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Avaliagao preliminar da atividade anticolinesterasica da
espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl.

Preliminary evaluation of the anticholinesterase activity of
the species Picrasma crenata (Vell.) Engl.

RESUMO

A populagdo mundial esta cada vez mais longinqua devido ao aumento da expectativa de
vida. Entretanto, doencgas relacionadas a idade permanecem sem cura ou tratamentos
definitivos, podendo se tornar um problema de saude publica de nivel mundial. O mal de
Alzheimer é uma doencga neurodegenerativa complexa, multifatorial e progressiva, sendo
caracterizada por alteragGes nas fungdes cognitivas de aprendizado, memoria e alteragdes
comportamentais, tendo uma maior recorréncia em pessoas acima de 65 anos. Os
inibidores da enzima acetilcolinesterase constituem o principal tratamento da doenca. As
espécies vegetais sdo excelentes fontes de substancias naturais com potencial
anticolinesterdsico. O objetivo desse trabalho foi contribuir na busca de novas substancias
naturais com potencial anticolinesterdsico aproveitando a rica biodiversidade da regido. A
espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl. também conhecida popularmente como Pau Tenente,
pelos seus principios ativos amargos e diversas atividades bioldgicas, como antitumoral,
antiulcera e antimaldria. Em ensaios fotométricos pelo método de Ellman, a fragdo hexanica
da espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl. apresentou um ICso 748,7 ug/mL, resultado
promissor na atividade anticolinesterasica.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer. Anticolinesterasico. Picrasma crenata(Vell.) Engl.

ABSTRACT

The world's population is increasingly distant due to the increase in life expectancy.
However, age-related diseases remain uncured or without definitive treatments, and may
become a worldwide public health problem. Alzheimer's disease is a complex, multifactorial
and progressive neurodegenerative disease characterized by changes in the cognitive
functions of learning, memory and behavioral changes, with a greater recurrence in people
over 65 years of age. Acetylcholinesterase inhibitors are the main treatment of the disease.
Plant species are excellent sources of natural substances with anticholinesterase potential.
The objective of this work was to contribute to the search for new natural substances with
anticholinesteric potential, taking advantage of the rich biodiversity of the region. The
species Picrasma crenata (Vell.) Engl. also popularly known as Pau Tenente, for its bitter
active principles and various related biological activities such as antitumor, antiulcer and
antimalarial. In photometric tests by the Ellman method, the hexane fraction of the species
Picrasma crenata (Vell.) Engl. presented an ICso 748.7 pg/mL, promising result in
anticholinesterase activity.
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INTRODUGCAO

Com o aumento da expectativa de vida e simultaneamente o aumento da
populacdo idosa, as doencas relacionadas a idade, muito das quais ainda
prevalecem sem cura ou tratamento eficaz, tém-se tornado um problema de saude
publica mundial. Em quase todos os paises, a proporcdo de pessoas acima de 60
anos esta crescendo mais expressivamente do que qualquer outro grupo etario,
consequéncia da baixa taxa de fecundidade e aumento da expectativa de vida. Nos
Estados Unidos da América espera-se que a populacdo acima dos 65 anos atinja os
72 milhdes por volta do ano de 2030 (NIA, 2009). No Brasil, segundo a Projecdo da
populacdo por sexo e idade, ano a ano até 2060 (2018), estima-se que um quarto
da populagdo terd mais de 65 anos em 2060 chegando ha 58,2 milhdes de idosos,
enquanto em 2018 essa relacdo é de 19,2 milhdes de idosos, enquanto a
expectativa de vida média brasileira para ambos os sexos alcancara 84,5 anos no
mesmo ano. Espera-se que a populacdo brasileira atinja o chamado “crescimento
zero” por volta de 2047 quando chegard a 233,2 milhGes de pessoas,
apresentando, a partir desse ano apenas taxas de crescimentos negativos (IBGE,
2018).

O mal de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa complexa sendo a causa
mais comum de deméncia em pessoas idosas, cerca de 10 % das pessoas acima de
65 anos sdo afetadas e chegando a 50 % das pessoas acima de 85 anos (Orhan et
al., 2006; Racchi et al., 2004; Reichman, 2003; Viegas et al., 2005). O nimero de
pacientes com a doencga tende a aumentar proporcionalmente ao crescente
aumento da expectativa de vida juntamente com o aumento da populagdo idosa.
Segundo a Organizacdao Mundial de saude, estima-se que 34 milhdes de pessoas
poderdo apresentar algum grau da doenca de Alzheimer em 2025 o que a torna
assim, um problema de saldde publica mundial (Reichman, 2003; Viegas et al.,,
2005; SEIDL, 2010).

A doenca de Alzheimer (DA), foi descrita primeiramente pelo médico
patologista alemdo Alois Alzheimer em 1907. A DA tem etiologia ainda ndo
totalmente conhecida, associada com a reducdo dos neurotransmissores
cerebrais, como a acetilcolina, noradrenalina e a serotonina (Bryne et al., 1998).
Esta doenca neurodegenerativa atinge primeiramente a memodria e,
posteriormente traz mudangas comportamentais e de personalidade, tendo um
declinio das habilidades intelectuais e a capacidade de raciocinio e comunicagdo
(Anekonda, 2005; Viegas et al., 2005). As regides cerebrais associadas com as
fungdes mentais superiores, o neocortex e hipocampo, sao os locais mais afetados
pelas mudangas bioquimicas relacionadas a doenga (Reichman, 2003; Viegas et al.,
2005).

Medicamentos baseados na hipdtese colinérgica sao os que tém apresentado
melhores resultados no tratamento clinico da doenga nos casos considerados leves
e moderados. Esta hipdtese descreve que a deficiéncia de acetilcolina (ACh) é
produzida pela DA pela atrofia do nucleus basalis de Meynert, o qual é a fonte
produtora da enzima colina acetiltransferase (CAT). Essa enzima é transportada
para o sistema limbico onde ela catalisa a reagdo de sintese da ACh a partir da
colina e da acetilcoenzima A. Depois de formada, a ACh é liberada na fenda
sindptica, onde podera ser acoplada a dois tipos de receptores, o muscarinico e o
nicotinico. A ACh restante é degradada pela enzima acetolcolinesterase (AChE) na
fenda sinaptica. Na DA, existe uma atrofia no nucleus basalis, resultando na
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diminuicdo da sintese da CAT e, consequentemente, da ACh. Por esse motivo, a
estratégia adotada no desenvolvimento das drogas para o tratamento da DA é a
de aprimorar a funcao colinérgica. Niveis sindpticos de ACh podem ser aumentados
inibindo a AChE, usando precursores de ACh, aumentando a liberacdo de ACh ou
estimulando os receptores pds-sindpticos (Minett e Bertolucci, 2000). Por isso, a
persistente investigacdo para a descobertas de inibidores de AChE e a resposta
positiva do tratamento contribuem para o surgimento de novos
anticolinesterdasicos no mercado (Orhan et al., 2006; SEIDL, 2010).

A atuacdo de drogas no tratamento da DA estd associada uma série de
dificuldades: baixa biodisponibilidade, efeitos benéficos apenas em altas dosagens
devido absorcdo do sistema ser pobre, e graves efeitos colaterais, sendo que a
maior parte da absorc¢do é por células normais além da dificuldade em penetrar a
restritiva barreira hemato-encefalica (Mufamadi et al, 2013). A barreira hemato-
encefalica restringe a entrada de moléculas grande no sistema nervosa central,
enquanto facilita a passagem de moléculas menores e lipofilicas, nutrientes e
peptideos através dos transportadores enddgenos (Pardridge, 2005).

Por conseguinte, a situacdo atual requer a prospeccdo de novas drogas para o
tratamento do mal de Alzheimer. Derivados de plantas, extratos e dleos, sdo
amplamente conhecidos pela sua diversidade quimica e pela sua variada aplicacao
bioldgica. As plantas constituem-se em uma rica fonte de bioativos quimicos,
sendo que o conhecimento popular sobre o uso e a eficacia destas contribui de
forma relevante para a divulgacdo de suas propriedades (Simdes et al., 2010). Os
alcaloides sdo grandes candidatos para novos protétipos de inibidores de
acetilcolinesterase, sendo o grupo de substancia mais amplamente estudados. Em
uma revisdao realizada por Barbosa-Filho e colaboradores, consultaram-se 175
referéncias e foram relatadas que entre 260 das substancias isoladas e
identificadas com potencial anticolinesterasico, 53,5% pertenciam a classe dos
alcaloides (Barbosa-Filho et al.,, 2006). Como a maioria dos inibidores de
acetilcolinesterase apresentam nitrogénio em sua estrutura, a elevada atividade
dos extratos parece estar correlacionada com uma rica presenca de alcaloides nas
plantas. As plantas brasileiras, dada a sua grande biodiversidade, podem
desempenhar um papel fundamental na busca de drogas inibidoras de AChE com
acdo prolongada, maior poténcia e menores riscos de efeitos colaterais (Howes e
Houghton, 2003; Khalid et al., 2004).

Diante deste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar preliminarmente
a atividade anticolinesterasica da espécie vegetal Picrasma crenata (Vell.) Engl. da
familia Simaroubaceae. Esta espécie, popularmente conhecida como pau-tenente,
é rica em quassindides, principios ativos amargos com diversas atividades
bioldgicas associadas como antitumoral, antitlcera e antimaldria (NOVELLO, 2002).

METODOLOGIA

A espécie vegetal Picrasma crenata (Vell.) Engl. foi coletada na Serra do
Cadeado, municipio de Ortigueira-PR. O lenho sem cascas foi colocado em contato
com etanol 80% (m/m), seguindo a proporg¢do de 10% de planta em massa,
realizou-se a extra¢do por turbdlise e deixou em contato com o etanol em média
de 48 horas. Posteriormente filtrou-se e rota-evaporou o solvente com pressao
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reduzida e a temperatura foi mantida a 40 °C, a parte aquosa restante foi
congelada e liofilizada.

A partir do extrato bruto (EB), foi realizado a extra¢do de alcaloides totais pelo
método acido-base com solvente organico em funil de separacdao realizado
segundo (Rinaldi, 2007).

Para o ensaio em microplaca de extrato bruto e fracdes foi preparado uma
solugdo mae (10 mg/mL) em metanol p. a. e as diluicGes subsequentes foram feitas
utilizando agua MilliQ (5 mg/mL; 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,05 mg/mL).
Cada concentracdo foi analisada em triplicata e a porcentagem de inibicao
calculada.

Para a reacdo enzimatica no ensaio de microplaca, utilizou-se leitora de
microplacas com absorbancia ajustada a 405 nm, de acordo com o método de
Elmann (Rhee et al., 2001). Nas 96 cavidades da placa, foram adicionados 25 pL de
lodeto de acetilcolina 15 mM, 125 uL de &cido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico] 3
mM); 50 pL de tampdo Tris/HClI 50 mM pH 8, contendo 0,1% de BSA, 25 plL da
amostra analisada, dissolvida em MeOH, diluida 10 vezes em tampao Tris/HCl, 50
mM, pH 8; mediu-se a absorbancia a cada 10 segundos por 10 vezes. Foram
adicionados 25 pL da enzima (0,22 U/mL) e mediu-se novamente a absorbancia a
cada 10 segundos por 10 vezes. Foram calculadas as velocidades das reacdes
utilizando-se a curva obtida. Foram corrigidos os aumentos em absorbancia,
devido a hidrélise espontdnea, por meio da subtracdo da velocidade da reacdo
antes de se adicionar a enzima com a velocidade da reagdo depois de se adicionar
a enzima. Calculou-se a porcentagem de inibicdo pela comparacao das velocidades
das amostras em relacdo ao branco (10% MeOH em tamp3do no tampao Tris/HCl,
50 mM, pH 8).

A curva de inibicdo foi obtida plotando-se a percentagem de inibicdo em
relacdo ao logaritmo negativo da concentracdo do inibidor presentes nas solugdes
do ensaio. Os parametros de regressao linear foram tracados, em software grafico
apropriado, para cada curva e o valor do ICs extrapolado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fracdes da extracdo de alcaloides totais pelo método acido-base do extrato
bruto da espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl. forneceram um rendimento de
1,85% para a fragdo cloroférmica e 6,46% para a fragdo hexanica. A partir das
fracGes, testou-se a bioautografia para alcaloides pelo reagente de Dragendorff,
apresentando halo positivo para a fracdo cloroférmica rica em alcaloides, e halo
negativo para a fragao hexanica pobre em alcaloides.

O ensaio em microplaca utilizando o método de Ellman modificado por Rhee
(Rhee et al., 2001), inusitadamente apresentou uma inibicdo de 66,17% na
concentracdo de 1 mg/ml para a fragcdo hexanica pobre em alcaloides enquanto
para a fragdo cloroférmica rica em alcaloides ndo apresentou atividade nas
concentragdes avaliadas. Devido ao resultado promissor da fragdo hexanica, foi
realizado outro teste com diferentes concentra¢des (1 mg/mL; 0,75 mg/mL; 0,5
mg/mL; 0,1 gm/mL) da fracdo hexanica em metanol. A partir dos percentuais de
inibicdo encontrados, identificou-se a curva de inibi¢do (Grafico 1) plotando o0 % de
inibicdo versus o logaritmo negativo da concentragdo das substancias existentes
na solucdo do ensaio, para a determinagao do ICso.
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Grafico 1 — Determinagao do ICso.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

A partir da curva de inibicdo, os parametros de regressdo linear foram
tracados e os valores médios de ICso extrapolados para 748,7 ug/mL, obtido para a
fragcdo hexanica da espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl.

Diante desse contexto, os resultados sugerem que a substancia com
atividade anticolinesterasica ndo é um alcaloide. Em uma pesquisa de substancias
naturais inibidoras da acetilcolinesterase realizada por Claudia Seidl e
colaboradores (2010), apresentou na triagem preliminar dos extratos em
cromatografia de camada delgada para a espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl. na
concentragdo de 10 mg/mL, sutil mancha branca de inibigdo da solugdo contendo
alcaloides (SEIDL, 2010). Como esta espécie é rica em quassindides, com diversas
atividades bioldgica associadas como antitumoral, antilcera e antimalarica
(Novello, 2002), suspeita-se que a substancia com atividade anticolinesterasica
possa ser um quassindide. Entre as substancias na fracdo pode haver uma
substancia antagonica, devido aos resultados para as concentragdes menores que
0,1 mg/mL apresentar indicios de ser um ativador da acetilcolinesterase. Com isso,
o isolamento da substancia com atividade anticolinesterasica pode a vir apresentar
resultados otimizados.

CONCLUSOES

A fracdo hexanica da espécie Picrasma crenata (Vell.) Engl. Apresentou
resultados promissores na avaliacdo colinesterdsica. Devido ao possivel efeito
antagbnico entre as substancias, tornam-se indispensaveis o isolamento e a
caracterizagdo da substancia que apresentou atividade anticolinesterasica. O
isolamento sera feito por cromatografia em coluna ou cromatografia preparativa
planar e a caracterizagdo por ressonancia magnética nuclear.
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