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RESUMO

A doenca de Alzheimer € uma doenga multifatorial, progressiva e neurodegenerativa
caracterizada por alteracdes nas func¢des congitivas de aprendizado e memoria, bem como por
alterac6es comportamentais. Os inibidores da enzima acetilcolinesterase constituem o principal
tratamento da doenca. Espécies vegetais sdo excelentes fontes de substéncias naturais com
potencial anticolinesterasico e os alcaloides, como a galantamina e huperzina A, se destacam
como a principal classe de inibidores. O objetivo dessa dissertacdo de mestrado foi contribuir
com a busca de novas substancias naturais com potencial anticolinesterasico. Os extratos
fluidos, fragcdes e substancias isoladas foram avaliadas utilizando a associa¢cdo dos ensaios em
CCD (método de Rhee) e microplaca (método de Ellman modificado por Rhee) com o reagente
de Ellman e o ensaio em CCD com o sal Fast Blue B (método de Marston). Dezenove extratos
simples de diferentes espécies foram avaliados pelos ensaios em CCD e somente duas néo
apresentaram atividade inibitoria nas concentracfes testadas. As fragdes DCM, n-butanol e
aquosa da espécie Rauvolfia sellowii foram as fra¢cBes mais ativas enquanto que para a espécie
H. lancifolius foram as fragdes DCM e EtOAc. Na fragdo rica em alcaloides da espécie
imatanthus lancifolius foi possivel ainda relacionar a atividade encontrada com a atividade do
seu principal alcaloide uleina uma vez que apresentaram o0 mesmo valor de Rs para as manchas
de inibicdo. A uleina apresentou um valor de ICso de 0,45 uM, valor este que se encontra dentro
do intervalo de valores de ICso encontrado na literatura para a galantamina (0,39 a 1,5 pM).
Além disso, este trabalho apresenta o desenvolvimento e otimizagdo de um ensaio para a
determinacdo da atividade anticolinesterasica utilizando a enzima imobilizada em um suporte

de silica epoxidada dentro de uma coluna cromatografica acoplada ao equipamento de CLAE.

Palavras chave: anticolinesterasicos, AChE, Apocynaceae, Himatanthus lancifolius, uleina,

doenga de Alzheimer



ABSTRACT

Alzheimer's disease is a multifactorial, progressive neurodegenerative disorder characterized by
changes in cognitive functions like learning and memory, as well as behavioural changes.
Acetylcholinesterase inhibitors are the disease primary treatment. Plant species are excellent
sources of natural substances with potential anticholinesterase activity and alkaloids, such as
galantamine and huperzine A, stand out as the major class of inhibitors. The aim of this
dissertation was to contribute with the search for new natural substances with potential
anticholinesterase activity. The fluid extracts, fractions and isolated compounds were evaluated
using a combination of assays in TLC (Rhee's method) and microplate (Ellman's method
modified by Rhee) with Ellman's reagent and the assay in TLC with Fast Blue B salt (Marston’s
method). Nineteen simple extracts from different species were evaluated using the TLC assays
and only two didn’t show inhibitory activity at the concentrations tested. The DCM, n-butanol
and aqueous fractions from Rauvolfia sellowii were the most active fractions while the DCM
and EtOAc were the most active for the Himatanthus lancifolius. In the alkaloid rich fraction of
the H. lancifolius species was possible to relate the activity found with the activity of its main
alkaloid uleine once they showed the same R; values for the inhibition spots. Uleine presented
an ICsp value of 0.45 pM, within the range of IC5, values found in literature for galantamine
(0.39 to 1.5 uM). Furthermore, this work presents the development and optimization of an
assay for the determination of the acetylcholinesterase activity using the enzyme ACHE
immobilized on a silica-epoxy support in a chromatography column coupled to the HPLC

equipment.

Keywords: cholinesterase inhibitors, AChE, Apocynaceae, Himatanthus lancifolius, uleine,

Alzheimer’s disease
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INTRODUCAO

A populacdo mundial esta cada vez mais idosa e doencas relacionadas a idade
prevalecem sem cura ou tratamento eficaz tornando-se problemas de saude publica mundial.
Em quase todos os paises, a proporcdo de pessoas acima de 60 anos esta crescendo mais
rapidamente do que qualquer outro grupo etario, resultado da baixa taxa de fecundidade e
aumento da expectativa de vida. Estima-se que o nimero de pessoas acima de 65 anos atinja 0s
72 milhdes por volta do ano 2030 somente nos Estados Unidos da América (NIA, 2009). No
Brasil, segundo a Proje¢do da Populacéo por Sexo e Idade 1980-2050 (IBGE, 2008) a expectativa
de vida média do brasileiro alcancara os 78,2 anos para 0os homens e 84,5 anos para as
mulheres em 2050 enquanto que a taxa de fecundidade chegara aos 0,24% no mesmo ano.
Espera-se que a populagédo brasileira atinja o chamado “crescimento zero” por volta de 2039,
apresentado, a partir dai taxas negativas de crescimento.

A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia em pessoas acima de 65
anos afetando cerca de 10% das pessoas acima desta faixa etaria e 50% das pessoas acima de
85 anos (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 2004; Reichman, 2003; Viegas et al., 2005). E
esperado um aumento ainda maior do numero de pacientes com a doenca com a melhoria da
expectativa de vida e consequente aumento do numero da popula¢do idosa. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2001), estima-se que 34 milhdes irdo apresentar algum
sintoma da doenca de Alzheimer em 2025 o que a torna um dos problemas de saude publica

mais alarmante nesse século (Reichman, 2003; Viegas et al., 2005).

Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descrita primeiramente pelo médico patologista alemé&o
Alois Alzheimer em 1907. E uma doenga mental complexa, multifatorial, heterogénea e
irreversivel relacionada a idade caracterizada pela perda gradual de memoria, alteracBes no
comportamento e na personalidade e também pelo declinio das habilidades intelectuais
(Anekonda & Reddy, 2005; Viegas et al., 2005).
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Alteracbes no comportamento como apatia, agitacdo e psicose sdo também sintomas
clinicos relevantes e, juntamente com as alteragdes cognitivas, definem a DA clinicamente
(Reichman, 2003). A intensidade dos sintomas pode variar de paciente para paciente
(Anekonda & Reddy, 2005; Viegas et al., 2005). Pacientes com Alzheimer podem viver 8 a 10
anos antes de apresentarem os primeiros sintomas clinicos podendo a doenc¢a durar até 20
anos. As regides cerebrais associadas com as fun¢des mentais superiores, particularmente o
neuro-cortex e hipocampo sdo as mais afetadas pelas mudancas bioguimicas associadas a DA
(Reichman, 2003; Viegas et al., 2005).

Trés estagios da doenca foram descritos (Pallas & Camins, 2006):

1° Estagio: A DA sempre comec¢a pelo ataque dos neurdnios do sistema limbico,
particularmente aqueles localizados no hipocampo que correspondem no cérebro pela zona da
memoria. Entretanto, somente os neurdnios colinérgicos sdo afetados, como se a doenca
escolhesse somente o0s neurbnios da memoria. Neste estdgio o hipocampo perde
aproximadamente 25% de seu volume. Como 0s neurdnios dessa zona, que Sa0 responsaveis
pelo elo entre e memdaria de curto prazo e a memoria de longo prazo, estdo danificados, as
pessoas no estagio prematuro doenca apresentam leves declinios na capacidade de
memorizacdo. Além disso, podem apresentar sinais menores de esquecimento relacionados,
por exemplo, a nomes ou eventos recentes. Pessoas afetadas também irdo apresentar
dificuldades menores de comunica¢do e na aquisicdo de novas informacBes. O estagio
prematuro dura geralmente dois a quatro anos.

20 Estégio: O estagio intermediario € o mais longo, podendo durar de dois a dez anos. A
doenca continua a devastar principalmente o sistema limbico e o hipocampo continua a perder
neur6nios, bem como varias outras zonas do sistema limbico ficam danificadas. As pessoas
perdem a memoria de curto prazo e conseqientemente apresentam dificuldade para
comunicar-se. Posteriormente, ocorre um declinio nos niveis da acetilcolina de certos
neurdnios, dentre estes estdo aqueles localizados no telencéfalo ventral, os quais em condigdes
normais estdo envolvidos no armazenamento de informacgdes da memoria de longo prazo. A

pessoa, portanto, ndo consegue relembrar nenhuma informacéo nova. Durante esse estagio, a
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pessoa também apresenta mudangas de personalidade, confusdo, raiva, tristeza, falta de
orientacao e concentragao.

3° Estagio: Quando a doencga ocupa uma grande parte do sistema limbico, incluindo 90%
do hipocampo. Durante o estigio avangado da doenca, quase nenhuma recuperacdo de
informacéo é possivel devido ao dano no sistema limbico. Neste ponto, a doenca ataca 0s
neur6nios colinérgicos em todo o coértex cerebral destruindo assim, as memdrias ali
armazenadas. A pessoa esquece seu passado, amigos e familia. Além disso, perde a memoéria
ocasional e perde totalmente a capacidade de se comunicar e trabalhar. Esta fase dura de um a

trés anos em média e termina com a morte do paciente.

Principais alterac@es cerebrais no cérebro com a DA

As trés principais alteracdes que acometem o cérebro de pessoas com a DA sdo (Kim et
al., 2010; Selkoe, 2004a):

1. Placas amiloides

S&o encontradas nos espagos entre 0s neurOnios e consistem principalmente de
depositos extracelulares de fragmentos insolUveis em placas senis da proteina chamada de B-
amiloide, de outras proteinas, de remanescentes de neurbnios, dendritos e axbnios em
degeneracao, de glia e outros materiais celulares. O peptideo B-amiloide se deposita em placas
que causam destruicdo de neurdnios por criar processos inflamatérios crénicos nas regides
afetadas, interferir com a regulacdo de célcio, essencial para a conducdo dos estimulos

nervosos, e aumentar a produc¢do de radicais livres, toxicos para as células nervosas.

2. Emaranhados neurofibrilares

Encontrados dentro dos neurdnios, os emaranhados neurofibrilares sdo agregados
anormais da proteina associada a microtabulo (tau). Em neurdnios saudaveis, 0os microtubulos
formam estruturas como trilhos de trem que servem para guiar 0s nutrientes e outras

moléculas do corpo da célula até o fim do axdnio. A proteina denominada tau, maior
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componente destes emaranhados, apresenta sua estrutura quimicamente modificada em
pacientes com a DA. A tau que normalmente tem certo nimero de grupamentos fosfato ligados
a ela, liga-se ao microtabulo estabilizando-o. Em pessoas com a DA, ocorre uma fosforilacao
anormal da tau que acaba se desligando do microtubulo, aglutinando-se juntamente com
outros fragmentos da tau formando os emaranhados neurofobrilares. Quando isto acontece, 0s

microtubulos se desintegram e o sistema de transporte neuronal sofre um colapso.

3. Perda das conexdes celulares e morte celular

Esta caracteristica da DA resulta provavelmente do acimulo anormal da proteina B-
amiloide e tau. Quando ocorre a perda de conexdo entre 0s neurdnios, eles ndo conseguem
funcionar normalmente e eventualmente morrem. Como a morte dos neurdnios acontece em
todo o cérebro, as regibes afetadas comegam a diminuir em um processo denominado atrofia
cerebral. Na fase final da doenga o dano é generalizado e o tecido cerebral se encontra
significativamente diminuido.

A figura (1) ilustra os principais eventos relacionados com o desenvolvimento do

processo neurodegenerativo durante a evolugdo da doencga de Alzheimer (Selkoe, 2004b).
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Figura 1. Modelo de eventos chaves relacionados com a patologia da DA baseado nas evidéncias disponiveis. As
moléculas de APP (proteina precursora amiloide) presentes no plasma (b) e em vesiculas intracelulares como 0s
endossomos (a), sdo quebradas pela B-secretase (BACE) e pelo complexo prenselina-y-secretase (PS - y) para
liberar a regido de peptideo B-amiloide (AB). Uma porcdo de AB pode sofrer oligomeriza¢do, inicialmente dentro
das vesiculas (c), e depois ser liberado no liquido intersticial cerebral (d), aonde os oligbmeros solUveis podem se
difundir para as fendas sinépticas e interferir com as fun¢des sinapticas de maneira ainda desconhecida (). Os
oligdbmeros de AB podem ainda se polimerizar em fibras amiloides insollveis as quais se agragam em placas
esféricas, prejudicando estruturalmente e funcionalmente os ax6nios e dendritos adjacentes (f). A ativacdo de
guinases no citoplasma dos neurdnios acompanha este efeito e leva a hiperfosforilacdo da proteina associada a
microtdbulo (tau) e sua subsequiente polimerizacdo em filamentos insolUveis que se agregam na forma de
emaranhados neurofibrilares (g). Células da microglia ativadas e astrdcitos reativos ao redor das placas participam
na resposta inflamatoria localizada o que pode contribuir para a neurotoxicidade (Selkoe, 2004b).



21

Caracteristicas neuropatoldgicas da doenca de Alzheimer

Existem varias altera¢es neuropatoldgicas presentes na doenca de Alzheimer. Dentre
elas podemos destacar o depdsito de agregados de proteinas, denominado de placas amiloides,
distribuidas em diversas regides do sistema nervoso central envolvido com o aprendizado e
memoria. Os depdsitos conhecidos como placas amiloides sdo formados pela deposicao
progressiva do peptideo B-amiloide (AB) em placas senis extracelulares. No cérebro saudavel,
esses fragmentos de proteinas sdo quebrados e eliminados. Entretanto, na DA, esses
fragmentos se acumulam formando placas duras e insollveis. Evidéncias sugerem que o
acumulo do AB é fundamental para a fisiopatologia da doenca e parece ser o gatilho para todo
processo neurogenerativo. O AB é constituido por 40 ou 42 aminoacidos e deriva da quebra
proteolitica de uma proteina integral de membrana denominada proteina precursora amiloide
(APP). A APP ¢é quebrada enzimaticamente por trés diferentes formas de proteases
denominadas a-, B- e y- secretase. As secretases sdo0 um grupo heterogéneo de proteases
localizadas em varias regides na célula. A ordem que essas proteases quebram a APP determina
se 0 peptideo B-amiloide sera ou ndo formado. A quebra da APP pela a-secretase produz
fragmentos que atuam como substratos para a y-secretase, mas 0 processamento desses
fragmentos pela y-secretase ndo leva a producdo do AB. Entretanto, a quebra da APP no sitio N-
terminal pela B-secretase produz um fragmento transmembranico de peptideo que é
subsequente convertido pela y-secretase em AB. Podem inclusive existir varias enzimas y-
secretase com varios graus de seletividade para a producdo de ABs ou ABs,. A formacdo de
uma ou de outra forma de AB parece sofrer influéncia de duas outras proteinas associadas a
membrana: as prenselinas (PS; e PS;). A forma ABs, € a forma que esta relacionada com o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Kim et al., 2010; Selkoe, 20044a).

A caracterizagdo das secretases da APP € importante para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para o controle da formacgéo de aglomerados de peptideos B-amiloides
no cérebro e os efeitos patoldgicos subsequentes da DA. Drogas que possuem como alvo a

atividade da y-secretase demonstraram prejudicar a producéo da AB. Entretanto, o bloqueio da
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atividade da y-secretase também esta associado com uma variedade de efeitos colaterais que
limitam o seu uso terapéutico (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a).

A quebra da APP pela a-secretase ndo resulta na formacdo do AB e, uma vez quebrada
pela a-secretase, a APP ndo pode mais ser processada para a formagdo do AB por outra via
enzimatica. Isto sugere que o processamento da APP pela via a-secretase além de néo levar ao
desenvolvimento da DA pode ser considerado neuroprotetor. Diversas enzimas apresentam
atividade a-secretase, porém, como uma enorme variedade de processos estdo envolvidos para
a regulacdo dessas enzimas o desenvolvimento de estratégias terapéuticas utilizando esta
enzima envolve estudos mais avancados (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a).

A formacgdo do peptideo B-amiloide exige que a B-secretase seja a primeira enzima a
quebrar a APP. O produto da quebra via B-secretase resultam em fragmentos que sao
processados pela y-secretase em AB. Portanto, um aumento na atividade B-secretase resulta
em um aumento na producdo de AB, o que pode ser responsavel para a evolugdo da DA. O
produto da quebra da APP pela B-secretase € um fragmento da APP vinculado a membrana.
Esse fragmento, substrato para a y-secretase, € convertido em duas versdes de AB (AB4o e AB42).
Assim, o processamento da APP pela B-secretase aumenta a quantidade de substrato para a y-
secretase que pode levar a formacdo de aglomerados insoltveis de AR bem como diminuir a
guantidade de substrato disponivel para processamento pela a-secretase em produtos ndo
toxicos. Recentemente, uma enzima beta secretase especifica que quebra APP (chamada BACE-
1) que apresenta todas as propriedades da B-secretase foi identificada e clonada. Foi postulado
entdo que a BACE-1 é a enzima responsavel pelo primeiro passo de um processo que acaba
resultando na formacgéo do AB e o desencadeamento de todo processo neurodegenerativo
(Figura 2). Por conseguinte, a inibicdo da BACE-1 € um alvo promissor para a descoberta de

novas drogas (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a).
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Figura 2. A hipotese da cascata amiloide. Esta hipotese propde uma série de eventos patogénicos que levam ao
desenvolvimento da doenga de Alzheimer (DA). O acimulo cerebral do peptideo B-amiloide (AB) € o fator principal
na DA e orestante dos eventos resulta de um desequilibrio entre a produgéo, acimulo e liberacdo do AB.

Tratamento

Atualmente, existem cinco drogas aprovadas para o tratamento clinico da doenca de
Alzheimer (Tabela 1) (FDA, 2007). Dentre estas, quatro sdo classificadas como drogas
anticolinesterasicas, ou seja, inibidores da enzima acetilcolinesterase e a outra atua como

antagonista do receptor de glutamato.

Tabela 1. Drogas disponiveis no comércio aprovadas para o tratamento da doenga de Alzheimer

(FDA, 2007).
Genérico Marca  Aprovado para Efeitos Colaterais Classe
Donepezila  Aricept® Todos os Nauseas, vomitos, perda de Anticolinesterasico
estagios apetite e aumento dos
movimentos no TGI.
Galantamina Reminyl® Leve a Nauseas, vémitos, perda de Anticolinesterasico
moderada apetite e aumento dos
movimentos no TGI.
Rivastigmina  Exelon® Leve a Nauseas, vomitos, perda de Anticolinesterasico
moderada apetite e aumento dos
movimentos no TGl
Tacrina Cognex® Leve a Possivel dando no figado, Anticolinesterasico
moderada nausea e vomito.
Memantina* Ebix® Moderada a Dor de cabega, constipacdo,  Antagonista do receptor
severa confusdo e tontura. de glutamato (N-methyl-

D-aspartato) NMDA
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Inibidores de colinesterase

Os anticolinesterasicos possuem um papel importante no tratamento da DA. Em 1976
foi estabelecida a hipotese colinérgica a qual associa os sintomas cognitivos, funcionais e
comportamentais presentes na DA, com a deficiéncia na neurotransmissao colinérgica ligada a
perda dos neurdnios colinérgicos (Cummings & Back, 1998). Vérias altera¢c6es relacionadas com
0 sistema colinérgico no cérebro com DA sdo observadas entre elas: perda seletiva e
significativa da atividade de CHAT em diferentes partes do cérebro (cértex, hipocampo e
amigdalas), degeneracéo seletiva dos neurénios colinérgicos basais do cérebro, diminuicdo da
atividade da AChE com proporcional ao aumento do nimero de placas senis bem como uma
reducdo dos niveis de ACh e AChE (Garcia-Sanchez et al., 2003; Gouras, 2001; Kasa et al., 1997).
Inimeras abordagens vém sendo exploradas para restaurar a funcdo central colinérgica: o uso
de agentes liberadores de ACh, a estimulacdo da captagdo de acetilcolina, a ativacdo de
receptores colinérgicos (pos-sinapticos M; muscarinicos) por agonistas e a diminuicdo da
degradagdo metabdlica de ACh pela inibicdo da AChE (Kasa et al., 1997). A acetilcolina (ACh),
principal neurotransmissor na DA, é reconhecidamente importante para o aprendizado e
memoria (Kasa, 1997). A deficiéncia de ACh na DA levou ao estabelecimento da hipoGtese
colinérgica a qual explica que a incapacidade de transmitir impulsos neuroldgicos entre as
sinapses cerebrais € a razdo para as disfungdes cognitivas e comportamentais. Existem dois
tipos de colinesterases nos varios tecidos do corpo, a AChE e a BChE. A AChE hidrolisa a ACh,
finalizando o efeito desse neurotransmissor nas sinapses colinérgicas. No cérebro, AChE é mais
dominante do que a BChE. Estudos revelaram que um aumento dos niveis de ACh pela inibicao
da AChE pode melhorar a insuficiéncia na fungdo cognitiva em estagios prematuros de DA
(Mesulam, 2009). Com isso, a intensa investigacédo para o descobrimento de inibidores de AChE
e a resposta positiva do tratamento contribuiu para o surgimento dos anticolinesterasicos no

mercado (Orhan et al., 2006).
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Tacrina

A tacrina (1), (hidrocloreto de 9-amino-1,2,3,4-tetra-hidro-acridina, THA) (Cognex®) foi a
primeira droga aprovada pela US Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento dos
niveis leve a moderado da DA em 1993. A tacrina € uma aminoacridina ativa e um inibidor
reversivel de AChE. Possui acdo farmacoldgica adicional em niveis monoamina e canais ibnicos
e é quase tao potente quanto a fisostigmina, com 50% de inibicdo da AChE na concentracgéo de
10" M. Apresenta 0 mesmo tipo de inibicdo contra BChE e seu uso foi limitado devido a sua
hepatotoxicidade e baixo tempo de meia-vida plasmatica (3 - 5 h), exigindo uma posologia de
quatro vezes ao dia. Baseado na tacrina desenvolveu-se a segunda geragdo de inibidores de
AChE (compostos pés-fisostigmina e pos-tacrina) como, por exemplo, donazepil, rivastigmina, e
galantamina, os quais apresentam melhor perfil terapéutico embora eficAcia modesta se

comparada com a tacrina (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 2004; Reichman, 2003).

Donepezila

O cloridrato de donepezila (Il) (Aricept®), outra droga com uma atividade
anticolinesterasica potente e seletiva, foi aprovada pelo FDA em 1996 e tornou-se o inibidor de
AChE mais prescrito. O donezepila é uma piperidina inibidora reversivel de AChE com alta
seletividade para AChE. Demonstrou ser 1000 vezes mais seletivo para a AChE do que BChE. Seu
elevado tempo de meia-vida plasmatica (70 horas) exige somente uma dose diaria. A droga é
geralmente bem tolerada, apresentando alguns efeitos colaterais colinérgicos como néuseas,
vomito, constipacdo, diarréia, tontura e interrup¢do do sono (Orhan et al., 2006; Racchi et al.,
2004; Reichman, 2003).

Rivastigmina

O tartarato de rivastigmina (lll), [tartarato de (S)-N-etil-3-1-[(dimetil-amino)etil]-N-metil-
fenilcarmabato hidrogénio, ENA 713] (Exelon®) é um derivado de carbamatos inibidor pseudo-
irreversivel da AChE. A droga foi aprovada pelo FDA para o tratamento sintomatico dos niveis
leve e moderado da DA em abril de 2000. Seus efeitos colaterais envolvem o sistema

gastrintestinal numa relacéo dose dependente. A droga apresenta tempo de meia-vida inferior
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ao donepezil e deve ser administrada duas vezes ao dia (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 2004;
Reichman, 2003).

Galantamina

A galantamina (IV) é um alcaloide terciario e uma das mais novas drogas
anticolinesterasicas no mercado. Foi primeiramente isolada de espécies de Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae), posteriormente também extraida de outras espécies desta familia como
Narcissus sp. e Leucojum sp. Em 1996 foi lancada no mercado com o nome comercial de
Nivalin® para o tratamento de DA e, posteriormente, re-nomeada para comercializacdo como
Reminyl®. Possui um modo particular de acdo sendo um inibidor reversivel de AChE e um
modulador alostérico de receptores nicotinicos de acetilcolina o que pode ter valor adicional no
tratamento da DA. Seus pardmetros farmacocinéticos sdo favoraveis e incluem uma alta
biodisponibilidade, cinética de eliminacdo linear previsivel em certas doses e um tempo da
meia-vida curto. Entretanto, apresenta alguns efeitos colaterais como nauseas, vomito e

anorexia 0 que limita o seu uso em altas doses (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 2004,
Reichman, 2003).
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Efeito dos anticolinesterasicos no metabolismo da APP

Varios autores estudaram a relagdo entre o sistema colinérgico e sua capacidade de
modular o metabolismo da APP (Nitsch et al., 1993; Nitsch et al., 1992; Salvietti et al., 1996;
Wolf et al., 1995). Na maioria dos experimentos, as conclusdes relatam que os efeitos da
estimulacdo colinérgica sdo diretamente dependentes de intera¢des do tipo ligante-receptor e
que tais interacBes sdo responsaveis por desencadear uma cascata de transducdo de sinais que
envolve a ativacdo de proteinas quinases. Varios segundos mensageiros intracelulares também
contribuem para a regulacdo do metabolismo da APP e possuem interacbes extremamente

complexas (Figura 3) (Racchi et al., 2004).
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Figura 3. Possiveis sitios de interagdo farmacoldgica entre os anticolinesterasicos (AChEl) e o metabolismo da APP.
Trés possiveis sitios sdo indicados. Primeiramente, os AChEI podem interagir com o metabolismo da APP através da
estimulagdo colinérgica indireta da via ndo-amiloidigénica. A estimulacdo colinérgica da a-secretase e liberagdo
dos fragmentos sollveis da APP (sAPPa) envolve a ativacdo de vias de transducdo de sinais de uma ou ambas as
proteinas quinases. Também ja foi sugerido que alguns AChEI podem interagir independentemente de receptores
colinérgicos com estas vias e ativar ou alguns casos modular a metabolizagdo normal da APP. Além disso, uma
terceira possibilidade sugere a interacdo de algumas moléculas diretamente na sintese da haloproteina da APP e
assim interferir no metabolismo da APP e formacao de AB (Racchi et al., 2004).
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Muitos inibidores da acetilcolinesterase foram testados in vitro com relacdo a sua
capacidade de interagir no metabolismo da APP. O primeiro anticolinesterasico estudado
guanto a esta capacidade foi a tacrina por Lahiri e colaboradores (1994). Entretanto, os dados
iniciais sugeriram inicialmente que os anticolinesterasicos interagiam negativamente no
metabolismo da APP. Experimentos posteriores realizados por Mori e colaboradores (1995)
indicaram que maioria das outras moléculas eram capazes de aumentar o processamento nao
amiloidogénico da APP (Mori et al.,, 1995). Estudos posteriores realizados por Lahiri e
colaboradores (1994) demonstraram pela primeira vez em cultivo celular que a tacrina, uma
droga ja utilizada no tratamento da doenca de Alzheimer, afetava o metabolismo da APP
(Lahiri, 1994).

Existem evidéncias substanciais que sugerem um mecanismo de interacdo entre 0s
anticolinesterasicos e o metabolismo da APP. Infelizmente, os dados provenientes dos
diferentes estudos e modelos experimentais nem sempre sdo consistentes. As diferencas
geralmente provem do uso de modelos celulares distintos entre os estudos. Na maioria das
vezes somente uma molécula é estudada e sdo raros os trabalhos que comparam duas ou mais
moléculas no mesmo experimento. Outro fator importante é que as vezes, o efeito dos
anticolinesterasicos no metabolismo da APP é relacionado com efeitos colinérgicos indiretos
enguanto que em outros casos, sugere-se 0 envolvimento de mecanismos de ativacdo direta ou

indireta de diferentes vias de transducao de sinais (Racchi et al., 2004).

Busca de novos candidatos de origem natural para o tratamento da DA

A diversidade estrutural dos anticolinesterasicos ja conhecidos e a possibilidade de
explorar modos de acao diferentes estimularam estudos fitoquimicos com diversas espécies de
plantas e micro-organismos com base no uso popular ou dados etnobotanicos. A pesquisa de
drogas inibidoras de AChE com agédo prolongada, com maior poténcia e com menores riscos de
efeitos colaterais, ainda permanece o foco de diversos pesquisadores (Howes & Houghton,

2003; Khalid et al., 2004). Nesse sentido, a biodiversidade brasileira possui um grande arsenal
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de substéncias ainda para serem descobertas que podem contribuir para a solucdo deste
problema (Viegas et al., 2004).

Cerca de 50% das drogas introduzidas no mercado durante os Ultimos 20 anos sdo
derivadas diretamente ou indiretamente de moléculas pequenas de origem natural (Newman &
Cragg, 2007). O potencial terapéutico das plantas medicinais brasileiras também foi
demonstrado com sucesso no campo da DA (Barbosa-Filho et al., 2006). A natureza pode ser
considerada como uma importante fonte de novos compostos quimicos de interesse para o
tratamento de varias doengas, inclusive a DA. Além disso, varios compostos promissores ja
foram sintetizados e testados por suas habilidades de inibir AChE (Di Giovanni et al., 2008).

Recentemente, extratos de plantas medicinais tem sido objeto de diversos estudos
visando a busca de solu¢bes que possam dar maior conforto aos pacientes com a DA (Adsersen
et al., 2006; Anekonda & Reddy, 2005; Facundo & Rios, 2005; Gilania & Ghayuara, 2004; Lopez
et al., 2002; Viegas et al., 2004). Desse modo, diversos extratos avaliados mostraram
propriedades como pro-colinérgica, antioxidante, antiamiloide e anti-inflamatoria indicando o
uso promissor de substancias provenientes de farmacos vegetais no tratamento de pacientes
com DA (Anekonda & Reddy, 2005). Extratos de plantas contendo varios constituintes ativos
tém sido usados hoje em dia para tratar desordens associadas com o Sistema Nervoso Central,
entre essas, espécies de Salvia, Ginkgo, noz-de-areca e espécies da familia Amaryllidaceae
(Anekonda & Reddy, 2005; Gilania & Ghayuara, 2004; Lopez et al., 2002; Melanie-Jayne et al.,
2003; Viegas et al., 2004).

Varios fatores mostram que extratos de plantas medicinais podem ser veiculos
carreadores de substancias importantes e ativas, onde se incluem as substancias inibidoras da
AChE (Anekonda & Reddy, 2005). O primeiro fator € a biodisponibilidade (Manach et al., 2005),
especialmente quando se trata de plantas que contém flavonoides ou outras substancias
polifendlicas. Essas substancias sdo capazes de atravessar a barreira intestinal e penetrar no
sistema circulatorio. O segundo fator é a capacidade dos extratos passarem pela barreira
hemato-encefélica. Esta barreira expressa um grande numero de transportadores, como a
glicoproteina-P, onde as substéncias naturais atuam. O terceiro fator esta relacionado aos

aspectos toxicologicos e de interacdo droga-droga entre as substancias naturais. Poucos
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estudos clinicos foram realizados com plantas medicinais, ou seus extratos, que possam
garantir da sua seguranca e eficacia. No entanto, estudos clinicos realizados até entéo
mostraram poucos efeitos adversos. Um estudo realizado por Anekonda e Reedy em 2005
apresenta uma lista de efeitos sinérgicos com combinacdes diversas de plantas com efeitos
positivos e negativos para tratamento de pacientes com DA (Alcala et al., 2005; Roman et al.,
2002).

A fisostigmina (V), um alcaloide primeiramente isolado da espécie Physostigma
venenosum, L. (Fabaceae), foi o primeiro inibidor da acetilcolinesterase (Synapton®) utilizado na
terapéutica. Embora a fisostigmina ndo seja mais utilizada clinicamente devido ao seu curto
tempo de meia vida, sua estrutura quimica forneceu um modelo para o desenvolvimento da
rivastigmina, outra substéncia com melhor perfil farmacocinético utilizada atualmente na
terapia da doenca. A galantamina (IV), outro alcaloide extraido primeiramente da espécie
Galanthus nivalis (Amaryllidaceae), e posteriormente de outras espécies da mesma familia
como Narcissus sp. e Leucojum sp., € usada popularmente na Bulgaria e Turquia para
tratamento de condigdes neuroldgicas. Esta droga comercializada desde 1996 possui um modo
duplo de agdo como inibidor seletivo e reversivel da enzima acetilcolinesterase e modulador
dos receptores nicotinicos cerebrais 0 que mostrou valor adicional para o tratamento da DA
(Marco & Carreiras, 2006). Outros alcaloides da familia Amaryllidaceae como a assoanina,
epinorgalantamina, oxoassoanina, sanguinina, 11-hidroxi-galantamina também apresentaram
atividade anticolinesterasica significativa. A huperzina A (VI), um alcaloide isolado da espécie
Huperzia serrata (Thumb) Lycopodiaceae, uma espécie nativa na China, onde ja € utilizada ha
muitos anos para o tratamento de desordens cognitivas, estd passando por estudos clinicos
para o tratamento da DA e apresentou poucos efeitos colaterais quando comparado com
inibidores comerciais (Anekonda & Reddy, 2005; Wang et al., 2009).
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Os alcaloides como inibidores da acetilcolinesterase

Os alcaloides continuam sendo foco de pesquisa para novos prototipos de inibidores da
acetilcolinesterase sendo o grupo de substancias mais amplamente estudado. Uma revisao
realizada em 2006 por Barbosa-Filho e colaboradores (2006), consultou 175 referéncias e foram
levantadas 309 plantas e 260 substancias isoladas. Dentre os compostos testados que foram
isolados e identificados, 139 pertenciam a classe dos alcaloides. Particularmente as espécies
pertencentes as familias Amaryllidaceae, Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae e Fumariaceae
apresentam mais estudos. Como a maioria dos inibidores de acetilcolinesterase apresenta
nitrogénio em suas estruturas, a elevada atividade dos extratos parece estar relacionada com o

seu rico conteudo de alcaloides (Barbosa-Filho et al., 2006).

A familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes fontes vegetais
de constituintes quimicos com utilidade terapéutica na medicina moderna. Os géneros mais
importantes desta familia sdo Alstonia, Aspidosperma, Vinca, Tabernaemontana, Mandevilla,
Hancornia, Nerium, Strophantus, Catharanthus, Allamanda, Thevetia, Wrightia, Plumeria,
Himatanthus e Rauvolfia (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002). Inimeros estudos ja foram realizados
para avaliar o potencial anticolinesterasico com espécies desta familia. Mroue e Alam (1991)
isolaram, identificaram e determinaram o potencial anticolinesterasico do alcaloide bis-indélico

crooksina da espécie Haplophyton crooksii. O género Tabernaemontana apresenta o maior
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numero de estudos realizados com relacdo ao potencial anticolinesterasico. Andrade e
colaboradores (2005) isolaram e avaliaram o potencial anticolinesterésico de quatro alcaloides
inddlicos da espécie Tabernaemontana australis (coronaridina, voacangina, voacangina
hidroxindolenina e rupicolina). De acordo com Chattipakorn e colaboradores (2007) o extrato
metanolico da espécie Tabernaemontana divaricata foi capaz de inibir em 90 % a atividade da
enzima AChE em estudos in vitro. Vieira e colaboradores (2008) avaliaram o potencial
anticolinesterasico de fracdes e treze alcaloides obtidos de Tabernaemontana laeta e
Tabernaemonata hytrix e confirmaram a atividade para alguns dos alcaloides avaliados. Outras
espécies da familia Apocynaceae também apresentam estudos com relagdo ao potencial
anticolinesterasico. Ingkaninan e colaboradores (2003) realizaram uma triagem com extratos de
plantas utilizados na medicina tradicional tailandesa. Os extratos hidroalcodlico a 50% de folhas
de Apocynum lancifolium, extrato etandlico de folhas de Catharanthus roseus e extrato
metandlico de raizes de Ervatamia coronaria, também apresentaram algum grau de atividade
anticolinesterasica.

Estudos de triagem também foram realizados com diferentes tipos de alcaloides
inddlicos. Cardoso e colaboradores (2004) avaliaram o potencial anticolinesterasico e
antioxidante de nove alcaloides inddlicos glucosilados da espécie Chimarrhis turbinata
(Rubiaceae) onde os alcaloides turbinatina e desoxicordifolina apresentaram atividade
anticolinesterasica moderada. Orhan e colaboradores (2007) avaliaram a atividade
anticolinesterasica de varios alcaloides dentre eles os alcaloides do tipo inddlico; ioimbina e

vincamina.

A espécie Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.) Woodson

Himatanthus lancifolius € uma espécie nativa do Brasil encontrada principalmente nas
regides Nordeste e Sudeste. Ocupa preferencialmente areas de Mata Atlantica e, ocorre
também, em vegetagdes de capoeira, cerrado, catinga e campos rupestres (Spina, 2004). A
espécie esta descrita na Farmacopéia Brasileira 1% edicdo (1929), sob a antiga sinonimia de

Plumeria lancifolia. A monografia descreve que as partes utilizadas sdo as cascas do caule,
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usadas sob a forma extrato fluido, droga pulverizada e tintura. (Brandao et al., 2006). A espécie,
popularmente conhecida como “agoniada”, mas também como “banan a-de-papagaio”,
“banana-de-macaco”, “cana-de-macaco”, “janauba”, “leiteira”, “sucubinha”, “gamelina” e
outros, tem suas cascas caulinares tradicionalmente utilizadas como antiasmaética, purgativa,
para tratamento de doencas de pele, sifilis e disturbios menstruais, induzindo contragdes
uterinas (Corréa, 1926). Outras indicagdes para as cascas incluem o tratamento de adenite,
clorose, problemas digestivos, febre intermitente, histeria e como vermifugo (Brandéo et al.,
2006). O latex extraido do caule é considerado anti-helmintico e febrifugo, enquanto que as
folhas atribuem-se ainda propriedades galactagogas (Corréa, 1926).

As cascas do caule de H. lancifolius, matéria-prima para a producdo de alguns
fitoterapicos, caracterizam-se pela presenca de alcaloides inddlicos, ja foram isolados ioimbina
(VI), uleina (VIII), desmetoxiaspidospermina (IX) e ajmalina (X) (Franca et al., 2000; Lopes,

2008; Souza, 2007; Baratto, 2010)

Vil

A fracdo rica em alcaloides inddlicos da espécie apresentou um amplo espectro de
atividade contra algumas linhagens de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tais como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pantoea agglomerans e Acinetobacter baumanii (Souza et al., 2004). Também foi demonstrado

que esta fracdo, cujo alcaloide ind6lico majoritario corresponde a uleina, foi capaz de provocar
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alteracdes nas respostas contrateis da musculatura lisa vascular e ndo-vascular, um evento que
pode estar relacionado ao bloqueio da entrada de calcio na célula, alteracdes na mobilizacado de
calcio intracelular ou mesmo distarbios na capacidade das células em usarem o célcio para
eventos contrateis (Rattmann et al., 2005). Além disso, a fracdo rica em alcaloides apresentou
efeitos gastroprotetores através da ativagdo de varios mecanismos citoprotetores, incluindo
antioxidantes enzimaticos, como o aumento da glutationa sintase (GHS) da mucosa gastrica, e
antioxidantes ndo-enzimaticos, como o NO. A inibicdo da secre¢do acida gastrica também foi
verificada pelo bloqueio da bomba de H'-K*-ATPase, atividade esta relacionada aos alcaloides
indolicos majoritarios da fragdo, uleina e demetoxiaspidospermina (Baggio et al., 2005). Souza e
colaboradores (Souza et al., 2007) observaram que a adicdo de concentracbes crescentes de
uleina ao cultivo de células endoteliais de aorta de coelhos e de células de melanoma de
camundongos provocou um aumento na produgdo de NO. Recentemente, foi demonstrado que
a espécie apresenta capacidade de interferir com a resposta inflamatdria atuando no trafego

leucocitéario (Nardin et al., 2008) e na regula¢do do sistema imune (Nardin et al., 2010).
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OBJETIVOS

Geral

Investigacdo de produtos naturais com atividade anticolinesterésica, como extratos,
fracOes e substancias isoladas de plantas medicinais.

Especificos
e Utilizar e otimizar os ensaios com o reagente de Ellman em cromatografia em camada
delgada e microplaca para determinar a atividade anticolinesterasica;
e Utilizar e otimizar o método de Marston em cromatografia em camada delgada para
determinacdo da atividade anticolinesterasica;
e Desenvolver e otimizar ensaio para determinacdo da atividade anticolinesterasica por

imobiliza¢do enziméatica utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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MATERIAL E METODOS

Material botanico

Parte do material vegetal (Tabela 2) foi coletado em 1998 no local onde foi formada a
represa para a Usina Hidrelétrica de Salto Caxias (Silva et al., 2004), tendo recebido permissao e
apoio financeiro da Companhia de Energia Elétrica do Parana (COPEL) para a realizagcdo das
coletas. Todas as espécies foram classificadas pela Prof2. Dr2. Elizabeth de Araujo Schwarz, do
Departamento de Boténica da Universidade Federal do Parana e as excicatas encontram-se
depositadas no herbarium daquele Departamento. Este material botanico foi seco entre 30-35
°C, pulverizados e acondicionados em recipientes fechados e mantidos na Herboteca do

Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Farmécia da UFPR.

Tabela 2. Material boténico utilizado para os ensaios anticolinesterasicos

Espécie Familia Parte Utilizada
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze Amaranthaceae Raiz
Himatanthus lancifolius (Mll. Arg.) Woodson Apocynaceae Casca do caule
Rauvolfia sellowii Mill. Arg. Apocynaceae casca do caule
Philodendron sellowianum Kunth Araceae raiz
Jacaranda micrantha Cham. Bignoniaceae casca
Garcinia cambogia Desr. Clusiaceae Casca
Wilbrandia ebracteata (Cogn.) Cogn. Curcubitaceae raiz
Dioscorea glandulosa Kunth Dioscoreaceae Folhas
Bauhinia microstachya (Raddi) J.F. Macbr. Fabaceae Folhas
Fucus vesicolosus L. Fucacea Talo
Trichilia catigua A. Juss. Meliaceae Casca
Passiflora actinia Hook. Passifloraceae Folhas
Zea mays L. Poaceae Estigma
Arundo donax L. Poaceae Raiz
Picrasma crenata Engl. in Engl. & Prantl Simaroubaceae Raiz
Anchietea pyrifolia A. St.-Hil Violaceae Folhas
Hybanthus bigibbosus (A. St.-Hil.) Hassl. Violaceae Raiz
Phoradendron falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler Viscaceae Folhas
Tribulus terrestris L. Zygophyllaceae Sementes e frutos

As cascas de caules de Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.) Woodson foram
comercialmente adquiridas nos arredores da cidade de S&o Paulo e foram identificadas de
acordo com a descri¢do da Farmacopéia Brasileira 12 edicdo e comparadas microscopicamente

e macroscopicamente com as amostras do Laboratério de Farmacognosia do Departamento de
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Farmacia da Universidade Federal do Parana onde uma amostra foi depositada sob voucher HL-
9. As amostras em p6 de Garcinia cambogia Desr., Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze., Fucus
vesicolosus L., Trichilia catigua A. Juss., Zea mays L. e Tribulus terrestris L. foram adquiridas do

comercio local e identificadas por microscopia Otica comparando com amostra padrao.

Procedimentos gerais

Reagentes e equipamentos

Tampdes

Os seguintes tampdes foram utilizados. Tampao A: Tris 50 mM, pH 8,0; tampéo B: Tris
50 mM, pH 8,0 contendo 0,1 % de soro albumina bovia (BSA); tampéo C: Tris 50 mM, pH 8,
contendo 0,1 M NaCl e 0,02 M de MgCl,.6H,0; tampé&o D: 50 mM NaH,PO,, pH 7,6; tampéo E:
0,05 M KH,PO4 e 1,25 M (NH,4)2SO4, pH 5,8; tampéo F: Tris 0,05 M, pH 7,8 contendo 150 mg de
BSA.

Enzimas

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, pa liofilizado, 292 U/mg s6lido, 394 U/mg
proteina, Sigma, lote: 046K7675) foi utilizada em todos os ensaios em CCD e microplaca
utilizando o reagente colorimétrico de Ellmam. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampé&o A
para preparar uma solucdo estoque 1000 U/ml e, posteriormente diluida em tampéo B para
obter uma solugdo de enzima 0,226 U/ml utilizada no ensaio em microplaca ou em tampéo A
para obter uma solucéo de enzima 3 U/ml para ser utilizada no ensaio em CCD.

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo V-S, pé liofilizado, 658 U/mg sélido, 1.210 U/mg
de proetina, Sigma, lote: 025K7671) foi utilizada no esaio em CCD utilizando o método
colorimétrico de Marston. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampédo F para obter uma

solucéo 6,6 U/ml.
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Acetilcolinesterase de eritrocitos humanos (solu¢cdo aquosa tamponada, 522,73 U/mg
proteina, Sigma, lote: 078K4001) foi utilizada no ensaio no biorreator enziméatico utilizando o
método colorimétrico de Ellman. A solu¢do da enzima foi dissolvida em tampdao E para obter

uma solucéo 1 U/ml.

Substrato

lodeto de acetiltiocolina (ACTI) (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado nos ensaios em
CCD , microplaca e no biorreator enzimatico para o0 método com o reagente colorimétrico de
Ellman nas concentracdo 1 mM em tampdo A, 15 mM em &gua Millipore e em diferentes
concentragdes em agua Millipore respectivamente.

Acetato de alfa-naftila (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado no ensaio em CCD para o

método colorimétrico de Marston em solucéo 2,5 % em etanol.

Reagentes colorimétricos

Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente de Ellman foi
utilizado nos ensaio em CCD, microplaca e no biorreator enzimatico nas concentra¢es 1 mM
em tampdo A, 3 mM em tampdo C e 1,26x10* M em 0,1 M de tampao fosfato, pH 7,4
respectivamente.

Sal Fast Blue B (Sigma) foi utilizado nos ensaios em CCD para o método colorimétrico de

Marston na concentracdo 2,5 % em agua MilliQ.

Placas de cromatografia de camada delgada

Placas de aluminio para cromatografia de silica Gel 60 F2s4, 0,2 mm de espessura foram

adquiridas da Merck (Darmstadt, Alemanha).
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Leitor de microplacas

Placas de poliestireno com 96 pogos (300 ul/TPP®) e equipamento leitor de microplacas
Tecan modelo Surise foi utilizado para medir a absorvancia em 412 nm para a reagao

enzimatica no ensaio em microplaca.

Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os ensaios no biorreator enzmatico para o método colorimétrico de Ellman com a
enzima imobilizada em coluna cromatogréfica foi utilizado uma coluna de ago inoxidavel
(Agilent®) de 250 mm e 4,6 diametro interno empacotada com silica epoxidada e as analises em
CLAE foram realizadas em equipamento Varian, bomba Prostar 230, detector PDA Prostar 335,
Autosampler Prostar 410, Programa Workstation Star 6.5. Os solventes utilizados em todos os
procedimentos cromatograficos utilizando CLAE foram grau HPLC. A &gua ultrapura utilizada foi

purificada no sistema Millipore, filtro de 0,22 pm.

Sistemas de solventes

Para a realizacdo das anélises em cromatografia de camanda delgada (CCD) dos extratos
simples, fracGes obtidas da parti¢éo liquido-liquido de H. lancifolius, R. sellowii e do alcaloide
uleina foram utilizadas cromatoplacas de Silica Gel 60 Fzs4 (Merck). As seguintes fases moveis
foram utilizadas: EtOAc:n-hexano: (2:8) foi utilizada para os extratos de P. sellowianum, J.
micrantha, G. cambogia, W. ebracteata, D. glandulosa, B. microstachya, T. catigua, P. actinia, Z.
mays, A. donax, P. crenata, A. pyrifolia, H. bigibbosus, P. falcifrons e T. terrestris, EtOAc:n-
hexano:MeOH:dietilamina (4:5:0,8:0,2) para o extratos fluido de H. lancifolius, suas fragbes
liquido-liquido, sua fracdo rica em alcaloides e uleina e DCM:EtOAc:MeOH (8,5:1:0,5) para o
extrato fluido de R. sellowii e para suas fragdes liquido-liquido. As cromatoplacas foram
observadas em camara de luz UV ondas largas (365 nm) e ondas curtas (254 nm) e solucéo de

acido fosmolibdico 10% em EtOH, reagente de anisaldeido-sulfarico e reagente de Draggendorf,
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preparados segundo (Wagner & Bladt, 1996) foram utilizadas como reveladores quando

necessario.

Preparo dos extratos

Extratos simples

Foram preparadas solu¢gdes mae na concentragdo 1 mg/ml em metanol de cada espécie
do material boténico coletado em Salto Caxias a partir do extrato simples preparado através da
percolacdo de 2 a 30 kg de cada droga (dependendo da disponibilidade) com EtOH 70% por trés
dias e o extrato etandlico resultante foi concentrado em rotaevaporador sob pressao reduzida

até secura (Silva et al., 2004).

Extratos fluidos e fragdes

As espécies H. lancifolius, R. sellowii, P. paniculata e T. terrestris foram selecionadas
para preparo de extratos fluidos. O extrato fluido (100 ml) de cada espécie foi preparado
segundo metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira 12 ed. utilizando o método geral de
preparacdo A e EtOH 56% como liquido extrator.

Para a espécie H. lancifolius, o restante foi concentrado em rotaevaporador a 60 °C até
secura e ressuspenso em agua (volume final 100 ml) e fracionado utilizando solventes de
diversas polaridades (n-hexano, DCM, EtOAc e n-butanol) em funil de separagdo (3x30 ml)
(Esquema 1). Todas as fracdes foram concentradas em rotaevaporador sob presséo reduzida a
60 °C, obtendo-se para a espécie H. lancifolius rendimento de 2,59 g para a fracdo n-hexano,
1,85 g para a DCM, 0,43 g para a EtOAc, 4,53 g para a n-butanol e 12,88 g para a fragdo aquosa

restante.
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Esquema 1:Fluxograma do preparo do extrato fluido e fracionamento do extrato de Himatanthus lancifolius.

Particao
liquido/liquido
N N N N
Fracao Fracao Fracao Fracao
n-hexano DCM EtOAC n-butanol
2,56893g 1,8547 g 0,4321 g 45336 g

N

Fracao
aquosa
12,8842 g
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Para a espécie R. sellowii uma aliquota de 25 ml do extrato fluido foi concentrada até

secura em rotaevaporador a 60 °C, ressuspenso em agua MilliQ (volume final 100 ml) e

fracionado utilizando solventes de diversas polaridades (n-hexano, DCM, EtOAc e n-butanol) em

funil de separacdo (3x30 ml) (Esquema 2) obtendo-se rendimento de 0,1 g para a fracdo n-

hexano, 0,47 g para a DCM, 0,06 g para a EtOAc, 0,90 g para a n-butanol e 1,82 g para a fracéo

aquosa restante.

Uma solucdo mée para cada fragdo de cada espécie foi preparada na concentracao de 1

mg/ml em metanol e armazenada em geladeira.
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moida
Dragendorff
EtOH 56% Separa Percolacéo até Concentracao
(percolagéo apos 85 ml exaustao com ——>| até secura em —l
24 h) iniciais EtOH 56% B.M. 260 °C
Ressuspender
com os 85 ml
iniciais

Extrato fluido
(E.F)
100 ml

g.s.p.100 ml
com EtOH 56%

5ml
reservados

4

25ml E.F
Evaporados até secura
(B.M. 60 °C)

2
Ressuspenso em agua MilliQ
- volume final 100 ml

3

Particao
liquido/liquido
\ 4 A 4 X \ 4 \ 4
Fracao Fracao Fracao Fracao Fracao
n-hexano DCM EtOAC n-butanol aquosa
0,0999 g 0,4686 g 0,0588 g 0,08972 g 1,823 g

Esquema 2: Fluxograma do preparo do extrato fluido e fracionamento do extrato de Rauvolfia
sellowii.

Fracao rica em alcaloides obtidas de H. lancifolius

A fracdo rica em de alcaloides foi obtida das cascas secas (5 kg) da planta previamente
deslipidificada com n-hexano e maceradas durante 48 h em 1% de HCI. A extracéo foi feita até
exaustdo (reacdo negativa com o reagente de Dragendorff). Esse extrato a 1% de HCI foi
filtrado, basificado com carbonato de sddio até pH 10, particionado com cloroférmio e entdo
evaporado, resultado em 4,02 g de uma fracdo basica de alcaloides (pH 10). Isto foi re-

dissolvido em 1% de HClI, filtrado, concentrado e congelado (Baggio et al., 2005).
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Isolamento e identificagdo do alcaloide uleina a partir de H. lancifolius

O alcaloide uleina foi isolado por cromatografia em coluna como descrito por Lopes
(2008). A comparacdo com dados espectrais disponiveis em literatura confirmou que a
substancia isolada era a uleina (Franca et al., 2000; Gaskell & Joule, 1967; Joule & Djerassi,
1964; Lopes, 2008).

Preparo das placas de CCD

Para os extratos simples

Foram realizados trés ensaios com metodologias diferentes e para tanto, foi necessario
0 preparo de trés cromatoplacas iguais, uma para cada ensaio. Uma para 0 ensaio com o
reagente de Ellman (Rhee et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de
Ellman (Rhee et al., 2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Cada
extrato de cada espécie foi aplicado (100 ul) de maneira pontual na mesma concentragdo (1
mg/ml) sendo distribuindos por toda a cromatoplaca conforme o esquema 3. Fisostigmina na

concentracdo 1 mg/ml foi aplicada (40 pul) como controle em cada placa.
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Esquema 3. Representacdo do preparo das cromatoplacas com os extratos fluidos. Cada ponto
preto representa a aplicacdo de um extrato fluido de uma espécie (100 pl). Foram analisados
dezenove espécies e o alcaloide fisostigmina (controle positivo) ha mesma concentracdo (1
mg/ml).

Para os extratos fluidos e frac6es liquido-liquido

Para cada extrato fluido (H. lacifolius, R. sellowii, T. terrestris e P. paniculata) foram
preparadas trés cromatoplacas, sendo uma para cada ensaio: uma com o reagente de Ellman
(Rhee et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de Ellman (Rhee et al.,
2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Cada extrato fluido foi
aplicado na base de suas respectivas cromatoplacas (100 pl) na mesma concentragdo (1
mg/ml), pois estas foram eluidas em sistema de solvente adequado. Fisostigmina na

concentracdo 1 mg/ml foi aplicada (40 pul) como controle em cada placa.
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Para as fracOes obtidas a partir da particéo liquido-liquido

A partir dos extratos fluidos das espécies H. lacifolius e R. sellowii obteve-se 5 fracdes
liquido-liquido: n-hexano, DCM, EtOAc, n-butanol e aquosa. As cinco fragdes liquido-liquido de
cada espécie foram aplicadas (100 ul) na mesma concentragdo (1 mg/ml) em trés
cromatoplacas diferentes, sendo uma para cada ensaio: uma com o reagente de Ellman (Rhee
et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2003b) e
outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Fisostigmina na concentra¢do 1 mg/ml

foi aplicada (40 pl) como controle em cada placa.

Para a fracao rica em alcaloides e uleina

Foram aplicados 100 ul da fragdo rica em alcaloides e uleina obtidas da espécie H.
lancifolius em concentragdes diferentes (2,0 mg/ml; 1,75 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5
mg/ml e 0,25 mg/ml) em trés cromatoplacas diferentes, sendo uma para cada ensaio: uma com
o reagente de Ellman (Rhee et al. 2001), outra para o0 ensaio falso-positivo com o reagente de
Ellman (Rhee et al., 2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Em cada
placa de fracdo rica em alcaloides foram aplicados 100 pl de uleina na concentracao 2,0 mg/mi
e em cada placa da uleina 100 ul da fragdo de alcaloides na concentracdo 2,0 mg/ml foram
aplicados. Fisostigmina na concentracdo 1 mg/ml foi aplicada (100 pl) como controle em cada

placa.

Ensaios em cromatografia de camada delgada

Reagente colorimétrico sal Fast Blue B

O ensaio foi realizado conforme descrito por Marston e colaboradores (2002).

Resumidamente, as amostras foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada

(CCD), eluidas em solvente adequado e secas a temperatura ambiente. Cada placa foi borrifada
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com a solugcdo estoque da enzima e novamente secas. Para incubacdo da enzima, a placa foi
colocada sob um suporte no interior de um recipiente plastico contendo 5 ml de agua (a 4gua
nao entra em contato com a placa, somente mantém Umido o interior do recipiente), fechado e
mantido a 37 °C por 20 min. Para detecgdo da enzima, ap6s esse periodo, 10 ml de uma solucéo
do substrato e 40 ml da solucdo do reagente colorimétrio sal Fast Blue B foram misturadas
momentos antes do uso e borrifadas sobre a placa. Apds alguns minutos o desenvolvimento de
manchas brancas sob o fundo roxo indicou a presenca de compostos inibidores da enzima

acetilcolinesterase (Marston et al., 2002).

Reagente colorimétrico de Ellman

Teste positivo

O ensaio foi realizado conforme Rhee e colaboradores (2001). Resumidamente, as
amostras foram aplicadas em placas de CCD e apds o desenvolvimento com o solvente
adequado, as placas foram completamente secas. Uma mistura de solu¢do de substrato e do
reagente de Ellman foi borrifada sobre a placa. Ap6s completa secagem da placa uma solucao
de enzima AChE foi borrifada e alguns minutos se passaram até o desenvolvimento de manchas
brancas sob um fundo amarelo indicando a presenca de compostos inibidores da enzima

acetilcolinesterase (Rhee et al., 2001).

Teste falso positivo

Resultados falsos positivos foram eliminados pelo método descrito por Rhee e
colaboradores (2003b). As mesmas amostras foram aplicadas em placas de CCD e desenvolvidas
com 0 mesmo sistema de solvente para o teste positivo (preferencialmente na mesma cuba
cromatografica). Apos secagem, a placa foi borrifada com uma sequéncia diferente dos mesmos
reagentes do teste positivo. Primeiro foi borrifado a solugdo de reagente de Ellman e, ap6s

secagem, uma solucéo de substrato (ACTI) e da enzima AChE a 37 °C (Rhee et al., 2003b).
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Ensaio em microplaca

Para o ensaio em microplaca foi preparada uma solu¢cdo mée (10 mg/ml) em metanol
(100%) das espécies H. lancifolius e R. sellowii e as diluicdes subseqiientes foram feitas
utilizando agua MilliQ (5 mg/ml; 1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,1 mg/ml e 0,05 mg/ml).

Em microplaca de 96 pocos, foram adicionados em sequéncia os reagentes a seguir: 25
pl da solugéo aquosa do substrato, 125 pl de uma solugdo do reagente de Ellman, 50 pl de
tampao B e 25 pl da solucdo de amostra e a absorvancia monitorada a cada 10 s durante 230 s
em 412 nm. Apés esse periodo 25 pl de uma solugdo aquosa de enzima AChE foram
adicionados e a absorvancia novamente monitorada a cada 10 s durante 230 s em 412 nm. As
taxas das reacdes foram calculadas utilizando software apropriado (GraphPad Prism versao
5.0). Qualquer aumento da absorvancia antes da adicdo da enzima devido a hidrdlise
espontanea do substrato foi corretamente corrigido subtraindo-se a taxa da reacdo antes da
adicao da enzima da taxa obtida apds a adicdo da enzima. As porcentagens de inibicdo foram
calculadas comparando-se as taxas das reagdes das amostras com a taxa de reagdo do controle
(solvente utilizado para solubilizar cada amostra) atraves da formula: % inibicdo = 100-(taxa da
reacdo amostra/taxa da reagdo controle x 100). Cada concentracdo de cada amostra foi

analisada em triplicata e os resultados obtidos através de média + desvio padréo.

Determinacéo da ICso do alcaloide uleina isolado de H. lancifolius

Solugéo estoque de uleina na concentragdo 1 mg/ml foi preparada em metanol (100%).
As solugdes para o ensaio foram preparadas diluindo a solugdo estoque em agua MilliQ (0,5
mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625 mg/ml; 0,03125 mg/ml; 0,01562 mg/ml; 0,00781825
mg/ml). Cada concentracéo foi analisada em triplicata e a porcentagem de inibicdo calculada.

A curva de inibicéo foi obtida plotando a % de inibi¢cdo versus o logaritmo negativo da
concentracdo do inibidor presentes nas solu¢des do ensaio. Os parametros de regressao linear

foram tracados (GraphPad Prism verséo 5.0) para cada curva e o valor para ICs extrapolado.
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Imobilizacdo enzimatica

Sintese da silica modificada

Para a sintese da silica modificada 10 g de silica (37-44 um, Chromosorb® LC-2, Johns —
Manville, USA) foram ativadas a 170 °C durante 15 h a vacuo utilizando o aparelho Chem-Dry®
(Laboratory Devices INC, USA). Posteriormente a silica ativada foi transferida para um balao de
fundo redondo (100 ml). Uma solucdo 10% de 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS) (Sigma-
Aldrich®) em tolueno juntamente com 80 ml de tolueno seco foram adicionados a0 mesmo
baldo e este submetido a aqguecimento (100 °C sob refluxo durante 12 h). Apés o esfriamento, a
mistura da reacéo foi filtrada a vacuo e lavada com 80 ml de tolueno seco. A silica epoxidada foi
seca a vacuo a 80 °C durante 15 h utilizando o aparelho Chem-Dry® e armazenada em frasco

ambar em geladeira (Felix & Descorps, 1999b).

Empacotamento da coluna com a silica modificada

Uma coluna de aco inoxidavel Agilent® (4,6 x 250 mm) com preenchimento de silica (5
um) C-18 foi desempacotada utilizando a bomba do equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Agua MilliQ foi utilizada como solvente sob fluxo de 5 ml/min. Apés a
remocao de toda silica, a coluna foi lavada com acetona durante 10 min sob mesmo fluxo. A
coluna foi entdo totalmente aberta e seu interior lavado com metanol e a secagem realizada a
temperatura ambiente.

O empacotamento da coluna com a silica epoxidada foi realizado a seco. A coluna de a¢o
inoxidavel (4,6 X 250 mm) foi acoplada a outra coluna de ago inoxiddvel de menor
comprimento, porém de maior didmetro somente para auxiliar o empacotamento. A silica
epoxidada (10 g) foi adicionada a coluna de maior didmetro e o assentamento dentro da coluna

menor foi feito inicialmente empregando batidas suaves sobre uma superficie resistente. Apds
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0 assentamento inicial das particulas de silica epoxidada, o conjunto com as duas colunas foi
acoplado a bomba do equipamento de CLAE sob fluxo de 10 ml/min de acetona pura. Para
finalizar o empacotamento, a coluna foi lavada utilizando agua MilliQ durante 10 min sob fluxo

de 5 ml/min.

Imobilizagdo da enzima acetilcolinesterase

A enzima foi imobilizada no suporte de silica modificada utilizando como base a técnica
de derivatizacéo in situ descrita por Felix e colaboradores (1999a) e Andrisano e colaboradores
(2001) (Andrisano et al., 2001; Felix & Descorps, 1999a).

A temperatura ambiente uma coluna de a¢o inoxidavel (4,6 X 250 mm) empacotada com
a silica previamente epoxidada foi acoplada ao equipamento de CLAE e a solugdo de enzima
AChE foi mantida em recirculacéo pela coluna sob fluxo de 0,5 ml/min durante 42 h.

A coluna foi entdo lavada sucessivamente com uma solugdo de KH,PO4 0,05 M (pH 6,0),
com 50 ml de uma solucédo 1 M de glicina em 0,05 M KH2PO4 (pH 7,0) e finalmente com uma
solucéo de KH,P0O, 0,05 M (pH 7,0). Antes do seu armazenamento, a coluna foi lavada com uma

solucéo 0,05 M KH,PO,4 (pH 7,0) contendo 0,01 % de azida de sodio para sua conservacao.

Determinagdo da quantidade de enzimas imobilizadas ativamente na coluna

A coluna com a enzima imobilizada foi acoplada ao equipamento de CLAE, equilibrada
durante 30 min com tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4 e condicionada com 0 mesmo tampao
contendo 1,26 x 10 M do reagente de Ellman (DTNB) (Sigma-Aldrich®, USA).

Aliguotas de 20 pl de cinco concentragdes crescentes de ACTI (Sigma-Aldrich, USA) (1,75
a 450 mM) foram injetadas manualmente ao sistema sob fluxo de 0,5 mil/min. Cada
concentracdo foi injetada cinco vezes e fracées de 2,5 ml foram coletadas durante 5 min. A
absorvancia relativa foi determinada espectrofotometricamente em 412 nm no equipamento
Shimadzu modelo UV-1800, utilizando como branco uma solugdo de tampéo fosfato 0,1 M pH
7,4 contendo 1,26 x 10 M do reagente de Ellman. A taxa da reagdo enzimatica (V) expressa em

(AA/min) foi calculada pela férmula:
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AU x df
tempo (min)

V (AA/min) =

Onde AU (unidades de absorvancia) é o valor da absorvancia obtida para cada
concentracdo e df € o fator de diluicdo que foi utilizado quando a cor da solugdo impedia a
leitura da absorvancia.

O gréfico de Lineweaver e Burk 1/V versus 1/[S] foi tracado para obtencéo dos valores
estimados de Km e Vmax, Onde [S] corresponde a concentracdo da solugao de ACTI injetada (1,75
a 450 mM).

A guantidade de unidades (U) de enzimas imobilizadas ativamente foi calculada pela
formula:

AA i
U (umoli/min) = 247 mlen ) Max o6

Onde (AA/min)max corresponde a taxa de reacdo maxima (Vmax) e € € o valor
preconizado para o coeficiente de extingdo do fon amarelo (13.600 cm™ M™) (Ellman et al.,
1961)

Determinacéo da atividade anticolinesterasica com a enzima AChE imobilizada

O biorreator enzimatico foi acoplado entre a bomba e o detector PDA do equipamento
de CLAE. A fase movel consistiu em uma solugdo do reagente de Ellman. Primeiramente uma
solucdo de concentragdo conhecida do substrato ACTI foi injetada em triplicata no
cromatografo e o tempo de elui¢do do pico correspondente ao produto da reacdo (Esquema 1)
foi determinado. As solugdes contendo concentragdes crescentes do inibidor conhecido
fisostigmina e uma concentracgdo fixa do substrato foram injetadas no sistema cromatografico e
suas areas relativas do pico integradas. As areas dos picos foram comparadas entre aquelas
obtidas na presenca e na auséncia do inibidor. A porcentagem de inibicdo enzimética foi

calculada pela seguinte equacdo: 100—(Ai/A;*100); onde A; € a &rea do pico calculada na



51

presenca do inibidor e Ay é a area do pico calculada na presenca somente do substrato
(Andrisano et al., 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método fotométrico para a
determinacdo da atividade anticolinesterasica (Ellman et al., 1961). O método se baseia na
medi¢cdo da taxa de producdo de tiocolina a medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela
acetilcolinesterase. Isto ocorre pela continuagdo da reacdo da tiocolina (1) com reagente de
Ellman (2) (DTNB), produzindo o anion amarelo (3) como mostrado no Esquema (4). A taxa da

producdo do composto colorido Il é realizada em espectrofotdmetro UV/VIS em 412 ou 405

nm.
o) 0
Il + AChE V4 +
CH3C—SCH,CH,N(CHg); —> CH3C\6 + HSCH,CH,N(CHs),
(1)
COOH COOH
O,N NO,
+ —_—
HSCH,CH,N(CHj3); +
s—s
2 _ -
COOH o COOH o COOH
\ \+
O2N NN . N A
0 0
+ -
S—SCH,CH,N(CH3)3 S S

3)

Esquema 4: Sequéncia de reacdes para detec¢do de atividade anticolinesterasica de substancias
naturais pelo método de Ellman.

Este método fotométrico exige uma elevada solubilidade em dgua de todos os reagentes
e principalmente das amostras uma vez que os tampdes e solu¢cbes sd0 em meio aquoso
(Ellman et al., 1961). Com o objetivo de superar este problema, Rhee e colaboradores (Rhee et

al., 2001) desenvolveram um sistema rapido e eficaz para a deteccdo de substancias inibidoras
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da acetilcolinesterase em matrizes complexas utilizando a cromatografia em camada delgada. O
método teve como base uma metodologia previamente descrita por Kiely e colaboradores
(Kiely et al., 1991). Este sistema em CCD também utiliza o reagente de Ellman e seu uso acabou
se tornando bastante difundido por sua rapidez, por permitir a analise preliminar de um grande
numero de amostras, por permitir o uso de extratos ndo aquosos e, além disso, por permitir um
rapido acesso a informacdes relacionadas a atividade bem como a localizagdo desta atividade
em extratos e fragdes. Favorece também a identificacdo e correlacdo de inibidores ja
consagrados em extratos, ou fracGes, dispensando o isolamento prévio e demorado. Neste
ensaio os inibidores da enzima acetilcolinesterase sdo detectados pelo aparecimento de
manchas brancas de inibicdo sobre o fundo amarelo da placa cromatogréfica. Entretanto, pode
apresentar resultados falso-positivos que devem ser descartados pelo ensaio falso-positivo
desenvolvido pelo mesmo grupo (Rhee et al., 2003b). Alguns compostos como aminas e
aldeidos, podem interagir na segunda etapa da reagdo (Esquema 3) impedindo a formacéo do
composto colorido e formando as manchas brancas, porém indicando resultado falso. Ambos
0s ensaios em CCD devem ser realizados concomitantemente de modo a se obter resultados
confiaveis.

O mesmo grupo (Rhee et al., 2001) também adaptou para microescala a metodologia
espectrofotométrica descrita por Ellman e colaboradores (1961) simplesmente fazendo o
monitoramento da produc¢do do composto colorido em placas de 96 pogos utilizando um leitor
de microplaca. Essa adaptacéo contribuiu para a maior automacdo do sistema e possibilitou a
analise mais rapida de um nimero ainda maior de amostras em volumes muito menores. O
ensaio em microplaca é quantitativamente mais preciso que do que o ensaio em CCD, ja que
seu metodo de detecgdo € muito mais sensivel permitindo a identificacdo de inibidores em
concentracdes muito menores do que o teste em CCD. (Di Giovanni et al., 2008; Rhee et al.,
2001).

Em 2002, Marston, Hosttetmann e colaboradores (2002) desenvolveram outro método
utilizando a cromatografia em camada delgada (CCD) para a triagem da atividade
anticolinesterasica de extratos de plantas. Este ensaio se baseia em uma reacdo diferente onde

0 reagente acetato de naftila é o substrato que sofre quebra pela acetilcolinesterase formando
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o 1-naftol, o qual continua a reagir com o reagente colorimétrico sal Fast Blue B para formar um
sal de diazonio de coloracéo violeta (Esquema 5). Os inibidores sdo diretamente detectados na
cromatoplaca pela formagdo de manchas brancas sobre o fundo violeta da cromatoplaca
(Marston et al., 2002).

(0]
i OH
(@) CHgy AChE
OO + CH3;COOH
acetato de naftila a-naftol _
H,CO
+ + _

OCH;

Sal "Fast Blue B"

H5;CO

OH OH
O S0
OCH;

"Azo dye" (purpura)

Esquema 5: Reacdo de deteccdo de atividade anticolinesterasica de substancias naturais
pelo método de Marston e Hosttetamenn. (Marston et al., 2002)

Esse método em CCD foi desenvolvido quase que concomitantemente ao método de
Rhee e colaboradores (2001), porém utiliza reagente colorimétrico e substrato diferentes. O
método de Marston ainda possui a vantagem de ndo apresentar a necessidade de realizagdo de
ensaios falso-positivo, bem como permite uma melhor visualizacéo dos resultados pelo melhor
contraste entre manchas de inibi¢cdo brancas sob o fundo violeta da cromatoplaca ao invés do
fundo amarelo respectivamente.

Nos ultimos anos, varios métodos para a determinagdo da atividade anticolinesterasica
foram descritos. Além dos métodos colorimétricos que utilizam o reagente de Ellman (Ellman et
al., 1961) ou o reagente sal Fast Blue B (Marston et al., 2002) podemos citar também ensaios

fluorimétricos utilizando subtratos fluorogénicos (Rhee et al., 2003a), detecgédo
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potenciométrica ou eletroquimica (Kaneda et al., 1985). Entretanto, a maioria dos estudos
realizados para determinar a atividade anticolinesterasica de extratos vegetais, fracbes e
substancias isoladas utiliza a combinacdo das duas técnicas baseadas do método colorimétrico
de Ellman (Gilania & Ghayuara, 2004; Hillhouse et al., 2004; Howes & Houghton, 2003;
Ingkaninan et al., 2003; Khalid et al., 2004; Lopez et al., 2002; Melanie-Jayne et al., 2003; Oh et
al., 2004; Orhan et al., 2004; Salah & Jager, 2005; Siqueira et al., 2003).

Triagem preliminar dos extratos simples em cromatografia de camada delgada

Inicialmente foi realizada uma triagem preliminar de diferentes espécies medicinais na
forma de extratos simples (1 mg/ml) utilizando o ensaio em CCD pelos métodos de Rhee e
colaboradores (2001) e Marston e colaboradores (2002) (Marston et al., 2002; Rhee et al.,
2001).

Tabela 3. Espécies medicinais avaliadas pelos métodos de Marston e Rhee em Cromatografia de Camada Delgada
(CCD) (Marston et al., 2002; Rhee et al., 2001).

Espécie Familia Ensaio
Marston  Ellman
CCD CCD
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze Amaranthaceae A A
Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.) Woodson Apocynaceae +++ +++
Rauvolfia sellowii Mll. Arg. Apocynaceae +++ +++
Tribulus terrestris L. Zygophyllaceae +++ +++
Philodendron sellowianum Kunth Araceae + +
Jacaranda micrantha Cham. Bignoniaceae ++ ++
Garcinia cambogia Desr. Clusiaceae
Wilbrandia ebracteata (Cogn.) Cogn. Curcubitaceae + +
Dioscorea glandulosa Kunth Dioscoreaceae + +
Bauhinia microstachya (Raddi) J.F. Macbr. Fabaceae + +
Trichilia catigua A. Juss. Meliaceae A A
Fucus vesicolosus L. Fucacea ++ ++
Passiflora actinia Hook. Passifloraceae
Zea mays L. Poaceae
Arundo donax L. Poaceae ++ ++
Picrasma crenata Engl. in Engl. & Prantl Simaroubaceae + +
Anchietea pyrifolia A. St.-Hil Violaceae ++ ++
Hybanthus bigibbosus (A. St.-Hil.) Hassl. Violaceae ++ ++
Phoradendron falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler Viscaceae +++ +++

Todas as espécies foram avaliadas na mesma concentragdo (10 mg/ml). Sinal (+++), forte mancha branca de
inibicdo; (++), mancha branca de inibicdo mediana; (+), sutil mancha branca de inibi¢do; (---), ndo deteccéo de
mancha de inibig&o.
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Somente para os extratos de P. actinia, Z. mays e G. cambogia ndo foi possivel a
vizualizagdo das manchas de inibicdo na concentracdo testada. Os outros extratos
apresentaram manchas brancas de inibi¢ao de itensidade variando de sutil a forte.

Para a realizagdo do ensaio em CCD por ambos os métodos, um grande volume de
solucdo de cada enzima € gasto e, além da solucdo da enzima utilizada ndo poder ser
reutilizada, possui ainda um curto tempo de armazenamento devido ao seu elevado poder de
degradacdo. Portanto, a analise simultdnea do maior numero de amostras é recomendada.
Com os dois ensaios foi possivel analisar simultaneamente dezenove extratos simples de
espécies medicinais diferentes obtendo-se resultados em um intervalo de curto de tempo (30
min) o que é excelente para o inicio do planejamento de ensaios mais sensiveis utlizando outros
métodos. A detec¢do para ambos os métodos é visual e pode ser prejudicada quando 0s
reagentes ndo estiverem completamente solubilizados ou quando o pH das solu¢bes nédo
estiver correto. Quando todas as solucbes sdo preparadas de forma adequada, o
desenvolvimento da coloracgdo violeta ou amarela (Marston et al., 2002; Rhee et al., 2001) é
intensa e a detec¢do das manchas indicando inibicéo é realizada com facilidade. A escolha do
sistema de solventes também é um fator que influencia muito na correta deteccdo e
visualizagdo dos resultados, uma vez que interfere diretamente na separacao dos constituintes

dos extratos na cromatoplaca.

Ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee para os extratos fluidos

A partir dos resultados de triagem pelos ensaios em CCD, as espécies H. lacifolius, R.
sellowii, P. paniculata e T. terrestris foram selecionadas para a elaboracéo de extratos fluidos e
avaliados pelo método de Ellman modificado por Rhee em microplaca (Rhee et al., 2001). Os
resultados estéo apresentados na Tabela (4).

O preparo de extratos na forma de extratos fluidos foi a forma escolhida para se obter
um extrato de concentracé@o conhecida, o que contribui para o preparo correto de solugdes em

diferentes concentragdes levando a resultados com maior confiabilidade e reprodutibilidade.



57

Uma das maiores dificuldades enfrentadas para a execugdo do ensaio em microplaca com os
extratos fluidos foi a necessidade da solubilidade das amostras em agua ou metanol. Os
extratos fluidos ndo eram totalmente sollveis em ambos os solventes, o que era observado
pelo leve turvamento das solugdes. Portanto, a partir da solugdo méae de cada extrato (1 g/ml)
foram feitas varias dilui¢bes utilizando concentragdes decrescentes de DMSO (dimetilsulféxido)
até que fosse possivel a total solubilizagdo em &gua. Todas as solugdes utilizadas no ensaio

eram aquosas.

Tabela 4. Ensaio em microplaca dos extratos fluidos pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001).
% de inibicdo + DP

Espécie 10 mg/ml 5mg/ml 1 mg/ml  0,5mg/ml 0,1 mg/ml 0,05
mg/ml
Himatanthus lacifolius 50,71#8,18 37,43+12,4 12,23+9,28
Rauvolfia sellowii 52,05£2,2 40,1146,53
Tribulus terrestris 86,30+1,84 75,21+10,73 51,59+21,82
Pfaffia paniculata --- --- --- 85,45+4,84 52,49+10,46 ---

Resultados sdo as médias (%)(p< 0,001, n=3) + D.P. obtidas para os extratos fluidos das espécies Himatanthus lacifolius (Mull.
Arg.) (Apocynaceae), Rauwolfia sellowii (Mull. Arg) (Apocynaceae), Pfaffia paniculata (Martz.) Kuntze (Amaranthaceae) e
Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae) e suas dilui¢6es. Os resultados (---) ndo foram reprodutivels.

Como pode ser observado na Tabela 4, a espécie P. paniculata apresentou a maior
porcentagem de atividade anticolinesterasica dentre todos os extratos. Na concentracdo 0,5
mg/ml esta espécie apresentou a maior porcentagem de atividade anticolinesterasica
(85,45+4,84%) enquanto que a espécie H. lancifolius apresentou na mesma concentracgdo,
somente (50,71+8,18%). As espécies T. terrestris e R. sellowii apresentaram a maior
porcentagem de atividade anticolinesterasica na concentracdo 10 mg/ml (51,59+21,82%) e
(52,05£2,2%) respectivamente.

Geralmente extratos vegetais que apresentam porcentagens de inibigdo maiores do que
50% tém seu potencial anticolinesterasico descrito como alto e porcentagens de inibi¢do entre
15 a 50% sdo descritos como de atividade baixa a moderada. Entretanto, atividades até 15%
podem ser considerados resultados falso-positivos (Adsersen et al., 2006; Ingkaninan et al.,
2003; Khalid et al., 2004; Orhan et al., 2004, Trevisan et al., 2003). Um estudo recente com

plantas brasileiras com o ensaio em microplaca e em CCD utilizando o reagente de Ellman (Rhee
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et al., 2001) estudou 58 extratos de trinta espécies de diversos géneros vegetais dos quais 0s
autores consideraram os resultados de inibicdo maior ou igual a 50 % como critério de sele¢do
para fracionamento (Trevisan et al., 2003). Apesar de todas as espécies da Tabela 4
apresentarem resultados acima do critério de selecdo, somente as epécies H. lancifolius e R.
sellowii foram selecionadas para fracionamento. Entretanto, ndo foi descartado o estudo com
as fracdes das outras duas espécies 0 que estd sendo realizado em projeto paralelo a esta

dissertacéo.

Ensaio em CCD e microplaca das fra¢des liquido-liquido obtidas da espécie R. sellowii

A partir 25 ml do extrato fluido da espécie R. sellowii foram obtidas fra¢6es liquido-
liquido utilizando uma série de solventes, de polaridade crescente, obtendo-se um rendimento
de 0,10 g (2,98% p/p) para a fragcdo n-hexano, 0,47 g (14,0% p/p) para a DCM, 0,060 g (1,76%
p/p) para a EtOAc, 0,90 g (26,80% p/p) para a n-butanol e 1,82 g (54,45% p/p) para a fracédo
aquosa restante.

Utilizando o ensaio em CCD com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2001) e com o sal
Fast Blue B (Marston et al., 2002) com cada fracdo na concentracdo 1 mg/ml foi possivel
detectar o desenvolvimento de algumas manchas de inibicdo em todas as fragdes indicando
gue todas possuiam algum grau de atividade anticolinesterasica. O ensaio em microplaca pelo
método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) confirmou estes resultados uma vez
que todas as fragOes apresentaram valores elevados de porcentagem de inibicdo (Tabela 5). A
atividade observada pode ser atribuida possivelmente a alcaloides ou compostos nitrogenados
que foram evidenciados pelo corante Dragendorff em todas as fragoes.

Tabela 5. Ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) das fragdes liquido-
liquido da espécie R. sellowii.

Fracoes do extrato fluido de R.

. % inibicdo AChE +D.P.(%)
sellowii
n-hexano 61,56 2,25
DCM 56,36 3,71
EtOAc 46,77 7,44
n-butanol 76,28 4,88
agua 84,90 0,49

Resultados sdo a média(%) (p< 0,001, n=3)+D.P. Frac8es liquido-liquido obtidas de Rauvolfia sellowii (1 g/ml).
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Figura (4): Porcentagem de inibi¢do da acetilcolinestarase das fra¢6es obtidas do particionamento do
extrato fluido de Rauvolfia sellowii (Mill. Arg.), Apocynaceae avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo
método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). Resultados sdo a média (%) (p< 0,001,

n=3)+D.P. Fra¢des liquido-liquido obtidas de Rauvolfia sellowii (1 mg/ml); C - controle fisostigmina (1
mg/ml).

A espécie R. sellowii, popularmente conhecida como “jasmim-grado”, é uma arvore rara
gue pode atingir até 15 m de altura podendo ser encontrada em matas do Sudeste brasileiro.
Algumas espécies de Rauvolfia sdo fontes de alcaloides inddlicos bioativo, dentre eles a
reserpina, substancia incluida na lista de drogas essenciais classificadas como antihipertensivas
da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002). As raizes de R. sellowii sdo usadas
etnofarmacologicamente como antihipertensivo e diversos alcaloides inddlicos ja foram
isolados e identificados das cascas de suas raizes como: reserpina, ajmalina, ajmalinina,
serpentina e aricina (Batista et al., 1996; Djerassi et al., 1954; Hochstein, 1955; Pakrashi et al.,

1955). Entretanto, é a primeira vez que a atividade anticolinesterasica € descrita para esta
espécie.

Ensaio em CCD e microplaca das fra¢des liquido-liquido obtidas da espécie H. lancifolius
Da mesma forma que foi feito com a espécie R. sellowii, 100 ml do extratos fluidos da
espécie H. lancifolius foram também particionados liquido-liquido utilizando uma série de

solventes de polaridade crescente e obtendo-se fragdes com rendimento de 2,59 g (11,61%
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p/p) para a fragdo n-hexano, 1,85 g (8,32% p/p) para a DCM, 0,43 g (1,94% p/p) para a EtOAc,
4,53 g (20,36% p/p) para a n-butanol e 12,88 g (57,79% p/p) para a fracdo aquosa restante.
Utilizando o ensaio em CCD com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2001) e com o sal
Fast Blue B (Marston et al., 2002) com cada fracdo na concentracdo 1 mg/ml foi possivel
detectar o desenvolvimento de algumas manchas de inibicdo nas fragdes DCM, EtAOc e n-
butanol indicando que estas possuiam maior grau de atividade anticolinesterasica. Entretanto,
as fracbes DCM e EtAOc apresentaram as manchas brancas de maior intensidade e assim pode
ser confirmada a importante relagdo entre o contetdo de alcaloides com a atividade
anticolinesterasica pela maior reatividade destas fracdes frente ao Reagente de Dragendorff. O
ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001)
confirmou estes resultados, uma vez que as mesmas fracdes apresentaram valores maiores e

mais relevantes de porcentagem de inibigédo (Tabela 6).

Tabela 6. Ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) das fracbes
liquido-liquido da espécie H. lancifolius

FracOes do extrato fluido de

H. lancifolius % inibigao AChE +D.P.(%)
n-hexano 4,06 516
DCM 54,73 0,57
EtOAc 74,20 2,28
n-butanol 34,26 3,48
agua 9,80 245

Resultados sdo a média (%) (p< 0,001, n=3)%D.P. Fra¢des liquido-liquido obtidas de Himatanthus lancifolius (1 g/ml).
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Figura (5): Porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase das fracdes o extrato fluido de Himatanthus
lacifolius (Mll. Arg.) Woodson, Apocynaceae avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo Método de Ellman
modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). Resultados s&o a média (%) (p<0,001, n=3)£D.P. Fra¢des liquido-
liquido obtidas de Himatanthus lancifolius (1 mg/ml); C - controle fisostigmina (1 mg/ml).

Ensaio em CCD da fracao rica em alcaloides e uleina de H. lancifolius

Utilizando o ensaio em CCD com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2001) (Figuras 4 e 5)
e com o sal Fast Blue B (Marston et al., 2002) (Figura 6) a fracdo rica em alcaloides de H.
lancifolius e seu principal alcal6ide, uleina (VIII), nas concentra¢cdes 2 mg/ml, 1,75 mg/ml, 1,26

mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml and 0,25 mg/ml foram testadas quanto a sua atividade
anticolinesterasica.

VIII
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Todas as concentracfes apresentaram intensas manchas brancas demonstrando
inibicdo da enzima. Foi observada uma relacdo dose-dependente diretamente proporcional
entre a atividade e a intensidade das manchas brancas de inibi¢do tanto com a fragéo rica em
alcaloides bem como com a uleina. Na cromatoplaca das diferentes concentra¢Bes da fracao
rica em alcaloides foi aplicada uma aliquota (100 pl) de uma solugdo de uleina (2 mg/ml) e na
cromatoplaca das diferentes concentragdes de uleina foi aplicada uma aliquota (100 ul) de uma
solucdo da fracdo rica em alcaloides (2 mg/ml). Com isso, foi possivel detectar que a uleina é a
maior responsavel pela capacidade de inibicdo da fragdo rica em acaloides pelo aparecimento

da mancha de inibicdo de mesmo Ry.

Figura 6. Ensaio em CCD pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) com a fracdo de
alcaloides obtidas a partir da espécie Himatanthus lancifolius (Apocynaceae). (A) Ensaio positivo; (B)
ensaio falso-positivo. Ordem de aplicacao: fracdo rica em alcaloides (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), uleina
(2,0 mg/ml) e fisostigmina (2,0 mg/ml).
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Figura 7. Ensaio em CCD pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) com o alcaloide
uleina obtidas a partir da espécie Himatanthus lancifolius (Apocynaceae). (A) Ensaio positivo; (B) ensaio
falso-positivo. Ordem de aplicacdo: uleina (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), fragdo rica em alcaloides (2,0
mg/ml) e fisostigmina (2,0 mg/ml).
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Figura 8. Ensaio em CCD pelo método de Marston (Marston et al., 2002) com a fracdo de alcaloide (A) e
com alcaloide uleina (B) obtidas a partir da espécie Himatanthus lancifolius (Apocynaceae). Ordem de
aplicacdo (A): fragdo rica em alcaloides (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), uleina (2,0 mg/ml) e fisostigmina (2,0
mg/ml). Ordem de aplicagéo (B): uleina (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), fragdo rica em alcaloides (2,0 mg/ml) e
fisostigmina (2,0 mg/ml).
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Com ensaio falso-positivo em CCD utilizando o reagente de Ellman (Rhee et al., 2003b)
descartou-se a possibilidade de falsos resultados e 0 ensaio em CCD utilizando o método de
Marston (Marston et al., 2002) contribuiu para a definitiva comprovagdo da importéancia da
uleina no potencial anticolinesterasico da espécie H. lancifolius.

Durante a execugdo dos experimentos com os dois reagentes utilizando a CCD foi
demonstrado que o método de Marston (Marston et al., 2002) possibilita a melhor visualizagédo
dos resultados pelo melhor contraste entre as manchas brancss de inibicao e o fundo violeta da
cromatoplaca. Entretanto, este ensaio é mais trabalhoso do que o ensaio em CCD que utiliza o
reagente de Ellman (Rhee et al., 2003b), pois necessita que a placa seja incubada apés a
aplicacdo da solugdo da enzima por 20 min a 37 °C. Além disso, a enzima (AChE, Tipo V-S)
utilizada neste ensaio tem maior custo do que a enzima utilizada no ensaio com o reagente de
Ellman (AChE, Tipo VI-S).

Determinacdo da ICsp do alcaloide uleina isolado de H. lancifolius

Devido aos resultados promissores obtidos com a uleina nos ensaios utilizando a CCD, o
ensaio em microplaca utilizando o método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001)
foi realizado com diferentes concentragdes (0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625
mg/ml; 0,03125 mg/ml; 0,01562 mg/ml; 0,00781825 mg/ml) de solucBes de uleina em metanol.
A partir das porcentagens de inibicdo encontradas (Tabela 7) foi obtida a curva de inibicao
(Figura 9) plotando a % de inibicdo versus o logaritmo negativo da concentragdo do inibidor

presentes nas solugdes do ensaio.

Tabela 7. Ensaio em microplaca pelo Método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) da uleina da
espécie H. lancifolius

Uleina (mg/ml) % inibicdo AChE +D.P.(%)
0,015 11,90 12,36
0,03 17,43 4,66
0,06 34,54 0,84
0,12 50,56 0,84
0,25 68,05 1,94
0,5 80,03 0,43
1,0 88,93 0,06

Resultados sdo a média (%) (p< 0,001, n=3)%D.P. Fra¢des liquido-liquido obtidas de Himatanthus lancifolius (1 g/ml).
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Figura (9): Inibicdo da acetilcolinestarase pela uleina em solugdes metandlicas de Himatanthus
lacifolius (Mull. Arg.) Woodson, Apocynaceae, avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo método de
Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). Resultados séo a média(%) (*p<0,01; **p<0,001,

n=3)+D.P. C - Solugdes metanolicas de diferentes concentracdes de uleina (mg/ml) obtida de
Himatanthus lancifolius; C- controle: fisostigmina (1 mg/ml).

A partir da curva de inibicdo os parametros de regressao linear foram tragcados e o valor

de ICsp 0,45 uM obtido para a uleina (Figura 10).
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Figura (10): Curva de inibi¢do da acetilcolinestase obtida para a uleina isolada de Himatanthus lacifolius
(Mll. Arg.) Woodson, Apocynaceae. Resultados sdo a média (%) (p<0,001, n=3)+D.P. C - Solugbes
metandlicas de diferentes concentragdes de uleina (mg/ml) obtida de Himatanthus lancifolius.
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Orhan e colaboradores (2007) avaliaram o potencial anticolinesterdsico de varios
alcaloides nas mesmas condi¢Ges e concetracdo (1 mg/ml): retamina, cistina e esparteina
(quinolizidinicos), escopolamina e atropina (tropéanicos), alantoina (imidazolidinico) trigonelina
(piridinico) bem como octapamina, sinefrina e capsaicina (aminas exocilicas) e indolicos,
ioimbina e vincamina. Os ensaio foram realizados em microplaca pelo método de Ellman

modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados do ensaio em microplaca pelo Método de Ellman modificado por
Rhee (Rhee et al., 2001) de alguns alcaloides avaliados por Orhan e colaboradores
(Orhan et al., 2007) e da uleina da espécie H. lancifolius

Alcaloides % inibigdo da AChE (1 uM)
Retamina 3,75%0,27*
Esparteina 9,76+0,38*
Vincamina ---*
loimbina ---*
Uleina 23,65+0,01
Galantamina 28,67+0,09*

Resultados sdo a médiatD.P. (n=3). (*) alcaloides analisados por Orhan e colaboradores
(2007). Uleina, resultado obtido utilizando o ensaio em microplaca com o reagente de
Ellman nas mesmas condic8es e concentragao.

Ao compararmos os alcaloides testados na mesma concentracdo molar (1 pM),
observamos que a porcentagem de inibi¢do do alcaloide uleina (23,65+0,01%) obtida utilizando
0 mesmo ensaio, nas mesmas condi¢cdes e na mesma concentracdo que o ensaio realizado por
Orhan e colaboradores (2007) estd muito préxima do alcaloide galantamina (28,67+0,09%),
enquanto que para os alacoides retamina e esperteina a porcentagem de inibicdo se encontra
bem abaixo destes valores o que confirma o potencial anticolinesterasico do alcaloide uleina.

O valor de ICsy obtido para a uleina (0,45 uM) pode ser considerado extremamente
significativo por caracterizar uma droga potente e uma vez que este valor se encontra dentro
do intervalo de valores de ICsp encontrado na literatura para a galantamina (0,39 a 1,5 uM),
uma substancia de origem natural utilizada para o tratamento da doenca de Alzheimer
(Adsersen et al., 2006; Hillhouse et al., 2004; Kissling et al., 2005).

Esses resultados evidenciam o potencial da uleina (VIII) como droga anticolinesterésica.
Essa substancia, além da atividade demonstrada, ainda pertence a classe dos alcaloides, fonte

mais promissora de substancias anticolinesterasicas, desempenhando, desde o inicio, um papel
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importante nos estudos que buscam em produtos naturais, inibidores desta enzima (Barbosa-
Filho et al., 2006). Além disso, a uleina é um alcaloide do grupo inddlico com uma estrutura
Unica. Sua estrutura difere dos padrdes classicos de biossintese dos outros alcaloides do mesmo
grupo. Quando comparamos a sua estrutura com a estrutura do alcaloide huperzina A, ndo
encontramos 0s alguns dos requisitos relacionados com a atividade anticolinesterasica
previamente mencionados por Ohrn e colaboradores (2007), tais como a presenga de um grupo
metila axial. Entretanto, sua origem biossintética pode ser relacionada estruturalmente com
substancias inibidoras da acetilcolinesterasica consagradas, como a galantamina (IV) e a

huperzina A (VI), uma vez que esses alcaloides possuem estrutura de nucleo fundamental

quindlicos.
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Imobilizacdo enzimatica

Todos os métodos desenvolvidos para determinar a atividade anticolinesterasica
(fluorimétricos, eletroquimicos, espectrofotométricos e cromatograficos) (Kaneda et al., 1985;
Marston et al., 2002; Rhee et al., 2003a; Rhee et al., 2001) até o presente exigem 0 uso de
substratos radioativos e uma elevada quantidade de enzima pura. Além disso, exigem uma
elevada solubilidade da enzima e das amostras o que afetam sua reprodutibilidade. Uma
possibilidade de avaliar essa atividade de forma mais simples, eficiente, de relativo baixo custo
e de alta sensibilidade é a ultizacdo da enzima imobilizada em uma coluna cromatogréfica
acoplada ao equipamenteo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Bertucci et al.,
2003).



68

Enzimas podem ser empacotadas em colunas e utilizadas em um sistema de fluxo
continuo como reatores imobilizados. Esse método ndo exige enzimas altamente purificadas e
diminui a quantidade de proteinas necessarias. O mais importante é que enzimas imobilizadas
podem ser reutilizadas inimeras vezes seguindo um simples procedimento de lavagem e
geralmente demonstram elevada estabilidade. Além disso, as fases estacionarias de enzimas
podem ser utilizadas para a investigacdo de propriedades do inibidor enziméatico como o tipo da
inibicdo (competitivo, ndo-competitivo) e também para uma avaliacdo quantitativa das
constantes de inibi¢ao (Girelli & Mattei, 2005).

O desenvolvimento do biorreator enziméatico envolve essencialmente trés etapas: a

escolha do suporte, do espacador e a imobilizacdo da enzima alvo (Girelli & Mattei, 2005).

Sintese da silica modificada

A escolha da estrutura do suporte é um importante fator na preparagdo do biorreator
uma vez que determina a acessibilidade dos sitios ativos enzimaticos ao substrato. O suporte
ideal deve ser inerte, estavel e resistente a forcas mecénicas. Entretanto, outras propriedades
fisicas como forma, porosidade, distribuicdo dos poros, capacidade de entumecer e cargas
também sdo importantes, pois influenciam no processo cinético. O conhecimento do tipo de
enzima a ser imobilizado também é importante, pois cada enzima apresenta uma estrutura
particular que favorece certos tipos de ligagdo com o suporte. No caso da enzima
acetilcolinesterase, varios tipos de suportes ja foram empregados para sua imobilizagédo
(Bartolini et al., 2004; Bartolini et al., 2005a; Bartolini et al., 2005b; Bartolini et al., 2007;
Gunaratna & Wilson, 1990; Salamoun & Remien, 1992). Entretanto, a silica, um composto
simples e de baixo custo, vem sendo utilizado como suporte permitindo as mesmas analises
com a mesma eficacia do que os suportes mais complexos (Andrisano et al., 2001; Luckarift et
al., 2006).

A silica pode ser utilizada sem modificacBes para a imobilizacdo enzimatica. Entretanto,
sua modificacdo através da introducdo de um espacador favorece este processo, uma vez que a

enzima pode se ligar de maneira mais estavel e de forma estericamente favoravel com seus
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sitios ativos disponiveis para o processo reacional. Os agentes epoxilantes sdo compostos
amplamentes utilizados para aumentar a estabilidade e a integridade de uma variedade de
polimeros. As superficies ativadas por grupos epéxido sdo muito atraentes para a imobilizacao
covalente de biomoléculas. Dentro deste contexto, a modificacdo utilizando grupos silano-epéxi
funcionais fornece uma superficie quimicamente reativa para a imobilizacdo covalente de
enzima. Os grupos funcionais silandis da silica foram modificados através da reacdo com o
reagente 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) para sintese da silica epoxidada, resultando
na introdugdo de um grupamento epoxido, suceptivel a reacbes com os grupos nucledfilos das

enzimas (Felix & Descorps, 1999b; Zhang et al., 2009).

Empacotamento da coluna com a silica modificada

O empacotamento da coluna é uma etapa muito importante na montagem do
biorreator enzimatico. A escolha da forma de empacotamento depende do suporte escolhido
como fase estacionaria. O tamanho da particula do suporte é o fator que determina a técnica
gue sera utilizada para o empacotamento da coluna. Quanto menor o didmetro da particula,
maior a pressdo a ser empregada para que haja um empacotamento eficaz (Bartolini et al.,
2005b). A silica utilizada para a montagem do biorreator apresentava um diametro de
particulas entre 37 a 44 um o que possibilitou o0 empacotamento a seco. Apos a adi¢do da silica
epoxidada no interior da coluna de ago inoxidavel, foi preciso acoplar a coluna & bomba do
equipamento de CLAE e a circulacdo do solvente acetona previamente seco sob fluxo de 10
ml/min para promover o empacotamento final das particulas. Isto permitiu que as particulas de
silica ficassem melhor empacotadas e também possibilitou a remocdo de qualquer excesso

remanescente de 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS).

Imobilizagdo da enzima acetilcolinesterase

7

A imobilizacdo enzimatica através de ligacdo covalente com o suporte € um dos

métodos mais utilizados no preparo de biorretores. Envolve a formacéo de ligacGes covalentes
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entre os grupos funcionais presentes na superficie do suporte e os grupos funcionais dos
residuos de aminoaciodos da enzima. No desenvolvimento do biorreator utilizando como
suporte a silica epoxidada, os grupos amino dos residuos de lisina da enzima acetilcolinesterase
irdo reagir com o grupo epoxido para fornecer uma ligacdo covalente carbono — nitrogénio

(Esquema 5) (Cardoso et al., 2009).

Q
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Esquema 6. Esquema da reacdo entre a silica e a substancia ativadora 3-
glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS). Apds a formacao da silica epoxidada ocorre a
imobilizacdo enzimatica aqui representada pela ligagdo covalente entre o grupo amino
e 0 grupo epdxido (Girelli & Mattei, 2005).

Determinacdo da quantidade de enzimas imobilizadas ativamente no biorreator

Foi possivel calcular a quantidade de unidades de enzimas imobilizadas no biorreator
(35) através do monitoramento da diminuicdo da absor¢do UV-Vis da solugao da enzima antes e
depois de 24 h do procedimento de imobilizagdo (Andrisano et al., 2001). O rendimento da
imobilizacdo foi de 29 %. Entretanto, era necessario determinar a quantidade de enzimas
imobilizadas ativamentes no biorreator. Isto foi determinado pelo método descrito
previamente, basicamente injetando o substrato no biorreator, coletando os produtos da
hidrolise enzimética e fazendo a leitura da absorvancia (412 nm) das solu¢gdes do produto

conforme descrito por Andrisano e colaboradores (Andrisano et al., 2001). O produto da
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hidrélise enzimatica do substrato (ACTI) deve ser coletado, pois ndo € disponivel
comercialmente para que sua concentragdo possa ser determinada.
A guantidade do anion amarelo formado (Esquema 3) foi proporcional a concentragéo

de substrato injetado de conforme o grafico de Michaelis-Menten (Figura 11).

Figura 11. Gréfico de Michaelis-Menten para a enzima AChE
imobilizada. Taxa da reacdo versus a concentracdo de acetiltiocolina
(ACTI). Os valores s@o a média de trés experimentos.

Para a determinagdo da quantidade de unidades de enzimas imobilizadas ativamente no
biorreator bem como a concentracdo de saturacdo do substrato (Ky,), as taxas da hidrdlise (V)
da acetiltiocolina (ACTI) obtida a partir da injecédo de concentracdes crescentes de substrato
(1,75 a 450 mM) foram plotadas versus suas respectivas concentragbes. O grafico do duplo-
reciproco ou Lineweaver e Burk de 1/V a 1/[ACTI] (Figura 12) forneceu os valores estimadoe de
Km (37,06 £ 4,39 mM) e Vmax (0,038 + 0,004 mM AA/min).
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Figura 12. Grafico de Lineweaver e Burk para a enzima AChE imobilizada.
Os valores sdo a média de trés experimentos.

Desta forma os valores de Ky e Vmax foram obtidos e a partir do valor de Vmax foi
calculado a quantidade de unidades de enzima imobilizadas ativamente. A quantidade de
enzimas imobilizadas ativamente no biorreator foi 27,97+£3,52 unidades o que corresponde a
uma imobilizacdo ativa de 96,44% das enzimas presentes no biorreator. Essa porcentagem

comprova que a metodologia para a imobilizagdo da enzima foi eficaz.

Determinacéo da atividade anticolinesterasica utilizando o biorreator enziméatico

A fisostigmina, um inibidor reversivel da enzima AChE foi utilizada para a determinagéo
da atividade anticolinesterasica utilizando o biorreator enziméatico. Uma solu¢do de substrato
(ACTI) 30 mM foi injetada em triplicata. Posteriormente, uma solu¢do de inibidor (0,1 mM)
contendo a mesma concentracdo do substrato (30 mM) foi injetada e a area do pico relativa
integrada (Figura 10). As areas dos picos foram comparadas entre aquelas obtidas na presenca
e na auséncia do inibidor. A porcentagem de inibicdo enzimatica foi calculada pela seguinte

equacdo: 100—(Ai/Ao*100); onde A; é a area do pico calculada na presenga do inibidor (Figura
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14) e A € a area do pico calculada na presenca somente do substrato (Figura 13) (Andrisano et
al., 2001), obtendo-se o resultado de 97,46+0,56%.
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Figura 13. Cromatogramas sobrepostos do substrato ACTI (30 mM). Coluna (250 X 4,6 mm
I.D.). FM: tampd&o fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 1,26 x10™ M de reagente de Ellman,

fluxo 0,5 ml/min, A=412 nm e 37 °C.
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Figura 14. Cromatogramas sobrepostos do inibidor fisostigmina (0,1 mM). Coluna (250 X
4,6 mm 1.D.). FM: tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 1,26 x10* M de reagente de
Ellman, fluxo 0,5 ml/min, A=412 nm e 37 °C.

No cromatograma a seguir (Figura 15) é possivel comparar a redugdo da area dos picos

obtidos na presencca do inibidor (B) e na auséncia do inibidor (A).
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Figura 15. Cromatogramas sobrepostos do (A) substrato ACTI (30 mM) e (B) do inibidor
fisostigmina (0,1 mM). Coluna (250 X 4,6 mm 1.D.). FM: tamp&o fosfato 0,1 M, pH 7,4
contendo 1,26 x10™ M de reagente de Ellman, fluxo 0,5 ml/min, A=412 nm e 37 °C.

Nos cromatogramas (Figura 13, 14 e 15) é possivel observar o aparecimento de uma
fonte (ombro) que antecedendo o pico cromatografico que pode estar relacionado com o
surgimento de espacos vazios no interior da coluna. Estes espagos ocorrem geralmente na sua
entrada e esta geralmente relacionado com duas causas. Uma delas é a compactacdo do
material de empacotamento e a outra € a solubilizagdo do material de empacotamento com
sua consequentente lixiviacdo. Essa compactagdo ocorre mais comumente quando a coluna é
preparada no proprio laboratério e quando ocorre alguma falha neste processo. Neste caso,
acaba ocorrendo um rearranjo das particulas de empacotamento no interior da coluna, apés a
coluna ser preparada, fechada e colocada para uso. Com o uso, pode ocorrer um rearranjo das
particulas e consequente formacdo de um espaco vazio no leito cromatogréafico. Esse tipo de
espaco formado pode ocorrer no inicio do leito, ou ainda caminhos preferenciais vazios podem
ser formados ao longo dele. E importante ressaltar que as distorgdes causadas por espagos
vazios afetam similarmente todos os picos do cromatograma, uma vez que as anomalias
causadas ao fluxo atingem todas as substancias da mistura, em conjunto, antes que elas sejam
separadas através da coluna (Neto, 2009).

Visando minimizar o efeito da fonte (ombro) que aparece antecedendo o pico

cromatografico (Figura 15), optou-se por aumentar o fluxo da fase mével. Com isso, além de
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diminuir o tempo de corrida, obteve-se uma melhor resolu¢do dos picos no cromatograma

(Figura 16).
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Figura 16. Cromatogramas sobrepostos do substrato ACTI (30 mM) com diferentes
fluxos (A) 0,5 ml/min), (B) 1,0 ml/min, (C) 1,5 mI/min e (D) 2,0 ml/min. Coluna (250 X 4,6
mm 1.D.). FM: tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 1,26 x10* M de reagente de
Ellman, A=412 nm e 37 °C.

O desenvolvimento do biorreator enzimatico foi baseado no trabalho publicado por
Andrisano e colaboradores (Andrisano et al.,, 2001) que também utilizou enzima AChE
imobilizada em um suporte cromatografico utilizando a silica epoxidada como fase estécionaria.
O biorreator utilizado neste experimento foi desenvolvido a partir de uma solu¢do de enzima na
concentracdo 1 U/ml enquanto que o outro foi desenvolvido a partir de uma solucéo de enzima
3,125 U/ml. Apesar disso, o rendimento de unidade de enzimas imobilizadas foi
proporcionalmente 0 mesmo 29% e 25% respectivamente, e o0 rendimento de enzimas
imobilizadas ativamente também foi proporcionalmente igual 96,44% e 96% respectivamente.
Além disso, como optou-se por uma coluna de maior comprimento (250 mm versus 50 mm) foi
possivel utilizar um fluxo maior da fase mével e com isso o tempo de corrida para 0 nosso
experimento foi menor (5 min) do que o tempo de corrida para o experimento descrito por
Andrisano e colaboradores (Andrisano et al., 2001) (20 min) (Figura 17) o que contribuiu

também para um melhor perfil cromatografico com picos mais resolvidos.
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Figura 17. Cromatogramas sobrepostos de (A) substrato ACTI (30 mM), (B) substrato
ACTI (30 mM) e donazepila ( 9 uM). Coluna (50 X 4,6 mm I.D.).FM: tamp3do fosfato 0,1
M, pH 7,4 contendo 1,26 x10™ M de reagente de Ellman, fluxo 0,1 ml/min, A=412 nm e
37 °C (Andrisano et al., 2001).
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CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Os ensaios em cromatografia de camada delgada com o reagente de Ellman e pelo
método de Marston possibilitaram a avaliacdo simultdnea da atividade anticolinesterasica de
dezenove extratos simples das seguintes espécies medicinais: Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze
(Amaranthaceae), Himatanthus lancifolius (Mdall. Arg.) Woodson (Apocynaceae), Rauvolfia
sellowii Mull. Arg. (Apocynaceae), Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae), Philodendron
sellowianum Kunth (Araceae), Jacaranda micrantha Cham. (Bignociaceae), Fucus vesiculosus L.
(Fucaceae), Garcinia cambogia Descr. (Clusiaceae), Wilbrandia ebracteata (Cogn.) Cogn.
(Curcubitaceae), Discorea glandulosa Kunth (Discoreaceae), Bauhinia microstachya (Raddi) J.F.
Macbr. (Fabaceae), Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae), Passiflora actinia Hook
(Passifloraceae), Zea mays L. (Poaceae), Arundo donax L. (Poaceae), Picrasma crenata Engl. in
Engl. & Prantl (Simaroubaceae), Anchietea pyrifolia A. St.-Hil (Violaceae), Hybanthus bigibbosus
(A. St.-Hil.) Hassl. (Violaceae) e Phoradendron falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler (Violaceae).
Dentre todos os extratos avaliados, somente as espécies de P. actinia, Z. mayz e G. cambogia
ndo apresentaram resultados de inibicao da enzima satisfatorios.

Os ensaios em CCD por ambos os métodos sdo Uteis para a triagem preliminar, bem
como permitem estabelecer uma correlagdo entre a atividade anticolinesterdsica de
substancias isoladas nos extratos, como foi realizado para a espécie H. lancifolius e o alcaloide
uleina. Ambos 0s ensaios permitiram a mesma interpretacdo, mas a visualizagao dos resultados
foi favorecida no método de Marston.

A associagdo dos dois ensaios (CCD e microplaca) possibilitou ndo somente a detecgéo,
mas também a quantificacdo da atividade anticolinesterésica dos extratos fluidos, das fracdes
liquido-liquido e da substancia isolada uleina. Também permitiu a diferenciacdo das fragdes
mais ativas obtidas das espécies H. lacifolius e R. sellowii. Essas fra¢fes ativas coincidiram com
aquelas onde era maior a concentracdo de compostos nitrogenados revelados pelo corante
Dragendorft.

O meétodo utilizando enzima acetilcolinesterase imobilizada mostrou-se eficiente,

especialmente para a avaliagdo da substéncia isolada. Para estudos futuros, pretende-se
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otimizar as etapas para o preparo do biorreator, a avaliar a atividade de extratos, fracbes e
outras substancias isoladas para a enzima aceticolinesterase, bem como para outras enzimas

envolvidas no processo neurodegenerativo da doenga de Alhzeimer como a B-secretase.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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