acoplamento escalar de 10,7 Hz observada para 1JH2-H3 (Tabela 17) tem
valor caracteristico de acoplamento trans-diaxial, no qual os hidrogénios se localizam em
planos espaciais distintos da molécula, com angulo de 180° entre eles (SILVERSTEIN et al.,
2000) (Figura 32 B). Dados da literatura para os isdmeros da diidroquercetina-3-0-o-
ramnosideo indicam constantes de acoplamento escalar entre H-2 e H-3 da ordem de 9,5 a
10,6 Hz para os isomeros frans [astilbina (2R,3R) e neoastilbina (25,35)] e da ordem de 2,0 a
2,5 Hz para os isomeros cis [isoastilbina (2R,3S) e neoisoastilbina (2S5,3R)] (DU; LI; JERZ,
2005; GAFFIELD; WAISS; TOMINAGA, 1975; TATSIS et al., 2007). Com base nesses
dados, o valor encontrado no presente trabalho (J = 10,7 Hz) possibilitou definir a
estereoquimica relativa entre H-2 e H-3 de PptEG-produto como trans, indicando tratar-se da

astilbina (56) ou da neoastilbina (57).
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Figura 32. (A) Estrutura quimica da diidroquercetina-3-O-o-ramnosideo. (B) Representagdo da
estereoquimica relativa em programa ACD-Labs 4.0, demonstrando o acoplamento frans-diaxial entre
H-2 e H-3 (indicado pelas setas vermelhas).

A estereoquimica absoluta da molécula foi definida a partir da anélise do espectro de

7z

dicroismo circular (DC). A luz plano polarizada € composta pela luz polarizada circular
orientada para a direita (LPCy) e pela luz polarizada circular orientada para a esquerda
(LPC.). Quando um meio opticamente ativo é atravessado pela luz plano polarizada, na faixa
do comprimento de onda em que seu croméforo absorve, a luz é desviada em um angulo (o) e
a parte da molécula opticamente ativa absorve LPCy e LPC. de forma diferencial. A luz
resultante € elipticamente polarizada e o meio exibe DC. Se g4 e € s@o os coeficientes de
extin¢do molar para LPCy e LPC,, respectivamente, a absorcao dicrdica diferencial (Ae = g4 —

€.) ¢ a medida da intensidade do DC. A elipsidade molecular [f] estd relacionada com Ag por

pela equacgdo: [6] = 3300 Ae (VELLUZ et al., 1965).

Para substancias da classe dos diidroflavondis, sabe-se que o efeito Cotton resultante
da transi¢do n — ©* pode ser usado de maneira satisfatéria para estabelecer a configuracio
absoluta de C-2. Um efeito Cotton positivo para bandas de absor¢cdo na faixa de
comprimentos de onda elevados (320-340 nm) indica a configuracio 2R, ao passo que o efeito
negativo indica a configuracdo 2S (SLADE; FERREIRA; MARAIS, 2005; GAFFIELD;
WAISS; TOMINAGA, 1975). O espectro de PptEG-produto, registrado na regido de A 220-
400 nm (Figura 33; Tabela 21), revelou efeito Cotton positivo (Ae = + 7,88) em A 329 nm , o
que permite definir a estereoquimica absoluta de C-2 como R e, portanto, identificar PptEG-
produto como astilbina (56).

Diversos derivados glicosilados de taxifolina (diidroquercetina) ja foram relatados nas

espécies Erythroxylum rufum, E. ulei (BOHN et al., 1981), E. coca var. ipadu e E.
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novogranatense var. truxillense (JOHNSON et al., 1998) indicando que essa aglicona tém
ocorréncia comum no género. Entretanto, ndo foram encontrados relatos da presenca de

astilbina nesse género, sendo esta a primeira descricao.
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Figura 33. Espectro de dicroismo circular obtido para a substancia PptEG-produto (dados obtidos em
MeOH, a 25°C, na concentracdo de 0,125 mg/mL).

Tabela 21. Dados do espectro de dicroismo circular obtidos para PptEG-produto

A (nm) Ag
383 0
329 7,88
311 0
294 - 19,26

267,5 0
251 3,66

243.5 2,39
223 18,2

Durante a obten¢do dos espectros de RMN de 'H e de "*C observou-se degradacao da
diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo, provavelmente por isomerizagdo. A reacdo parece
ocorrer mais facilmente sob temperatura ambiente elevada e em solu¢do de metanol/dgua.
Apds algumas horas em metanol/dgua, o pd, obtido da secagem da solugdo, inicialmente
levemente amarelado, assumia forte coloracao amarela, indicativo de reacdo. Por esse motivo,
recomenda-se ndo deixar o material em solucdo por periodos prolongados.

Du, Li e Jerz (2005) relataram a isomerizacao da astilbina a isoastilbina apds extracao

a quente ou evaporacdo a vicuo. Gaffield, Waiss e Tominaga (1975) demonstraram a



89

interconversdo entre os quatro diasteroisomeros da astilbina em trés condig¢des: piridina/D,0,
acetato de sddio etandlico e D,O sob refluxo. Os dados apontam para mecanismos de
isomerizacdo diferentes, dependendo da condi¢ao do meio, sendo sugerida a formacgao de uma

chalcona intermedidria ou abertura do anel C da estrutura flavonoidica por um nucleéfilo.

OH

HO.

—_
oH O Abertura do anel C por
e ° um nucledfilo e °

. OH S
Chalcona intermediaria

3.8.2 Elucidacao estrutural de HexEG 9A

HexEG 9A, isolado da fracdo Hex-EG de E. gonocladum por CCS (item 2.8.2, Parte
Experimental), apresentou-se como um solido amorfo de coloragdo branca. Sua andlise por
CCD de silica gel indicou reagao positiva para o reagente de Lieberman-burchard (reagente

utilizado na identificacdo de terpenos e esterdides) e com anisaldeido (revelador geral)

(Figura 34).

A B

HexEG 9A HexEG 9A

Figura 34. Perfil em CCD de silica gel para a substincia HexEG 9A isolada da fra¢do n-hexanica de
E. gonocladum em coluna de silica gel. Eluente: n-hexano/ diclorometano (9:1). (A) revelador para
triterpenos e esterdides (Lieberman-burchard), (B) revelador geral (anisaldeido).



O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) obtido para HexEG 9A revelou alta
complexidade e diversos sinais sobrepostos na regido entre ¢ 0,83 a 2,29 ppm, bem como
auséncia de sinais na regido de hidrogénios aromaticos, sugerindo substancia alifitica de
cadeia longa (Figura 35). O espectro de RMN de Be (100 MHz, CDCls) (Figuras 36 e 37)
evidenciou niimero superior a 43 dtomos de carbono. Os sinais em ¢ 121,9 e 145,4 ppm foram
atribuidos a carbonos olefinicos e o sinal em 6 173,9 ppm, a carbono carbonilico. O
subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) (Figuras 38 e 39) revelou a presenga de vdrios
sinais referentes a grupos metilénicos (CH,) na regido entre ¢ 18,0-40,0 ppm. Os sinais em 0
14,3, 6 15,8, 86 17,0 e 6 17,1 ppm foram atribuidos a grupos metila (CHz). A andlise dos
dados espectrais de RMN de BC e de 'H aliados a polaridade do eluente utilizado para
dessor¢@o dessa substancia da coluna cromatografica (mistura 9:1 de Hex/DCM) sugeriram

tratar-se de composto alifatico de cadeia longa, provavelmente um dcido graxo.
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H obtido para HexEG 9A (400 MHz, CDCls).

1.083

w1 _1.207

ul \
97.710



91

ev-ec
65762
oL ez
zg8rec
L8"6Z
€6°62
Ie”
oT"
cL”
78"
SS°
L6"
otT-

8€”
66"
0s*
S0°
96"
€0”
i
6L"
0s*
€r°
8"

CHOoOO>O>N Y MNNN A
STLELFOOHONOONONOMMN MMM

T R
~n S

o
[¢5]

68°TCT

Yy SvT

06°€LT

CDCl;

Lo

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 36. Espectro de RMN de B obtido para HexEG 9A (100 MHz, CDCl;).
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Figura 37. Expansio do espectro de RMN de °C obtido para HexEG 9A (100 MHz, CDCl5).
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Figura 38. Subespectro DEPT-135 obtido para HexEG 9A (100 MHz, CDCls).
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A fim de confirmar a natureza graxa de HexEG 9A, uma amostra do sélido foi
analisada por cromatografia gasosa (CG) com detector FID (Flame Ionization Detector —
detector por ionizacdo em chama) e os picos foram identificados por comparagdo com o Tr de
dcidos graxos de referéncia, injetados nas mesmas condicdes (item 2.9.5, Parte Experimental).
O cromatograma obtido indicou que a fracdo HexEG 9A € constituida por uma mistura de
acidos graxos, sendo 30,0% de acido palmitico (62), 21,3 % de 4cido estedrico (63), 4,6% de
acido linolénico (64), 31,6% de uma substancia ndo identificada e 12,5% de outros picos

minoritarios nao identificados (Figura 40).

O
\/\/\/W

OH
(0]
(63)
OH
\ / \ (0]
(64)
OH
Pico Constituinte %
200 1 C16:0- 4c. palmitico 30,0
2 C18:0- 4ac. estedrico 21,3 Pico 4
3 C18:3- ac. linolénico 4,6
4 Nio identificado 31,6

1504

100

miolts

301

-2 T T T T T T
25 5.0 TAa 100 125 15.0
Minutes

Figura 40. Cromatograma obtido por CG-FID para HexEG 9A. Pico 1 = acido palmitico, Pico 2 =
dcido estedrico, Pico 3 = 4cido linolénico, Pico 4 = nido identificado. Condi¢gdes cromatograficas
descritas no item 2.9.5, Parte Experimental.
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Os sinais no espectro de RMN de "°C em & 173,9, 1454, 121,9, 80,8 e 55,5 ppm
sugerem a presenca de um triterpeno com esqueleto urs-12-eno esterificado em C-3
(MENDES et al., 1999) na fracio HexEG 9A. No entanto, devido a sobreposi¢do dos sinais,
nao foi possivel confirmar essa hip6tese.

Nao foram encontrados relatos sobre a ocorréncia desses acidos graxos livres em
espécies do género Erythroxylum. No entanto, Barreiros et al. (2002, 2005) e Chavez et al.
(1996) purificaram estearatos e palmitatos de diversos esterdides e terpenos nas espécies E.
nummularia, E. passerinum e E. leal, sugerindo que a ocorréncia desses acidos graxos seja

comum no género.

3.8.3 Elucidacao estrutural de HexEG 3C

HexEG 3C foi isolado da fragdo Hex-EG de E. gonocladum por CCS (item 2.8.2.1,
Parte experimental) e apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo branca. Seu perfil
por CCD de silica gel, utilizando-se como revelador anisaldeido, indicou mancha tnica de
coloragc@o résea e com mesmo valor de Ry do B-sitosterol (48), sugerindo que HexEG 3C

pudesse ser esse esterdide (Figura 41).

wt -

B-sit Ac-Bet HexEG 3C

Figura 41. Perfil em CCD de silica gel obtido para a substancia HexEG 3C, isolada da fracdo n-
hexanica de E. gonocladum. Eluente: n-hexano/ acetato de etila (9:1). Revelador: anisaldeido. B-sit =
B-sitosterol, Ac. Bet = 4cido betulinico.

A numeracio dos dtomos adotada durante a discussdo dos espectros de RMN de 'H e de

13C esté representada na Figura 42.
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Figura 42. Numerag@o para os atomos de carbono de HexEG 3C adotada na discussio dos espectros
de RMN de 'He de "°C.

O espectro de RMN de '"H de HexEG 3C (400 MHz, CDCls) (Figuras 43, 44 e 45)
revelou vdrios sinais na regido de & 0,68 a 2,31 ppm, e auséncia de sinais na regido de
aromaéticos (6 6,0 a 9,0 ppm), indicando sua natureza alifética.

Os sinais dos espectros foram atribuidos com base nos dados relatados anteriormente
para o B-sitosterol (48) (CARVALHO et al., 1998; FORGO; KOVER, 2004: HUNG; YEN,
2001). Assim, o dupleto centrado em d 5,35 ppm (1H, J = 5,2 Hz) foi atribuido ao hidrogénio
olefinico H-6 e o multipleto centrado em 6 3,51 ppm, com integral de 1H, foi atribuido a H-3.
Os simpletos centrados em 6 0,68 e 6 1,01 ppm foram atribuidos, respectivamente, aos grupos
metilas ligados aos carbonos ndo hidrogenados C-18 e C-19, enquanto os dupletos centrados
em 0 0,81 ppm (J = 6,8 Hz; CH3-26), 6 0,84 ppm (J = 7,2 Hz; CH3-27) ¢ 6 0,92 ppm (J = 6,4

Hz; CHs-21) foram atribuidos aos grupos metila ligados aos carbonos metinicos.

Os valores de deslocamento quimico do espectro de RMN de 'H obtido para HexEG
3C foram semelhantes aos dados relatados por Hung e Yen (2001) para o [B-sitosterol (48)

(Tabela 22).
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Tabela 22. Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN 'H para HexEG 3C e dados relatados na
literatura para o j-sitosterol

pB-sitosterol * HexEG 3C°
Hidrogénio 6 (ppm) Mult J (Hz) 0 (ppm) Mult J (Hz)

H-3 3,52 m - 3,51 m -

H-6 5,35 d 5.4 5,35 d 5,2
CH;-18 0,68 S - 0,68 S -
CH3-19 1,01 S - 1,01 S -
CH;-21 0,92 d 6,4 0,92 d 6,4
CH3-26 0,83 d 6,8 0,81 d 6,8
CH3-27 0,84 d 6,4 0,84 d 7,2
CH3-29 0,82 t 6,6 0,85 t 8,0

Mult = multiplicidade (s = sinpleto, d = dupleto, t = tripleto, m = multipleto).
“ Dados obtidos por HUNG; YEN (2001), em CDCl; (75 MHz)
® Dados obtidos no presente trabalho, em CDCl; (400 MHz)

H-18

_— _— e B

1.000
1.012
2.236
2.321
3.208
10.910
39.786
3.243

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 43. Espectro de RMN de 'H obtido para HexEG 3C (400 MHz, CDCl;).
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O espectro desacoplado de RMN de 13C obtido para HexEG 3C (100 MHz, CDCls)
(Figura 46) apresentou sinais correspondentes a 29 atomos de carbono, confirmando sua
natureza esteroidal. A atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de "C foi feita com base na
andlise do subespectro DEPT-135 e por compara¢ao com dados da literatura relatados para o
[-sitosterol. Os sinais em o 140,79 ppm e & 121,73 ppm confirmaram a presenca de carbonos
olefinicos, sendo a multiplicidade desses sinais atribuida pelo subespectro DEPT-135 (Figura

47). O sinal em ¢ 71,83 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3 (Tabela 23).

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

NN ———
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Figura 46. Espectro de RMN de ’C obtido para HexEG 3C (100 MHz, CDCL).
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Figura 47. Subespectro DEPT-135 obtido para HexEG 3C (100 MHz, CDCl;).
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Tabela 23. Atribuicio dos sinais do espectro de RMN de "°C para HexEG 3C e comparagio com

dados da literatura para o B-sitosterol
C?rl.)o.no/ p-sitosterol * | HexEG 3C° Cz.lrl.)o.n of p-sitosterol * | HexEG 3C*
Multiplicidade* Multiplicidade*
C-1 CH, 37,25 37,29 C-16 CH; 28,24 28,26
C-2 CH, 31,64 29,72 C-17 CH 56,05 56,10
C-3 CH 71,81 71,83 C-18 CH; 11,87 11,88
C-4 CH; 42,29 42,34 C-19 CH; 19,38 19,06
C-5 C 140,73 140,79 C-20 CH 36,16 36,17
C-6 CH 121,72 121,73 C-21 CH; 18,75 ¢ 18,80
C-7 CH; 31,89 31,95 C-22 CH; 33,94 33,98
C-8 CH 31,89 31,70 C-23 CH; 25,99 °¢ 26,13
C-9 CH 50,12 50,17 C-24 CH 45,83 45,88
C-10 C 36,40 36,53 C-25 CH 26,03 29,20
C-11 CH; 21,08 21,11 C-26 CH; 18,76 19,41
C-12 CH; 39,78 39,81 C-27 CH; 19,81 19,83
C-13 C 42,40° 42,35 C-28 CH; 23,06 23,10
C-14 CH 56,75 56,80 C-29 CH; 11,99 12,00
C-15 CH; 24,30 24,33 - - -

* Dados relatados por GOULART et al. (1993), em CDCl; (50,3 MHz).

® Dado relatado por MACARI et al. (1990), em CDCl; (20 MHz).

¢ Dado relatado por KONGDUANG et al. (2008), em CDCl; (125 MHz).

* A multiplicidade foi atribuida pelo subespectro DEPT-135 e por comparacdo com dados da
literatura.

4 Dados obtidos no presente trabalho, em CDCl; (100 MHz).

Esses resultados permitiram identificar HexEG 3C como sendo [-sitosterol (48), um
fitosterol amplamente distribuido no reino vegetal, envolvido na estabiliza¢cdo das membranas
celulares (KONGDUANG et al., 2008). Esse esteréide ja havia sido descrito na espécie
Erythroxylum nummularia e E. passerinum (BARREIROS et al., 2005; CHAVEZ et al.,
1996), demonstrando que sua ocorréncia ¢ comum em espécies desse género. Porém, esse € o

primeiro relato da ocorréncia de B-sitosterol em E. gonocladum.
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3.9 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DA ASTILBINA

Dentre as substincias obtidas no presente trabalho (B-sitosterol, astilbina e mistura de
acidos graxos) do estudo fitoquimico de E. gonocladum, apenas a astilbina foi avaliada quanto
a sua potencial atividade anti-hipertensiva. Essa selecao baseou-se em relatos anteriores sobre
a atividade inibidora da ECA e vasodilatadora de flavondides por diversos autores
(LACAILLE-DUBQOIS et al., 2001; LOIZZO et al., 2006; OH et al., 2004), o que indicou ser
a substancia promissora.

Nevala, Korpela e Vapaatalo (1998) demonstraram que o B-sitosterol, avaliado nas
concentracdes de 1 a 100 uM, ndo exerceu efeito vasodilatador em anéis de aorta de ratos pré-
contraidos com noradrenalina.

A atividade vasodilatadora de 4cidos graxos foi avaliada em diversos estudos. Foram
encontrados relatos do efeito vasodilatador prostandides-dependente do &cido eicosa-
pentaendico (20: 5n-3) (ENGLER et al.,, 1994) e do acido duocosaexaendico (22: 6n-3)
(ENGLER; ENGLER, 2000) avaliados na concentracdo de 1 a 100 uM, em ensaio com anel
de aorta de ratos pré-contraidos com noradrenalina. Também hd relatos de vasodilatacao
induzida por trilinoleina (glicerol tri-esterificado com &cido linoléico) e auséncia de efeito
vasodilatador para o 4cido linoléico (C18:2), avaliados nas concentragdes de 0,1 a 1 uM. O
efeito vasodilatador da trilinoleina é NO e GMPc-dependente (HONG et al., 1995) e também
parece estar associado a atividade antioxidante caracteristica de compostos poli-insaturados
(CHAN; TOMLINSON, 2000). Sais de 4cidos graxos de cadeia curta, como propionato (Cls
= 0,8 uM), butirato (Clsp = 2,0 uM) e octanoato (Clsp = 1,9 uM) também demonstraram
atividade vasodilatadora AMPc-dependente, em ensaios com anéis de artéria caudal de ratos

(Nutting et al., 1991).

3.9.1 Avaliacao do efeito vasodilatador em preparacoes de anel de aorta de rato pré-
contraidas com fenilefrina

A astilbina, avaliada nas concentracdes de 1 a 100 umol/L, ndo apresentou efeito
vasodilatador em ensaio com anel de aorta pré-contraido com fenilefrina (0,10 umol/L). No
entanto, Leblais et al. (2008), utilizando artéria intrapulmonar de rato pré-contraida com
prostaglandina F,,, demonstraram atividade vasodilatadora de 30% para uma fragdo de vinho
tinto rica em astilbina, avaliada na concentracdo de 100 pg/mL, o que sugere efeito
vasodilatador por inibi¢do da via dos prostandides. Os prostandides vasoativos derivados da
COX (prostaglandina E2, D e F,,; prostaciclina e tromboxano A2) sdo importantes para a

regulacdo do tonus vascular (KANG et al., 2007).
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A auséncia de efeito vasodilatador da astilbina isolada em nosso trabalho sugere que a
atividade do extrato etandlico de E. gonocladum (Clsy = 0,45 + 0,20 ug/mL) seja devida a
outros constituintes do extrato ou a ocorréncia de sinergismo entre eles.

Os dados da literatura apontam diversas outras atividades bioldgicas para a astilbina:
inibicdo da coenzima-A redutase in vitro (CHEN et al., 2001), efeito hepatoprotetor in vivo
(administrado em ratos, por VO, na dose de 40 mg/kg) (CLOSA et al., 1997), inibicdo da
aldose redutase in vitro (HARAGUCHI et al.,, 1997), atividade antioxidante in vitro
(HARAGUCHI et al., 1996) e atividade antibacteriana in vitro (MOULARI et al., 2006).

3.9.2 Avaliacio da atividade inibidora da ECA utilizando ensaio colorimétrico

A atividade inibidora da ECA da astilbina foi avaliada em ensaio colorimétrico in vitro,
utilizando soro sanguineo de rato como fonte da enzima (item 2.10.3, Parte Experimental). A
atividade foi avaliada em intervalos de tempo distintos, a partir da incubagdo da astilbina com
o soro durante 15, 30 e 60 min antes da adicdo do substrato. O ensaio baseia-se na clivagem
do substrato hipuril-glicil-glicina pela ECA e subsequente rea¢do com dcido trinitrobenzeno-
sulfonico, com formacgdo de 2,4,6-trinitrofenil-glicil-glicina cuja absorbancia € determinada
em 415 nm.

A astilbina apresentou atividade inibidora da ECA superior a 65%, em todos os
intervalos de tempo avaliados. A analise dos dados demonstrou significancia estatistica (p <
0,001) quando comparado com o controle negativo (solu¢cdo salina). Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre a atividade promovida pela astilbina (10 umol/L)
nos tempos de incubagdo de 15 e 30 min e o captopril (10 umol/L), no tempo de incubacio de
60 min. Esta relacdo efeito versus tempo sugere que a astilbina alcange rapidamente o sitio
ativo da ECA e exerca seu efeito inibidor (Figura 48).

A curva concentragdo-resposta obtida para a astilbina apresentou Clso = 1,2 + 0,7
pg/mL obtida por regressdo linear (* = 0,94 + 0,05). A comparacao entre o 1* observado e o
valor ideal (r* = 1), utilizando teste z-student, ndo demonstrou diferenca estatistica (p < 0,05),
0 que sugere que a relacdo entre a concentragdo de astilbina e o efeito inibidor da ECA ¢é
linear, na faixa de concentragdes avaliadas. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre a inibicdo da ECA promovida pela astilbina (10 pmol/L) incubada durante
15 min e o captopril (10 umol/L) incubado durante 60 min (Figura 49). Os resultados obtidos
sugerem que a astilbina ¢ um dos responsdveis pela atividade inibidora da ECA do extrato

etandlico de E. gonocladum, previamente relatada por Serra (2004).
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15min 30 min 60 min captopril salina

Astilbina 10 uM

Figura 48. Atividade inibidora da ECA da astilbina (10 umol/L), em diferentes tempos de incubagdo
com a enzima. Cada barra representa a média + EPM de 6 replicatas. Captopril (10 pumol/L) foi
empregado como controle positivo (tempo de incubagdo = 60 min). *** Significativamente distintos (p
< 0,001), comparados com o controle negativo (salina). Letras diferentes nas barras indicam diferencas
estatisticamente significativas entre as médias, segundo teste de comparacdo de médias Newman-
Keuls (p < 0,05).

*kk

% IECA

0.1yM 1M 10pM 10uM Salina

Astilbina Ceptopril

Figura 49. Curva concentragdo-resposta do efeito inibidor da ECA induzidp pela astilbina. Cada barra
representa a média + EPM de 3 replicatas. A astilbina foi incubada por 15 min e o captopril foi
incubado por 60 min. ** p < 0,01, *** p < 0,001 para valores significativamente distintos, quando
comparados os efeitos das diferentes concentracdes de astilbina com o controle negativo (salina).
Letras diferentes nas barras indicam diferencas estatisticamente significativas entre as médias,
segundo teste de comparagdo de médias Newman-Keuls (p < 0,05).

A atividade inibidora da ECA observada para a astilbina (2R, 3R-diidroquercetina-3-
O-o-ramnosideo) (59, Clsp = 1,2 £ 0,7 ug/mL ou 2,6 + 1,5 uM) € superior a atividade relatada
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para outros derivados da quercetina, como a quercetina-3-O-a-(6-cafeoilglicosil-B-1,2-
ramnosideo) (17, Clsp = 158,9 + 11,1 uM), quercetina-3-O-a-(6-p-cumaril-glicosil-B-1,2-
ramnosideo) (18, Clsp = 351,6 = 3,9 uM), quercetina-3-O-B-glicopiranosideo (20, Clsy =
708,8 £ 23,1 uM) (OH et al., 2004) e quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo (25, Clsop =310 £
2,2 uM) (LOIZZO et al., 2007). Ao se comparar a atividade inibidora da ECA da astilbina
(59) com aquela relatada para proantocianidinas, uma classe de produtos naturais com elevada
atividade inibidora da ECA, observa-se atividade superior daquela. Actis-Goretta et al. (2003)
relataram valores de Clso de 267 + 24, 126 £ 11, 12+ 1,25 £ 3 e 10 £ 1 uM para dimero,

trimero, tetramero, pentamero e hexamero de epicatequina, em ensaio in vitro.

Esse resultado, aliado ao fato de ndo ter sido observada diferenca significativa entre o
efeito inibidor da ECA promovido pela astilbina (10 umol/L) e o efeito do captopril (10
umol/L), indica a astilbina como uma substancia promissora quanto a sua atividade anti-

hipertensiva, via inibi¢cdo de ECA.
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4 CONCLUSOES

1. As espécies de Erythroxylum avaliadas (E. suberosum, E. tortuosum e E. gonocladum)
apresentam potencial atividade anti-hipertensiva, demonstrada pela atividade vasodilatadora
dependente de NO em anéis de aorta de ratos normotensos (Clsy de 0,96 + 0,30 pg/mL, 0,48 +
0,12 pg/mL e 0,45 + 0,20 pg/mL, respectivamente).

2. O estudo quimico de E. gonocladum resultou no isolamento de astilbina (2R, 3R-
diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo) e [-sitosterol, e na identificacio de uma mistura de
acidos graxos (dcido palmitico, 4cido estedrico e dcido linolénico). A astilbina ndo apresentou
atividade vasodilatadora em anéis de aorta, sugerindo a participacdo de outras substancias na
atividade observada para o extrato, ou sinergismo entre elas. Por outro lado, a atividade
inibidora da ECA in vitro (Clsp = 1,2 + 0,7 ug/mL) observada para a astilbina (10 uM) ndo
diferiu estatisticamente do captopril (10 uM), sugerindo ser este flavonéide um dos principais

responsaveis pela atividade inibidora de ECA de E. gonocladum.
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