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RESUMO

Mandevilla Lindl. corresponde ao maior género neotropical da familia Apocynaceae,
com cerca de 150 espécies relatadas nas Américas. Dentre elas, a espécie Mandevilla
moricandiana (A.DC.) R. E. Woodson apresenta ocorréncia restrita a areas de Restinga,
como a do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba. A espécie ndo possui muitos
dados na literatura, principalmente quanto a atividade biolégica, tornando-se
importante estudar o perfil fitoquimico e farmacolégico da Mandevilla moricandiana,
além de identificar as substancias responsdveis pelas atividades farmacoldgicas
encontradas para o extrato. Para tal, as folhas da M. moricandiana foram levadas a
maceracdao em etanol: dgua (7:3), e em seguida fracionados em n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Foi obtido um rendimento para o extrato
bruto de 15,33% (p/p). A partir da analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
foi possivel tracar o perfil quimico do extrato e fra¢cdes acetato de etila e butandlica e
verificar que estas sdao ricas em flavonoides. O extrato bruto foi avaliado quanto aos
compostos fendlicos totais, utilizando o método de Folin-Ciocalteau e como padrdo o
acido gdlico, e indicou um teor de 7,5%. O ensaio de flavonoides totais, utilizando a
rutina com padrdo, indicou um teor de 3,45% de flavonoides no extrato bruto,
enguanto as fracOes acetato de etila representou 85% desses flavonoides. O extrato
bruto e fra¢gdes foram avaliados quanto ao potencial vasodilatador. Tal ensaio
apresentou Clso de 0,82 + 0,10 pg/mL para o extrato bruto, enquanto a fragdo acetato
de etila, a mais ativa, apresentou Clso de 10,64 + 1,69 ug/ml. Essa fragdo foi purificada
em coluna de gel Sephadex e as subfracdes analisadas para elucidacdo estrutural e
atividade das mesmas.

Palavras-chave: Mandevilla moricandiana, Apocynaceae, Flavonoides, Vasodilatacao,

Restinga de Jurubatiba.
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1. INTRODUGAO
1.1 Produtos Naturais

O uso de produtos naturais, como plantas medicinais e alimentos funcionais, é
difundido por todo o mundo. Segundo a OMS, cerca de trés quartos da populagao
mundial utilizam recursos vegetais de forma frequente para o tratamento de diversas
patologias (DUBEY, KUMAR E TRIPATHI, 2004). Além do reconhecido uso popular,
muito dos produtos naturais tém importante aplicacdo no desenvolvimento de novos
farmacos e terapias medicamentosas. Para que se tenha ideia da importancia dessa
fonte no mercado mundial, Newman e Cragg (2012) avaliaram a contribuicdo dos
produtos naturais no desenvolvimento de farmacos no periodo entre 1981 e 2010,
demonstrando que dentro desse periodo foram descobertos 1130 novos farmacos
oriundos dessa fonte, considerando desde o uso da molécula isolada até vacinas e
farmacdéforos (regido do farmaco responsavel pelo efeito farmacoldgico) de moléculas

sintéticas que foram originadas de produtos naturais.

Considerando esses aspectos, o Brasil torna-se um atrativo para pesquisadores
de todas as partes do mundo, visto que, segundo estimativas da Convencdo da
Diversidade Bioldgica (CDB) (BARREIRO, 2009), o Brasil hospeda entre 15 e 20% de
toda a biodiversidade mundial, sendo considerado o maior do planeta em nimero de
espécies endémicas. Desta forma, a biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte
de substancias biologicamente ativas e sua preservacdo é fundamental tanto pelo
valor intrinseco dessa imensa riqueza bioldgica quanto pelo seu enorme potencial
como fonte de novos farmacos. Um dos aspectos que pode justificar essa enorme
biodiversidade, além do enorme territdrio nacional, é a grande variedade de biomas,
como caatinga, cerrado, a mata atlantica e restingas, por exemplo. Dentre esses, vale
destacar a restinga, visto que é um bioma que em sua grande parte é preservada por
6rgaos federais, estaduais ou municipais, de modo que o acesso a esses locais é bem
controlado. Com isso, muitas das espécies |a presentes tornam-se restritas ao publico

em geral, sendo entdo uma importante fonte de pesquisa (MACAE, 2013).



1.2 Restinga

O bioma Restinga pode ser definido como planicies arenosas costeiras de
origem marinha, abrangendo praias, corddes arenosos, dunas, depressdes entre
corddes e depressdes entre dunas com respectivos brejos, charcos, alagados e lagoas,
cuja vegetacdo e fauna estdo adaptadas as condigdes ambientais locais (RIO DE
JANEIRO, 2008). De uma forma geral, o termo restinga pode ser usado no sentido
geomorfoldgico, significando diversos tipos de depdsitos arenosos litoraneos de
origem marinha, ou no sentido botanico, designando o conjunto de comunidades
vegetais fisionomicamente distintas sob influéncia marinha (ARAUJO, 1992). A
vegetacdo sobre a restinga é formada por mosaicos vegetacionais que refletem as
condi¢des de umidade e fertilidade do solo (ARAUJO E LACERDA 1987). As familias
botanicas mais comuns dessa vegetacdo sdo: Convolvulaceae, Gramineae,
Amaranthaceae, Cyperaceae e Leguminosae (MANTOVANI 2003). Das plantas
presentes com caracteristica endémica, os estudos referente a grande parte dessa

flora sdo escassos em relacdo a atividade bioldgica e perfil fitoquimico.
1.3 Unidades de Conservagao

Existe um grande numero de Unidades de Conservacdo que protegem as
restingas no Estado do Rio de Janeiro, como a Area de Protecdo Ambiental da
Massambaba, a Area de Protecdo Ambiental de Marica, o Parque Nacional da Restinga
de Jurubatiba, o Parque Estadual da llha Grande, a Reserva Bioldgica da Praia do Sul e
a Reserva Ecoldgica da Juatinga. O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ —
Figura 1) tem a maior area de restinga incluida em uma Unidade de Conservagdo no
Estado e abriga uma das 12 areas do Programa Brasileiro de Pesquisas Ecoldgicas de
Longa Duragdo (PELD/MCT-CNPq) (IMBASSAHY, COSTA E ARAUJO, 2009). A flora do
PNRJ compdbe-se de 588 taxons de angiospermas, 31 de pteriddfitas 147 de algas
continentais (COSTA E DIAS 2001), e 55 espécies de bridfitas (COSTA, YANO 1998;
COSTA et al. 2006). O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba localiza-se no litoral
da regido Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, na planicie costeira do rio

Paraiba do Sul (MUEHE E VALENTINI 1998), entre as coordenadas 22200°-22923’S e



41915°-41945'W, abrangendo parte dos municipios de Macaé, Quissama e Carapebus,

com &rea total de 148,6 km? (IMBASSAHY, COSTA E ARAUJO, 2009).

Figura 1: Imagem da flora do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (Fonte:
PREFEITURA DE QUISSAMA, 2012)

1.4 Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba

Segundo Araujo et al. (2001), foram registradas 588 espécies de angiospermas
para o Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, sendo a familia Apocynaceae uma
das que apresentam maior representatividade. A familia Apocynaceae (incluindo
Asclepiadaceae) apresenta cerca de 410 géneros e aproximadamente 4.650 espécies
entre lianas, arvores, arbustos e herbdceas, distribuidas, principalmente, nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (SIMPSON, 2006). No Brasil ocorrem
aproximadamente 90 géneros e 850 espécies, habitando diversas formacdes vegetais
(SOUZA E LORENZI 2005). Mandevilla Lindl. é o maior género neotropical da subfamilia
Apocynoideae com cerca de 140-150 espécies, distribuidas do México até a Argentina
(WOODSON, 1933; SALES, KINOSHITA E SIMOES, 2006; SIMOES et al. 2004). E um
género considerado extremamente variado com arbustos, ervas, lianas e até mesmo
epifitas (SIMOES et al. 2004). Seus representantes destacam-se pelo potencial
paisagistico e medicinal, onde no extrato das raizes tuberosas foram encontrados
principios ativos que podem ser utilizados no tratamento contra venenos de cobras,
além de metabdlitos secundarios no latex como, borracha e alcaloides (METCALFE E
CHALK 1950; CALIXTO et al. 1986a). Os compostos fendlicos, ou simplesmente fendis,

possuem uma grande diversidade de moléculas, e muitas das classes presentes nesse



grupo sdo responsaveis por uma gama de efeitos bioldgicos, mas foram identificados

somente no néctar e estrutura floral na Mandevilla laxa (GALETTO, 1997).
1.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos englobam todos os metabdlitos primarios e especiais
presentes no vegetal, e podem variar desde acidos fendlicos até flavonoides. Desta
forma, existe uma variedade de estruturas basicas de acordo com sua classe quimica,
como mostrado na Tabela 1. Tal estrutura, ou seja, o esqueleto basico, é a classificacdao

mais usual no campo de farmacognosia, segundo Simdes et al. (2010).

Tabela 1: Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto basico
Fonte: SIMOES et al., 2010.

Esqueleto basico Classe de fendlicos de acordo com o esqueleto bésico
(3] Fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fendlicos
C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6-C3 Fenilpropanoides: acido cindmico e compostos anadlogos,

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-Cé6 Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavonoides
(C6-C3), Lignanas

(C6-C3-C6), Diflavonoides

(C6)n Melaninas vegetais

(C6-C3)n Ligninas

(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Os compostos fendlicos podem ser formados basicamente em duas rotas
biogenéticas: pela via do acido chiquimico (a partir de carboidratos) ou pela via do

acetato-malato, que inicia com a enzima acetil-coenzima A e malonil-coenzima A (BIRT,
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HENDRICH E WANG, 2001). Tais precursores sao mostrados na Figura 2. A maior parte
dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na natureza, mas sob a
forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, soliveis em agua e em
solventes organicos polares. Por serem aromaticos, apresentam intensa absor¢do na

regido do ultravioleta.

@ OH Q
/lkS/COA

Acetil CoA
\“\ O
HO" Y “oH
: _CoA
OH HO S
Acido chiquimico Malonil CoA

Figura 2: Precursores das duas principais rotas biogenéticas dos compostos fendlicos.

A identificacdo desses compostos pode ser realizada através de caracteristicas
de fluorescéncia, coloragao com reagentes quimicos e fator de retengao (Rf) com
padrdes. Também podem ser utilizadas a Cromatografia Gasosa (CG), apds
derivatizacdo (modificacdo estrutural que facilita a passagem para o estado gasoso)
dos mesmos, e CLAE em fase reversa, cujos eluentes sao, geralmente, mistura de agua,
acetonitrila ou alcoois, e pequenas quantidades de solucGes dacidas, para evitar a

ionizagao.
1.6 Flavonoides

Os flavonoides sdo substancias fendlicas ou polifendlicas, ou seja, possuem um
ou mais nucleos aromaticos contento substituintes hidroxilados e /ou seus derivados
funcionais, como ésteres, éteres, glicosideos, entre outros. Contudo, compostos que
contém hidroxilas fendlicas ndo sao exclusivas da classe dos flavonoides, por isso é
conveniente empregar uma definicdo também que leve em consideracdo a origem
biogenética, ou seja, suas caracteristicas biossintéticas (SIMOES et al., 2010). Tais
substancias representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural, sendo amplamente distribuido no reino vegetal. J4 foram
encontrados em algas, bridfitas, pteridéfitas e com apenas um relato em fungos. A

ampla maioria dos representantes dessa classe sdo presentes nas angiospermas, com
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enorme variedade estrutural. No geral, foram identificados mais de 4200 flavonoides

diferentes, sejam eles na forma conjugada (ou heterosideo) ou na forma aglicona

(Tabela 2) sendo que aproximadamente 40% deles sdo representadas pelos flavonais e

flavonas (COOK E SAMMAN, 1996). Estar na forma conjugada significa que o flavonoide

esta ligado a um acucar, podendo ser por ligacdo através de um dtomo de oxigénio (O-

glicosideo) ou de carbono (C-glicosideo). Quando eles ndao possuem ligagdo com

acucar, sdao denominados aglicona ou genina, também podendo ser denominados de

forma livre (DEGASPARI E WASZCZYNSKY)J, 2004).

Tabela 2: Classes de flavonoides e algumas caracteristicas conhecidas. Fonte: SIMOES

etal., 2010

Classes dos flavonoides

Numero aproximado de

estruturas conhecidas

Caracteristicas

Flavonas, flavonois e
seus O-heterosideos
C-heterosideos
Antocianos
Chalconas

Auronas

Di-hidro-flavonois

Flavanonas
Di-hidro-chalconas
Flavanas,
leucoantocianidinas e

proantocianidinas

Isoflavonoides

Neoflavonoides
Biflavonoides

Outras estruturas

1660

303

256
197
29

110

319

71

309

630

70
134
100

co-pigmentagdo em flores;

protetores contra raios UV nas folhas

pigmentacdo do vermelho até o azul
pigmentagdo amarela
pigmentagdo amarela

estdo frequentemente presentes em
tecidos de madeiras

podem apresentar sabor amargo

podem apresentar sabor amargo

substancias adstringentes com

propriedades tanantes

propriedades estrogénicas e/ou
antifungicas

propriedades antiflngicas




Quanto as propriedades fisico-quimicas, os flavonoides se comportam de
diferentes formas. As aglicona aparecem sob a forma de cristais amarelos, enquanto
os heterosideos sdao geralmente sollveis em dgua e dlcoois diluidos, mas insollveis nos
solventes organicos habituais, enquanto que as respectivas aglicona sao normalmente
soltiveis em solventes organicos apolares e em solu¢des aquosas alcalinas (devido ao
cardter fendlico). A posicdo ocupada pela porg¢ao agucar, o grau de instauragao e
natureza dos substituintes influem grandemente na solubilidade da molécula e na sua
capacidade de precipitagdo em presenca de metais. O aquecimento, mesmo com o
material diluido, pode levar a hidrélise dos O-heterosideos e muitas vezes interferir na

analise estrutural de flavonoides (SIMOES et al., 2010).

Para a extracdo, utilizam-se geralmente solventes com polaridade crescente: a
primeira extracdo, com solvente apolar (normalmente n-hexano), retira 6leos,
gorduras, esterdis e pigmentos, facilitando a extracdo posterior dos flavonoides. A
segunda extracdo com solvente um pouco mais polar (p. e. cloroférmio e acetato de
etila) permite recuperar aglicona livres pouco polares, tais como flavonas, flavonois e
flavanonas. Aumentando a polaridade do solvente (agua, butanol, metanol) se
extraem as agliconas poli-hidroxiladas, flavonas e flavondis mais polares (ANDERSEN E

MARKHAM, 2006).

A caracterizacdo pode ser feita por diversas maneiras, sendo 0s ensaios
cromatograficos os mais simples e usuais. Dentre esses, destaca-se a cromatografia em
camada delgada (CCD), onde as aglicona normalmente sdo eluidas em sistema n-
butanol-acido acético-agua (BAW) em diferentes proporc¢ées. Apds secagem, a placa é
analisada sob luz ultravioleta utilizando comprimentos de onda curto (254 nm) e longo
(365 nm) (SIMOES et al., 2010). Apds a analise em UV, a cromatoplaca pode ser

exposta a um ou mais dos reagentes cromogénicos listados na Tabela 3.



Tabela 3: Reagentes empregados na detecgao de flavonoides. Adaptada. Fonte:

SIMOES et al., 2010; ANDERSEN e MARKHAM, 2006) .

Reagente

Coloragao obtida

Especificidade

AlCl3 1% alcodlico
NaOH 2%, NHs3, Na,C03 0,2%
p-nitroanilina 0,2% diazotada
com 20% Na,CO3

Gibbs

2%

Reagente de (2,6-

dicloroquinona alcodlico;
clorimida com AcOH ou Na,CO;
Difenilborato 1% em metanol
(Reagente Natural A)

FeCl; 1% alcodlico

FeCls ou KsFe(CN)6 1% aq.

Reagente de Folin-Ciocalteau
(fosfomolibdato-fosfotungstato)
AgNO3 amoniacal 5% em
acetona

Sulfato cérico

Vanilina cloridrica 0,1%
NP-PEG (difenilboriloxietilamina

seguido de polietilenoglicol)

Fluorescéncia no UV
Vdrias cores

Varias cores

Vdrias cores

Laranja, amarelo ou

verde

Azul, verde, marrom

ou vermelho

Azul

Azul

Preto

Varias cores

Cor-de-rosa

Varias cores

Todos os flavonoides
Muitos compostos fendlicos
Todos os compostos
fendlicos

Muitos compostos fendlicos

Todos os flavonoides

Muitos compostos fenélicos

Todos os compostos
fendlicos
Todos os compostos
fendlicos
Todos os compostos
fendlicos
Compostos de natureza
flavonoidica e terpenoidica
Muitos compostos fendlicos

Todos os flavonoides

Os flavonoides podem ser encontrados em diversas formas estruturais. A
unidade basica da maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma

cadeia de trés carbonos entre elas. Quando estdo na forma triciclica, as unidades sdo



chamadas de A, B e C, enquanto os atomos de carbono recebem a numeragao com os
numeros ordinarios para os nucleos A e C e os mesmos niumeros seguidos de uma linha
(‘) para o nucleo B, conforme mostrado na Figura 3 (ANDERSEN e MARKHAM, 2006;
SIMOES et al., 2010).

Figura 3: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragao

Os flavonoides possuem absorc¢ao na faixa do UV-visivel, devido a presenca de
grupamentos cromoéforos na molécula. Esses grupamentos sdo classificados com
Banda | e Banda ll, sendo que o primeiro compreende a faixa espectral maxima entre
240- 290nm e o segundo 300- 390nm. A Banda | é originada da conjugac¢ao do Anel A
(sistema benzoil) e a Banda Il é relativa a conjugacdo do anel B ao C (sistema cinamoil),

conforme mostrado na Figura 4 (MERKEN, 2000).

Sistema Benzoil

Sistema Cinamoil

SN
&O' O|‘)
d

02

Sistema Benzoil Sistema Cinamoil

Figura 4: Representac¢do da conjugacao do sistema benzoil e cinamoil, presente nos
flavonoides.



1.7 Género Mandevilla

Existem poucos estudos em termos de constituicdo quimica e atividade
biolégica da grande maioria das espécies do género Mandevilla Lindl. Dentre os
estudos ja realizados quanto a caracterizacdo quimica, destacam-se a Mandevilla
pentlandiana (A. DC.) Woodson, da qual ja foram isolados da semente glicosideos
cardiotonicos (LUFRANO, STARITA E BALDINI, 1982), e da raiz, hidrocarbonetos,
lipidios, esteroides e triterpenos (MICHELOTTI e GROS, 1983), perdxidos esteroidais e
lignanas (CABRERA et al., 1991a), derivados esteroidais (D-20-esterdides e 6-ceto-5-a-
estandis) (CABRERA et al., 1991b), glicosideos com nucleo pregnano (CABRERA et al.,
1993a), sesquiterpendides do tipo aromadendrano (CABRERA et al., 1993b) e
glicosideos cardendlideos (CABRERA et al., 1993a). Rodriguez e Guzman (1995)
estudaram a composicdao quimica do d6leo das sementes de M. pentlandiana e de
Mandevilla laxa (Ruiz & Pav.) Woodson, evidenciando acido oleico e linoleico como
principais componentes. Em Mandevilla illustris (Vell.) Woodson, foram isolados de
rizomas acetililustrol (NIERO et al., 1999), um derivado nor-pregnano (NIERO et al.,
2002) e um derivado 14:15-seco-15-nor-pregnano, chamado ilustrol (YUNES et al.,
1993a; VENCATO et al., 1999) (Figura 5). Em Mandevilla velutina K. Schum., foram
isolados de rizomas glicosideos com nucleo pregnano (CALIXTO, YUNES, 1991),
velutinol A (YUNES et al., 1993b; BENTO et al., 1996) e velutinosideo A, um derivado
pentassacaridico (BENTO et al., 2003).

Porgdo aglicona

Aromadendrano Me H do Velutinol A H
llustrol ' = % ()
| -S 7,
»
i - Iy
] B

Figura 5: Algumas das estruturas identificadas em espécies do género Mandevilla
Lindl.

Varios estudos farmacoldgicos foram feitos para o género Mandevilla. Na
medicina popular, a infusdo ou o extrato alcodlico dos rizomas de Mandevilla velutina

e M. illustris (Apocynaceae) sdo utilizados como anti-inflamatério e para tratamento
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de mordida de cobra. Ja foi isolado anteriormente da M. velutina um composto com
estrutura pregnano, denominado velutinol A e com atividade antagonista de
bradicinina (YUNES et al., 1993b); onde a estrutura do foi elucidada por Bento et al.
(1996). Apesar do extrato alcodlico da M. illustris antagonizar a bradicinina, o illustrol
mostrou ser inativo se utilizado isoladamente no uUtero isolado de ratas e nos ensaios
de contra¢cdo muscular bradicinina-induzida no ileo isolado de cobaias (YUNES et al.,
1993a). A M. velutina também apresentou atividade antirreumdtica (HIRSCHMANN,
1990; CALIXTO et al., 1985; CALIXTO e YUNES, 1986b; CALIXTO et al., 1987; CALIXTO e
YUNES, 1990), anti-edematogenica (MATTOS et al., 2006), antinociceptiva (JUNIOR et
al., 2010) e anti-inflamatdria, tanto oralmente quanto tépica (CALIXTO, 1991).
Atualmente, ja foram isolados cinco compostos ndo peptidicos do rizoma de M.
velutina. Quatro deles foram caracterizados como glicosideos esteroidais (estrutura
ndo elucidada), enquanto o quinto (velutinol A) possui um esteroide como porg¢ado
aglicona (CALIXTO et al., 1988; YUNES et al., 1993b). Outros dois compostos foram

identificados sendo um esteroide glicosilado e um esteroide aglicona.

Para M. pentlandiana ja foram descritos o isolamento de cardenolideos mono e
tri glicosilados (CABRERA et al., 1993a), além do aromadendrano (CABRERA et al.,
1993b), todos obtidos do extrato etandlico das raizes. A medicina popular atribui para
a M. coccinea o uso como analgésico, anti-inflamatério e inibicdo dos efeitos de

veneno de cobra (DUARTE E LARROSA, 2011).
1.8 Espécie Mandevilla moricandiana

Existem muitas outras espécies do género Mandevilla Lindl que ainda nao
foram descritas na literatura quanto a atividade bioldgica, destacando-se a Mandevilla
moricandiana (A. DC.) R.E. Woodson (Figura 6), que apresenta distribuicdo restrita ao
litoral do nordeste e do Rio de Janeiro. Ela habita preferencialmente as dunas de areias
das restingas. Mandevilla moricandiana pode ser facilmente reconhecida pelos ramos
delgados, voluveis, geralmente afilos pela queda das folhas pelos apéndices nodais
muito desenvolvidos, coridceos e pontiagudos nos ramos mais velhos e pelos ramos
laterais, eretos, curtos, com os nds engrossados e densamente folhosos pelo

encurtamento dos entrends; ocasionalmente, na porg¢do apical dos ramos vollveis em
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crescimento, as folhas estdao presentes. Outras caracteristicas, também relevantes, sao
encontradas nas folhas obovadas, largo a oblongo-obovadas com base atenuada a
aguda, dpice curtissimo-cuspidado e principalmente pela corola com a garganta-
turbinada com 1,2-2 cm de comprimento e 5-8 mm de diametro na fauce. Como foi
demonstrada, essa espécie apresenta parametros botanicos bem estabelecidos, mas
até a presente data ndo foram descritas nenhuma atividade bioldgica para a tal

(WOODSON, 1933; SALES, 1993).

Figura 6: Flor da Mandevilla moricandiana (Fonte: LaProN).

Quanto a composicao quimica, ja foram descritos para a espécie o nonacosano
(C29), hentriacontano (C31), tritriacontano (C33), a- e B-amirina, lupeol e acetato de
lupeol, acetato de a- e B-amirina, extraidos da cera da planta utilizando os solventes

hexano e diclorometano (CORDEIRO et al., 2011), conforme mostrado na Figura 7.

Tritriacontano

Nonacosano

Hentricontano

a-amirina CHs H

Lupeol
B-amirina H CHs

Figura 7: Estrutura de algumas das moléculas identificadas na cera da Mandevilla
moricandiana.
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Até o momento, ndo foi descrita nenhuma atividade biolégica para a espécie
Mandevilla moricandiana, da mesma forma que para o género os estudos sdao mais
focados em elucidacdo estrutural e ensaios selecionados baseado em estudos
etnobotanicos. Dessa forma, o presente trabalho visa estudar a atividade, no sistema
cardiovascular, do extrato e fracdes de M. moricandiana. Nesse contexto, as doencas
cardiovasculares surgem como alvo devido a alta taxa de incidéncia das mesmas no

contexto mundial.

1.9 Doengas cardiovasculares

As doencgas cardiovasculares (DCV) sdo um grupo de doencas do coragdo e dos
vasos sanguineos que podem ocorrer das mais variadas causas, como doenca cardiaca
coronaria (doenga dos vasos sanguineos que irrigam o musculo cardiaco), doenca
vascular cerebral (doencas dos vasos sanguineos que abastecem o cérebro), doenca
arterial periférica (doenca de vasos sanguineos que irrigam os bracos e pernas), entre

outras (WHO, 2013).

As doencgas cardiovasculares s3ao a principal causa de morte no mundo: mais
pessoas morrem anualmente de doencas cardiovasculares do que por qualquer outra
causa (WHO, 2011). Para que se tenha uma ideia, das 57 milhdes de mortes ocorridas
em 2008, 36 milhdes foram causadas por doencas ndo-transmissiveis, aos quais
incluem principalmente doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e doencgas
respiratdrias cronicas. Dentre eles, estima-se que 17,3 milhGes de pessoas morreram
devido somente a doencas cardiovasculares, representando 30% de mortes (WHO,
2011). A estimativa de pessoas que morrerdo de doencgas cardiovasculares podem
atingir 23,3 milhdes em 2030 (WHO, 2011; MATHERS E LONCAR, 2006), devendo
permanecer como a principal causa de morte no mundo (MATHERS E LONCAR, 2006).
Aproximadamente 9,4 milhdes de mortes por ano, ou 16,5% de todas as mortes

podem ser atribuidas a hipertensao arterial (LIM et al.,2012).

Um dos principais fatores que afetam hipertensao é a regulagao do ténus
vascular, que esta intrinsecamente relacionado ao endotélio vascular. Durante uma
disfuncdo endotelial ocorre um desequilibrio entre os fatores contrateis e relaxantes

derivados do endotélio. Tais fatores podem apresentar acdo ampla ou especifica,
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como o fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF — Endothelium Derived
Relaxing Factor), prostaglandina (PGI-1 e PGE-2), endotelina, trombomodulina, éxido
nitrico (NO), entre muitos outros. Destes, destacam-se o EDRF e o NO por terem ac¢des
semelhantes, inclusive muitos autores acreditam que se tratam da mesma substancia
(FELIZZOLA et al., 1996). Muitos medicamentos ja foram desenvolvidos com a
finalidade de atuar em muitos desses fatores, mas atualmente nenhum deles é 100%
eficaz no que diz respeito ao custo/beneficio, evidenciando a necessidade de se obter

moléculas novas com mecanismos inexplorados e com efeitos adversos minimos.

Considerando tais aspectos, a necessidade de caracterizar fitoquimica e
farmacologicamente a espécie Mandevilla moricandiana torna-se importante nao
apenas para identificar novos protétipos terapéuticos, mas também para explorar a

riqueza que a restinga do PNRJ tem a oferecer.
2. JUSTIFICATIVA

O PNRJ possui uma vasta flora e fauna, até o momento muito pouco explorado.
Dessa forma, essa pesquisa tem como principal objetivo a identificacdo de plantas
promissoras no carater medicinal, de forma a enriquecer o conhecimento e a
importancia da regido como fonte de novos farmacos. A partir de uma extragcao
biomonitorada, nossa equipe avaliou o potencial de uma espécie pertencente a uma
das maiores familias presentes na Restinga de Jurubatiba, a Mandevilla moricandiana
(Apocynaceae), quanto ao efeito vasodilatador, de forma buscar novas moléculas
candidatas a farmacos. N3do existem estudos biolégicos para a espécie destacando a

importancia desse estudo para a difusdo do conhecimento das espécies |13 presentes.
3. OBIJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais

O objetivo do grupo foi realizar o estudo fitoquimico e farmacolégico da espécie
Mandevilla moricandiana, cuja ocorréncia é caracteristica nas regides de restinga,
como a do PNRJ, a fim de expandir o conhecimento cientifico a cerca das espécies

vegetais | presentes.
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3.2 Objetivos Especificos

e Conhecer o perfil quimico do extrato bruto da espécie Mandevilla
moricandiana por Cromatografia em Camada Delgada, Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia acoplada a detector de ultravioleta (CLAE-UV);

e Realizar purificacdo bioguiada pelo ensaio in vivo de agao vasodilatadora do
extrato e promover o isolamento de substancias que possam ser responsaveis

pela atividade apresentada;

e Andlise das subfracdes obtidas através de técnicas cromatograficas em camada

delgada, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Infravermelho (1V);
e Avaliacdo da acdo vasodilatadora do extrato e das fracdes da M. moricandiana.

e Andlise dos Compostos Fendlicos Totais e do Conteudo dos Flavonoides Totais,

a fim de conhecer o perfil dos metabdlitos especiais |1a presentes.
4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material Vegetal

Apds a selecdo e identificacdo do material vegetal, o mesmo foi coletado pela
manha A coleta foi feita em Carapebus-RJ, em dois locais distintos, o primeiro com
coordenadas $22.27003°% O 41.64854° (15 m de altitude) e o segundo S22.26632°% O
41.65129° (18 m de altitude). A partir de uma amostra da planta foi preparada uma
exsicata, cuja identificacdo botanica foi feita pela Prof.2 Tatiana Ungaretti Paleo Konno,
e em seguida registrada no herbario do NUPEM/UFRJ, sob o nimero RFA38748. Apds a
selecdo do material, este foi pesado e submetido a secagem em estufa a 40°C com
circulacdo de ar. A secagem das folhas foi feita até que o peso estivesse constante. As
folhas e o caule do vegetal foram submetidos a redu¢cdao mecanica até a obtencdo de

fragmentos de pequenas dimensdes-.
4.2 Obtengao dos extratos

Os extratos brutos das folhas, flores, caule e rizoma foram preparados

utilizando-se agua e etanol, pelo método de maceracdo, sendo posteriormente secos e
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quantificados (Esquema 1). Em seguida foi realizado um screening farmacolégico para
o extrato, bem como o estudo do perfil quimico. O método de maceragdo a 10% (p/p)
foi realizado utilizando o total de 248,88 gramas das folhas secas trituradas de
Mandevilla moricandiana, utilizando o sistema de solvente etanol/dgua (7:3),
totalizando 500 ml de solvente extrator por maceracdo estatica, num frasco ambar e o
solvente periodicamente trocado mediante a auséncia de manchas nas CCDs
preparadas. Também foi feito maceracao, a carater comparativo, das flores, caule e
rizoma da planta, utilizando 5 gramas, nas mesmas condi¢des das folhas. Todos os
extratos, antes da quantificacdo, foram filtrados em algoddao hidrofilico. Foram
separados exclusivamente para os ensaios biolégicos uma massa de 7,4906g e o
restante (30,6604g) foi levado ao método de fracionamento por particdo liquido-
liquido no funil de separacdo, onde o extrato bruto foi dividido em trés partes para o
fracionamento, utilizando solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol), conforme descrito nos Esquemas 1 e 2. Os reveladores
utilizados foram Vanilina Sulfdrica, Anisaldeido Sulfdrico, NP-PEG, Dragendorff,
Ninhidrina, Vapores de lodo, Sulfato Cérico, todos preparados conforme proposto por

Alice et al (1995).
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Extrato Hidroalcooélico Seco
das folhas de M.

Ressuspensao em Metanol

Precipitado [ Sobren

adante }

Extragcdao com n-Hexano

Fase Metandlica

[ Fase Hexano }

Evaporagdo
Ressuspensdo em Agua

Precipitado [ Sobrenadante }

Extragdo com Diclorometano

Fase Aquosa 2

[ Fase Acetato de Etila

[ Fase Diclorometano }

Extracdo com Acetato de Etila

~N

/

Fase Aquosa 3 ]

Extragdo com Butanol

Fase Aquosa 4
(residual)

Fase Butanol

Ppt Butanol

Esquema 1: Fluxograma do fracionamento liquido-liquido do extrato hidroalcodlico
bruto das folhas de M. moricandiana.



O extrato bruto seco das folhas foi ressuspendido em metanol, filtrado e
particionado com hexano. Em seguida, o metanol foi retirado e o extrato restante foi
ressuspendido em dgua, continuando o fracionamento com diclorometano, acetato de
etila e butanol. O material retido no filtro foi ressuspendido em agua e que nao foi
soluvel foi quantificado. Na ultima fracdo obtida (butandlica) do segundo
fracionamento era visivel a formagdo de um precipitado, que foi filtrado com algodao e

lavado com metanol, tornando o precipitado branco, sendo chamado de ppt BuOH.

Maceragao Evaporagao Fracionamento/Parti¢do

; F. Hex F. Aq (EB) F. AcOEt F. BuOH

F. Aq (EB) F. Diclo F. Aq (EB) F.Aqres

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa }
Esquema 2: Representagdao esquematica resumida do procedimento de maceragdo e
fracionamento

4.3 Avaliagcido do perfil Quimico por Cromatografia em Camada Delgada e

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia de Camada Delgada foi feita utilizando cromatoplacas da
marca Silicagel (Merck), utilizando as misturas de solvente BAW (8:1:1) e BAW (3:1:1).
Os reveladores foram selecionados de acordo com a necessidade, utilizando-se o

Anisaldeido Sulfurico, Sulfato Cérico, NP-PEG, vapor de lodo, Dragendorff e Ninhidrina.

Para as analises do presente trabalho foi utilizado o CLAE Shimadzu, modelo LC-
10A, com detector DAD modelo L201549. As amostras contendo o extrato bruto foram
feitas em duplicatas, utilizando a concentracdo de 10 mg/ml, diluidos em
agua/acetonitrila (1:1). O gradiente de solvente foi preparado utilizando uma mistura
de acetonitrila e dgua ultrapura, com tampdo de fosfato monobasico ajustado em pH
3.2. A corrida analitica foi iniciada com 100% de agua e 0% de acetonitrila, e

aumentando gradativamente até 15% de acetonitrila, no tempo de 10 min. Apds isso, a
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concentragdao aumentou para 25% de ACN no tempo de 20 min e para 50% de ACN no
tempo de 40 min. Para finalizar, a concentracao de ACN foi levada a 100% no tempo de
42 min e mantida até 47 min. Em seguida, o sistema foi retomado as condicdes iniciais
(t=49 min) de 0% de ACN, e mantida por mais 6 minutos, completando um total de 55
minutos de corrida. O fluxo total utilizado foi de 1,0 ml/min, com todas a amostras
(exceto as curvas de calibragdo) uniformizadas na concentragdo de 10 mg/ml. A
lampada utilizada foi de deutério e tungsténio (D2&W), com uma varredura realizada
de 190 — 800 nm, com volume de inje¢ao de 10 pl. Todas as analises foram feitas em

coluna C18 (250x4,6 mm i.d.) Supelco, a temperatura ambiente.
4.4 Fracionamento cromatografico

A fracdo em acetato de etila foi subfracionada empregando cromatografia em
gel de Sephadex em gradiente com agua e metanol foi utilizado (100% metanol, 50%
metanol/50% &agua e 100% agua — Esquema 3). As subfragGes foram coletadas
baseadas no volume do frasco de coleta, que eram preenchidos até aproximadamente

a metade, volume mdaximo para a liofilizacdo (quando necessaria).

Fracao Acetato de Etila
300,00 mg

Ressuspensdo em Metanol

Sephadex LH-20

100% Metanol || [ 72 Subfragdes }
50% Metanol/ 50% Agua  |....... [ 45 Subfracdes }
100% Agua ... [ 22 Subfragdes 1

Esquema 3: Fluxograma de fracionamento em coluna de gel de Sephadex da fragdo
acetato de etila das folhas de M. moricandiana.

O material coletado da coluna (Tabela 4) foi reunido baseado nas CCDs e nos

cromatograma obtidos pela CLAE. O sistema de solvente utilizado iniciou-se em
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metanol 100%, e apds a limpidez observada por CCD para as fragGes coletadas, o
sistema foi trocado para 50% metanol e 50% agua, e por ultimo 100% agua. As nove
primeiras subfracdes, apds a reunido, formaram espontaneamente um cristal, que foi
levado a analise de espectroscopia por infravermelho (IV). Os conjuntos foram
reunidos baseados na similaridade entre as CCDs das fracdes e, quando necessario, por

similaridade de cromatograma por CLAE.

Tabela 4: Rendimento em mg das frag6es oriundas da coluna em gel de Sephadex da
fracdo acetato de etila das folhas de M. moricandiana.

Subfragdo Massa (mg) Subfragdo  Massa (mg)

M1-9 33,80 M68-69 2,90
M10 19,8 M70-75 5,60
M11 6,3 M76-80 4,90
M12 4,4 M81-84 1,8
M13-16 24 M85-87 2,80
M17-21 37,90 M88 10,2
M22 3,4 M89-92 8,70
M23-31 27,1 M93-96 3,70
M32 3,1 M97 1,2
M33-35 7 M98-100 3,50
M36-37 7,7 M101 1,3
M38 6,7 M102-104 4,10
M39 4,4 M105-106 3,6
M40-60 16,5 M107-123 7,75
M61-64 3,20 M124-128 3,3
M65-67 2,75 M129-139 8,90
Total: 282,3

4.5 Dosagem de conteudo de Flavonoides Totais

A dosagem do conteudo de Flavonoides Totais (FT) foi realizada utilizando o
flavonoide rutina como padrdo. Para tal, foi feita a curva de calibracdo em cinco
concentragdes de rutina, de 0,01 a 4,0 ug/ul (Figura 8), utilizando o método de CLAE,
com volume injetado de 1 ul e o mesmo gradiente descrito no tépico 4.3. As analises

foram feitas em triplicatas.
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Figura 8: Curva de calibragdo da rutina utilizando as concentragdes de 0,01;0,1; 1; 2 e
4 pg/ul, com as analises feitas em triplicata

4.6 Compostos fendlicos totais

O Compostos Fendlicos Totais (CFT) no extrato de plantas foi determinado
utilizando o método colorimétrico Folin-Ciocalteau de adaptado por Victdrio et al.
(2010), com algumas modificacdes. Uma aliquota de 50 pl da solu¢do da amostra (500
ug/ml) ou branco foi pipetado em diferentes locais de uma placa de 96 pocos, junto
com 100 pl de uma solugdo de 7.5% p/v de carbonato de sédio (Vetec®) e mais 100 pl
de 10% do reagente Folin-Ciocalteau (Merck) foram adicionados e misturados. A
amostra foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 740 nm num leito de microplacas (Biot-Tek Instruments
Inc., modelo pQuant) utilizando o acido galico (Sigma-Aldrich®) como padrao (5, 10,
25, 50, 125 e 250 pg/ml). A quantificacdo dos CFT foi determinado pela curva de
calibragdo y= 0.0063x + 0,958 (R =0.932) e expressa em mg equivalentes de acido
galico (MGAE) por grama de extrato seco. As analises do extrato bruto das folhas
foram feitas em duas concentragcdes, 250mg/ml e 500mg/ml. Todas as medidas foram

feitas em triplicata.
4.7 Analise por Infravermelho

A andlise por infravermelho foi feita realizada utilizando um leitor de
infravermelho, modelo IRPrestige-21. Para tal, foi preparada uma amostra da
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subfracdo em 1% em brometo de potassio, que em seguida foi lida por 20 vezes,
resolucao de 2 cm™ e apodiza¢dao Happ-Genzel. O background foi feito utilizando o
aparato de analise de sélidos com o anel sem a pastilha. A andlise foi feita em
colaboracdo com o Laboratério de Controle de Qualidade de Farmacos e

Medicamentos — Faculdade de Farmacia — UFRJ Campus Fundao.
4.8 Atividade Bioldgica: Efeito Vasodilatador

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar machos (200-280 g),
eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia geral, para a retirada da artéria
aorta. A artéria aorta foi dissecada e limpa, sendo posteriormente dividida em anéis,
gue foram posicionados em hastes experimentais em cubas verticais preenchidas com
solugdo Krebs-Henseilet continuamente oxigenada com mistura carbogénica (95% O, /
5% CO,), a 372C. Uma das extremidades do tecido foi conectada a um transdutor de
tensao isométrica (MLT0201; ADInstruments) para o registro de tensdo isométrica. Em
seguida, esperou-se estabilizar o aparelho por 1 hora e 30 minutos (periodo de

equilibrio) e nos tempos de 20, 40 e 60 minutos a solucdo da cuba foi trocada.

Apds o periodo de equilibrio da preparacdo a contratura do musculo liso foi
induzida com a adicdo de 10uM de fenilefrina (Phe) a cuba contendo a solugdo de
Krebs. Uma vez estabelecido o platé da contratura, foram adicionados 10uM de
acetilcolina (Ach). Este foi considerado integro quando o relaxamento induzido por
acetilcolina (10 puM) foi superior a 80%. A remoc¢dao mecanica do endotélio foi

confirmada pela auséncia de relaxamento (ou inferior 10%) frente a acetilcolina.

Apds novo periodo de equilibrio da preparacdo, a contratura do musculo liso
vascular foi induzida novamente com 10 uM de fenilefrina, sendo adicionadas
concentragdes crescentes do extrato bruto e fragdes (0,1 pug/ml; 0,3 ug/ml; 1,0 ug/ml;
3,0 ug/ml; 10,0 ug/ml; 30,0 pug/ml) da Mandevilla moricandiana. Foram utilizados
anéis de aorta com e sem endotélio com o objetivo de verificar a importancia do
endotélio vascular para o efeito vasodilatador (RAIMUNDO et al., 2006). Todos os

sinais gerados foram digitalizados pelo sistema Power Lab Chart.
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Tabela 5: Equipe do projeto, com suas ocupagoes e respectivas contribuicdes.

Equipe do Projeto

Ocupagao Funcao
Marcio Vinicius Graduando Extragdo e Isolamento
Leticia Ferreira Mestre Efeito vasodilatador
Juliana Montani Professora colaboradora Efeito vasodilatador
Raimundo
Ivana Leal Co-orientadora (Dr2) Acompanhamento e orientacao
Michelle Muzitano Orientadora (Dr2) Acompanhamento e orientagao

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos das fracbes obtidas dos processos de fracionamento liquido-

liquido

Apds o fracionamento, as massas foram secas e quantificadas (Tabela 6). A
Figura 9 representa graficamente o percentual encontrado para cada massa obtida nas
fracOes obtidas. As fracdes hexanica, diclorometéanica e acetato de etila mostraram um
baixo percentual de rendimento obtido em relagdo ao extrato bruto, provavelmente
devido ao método de maceracdo hidroalcodlico, ou seja, o extrato possui cardter
hidrofilico e lipofilico. As fracdes seguintes representaram uma alta quantidade de

compostos hidrofilicos.

Todas as fragBes foram colocadas em banho-maria. Entretanto parte da fracdo
butandlica obtida foi perdida por excesso de aquecimento. A quantidade elevada de material
insolivel apds a ressuspensdo em agua também aparenta ser pelo mesmo motivo, apesar de
em todas as trés particGes serem encontrados valores relativos semelhantes. Outro ponto a
ser considerado é que a filtragdo feita apds a maceracdo foi realizada em algoddo hidrofilico,
podendo ter passado substancias insolUveis para a quantificacdo do extrato bruto. A massa

total obtida da maceragdo das folhas (Extrato bruto -EB) totalizaram 38,151 gramas. O

rendimento total observado foi de 15,33 % (p/p) ou 15,33g/100g.
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Tabela 6: Massa total obtida do fracionamento com Hexano, Diclorometano, Acetato
de Etila, e Butanol oriundos do EB de folhas de M. moricandiana. O rendimento foi
calculado através da divisdo entre a massa total obtida das fra¢Ges dividida pela
massa inicial do fracionamento x 100, com resultados expressos em %.

Fracoes Massa (g)
F. Hexano 0,5721
F. Diclorometano 0,1048
F. Acetato de Etila 0,3938
F. Butanol 2,4126
F. ppt butanol 0,5525
F. Aquosa Residual 6,0446
Filtrado Insoltvel 16,3667
Total (g) 26,4471
EB total 30,6604
Rendimento (Fia1/ Ebiota*100) 86,26%
Fragoes

2% 0% 2%

B F. Hexano

m F. Diclorometano
m F. Acetato de Etila
H F. Butanol

m F. ppt butanol

23%
m F. Aquosa Residual

62% © Filtrado Insoluvel

Figura 9: Massa total obtida do fracionamento com Hexano, Diclorometano, Acetato
de Etila, e Butanol.

5.2 Dosagem de Compostos fendlicos totais no extrato bruto

A dosagem de compostos fendlicos totais mostrou uma quantidade
aparentemente constante quando comparados entra as duas concentragdes testadas

(Figura 10), conforme expresso na Tabela 7. Este ensaio (Figura 11) foi realizado
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utilizando duas concentragbes distintas do extrato para confirmacdo da eficacia do
método. Foi observado que o teor do EB em concentragdes iniciais diferentes nao foi

significativo.

Apesar dessa quantificacdo ser relativamente comum, poucos ensaios foram
descritos na literatura para a familia Apocynaceae. Gacche e Dhole (2011)
demonstraram que o extrato etandlico das folhas de Catharanthus roseus apresentou
80 mg/g de fendlico totais, enquanto Kumar et al. (2010) encontraram para Alstonia
scholaris a mesma quantidade, mas por extracdo com metanol 80%. Ambos os
resultados estdo bem préximos do resultado encontrado para a Mandevilla

moricandiana, conforme mostrado na Tabela 8.

Tabela 7: Concentragdes encontradas para o extrato da Mandevilla moricandiana,
expresso em miligramas de equivalente de acido galico (mGAE) por grama de extrato
bruto.

Concentragao do

MGAE%(p/p) mg/g GAE
extrato bruto (ug/ml)
500 7,303943 73,03943 + 1,628
M. moricandiana
250 7,726165 77,26165 + 4,796
0,7
y =0,0093x+0,0367
0,6 R? =0,9769 7
0,5
[=]
‘_'.E 0,4 } ;E
2 03 + Acido Gélico Padrdo
< +* mEgAG Mandevilla
0,2 },.‘1
S
0
0 20 40 60 80
Concentragdo de acido galico (mg/ml)

Figura 10: Representagao grafica das absorbancias encontradas para o padrao do
acido galico e do extrato hidroalcodlico de folhas de Mandevilla moricandiana.
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Figura 11: Imagem do ensaio de Folin-Ciocalteau

5.3 Analise do Perfil Quimico do Extrato bruto das Folhas, Flor, Caule e Rizoma da

M. moricandiana por CCD e CLAE-UV

As cromatoplacas indicadas na Figura 12 foram feitas utilizando o extrato bruto
das folhas e suas respectivas fra¢des, e indicaram a presenca de flavonoides na fragao
butandlica (A e B), com poucas substancias com absorc¢ao no visivel em outras fragées.
A fracdo acetato de etila foi novamente preparada, de forma mais concentrada, e
apresentada na figura C, indicado também a alta quantidade de flavonoides, apds os

reveladores utilizados.

Figura 12: Cromatoplacas do extrato bruto das folhas e fragbes da Mandevilla
moricandiana. Revela¢ao de Sulfato Cérico e NP-PEG. EB = Extrato Bruto, H = Fra¢do
Hexano, D = Fracao Diclorometano, Ac = Fra¢ao Acetato de Etila, Bu = Fra¢cao Butanol
e Ag = Fragdo aquosa residual.

As cromatoplacas feitas com os extratos brutos das partes da planta, indicada
na Figura 13, foram realizadas a cardter comparativo, e indicam a presenca de

manchas similares entre o extrato bruto da folha e das flores.
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Figura 13: Cromatoplacas do extrato bruto das Folhas (Fo), Flores (Fl), Caule (C) e
Rizoma (R) e fragbes da Mandevilla moricandiana. Revelagdao com Anisaldeido
Sulfurico e Sulfato Cérico, respectivamente.

As Figuras 14 a 17 mostram o cromatograma do extrato bruto das folhas, flores,
caule e rizoma, respectivamente, da Mandevilla moricandiana, a 254 nm. Para que os
dados obtidos com a curva de calibragdao da rutina pudessem ser comparados com
dados dos cromatograma, foi necessario que as areas da primeira fossem divididas por
10, pois os volumes injetados foram diferentes. As tabelas anexadas aos
cromatogramas das Figuras 12 a 15 mostram os tempos de retengdo e a area relativa

dos picos integrados pelo software LCSolution.

mALl

( m/ PDA Ch1 254nm 4nm
N = Peak# Ret. Time Area

1 : 1 15.323 450287
2004 2 16.550 623198
| 3 16.747 318332

] 4 21.171 1254230

: 5 22.005 84813
L (o )/ 6 22.169 92691
1 —\=/ 7 22.366 126088

3 23.055 599372

: 2 9 23.218 2138905
100~ atli® 10 23.531 431233
[ ‘ 11 24.157 386824

] 12 24715 1116922

- i © 13 25465 961340
50~ [1e ‘ ll |E l 14 25.842 163283
1 | ""Fii' 15 26.456 1177916

1 L: it |'I1‘*'.1",‘.J Lo 16 30.099 314385

1 | gL Y T . Total 10239817

o - G S
T T T T T ¥ T T
30 40 50 &0

Figura 14: Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico das folhas a 254 nm.

27

min



maLl

PDA Chl 254nm 4nm

Peak# Ret. Time
1 12.344
2 14.757
3 15648
4 16.068
5 17.512
6 22.806
7 24263
g 27.439
9 30964
10 33.844
11 34564
12 50.244
13 53.409
Total

min

Figura 15: Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico do caule a 254 nm.

Figura 16: Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico das flores a 254 nm.

Figura 17: Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico do rizoma a 254 nm.

min

26516

min
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PDA Chl 254nm 4nm
Peak#

L N A e

Ret. Time
12.347
14324
15.648
16.067
17.492
18.571
21.694
22797
24.015
24956
25323
26.099
26.453
27.201
30918
34.546
50.248

PDA Chl 254nm 4nm
Peak# i

g

STl - R I YN TR

B

Area
343672
193077
240104
543825

1406782
239095
391495

1572453
252458
282872
194922
148461
186992

5996208

Area
110865
381831
206926
674174

1634677
176311
307595
283252

1171090
909434
294694
871451
378958

5366558
671460
533309
199812

14172397



Os extratos brutos analisados apresentaram poucos picos similares e com
tempo de retengdo em comum. Foi observado a presenga de um espectro
caracteristico de fenilpropanoides no Tr de 16,55 min para o EB das folhas (Figura 14a),
enquanto no EB da caule, flor e rizoma (Figuras 15, 16 e 17, respectivamente)
apresentaram fenilpropanoides com Tr bem préximos, em cerca de 17,5 min. Os
extratos das folhas e flores apresentaram picos em comum, com espectro semelhante
a flavonoide, com tempo de retencdo semelhante e diferencas apenas de intensidade,
conforme mostrado na Tabela 8. Outros picos semelhantes a flavonoides foram
encontrados para as flores, mas nenhum deles era majoritario também nas folhas.
Vale ressaltar que o flavonoide majoritario nos extratos das folhas e flores (Tr ~24,8
min) aparentam ser o mesmo. Os extratos brutos do caule e rizoma nao apresentaram

substancias com espectro de ultravioleta semelhante a flavonoides (Figura 16c e 16d).

As fracOes acetato de etila, butanol e fracdo aquosa residual (Figuras 18- 20)
foram levadas a analise por CLAE-UV, apds solubilizacdo em acetonitrila: dgua. Como
as frag0es hexanica e diclorometanica ndao sao soluveis em solventes polares, tais

fragdes ndo foram analisadas por CLAE-UV.

Tabela 8: Picos de flavonoides comuns nos EB das folhas e EB das flores. T. Ret.:
Tempo de Retencdo

EB Folha EB Flores
T. Ret. (min) A méx (nm) Area | T.Ret. (min) A méx (nm) Area
24,715 200,6/ 256,4/352,0 1116922 24,956 200,1/264,8/349,3 909434
25,465 201,0/256,4/346,9 961340 25,323 199,8/ 265,3/343,6 294694
i 5 PDA Chl 254nm 4nm
Peal Ret. Time Area
2000 4 1 13804 71151
2 15327 762327
3 16545 1110473
4 16733 3013125
1500 5 21180 1364411
| N
; i:{zzs 19335829
1000+ 9 24150 5143537
U 10 24705 14807383
| 1 25453 15344501
| E 12 25,856 858054
il Ml 3 26245 23417736
1 14 20771 2061353
] {1 ey s s
Oy HIINRTA . 17 32764 953752
o S — 18 33500 001395
) R T o T Te T T é 10 34.349 1943150

min

Figura 18: Cromatograma da fra¢ao acetato de etila proveniente do EB hidroalcodlico
de folhas de M. moricandiana, a 254 nm.
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maALl

PDA Chl 254nm 4nm
Peak# Ret. Time

] 1 4054
Lia 2 13.829

: 3 15.544

1 " 4 16.736
a0 i 5 19.057

: 6 19.709

| i ' | 7 21.594
30 \ | | | 8 23.641

1 g | 9 25.850

] i M 10 53.660
20 [ Il

r N, I =
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s ) |

1 | ||,l \ '}_l. l[f:\" L =N | |

1 | [l W Ll |
[ S L % e Jh
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min

Area

26581
410030
195014
261070

53750

59986
160079
288656
302901
176073

Figura 19: Cromatograma da fragao butandlica proveniente do EB hidroalcodlico de

folhas de M. moricandiana, a 254 nm.

mAL p
7 - PDA Chl 254nm 4nm
457 Peak# Ret. Time
1 1 4.169
] w 2 11.947
= 3 15.321
] il 4 16.572
25 5 16.800
Total
4 |
20 I
10 " | ~
5 14l “..\
" H Ih;,\'” ‘.“GJ"\«-""I_ _.-L_u,'--"'/ \.\\
Ll “\
W™ N \
3 | ~
] — A
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60

min

Area
77726
45942
327303
286690

96499
834160

Figura 20: Cromatograma da fragcdao aquosa residual proveniente do EB hidroalcodlico

de folhas de M. moricandiana, a 254 nm.

Os espectros de ultravioleta obtidos nas fracGes acetato de etila, butanol e extrato

bruto estdo dispostos na Figura 21 e 22 (apenas para os picos majoritdrios). Estes

mesmos picos podem ser também observados no cromatograma do extrato bruto.

Para melhor visualizacdo, foram plotados os graficos em trés dimensdes, conforme

mostrado na Figura 23. Importante destacar a diferenca de intensidade ao compara-

los, pois a fracdo butandlica possui muito menos moléculas que absorvem que a fracdo

acetato de etila.
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Figura 21: Espectros de ultravioleta com padrao flavonoidico semelhantes a rutina,
obtidos nas fragdes de acetato de etila (a-d) e butandlica (e, f).
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Figura 22: Espectros de ultravioleta com padrao flavonoidico semelhantes a rutina,
obtidos no extrato bruto hidroalcodlico de folhas de M. moricandiana.
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Figura 23: Cromatograma vs Espectro em trés dimensodes das fracdes acetato de etila
(a) e butanol (b).
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5.4 Dosagem do conteudo de flavonoides totais no extrato e nas fragbes em

acetato de etila e butandlica

Foram quantificados os flavonoides presentes nos extratos. Para tal, foram
selecionados os picos cujo espectro de ultravioleta sao semelhante ao da rutina (A max
202, 255, 354nm) (Figura 24) e calculado a massa correspondente em miliequivalente

de rutina (mEqR), conforme mostrado nas Tabelas 9 e 10.
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10007\ 23618 28135 o
5004 \Tﬂ \ - '7____,,»-/’7'\
'(F\""I""|""I""|ﬁ'—#7
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Figura 24: Estrutura quimica e espectro de UV da rutina.

Tabela 9: Massa em miliequivalente de rutina (em mEqR) de picos similares ao
espectro de rutina para o extrato bruto, a fim de calcular o contetudo de flavonoides
totais. As analises foram feitas em duplicata.

FLAVONOIDES TOTAIS NO EXTRATO BRUTO

Picos Area (254 nm) mEqR
4 1254230 0,6436505
5 84813 0,058942
6 92691 0,062881
8 599372 0,3162215
9 2138905 1,085988
11 386824 0,2099475
12 1116922 0,5749965
13 961340 0,4972055
Total 3,4498325

33



Tabela 10: Massa em miliequivalente de rutina (em mEqR) de picos similares ao
espectro de rutina para as fragdes acetato de etila e butanol, a fim de calcular o
conteudo de flavonoides totais. As analises foram feitas em duplicata.

Flavonoides Totais na fragdo Butandlica

Picos Area (254 nm) mEq Rutina
7 160079 0,02453945
8 288656 0,0309683
Total 0,05550775

Flavonoides Totais na fragdo Acetato de Etila

Picos Area (254 nm) mEq Rutina
5 1364411 0,08475605
7 6134604 0,3232657
8 19335829 0,98332695
10 14807383 0,75690465
11 15344501 0,78376055
Total 2,9320139

Os resultados mostraram que as fracOes acetato de etila e butanol
concentraram 86,6% dos flavonoides quantificados para o extrato bruto, o que ja era
esperado, se considerarmos suas caracteristicas fisico-quimicas. Em relacdo ao

rendimento, os flavonoides representam 3,45% da massa total do EB.

Até o momento ndo foram descritos na literatura a presenca de flavonoides
para o género Mandevilla, mas alguns flavonoides ja foram encontrados na familia
Apocynaceae. Brun et al. (1999) descreveu a presenca de sirigentina, um flavonol
obtido da haste de Catharanthus roseus, isolado apds extracdao por Soxhlet com n-
hexano. Para essa mesma espécie também foram descritos dois outros flavonoides, a
quercetina e o kaempferol, ambos tri-glicosilados (Nishibe, 1996). As antocianidinas
rosinidina e metilcianidina também ja foram encontradas nas flores de Catharanthus.

roseus (TOKI et al., 2008).

Para a Alstonia macrophylla ja foi relatado a presenca dos flavonoides vitexina,
mincetina e tricina, todos extraidos das folhas (PARVEEN et al., 2010). O extrato bruto
das folhas de Carissa opaca, obtido por extracdo com metanol, indicou a presenca dos

flavonoides isoquercetina, hiperosideo, vitexina, miricetina e kaempferol (SAHREEN,
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KHAN E KHAN, 2011). A quercetina e o kaempferol também foram encontrados nas

folhas da espécie Nerium oleander (SIDDIQUI et al., 2012).
5.5 Ensaios bioldgicos: efeito vasodilatador

O efeito vasodilatador foi investigado de acordo com a tensdo isométrica de
aorta isolada de ratos machos Wistar, sendo que todos os protocolos foram aprovados
pelo CEUA-CC (Protocolo Macaé01). O extrato etandlico de folhas de M. moricandiana
nao apresentou efeito vasodilatador em anéis de aorta sem endotélio (Figura 25), mas
produziu relaxamento de anéis de aorta com endotélio de forma dependente da
concentragdo, com efeito maximo superior a 80% e concentragdo inibitéria média
(Clso) de 0,82 + 0,10 pg/mL, indicando que o extrato é dependente da liberagcdo dos

fatores vasorelaxantes produzidos pelo endotélio vascular.

-8 Com endotélio
1004 —9 Sem endotélio

&

% Relaxamento

0.1 1 10 100
M. moricandiana (ug/ml)

Figura 25: Curvas concentracao-resposta do extrato de M. moricandiana em aortas
com e sem endotélio. Os dados representam a média + E.P.M. de 5-7 experimentos.
*P<0,05 vs controle, #P<0,05 vs com endotélio.

A Figura 26 apresenta os dados obtidos apds a avaliacdo do efeito das fracoes
do extrato bruto etandlico em aortas com endotélio. Nao foram obtidos resultados
significativos na fracdo hexanica (A), diclorometéanica (B) e no precipitado da fracdo
butandlica (C), visto que ndo alteraram significativamente a contra¢do induzida pela
fenilefrina. J& a fracdo em acetato de etila (D), fracdo onde observou-se uma alta
concentracdo de flavonoides, produziu intenso relaxamento do musculo liso vascular,

sendo este de 88,76+ 3,95 % (n=6, P<0,05) na concentracdo de 30 pug/mL. A Clso obtida
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para fracdo em acetato de etila (10,64 + 1,69 pg/ml) foi superior a encontrada para o
extrato bruto (P>0,05). A fracao butandlica e a fragdo aquosa residual apresentaram
dificil solubilizagao em agua ou DMSO, sendo impossibilitado de fazer as analises com
tais fragOes. Ferreira (2013) sugere o efeito vasodilatador encontrado para a fragao
acetato de etila esteja relacionado com a ativacdo da via NO/GMPc, mediada em parte

pelos receptores de histamina H1.
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Figura 26: Efeito das fracoes do extrato etandlico de M. moricandiana no musculo
liso vascular. Curvas concentragao-resposta da fracdao hexanica (A), fracdo
diclorometanica (B), precipitado da fracdo butandlica (C) e fragao acetato de etila (D)
em aortas com endotélio. Os dados representam a média * E.P.M. de 5-7

experimentos. *P<0,05 vs controle, #P<0,05 vs extrato bruto etandlico.
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O resultado observado para a fragdo acetato de etila, a mais ativa no ensaio da
atividade vasodilatadora, coincide com o alto contetddo flavonoidico encontrado no
ensaio de flavonoides totais, visto que tal fracdo possui grande parte dos flavonoides
encontrados. A fracdo butandlica provavelmente também teria atividade no ensaio,
visto que alguns flavonoides s3ao comuns com a fragdo acetato de etila, se
compararmos os espectros de ultravioleta. Dessa forma, parece plausivel atribuir tal
efeito aos flavonoides, visto que muitas moléculas dessa classe possuem atividade
vasodilatadora ja descritas na literatura, como a catequina (GHAYUR et al., 2007), o
dihidroxiflavonol (WANG et al., 2004), diocleina (LEMOS et al., 1999), quercetina
(DUARTE et al., 1993; VIZCAINO et al., 2002) e kaempferol (VIZCAINO et al., 2002)
(Figura 27). Outros autores atribuem que a atividade vasodilatadoras no endotélio
possa ser oriunda dos compostos fendlicos no contexto geral, como sugere PORTERI et
al. (2010), atribuindo a tal efeito aos polifendis presentes no vinho, através do efeito
sinérgico. Vale ressaltar que os flavonoides quercetina e kaempferol e seus glicosideos
ja foram relatados para a familia Apocynaceae e podem estar presentes na espécie em

estudo. Podendo entdo estar relacionados com a atividade vasodilatadora encontrada.

OH OH
Catequina

Diocleina

OH
_©O
\O
OH O
Quercetina OH
HO.
HO OH

Figura 27: Estrutura de alguns flavonoides com atividade vasodilatadora

A acdo vasodilatadora dependente do endotélio normalmente estd associada a

duas vias principais, a via da éxido nitrico sintase e via das prostaciclinas. Dentre os
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flavonoides citados, foi visto que a diocleina e a catequina exercem atividade
dependente do endotélio, sendo que a primeira atua diretamente na oxido nitrico
sintase (LEMOS et al., 1999), enquanto a ultima atua via ativacdo muscarinica
(GHAYUR et al., 2007). A agdo independente de endotélio também foi vista para a
diocleina, através da inibicdo das contracdes dependentes da ativacdo da proteina
quinase C, a inibicdo do influxo de cdlcio através de canais de calcio voltagem-
dependente e, em pequena parte, pela inibicdo da liberacdo de cdlcio armazenado
sensivel a noradrenalina. O dihidroxiflavonol, por sua vez, apresenta vasodilatacdo
parcialmente dependente do endotélio, mediado pela dxido nitrico sintase (CHAN,
2000). Tal efeito pode ser confirmado pela auséncia de vasodilatacdo apés a adicdo de

N-nitro-L-arginina (WANG et al., 2004).

Quercetina e o kaempferol possuem atividade independente do endotélio, mas
ndo possui mecanismo elucidado. Entretanto, foi visto que em ambos os casos o efeito
vasodilatador ndo sao causados ou modulados por fatores endoteliais ou nucleotideos
ciclicos e ndo estdo relacionadas com alteracdes na concentracao de calcio intracelular
(VIZCAINO et al., 2002). Apesar disso, tais resultados ndo excluem um efeito da
guercetina sobre a funcdo endotelial, porque, apds a administracdo durante cinco
semanas em ratos espontaneamente hipertensos, a quercetina restaurou o

relaxamento de forma dependente do endotélio (DUARTE et al., 2001).

5.6 Anadlise por Infravermelho da fragdo obtida da purificagio da Fracdo em

Acetato de etila

Devido a atividade farmacolégica apresentada no ensaio bioldgico, a fracado
acetato de etila foi selecionada para iniciar o processo de purificacdo, através de
coluna Sephadex, conforme descrito na metodologia. O primeiro conjunto de
subfracGes (M1-5) obtidas na coluna Sephadex foram reunidas e submetidas a analise
por infravermelho, conforme mostrado na Figura 28. As subfracbes M6-9
apresentaram massa irrisoria, possuindo aspecto semelhante ao primeiro conjunto,
sendo reunidas ao final das andlises por IV. Tais subfracbes foram reunidas por
apresentarem pureza, com tempo de retenc¢ao semelhante na placa de CCD e na

andlise por CLAE. A faixa inicial de 3444 cm™ é caracteristica de um grupamento
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hidroxila, apesar de nao apresentar o pico mais largo. Por isso, também existe a
possibilidade de que tal grupamento possa ser um grupamento amida (superposto),
que pode ser confirmado pelo pico em aproximadamente 1690 cm™ (n3o integrado
nas condi¢Ges analiticas), que indica a presenca de um grupamento NH livre de
amidas, e como é um singleto, trata-se de uma amida secunddria. A presenca de um
pico de baixa intensidade em 1570 cm ™ indica a presenca de NH de aminas ou amidas
secundarias. Os dois picos de baixa intensidade em 2924 e 2854 cm™ indicam a
presenca de carbonos primdrios ou secundarios (CHs ou CH,) alifaticos. A banda em
1458 cm™ indica a presenca de grupamentos —(CH,), —, sugerindo-se a presenca de no
maximo n=6, visto que no espectro ndo sdo vistas as bandas caracteristicas em 720 cm’
! de cadeias maiores de sete carbonos. A literatura indica que uma banda em 848 cm™
possa representar a presenca de ligacdes entre hidrogénio e carbonos com dupla
ligacdo, sugerindo que possa haver uma banda em 1465 cm?, gue estaria superposta.
As olefinas simétricas ndo possuem bandas na regido 1675-1645 cm™, podendo ser
esse 0 caso. A Tabela 11 resume os resultados provaveis para o espectro obtido para a

subfracdo 1-5.

10158 93
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Figura 28: Infravermelho das cinco primeiras subfra¢des reunidas coletadas na
coluna Sephadex, com seus respectivos parametros analiticos.
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Tabela 11: Resumo das principais bandas de infravermelho encontradas para o
conjunto de subfragdes de 1-5.

Numero de . N -
onda (cm‘l) Intensidade | Largura Ligacao Descrigao
O-H (3lcoois) def. axial
N-H (amida, NH def. axial
3444 F L ou NH,)
N-H (amina, NH,) def. axial
C-H (alguenos) def. axial
2924 F a C-H (metila ou def. axial
metileno)
2854 F a C-H (metila ou def. axial
metileno)
2380 F a -
2332 F a -
1730 m L C-H (metila, def. angular simétrica
superposta)
E(:gjr(mijrz;i?; def. axial
1700 m L -
C=C (lineares .
~ . def. axial
nao-conjugados)
1570 f L N-H (aminas e def. angular
amidas 22) -ang
C-H (metila) def. angular assimétrica
1458 F L . def. angular .slm.etrlca, au.senC|a da
C-H (metileno) banda 720 indica quantidade de
carbono menor que 7
def. angular simétrica e assimétrica,
1190 M L C-H (metileno) a?usenua de outras ba'ndas
confirmam a pouca quantidade de
carbonos
848 F A C-H (alquenos) def. angular fora do plano

A presenca de possiveis grupamentos carboxilicos (devido a carbonila) e
grupamentos amina primadrias apontou para a possibilidade de que o conjunto de
subfracdo analisado seja um aminodcido. Para descartar tal hipotese, foi feita uma
cromatoplaca com a subfracdo e um padrdo de aminodcido (glicina), posteriormente
revelada com ninhidrina, revelador eficaz para a revelacdo de aminas primarias,
especialmente de aminoacidos. Entretanto, a subfracdo apresentou um resultado

negativo para o revelador, conforme mostrado na Figura 29.
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Figura 29: Cromatografia da subfracdo 1-5 coletada na Sephadex, revelada com
ninhidrina. O sistema de eluentes foi BAW (3: 1: 1).

A presenca de ligacOes duplas também foi sugerida baseada no espectro de
infravermelho. Dessa forma, a subfracdo foi revelada com vapor de iodo, revelador
gue reagente com duplas ligacdes, conjugadas ou ndo, para avaliar se tal ligacdo esta
presente ou ndo. Como padriao foi utilizado o padrdao de rutina, pois seu anel
benzénico possui ligacdes duplas conjugadas que sdo reveladas com o vapor de iodo.
Entretanto, a subfracdo também apresentou resultado negativo, conforme mostrado

na Figura 30.

Figura 30: CCD revelada com vapor de lodo. O sistema de eluentes foi BAW (3: 1: 1).

A possibilidade da presenca de aminas secundarias e terciarias também surgiu

apos a analise por infravermelho. Desta forma, utilizamos o revelador Dragendorff,
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que indica a presen¢a de alcaloides e compostos nitrogenados, como aminas
secunddrias, tercidrias e quaternarias. Entretanto, como mostrado na Figura 31, tal
hipétese foi prontamente descartada, utilizando o Atroveran® (possui os alcaloides
papaverina e atropina) como padrao. A adi¢ao de acido sulfurico 10% apds a revelagao
com Dragendorff foi feita para intensificar as manchas do conteudo revelado,

evidenciando sua auséncia na subfracao M1-5.

Figura 31: Subfragcdo 1-5 revelada com Dragendorff (esquerda) e com Dragendorff +
Acido sulfarico 10% (direita). O sistema de eluentes foi BAW (3: 1: 1). Padrdo:
Atroveran®

Tal molécula ainda serd enviada a andlise por RMN para sua elucidacdo
estrutural e futuramente avaliada quanto a seu potencial farmacoldgico, pela equipe

do projeto.
6. CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico da espécie vegetal Mandevilla moricandiana
apresentou resultados promissores no ensaio vasodilatador dependente do endotélio.
A fracdo em acetato de etila mostrou Clsg equivalente a 10,64 + 1,69 pg/ml, enquanto
a Clso obtida para o extrato bruto das folhas foi de 0,82 + 0,10 pg/mL, indicando que os
componentes presentes na fracdo supracitada sejam as responsaveis pela

vasodilatacdo.
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A analise por CLAE mostrou a presenca de flavonoides na fragdao acetato de
etila e butandlica, podendo justificar o efeito vasodilatador encontrado para a
primeira. Espera-se que a fracdo butandlica, assim que testada, apresente alguma acao
de vasodilatagdo, pois os flavonoides encontrados nessa fragcdao sdao semelhantes aos

encontrados na fracdo acetato de etila, comparando-se os espectros de UV.

As dosagens de flavonoides e de fendlicos totais mostraram que a fracao
acetato de etila concentra a maior parte dos flavonoides contidos no extrato bruto, e
uma pequena parte encontrada na fragdo butandlica. Esse é mais um indicio de que o

efeito vasodilatador obtido esteja diretamente relacionado aos flavonoides.

Alguns flavonoides ja foram descritos na literatura apresentando atividade
vasodilatadora, seja ela dependente ou ndo de endotélio. Dessa forma parece plausivel
atribuir que o efeito vasodilatador obtido para o extrato hidroalcodlico da M.
moricandiana seja derivada dos flavonoides. A espécie M. moricandiana torna-se mais
uma das poucas espécies estudadas na Restinga de Jurubatiba, se considerar todo o
seu potencial bioldgico. Esse estudo também fortalece as pesquisas de Produtos
Naturais no Campus UFRJ-Macaé, estendendo o conhecimento das espécies vegetais

presentes na Restinga de Jurubatiba.

Estudos paralelos também mostraram que o extrato etandlico da M.
moricandiana também apresentou atividade aprecidvel em ensaios anti-inflamatério,
analgésico, antioxidante e anti-tumoral, mostrando-se com um alto potencial

farmacoladgico.
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