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RESUMO

O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é um fruto nativo da Amazonia, bastante
nutritivo, utilizado pelas populagbes tradicionais da regido, com propositos
hipoglicemiantes. Perante a disponibilidade do fruto, o presente estudo objetiva avaliar
a potencialidade inibitéria do cubiu sobre a enzima conversora de angiotensina (ECA),
uma peca chave na regulacdo da funcdo cardiovascular. Foram preparados quatro
extratos (aquoso, hidroetanolico 70%, hidrometandlico 70% e metandlico) a partir do
cubiu liofilizado por meio da técnica de maceragdo exaustiva ao frio. Os ensaios
enzimaticos foram realizados através do método fluorimétrico indireto. O extrato
aquoso na concentracdo Unica de 50 mg/mL ndo inibiu significativamente a enzima
ECA, e o valor de inibicdo encontrado foi de apenas 7,9+0,2%. Os extratos
hidroetandlico 70%, hidrometandlico 70% e metandlico também na concentracdo Unica
de 50 mg/mL ndo apresentaram atividade inibitoria sobre a enzima ECA, e os valores de
inibicdo encontrados foram menores que 1%. O captopril que foi usado como substancia
padrdo foi capaz de inibir cerca de 50% a atividade da ECA. Portanto, os extratos de
cubiu ndo apresentaram atividade inibidora da ECA nos ensaios in vitro, o que
comprova que o provavel efeito anti-hipertensivo, ndo esta relacionado ao bloqueio do
sistema renina angiotensina, entretanto, outros mecanismos de acdo podem estar
envolvidos sendo importante que novas pesquisas envolvendo estudos pré-clinicos com
animais de experimentacdo sejam realizados a fim de comprovar seu potencial benéfico

sobre a hipertensao arterial.

Palavras-chave: cubiu, hipertensdo arterial, ECA.



1.0 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma condi¢do clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA) (VI diretrizes de
Hipertensdo, 2010). Representa um grave problema de Salde Publica por estar
associada ao aparecimento de outras doencas cronico-degenerativas que trazem

repercussdes negativas a qualidade de vida.

No Brasil, a doenca cardiovascular (DCV) tem sido considerada a principal
causa de morte (VI diretrizes de Hipertensdo 2010). Globalmente, um em trés adultos
tem hipertensdo, uma condicdo que causa 51% de todas as mortes por acidente vascular
cerebral (WHO 2012). Estima-se que na realidade brasileira sdo encontrados cerca de
17 milhGes de portadores de hipertensdo arterial, 35% na populacdo a partir dos 40 anos
de idade, sendo que o seu aparecimento cada vez mais precoce, pois dados de Costa

(2010) mostraram que cerca de 4% das criangas e adolescentes ja sdo hipertensas.

Embora, a HAS seja reconhecida como problema de relevante agravo, o seu
tratamento e controle parecem continuar inadequados mesmo com 0S avangos
cientificos e tecnoldgicos das Ultimas décadas. As dificuldades de controle da HAS
estdo relacionadas as caracteristicas da doenga, como o carater assintomatico, a
evolugdo lenta, a cronicidade, que fazem com que a hipertensdo arterial ndo seja

considerada doenca ou algo que precise ser cuidado (Costa 2010).

Conforme Paul et al. (2006), o sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha
um papel central na patofisiologia da hipertensdo, da doenga cardiovascular e da doenca
renal. O SRA tem importante atuacdo na regulagdo da pressdo arterial, equilibrio

hidroeletrolitico, estruturagdo e funcdo cardiovascular. A ativacdo excessiva do SRA



tem sido reconhecida como elemento de importancia na progressao de lesfes de 6rgaos-
alvo como hipertrofia ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca congestiva,
hipertrofia vascular, remodelacdo ventricular pés-infarto do miocardio e alteracoes

renais (Ribeiro e Floréncio 2000).

Drogas inibidoras da enzima conversora de angiotensina (ECA) bloqueiam
eficientemente a cascata de ativagdo do SRA, reduzem a formagéo da angiotensina I,
uma substancia vasopressora, e tem amplo uso no tratamento de pacientes com
hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, ou nefropatia diabética (Waeber et al. 1995).
Por estas acdes, a ECA desempenha uma peca chave na regulacdo da funcdo

cardiovascular, principalmente da pressao sanguinea.

Ainda que os farmacos anti-hipertensivos inibidores da ECA sejam eficazes, eles
proporcionam alguns efeitos colaterais associados como: tosse seca, alteracdo do
paladar e raramente, reacfes de hipersensibilidade com erupcdo cutdnea e edema
angioneurdtico. Assim, alternativas de tratamento para hipertensdo arterial a partir de

fontes naturais sdo de relevante importancia (Gasparotto Junior 2010).

A fitoterapia é atribuida a medicamentos originados exclusivamente de material
botanico integral ou seus extratos usados com o propoésito de tratamento medicinal
(Carvalho e Carvalho 2011) e também ¢é considerada uma modalidade alternativa de
terapia de apoio a pacientes hipertensos (Hansel 2004). No Brasil os fitoterapicos séo
classificados como medicamentos pela portaria n°® 22/ 1967 da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria e pela resolugdo — RDC n° 17/2000 (Destro et al. 2006).

A Floresta Amazénica representa um imenso celeiro de plantas medicinais,

entretanto, ainda existe uma grande quantidade de plantas que possuem suas fungoes



terapéuticas desconhecidas, a exemplo, o cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal). O cubiu
é um fruto nativo da regido, originario da Amazénia Ocidental, onde foi domesticado
pelos indios pré-colombianos, e ocorre em toda a Amazbnia brasileira, peruana,
colombiana e venezuelana (Pires et al. 2006). De safra anual e de grande adaptacéo ao
solo das varzeas Amazonicas, € de facil producdo, permitindo sua comercializagdo por

precos bem acessiveis (Silva Filho et al. 1997).

O cubiu por ser rico em ferro, niacina, acido citrico e pectina é utilizado pelas
populaces tradicionais da Amazénia, com diferentes propositos: as folhas e raizes sdo
empregadas como medicamentos, os frutos como alimento, e o suco do fruto como

cosmético (Augusto 2004).

Diante do apresentado, esse trabalho busca avaliar as possiveis potencialidades
anti-hipertensivas dos extratos de cubiu sobre a enzima conversora de angiotensina
através de ensaios enzimaticos, pois sua acdo benéfica sobre a resisténcia insulinica
pode beneficiar pacientes com dislipidemia, hipertensdo arterial e disfuncéo endotelial,
contribuindo na ampliacdo de fitoterapicos e na inovacdo terapéutica da hipertensdo

arterial.



2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Estudar a atividade anti-hipertensiva de fragdes do extrato hidroalcodlico do Cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal) em modelo de estudo de inibicdo da enzima

conversora de angiotensina (ECA)

2.2 Objetivos Especificos

o Obter extratos e fragdes por meio de diferentes metodologias;
o Analisar os extratos e fragdes quanto a atividade de inibicdo in vitro da ECA;
o Descrever a composicdo dos principais constituintes das fracfes ativas por

Cromatografia liquida de alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD) e detector de espectrometria de massas (CLAE-EM);

o Padronizar as fragdes ativas através dos picos do cromatograma;
o Selecionar a fracdo mais ativa e quantificar a Clso nos ensaios de inibicdo da
ECA.



3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao e processamento dos frutos

Os frutos de cubiu foram oriundos da Estacdo Experimental de Hortalicas Alejo
Von der Pahlen (EEH) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Foram
transportados em caixas de isopor até o Laboratério de Alimentos e Nutricdo (INPA),
onde foram lavados em &gua potavel corrente a temperatura ambiente (27 °C), fatiados e
liofilizados (operacdo de remocdo da agua por sublimacdo) a fim de manter as
propriedades e composicdo quimica o mais proximas do inicial. Depois foram
acondicionadas em potes plasticos, bem fechados para evitar absor¢do de agua e
mantidos em refrigeracdo. No laboratorio de fisiologia da Universidade Federal do
Amazonas o cubiu liofilizado foi triturado para se obter um p6é homogéneo (farinha de
cubiu). Em seguida, a farinha de cubiu foi acondicionada em um saco plastico e
armazenada em freezer com temperatura -16 °C, até 0 momento da preparacdo dos

extratos.

3.2 Preparacao dos extratos a partir da farinha do cubiu liofilizado

O método de extracdo escolhido para esse trabalho foi 0 método de maceracao
gue tem a vantagem de ndo degradar as substancias ativas termolabeis (Cunha et al.
2008). A maceracdo aplica-se especialmente na extracdo de compostos com estrutura
pouco compacta e, por conseguinte, facilmente permedaveis aos liquidos (Prista et al.

2008 e Singh 2008).

Na Faculdade de Quimica da Universidade Federal do Amazonas, no laboratorio
de Quimica de Biomoléculas da Amazénia (Q-BiomA), com colaboracéo do professor
Dr. Valdir Floréncio da Veiga Jr, foram preparados 0s extratos (metandlico,
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hidrometandlico 70% e hidroetandlico 70%). Os extratos (metandlico, hidrometandlico
70% e hidroetandlico 70%) do cubiu foram obtidos a partir de 2g da farinha de cubiu
liofilizado por meio da técnica de maceracao exaustiva a frio (Soares 2009) com 40 ml
de solvente (metanol, &gua/metanol 70% (v/v) e é&gua/etanol 70% (V/v),
respectivamente). As misturas foram individualmente colocadas no ultrassom por um
periodo de 20 minutos, visando aumentar a eficiéncia da extragdo. O macerado (solugdo
extrativa final) foi filtrado em papel filtro, em seguida, concentrado em rota evaporador
rotatorio a uma pressdo constante de 600 mmHg e temperatura de 40-50 °C. Esses
extratos foram transferidos para um frasco e receberam a denominacdo ECM, ECHM e

ECHE, respectivamente.

O extrato aquoso foi preparado na Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal do Amazonas, no laboratério de Produtos Naturais, com colaboragdo do
professor MsC. Chanderlei de Castro Tavares. O extrato aquoso foi preparado a partir
de 2509 da farinha de cubiu liofilizado com 2 litros de agua destilada, a mistura foi
colocada no ultrassom por 15 minutos, em seguida, foi realizada a filtragem a vacuo e
em gaze (ambos usando o funil de Blchner), esse processo ocorreu varias vezes
utilizando o mesmo material vegetal, renovando apenas o liquido extrator
(remaceracdo), o macerado foi transferido para um frasco denominado ECA (extrato
aquoso de cubiu) e imediatamente armazenado no congelador até o momento da
liofilizacdo, realizada no laboratério de Alimentos e Nutricdo (INPA). Depois de
preparados, todos os extratos foram armazenados no congelador até a realizacdo dos

ensaios de inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA).



3.3 Ensaio enzimatico da ECA

A atividade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi
determinada pelo método fluorimétrico indireto de acordo com o protocolo

experimental descrito por Friedland et al. 1976 e Santos e col (1985), com adaptacdes.

A solucdo da ECA oriunda de um extrato aceténico de pulméo de coelho foi
obtida comercialmente (Sigma) na concentracdo de 100 mg/ml em tampéo fosfato
(5mM; pH 8,0). A atividade enzimatica foi determinada pela inibicdo da liberacdo do
dipeptidio L-histidil-L-leucina (His-Leu), formado ap6s hidrélise de um substrato
tripeptidico  sintético Hipuril-L-histidil-L-leucina (Hip-His-Leu) pela ECA. O
dipeptideo His-Leu formado é acoplado a uma substancia fluorescente, o orto-
ftaldialdeido (2% em metanol, 10 mL) e a fluorescéncia resultante foi quantificada por

fluorimetro (excitacdo = 360 nm e emissdo = 500 nm).

Na microplaca transparente de fundo chato foram adicionados em pogos distintos 10
uL do captopril (a partir da concentragdo de 10 mg/ml), diluido em &gua destilada e 10
uL dos extratos de cubiu (aquoso, metandlico, hidrometandlico 70% e hidroetanolico
70%) na concentracdo Unica de 50 mg/ml, diluidos em &gua destilada, para entdo ser
adicionado 40 uL da enzima do pulméo de coelho (acetone powder from rabbit), diluida
em tampéo fosfato (5mM; pH 8,0), a placa foi colocada na incubadora por quinze
minutos a 37 °C. Ap0s esse periodo foi adicionado 50 pL do substrato Hip-His-Leu
(5mM) e incubado por quinze minutos a 37 °C. Depois, foi adicionado 150 uL de NaOH
(0,28 M) para inibir a reagdo e 15uL de orto-ftaldialdeido (2% em metanol) que revela a
reacdo gerando uma coloracdo amarela e a placa foi incubada mais uma vez por dez
minutos no escuro a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 50 puL de HCI

(3N) para finalizar a reacdo entre o orto-ftaldialdeido e o Hip-His-Leu, a placa foi
10



incubada por mais dez minutos no escuro. Por fim, centrifugou-se a microplaca a 2000
rpm por 10 minutos, em seguida, foi retirado 200 pL do sobrenadante e transferido para
uma placa escura para ser efetuada a leitura no Leitor de Elisa (DTX 800, Multimode
Detector, Beckman Coulter) em excitagdo = 360 nm e emissdo=500 nm. O captopril foi
utilizado como controle positivo e o tampdo como controle negativo utilizando as
mesmas condic¢des do extrato. No branco foram adicionados 40 pL de tampé&o no lugar
da enzima e 10 pL de &gua no lugar do extrato.

O célculo de porcentagem de inibicao foi:

% |n|b|9é0 =100 - (AbS amostra /AbS controle negativo) X 100

3.3 Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos como média + desvio padrdo da
média. Diferencas entre dois grupos foram comparadas utilizando o teste t pareado ou ndo
pareado. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipétese nula menor que 5% (p<0,05). Todas as analises foram
realizadas usando o software GraphPad Prism 6.0 e os resultados foram apresentados em

forma de tabelas.

11




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos: aquoso, hidroetanélico 70%, hidrometandlico 70% e metandlico do
cubiu foram avaliados quanto a atividade de inibic&o in vitro da ECA. Na concentracao
Unica de 50 mg/ml os extratos ndo inibiram a enzima conversora de angiotensina,
conforme a tabela abaixo (Tabela 1). Como os valores encontrados ndo atingiram a
porcentagem de 50% de inibicdo sobre a ECA, ndo foi possivel calcular a concentragdo

que inibe 50% a atividade da enzima (Clso)

Tabela 1: porcentagem de inibicdo da enzima ECA pelos extratos de cubiu e pelo

captopril
AMOSTRA % INIBICAO
ECA 50 mg/MI 7,91 +0,2
ECHE 50 mg/MI -33,13£0,2
ECHM 50 mg/mL -11,22+1,1
ECM 50 mg/mL --3,14+0,7
CAPT 10 mg/mL 50,58+ 5,9*

Fonte: Propria. Os valores representam média + desvio padrdo da média com leitura em
duplicata. ECA: Extrato de Cubiu Aquoso;ECHE: Extrato de Cubiu Hidroetanolico
70%; ECHM: Extrato de Cubiu Hidrometandlico 70%; ECM: Extrato de Cubiu
Metandlico; CAPT:Captopril.*p<0,005. Anélise realizada pelo teste t para comparagao
entre dois grupos.

No teste, o captopril usado como substancia padrao foi capaz de inibira ECAe o
percentual de inibicdo foi de aproximadamente 50% utilizando a concentracdo de 10
mg/mL. Assim, o captopril foi mais eficaz na inibigdo da ECA em compara¢do com 0s
extratos do cubiu que ndo inibiram a enzima.
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O cubiu € um fruto bastante nutritivo, originario da Amazonia e € utilizado com
diferentes propdsitos (medicamento, alimento e cosmético). Por suas propriedades
agrondémicas, nutricionais, medicinais e tecnoldgicas, revela-se um produto regional
com elevado potencial mercadoldgico (Barbosa et all. 2006). Entretanto, apesar de todas
as consideracOes feitas as potencialidades do fruto, o0 mesmo continua sendo pouco
estudado e as suas aplicagdes tecnologicas desconhecidas. Além do mais, ndo existem
na literatura cientifica trabalhos que relatem as potencialidades do cubiu no tratamento e
prevencéo da hipertenséo.

Portanto, esse estudo buscou avaliar e esclarecer a possivel atividade anti-
hipertensiva do cubiu sobre a enzima conversora de angiotensina (ECA). Nesse trabalho
0s extratos preparados a partir do liofilizado de cubiu seguindo a técnica de maceracéao
exaustiva ao frio ndo apresentaram atividade inibitéria sobre a ECA, os valores
encontrados para os extratos na concentracdo de 50 mg/ml foram menores que 50%.
Portanto, em virtude do baixo potencial de inibigdo dos extratos acima mencionados,
optamos por ndo realizar o fracionamento dos extratos e analises cromatograficas, pois
estas atividades s@ seriam necessarias caso o percentual de inibicdo encontrado nos
extratos brutos, fosse superior a 50%. Esse ponto de corte € citado por varios autores
que realizam triagem de produtos vegetais com potencial anti-hipertensivo, pois o custo
dos reagentes necessarios € bastante elevado, assim como o tempo requerido para o

ensaio.

E importante ressaltar que a técnica usada para a preparacio dos extratos pode
ter influenciado os resultados, visto que nesse trabalho foi usada a farinha do cubiu
liofilizado, pois optamos em ndo realizar a técnica de branqueamento do fruto (Yuyama,

et al. 2005), com o objetivo de evitar a desnaturacéo enzimatica.
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Em um trabalho anterior realizado com a colaboragdo do professor Dr. Emerson
Silva Lima da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, o extrato foi preparado
através de outra metodologia, onde se usou a farinha de cubiu n&o liofilizado (yuyama
et al. 2005). Esse trabalho realizado a partir do cubiu ndo liofilizado apresentou
resultados otimistas com relacdo aos extratos aquosos e metandlicos, demonstrando que
0 cubiu possui atividade inibitéria in vitro sobre a ECA. Os valores de inibicdo para o
extrato aquoso e metandlico ambos na concentragcdo de 1 mg/mL foram de 53,33+2,2 e
71,92+3,8, respectivamente. A partir desses resultados foi observado que concentragoes
dos extratos aquoso e metandlico a partir de 0,0625 mg/mL apresentaram efeito
inibitorio sobre a atividade da ECA in vitro. Os extrato metanolico (Clso=0,44+0,05)
apresentou maior poténcia de inibicdo quando comparado ao extrato agquoso

(Cls=0,58+0,24).

Embora os resultados desse estudo tenham mostrado que os referidos extratos
ndo inibiram a ECA, o cubiu ainda pode ser considerado benéfico no tratamento de
doencas cronicas ndo transmissiveis, pois o alto teor de pectina, uma fibra solivel que
possui acdo hipoglicemiante e de reducdo de resisténcia a insulina (Sanchez et al. 2008)
poderia auxiliar na reducéo de lipideos plasmaticos (LDL-colesterol) que pode ajudar

a reduzir o risco de doenca cardiovascular (Silva Filho 2002 e Yuyama et al. 2005).

Ademais, Lima-Landman et al. (2007), considera que se um extrato apresenta
efeito hipotensor e este ndo se correlaciona com a inibicdo de ECA plasmatica in vitro,
muito provavelmente o efeito possa ser devido a outros mecanismos de a¢do, como 0
bloqueio do influxo de Ca?* na musculatura lisa vascular, entre outros. Os agentes anti-
hipertensivos atualmente empregados na farmacoterapéutica compreendem 0s

diuréticos, os inibidores adrenérgicos (acdo central, a-1 bloqueadores e b-bloqueadores),

14



vasodilatadores diretos, inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
antagonistas dos canais de calcio e antagonistas do receptor AT1 da angiotensina 1l
(Ninahuaman et al. 2007). Assim, outros mecanismos de acdo podem estar envolvidos

no efeito benéfico do cubiu na salde.

Atentando, ao crescente aumento de pessoas hipertensas, a gravidade das
doencas cardiovasculares, aos componentes nutricionais do cubiu e a sua descoberta
recente de propriedades hipoglicemiantes e antioxidantes que se relacionam diretamente
com a hipertensdo arterial, é relevante que novos estudos investiguem as propriedades
do cubiu para se conhecer os mecanismos de acdo que podem estar envolvidos no efeito
hipotensor e colaborar com o esclarecimento dos seus efeitos benéficos, visando
encontrar novos compostos bioativos que atuem como anti-hipertensivos, promovendo

0 controle das doencas cronicas.
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5. CONCLUSAO

Os extratos de cubiu liofilizado ndo inibiram significativamente a atividade da
enzima conversora de angiotensina. O extrato aquoso de cubiu na concentra¢do Unica
de 50 mg/mL inibiu apenas 7,9+0,2%, enquanto os extratos hidroetandlico 70%,
hidrometanolico 70% e metandlico também na concentra¢do Unica de 50 mg/mL ndo
apresentaram atividade inibitoria sobre a enzima quando comparado ao captopril que

inibiu cerca de 50% a atividade da ECA.
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