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SCREENING FOR ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITORS FROM PLANTS TO TREAT ALZHEIMER’S DISEASE.
Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by cognite impairment and personality changes. The
development of drugs for the treatment of the cognitive deficits of AD has focused on agents which counteract loss in cholinergic
activities. These symptons of AD have been successfully treated with acetylcholinesterase (AchE) inhibitors (eg. galanthamine).
There still is great interest in finding better AchE inhibitors. We use Ellmann’s microplate assay and silica gel thin-layer

chromatography (TLC) to screen natural products from plants as new sources of AchE inhibitors.
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INTRODUCAO

Na ultima década, a maneira de se pesquisarem novos compos-
tos biologicamente ativos sofreu grandes mudangas, principalmente
devido aos avangos tecnoldgicos. A industria farmacéutica tem um
papel importante no desenvolvimento de novos métodos, os quais
podem propiciar, de forma mais rapida, o surgimento de novos me-
dicamentos no mercado'.

Um dos mais importantes fatores para o sucesso no descobri-
mento de um farmaco novo ¢ a diversidade quimica dos compostos a
serem selecionados, cujas fontes podem ser: compostos sintéticos,
produtos naturais ou quimica combinatdria. Entre estas possibilida-
des, os produtos naturais sdo considerados como uma das maiores
fontes de diversidade quimica’.

A natureza ¢ uma fonte de inestimdvel riqueza de novos medica-
mentos. Nos EUA e Inglaterra, aproximadamente 25% dos compos-
tos ativos, nas prescricdes atuais, foram identificados em plantas
superiores?.

A avaliac@o bioldgica' foi uma das mais significantes mudangas
na drea de produtos naturais nos ultimos anos. O entendimento dos
mecanismos da doenga, acompanhado do aumento de testes com re-
ceptores e enzimas disponiveis, permitiram o desenvolvimento de
sistemas eficientes e rdpidos de bioensaios. Dessa forma, um bom
sistema permite selecionar milhares de amostras em poucos dias’*.

A modernizagdo dos ensaios permitiu a utilizagdo de enzimas,
receptores, DNA, entre outros alvos, para avaliacdo rdpida de gran-
des quantidades de amostras. Dentre os bioensaios rdpidos e sensi-
veis, a utilizacdo da enzima acetilcolinesterase € uma alternativa para
a deteccdo e selecdo de amostras com ag@o anticolinesterase.

Entre os individuos idosos, ressaltam-se as anormalidades de-
correntes da disfunc@o do sistema nervoso, como deficiéncias relati-
vas a memoria, a capacidade intelectual, a coordenacdo motora, ao
equilibrio, a postura, etc.

A deméncia, embora possa ocorrer nas idades jovens por enfer-
midades cerebrais variadas, estd ligada ao fendmeno de envelheci-

* e - mail: trevisan@ufc.br

mento cerebral, acometendo individuos com idade superior a 65 anos.
Admite-se que 10 a 15% destes individuos apresentam alguma for-
ma de deméncia e, deste grupo, 50 a 60% sofrem de uma doenga
degenerativa de causa ndo totalmente conhecida denominada doen-
ca de Alzheimer>®.

A doenga de Alzheimer estd associada com “déficits” dos diver-
SOS neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a noradrenalina
e a serotonina®. O tratamento sintomdtico da doenga de Alzheimer
envolve primariamente a restauragdo da funcéo colinérgica. Sugere-
se, portanto, que uma elevacdo no nivel da acetilcolina poderia ser
ttil para melhorar um dos sinais da doenga, a deficiéncia de aprendi-
zagem’. Até a presente data, os inibidores da colinesterase demons-
traram a maior eficiéncia no tratamento clinico na doenca de
Alzheimer.

O uso de medicamentos complementares, como extratos de plan-
tas, em terapia para doengas do cérebro, varia de acordo com as dife-
rencas culturais. Na medicina ortodoxa ocidental, em contraste com
a oriental (a medicina chinesa, por exemplo), propriedades
farmacoldgicas de plantas relacionadas ao aumento de memoria/
aprendizagem ndo sdo investigadas, com exce¢do dos gincolideos,
cuja ac¢do neuroprotetora e atividades colinérgicas foram considera-
das relevantes e comprovadamente eficazes. Ressalte-se, ainda, que
o uso dos gincolideos ndo apresentou efeitos colaterais indesejaveis
no tratamento da doenga de Alzheimer'’.

Companhias farmacéuticas vém apoiando fortemente a pesquisa
e o desenvolvimento de farmacos que aumentem a capacidade
cognitiva. Assim, a pesquisa acerca da possibilidade de que a eleva-
¢do no nivel da acetilcolina seja util para melhorar os sinais de defi-
ciéncia de aprendizagem' apresenta-se como algo a ser incentivado.
Os inibidores da colinesterase, os quais aumentam a funcdo
colinérgica central, sdo utilizados no tratamento da doenga de
Alzheimer. Esses mesmos beneficios terapéuticos poderiam ser tteis
para criangas com retardamento mental'’.

Os farmacos inibidores da acetilcolinesterase, usualmente dispo-
niveis no mercado, sdo Cognex (tacrina) e Exelon (rivastigmina) e
apresentam, hoje, precos bastante onerosos, R$ 130,00 e R$ 105,00,
respectivamente. Farmaco como Reminyl (galantanina), que recente-
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mente foi aprovado pelo FDA (fevereiro de 2001'%), atualmente dispo-
nivel no mercado brasileiro, é vendido a R$ 316,00. Portanto, pela
situacdo apresentada, seria de grande interesse para a populacio a
disponibiliza¢do de métodos alternativos para o tratamento da doenga
de Alzheimer, como a utiliza¢@o de plantas medicinais especificas.

Este trabalho descreve o estudo de extratos (aquoso, hidroalcodli-
co, etandlico, metandlico, acetato de etila, cloroférmico, hexanico)
de plantas pertencentes a varios géneros e familias (Amburana,
Anacardium, Auxemma, Bauhinia, Bowdicha, Cecropia, Cordia,
Croton, Dalechampia, Egletes, Lippia, Lonchocarpus, Mimosa,
Momordica, Paullinia, Philodendron, Plathymenia, Plathymiscium,
Protium, Pterodon, Simarouba, Solanum, Triphasia, Vanilosmopsis,
Verbezina, Vitex) que poderiam inibir a atividade da enzima
acetilcolinesterase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O critério de escolha das plantas baseou-se nos ensaios dos res-
pectivos extratos, ja em estudos no grupo de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC. Objetiva-
se selecionar plantas cujos extratos inibam a atividade da
acetilcolinesterase e, em uma etapa posterior, utilizar bioensaio para
isolar e caracterizar principios ativos anticolinesterasicos.

Os resultados dos extratos ensaiados estdo apresentados na Ta-
bela 1.

A maioria dos extratos (42) foi testada em uma concentragdo de
1.0 - 2.5 mg/mL.

Alguns extratos, como o da Verbezina (flores) e do Vanilosmopsis
(flores), ambos em hexano, nio dissolveram em metanol, fato que
limitou a andlise por meio do ensaio na microplaca. Os ensaios, nes-
tes extratos, foram feitos somente em CCD e deram resultados nega-
tivos.

Extratos cuja inibi¢io enzimadtica foi maior ou igual a 50% sdo
considerados candidatos a futuros fracionamentos. Pela andlise da
Tabela 1, pode-se considerar que 20,7% dos extratos testados seriam
candidatos a um fracionamento bio-guiado, para isolamento de prin-
cipios ativos capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase.

Por meio da comparacio dos resultados obtidos com os dois ti-
pos de ensaio (microplaca e CCD) e considerando que extratos com
menos de 30% de inibicdo enzimdtica sejam falsos positivos, pode-
se concluir que a confiabilidade do ensaio via CCD € de 81,1%. A
andlise da Tabela 1 mostra 17,2% de falsos positivos e somente 1,7%
de falsos negativos, o que demonstra ser esse um método confidvel,
rapido e barato para bio-guiar fracionamentos futuros.

Pode-se confirmar halos de inibicdo, que ocorrem devido a
hidrdlise espontanea da acetiltiocolina em CCD, e que levaria aos
falsos positivos, colocando-se a mistura enzima AChE e acetiltiocolina
a 37 °C, 20 min, antes de aplicd-la na placa.

A presenca de taninos em extratos brutos pode levar a falsos
positivos, ndo pela inibi¢do, mas por promover a desnaturagdo da
enzima acetilcolinesterase. Portanto, tem-se de considerar sempre
que testes in vitro apenas auxiliam na otimizacdo da selecdo e ndo
eliminam, de forma alguma, os testes in vivo.

A presenca de taninos e compostos fendlicos poderia ser
verificada por andlise cromatografica. Assim, se os halos de inibicio
estiverem na origem, ou seja, nos compostos mais polares, provavel-
mente haja taninos e compostos fenélicos presentes no extrato, o
que poderia ser confirmado pelo teste para fendis e taninos'.

CONCLUSOES

A andlise da Tabela 1 mostra plantas bastante promissoras para
isolamento e caracterizagdo de compostos:

Quim. Nova

Paullinia cupana (guarand), cujo extrato inibiu a enzima em 65%.
Estudos realizados mostraram que, apés uma administracdo tnica
(3,0 e 30 mg/kg) ou cronica (0,3 mg/ml) de pé da semente de guarand,
reverteu-se parcialmente o efeito da escopolamina indicando um efeito
positivo na aquisi¢ao de memoria'4;
Amburana cearensis (cumaru), cujo extrato inibiu a enzima em 100%.
Planta rica em cumarina®, em Angelica gigas, seu fracionamento
bio-guiado, utilizando-se a atividade inibitéria da AchE, levou ao
isolamento e identificaciio de uma nova cumarina e ao isolamento de
mais 11 cumarinas jd descritas na literatura'®. Portanto, por meio
desse procedimento, pode-se alcancar o isolamento e a identificacio
de novos inibidores da AchE;
Lippia sidoides, com inibi¢des que variam de 7 a 77%, dependendo
do extrato e da parte da planta utilizada no ensaio. Esse teste mos-
trou-se ttil para o procedimento bio-guiado e, no caso da Lippia,
fez-se a escolha do extrato das folhas em metanol para fracionamentos
posteriores.

As plantas referidas sdo apenas alguns dos exemplos do poten-
cial desse bioensaio para o isolamento e caracterizacdo de novos
inibidores da AchE.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimento geral para a preparacao dos extratos das plantas

O material vegetal da planta ap6s ser pulverizado mecanicamen-
te, foi submetido a extragdo exaustiva, utilizando-se os solventes in-
dicados na Tabela 1. Apds destilagdo do solvente, foi obtido o extra-
to bruto utilizado nos ensaios. A identificacdo das espécies foi reali-
zada por botanicos do Herbdrio “Prisco Bezerra”, do Departamento
de Biologia da UFC, onde se encontram depositadas as exsicatas.

Medida da atividade de acetilcolinesterase

Prepararam-se as seguintes solugdes: (1) 50 mM Tris/HCI pH 8;
(2) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0,1% de Albumina sérica bovi-
na (BSA) frag¢do V; (3) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0,1 M de
NaCl e 0,02 M de MgCl,.6H,0; (4) 3 mM de 4cido 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzéico] (DTNB ou reagente de Ellman), (5) 15 mM de iodeto
de acetilcolina (ACTI), (6) 1 mM de acido 5,5 -ditiobis-[2-
nitrobenzéico] (DTNB ou reagente de Ellman) e (7) 1 mM de iodeto
de acetiltiocolina (ACTI).

A enzima AChE liofilizada foi dissolvida na solugdo tampao (1)
para fazer uma solugdo estoque 1000 U/mL, deixando-se na solu¢io
por 20 min, depois sob agitacdo por mais um periodo de 10-15 min,
para obtenc@o de uma solucdo homogénea. Para as dilui¢des posterio-
res, utilizou-se a solucdo tampao (2).

Ensaio na microplaca

Para a reacdo enzimdtica no ensaio de microplaca, utilizou-se
uma leitora de microplaca Bio-Rad, modelo 3550 UV, absorbancia a
405 nm, baseado no método de Ellman'”®. A enzima hidrolisou o
substrato acetiltiocolina, gerando como produto a tiocolina, que rea-
ge com o reagente de Ellman, produzindo 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que podem ser detecta-
dos a 405 nm. Nas 96 cavidades da placa, adicionaram-se 25 uL de
(5); 125 uL de (4); 50 uL de (2); 25 uL da amostra a ser analisada,
dissolvidaem MeOH, diluida 10 vezes em (1); mediu-se a absorbancia
acada 13 s por 5 vezes. Adicionou-se 25 UL da enzima (0,22 U/mL);
mediu-se novamente a absorbancia a cada 13 s por 8 vezes. Calcu-
lou-se a velocidade das reagdes utilizando-se o software Microplate
Manager version 4.0 (Bio-Rad Laboratories). Corrigiram-se os au-
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Tabela 1. Inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase por extratos brutos de plantas ensaiados na microplaca (% de inibi¢do) e em
cromatografia de camada delgada (CCD)

Plantas Concentracio extrato (mg/mL) Microplaca (% Inibi¢ao) CCD
1. Amburana cearensis (casca do caule) (5) 2,3 100 +
2. Anacardium occidentale L. (casca) (5) 2,3 09 -
3. Auxemma glazioviana (caule) (2) 2,5 43 +
4. Auxemma glazioviana (caule) (3) 0,6 100 -
5. Bauhinia chyilantha (folhas) (9) 1,0 03 -
6. Bowdicha virigiloide (caule) (1) 0,6 0 -
7. Bowdicha viroigiloide (caule) (4) 1,5 0 +
8. Cecropia pachystachya (folhas) (5) 1,1 0 +
9. C. anguria (caule) (1) 1,8 0 -
10. Cordia piauhiensis (raiz) (2) 2,7 0 -
11. Cordia piauhiensis (raiz) (4) 3,9 0 -
12. Cordia piauhiensis (caule) (5) 1,7 0 +
13. Croton urucunama (7) 1,5 39 +
14. Dalechampia fernanendesii (flores, frutos) (5) 0,6 10 -
15. Egletes viscosa (capitulos florais) (2) 1,3 28 +
16. Lippia alba (folhas) (1) 0,9 0 -
17. Lippia alba (folhas) (5) 2,1 12 +
18. Lippia sidoides (Talos) (4) 1,5 31 +
19. Lippia sidoides (caule sem cascas) (5) 2,0 46 +
20. Lippia sidoides (cascas) (3) 1,4 07 -
21. Lippia sidoides (folhas) (4) 2,8 60 +
22. Lippia sidoides (folhas) (5) 2,2 77 +
23. Lippia sidoides (folhas) (6) 2,3 -
24. Lonchocarpus sericeus (casca do caule) (5) 2,5 0 -
25. Lonchocarpus sericeus (lenho da raiz) (5) 2,7 13 -
26. Mimosa acustipula Jurema (casca do caule)(5) 1,8 39 -
29. Mormodica charantia (talos) (1) 1,5 0 -
30. Mormodica charantia (talos) (5) 0.8 0 +/-
31. Paullinia cupana (5) 1,5 65 +
32. Philodendron Imbé (folhas) (10) 1,4 0 -
33. Philodendron Imbé (folhas) (3) 1,5 0 +/-
34. Philodendron Imbé (folhas) (4) 2,3 29 +
35. Philodendron Imbé (caule) (11) 2,5 0 -
36. Philodendron Imbé (folhas) (F70-72) 2,5 0 -
37. Plathymenia reticulata (casca do caule) (2) 1,4 88 -
38. Plathymiscium floribundum (cerne) (5) 2,8 72 +
39. Protium heptaphyllum (resina) (1) 3,3 25 +
40. Protium heptaphyllum (resina) (12) 17 48 +
41. Pterodon polygalaeflorus (semente) (3) 2,3 12 -
42. Pterodon polygalaeflorus (semente) (4) 1,5 05 -
43. Pterodon polygalaeflorus (semente) (5) 2,0 05 -
44. Simarouba versicolor (fruto) (5) 1,5 07 -
45. Solanum asperum (folhas) (5) 1,4 60 +
46. Triphasia trifolia (folhas) (1) 1,1 0 +
47. Triphasia trifolia (folhas) (2) 1.4 50 +
48. Triphasia trifolia (folhas) (3) 1,8 0 +
49. Triphasia trifolia (folhas) (4) 2,1 53 +
50. Vanilosmopsis arborea (flores) (1) -
51. Vanilosmopsis arborea (8) 1,2 37 +
52. Vanilosmopsis arborea (5) 1,2 50 +
53. Verbezina diversifolia (flores) (1) -
54. Verbezina diversifolia (flores) (5) 1,6 0 +
55. Vitex agnus castus (folhas) (4) 1,7 12 +
56. Vitex agnus castus (frutos) (5) 1,5 18 -
57. Velame A (5) 2,5 40 +
58. Velame B (5) 1,6 65 +

+, inibicdo; -, ndo inibi¢do; *solvente utilizado na extracdo: (1) hexano, (2) cloroférmio, (3) acetato de etila, (4) metanol, (5) etanol, (6) d4gua,
(7) latex liofilizado, (8) diclorometano: metanol (1:1), (9) hidroalcodlico, (10) hexano: cloroférmio (80%), (11) diclorometano: acetato de
etila (1:1), (12) 6leo essencial
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mentos em absorbancia, devido a hidrélise espontinea, por meio da
subtracdo da velocidade da reacdo antes de se adicionar a enzima
com a velocidade da reacio depois de se adicionar a enzima. A por-
centagem de inibi¢@o calculou-se pela comparagdo das velocidades
das amostras em relacio ao branco (10% MeOH no tampao 1).

Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD)

Aplicaram-se as amostras (1,5 - 2,5 uL) em CCD, DC-Alufolien,
Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck. Borrifou-se a placa com as solu-
¢oes (6) + (7), deixando 3 min. Apds secar, borrifou-se a enzima 3
U/mL e, em 10 min, apareceu a colora¢do amarela, mas onde houve
inibi¢do da enzima, observou-se um halo branco'. Em 20 - 30 min a
colorag@o desapareceu.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao CNPq pela grande ajuda de F. V. V.
Macedo — bolsista de IC — na realizacio desse trabalho. A Funcap,
pela passagem concedida para a realiza¢do dos ensaios na Universi-
dade de Leiden, Holanda. Aos professores da Pds- Graduagdo de
Quimica Orgéanica do Depto. de Quimica Organica e Inorganica da
UFC: A. M. C. Arriaga, E. R. Silveira, F. Monte, M. Andrade Neto,
M. Z. B. Bezerra, T. L. G. de Lemos, Y. B. M. Pouliquen, O. D. L. C.
Pessoa, por fornecerem os extratos que foram analisados neste arti-
0. A Profa. M. Z. C. Martins, agradeco pela cuidadosa revisio gra-
matical do texto.

Quim. Nova

REFERENCIAS

—

. Cordell, G. A.; Phytochemistry 1995, 40, 1585.

2. Strege, M. A.; J. Chromatogr., B 1999, 725, 67.

Nelie RN e V)|

17.
18.

. Balandrin, M. F; Klocke, J. A.; Wurtele, E. S.; Bollinger, W. H.; Science

1985, 228, 1154.

. Buss, A. D. Em Bioassay Methods in Natural Product Research and Drug

Development; Bohlin, L.; Bruhn, I. N., eds.; Kluwer Academic Publishers:
Dordrecht, 1999.

. Andrade, L. A. F;; Ciéncia e Cultura 1988, 40, 665.

. Small, G. W.; Rabins, P. V.; Barry, P. P.; JAMA 1997, 278, 1363.

. Shitani, E. Y.; Uchida, K. M.; Am. J. Health System Pharm. 1997, 54, 2805.
. Bryne, G. J. A.; Aust. J. Hosp. Pharm. 1998, 28, 261.

. Bierer, L. M.; Haroutunian, V.; Gabriel, S.; Knott, P. J.; Carlin, L. S.;

Purohit, D. P.; Perl, D. P.; Philipkananof, J. S.; Davis, K. L.; J. Neurochem.
1995, 64, 749.

. Perry, E. K.; Pickering, A. T.; Wang, W. W.; Houghton, P. J.; Perry, N. S.

L.; J. Pharm. Pharmacol. 1999, 51, 527.

. Capone, G. T.; Mental Retardation and Developmental Disabilities

Research Reviews 1998, 4, 36.

. Hake, A. M.; Cleveland Clinic Journal of Medicine 2001, 68, 608.
. Matos, F. J. A. Em Introdugdo a Fitoquimica Experimental; Edi¢des UFC:

Fortaleza, 1988, p. 39.

. Espinola, E. B.; Dias, R. F.; Mattei, R.; Carlini, E. A.; J. Ethnopharmacol.

1997, 55, 223.

. Bravo, J. A.; Sauvain, M.; Gimenez, A.; Munoz, V.; Callapa, J.; Le Men-

Olivier, L.; Massiot, G.; Lavaud, C.; Phytochemistry 1999, 50, 71.

. Kang, S.Y.; Lee, K. Y.; Sung, S. H.; Park, M. J.; Kim, Y. C.; J. Nat. Prod.

2001, 64, 683.

Ellman, G. L.; Biochem. Pharmacol. 1961, 7, 88.

Rhee, I. K.; Meent, M.; Ingkaninan, K.; Verpoorte, R.; J. Chromatogr., A
2001, 915, 217.



