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Atividades farmacologicas da guatteriopsiscina, composto isolado da espécie Guatteria
friesiana (Annonaceae), na terapia da doencga de Alzheimer. SILVA, V.L. Orientadora:
Chistiane Mendes Feitosa. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da Saude. Departamento de Bioquimica e Farmacologia,
UFPI, 2016.

RESUMO

A guatteriopsiscina € um alcaloide que pode ser isolado das folhas ou do caule da espécie
Guatteria friesiana (W.A. Rodrigues) Erkens & Maas (Annonaceae), uma planta nativa do
Brasil, conhecida popularmente como “envireira” e encontrada particularmente na regido
Amazonica. Em um screening fitoquimico realizado com alcaloides, a guatteriopsiscina
apresentou significativa atividade inibidora da acetilcolinesterase (AChE), enzima que
hidrolisa 0 neurotransmissor acetilcolina nas sinapses nervosas; que sugere a possivel
aplicacdo desse alcaloide em doencas que apresentam, em seu processo fisiopatoldgico, uma
reducdo dos niveis de acetilcolina, como é o caso da doenca de Alzheimer (DA). A DA ¢é
neurodegenerativa, irreversivel e progressiva e um dos tipos de deméncia que mais atinge a
populacdo mundial, principalmente os idosos e, apesar de ndo ter cura, 0 uso de farmacos
inibidores da AChE é um tratamento que tem sido bastante eficaz em diminuir os sintomas
dessa doencga. Nesse contexto, este estudo objetivou avaliar os efeitos da guatteriopsiscina
sobre o sistema nervoso central de camundongos, com énfase na atividade anticolinesterasica,
além de propor a complexacdo deste alcaloide com B-ciclodextrina, a fim de melhorar a
solubilidade da guatteriopsiscina em agua. Assim, esta pesquisa Se iniciou com uma
prospeccdo cientifica e tecnoldgica sobre a espécie G. friesiana. Em seguida, realizaram-se
ensaios in vitro para verificacdo das atividades anticolinesterasica e antioxidantes. A
guatteriopsiscina apresentou Clsp=0,3 pg/m{ para inibi¢do da AChE in vitro e mostrou
resultados significativos para atividade antioxidante in vitro no sequestro de 6xido nitrico e na
eliminacdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil nas concentragdes 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL.
A atividade anticolinesterasica ex vivo foi avaliada nas seguintes areas cerebrais de
camundongos Swiss: cortex frontal, hipocampo e cerebelo, e a guatteriopsiscina reduziu a
atividade da enzima AChE, principalmente, no cértex frontal e no hipocampo, na dose de 5,0
mg.Kg™. Outros efeitos verificados sobre o sistema nervoso central foram: efeito sobre a
atividade locomotora, ansiolitico, antidepressivo e sobre a memoria; através de testes
comportamentais em camundongos tratados com guatteriopsiscina nas doses de 0,1; 1,0 e 5,0
mg.Kg™. Os resultados mostraram que a administracdo aguda do alcaloide néo afetou a
atividade locomotora, ndo possui efeitos ansiolitico/ansiogénico e antidepressivo, mas
mostrou atividade sobre a memdria de curto prazo nas trés doses testadas. Para a complexacéo
da guatteriopsiscina com p-ciclodextrina utilizou-se a técnica de malaxagem e a
caracterizacdo quimica foi feita por espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de
raios X, analise termogravimétrica, microscopia eletrénica de varredura e ressonancia
magnética nuclear. As interagcGes supramoleculares envolvidas no processo de complexacéo
foram estudadas através das medidas de tempo de relaxacao longitudinal (T,). Também foram
feitos estudos de dissolugdo. A analise dessas técnicas mostrou que houve a formagdo do
complexo de inclusdo entre a guatteriopsiscina e a B-ciclodextrina e esse complexo melhorou
a solubilidade do alcaloide. Portanto, os resultados obtidos foram promissores para elaboragéo
da formulacdo farmacéutica com o complexo e sua possivel aplicacdo na terapia da doenca de
Alzheimer.

Palavras-chave: Guatteriopsiscina; Doenga de Alzheimer; Atividade anticolinesterésica;
Complexo de incluséo.



Pharmacological activities of guatteriopsiscine, isolated compound of specie Guatteria
friesiana (Annonaceae), in Alzheimer's disease therapy. SILVA, V.L. Advisor: Chistiane
Mendes Feitosa. Master’s Dissertation. Post-graduate Program in Pharmaceutical Sciences.
Center for Health Sciences. Department of Biochemistry and Pharmacology, UFPI, 2016.

ABSTRACT

Guatteriopsiscine is an alkaloid that can be isolated from the leaves or stems of the species
Guatteria friesiana (W. A. Rodrigues) Erkens & Maas (Annonaceae), a Brazil's native plant,
popularly known as “envireira” and found particularly in the Amazon region. In a
phytochemical screening done with alkaloids, the guatteriopsiscine showed significant
inhibitory activity of acetylcholinesterase (AChE), the enzyme that degrades the
neurotransmitter acetylcholine at synapses; suggesting the possible application of this alkaloid
in diseases presenting in its pathophysiological process, a reduction of acetylcholine levels,
such as Alzheimer's disease (AD). AD is a neurodegenerative, progressive and irreversible
and types of dementia that affects more the world population, especially the elderly, although
no cure, the use of AChE inhibitors drugs is a treatment method has been effective in reducing
the symptoms of this disease. In this context, this study aimed to evaluate the effects of
guatteriopsiscine on the central nervous system of mice with an emphasis on
acetylcholinesterase activity, in addition to proposing the complexation of this alkaloid with
B-cyclodextrin in order to improve the solubility of guatteriopsiscina in water. Thus, this
research began with a scientific and technological foresight on the species G. friesiana. Then
conducted in vitro tests to verify the anticholinesterase and antioxidant activities. The
guatteriopsiscine showed 1Csp = 0.3 pg/me to inhibition of AChE in vitro and showed
significant results for in vitro antioxidant activity of nitric oxide sequestering and disposal of
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl concentrations 100; 50; 25; 125 e 6.25 pg/mL. The
anticholinesterasic ex vivo activity was evaluated in the following areas of the brain of Swiss
mice: frontal cortex, hippocampus and cerebellum, and guatteriopsiscina reduced the activity
of AChE enzyme mainly in the frontal cortex and hippocampus at a dose of 5.0 mg.Kg™.
Other observed effects on the central nervous system were: effect on locomotor activity,
anxiolytic, antidepressant and the memory; by behavioral tests in mice treated with
guatteriopsiscine at doses of 0.1; 1.0 and 5.0 mg.Kg™. The results showed that the acute
administration of alkaloid did not affect locomotor activity, has no anxiolytic/anxiogenic and
antidepressant effects, but showed activity on short-term memory at the three doses tested.
Also the effects of guatteriopsiscine in hematological parameters and effects on the liver of
mice by histopathological studies, and the results showed that alkaloid did not significantly
alter these parameters were checked. For the complexation of guatteriopsiscina with -
cyclodextrin was used to kneading technique and chemical characterization carried out
through the following analysis: spectroscopy in the infrared, X-ray diffraction, thermal
analysis, scanning electron microscopy and magnetic resonance nuclear. The supramolecular
interactions involved in the complexation process were studied by the longitudinal relaxation
time measurements (T;). Also dissolution studies were made. The analysis showed that these
techniques have the formation of the inclusion complex between guatteriopsiscina and [-
cyclodextrin and the complex improved the solubility of alkaloid. Therefore, the results were
promising for the preparation of pharmaceutical formulation with the complex and its possible
application in the treatment of Alzheimer's disease.

Keywords: Guatteriopsiscine; Alzheimer's disease; Acetylcholinesterase activity; Inclusion
complex.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos e o
maior nimero de espécies vegetais encontra-se nas regides equatoriais da América do Sul, da
Africa e da Asia e 0 maximo de diversidade global encontra-se na flora da Colémbia, Equador
e Peru, onde mais de 40.000 espécies ocorrem em uma area de apenas 2% da superficie
terrestre. Considerando-se somente o Brasil, a magnitude de sua biodiversidade ndo é
conhecida com precisdo tal a sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois
milhdes de espécies distintas de plantas, animais e micro-organismos, 0 que o torna o pais
com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (GUERRA E NODARI, 2010).

Essa diversidade vegetal se deve a grande extensdo do territorio brasileiro abrangendo
0s mais variados tipos de clima e de solo, 0 que leva a formacdes vegetais adaptadas a cada
tipo. Dentre essas formac0es, a Floresta Amazonica se destaca por ser a maior e mais diversa
floresta tropical do mundo. Ela abrange mais de seis milhdes de km? em nove paises da
América do Sul (DIRZO E RAVEN, 2003). Sua fisionomia e estrutura apresentam variagdes
em funcdo do ambiente em que ela se encontra. E mais exuberante nas areas de baixadas com
relevo ondulado do que nas areas de interflivios de relevo plano, com concentracdo de
determinadas espécies. Destacam-se, em sua composicao floristica, entre outros, os géneros
Xylopia, Guatteria e Bocageopsis, pertencentes a familia Annonaceae (IBGE, 2012).

A familia Annonaceae compreende cerca de 120 géneros e mais de 2000 espécies
distribuindo-se, largamente, por toda a zona tropical e subtropical do planeta (LEBOEUF,
1982). No Brasil, sdo conhecidos 29 géneros perfazendo um total de 392 espécies (MAAS,
2015). Dentre os géneros da familia Annonaceae, Guatteria é um dos maiores com 210
espécies reconhecidas (CHATROU, 2012). Uma dessas espécies, Guatteria friesiana, é uma
arvore nativa do Brasil, conhecida, popularmente, como envireira. E encontrada na Regio
Norte, principalmente, no estado do Amazonas e no dominio fitogeografico da Floresta
Amazdnica (MAAS; LOBAO; RAINER, 2015).

As espécies da familia Annonaceae sdo conhecidas pelo seu contetdo rico em
alcaloides, os quais possuem relevancia quimiotaxonémica (CASTEDO et al., 1991). Alem
disso, os alcaloides vegetais tém se mostrado especialmente efetivos em seus efeitos
medicinais e se encontram amplamente distribuidos em muitas espécies de plantas tropicais.
Exemplos elucidativos sdo os alcaloides vincristina e vimblastina, isolados da espécie
Catharanthus roseus (L.) G. Don, originaria de Madagascar, que séo efetivos no tratamento
da leucemia infantil; a pilocarpina, isolada das folhas de jaborandi (Pilocarpus spp.), utilizada
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no tratamento do glaucoma (GUERRA E NODARI, 2010); a galantamina, isolada de plantas
da familia Amaryllidaceae, utilizada no tratamento da doenca de Alzheimer e a huperzina A,
isolada da planta Huperzia serrata, e que também vem se mostrando eficaz no tratamento da
doenca de Alzheimer, porém ainda nao é comercializada como medicamento (ZHANG et al.,
2002). Os alcaloides galantamina e huperzina A séo efetivos no tratamento da doenca de
Alzheimer por apresentarem potente acédo inibidora da enzima acetilcolinesterase.

A doenca de Alzheimer (DA) afeta milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Estimativas
apontam que sejam 24 milhdes, e que, em trinta anos, este nimero chegara a 81 milhdes
(FERRI et al., 2005). O tratamento para a DA € sintomatico e consiste na tentativa de
restaurar a fungdo colinérgica, uma vez que a elevacdo dos niveis do neurotransmissor
acetilcolina tem se mostrado util na melhora da deficiéncia da aprendizagem, um dos sinais da
doenca; por isso, substancias inibidoras da enzima acetilcolinesterase (AChE) sao
amplamente usadas no tratamento dessa doencga (SERENIKI et al., 2008).

Dentre essas substancias, a rivastigmina (Exelon®) é uma das mais utilizadas no
tratamento da DA, entretanto esse medicamento apresenta efeitos gastrointestinais adversos,
associados ao aumento de peso dos pacientes (GROSSBERG, 2003); j4 a tacrina (Cognex®),
primeiro inibidor reversivel da AChE utilizado no tratamento da DA, apresentou
hepatotoxicidade, levando ao aumento das transaminases hepaticas e resultando em hepatite
medicamentosa, 0 que provocou sua retirada do mercado (SHAO et al., 2004). A galantamina
(Reminyl®), um alcaloide vegetal, é considerada um dos medicamentos mais efetivos no
tratamento da DA por apresentar poucos efeitos colaterais (BOKDE et al., 2009) e as
pesquisas mostram que a huperzina A, também um alcaloide de origem vegetal, melhora
significativamente a memoria de pessoas idosas e de pessoas com DA, associada a minimos
efeitos colinérgicos periféricos e auséncia de hepatotoxicidade (ZHANG et al., 2002).

A busca por novos inibidores da enzima AChE, de origem vegetal, constitui-se em
uma alternativa promissora e viavel (FEITOSA, 2005) e as espécies de Anonaceas destacam-
se pelas aplicagdes medicinais, algumas comprovadas e outras ainda empiricas, de extratos de
partes da planta e de substancias isoladas. Apenas para a espécie G. friesiana, podem-se citar
as seguintes atividades bioldgicas ja estudadas: antimicrobiana (COSTA et al., 2008),
larvicida (ACIOLE et al., 2011), antitumoral (BRITTO et al., 2012) e citotoxica (COSTA et
al., 2013)

Nesse contexto, em estudos preliminares comprovamos que alguns alcaloides isolados
de espécies de Anonaceas mostraram atividade inibitéria in vitro frente a enzima
acetilcolinesterase, sendo que o alcaloide guatteriopsiscina, isolado das folhas da espécie G.
friesiana, foi 0 que apresentou a melhor atividade de inibigdo. Diante disso, este trabalho teve
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como objetivos avaliar os efeitos da guatteriopsiscina sobre o sistema nervoso central de
camundongos, com énfase na atividade anticolinesterasica, além de propor a complexacao
deste alcaloide com B-ciclodextrina visando sua aplicacdo na melhoria dos agravos causados
pela doenca de Alzheimer.

O presente trabalho foi estruturado em capitulos sendo que o primeiro capitulo
consiste de uma prospeccao cientifica e tecnoldgica sobre a espécie G. friesiana para analisar
0 estado da arte desta espécie; o segundo capitulo apresenta estudos in vitro para verificagdo
das atividades antioxidante e anticolinesterasica do alcaloide guatteriopsiscina; o terceiro
capitulo mostra estudos ex vivo para a atividade anticolinesterasica e os efeitos do alcaloide
sobre o sistema nervoso central em camundongos; o quarto capitulo aborda o delineamento de
uma formulacdo farmacéutica a partir da elaboracdo de um complexo de inclusdo entre
guatteriopsiscina e B-ciclodextrina. O ultimo capitulo trata de um pedido de patente junto ao

Instituto Nacional da Propriedade Industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Verificar a atividade anticolinesterasica da guatteriopsiscina e seu efeito sobre a memoria
de camundongos, além de obter complexos de inclusdo com B-ciclodextrina, visando sua

aplicacdo na terapéutica da doenca de Alzheimer.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar o estado da arte e da técnica das pesquisas envolvendo a espécie Guatteria
friesiana;

e Estabelecer o valor da quantidade minima de guatteriopsiscina capaz de inibir cinquenta
por cento da atividade da enzima acetilcolinesterase (Clso);

e Quantificar os niveis de radicais ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfénico]), DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), potencial redutor e contetddo de nitrito em
ensaios in vitro;

e Auvaliar os efeitos ansiolitico, antidepressivo, sobre a atividade locomotora e efeitos sobre
a memaria de camundongos, usando testes comportamentais;

e Analisar possiveis alteracdes que a administragdo aguda de guatteriopsiscina poderia
causar em parametros hematoldgicos e estudos histopatoldgicos do figado dos
camundongos;

e Preparar complexos de inclusdo de guatteriopsiscina com B-ciclodextrina e caracteriza-los
por espectroscopia na regido do infravermelho, analise termogravimétrica, difracdo de

raios-X, microscopia eletronica de varredura e ressonancia magnética nuclear.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A familia Annonaceae

A familia Annonaceae foi catalogada por Jussieu em 1789 (HUTCHINSON, 2004), é
a maior da ordem Magnoliales (SAUQUET et al., 2003), compreende 135 géneros
distribuidos em 2500 espécies catalogadas e € encontrada predominantemente nas regifes
tropicais e subtropicais da América do Sul, América Central, Africa, Asia e Austréalia
(CHATROU; RAINER; MAAS, 2004).

Na América do Sul, as Anoniceas sdo representadas por 39 géneros
(HOCQUEMILLER et al., 1981). No Brasil, sdo 29 géneros perfazendo 392 espécies
(MAAS; LOBAO; RAINER, 2015) distribuidas pela Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado
(MAAS et al, 2013). As Anonaceas estdo classificadas em quatro subfamilias:
Anaxagoreoideae, Annonoideae, Ambavioideae e Malmeoideae (CHATROU et al. 2012),
todas com espécies representadas no Brasil (MAAS; RAINER; LOBAO, 2013). A maior
subfamilia, Annonoideae, € detentora dos géneros de maior ocorréncia no Brasil: Annona,
Duguetia, Guatteria e Xylopia (MAAS, 2009).

As espécies da familia Annonaceae sdo caracterizadas pela presenca de alguns
aspectos morfolégicos extremamente primitivos, tais como: flores com numerosas partes
livres, estames dispostos em espiral, carpelos livres, etc. Por isso Darwin as chamou de
"fosseis vivos" pois, através de alguma circunstancia favoravel, escaparam da extin¢do e
sobreviveram até os dias atuais (TAKHTAJAN, 1969). Quimicamente, as Anonaceas Sao
conhecidas pelo seu contetdo rico em alcaloides, mas também possuem diversos constituintes
ndo alcaloidais como carboidratos, lipidios, aminoacidos, proteinas, polifenois, &leos
essenciais, terpenos, compostos aromaticos, esteroides, saponinas e vitaminas (LEBOEUF et
al., 1982).

Essas plantas possuem relevante papel econdmico, em especial, nas industrias
alimenticia, madeireira, cosmética e farmacéutica. Os frutos de anonédceas sdo muito
apreciados e consumidos frescos ou processados em preparag0es como sucos, Sorvetes,
geleias, compotas, licores e doces (PIMENTA et al., 2013; CORREA et al., 2011; BRAGA
FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2007). Os mais conhecidos sdo os dos géneros Annona e
Rollinia, a saber: A. cherimolia (cherimdlia), A. crassiflora (marolo), A. squamosa (ata, fruta
do conde ou pinha), A. Montana (graviola da montanha), A. muricata (guanabana, graviola),
A. Reticulata (condessa), R. mucosa (biriba), R. sylvatica (araticum) e R. deliciosa (biriba)
(KESSLER, 1993). A Figura 1 (p. 23) mostra os frutos de algumas dessas espécies.
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Espécies como Bocageopsis spp., Fusae longifolia, Guatteria megalophylla, G.
stipitata, Oxandra polyanthia, O. lanceolata, Xylopia aethiopia e X. villosa possuem
importancia econémica em madeireiras (KESSLER, 1993; SANCHEZ, 1997; MURILO &
RESTREPO, 2000). Outras espécies tém a madeira de seus caules empregada na producéo de
alcool e papel (LEBOEUF et al.,1982).

Annona cherimola Annona squamosa Annona reticulata
(cherimolia, cherimola) (ata, fruta do conde, pinha) (condessa)

Annona montana Annona muricata Annona crassiflora
(graviola da montanha) (graviola) (marolo)

Figura 1- Frutos de algumas espécies de Anonaceas.
Fonte: (A, B, C, D, E) http://picasaweb.google.com/Amezzomo2002/Fruits11 (F) http://picasaweb.
google.com/evandoflopes/Frutos.

Na Asia e Africa, as flores de Cananga odorata e Artabotrys odoratissima s&o usadas
na fabricacdo de perfumes (6leo de “ylang-ylang”) (KESSLER, 1993) e um grande nimero de

espécies de Anonéaceas € utilizado na medicina tradicional.

3.2 O género Guatteria Ruiz & Pav.

O género Guatteria foi descrito, em 1794, por Ruiz Lopez e Pavén (ERKENS, 2007).
E o maior género da familia Annonaceae com cerca de 300 espécies e é o inico membro da
tribo Guatterieae (ERKENS E MAAS, 2008). E exclusivamente neotropical e esta
amplamente distribuido por toda a Mesoameérica (cerca de 30 espécies), Caribe (3 espécies) e
América do Sul (cerca de 230 espécies) (ERKENS et al., 2007). No Brasil, ocorrem 88
espécies (MAAS; RAINER; LOBAO, 2013).
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O género apresenta problemas taxonémicos complexos pela dificuldade de
delimitacdo das espécies e seu agrupamento em se¢des (FRIES, 1939). Isto ocorre em
consequéncia da uniformidade dos caracteres florais (HEUSDEN, 1992) e da variabilidade
intraespecifica dos caracteres vegetativos. Como agravante, ha poucas colecdes com flores
maduras nos herbarios e muitos materiais encontram-se duvidosamente identificados
(LOBAO E MELLO-SILVA, 2007).

As espécies de Guatteria sdo, em sua maioria, arvores, apenas duas espécies sdo
lianas, caracteristica pouco comum nas Annonaceae (KESSLER, 1993; LOBAO, 2009). As
flores de Guatteria sdo facilmente reconheciveis, pois, quando imaturas, as pétalas sdo
patentes, e os estames e carpelos ficam expostos. Quando maduras, as pétalas externas
permanecem patentes, mas as internas tornam-se eretas, recobrindo estames e carpelos
(LOPES E MELLO-SILVA, 2012). Seus frutos possuem numerosos carpidios livres,
estipitados e indeiscentes, cada um com uma Unica semente (LOPES E MELLO SILVA,
2013).

O género mostra uma ampla distribuicdo ecoldgica podendo ser encontrado na
Amazonia em florestas de terra firme, campinas e florestas inundadas; na Mata Atlantica; em
florestas de galerias e em florestas semi-deciduas (MORAWETZ E WAHA, 1985). No
Cerrado, Guatteria notabilis Mello-Silva & Pirani e G. rupestris Mello-Silva & Pirani, ambas
de Minas Gerais, e Guatteria rigida R.E.Fr, do Mato Grosso, estdo entre os raros exemplos de
Guatteria de ambientes secos e abertos (MELLO-SILVA; PIRANI, 1988, 1994; MAAS;
RAINER; LOBAO, 2013).

3.3 Alcaloides de Guatteria Ruiz & Pav.

Alcaloides sdo compostos nitrogenados, farmacologicamente ativos e encontrados,
principalmente, nas angiospermas. A maioria possui carater alcalino, com poucas excecoes,
tais como: colchicina, piperina, oximas e alguns sais quaternarios. Os alcaloides que possuem
um atomo de nitrogénio (N) em um anel heterociclico sdo denominados de alcaloides
verdadeiros e sdo classificados de acordo com o sistema anelar presente na molécula; os que
possuem N ndo pertencente a um sistema heterociclico sdéo chamados de protoalcaloides e 0s
compostos nitrogenados com e sem anéis heterociclicos que ndo sdo derivados de
aminodacidos sdo chamados de pseudoalcaloides (SIMOES et al., 2010).

Investigagdes fitoquimicas mostram que as espécies do género Guatteria sdo ricas em
alcaloides. Entretanto, a revisdo que se tem sobre os alcaloides deste género foi feita em 1989
por Cavé, Lebouf e Cassels e, de acordo com esse estudo, os alcaloides de Guatteria podem
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ser classificados segundo as caracteristicas estruturais do esqueleto em oito principais tipos:
benzilisoquinolinico, aminoetilbenzil, bisbenzilisoquinolinico, berbina, morfinandienona,
proaporfinico, aporfinoides e aporfinoides miscelaneos. A maioria deles derivados da
isoquinolina.

Os alcaloides do tipo bisbenzilisoquinolinico sdo agrupados em seis subtipos:
dauricina, oxiacantina, apatelina, tiliageina, chondodendrina e isochondodendrina. Os
aporfinoides sdo divididos em oito subtipos: aporfinico sensu stricto, dehidroaporfinico,
hidroxi-aporfinico, oxoaporfinico, 4,5-di-oxoaporfinico, 7-alquil-aporfinico, 1,11-oxi-
metileno-aporfinico e aminoetilfenantreno. E os aporfinoides miscelaneos sdo agrupados em
quatro subtipos: cularinoide, azahomoaporfinico, azaantraceno e azafluoreno (CAVE;
LEBOEUF; CASSELS, 1989).

Desde a revisdo de Cavé, Leboeuf e Cassels em 1989, muitos estudos sobre a quimica
das espécies de Annonaceae ja foram feitos e, atualmente, tem-se uma classificacdo para 0s
alcaloides das Anonéceas e ndo, especificamente, uma classificacdo para os alcaloides do
género Guatteria, como eles propuseram. De acordo com Ldcio et al. (2014), os alcaloides de
Annonaceae podem ser classificados em quatorze tipos, a saber: isoquinolinicos simples,
isoquinolonas e fenetilamonio (Tipo ); benziltetrahidroisoquinolinicos,
benzilisoquinolinicos-Seco e  benzilisoquinolinicos  (Tipo  1lI,  subtipos  1-7);
bisbenzilisoquinolinicos (Tipo Il1); bisbenziltetrahidroisoquinolinicos (Tipo IV, subtipos 1 —
22); protoberberinos (Tipo V, subtipos 1 — 5); tetrahidroprotoberberinos (Tipo VI, subtipo 1);
proaporfinicos (Tipo VII); aporfinoides senso lato (Tipo VIII, subtipos 1 — 8);
dehidroaporfinicos (Tipo IX, subtipos 1 — 5); aporfinicos 4- ou 7- substituidos (Tipo X,
subtipos 1 — 3); oxoaporfinicos (Tipo XI, subtipos 1 — 14); fenantrenos (Tipo XII, subtipo 1);
alcaloides miscelaneos do tipo isoquinolinicos (Tipo XIlII) e alcaloides ndo-isoquinolinicos
(Tipo XIV).

Alguns desses alcaloides possuem atividades bioldgicas comprovadas. Os
bisbenzilisoquinolinicos, por exemplo, tém atividade antiparasitéaria, especialmente contra
Leishmania sp. (FOURNET et al., 1993; MUNSHI et al., 1972) Trypanosoma cruzi (ROJAS
DE ARIAS et al., 1994) e Plasmodium sp. (LIKHITWITAYAWUID et al., 1993;
VALENTIN etal., 1997; ANGERHOFER et al., 1999).

O alcaloide guatteriopsiscina pode ser isolado das folhas ou do caule de Guatteria
friesiana. E um alcaloide dehidroaporfinico (Tipo IX, subtipo 5) e foi isolado pela primeira
vez por Costa et al. (2009) e, até o momento, s6 foi encontrado nesta espécie. A Figura 2 (p.
26) mostra a estrutura do alcaloide Guatteriopsiscina e a Figura 3 (p. 26) mostra a estrutura
dos esqueletos béasicos dos dehidroaporfinicos.
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Figura 2- Estrutura quimica do alcaloide guatteriopsiscina.
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Figura 3- Estrutura quimica do esqueleto dos alcaloides dehidroaporfinicos (Tipo 1X).

Em um screening previamente realizado utilizando-se vérios alcaloides, a
guatteriopsiscina  apresentou significativa atividade inibitéria frente a enzima
acetilcolinesterase. Esta enzima é responsavel por hidrolizar a acetilcolina nas sinapses;
portanto, este achado possui relevancia clinica uma vez que a maior parte das doencas
neurodegenerativas apresenta em seu mecanismo fisiopatolégico uma reducdo de
neurotransmissores, dentre eles, a acetilcolina. Dessa forma, uma substancia capaz de inibir a
acao da acetilcolinesterase, apds pesquisas mais aprofundadas incluindo estudos in vivo,
aumentaria as opc¢des de medicamentos utilizados na terapéutica dessas doengas, incluindo a

doencga de Alzheimer.
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3.4 Alcaloides inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Um ndmero significativo de compostos que ocorrem naturalmente tém sido
pesquisados como inibidores da AChE (HOUGHTON; REN; HOWES, 2006; FILHO et al.,
2006). Os que apresentam os resultados mais promissores sdao o alcaloides da familia
Amaryllidaceae, galantamina (Figura 4) e sanguinina (Figura 4) (HEINRICH E LEE, 2004),
bem como os alcaloides huperzina A e huperzina B (HALL-DORSDOTTIR;
JAROSZEWSKI; OLAFSDOTTIR, 2010), que podem ser isolados de especies de
Lycopodium e de outras espécies. Dentre os alcaloides citados, o bromidrato de galantamina
(Reminyl®) ja é aprovado como um medicamento para o tratamento da doenca de Alzheimer,
embora o alcaloide sanguinina seja um inibidor mais potente da AChE do que a galantamina
(BORES et al., 1996; LOPES et al., 2002), sua baixa abundancia natural tem impedido o seu

desenvolvimento. A Figura 4 mostra a estrutura dos alcaloides galantamina e sanguinina.

GALANTAMINA SANGUININA

Figura 4 - Estrutura quimica dos alcaloides galantamina e sanguinina.

Os alcaloides isoquinolinicos hippeastrina, pretazettina e montanina, isolados das
espécies de Amaryllidaceae Hippeastrum psittacinum e H. vittatum, tiveram sua atividade
inibitéria da AChE testada em estudo feito por Pagliosa et al. (2010). A hippeastrina e a
pretazettina ndo apresentaram efeito significativo, j& a montanina mostrou significativa
atividade anticolinesterasica, quando camparada com a galantamina. Dong et al. (2015)
verificaram a atividade frente a AChE de alguns alcaloides aporfinicos e proaporfinicos,
também derivados da isoquinolina, isolados das raizes da espécie vegetal Stephania epigaea
(Menispermaceae). Os alcaloides testados foram: epigasina A, epigasina B, pronuciferina,
dehidrodicentrina, romerina, romelina, N-metilcalycinina, fanostenina, dicentrina e N-
metillaurotetanina. Os compostos epigasina B e dehidrodicentrina mostraram forte atividade

inibitéria da AChE, com Clsy 4,46 e 2,98 umol/L, respectivamente. Os compostos romerina,
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romelina, N-metilcalicinina, fanostenina, dicentrina também exibiram potente atividade
anticolinesterasica (DONG et al., 2015).

Alcaloides do tipo oxoaporfinicos e oxoisoaporfinicos, assim como os seus derivados,
apresentam potente atividade inibitoria da AChE. Estes alcaloides podem ser obtidos de
plantas da familia Anonnaceae (LEVRIER et al., 2013). Estudos demonstraram que 0sS
derivados de oxoisoaporfino geralmente exibem melhores atividades inibidoras da
acetilcolinesterase do que os derivados de oxoaporfino, e as suas atividades inibidoras foram
intimamente relacionadas com 0s grupos terminais e as posi¢oes substituidas. Compostos com
nitrogénio quaternario foram encontrados por ter atividades inibidoras mais elevadas tanto
para AChE quanto para deposicdo do peptideo pB-amiloide (BA), outra alteracdo
fisiopatoldgica que ocorre na DA (LI et al., 2011).

Feitosa et al. (2011) estudaram em um screening a atividade anticolinesterasica de
extratos de dezoito plantas medicinais brasileiras das seguintes familias: Convolvulaceae,
Crassulaceae, Euphorbiaceae, Leguminosae, Malvaceae, Moraceae, Nyctaginaceae e
Rutaceae. As espécies mais ativas foram Ipomoea asarifolia (Convolvulaceae) (Clso de 0,12
mg/mL), Jatropha curcas (Euphorbiaceae) (Clsy de 0,25 mg/mL), Jatropha gossypiifolia
(Euphorbiaceae) (Clso de 0,05 mg/mL), Kalanchoe brasiliensis (Crassulaceae) (Clso de 0,16
mg/mL) e Senna alata (Leguminosae) (Clso de 0,08 mg/mL), estes resultados comprovaram a
grande importancia de um screening na busca de inibidores da AChE.

Nesse contexto, vé-se que as pesquisas pela busca de substancias naturais inibidoras
da enzima AChE é constante e sdo muitos os alcaloides de origem vegetal que possuem essa
propriedade, muitos deles derivados da isoquinolina, caracteristica da grande maioria dos
alcaloides da familia Annonaceae e do alcaloide guatteriopsiscina, foco deste estudo. No
entanto, até o0 momento o Unico produto natural comercializado como medicamento para o

tratamento da DA é o alcaloide galantamina.

3.5 A doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa caracterizada pela perda
de memoria e aprendizado, seguida por déficits cognitivos e distirbios comportamentais que,
progressivamente, tornam-se mais severos (DASTMALCHI, 2007).

De acordo com a Alzheimer’s Disease International Organization (2013), atualmente
a doenga de Alzheimer (DA) afeta mais de 44 milhdes de pessoas no mundo e as estimativas
apontam que serdo cerca de 75 milhdes de casos em 2030 e 135,5 milhdes em 2050. No
Brasil, essa doenca acomete mais de 1,2 milhdo de pessoas, segundo dados da Associacéo
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Brasileira de Alzheimer (ABRAZ, 2012). E o tipo mais frequente de deméncia,
correspondendo a aproximadamente 70% dos casos e afeta, principalmente, a populacdo
geriatrica (SPIRES-JONES E HYMAN, 2014).

A Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU) estima que a populacdo mundial deva
atingir 9,6 bilhdes em 2050, isto somado ao aumento da expectativa de vida que aponta que
até o final do século, as pessoas que moram nos paises desenvolvidos poderdo viver, em
média, 89 anos, e as que moram nas regides em desenvolvimento deverdo viver cerca de 81
anos. E importante o aprimoramento no diagnostico e na terapéutica da DA, uma vez que 90%
dos casos tém inicio apos os 65 anos de idade (LEITE et al., 2014).

Geralmente, a DA dura cerca de 8 a 10 anos, desde 0s primeiros sintomas até a morte.
Nos Estados Unidos, a DA é considerada um dos principais problemas de satde devido ao
enorme impacto causado ao individuo, familias, sistema de salde e a sociedade como um
todo, uma vez que metade dos pacientes é internada em instituicdes de salde e a outra metade
recebe tratamento em casa, envolvendo, em seus cuidados, familiares e amigos. Com isso, 0
acompanhamento do paciente traz um enorme estresse emocional, psicoldgico e financeiro as
familias, ja que o tratamento € caro e o paciente perde gradativamente suas funcdes motoras e
de aprendizando (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).

Apesar de a fisiopatologia da DA ainda néo estar totalmente elucidada, algumas das
principais caracteristicas histopatoldgicas da DA sdo a reducdo consideravel no nimero de
células corticais e presenca de placas amiloides extracelulares e de emaranhados
neurofibrilares intracelulares. O principal componente dos depoésitos amiloides é o peptideo B-
amiloide (BA) o qual é originado através da protedlise da proteina precursora amiloide (PPA),
uma proteina transmembrana (KANG et al., 1987). Os emaranhados neurofibrilares séo
constituidos por formas fragmentadas e hiperfosforiladas de proteina tau, uma proteina
associada aos microtubulos (HERNANDEZ E AVILA, 2007). Na DA também ocorre reducao
na quantidade de acetilcolina (ACh), neurotransmissor do sistema colinérgico. A ACh se liga
a duas familias de receptores, receptores nicotinicos da acetilcolina (nAChRS) e receptores
muscarinicos da acetilcolina (MAChRs) e ambas as familias de receptores regulam o0s
processos cognitivos, afetados na DA (SARTER E PAOLONE, 2011).

Diante dessas alteracfes, algumas hipdteses tém tentado explicar a causa da DA, a
saber: hipotese amiloide e hipotese colinérgica. A hipotese amiloide propde que a doenca de
Alzheimer seja deflagrada por excesso de producdo, deposi¢cdo e agregacdo da proteina f3-
amiloide, levando & disfungdo neuronal, oxidagdo, excitotoxicidade e neuroinflamagé&o,
responsaveis pela apoptose. O resultado final, decorrido da morte neuronal, é o déficit na

neurotransmissao colinérgica, serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica, com
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predominio da disfuncdo colinérgica (KARRAN; MERCKEN; STROOPER, 2011). J4 a
hipotese colinérgica é fundamentada na deficiéncia de ACh que ocorre na DA devido a atrofia
dos neurdnios colinérgicos, os quais sao fontes produtoras da enzima colina acetiltransferase
(CAT). Essa enzima € transportada para estruturas-alvo no sistema nervoso central:
hipocampo, cdrtex cerebral e amigdala, dentre outras. Nessas regifes, ela catalisa a reagédo de

sintese da ACh a partir da colina e da acetil-coenzima A (Figura 5).
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Figura 5- Biossintese da acetilcolina.

Depois de formada, a ACh ¢é liberada na fenda sinéptica, onde podera ser acoplada a
dois tipos de receptores, muscarinico e nicotinico. A ACh restante € hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE) na fenda sinaptica em colina e acetato (Figura 6), que sdo as bases
de sua formacgdo. Como na DA, existe uma atrofia dos neurénios colinérgicos, isso resulta na
diminuicdo da sintese da CAT e, consequentemente, da ACh (CRAIG; HONG;
MCDONALD, 2011).
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Figura 6 - Hidrdlise da acetilcolina.

Pela hipotese amiloide, verifica-se que o estresse oxidativo tem papel relevante na
patofisiologia da DA, pois o0s peptideos B-amiloides facilitam a geracdo de radicais livres, 0s
quais provocam peroxidacdo da membrana lipidica e aumentam a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), resultando em dano celular e apoptose (MOONGKARNDI et al.,
2010). Isso leva a um aumento na ativagdo do fator de transcri¢do nuclear kappa-B (NF-xB)
0 qual esté associado com a degeneracdo neuronal que ocorre na DA (LEE et al., 2005). Por

isso, a BA € um dos alvos no desenvolvimento de terapias para a doenca de Alzheimer.
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Observa-se, também, que, ambas as hipoteses, culminam com a deficiéncia de
acetilcolina. Por esse motivo, a estratégia adotada no desenvolvimento de farmacos para
aplicacdo na DA é aprimorar a funcdo colinérgica. Hoje, os principais medicamentos
utilizados no tratamento da DA sdo os inibidores da AChE, rivastigminina, donezepil e

galantamina; os dois primeiros sdo sintéticos e o Ultimo e mais eficaz, € um alcaloide natural.
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Analise das atividades antioxidante e anticolinesterasica in vitro da guatteriopsiscina,
alcaloide isolado das folhas de Guatteria friesiana
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RESUMO: Este estudo objetivou verificar a atividade antioxidante e anticolinesterasica in
vitro do alcaloide guatteriopsiscina, composto isolado das folhas da espécie Guatteria
friesiana. Para tal estudo, foi realizado ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
seguindo a metodologia de EImman et al. (1961) e os seguintes testes antioxidantes: DPPH,
nitrito, potencial redutor e ABTS. O alcaloide guatteriopsiscina apresentou significativa
atividade anticolinesterasica, quando comparada ao medicamento padrdo utilizado no
tratamento da doenca de Alzheimer, a rivastigmina. A guatteriopsiscina também apresentou
potencial antioxidante no sequestro de 6xido nitrico e de radicais ABTS. Portanto, este estudo
sugere que este composto apresenta-se como potente candidato para pesquisas de substancias
anticolinesterasicas para o tratamento do mal de Alzheimer.

Palavras-chave: Guatteria, Alzheimer, Acetilcolinesterase, Estresse Oxidativo.

ABSTRACT: Analysis of the in vitro acetylcholinesterase and antioxidant activities of
guatteriopsiscine, an alkaloid isolated of leaves Guatteria friesiana. This study aimed to
verify the antioxidant activity and acetylcholinesterase in vitro guatteriopsiscine alkaloid,
compound isolated from the leaves of the species Guatteria friesiana. For this study was
conducted inhibition of acetylcholinesterase assay following the methodology ElImman et al.
(1961) and the following antioxidants tests: DPPH, nitrite, reducing potential and ABTS. The
alkaloid guatteriopsiscine showed significant anticholinesterase activity, when compared to
the standard drug used for the treatment of Alzheimer's disease, rivastigmine. The
guatteriopsiscina also presented antioxidant potential in the kidnapping of nitric oxide and
ABTS radical. So the guatteriopsiscine showed itself as powerful candidate in studies of
anticholinesterase substances for the treatment of Alzheimer's disease.

Keywords: Guatteria, Alzheimer, Acetylcholinesterase, Oxidative Stress.
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1. Introducgéo

A doenca de Alzheimer (DA) afeta mais de 44 milhfes de pessoas no mundo
atualmente e as estimativas apontam que serao cerca de 75 milhdes de casos em 2030 e 135,5
milhGes em 2050, de acordo com a Alzheimer’s Disease International Organization (ADI,
2013). No Brasil, essa doenca acomete mais de 1,2 milhdo de pessoas, segundo dados da
Associacdo Brasileira de Alzheimer (ABRAZ, 2012). E o tipo mais frequente de deméncia,
correspondendo a aproximadamente 70% dos casos e afeta, principalmente, a populacao
geriatrica (SPIRES-JONES E HYMAN, 2014).

A DA é caracterizada pelo acimulo neuronal de peptideo B-amiloide em placas
extracelulares, depdsitos intracelulares de proteina tau, perda neuronal e perda sinaptica
(BRAAK E BRAAK, 1991; SELKOE,1991; MASLIAH et al., 2001; SPIRES-JONES E
HYMAN, 2014; VILLEGAS, 2015). Estudos anatbmicos em pessoas com DA mostraram
uma perda macica de massa branca do cérebro e uma reducdo especifica de neurdnios
colinérgicos do prosencéfalo basal (COYLE et al., 1983; AULD et al., 2002; KIM et al.,
2013). Entretanto, os processos fisiopatoldgicos que desencadeiam essas alteraces ainda ndo
estdo bem elucidados e nédo se sabe se tais alteragfes séo causas ou consequéncias da DA, em
virtude disso a terapéutica da doenca consiste em tratar os sintomas.

Os medicamentos atualmente aprovados para esse tratamento incluem as substancias
que agem no sistema colinérgico (inibidores da enzima acetilcolinesterase - AChE) e as que
promovem neuroprotecdo (STAHL, 2000; WILKINSON, 2011). Um dos medicamentos
considerados mais eficazes na DA é a galantamina (Reminyl®), um alcaloide isolado de
plantas da familia Amaryllidaceae, que atua como um potente inibidor da AChE (GUPTA E
GUPTA, 1997; GORDON; LILIENFIELD; GAENS, 2000; BOKDE et al., 2009). A espécie
Guatteria friesiana (W.A. Rodrigues) Erkens & Maas, é uma planta da familia Annonaceae,
nativa do Brasil, encontrada na bacia Amazonica brasileira e colombiana (COSTA et al.,
2013). A partir das folhas e do caule dessa planta podem ser extraidos diversos alcaloides,
dentre eles a guatteriopsiscina (Figura 1 p. 70) (COSTA, 2009; COSTA et al., 2009; COSTA
etal., 2013).
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Figura 1- Estrutura quimica do alcaloide guatteriopsiscina

Nesse contexto, este estudo objetivou verificar as atividades anticolinesterasica e

antioxidante do alcaloide guatteriopsiscina.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal

As folhas de G. friesiana foram coletadas em Janeiro de 2005, na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), localizada no Km 38 da BR-
174, na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. A identificacdo do material botanico foi feita
pelo taxonomista Dr. Anténio Carlos Weber, do Departamento de Biologia, do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFAM, e a exsicata foi depositada no herbario da UFAM sob o

namero de registro 7341.

2.2 Quimicos

Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico; iodeto de acetiltiocolina; &cido 6-hidroxi-2,5,8,7-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), placas de gel de silica e enzima acetilcolinesterase
foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes

utilizados foram de grau analitico.
2.3 Extracgao e Isolamento do alcaloide guatteriopsiscina
As folhas de G. friesiana (1300 g) foram secas a temperatura ambiente, moidas e

pesadas e submetidas a extracao a frio com hexano e metanol. A analise em cromatografia em

camada delgada analitica, através da utilizacdo do reagente de Dragendorff, mostrou alta
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concentracdo de alcaloides no extrato metandlico. Foram obtidos 21 alcaloides, entre os quais
o alcaloide guatteriopsiscina (122,9 mg). Este alcaloide foi identificado através das técnicas
de ressonancia magnética nuclear de 'H e *C 1D/2D, espectroscopia nas regides do
infravermelho e do ultravioleta, espectrometria de massas, bem como comparacdo com 0S
dados da literatura (COSTA, 2009).

O isolamento e a identificagdo da guatteriopsiscina utilizada neste estudo foram

descritos por Costa et al. (2013).

2.4 Ensaio in vitro para atividade AChE

2.4.1 Inibicdo qualitativa da AChE

O ensaio para deteccdo de inibicdo qualitativa da enzima AChE foi realizado com o
alcaloide dissolvido em metanol em uma concentragdo de 1 mg/mL, entdo 1,5-2,5 pL da
amostra foi aplicada em placa de gel de silica e eluida em cloroférmio: metanol (9:1). Ap6s o
desenvolvimento da placa, a atividade inibitoria da guatteriopsiscina eluida foi detectada
utilizando revelador baseado no método de Ellman et al. (1961). A placa foi pulverizada com
DTNB (acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico)/ATCI (lodeto de acetiltiocolina) (1 mmol/L
DTNB e 1 mmol/L ATCI em tampédo Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8) até a saturacdo com o
reagente, evitando escorrer. As placas foram secas em temperatura ambiente durante 3-5
minutos e posteriormente pulverizadas com 5 U/mL da enzima acetilcolinesterase (AChE). A
cafeina, um acaloide isolado da espécie Paulinia cupana Kunth e que possui conhecida
atividade anticolinesterasica, foi utilizada como padrdo positivo. O teste positivo foi

observado através da formacao, na placa, de manchas brancas em um campo amarelo.

2.4.2 Inibicdo quantitativa da AChE

O efeito inibitério da guatteriopsiscina sobre atividade da AChE foi avaliado por uma
adaptacdo do método espectrofotométrico de Ellman et al. (1961). Em um tubo de ensaio,
adicionou-se 100 pL da amostra (concentragdo de 0,1% em solucdo de tampao Tris-HCI 50
mmol/L, pH 8, e 10% de metanol), misturou-se com 100 puL de AChE 0,22 U/mL (22 U de
enzima diluida em 100 mL de tampéo Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8, 0,1% BSA) e 200 uL de
tampé&o (Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8, 0,1% BSA). Incubou-se a mistura por 5 min a 30°C.
Posteriormente, adicionou-se, 500 uL. de DTNB (na concentragdo de 3 mmol/L em tampéo
Tris-HCI, pH 8, e NaCl 0,1 mol/L, MgCl; 0,02 mol/L) e 100 uL de ATCI (4 mmol/L em
agua). Preparou-se o branco por substituicdo de AChE por 100 uL de tampéo (Tris-HCI 50
mmol/L, pH 8, 0,1% BSA). A reacdo foi monitorada em espectrofotdmetro por 5 min em 412
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nm e a absorbancia inicial (Vo) gravada. A atividade anticolinesterasica (1%) foi calculada
através da seguinte equacdo:
1 (%) = [1 — (Vo amostra / Vo branco)] X 100
Onde, Vo amostra € Vo branco representam as absorbancias iniciais da amostra e do branco.

Os valores de Clso foram obtidos por intermédio de plotagem Log-Probit.

2.5 Ensaios in vitro para atividade antioxidante

2.5.1 Atividade de eliminacéo do radical DPPH

Para avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) foi utilizada a metodologia descrita por Oliveira et al. (2014). Resumidamente,
foram preparadas misturas reacionais do alcaloide guatteriopsiscina em cinco concentracdes
diferentes em triplicata (100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL) e o radical DPPH (100 pmol/L).
Foram agitadas vigorosamente e incubadas a temperatura ambiente na auséncia de luz,
durante 30 minutos. Os valores das absorbancias foram lidos em espectrofotdmetro a A = 517
nm. Esses valores foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical DPPH pela
seguinte equagdo:

% de inibicao = [(Acontrole~ Amistura reacional) X L00]/Acontrole

Onde, Acontrole € @ absorbancia da solucdo etandlica de DPPH e Anmistura reacional € a
absorbancia da mistura reacional contendo radical DPPH e as concentracfes do alcaloide. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado para o controle positivo Trolox nas mesmas

concentragoes.

2.5.2 Atividade de producdo de fons nitrito (NO, )

O oxido nitrico (NO) foi gerado a partir da decomposicdo espontanea do nitroprussiato
de sdédio (NPS) em tampéo fosfato 10 mmol/L (pH 7,4). Uma vez gerado NO, ele interage
com o0 oxigénio para produzir ions nitrito, que foram medidos pela reacdo de Griess
(FERREIRA et al., 2008). As misturas reacionais contendo nitroprussiato de sodio (NPS) em
tampé&o fosfato 10 mmol/L, pH 7,4 e o composto avaliado nas concentragdes de 100; 50; 25;
12,5 e 6,25 pg/mL, em triplicata, foram incubadas a 37 °C durante 1h. Uma aliquota de 0,5
mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente de Griess (2,3% de sulfanilamida;
0,12% de dicloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina em H3PO,4 0,5 mol/L). A absorbancia do
cromoforo foi medida a A = 540 nm. A porcentagem de inibicdo do 6xido nitrico gerado foi

medida por meio da comparacdo dos valores de absorbancia dos controles negativos [10
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mmol/L de nitroprussiato de sédio e veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em solugéo salina
0,9%)] e das preparagdes para ensaio, através da seguinte equacao:
% de producéo de nitrito = [(Acontrole~ Amistura reacional) X 100]/Acontrole
Onde, Acontrole € @ absorbancia do controle negativo e Anmistura reacional € @ absorbancia da
mistura reacional contendo NPS, reagente de Griess e as concentragfes do alcaloide. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado para o controle positivo Trolox nas mesmas

concentragoes.

2.5.3 Potencial redutor

Para avaliagéo do potencial redutor foi utilizada a metodologia descrita por Singhal et
al. (2011), com modificacbes. Resumidamente, foram preparadas misturas reacionais
contendo cinco concentracfes, em triplicata, de guatteriopsiscina (100; 50; 25; 12,5 e 6,25
pg/mL), 0,5mL de ferricianeto de potéssio 1% e 0,5 mL de tampéo fosfato de sédio (0,2
mol/L; pH 6,6). As misturas reacionais foram incubadas a 50 °C durante 20 minutos, seguidas
pela adicdo de 0,5 mL de acido tricloroacético 15%, 0,5 mL de dgua destilada e 0,250 mL de
cloreto férrico (FeCls) 0,1%. As absorbancias das misturas reacionais foram mensuradas a
700 nm. Foi preparado um branco que continha apenas tampdo fosfato. O mesmo
procedimento experimental foi utilizado para o controle positivo Trolox nas mesmas

concentragoes.

2.5.4 Atividade de eliminacéo do radical ABTS™

Para avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical ABTS™ (2,2-azinobis-[3-
etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico]) foi utilizada a metodologia descrita por Oliveira et al.
(2014), com algumas modificaces. Inicialmente foi formado o cation radical ABTS™ a partir
da reacdo de 5 mL de uma solucdo 7 mmol/L de ABTS com 88 pL de uma solucdo 2,45
mmol/L de persulfato de potéssio (K,S,0s) incubada a temperatura ambiente e na auséncia de
luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solu¢do de ABTS™ foi diluida em etanol até
obter uma solucdo com absorbéncia de 1,00 (x 0,05), a A = 732 nm. Em ambiente escuro a
temperatura ambiente, foram feitas misturas reacionais contendo guatteriopsiscina (100; 50;
25; 12,5 € 6,25 pg/mL) e 2,2 pL do radical ABTS™. O experimento foi realizado em triplicata
e as leituras das absorbancias foram realizadas apds 6 minutos em um espectrofotdmetro a A =
732 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical ABTS™
pela seguinte equacao:

% inibicdo = [(Acontrole~ Amistura reacional) X 100]/Acontrole
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Onde, Acontrole € @ absorbancia inicial da solucéo etandlica de ABTS™ € Anmistura reacional €
a absorbancia da mistura contendo o radical ABTS™ e as concentragdes do alcaloide. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado para o controle positivo Trolox nas mesmas

concentragoes.

2.6 Andlises estatisticas

O valor da Clsy para a atividade inibitoria AChE foi obtido por intermédio de
plotagem Log-Probit, utilizando o programa SPSS Statistics. Os resultados para 0s ensaios
antioxidantes foram apresentados como média + desvio padrdao (D.P). A andlise estatistica foi
realizada utilizando one way ANOVA, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls como post
hoc teste. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. As
analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA,
USA).

3. Resultados e Discussao

3.1 Inibigdo da enzima AChE

O uso de inibidores da enzima acetilcolinesterase é amplamente aceito como a
farmacoterapia de primeira linha para o alivio sintomatico da doenca de Alzheimer, por
promover um aumento nos niveis de acetilcolina nas sinapses cerebrais, melhorando os
deficits cognitivos e de memoria dos doentes (GIACOBINI, 2003; LOIZZO et al., 2008).

O alcaloide guatteriopsiscina apresentou resultado positivo de inibicdo qualitativa
frente a AChE comprovado através da formacdo de uma mancha branca em um campo
amarelo na placa de cromatografia em camada delgada. A Figura 2 (p. 75) mostra o resultado
do teste qualitativo da guatteriopsiscina para atividade anticolinesterasica, segundo o método

de Ellman.
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Figura 2 - Placa de inibicdo qualitativa da guatteriopsiscina frente a AChE. A =

guatteriopsiscina; B = cafeina (controle positivo).

O teste quantitativo permitiu calcular a quantidade minima de guatteriopsiscina capaz
de inibir a atividade da enzima AChE em 50%. A Clsg encontrada foi de 0,3 pg/mL, um valor
menor do que aquele da Clso da rivastigmina (1,87 pg/mL), um medicamento inibidor da
AChE muito utilizado no tratamento de pessoas com Alzheimer. A galantamina (Clsg
0,37x10° pg/mL), outro inibidor da AChE, é um alcaloide obtido de plantas da familia
Amaryllidaceae, comercializado como medicamento e possui um duplo mecanismo de agéo, o
qual, além de inibir a enzima acetilcolinesterase, também é capaz de modular os receptores
nicotinicos (BOKDE et al., 2009; GORDON, 2000; GUPTA et al., 1997). Porém, o papel
desses receptores no tratamento da doenca de Alzheimer ainda ndo estd completamente
elucidado. Sabe-se que 0s receptores nicotinicos pré-sinapticos controlam a liberacdo de
neurotransmissores, 0s quais sdo importantes para a memdaria e para 0 humor. Nesse sentido
Levin e Rezvani (2000) e Maelicke e Albuquerque (2000) verificaram que o blogueio dos
receptores nicotinicos prejudicou a cognicdo, mas a ligacdo da galantamina com os subtipos
de receptores nicotinicos melhorou a fungdo cognitiva e a memoria.

A huperzina A, um alcaloide extraido da planta Huperzia serrata, também atua como
inibidor da acetilcolinesterase (Clso 74,5 nmol/L), cuja administragdo demonstrou melhora
significativa na memdria de pessoas idosas e de pessoas com DA, associada a minimos efeitos
colinérgicos periféricos (ZHANG et al., 2002). Lai et al. (2013) estudaram o extrato alcaloidal
e os alcaloides isolados das raizes da espécie vegetal Stemona sessilifolia. Sendo assim, dos
cinco alcaloides testados, dois deles, estenina e estenina B, e o extrato alcaloidal apresentaram
atividade anticolinesterasica significativa (Clsp 19,8 pmol/L; 2,1 pmol/L e 102,6 pg/mL,
respectivamente). Assim, percebeu-se que alguns inibidores potentes da AChE sdo produtos
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naturais derivados de plantas. A Tabela 1 mostra a atividade inibitoria AChE de alguns
compostos.

Tabela 1- Atividade inibitéria AChE sobre alguns compostos.

Substéncia *Clso (ug/mL)
Guatteriopsiscina 0,30
Rivastigmina 1,87
Galantamina 0,37x10°

* Clsp=concentracdo capaz de inibir cinquenta por cento
da atividade da enzima acetilcolinestrase.

3.2 Atividades antioxidantes

Evidéncias mostram que o estresse oxidativo acelera os processos patoldgicos da DA,
tais como diminuicdo da memoria e deposi¢do de placas amiloides, sugerindo que substancias
antioxidantes possam ser reconhecidas como uma alternativa de tratamento para essa doenca
(LLEO et al., 2006; KANAMARU et al., 2015).

No método que envolve o sequestro do radical livre estavel DPPH®, a capacidade
antioxidante é analisada pela diminuicdo da absorbancia da solucdo de DPPH" a A = 517 nm,
na qual o radical DPPH" de cor purpura é reduzido para formar DPPH, de cor amarela
(MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012).

Os valores da capacidade antioxidante de guatteriopsiscina contra o radical DPPH nas
concentracdes de 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL foram de 13,10 + 1,24; 13,38 + 1,44; 13,01
+1,51; 13,94 £ 0,69 e 13,82 *+ 1,49%, respectivamente, 0s quais reduziram a concentracao de
radicais DPPH na solucdo. Nas mesmas condi¢cbes experimentais e nas mesmas
concentracdes, o trolox também reduziu o radical DPPH apresentando valores de 35,58 +
2,09; 23,01 £ 2,05; 17,99 + 1,92; 16,77 = 1,22 e 15,28 + 1,39%, respectivamente, de
capacidade antioxidante. Esses resultados mostraram que a atividade antioxidante do controle
positivo trolox foi superior a da guatteriopsiscina, nas concentra¢fes de 100; 50 e 25 pg/mL,
uma vez que as diferencas foram estatisticamente significativas (p<0,05) e as medias do
trolox foram superiores a aquelas da guatteriopsiscina, nessas concentracées. Em 12,5 e 6,25
pg/mL, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre a porcentagem de

inibicdo promovida pelo alcaloide e pelo trolox, portanto, em baixas concentragdes, 0
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alcaloide foi capaz de remover o conteldo de nitrito formado de maneira semelhante ao

controle positivo (Figura 3).
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Figura 3 - Capacidade antioxidante do alcaloide guatteriopsiscina na inibicdo da producéo de
radicais DPPHe.

Capacidade antioxidante do alcaloide guatteriopsiscina e do controle positivo trolox, em diferentes
concentragdes (6,25 — 100 pg/mL), na inibigdo da producdo de radicais DPPHe. Os valores
representam a média £ D.P, n=3 para cada concentracdo, (ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls
como post hoc teste; p<0,05).

A avaliacdo da guatteriopsiscina como substancia sequestradora de NO foi testada por
sua capacidade de remocdo do ion nitrito pelo método de Griess. Os valores da capacidade
antioxidante de guatteriopsiscina contra a producdo do ion nitrito nas concentracfes de 100;
50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL foram de 12,19 + 2,78; 12,58 + 2,08; 7,78 + 3,79; 6,87 £ 6,99 e
4,92 = 6,08%, respectivamente. Nas mesmas condi¢Oes experimentais e nas mesmas
concentracgdes, o trolox apresentou valores de 22,24 + 2,85; 19,13 £ 2,19; 16,79 + 4,37; 14,72
+ 6,14 e 15,50 £ 3,70%, respectivamente, de capacidade antioxidante. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre a porcentagem de inibicdo promovida pelo
alcaloide e pelo trolox na mesma concentracdo, portanto os resultados apresentados
demonstram que o alcaloide foi capaz de remover o contetido de nitrito formado de maneira

semelhante ao controle positivo (Figura 4, p.78).
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Figura 4 - Capacidade antioxidante do alcaloide guatteriopsiscina contra a producdo do ion
nitrito.

Capacidade antioxidante do alcaloide guatteriopsiscina e do controle positivo trolox, em diferentes
concentracgdes (6,25 — 100 pug/mL), contra a producgdo do ion nitrito. Os valores representam a média +
D.P, n=3 para cada concentracdo, (ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls como post hoc teste;
p<0,05).

O poder redutor da guatteriopsiscina foi avaliado pela transformacao do ferricianeto de
potassio (CsNgFeKs) de cor amarela a ferrocianeto de potassio (C¢NgFeK,) de cor verde. A
capacidade antioxidante do alcaloide e do controle positivo através da avaliacdo do potencial
redutor em diferentes concentragdes (100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL) esta representada na
Figura 5, p.79. As diferencas apresentadas pela guatteriopsiscina e pelo trolox em cada
concentracdo sdo estatisticamente significativas (p<0,05) e mostraram, portanto, que o

alcaloide ndo possui poder redutor (Fe**/Fe®*) nas concentracdes testadas.
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Figura 5 - Potencial redutor (Fe**/Fe?*) do alcaloide guatteriopsiscina

Potencial redutor (Fe**/Fe?*) do alcaloide guatteriopsiscina e do controle positivo trolox, em diferentes
concentragdes (6,25 — 100 pg/mL). Os valores representam a média + D.P das absorbancias em 700
nm, n=3 para cada concentra¢do, (ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls como post hoc teste;
p<0,05).

Os resultados antioxidantes correspondentes a inibicio do radical ABTS ™ pela
guatteriopsiscina e pelo trolox em diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL)
estdo representados na Figura 6. Os valores da capacidade antioxidante da guatteriopsiscina
nas concentragdes de 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL foram de 15,49 £ 2,20; 15,06 £ 2,45;
15,09 £ 2,80; 19,43 + 4,05 e 17,23 £ 1,73%, respectivamente. Nas mesmas condi¢Oes
experimentais e concentracdes, 0s valores da capacidade antioxidante do trolox foram de
88,96 + 0,83; 56,29 + 3,72; 43,05 £ 7,30; 34,33 + 4,50 e 26,60 + 2,68, respectivamente. As
diferencas apresentadas pela guatteriopsiscina e pelo trolox em cada concentragcdo foram
estatisticamente significativas (p<0,05) e mostraram que a capacidade antioxidante do trolox

foi superior a do alcaloide (Figura 6, p. 80).
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Figura 6 - Capacidade antioxidante da guatteriopsiscina na inibicdo do radical ABTS™.

Capacidade antioxidante da guatteriopsiscina e do controle positivo trolox, em diferentes
concentragoes (6,25 — 100 pug/mL), na inibicdo do radical ABTS™. Os valores representam a média +
D.P, n=3 para cada concentracdo, (ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls como post hoc teste;
p<0,05).

Estes testes in vitro revelaram que a guatteriopsiscina tem baixa atividade antioxidante
contra a formacgdo de radicais ABTS™ e baixo potencial redutor, mas foi mais potente na
diminuicdo da concentracdo de nitrito ap6s decomposicdo espontanea do nitroprussiato de
sodio, indicando que o alcaloide guatteriopsiscina pode ser capaz de sequestrar radicais livres
do nitrogénio; jA na eliminacdo do DPPH, a guatteriopsiscina apresentou atividade
antioxidante melhor em baixas concentracdes (12,5 e 6,25 pg/mL) do que nas concentracdes
mais elevadas (100; 50 e 25 pg/mL). Portanto, pode-se dizer que a guatteriopsiscina possui
capacidade antioxidante, porém menos potente do que a substancia padréo, trolox.

Howes e Hougton (2003) revisaram as bases farmacolégicas de algumas plantas e de
seus constituintes ativos que tém sido usados na medicina tradicional asiatica para melhorar
distdrbios cognitivos, tais como ocorrem na DA. Estes pesquisadores sugeriram que 0S
extratos e as substancias isoladas que melhoravam significativamente a meméria e o
comportamento  apresentavam  propriedades  anticolinesterasicas ou  antioxidantes
comprovadas, através de estudos cientificos in vitro ou in vivo. 1sso mostra o importante papel

de substancias, com essas propriedades, na terapéutica da doenca de Alzheimer.
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4. Conclusodes

A guatteriopsiscina apresentou-se como potente inibidor da enzima acetilcolinesterase
qguando comparada ao medicamento padrdo, a rivastigmina. Também mostrou atividade
antioxidante quando foi capaz de sequestrar radicais livres do nitrogénio de maneira
significativa e de eliminar o radical DPPH. Portanto, este estudo aponta este alcaloide como
um candidato em estudos de substancias anticolinesterasicas para futura aplicacdo na
terapéutica de doengas neurodegenerativas que dependem da modulacdo da enzima AChE,

dentre essas a doenca de Alzheimer.
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