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Objectivos

Fazendo os Agores parte de uma regiao rica do ponto de vista ecoldgico, no que
diz respeito a vegetacdo, e havendo cada vez maior interesse no estudo da sua
biodiversidade, quer do ponto de vista comercial quer do ponto de vista académico, ¢é
importante referir que mais de 50% dos medicamentos introduzidos no mercado nos
ultimos 20 anos foram derivados, directa ou indirectamente, a partir de moléculas de
origem natural, geralmente compostos de defesa dos organismos.

A sintese de produtos secundarios com actividade de inibicdo da
acetilcolinesterase confere a uma planta, alga ou invertebrado séssil a capacidade de
resistir & predagdo, ao interferir com a transmissao dos impulsos nervosos nos seus
possiveis predadores. Estes organismos sdo assim os mais ldgicos para procurar
moléculas com esta actividade bioldgica.

Hedychium gardneranum ¢é um exemplo duma planta que aparenta um
interessante arsenal de defesas contra insectos € moluscos, uma vez que as suas folhas
raramente apresentam sinais de predacao. Deste modo, seleccionou-se esta planta como
modelo para a pesquisa de inbidores da acetilcolinesterase.

O objectivo geral dessa dissertacdo de mestrado foi contribuir para a descoberta
de novas substancias naturais com potencial anticolinesterasico em diferentes extractos
da planta, bem como de fracgdes isoladas a partir duma dessas frac¢des, e

caracterizagdo do tipo de inibi¢do dos extractos e frac¢des mais activos.
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ANOVA
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Resumo

Os inibidores da acetilcolinesterase sdo o tratamento principal da doenca de
Alzheimer, uma patologia multifactorial, neurodegenerativa progressiva caracterizada
por alteragdes nas fungdes cognitivas como a aprendizagem e a memoria, bem como
alteracdes comportamentais. As espécies vegetais sdo excelentes fontes de substancias
naturais com actividade potencial anticolinesterasica, destacando-se alcaldides como a
galantamina e huperzine A, como a principal classe de inibidores. Varias espécies de
Hedychium sao amplamente utilizadas na medicina tradicional. Hedychium
gardnerianum, conhecido como "conteira" nos Acores, foi introduzida a partir dos
Himalaias, onde ¢é nativa, em meados do século XIX, ¢ encontra-se difundida em todas
as ilhas dos Acores. Como parte do estudo cujo objectivo principal ¢ a descoberta do
potencial utilizacdo de espécies invasoras acorianas, foram avaliadas propriedades de
inibicao da acetilcolinesterase (Anti-AChE) de H. gardnerianum.

Na parte preliminar deste trabalho, foi estudado o poder relativo Anti-AChE de
diferentes partes da planta. Os extractos metandlicos e diclorometanicos de folhas
jovens, folhas maduras, caules, rizomas, sementes e frutos foram analisados usando uma
modificagdo do método de Ellman. Os melhores resultados foram registados nos
extractos diclorometanicos e metandlicos de folhas maduras, com ICsy=0,74 mg/mL e
0,86 mg/mL, respectivamente. Continuando nosso estudo e utilizando uma metodologia
de ensaio bio-guiado de Anti-AChE, a frac¢ao mais activa (diclorometano de folhas
maduras) foi fraccionado pela sua solubilidade em hexano e hexano: diclorometano
(1:1) e por cromatografia em coluna eluida com hexano: acetato de etilo em vérias
proporg¢des até que uma frac¢do semi-purificada foi obtida, sendo esta mais activa que o
extracto original (ICsy=0,30 £+ 0,04 mg/mL)

Subsequentemente, foi estudada a variagdo da poténcia anti-AChE com a
localizacdo geografica, em que foram colectadas H. gardnerianum no local
anteriormente descrito, assim como noutros trés locais. Foram preparados, extractos
diclorometanicos e metanodlicos e 6leos essenciais de folhas maduras, uma vez que estas
eram as que apresentavam maior actividade na parte inicial deste estudo.

Curiosamente, a actividade anti-AChE  superior destes extractos
diclorometanicos foi superior a obtida para as plantas colhidas na primeira parte deste
estudo, com um ICsg entre 0,28 e 0,41 mg/mL, respectivamente. Este valor ¢ inferior ao

a-pineno, um composto frequentemente citado como um forte inibidor desta enzima
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(ICsp = 1,43 mg/mL) e da mesma ordem de grandeza do é&cido ursoélico (ICsy = 0,185
mg/mL), outro inibidor da AChE. A actividade dos extractos de metanol foi muito
menor. Nao se verificaram grandes diferengas entre os locais embora o extracto
diclorometanico de Fogo foi significativamente menos activo que os extractos dos
outros trés sites (P = 0,05). Os oleos essenciais de todos os locais também inibiram a
AChE, embora em graus diferentes, com valores de 1Cs, entre 1,03 e 1,37 mg/mL, o que
significa que eram menos activos do que os extractos diclorometanicos, mas ainda
bastante activo e comparaveis com o valor de a-pineno.

Finalmente, foi efectuada uma tentativa para caracterizar o tipo de inibi¢ao dos
extractos diclorometanicos e oleos essenciais, uma vez que os inibidores competitivos
reversiveis sdo preferiveis como agentes terapéuticos. Como seria de esperar em
misturas, destacou-se um padrdo misto de inibicdo na maioria dos casos, embora o
extracto diclorometanico de Furnas e oOleo essencial de Achada fossem quase
exclusivamente competitivos.

Os resultados obtidos mostram a viabilidade da utilizagdo de Hedychium
gardnerianum como uma excelente fonte de inibidores da acetilcolinesterase. Os
compostos activos responsaveis por este efeito parecem ser de natureza apolar, como

evidenciado tanto nos extractos diclorometanicos como nos 0leos essenciais.



xiii

Abstract

Acetylcholinesterase inhibitors are the primary treatment of Alzheimer's disease,
a multifactorial, progressive neurodegenerative disorder characterized by changes in
cognitive functions like learning and memory, as well as behavioural changes. Plant
species are excellent sources of natural substances with potential anticholinesterase
activity and alkaloids, such as galantamine and huperzine A, stand out as the major
class of inhibitors. Several species of Hedychium are used widely in traditional
medicine. Hedychium gardnerianum, known as “conteira” in the Azores, was
introduced from its native Himalayas in the middle of the 19th century, and is
widespread on all Azorean Islands. As part of a study whose main objective is the
discovery of potential commercial uses of azorean invasive species, the
acetylcholinesterase inhibition (Anti-AChE) properties of H. gardnerianum was
assessed.

In the preliminary part of this work, the relative Anti-AChE power of different
parts of the plant was studied. The methanol and dichloromethane extracts from young
leaves, mature leaves, stems, rhizomes, seeds and fruits were assayed using a
modification of the FEllman method. The best results were recorded for the
dichloromethane and methanol extracts of mature leaves with ICso= 0.74 mg/mL and
0.86 mg/mL, respectively. Continuing our study and using an Anti-AChE bio-guided
assay methodology, the most active fraction (dichloromethane extract from mature
leaves) was fractionated by its solubility on hexane and hexane:dichloromethane (1:1)
and by column chromatography eluted with hexane:ethyl acetate in several proportions
until a semi-purified fraction more active than the original extract (ICso= 0.30 = 0.04
mg/mL) was obtained.

Subsequently, the variation in Anti-AChE potency with geographic location was
studied. H. gardnerianum were collected on the same location as previously and also on
other three sites. Dichloromethane and methanol extracts, and essential oils from mature
leaves were prepared, since these were where the highest activity was previously found.
Interestingly, the Anti-AChE activity of these dichloromethane extracts was higher than
in the plants collected in the first part of this study, with ICsy between 0.28 and 0.41
mg/mL, respectively. This is lower than a-pinene, a compound often cited as a strong

inhibitor of this enzyme (ICs5p=1.43 mg/mL) and of the same order of magnitude as
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ursolic acid (ICsp=0.185 mg/mL), another Anti-AChE inhibitor. The activity of
methanol extracts was much lower. Differences between sites were not very high,
although the dichloromethane extract from Fogo was significantly less active than
extracts from the other three sites (P=0.05). The essential oils fractions from all the
sites also inhibited AChE, although in different extents, with ICsy values between 1.03
and 1.37 mg/mL, which means they were less active than dichloromethane extracts but
still quite active and comparable to the value for a-pinene.

Finally, an attempt was made to characterize the inhibition type of the
dichlomomethane extracts and essential oils, since ideally reversible competitive
inhibitors are preferable as therapeutic agents. As would be expected in mixtures, a
mixed pattern of inhibition was detected in most of the cases, although the
dichloromethane extract from the Furnas and the essential oil from the Achada were
almost truly competitive.

The obtained results show the feasibility of using Hedychium gardnerianum as
an excellent source of acetylcholinesterase inhibitors. The active compounds
responsible for this effect appear to be nonpolar in nature, as evidenced both in

dichloromethanic extracts or essential oils.






1. Revisao Bibliografica

Pesquisa de compostos com actividade farmacologica

Desde a antiguidade, o homem utiliza plantas para a cura de patologias, para o
controlo de insectos e para a conservacdo de corpos. Estas propriedades das plantas
foram descobertas por acaso e, em muitos casos, t€tm vindo a ser comprovadas pela
ciéncia. Em diversas partes das plantas podem ser encontrados principios activos
importantes, sintetizados por metabolismo secundario das plantas e que podem ser
substancias como alcaldides, flavonoides, cumarinas, saponinas, terpenos e seus
derivados, entre outros. Uma das classes mais importante ¢ a constituinte dos 6leos
essenciais, compostos volateis que, quando secretados pelas plantas, agem como sinais
quimicos para a comunicagdo entre espécies, protec¢ao contra microrganismos,
herbivoros e condi¢des ambientais (Lima, 2006; Freire, 2008).

Nos paises em desenvolvimento a falta de saneamento bésico, desnutricdo e
dificuldade de acesso aos medicamentos sao parcialmente compensadas pela pratica da
fitoterapia (Moreschi et al, 2005). Entre as plantas medicinais mais utilizadas pelas
populagdes, poucas t€ém ac¢do comprovada. Contudo, o uso popular tradicionalmente
consolidado tem sido utilizado como guia para pesquisas farmacologicas. Estas
pesquisas tém levado muitas vezes a identificagdo das substancias responsaveis pelos
efeitos terapéuticos, constituindo o ponto de partida para a sintese de produtos quimicos
e farmacéuticos; a estas substancias ¢ dado o nome de principio activo (Nappi & Vass,
2002; Caetano et al., 2003).

Outra estratégia para a descoberta de compostos com actividade farmacologica ¢
a investigacao de plantas que sejam particularmente resistentes a herbivoria e a ac¢ao de
fungos e bactérias, uma vez que esta resisténcia lhes ¢ provavelmente conferida pela
existéncia de produtos secundarios com actividade bioldgica. Por outro lado, quando
estamos em presenca de plantas pertencentes a grupos conhecidos pela sua riqueza em
compostos secundarios, a probabilidade de se encontrar substancias de interesse
aumenta.

Foram as caracteristicas referidas no paragrafo anterior que levaram a selec¢ao
de Hedychium gardnerianum, uma planta invasora no arquipélago dos Acores, como
alvo ideal para a pesquisa de compostos com actividade biologica, em particular de

actividade de inibi¢cdo da Acetilcolinesterase.



Para contextualizar adequadamente o trabalho realizado, a Revisao bibliografica
inicia-se com um breve enquadramento geografico, climatico e floristico dos Acores.
Segue-se uma revisdo bibliografica da informacgdo existente acerca de Hedychium
gardnerianum ¢ de plantas da mesma familia. Em seguida, apresenta-se uma abordagem
aos Metabolitos Secundarios, quer do ponto de vista das suas vias biossintéticas, quer da
sua composi¢do, dando-se particular énfase aos constituintes dos Oleos essenciais.
Finalmente, ¢ feita uma sintese a doenca de Alzheimer e ao papel dos inibidores da

Acetilcolinesterase na sua terapéutica.

1.1.Enquadramento do local de estudo

1.1.1. Geografia e Clima

O Arquipélago dos Acores, assim como os arquipélagos da Madeira, Canarias e
Cabo Verde, encontra-se na regido geografica da Macaronésia (Schifer, 2003).
Localiza-se em pleno Oceano Atlantico entre as coordenadas 36° 55 e 39° 45’ de
latitude Norte e entre 25° 00° e 31° 15° de longitude Oeste (Constancia et al. 1997). De
origem vulcanica, emerge de uma 4rea com forma grosseiramente triangular,
denominada Plataforma dos Acgores, definida pela batimétrica dos 2000 metros
(Needham & Francheteau, 1974 fide Borges, 2003). A dinamica geoestrutural do
arquipélago ¢ fortemente condicionada pelo facto de se encontrar na zona de
confluéncia de 3 placas litosféricas (Africana, Americana e Euroasidtica) - Ponto Triplo
dos Acores - 0 que constitui um quadro geotecténico complexo (Borges, 2003). A terra
continental mais proxima ¢ o Cabo da Roca, em Portugal, a quase 1300 km de Sao
Miguel, enquanto o Estreito de Gibraltar fica a 1320 km para sueste ¢ a Terra Nova a
cerca de 1730 km para noroeste (Morton ef al., 1998). O arquipélago ¢ constituido por 9
ilhas, dividas em 3 grupos: o grupo oriental, com as ilhas de Santa Maria e Sdo Miguel,
o grupo central, com as ilhas da Terceira, Graciosa, Sao Jorge, Pico e Faial; e o grupo
ocidental, com as ilhas das Flores e Corvo (Constancia ef al.,, 1997). A maior distancia
entre as ilhas € de cerca de 620 km ao longo de uma linha noroeste-sueste (Constancia
et al. 1997; Morton et al. 1998). Estas tém dimensdes e areas bastante dispares,
perfazendo no seu conjunto uma area de 2344 km® (Neto, 1997) e uma linha de costa de

aproximadamente 844 km (Borges, 2003) (Figura. 1.1).
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Figura. 1.1. Mapa do Arquipélago Acores (Fonte: Sec¢do de Geografia, Departamento de

Biologia, Universidade dos Agores).

As condigdes meteorologicas do arquipélago dos Acgores sdo fortemente
marcadas pela sua localizacdo na zona subtropical de anticiclones do hemisfério norte,
mais concretamente sob a influéncia directa do anticiclone dos Agores (Borges, 2003).

O regime de marés na faixa costeira dos Agores € do tipo semi-diurno, ou seja
com duas preiamares e duas baixa-mares bem marcadas, com amplitude média em
aguas vivas variando entre 1 e 1,3 metros, consoante a estagao do ano (Borges, 2003).

A Tlha de Sao Miguel ¢ a maior do arquipélago dos Acores com uma area de
747 km?, sendo o comprimento e a largura maximos de 66 e 16 km, respectivamente.
Possui a faixa costeira mais extensa do arquipélago, cerca de 213 km, o que corresponde

a 25,3 % do litoral Agoriano (Borges, 2003) (Figura 1.2.).
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Figura. 1.2. Mapa da Ilha de Sao Miguel (Fonte: Seccdo de Geografia, Departamento de Biologia,

Universidade dos Acores).

As costas de Sao Miguel sdao variadas, indo de plataformas basalticas baixas a
praias arenosas e elevadas falésias (Morton et al, 1998). A ilha apresenta uma
orientacdo Leste-Oeste, resultante dos condicionalismos tecténicos e vulcanicos
existentes nesta regido do Atlantico e a sua formagao ocorreu ao longo de mais de
quatro milhdes de anos (Constancia et al., 1997). Em termos geomorfologicos ¢
formada por duas areas montanhosas de volumetria diferente, separadas por uma
plataforma baixa (Regido dos Picos). A mais pequena das regides montanhosas situa-se
no extremo ocidental da ilha e é formada pelo Macigo das Sete Cidades. A maior e mais
complexa ocupa os 3/5 orientais da ilha e engloba, de poente para nascente, os Macicos
do Fogo, das Furnas e da Povoacao/Nordeste, onde se situa o ponto mais elevado da ilha

(Borges, 2003) (Figura. 1.2)

1.1.2. Panordmica geral da flora Agoriana

As primeiras referéncias ao coberto vegetal dos Acgores sdo de Gaspar Frutuoso,
na sua obra Saudades da Terra, escrita na segunda metade do séc. XVI. Embora estando
a alguma distancia do periodo de colonizagdo, ¢ bem evidente, nas descricoes deste
autor, o caracter inexplorado e denso da vegetacdo que cobria estas ilhas (Dias, 1996).

Desde cedo, a vegetacdo dos Agores despertou enorme interesse entre 0s
naturalistas estrangeiros pela sua singularidade. O primeiro estudo botanico realizado
por naturalistas estrangeiros deve-se a Seubert & Hochestetter (1843), seguindo-se os
trabalhos de Seubert (1844), Watson (1844, 1847, 1870), Drouet (1866) e Trelease
(1897). O fim dos anos 30 do século XX ¢ rico em excursdes aos Agores que descrevem

as suas formagdes vegetais, algumas pela primeira vez. E também neste periodo que,



pela primeira vez, especialistas portugueses abordam este campo de exploragdes
botanicas. No entanto esta movimenta¢do deve-se apenas a duas equipas: a equipa
Portuguesa, dinamizada pelo agoriano R. T. Palhinha e a equipa Francesa, liderada por
P. Allorge (Dias, 1996).

Quando os primeiros colonos chegaram nos Acores, as ilhas eram quase
completamente cobertas por uma variedade de florestas. Séculos de uma intensa e até
descontrolada desflorestagdo, assim como a colheita de espécies de arvores com
madeira considerada preciosa resultou numa diminuicdo consideravel da floresta
agoriana, tanto em termos quantitativos como quantitativos e até a extingao de espécies
de arvores como Taxus baccata ou Prunus lusitanica ssp. azorica na maioria das ilhas
(Schéfer, 2005).

Actualmente, a vegetacdao indigena s6 pode ser encontrada em alguns lugares
inacessiveis, em crateras, falésias costeiras € em encostas montanhosas (Schifer, 2005).

A vegetacdo de terreno pantanoso ¢ mais comum, mas estas zonas sdo muitas
vezes invadida por espécies americanas de Hypericum e para a plantagdo de
Criptomeria. As florestas de laurissilva indigenas foram entretanto, seriamente
afectadas pela influéncia humana (Schéfer, 2005).

A ideia que as ilhas e os habitats alterados sdo mais facilmente invadidos,
baseia-se no pressuposto de que habitats com um menor niimero de espécies serdo mais
susceptiveis as invasdes (Silva, 2008). No entanto, os estudos empiricos tém
apresentado resultados contraditorios (Lavorel, 1999). Para além disso, a diferenca em
relagdo as ilhas sera menos uma questdo de vulnerabilidade, mas uma combinagdo de
poucas espécies nativas, maior propor¢ao de habitat alterado, e um maior entusiasmo
pela introducao de exoticas no passado (Williamson, 1996). Além disso, as espécies
continentais invadem comunidades insulares mais facilmente que vice-versa, apenas
porque podem ter mais oportunidades para tal (Silva, 2008). Por outro lado, as
comunidades poderdo ser mais facilmente invadidas por espécies pertencentes a um tipo
diferente (grupo funcional), ndo previamente representado (Lavorel, 1999). Nas ilhas
tem-se verificado uma resisténcia minima a invasao por certos grupos, capazes de
explorar assim diversos nichos ecologicos (Silva, 2008).

De acordo com Ziller (2000), espécies invasoras sdo aquelas que, uma vez
introduzidas a partir de outros ambientes, se adaptam e passam a reproduzir-se a ponto
de ocupar o espaco de espécies nativas e produzir alteragdes nos processos ecologicos

naturais, tendendo a tornar-se dominantes apds um periodo de tempo mais ou menos



longo requerido para sua adaptagdo. Uma das espécies invasoras que se tem tornado
mais problematica nos Acgores ¢ Hedychium gardnerianum, assistindo-se ano apds ano

ao avango da sua colonizagao.



1.2. Hedychium gardnerianum Sheppard ex Ker Gawl.

A familia Zingiberaceae apresenta distribuicio em d4reas tropicais e
semitropicais, incluindo cerca de 50 géneros e 1100 espécies. Do ponto de vista
econdmico destaca-se Zingiber officinale Rescoe, com rizomas aromaticos (Souza,
2005).

Hedychium gardnerianum Sheppard ex Ker. Gawl. (Figura. 1.3.) ¢ uma
Zingiberacea que foi introduzido no arquipélago dos Agores como planta ornamental
em meados do século XIX (Palhinha et al., 1966). E conhecida popularmente nestas
ilhas como “Conteira”, “Roca-da-velha”, “Roca-do-vento”, “Rubim”, “Flor-de-besouro”

e “Choupa” (Palhinha et al, 1966; Silva, 2008).

Figura. 1.3. Inflorescéncias de Hedychium gardnerianum Sheppard ex Ker. Gawl. (Foto de:

Carmo Barreto)

H. gardnerianum recebeu o seu nome cientifico em homenagem a Edward
Gardner, um residente britdnico na corte do Nepal, Kathmandu (Orchard, 1977). Os
primeiros exemplares que chegaram a Europa foram enviados para a Inglaterra
provenientes da India, em 1819, pelo Dr. Nathaniel Wallich do jardim Calcuta, sendo
cultivados pela primeira vez no Jardim Botanico de Liverpool, em Outubro de 1820
(Orchard, 1977).

Hedychium gardnerianum ¢ uma importante planta invasora nas ilhas dos
Acores, Hawaii, Nova Zelandia e Africa do Sul. Apresenta-se como invasora emergente
na Jamaica (Grubb & Tanner, 1976), Madeira (Cronk & Fuller, 1995), Ilhas Cook
(Pacifico), Micronésia (Pacifico), Ilhas da Reunido (Oceano Indico) e Polinésia

Francesa (Pacifico) (Pier, 2004).



Nos Acgores os seus habitats sdo, segundo Silva (2008), floresta laurifolia,
margens das dguas correntes, valas e sistemas de drenagem, plantacdes de Crytomeria
Jjaponica, florestas de Ilex, zimbral, zimbral com turfeira, turfeiras, margens das lagoas
oligotroficas, ravinas, crateras, quedas de agua, matos costeiros, matos de montanha,
pastagens permanentes € semi-naturais € matos de Pittosporum.

A sua ampla distribuicdo por todas a ilha dos Agores e mais especificamente em
Sdo Miguel (Schifer, 2005) ¢ um dos maiores perigos para a Laurissilva nativa da ilha
(Silva & Smith, 2004), representando uma ameaga significativa, com enorme impacte
nos habitats e nas espécies. E de referir que Juniperus breviflora e Laurus azorica sdo
algumas das muitas espécies afectadas por H. gardnerianum.

H. gardnerianum € uma herbacea perene com altura até 1.5 - 2 metros e rizomas
grandes e ramificados. Possui folhas oblongas e lanceoladas, sésseis, com 20-60 x 5-
12.5 centimetros, superficie superior glabra, superficie inferior esparsamente pubescente
e apice acuminado. Tem flores aromaticas, inflorescéncias erectas, ovoides, de 15-20 x
8 centimetros, calice cilindrico, 4-5 centimetros, corola amarela, com tubo estreito, 8-9
centimetros, lobos linear a linear-lanceolados, 4-5 centimentros, labelum com uma
mancha amarela escura no centro, amplamente ovado, tdo longo quanto os
estaminodides. Pode reproduzir-se por via assexuada (cormos) e sexuada (centenas de
sementes/planta/ano) (Silva, 2008), tendo como dispersao a hidroconia, a endozoocoria
e o transporte acidental de cormos e sementes (Franco, 2003; Silva, 2008)

H gardnerianum, H. flavescens e H. coronarium sio membros do género
Hedychium, cuja taxonomia ndo ¢ clara. Embora pelo menos 115 espécies tenham sido
descritas na literatura, Wood et al. (2000) estimaram que apenas 65 deles sdo espécies
biologicamente validas. Hibridos interespecificos de Hedychium sao facilmente criados
e a hibridacao natural, sem divida, contribui para a confusdo taxonomica (Wood et al.,
2000).

H. gardnerianum ¢ popular como planta do jardim, estando amplamente
disponivel em centros de jardinagem e mercados (Blood, 2001). Embora nos Acgores
tenham sido introduzidas como ornamentais, poucas sao as suas utilizagdes populares, a
excep¢ao da sua utilizagdo em algumas zonas rurais remotas, no condicionamento de
alguns produtos alimentares tipicos, como massa sovada e queijo confeccionado a partir

de leite cru de caprinos (Figura. 1.4.).



Figura. 1.4. Queijo confeccionado a partir de leite cru de caprinos, produzido artesanalmente na
Ilha de Sao Miguel (Achada-Nordeste), onde ¢ visivel a utilizagdo popular de folhas maduras de

Hedychium gardnerianum (Foto de: Autor).

Recentemente, estudos mostraram uma actividade antibacteriana e antitumoral
de extractos, 6leos essenciais, € compostos da planta (Medeiros et al., 2003; Kumrit et
al., 2010), assim como a actividade de antitrombina em extractos da parte aérea da
planta (Medeiros et al., 2000).

Hedychium gardnerianum ¢ um exemplo duma planta que aparenta um
interessante arsenal de defesas contra insectos € moluscos, uma vez que as suas folhas
raramente apresentam sinais de predacao. Deste modo, seleccionou-se esta planta como
modelo para a pesquisa de inbidores da acetilcolinesterase, uma vez que este ¢ um dos
mecanismos de defesa contra a predagdo encontrado em muitos organismos. A sintese
de produtos secundarios com actividade de inibi¢ao da acetilcolinesterase confere a uma
planta, alga ou invertebrado séssil a capacidade de resistir a predacao, ao interferir com
a transmissao dos impulsos nervosos nos seus possiveis predadores. Estes organismos

sdo assim os mais logicos para procurar moléculas com esta actividade bioldgica.
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1.3. Metabolitos secundarios

Metabolitos secundarios sdo compostos que 0s organismos sintetizam como
compostos de defesa, de comunicagdo e em resposta a diversos tipos de stress
ambiental. S3o moléculas que tém na sua origem metabolitos que participam no
metabolismo normal dos organismos, tais como hidratos de carbono e acetil coenzima
A, por intermédio de vias biossintéticas extremanente complexas e que recorrem a uma
poderosa maquinaria enzimatica, de modo que se obtém compostos de diversos grupos

quimicos (Figura. 1.5). (Simoes et al., 2003).
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Piperidinicos;
Quinolizidinicos

Figura. 1.5. Metabolitos secundarios ¢ moléculas precursoras (adaptado de Simdes et al., 2003).

Os produtos secundérios de plantas podem ser divididos em grupos de acordo
com o modo de biossintese: terpenos, compostos fenolicos e compostos contendo
componentes azotados (Figura. 1.6.). Os terpenos sdo lipidos sintetizados através do
Acetil-CoA na via do 4&cido mevaldnico. Os compostos fenolicos sao substancias
aromaticas formadas na via do 4cido xiquimico ou do dcido mevaldnico por véarias vias.
Os compostos contendo azoto, como os alcaldides, sdo biossintetizados essencialmente

através dos aminoacidos (Taiz & Zeiger, 1991).
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Figura. 1.6. Biossintese dos principais metabolitos secundarios de plantas de interesse para

agricultura e medicina (Adaptado de Taiz & Zeiger, 1991).

Particularmente interessantes do ponto de vista das aplicacdes em agricultura,
medicina e biotecnologia sdo os metabolitos secundarios volateis que se incluem nos

chamados 0Oleos essenciais.

1.3.1. Oleos essenciais

Os dleos essenciais podem ser denominados 6leos volateis, oleos etéreos devido

a sua solubilidade em éter, ou esséncias pelos seus aromas caracteristicos (Castro,

2007).
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O termo “6leo volatil”, segundo Busatta (2006) tem sido mais usado devido a
relacdo com as propriedades fisico-quimicos da planta, j4 que “6leo essencial” pode
designar também produtos odorantes nao formados anteriormente no vegetal, que sdo as
“esséncias heterosidicas” obtidas através da hidrolise enzimatica de heterosideos.

De acordo com a ISO (International Standard Organization), 6leos volateis sao
produtos obtidos de partes de plantas através da destilagdo. S3o geralmente volateis e
lipofilicos, ao contrario dos dleos fixos que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas

normalmente de sementes (Castro, 2007) (Figura. 1.7.).

- — -

Figura. 1.7. Foto de 6leo essencial de Hedychium gardnerianum extraido por hidrodestilagdo

por um aparelho tipo Clevenger (Foto: Carmo Barreto)

A designacao de oOleo volatil da-se devido a algumas caracteristicas fisico-
quimicas usadas na sua identificacdo e controlo de qualidade, como o facto de serem
liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, volateis, com aroma intenso,
soluveis em solventes organicos apolares, geralmente incolores ou ligeiramente
amarelados (Garlet et al. 2007). Em 4gua apresentam solubilidade limitada, mas
suficiente para aromatizar as solugdes aquosas que sdo denominadas hidrolatos.
Apresentam sabor geralmente acre (dcido) e picante. Em geral, os 6leos volateis ndo sdo
muito estdveis, principalmente na presenca de luz, ar, calor, humidade e metais

(Zamboni, 1983).
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Os oleos volateis sdo produtos obtidos tradicionalmente a partir de plantas
através de destilacio por arrasto com vapor de 4agua, também conhecida por
hidrodestilacao (Simoes et al., 2003).

Localizam-se nos espagos intercelulares ou bolsas oleiferas, presentes
praticamente em todas as partes da planta, embora cada tipo os possua em Orgaos

anatomicos especificos (Zamboni, 1983).

1.3.1.1.Constituintes dos Oleos essenciais

Terpenos

Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis ¢ formada por derivados de
fenilpropanoides, a partir do 4cido xiquimico, ou por terpenodides, a partir do isopreno.
A maior parte das moléculas que ocorrem em Oleos volateis tem até 12 atomos de
carbono, o que permite uma grande volatilidade e diversidade de estruturas. A maior
parte destas moléculas sdo terpenos, classe de compostos organicos baseados na

unidade de isopreno, CsHg (Dewick, 2009) (Figuras 1.8 e 1.9).
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Figura. 1.8. Estruturas precursoras dos terpendides (Simdes et al., 2003.)

Os terpenos, principais constiuintes destes Oleos, apresentam diversas
actividades biologicas, entre elas a actividade herbicida, antimicrobiana, citostatica e

antitumoral (Lavabre, 1990; Silva et al., 2003).
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Os monoterpenos, formados por duas moléculas de isopreno, representam cerca
de 90% da constitui¢do dos 6leos essenciais. Seguem-se, em termos de abundancia, os

sesquiterpenos, formados por trés moléculas de isopreno (Dewick, 2009).

/J\//

- ~

Figura. 1.9. Estrutura Quimica do isopreno (Dewick, 2009).

A biossintese dos terpenodides ¢ resumidamente apresentada na Figura. 1.10. O
mevalonato ¢ formado da condensagcdo de uma unidade de acetoacetil-CoA com uma
molécula de acetil-CoA. Apos a condensacdo alddlica ocorre uma hidrolise originando o
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA que € reduzido a mevalonato, numa reacgao irreversivel.
O mevalonato ¢ entdo convertido em isopentenil-pirofosfato, ou isopreno activo, a
unidade bésica na formacao dos terpenos e esterdides. A polimerizagdo do mevalonato
origina moléculas de cadeias carbonadas crescentes de cinco em cinco atomos de
carbono. A molécula de isopentenil-pirofosfato e seu isomero dimetilalil-pirofosfato
formam trans-geranil-pirofosfato, a partir do qual se formam os demais terpenos
(Aguiar, 2003).

Novas ligacdes cabega-cauda entre trans-geranil-pirofosfato e
1sopentenilpirofosfato resultardo em sesqui (Cjs) e diterpenos (Cyp). Ja a ligacdo cabega-
cabeca entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (C;s) dara origem ao esqualeno, o
precursor da maioria dos triterpenos e esteroides. Os triterpenos (Cjo) originam-se da
ciclizagdo do esqualeno, enquanto os esterdides (C,;) podem ser considerados

metabolitos dos triterpenos. (Aguiar, 2003).
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Figura. 1.10. Biossintese dos terpendides (adaptado de Dewick, 2009).
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Monoterpenos

Os monoterpenos sdo os constituintes mais conhecidos dos 6leos essenciais,
cerca de 90% dos oOleos volateis, esséncias florais e de plantas aromaticas e resinas
defensivas (Loza, 1999; Little & Croteau, 1999). Os monoterpenos sao uma grande
familia de compostos naturais de plantas e as suas ac¢des biologicas sdao cruciais, como
no processo de polinizacdo, interacgdes alelopaticas e de defesa contra herbivoros e
patdégenos. Alguns destes compostos possuem importancia comercial como
aromatizantes, fragrancias e também podem servir como agentes terap€uticos na
medicina (Zarate et. al., 2008). Alguns monoterpenos t€m actividade anti-tumoral, nao
somente prevenindo a formagdo ou progresso do cancro, mas também possuindo a
capacidade de regredir tumores malignos existentes (Crowell, 1999).

Os monoterpenos podem ser divididos em aciclicos, monociclicos e biciclicos, €
esses grupos podem ainda ser sub-dividos em hidrocarbonetos saturados e insaturados,
alcoois, aldeidos, cetonas, lactonas e tropolonas (Simdes, 2007).

Os monoterpenos podem ser isolados directamente de amostras de Oleos
essenciais e apresentam como principais caracteristicas estruturais a presenga de
diferentes grupos funcionais tais como hidroxilos e carbonilos nas mais variadas
posicdes, a presenca ou ndo de insaturacdes, causando efeitos significativos nas
actividades biologicas destes compostos (Simdes, 2007).

O limoneno ¢ o monoterpeno monociclico mais abundante na natureza, € ocorre
numa grande variedade de espécies de plantas, sendo o principal constituinte de 6leo de
casca de laranja e de imdo. E um quimioprotector e agente terapéutico contra muitos
tipos de células tumorais (Crowell, 1999; Duetz et al., 2001).

O élcool perilico, o analogo hidroxilado do limoneno, exibe actividade
quimiopreventiva contra o cancro do figado induzido quimicamente em ratos. Além
disso, em modelos animais, no caso dos tumores mamario ¢ do pancreas, em ratos e
hamsters respectivamente, o mesmo alcool foi capaz de reduzir a maioria dos tumores ,
inclusive os de cérebro. (Mills et al., 1995; Haag & Gould, 1994).

A carvona ¢ o principal monoterpeno do O6leo de alcaravia e previne o
desenvolvimento de carcinomas de pulmio e estomago induzidos quimicamente
(Wattenberb et al., 1989).

Dentre os monoterpenos podemos ainda citar as piretrinas, que sao
monoterpenos ésteres, € apresentam actividade insecticida (Viegas Junior, 2003). Sao de

referir ainda monoterpenos aciclicos halogenados como a halomina, isolada da alga
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vermelha Portieria hornemnnii, esta demontra efeitos prometedores na utilizacao
terapéutica dos cancros renal, colo, cérebro, e pulmao (Fuller ef al., 1994).

Alguns monoterpenos tém sido referidos como inibidores da acetilcolinesterase.
Perry et al. (2000), ao estudar os compostos maioritarios dos 6leos essenciais de Salvia
lavandulaefolia e de S. officinalis (Lamiaceae), concluiram que a actividade
anticolinesterasica dos mesmos se deve a presenca de dois monoterpenos, o 1,8-cineol,

€ 0 a-pineno.

Sesquiterpenos (Cys)

Os sesquiterpenos sdao o tipo mais numeroso dos terpenos, com
aproximadamente 5.000 compostos conhecidos, com mais de 200 esqueletos diferentes.
A sua distribuicdo nas plantas basicamente ¢ a mesma dos monoterpenos, sendo que os
sesquiterpenos também sdo comuns em Oleos volateis (Seigler, 1998).

O pirofosfato de E,E-farnesilo (FPP) ¢ o precursor biossintético comum dos
sesquiterpenos, o qual ¢ formado pela adicdo de uma unidade de Isopentenila (IPP) (Cs)
ao E-pirofosfato de geranilo com participacdo da enzima prenil transferase (Figura.
1.11). (Seigler, 1998).

Muitos sesquiterpenos apresentam actividades bioldgicas das mais diversas. O -
bisaboleno e o bergamoteno sdo agentes alelopaticos, inibidores do crescimento de
raizes; o capsidiol e o hemigossipol sdo fitoalexinas; o debneiol possui actividade
fungitoxica; o gossipol, sendo um dimero de sesquiterpeno, apresenta propriedade

contraceptiva em mamiferos machos (Seigler, 1998).
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Figura. 1.11. Formacao do Pirofosfato de E,E-farnesilo, precursor geral dos sesquiterpenos (adaptado de

Dewick, 2009).

Triterpenos (Csp)

A diversidade estrutural dos terpenos ¢ imensa, incluindo compostos aciclicos,
monociclicos e policiclicos. A sua importancia, nomeadamente a nivel terapéutico,
justifica os numerosos esforcos realizados ao longo das ultimas quatro decadas no
sentido da elucidagao da sua biogénese (Eisenreich et al., 2004).

Triterpenos sdo compostos que possuem 30 atomos de carbono, sendo formados
pela adicdo de duas moléculas de pirofosfato de farnesilo. Os triterpenos possuem
esqueleto derivado da ciclizagao do 2,3-epoxiesqualeno, que leva ao cicloartenol e a
outros triterpenos subsequentes (Figura. 1.12.) (Dewick, 2009).

Muitos triterpenos apresentam actividades biologicas, o que lhes confere uma
importancia terapéutica e comercial (Mahato & Kundu, 1994). Como exemplo, tem-se o
acido ursolico e o seu isomero, o acido oleandlico (Figura. 1.13.), amplamente
distribuidos no reino vegetal e que tém sido frequentemente isolados como mistura
isomérica (Vasconcelos et al., 2006). Durante a ultima década muitos artigos foram
publicados, reflectindo o grande interesse e progresso na percep¢do destes triterpenos.
Os diversos estudos incluem o isolamento e purificagdo destes compostos a partir de
varias plantas, modificagdes quimicas, pesquisas farmacoldgicas e estudos

toxicologicos (Liu, 2005).
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De entre as inumeras actividades bioldgicas atribuidas ao acido ursoélico e acido
oleanodlico, refira-se a actividade analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante, anti-
cancerigena e anticolinesterdsica (Chung et al., 2001; Vasconcelos et al., 2003; Kang et

al., 2008; Ikeda et al., 2008; Xavier et al., 2009).
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Figura. 1.12. Biossintese de Triterpenos (Adaptado de Dewick, 2009).
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Figura. 1.13. Estrutura quimica dos triterpenos acido ursolico e acido oleandlico.
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1.3.1.2.Propriedades terapéuticas dos oleos essenciais

Segundo Siani (2000), os 6leos essenciais encontram a sua maior aplicagdo
biologica como agentes antimicrobianos. Esta capacidade, presente na grande maioria
destes compostos, de certa maneira, ira representar uma extensao do proprio papel que
exercem nas plantas, defendendo-as das bactérias, fungos fitopatologicos e predadores.

Os o6leos essenciais apresentam propriedades medicinais tais como adstringente,
antimicrobiana, analgésica, antidepressiva, antipirética, antiviral, estimulante, e
imunoestimulante (Worwood, 1995; Davis, 1996; Cheng et al., 2003).

Os o6leos essenciais presentes nas plantas, ervas e condimentos tém apresentado
actividade bioldgica e servem como uma fonte alternativa de agentes antimicrobianos
contra patdgenos causadores de doencas alimentares ou deteriorantes de alimentos,
sendo esses causadores de diversos prejuizos para as industrias alimenticias. Como foi
mencionado anteriormente, foi detectada actividade antibacteriana e antitrombina no
0leo essencial extraido da parte aérea de Hedychium gardnerianum (Medeiros et al.,
2000).

A utilizacdo de 6leos essenciais na terapia da doenga de Alzheimer ¢ referida em
varios estudos que comprovaram a sua eficacia, sendo que os 6leos essenciais do género
Salvia t€m sido objecto de muitos estudos laboratoriais in vitro com resultados positivos
(Perry, 2003). Em ensaios com ratos aos quais foram administradas doses didrias de
oleo essencial de Salvia lavandulaefolia, verificou-se a inibicdo da acetilcolinesterase
com melhoria da doenca de Alzheimer. Em ensaios efectuados com humanos verificou-
se uma importante melhoria cognitiva e comportamental no grupo ao qual foi
administrado oleo essencial de Salvia lavandulaefolia, quando comparado com o grupo
controlo, ao qual foi administrado um placebo (Perry, 2003; Loizzo, 2009).

E interessante referir que nenhum dos constituintes dos 6leos anteriormente
mencionados exibe uma elevada inibicao de acetilcolinesterase. Segundo Savelev et al.
(2003), estes resultados revelam que a actividade inibitoria dos resultados dos 6leos sao
atribuidos a uma complexa interac¢ao entre seus componentes, que produzem respostas

sinérgicas ou antagdnicas entre os seus constituintes.
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14. Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer foi descrita inicialmente pelo médico alemdo Alois
Alzheimer, em 1906 (Figura. 1.14.), por ocasiao do 37° Congresso do Sudoeste da
Alemanha de Psiquiatria, na cidade de Tiibingen. Durante sua conferéncia intitulada
“Eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” (Uma Doeng¢a Peculiar dos Neuronios do
Cortex Cerebral) Alzheimer definiu-a como uma patologia neuroldgica, nao
reconhecida, caracterizado por deméncia, destacando os sintomas de défice de memoria,
alteragdes comportamentais e incapacidade para as actividades rotineiras.
Posteriormente, Alzheimer ainda viria a descrever os aspectos anatomopatologicos da
patologia, cujas principais caracteristicas eram o acumular de placas senis e de
emaranhados neurofibrilares e a perda neuronal (Moller & Graeber, 1998; Goedert &
Spillantini, 2006).

Em 1910, na oitava edi¢cdo do “Handbook of Psychiatry”, Emil Kraepelin, apds
estudar casos semelhantes, propos a denominacdo de doenga de Alzheimer (DA) em

homenagem ao seu descobridor (Moller & Graeber, 1998).

Figura. 1.14. Foto de Alois Alzheimer, psiquiatra alemao creditado com a identificagdo do primeiro caso
publicado de "deméncia pré-senil”, que posteriormente ficou conhecida como a doenca de Alzheimer

(Kelly, 2008).
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Um estudo anatomopatologico publicado em 1970 demonstrou que a maioria das
deméncias que ocorrem no periodo senil sdo resultado da doenca de Alzheimer. A partir
de entdo, o anteriormente designado de pré-senil e senil pela idade, passaram a ser
chamadas e consideradas como uma Unica entidade: “doeng¢a de Alzheimer” (Tomlinson
et al., 1970; Blennow & Willian, 1992).

A susceptibilidade para a doenca de Alzheimer (DA) ¢ resultante de multiplos
determinantes ambientais e genéticos que interagem durante a vida. Os factores de risco
relacionados com a doenga de Alzheimer compreendem baixa escolaridade,
traumatismo craniano associado a perda de consciéncia, sexo feminino, depressao,
diabetes mellitus, hipertensdo arterial, tabagismo, hiperinsulinemia, inactividade fisica,
fibrilagdo arterial, dieta rica em gorduras e factores genéticos (Cotman & Berchtold,
2002; Ritchie & Lovestone, 2002; Mattson, 2003; Gorelick, 2004; Luchsinger &
Mayeux, 2004). Quanto aos factores genéticos, estdo incluidas anormalidades em genes
localizados nos cromossomas 21 (gene codificador da proteina precursora amildide,
APP), 14 (gene da presenilina 1), 19 (relacionado com a apoliproteina E,
especificamente ao alelo €4), 1 (gene da presenilina 2) e 12 (codificador da proteina
relacionada com o receptor de LDL) (Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad ef al., 1995;
Blennow et al., 2006).

Contudo, o principal factor de risco associado a doenca de Alzheimer ¢ a idade.
Estimativas indicam que a enfermidade afecta 8-15 % da populagdo com mais de 65
anos, sendo que a partir dessa idade o risco duplica a cada cinco anos. Actualmente,
existem em todo o mundo aproximadamente 25 milhdes de pessoas com a doenga de
Alzheimer, o que demonstra a sua grande importancia. Nos paises desenvolvidos, a
doenca de Alzheimer representa a terceira causa de morte, sendo apenas superada pelas
enfermidades cardiovasculares e pelo cancro (Mattson, 2004; Mount & Downton,
2006).

Nos estagios iniciais da doenca de Alzheimer, ha alguma preservacdo da
memoria, mas, conforme a enfermidade evolui, a incapacidade de lembranga torna-se
generalizada. A dificuldade de aquisi¢do de novas informagdes aumenta até que nao
ocorra mais aprendizagem. Na linguagem, ocorre perda de fluéncia verbal,
esvaziamento de contetidos e diminuicdo da compreensdo, além de erros de leitura e
escrita. Além disso, o paciente perde progressivamente habilidades visuo-espaciais.
Numa etapa avangada, a enfermidade traz dificuldades de expressdao, movimentacao e

poder de reconhecimento perceptivo sensorial. As alteragdes psiquicas e



23

comportamentais ocorrem em até 75 % dos casos, comprometendo a vida social e
ocupacional. Os sintomas incluem quadros depressivos e psicoticos (alucinagdes e
delirios), apatia, agressividade, agitacdo psicomotora, condutas repetitivas, perturbagdes
no ciclo de sono-vigilia ¢ mudangas nos habitos de locomoc¢ao (McKhann et al., 1984;
Romanelli ef al., 1990; Morris & Rubin, 1991; Mortimer et al., 1992; Walsh & Selkoe,
2004).

Ainda nao foram identificados marcadores bioldgicos ou caracteristicas clinicas
que estabelecam um diagnoéstico definitivo para a doenca de Alzheimer. Este s6 € obtido
com a demonstragdo de lesdes neuropatologicas no cérebro (Gearing et al., 1995).

Do ponto de vista anatomopatoldgico, observa-se no cérebro de individuos com
a doencga de Alzheimer atrofia cortical difusa, presenca de grande ntimero de placas
senis (Figura. 1.15.) e de emaranhados neurofibilares, degeneracdes granulo-vacuolares
e perda neuronal (Dickson, 1997; Gomez-Isla et al., 1997; Braak & Braak, 1998;
Uylings & de Brabander, 2002).

Figura. 1.15. Esta fotografia mostra os depositos ou placas, caracteristica da doenca de Alzheimer.

(Kelly, 2008).

Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis podem estar presentes nos
cérebros normalmente senis, mas em menor quantidade e com distribui¢do menos
extensa. Acredita-se que a concentracdo das placas senis esteja correlacionada ao grau
de deméncia nos afectados (Hardy & Higgins, 1992; Selkoe, 2002; Walsh & Selkoe,
2004) (Figura. 1.16.).
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Figura. 1.16. Esquema de um corte “transversal” do cérebro. A esquerda, surge um cérebro saudavel, a
direita, um que apresenta doenca de Alzheimer avancada. No ultimo, o cértex cerebral decresceu e os

ventriculos (espacos cheios de liquido) aumentaram consideravelmente (Adaptado de Kelly, 2008).

1.4.1. Principais alteracoes cerebrais no cérebro com a DA

As trés principais alteragdes que agridem o cérebro de pessoas com a DA sdo as
placas amildides, os emaranhados neurofibrilares e a perda de conexdes celulares e
morte celular (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a).

As placas amiloides sdo encontradas nos espagos entre os neurénios € consistem
principalmente de depositos extracelulares de fragmentos insoluveis em placas senis do
fragmento de proteina designado B-amildide, de outras proteinas, de remanescentes de
neurdnios, dendritos e axénios em degeneragdo, de glia e outros materiais celulares. O
B-amildide deposita-se em placas, que causam destruicdo de neurdnios por criarem
processos inflamatérios cronicos nas regioes afectadas, interferirem com a regulagdo de
calcio, essencial para a conducao dos estimulos nervosos, € aumentarem a producao de
radicais livres, toxicos para as células nervosas.

Os emaranhados neurofibrilares encontrados dentro dos neurénios sao agregados
anormais da proteina associada ao microtibulo (7au). Em neurénios saudaveis, os
microtibulos formam-se com a finalidade de guiar os nutrientes e outras moléculas do
corpo da célula até o fim do axonio. A Tau, que normalmente tem certo nimero de
grupos fosfato, liga-se ao microtibulo estabilizando-o. Em pessoas com a DA ocorre

uma fosforilagdo anormal da Tau que se acaba desligando do microtibulo, aglutinando-
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se juntamente com outros fragmentos da T7Tau e formando os emaranhados
neurofibrilares. Quando isto ocorre, os microtubulos desintegram-se e o sistema de
transporte neuronal colapsa-se.

A perda das conexdes celulares e morte celular resultam provavelmente do
acumular anormal do B-amiléide e dos emaranhados neurofibrilares. Quando ocorre a
perda de conexdo entre os neurdnios, eles ndo conseguem funcionar normalmente e
eventualmente morrem. Como a morte dos neurdnios acontece em todo o cérebro, as
regides afectadas comecam a diminuir num processo denominado atrofia cerebral. Na
fase final da DA o dano ¢ generalizado e o tecido cerebral encontra-se
significativamente diminuido.

A Figura. 1.17. ilustra os principais eventos relacionados com o
desenvolvimento do processo neurodegenerativo durante a evolugdo da doenga de

Alzheimer (Selkoe, 2004Db).
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Figura. 1.17. Modelo de eventos chave relacionados com a patologia da DA baseado nas evidéncias
disponiveis. As moléculas de APP (proteina precursora amildide) presentes no plasma (b) e em vesiculas
intracelulares como os endossomas (a), sdo quebradas pela B-secretase (BACE) e pelo complexo
prenselina-y-secretase (PS - y) para libertar a regido de B-amildide (AB). Uma porc¢do de AP pode sofrer
oligomerizagdo, inicialmente dentro das vesiculas (c), e depois ser libertado no liquido intersticial
cerebral (d), onde os oligdmeros soltveis se podem difundir para as fendas sinapticas e interferir com as
fungdes sinapticas de maneira ainda desconhecida (e). Os oligomeros de AP podem ainda polimerizar-se
em fibras amildides insoliveis, que se agregam em placas esféricas, prejudicando estrutural e
funcionalmente os axénios e dendrites adjacentes (f). A activagdo de cinases no citoplasma dos neurdnios
acompanha este efeito e leva a hiperfosforilagdo da proteina associada ao microtubulo (7au) ¢ a sua
subsequente polimerizacdo em filamentos insoluveis que se agregam na forma de emaranhados
neurofibrilares (g). Células da microglia activadas e astrdcitos reactivos em redor das placas participam
na resposta inflamatoria localizada o que pode contribuir para a neurotoxicidade (Adaptado de Selkoe,

2004b).
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1.5. Acetilcolina e a sua importancia no sistema nervoso

A acetilcolina (ACh) € o neurotransmissor das sinapses € jun¢des neuroefectoras
colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico. E sintetizada no citosol do

neurdnio a partir do acetil coenzima-A e da colina (Silva,1998) (Figura. 1.18.)

)

C

Figura. 1.18. Estrutura quimica da acetilcolina .

O acetil coenzima-A tem origem mitocondrial, ao passo que a colina provém da
fenda sinaptica, extracelular. A colina atravessa a membrana do terminal axdnico por
um mecanismo de transporte activo especifico. A combinacao do acetil- CoA a colina ¢
catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT). Depois de sintetizada, a ACh ¢
armazenada nas vesiculas sinapticas. Este neurotransmissor possui um papel crucial no
sistema nervoso central. No terminal axonal, as vesiculas pré-sindpticas contendo ACh
ficam armazenadas até que haja um estimulo que as liberte (Silva, 1998).

O impulso nervoso, ou potencial de ac¢do, ao chegar ao botdo sinaptico onde
estdo as vesiculas sinapticas, ocasiona uma despolarizagdo da membrana pré-sinaptica,
aumentando a condutancia do célcio, o que favorece a entrada deste no axonio. A
libertagdo da acetilcolina varia directamente com a concentragdo de calcio (Prado et al.,
2002). Posteriormente ocorre o “rompimento das vesiculas” e o extravasamento do
neurotransmissor na fenda sinéaptica, ocorrendo a fusdo com a membrana. A acetilcolina
libertada pode difundir-se no espago extracelular, ser degradada a colina e acido acético
pela acetilcolinesterase ou ainda combinar-se com receptores colinérgicos pos e pré-
sindpticos (Rang et al., 2004; Dajas-Bailador & Wonnacott, 2004).

Logo ap6s exercer a sua acgao a acetilcolina sofre hidrolise pelas colinesterases,

libertando 4cido acético e colina. Nesta hidrolise, que ocorre na fenda sindptica, cerca
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de 50% da colina produzida ¢ recaptada pelo terminal axonico, e, posteriormente, ¢

reutilizada para a biossintese de acetilcolina (Silva, 1998) (Figura. 1.19.).
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Figura. 1.19. Acetilcolinesterase catalisa a hidrolise da acetilcolina em acetato e colina apos a acgdo do

neurotransmissor (adaptado de CNSforum.com)

A reposi¢ao da acetilcolina tem apresentado eficacia na melhoria da capacidade
cognitiva e do comportamento de portadores da doenga. Os medicamentos usados neste
tipo de terapia sdo descritos com inibidores da acetilcolinesterase. Essas drogas tém
efeito sintomadtico discreto sobre a cognigdo, algumas vezes beneficiando as alteragdes
psiquicas da deméncia. Acredita-se também que elas possam retardar a evolugdo natural
da doenca, possibilitando uma melhoria temporaria no estado funcional do paciente

(Mount & Downton, 2006; Blennow et al., 2006).
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1.6. Colinesterases

Estas enzimas s3o classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas e
especificidade aos substratos, sensibilidade a inibidores e distribuicdo tecidual. As
colinesterases desempenham um papel importante na neurotransmissao colinérgica
central e periférica, além de outras fungdes, como a hidrdlise e a destoxificacdo de
xenobioticos (Massoulié ef al., 1993).

A acetilcolinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) hidrolisa preferencialmente ésteres
com grupo acetilo, e a butirilcolinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8) hidrolisa outros tipos de
ésteres como a butirilcolina. Ambas as colinesterases sdo amplamente distribuidas no

organismo (Taylor & Brown, 1999).

1.6.1. Acetilcolinesterase (AChE) (E.C. 3.1.1.7)

Esta enzima possui um papel regulatorio na neurotransmissdo colinérgica, sendo
responsavel pela hidrolise rapida do neurotransmissor acetilcolina. E uma glicoproteina
globular encontrada nos neurénios colinérgicos, nas proximidades das sinapses
colinérgicas e, em concentragdes elevadas, nas jungdes neuromusculares (Massouli¢ et
al., 1993).

A AChE estd amplamente distribuida no sistema nervoso central ¢ também ¢

encontrada em eritrocitos, linfocitos e plaquetas de mamiferos (Silva, 1998).

1.6.2. Estrutura da acetilcolinesterase

A AChE existe em duas classes gerais de formas moleculares, como oligomeros
homoméricos simples de subunidades cataliticas e como associa¢des heteroméricas de
subunidades cataliticas e subunidades estruturais. Os oligdbmeros homoméricos simples
aparecem como monomeros, dimeros e tetrameros, dando origem, assim, as formas
globulares (G): G, G, e Ga. As associagdes heteroméricas de subunidades cataliticas e
subunidades estruturais resultam nas formas estruturais assimétricas (A): A4, Ag € A2
(Massoulié et al., 1993) (Figura. 1.20.).

As formas homoméricas sdo encontradas como espécies soliveis na célula,
provavelmente com o intuito de exportagdo, ou entdo apresentam-se associadas a

membrana externa da célula por meio de uma sequéncia de aminoacidos hidrofobicos
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intrinsecos ou de um glicofosfolipido acoplado. A AChE que se apresenta nas formas
heteroméricas encontra-se associada com a lamina basal externa na sinapse e ¢
particularmente abundante na jun¢ao neuromuscular (Taylor & Brown, 1999).

A maior parte da AChE encontrada no tecido nervoso ¢ do tipo globular,
predominantemente G4, ligada a membrana. Os eritrocitos, linfocitos e plaquetas
conttm a forma globular dimérica G, a tetramérica G4 e a assimétrica Aj,

respectivamente (Massoulié et al., 1993)

Homomerie Forms :

G, G, GPL-linked G,

o o W e

Heteromeric Forms §

Hydrophobic-tailed Gy Ay

4

Figura. 1.20. Estruturas quaternarias das formas moleculares de AChE. As formas homoméricas sdo
compostas pelo monoémero G, dimero G,, tetraimero G4 e um glicofosfolipido (GPI) ligado ao dimero.As
formas heterodiméricas consistem numa forma de cauda hidrofobica G, e nas formas assimétricas
contendo uma subunidade colagénica estrutural (por exemplo forma assimétrica A;,) (Chan & Jasmin,
1999).

1.6.3. Mecanismo de acg¢do

A AChE ¢é uma enzima alostérica da classe das hidrolases, com 537 residuos de
aminoacidos na sua sequéncia, que se encontra ancorada na membrana pos-sinaptica na
forma tetramérica. A AChE hidrolisa a ACh, em acetato e colina no sitio catalitico
(triade catalitica), constituido pelos residuos Ser200-Glu327-His440 (SEH) e situado no
fundo do seu sitio activo (Soreq & Seidman, 2001) (Figura 1.21.).
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Figura. 1.21. Sitio catalitico da AChE (adaptado de Soreq & Seidman, 2001).

O sitio activo da AChE denominado GORGE (Figura 1.22.) ¢ composto por
quatro subsitios e tem aproximadamente 20 A de profundidade. O sitio periférico estd
localizado na entrada e o sitio ligante de amdnio quaterndrio situa-se na regido central
do GORGE. Estes dois sub-sitios sdo constituidos por varios residuos aromaticos e por
isso a totalidade da area que abrangem ¢ denominada sitio aromatico da AChE. Os
outros dois sub-sitios da AChE, sitios catalitico e anidnico situam-se no fundo no

“bolso” de acilagdo, onde ocorre a desactivagao da ACh (Koellner et al., 2000).
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Figura. 1.22. Sitio catalitico da AChE (adaptado de Koellner et al., 2000).

O mecanismo proposto para a ac¢do da AChE sobre a ACh (Figura 1.23) ¢
dividido em duas etapas: a hidrolise da ACh e a acilagdio do grupo acetilo. A
acetilcolina, depois de ser reconhecida pelos residuos Asp72 e Tyr70, situados no sitio
periférico da AChE, move-se para o fundo do GORGE, ligando-se a triade catalitica,
mais especificamente ao hidroxilo da Ser200 que actua como nucleofilo usando um par
de electroes livres do oxigénio do seu hidroxilo para atacar o carbonilo da ACh
formando em seguida um intermedidrio reactivo tetraédrico com a His440, actuando
como catalisador bésico para aumentar a nucleofilicidade da serina (passos 1 ¢ 2 da
Figura 1.23). Apdés a formagdo do intermedidrio reactivo, a histidina, agora acida,
protona o grupo ‘O-R’ que se torna um melhor grupo de saida que os outros, libertando
dessa forma a colina da ACh (passos 3, 4 ¢ 5 da Figura 1.23). O grupo acilo da ACh
encontra-se ligado covalentemente a Ser200. Uma molécula de H,O interage com a
triade catalitica da AChE, actuando como nucledfilo. O par de electroes livres do

oxigénio da agua ataca o carbonilo do grupo acilo, formando um novo intermediario
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reactivo que ¢ atacado pela His440 (passo 6 da Figura 3). Em seguida a histidina,
novamente 4acida, sofre ataque de um par de electrdes livres do intermediario
tetraédrico, que protonado sofre rearranjo libertando o acetato formado (acido acético)
(passos 7, 8, 9 e 10 da Figura 1.23). Desta forma, a Ser200 ¢ regenerada e o processo

repete-se enquanto houver impulsos nervosos a serem transmitidos (Patrick et al., 2005)
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Figura. 1.23. Mecanismo proposto para hidrolise da ACh pela AChE (adaptado de Patrick et al., 2005).
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1.6.4. Inibidores de acetilcolinestrase

Actualmente, existem cinco drogas aprovadas para o tratamento clinico da
doenca de Alzheimer. (Tabela. 1.1.) Entre estas, quatro sao classificadas como drogas
anticolinesterasicas, ou seja, inibidores da enzima acetilcolinesterase enquanto a outra
actua como antagonista do receptor de glutamato aumentando os niveis de acetilcolina
na fenda sinaptica (FDA, 2007)

No cérebro com DA s3o observadas varias alteragdes relacionadas com o
sistema colinérgico, entre as quais: perda selectiva e significativa da actividade de
ChAT em diferentes partes do cérebro (cortex, hipocampo e amigdalas), degeneragdo
selectiva dos neurdnios colinérgicos basais do cérebro, diminuicao da actividade da
AChE com proporcional ao aumento do nimero de placas senis, e redugdo dos niveis de

ACh e AChE (Kasa et al., 1997; Gouras, 2001; Garcia-Sanchez et al., 2003).
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Tabela. 1.1. Drogas disponiveis comercialmente aprovadas para o tratamento da doenga de Alzheimer

(FDA, 2007)

Genérico Marca Aplicacio Efeitos Adversos Classe
Néuseas; vomitos; perda
. ® Todos os : L :
Donepezil Aricept : de apetite ¢ aumento dos Anticolinesterasico
estagios
movimentos no TGI
Nauseas; vomitos; perda
® Leve a
Galantamina Reminyl de apetite e aumento dos Anticolinesterasico
moderada
movimentos no TGI
Néauseas; vomitos; perda
- Levea : o :
Rivastigmina  Exelon de apetite e aumento dos Anticolinesterasico
moderada
movimentos no TGI
® Leve a Possivel dando no figado; o )
Tacrina Congnex ) Anticolinesterasico
moderada nauseas ¢ vomito.

Antagonista do receptor de
® Moderadaa  Dor de cabeca; confusdo e
Memantina Ebix glutamato (N-methyl-D-

severa tonturas.
asparto) NMDA

Os anticolinesterasicos possuem um papel importante no tratamento da DA. Em
1976 foi estabelecida a hipdtese colinérgica, que associa 0s sintomas cognitivos,
funcionais e comportamentais presentes na DA com a deficiéncia na neurotransmissao
colinérgica ligada a perda dos neuronios colinérgicos (Kasa et al., 1997).

Inimeras abordagens vém sendo exploradas para restaurar a fungdo central
colinérgica: o uso de agentes libertadores de ACh, a estimulacdo da captagdo de
acetilcolina, a activagdo de receptores colinérgicos por agonistas e a diminuicdo da
degradacao metabolica de ACh pela inibicdo da AChE (Kasa et al., 1997).

Estudos revelaram que um aumento dos niveis de ACh pela inibi¢do da AChE
pode melhorar a insuficiéncia na fungdo cognitiva em estdgios prematuros de DA
(Mesulam, 2009). A intensa investigacao para a descoberta de inibidores de AChE e a
resposta positiva do tratamento contribuiu para o surgimento dos anticolinesterasicos no
mercado (Orhan et al., 2006).

Vérios autores estudaram a relacdo entre o sistema colinérgico e a sua

capacidade de modular o metabolismo da APP (Nitsch et al., 1992; Nitsch et al., 1993;
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Wolf et al., 1995; Salvietti et al., 1996). A maioria dos trabalhos relata que os efeitos da
estimulacdo colinérgica sdo directamente dependentes de interac¢des do tipo ligante-
receptor e que tais interaccdes sdo responsaveis por desencadear uma cascata de
transducdo de sinais que envolve a activagao de proteinas cinases. Varios segundos
mensageiros intracelulares também contribuem para a regulacdo do metabolismo da
APP e possuem interacgdes extremamente complexas (Racchi et al., 2004). (Figura.

1.24.)

Terminal ‘ | )f
Pré-sinaptico '

mRNA A

l Tradugdo

Figura. 1.24. Possiveis sitios de interaccdo farmacologica entre os anticolinesterasicos (AChEI) e o
metabolismo da APP. Trés possiveis sitios sdo indicados. Primeiramente, os AChEI podem interagir com
o metabolismo da APP através da estimulacdo colinérgica indirecta da via ndo-amiloidigénica. A
estimulacdo colinérgica da a-secretase e libertagdo dos fragmentos soluveis da APP (sAPPa) envolve a
activacao de vias de transducdo de sinais de uma ou ambas as proteinas cinases. Também ja foi sugerido
que alguns AChEI podem interagir independentemente de receptores colinérgicos com estas vias ¢ activar
ou alguns casos modular a metabolizacdo normal da APP. Uma terceira possibilidade sugere a interagdo
de algumas moléculas directamente na sintese da haloproteina da APP e assim interferir no metabolismo

da APP ¢ formagdo de AP (Adaptado de Racchi et al., 2004).
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As drogas descritas como inibidoras da ac¢do da enzima acetilcolinesterase
(AChEIs) constituem hoje a principal estratégia para o tratamento de pacientes com DA,
a terapia colinérgica. O tratamento consiste na melhoria da transmissdo do impulso
nervoso na sinapse. A inibi¢ao da hidrolise da acetilcolina pela AChE por farmacos que
interagem com o enzima permite a manutencdo da concentragdo do neurotransmissor
durante os processos de conducdo de sinal para outros neurénios. O uso de
medicamentos correctos, que auxiliem no aumento da concentracdo de ACh na sinapse,
tem efectivamente retardado a evolugao da doenca (Sigimoto et al., 2002; Sayeg, 2009).

Entre os medicamentos que actuam como inibidores da AChE, destacam-se a
tacrina (Proctor & Harvey, 2000; Sugimoto et al., 2002; Patrick et al., 2005), primeiro
farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da DA,
seguida pelo donepezil (Sugimoto et al., 2002; Racchi et al., 2004), pela rivastigmina
(Sugimoto et al., 2002; Racchi et al, 2004) e pela galantamina (Racchi et al., 2004)
Outras drogas foram estudadas e testadas clinicamente para serem usadas no tratamento
da DA, como a fisostigmina (Camps & Munoz-Torrero, 2002). Outras estdo em fase de
teste e sdo candidatas promissoras a aprovacao, entre elas a huperzina A (Patrick, 2005;
Barak, 2005). Estes farmacos sdo indicados para o tratamento nas fases leve e
moderada, quando o paciente ainda tem actividade cognitiva independente.

A tacrina, aprovada para o tratamento de pacientes com DA em 1993, (Sugimoto
et al., 2000; Kaur & Zhang, 2000) ¢ um derivado da acridina, sintetizada em 1945,
actuando primeiramente como agente antimicrobiano e bloqueador da
monoaminoxidase. (Proctor & Harvey., 2000). E comercializada sob as denominagdes
de Cognex” e de Nivalin® sendo a detentora da sua patente a industria farmacéutica
Warner-Lambert. Essa droga ¢ um inibidor reversivel, ndo-competitivo e nao selectivo
para a AChE. Tem alta hepatotoxicidade, farmacocinética lenta e alta incidéncia de
efeitos secundarios (Kaur & Zhang, 2000). Aumenta moderadamente a fungdo cognitiva
em pacientes com boa tolerancia a ela. Embora ndo seja mais usada ainda ¢ tida como
droga de referéncia na busca de outras AChEIs (Proctor & Harvey, 2000), havendo
ainda estudos acerca de andlogos da tacrina na busca de um AChEI mais potente.
Estudos de “docking’ molecular entre a tacrina ¢ a AChE evidenciaram que a tacrina ¢
reconhecida no sitio activo da AChE pelo sitio aniénico por meio de interagdes
hidrofobicas; no sitio periférico da enzima por interac¢des fracas do tipo van der Waals

e transferéncia de carga via electrdes p24 € no sitio catalitico da AChE por ligagao
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hidrogénio com o residuo His440 da triade catalitica, interagao eletrostatica do tipo “II-
11 stacking” com os residuos Trp84 e Phe330, mais especificamente forma um
complexo de transferéncia de carga com o residuo Trp84 (Harel ef al., 1993).

Em 1996 a segunda AChEI foi aprovada para o tratamento de DA, o donepezil,
comercializado como Aricept” . Essa droga foi desenvolvida, sintetizada e avaliada pela
industria farmacéutica japonesa Eisai Co., para os quais foram utilizados estudos de
reconhecimento molecular e a partir de estudos de OSAR, mesmo antes da determinagao
da estrutura tridimensional da AChE (Greenblatt et al., 1999). O donepezil ¢ uma droga
da familia das N-benzilpiperidinas. E um AChEI altamente selectivo ligando-se
reversivelmente e de forma ndo-competitiva a AChE (Greenblatt ef al., 1999; Barril et
al., 2001; Sugimoto et al, 2002) O uso desse medicamento resulta em melhoras
significativas no tratamento da DA leve ¢ moderada quando comparado com a tacrina. E
bem tolerada pelo organismo, apesar de causar efeitos colaterais caracteristicos das
AChEIs como nauseas, dores de cabeca, tonturas, disturbios do sono e complicagdes
estomacais (Racchi et al., 2004).

Estudos de reconhecimento molecular realizados a partir da estrutura cristalina
do complexo AChE-donepezil mostraram que este AChEI interage com residuos dos
sitios anidnicos e periférico do enzima e ndo directamente com a triade catalitica.
Similarmente a tacrina, o anel benzénico do donepezil faz uma interac¢ao electrostatica
do tipo “II-II stacking ’com o residuo Trp84. O donepezil opera diversas ligagcdes de
hidrogénio dentro do sitio activo da AChE com moléculas de dgua estruturais presentes
durante a sua presenca dentro do GORGE (Barril et al., 2001) Os oxigénios dos dois
grupos metoxi fazem uma interacdo /7/-I7 classica com o residuo Trp279 da AChE.
(Barril et al., 2001). Todas as formas enantioméricas deste inibidor mostram o mesmo
perfil de selectividade, pois interconvertem-se rapidamente em solugdo aquosa via
intermediario cetoendlico, existindo, portanto como uma mistura racémica (Sugimoto et
al., 2000)

A terceira AChEI utilizado no tratamento de DA foi a fisostigmina, um alcaldide
natural, pertencente ao grupo dos carbamatos, extraido de uma planta, Physostigma
venenosum. (Proctor & Harvey, 2000; Sugimoto et al., 2002; Patrick, 2005). A sua
estrutura foi determinada em 1925 (Patrick, 2005). Foi a primeira AChEI estudada
clinicamente para ser aplicada no tratamento da DA (Camps & Munoz-Torrero, 2002).
E selectiva e pseudo-irreversivel, por se complexar com o residuo Ser200 da AChE e

formar uma ligagao pseudo-covalente com o atomo de oxigénio do seu hidroxilo. A
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fisostigmina durante os estudos clinicos apresentou baixo indice terapéutico, baixo
tempo médio de vida e biodisponibilidade varidvel. Apesar de proporcionar uma
melhora da cogni¢do dos pacientes, essa droga foi rejeitada pelo FDA devido a sua
baixa eficiéncia em longo prazo nas fases clinicas Il e IIl. Porém, ¢ uma droga usada
ainda hoje para tratar glaucoma, comercializada com o nome de Antilirium®. A
exemplo da tacrina, apesar de ndo ser mais usada no tratamento para DA a fisostigmina
¢ objecto de referéncia no desenvolvimento de novos analogos para o tratamento da DA.
(Barril et al., 2001; Kaur & Zhang, 2000; Sugimoto et al., 2002).

Em meados de 1998 foi aprovada na Europa a rivastigmina, droga derivada da
fisostigmina por modificagcdes moleculares. E um AChEI selectivo e pseudoirreversivel
como a fisostigmina, porém tem menor selectividade (Sugimoto et al., 2000; Camps &
Munoz-Torrero, 2002; Racchi et al, 2004;). A rivastigmina apresentou perfil
farmacologico superior a fisostigmina, com boa selectividade e bioactividade
consideravel in vivo, boa tolerdncia por parte dos pacientes, propriedades
neuroprotectoras e melhoria na cogni¢do dos pacientes durante as fases de testes
clinicos. Foi aprovada pelo FDA no ano 2000 (Sugimoto et al, 2000; Camps &
Munoz-Torrero., 2002; Racchi et al.,2004) e ¢ comercializada com o nome de Exelon®,
um dos farmacos mais indicados hoje no tratamento de pacientes com DA. A
rivastigmina ¢ considerada uma AChEI pseudo-irreversivel por se complexar a AChE
no reconhecimento molecular, carbamilando a enzima no oxigénio do hidroxilo do
residuo Ser200, formando uma ligagdo covalente com distancia de ligagao da ordem de
1,39 A que ¢ lentamente desfeita (descarbamilagdo). Além da carbamilacdo, a
rivastigmina interage com os residuos Trp84 e PheF330 (Bar-On et al., 2002)

O terceiro AChEI aprovado pelo FDA para o tratamento da DA foi a
galantamina. E um alcaldide encontrado em varias plantas da familia das
Amaryllidaceae, particularmente numa planta nativa da regido do Caucaso europeu
chamada “snow drop” (Racchi et al., 2004)

Foi descoberta acidentalmente por um farmacéutico bulgaro em 1950. O extracto
dessa planta era utilizado para tratar dores dos nervos, poliomielite e usado como
anestésico (Greenblatt e al, 1999). Além de ser um inibidor selectivo, competitivo e
reversivel da acetilcolinesterase, ¢ modulador alostérico dos receptores nicotinicos
cerebrais, musculares e gangliais (Kone et al., 2006). Tendo actividade diferenciada
sob o sistema nervoso central, facilidade para penetrar a barreira hematoencefalica, boa

biodisponibilidade, boa tolerancia do organismo, foi aprovada em 2001 para o
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tratamento da DA por promover melhorias significativas na cogni¢cao e outros sintomas
niio-cognitivos nos pacientes. E comercializada com o nome de Reminyl® (Kone ef al.,
2006). A galantamina interage com os residuos do sitio activo da AChE, principalmente
Ser200 e Phe330 por ligacdes de hidrogénio e com o Trp84 por interacg¢des do tipo 17-11
(Greenblatt et al., 1999)

A (£) huperzina A (Figura 10) ¢ um alcaldéide natural obtido da Huperzia
serrata, planta muito utilizada pela medicina chinesa. E um potente inibidor reversivel
da AChE (Raves et al., 1997) com potencial para o tratamento de DA, considerando-se
a sua ac¢ao prolongada sobre o Sistema nervoso central, baixa toxicidade, além de
accdo protectora sobre os neurdnios contra o excesso de glutamato que pode causar a
morte das células nervosas (Sugimoto et al., 2000; Camps & Munoz-Torrero, 2002)
Num de “docking” realizado por Raves (1997) e colaboradores demonstrou-se que a ()
huperzina A tem reconhecimento molecular com a AChE por meio de interac¢des do
tipo 771-11 com os residuos Trp84 e Phe330, além da ligacdo de hidrogénio com o residuo

His440 (Raves et al., 1997).
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1.7. Pesquisa de novos candidatos de origem natural para o tratamento da DA

A diversidade estrutural dos anticolinesterasicos ja conhecidos e a possibilidade
de explorar modos de acgdo diferentes estimularam estudos fitoquimicos com diversas
espécies de plantas e micro-organismos com base no uso popular ou em dados
etnobotanicos. A pesquisa de drogas inibidoras de AChE com acg¢do prolongada, com
maior poténcia e com menores riscos de efeitos colaterais, ainda permanece o foco de
diversos pesquisadores (Howes & Houghton, 2003; Khalid ef al., 2004). Cerca de 50%
das drogas introduzidas no mercado durante os ultimos 20 anos sao derivadas
directamente ou indirectamente de moléculas pequenas de origem natural (Newman &
Cragg, 2007). A natureza pode ser considerada como uma importante fonte de novos
compostos quimicos de interesse para o tratamento de varias doengas, inclusive a DA.
Além disso, varios compostos promissores ja foram sintetizados e testados pelas suas
habilidades de inibir AChE (Di Giovanni et al., 2008). Recentemente, extractos de
plantas medicinais tém sido objecto de diversos estudos visando a busca de solugdes
que possam dar maior conforto aos pacientes com a DA (Lopez et al., 2002; Khalid et
al., 2004; Viegas Junior et al., 2004; Anekonda & Reddy, 2005; Facundo & Rios, 2005;
Adsersen et al, 2006). Desse modo, diversos extractos avaliados mostraram
propriedades como pré-colinérgica, antioxidante, anti-amildéide e anti-inflamatoria,
indicando o uso promissor de substancias provenientes de farmacos vegetais no
tratamento de pacientes com DA (Anekonda & Reddy, 2005). Extractos de plantas
contendo varios constituintes activos tém sido usados hoje em dia para tratar desordens
associadas com o Sistema Nervoso Central, entre essas, espécies da familia
Amaryllidaceae (Lopez et al., 2002; Melanie-Jayne et al., 2003; Khalid et al., 2004;
Viegas Junior ef al., 2004; Anekonda & Reddy, 2005).

Viérios factores mostram que extractos de plantas medicinais podem ser veiculos
portadores de substidncias importantes e activas, onde se incluem as substincias
inibidoras da AChE (Anekonda & Reddy, 2005). O primeiro factor ¢ a
biodisponibilidade (Manach et al., 2005), especialmente quando se trata de plantas que
contém flavonoides ou outras substancias polifendlicas. Essas substancias sdo capazes
de atravessar a barreira intestinal e penetrar no sistema circulatorio. O segundo factor ¢
a capacidade dos extractos passarem pela barreira hemato-encefalica. Esta barreira
expressa um grande numero de transportadores, como a glicoproteina-P, onde as

substancias naturais actuam. O terceiro factor estd relacionado aos aspectos
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toxicolédgicos e de interagdo droga-droga entre as substancias naturais. Poucos estudos
clinicos foram realizados com plantas medicinais, ou seus extractos, que possam
garantir da sua seguranga e eficacia. No entanto, estudos clinicos realizados até entdo
mostraram poucos efeitos adversos. Um estudo realizado por Anekonda e Reedy (2005)
apresenta uma lista de plantas com actividade no tratamento da DA, bem como efeitos
sinergéticos (positivos e negativos) de combinagdes de diversos compostos dessas

plantas (Roman et al., 2002; Alcala et al., 2005).

Como anteriormente descrito (Capitulo 1.6.4), quimicamente as AChEIs tém em
comum a ac¢do inibitéria da AChE, porém possuem estrutura e natureza quimica
distintas. Sendo que alguns inibidores da AChE agem competindo com a ACh, outros
inibem a acilagdo do grupo OH da Ser200, formando um éster de carbamilo, mais
estavel que o acetato e menos apto a sair do sitio activo. Tendo isso em conta, ha um
enorme interesse cientifico na pesquisa de novos compostos para o tratamento da DA, ja
que ¢ possivel encontrar estruturas muito diferentes das conhecidas até ao momento e
que sejam simultaneamente bons inibidores da AChE e ndo provoquem efeitos

secundarios adversos.
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2. Material e Métodos

2.1.  Material vegetal

Numa primeira fase o material vegetal foi colectado na Ilha de Sao Miguel nos
Acgores em Janeiro de 2008, no local (3) indicado na Figura. 2.1. O material vegetal
incluia rizomas, folhas maduras, folhas jovens, caules, sementes e frutos de H.
gardnerianum, no ambito do projecto de Licenciatura em Ciéncias Biologicas e da
Saude do Dr. Rafael Nunes, na Universidade dos Acores.

Numa segunda fase, colectaram-se na Ilha de Sdo Miguel, folhas maduras de H.
gardnerianum, em todos os pontos indicados na Figura. 2.1. entre os meses de
Fevereiro e Maio de 2010.

Posteriormente as recolhas, o material vegetal foi levado para a Universidade
dos Agores, Polo de Ponta Delgada Universidade dos Acores, onde foi cuidadosamente
limpo de impurezas (terra ou areia), eliminando-se o material com algum sinal de

deterioragdo e armazenando-o a -80°C, para posterior utilizagao.



44

Figura. 2.1. Mapa da Ilha de Sdo Miguel nos Agores. (Fonte: Google Earth 5.1.3533.1731).
Sdo mostrados os quadro pontos da colecta:

(1) Sete Cidades (37° 50’ 44,69°°N and 25° 45’ 46,12°°W);

(2) Fogo (37°47° 06,62°°N and 25° 28’ 35,62°°W);

(3) Furnas (37° 45’ 59,02°°N and 25° 20’ 05,75’ W);

(4) Achada (37° 49’ 39,28°’N and 25° 15” 28,35”°W).
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2.2.  Preparacio dos extractos

2.2.1. Extractos metandlico e diclorometanico

Os materiais vegetais recolhidos foram cortados e extraidos segundo uma
sequéncia, numa primeira etapa com diclorometano (CH,Cl,), durante 10 horas, numa
segunda fase, com metanol (CH3;OH), durante 10 horas (Figura. 2.2.), numa propor¢ao
de 1g/ 4 mL de solvente.

Os extractos foram posteriormente evaporados a secura, sob vicuo, a uma
temperatura de 40°C, num evaporador rotativo, Biichi Rotavapor R2I10, para os
extractos metanolicos (Figura. 2.3.), e num evaporador rotativo Biichi Rotavapor

RE[21, para os extractos diclorometanicos (Figura. 2.4.), sendo por ultimo

armazenados, protegidos de luz, a uma temperatura de -20 °C, at¢ ao momento dos

ensaios.

Figura. 2.3. Fotografia em pormenor da fracdo diclorometénica no evaporador rotativo Biichi

rotavapor RE121 (Foto de: Autor).
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Figura. 2.4. Fotografia em pormenor da frac¢do metandlica no evaporador rotativo Biichi Rotavapor

RE210 (Foto de: Autor)

2.2.2. Extracg¢ado e fraccionamento do extracto diclorometdnico

A repeti¢do da extraccdo com diclorometano de folhas maduras e os respectivos
fraccionamentos foram elaborados pela Doutora Ana Seca do Departamento de Ciéncias
Tecnologicas e do Desenvolvimento da Universidade dos Acores, sendo que a mesma,
muito gentilmente, disponibilizou o material para analise para esta dissertacao.

A extracgdo iniciou-se com 0.427 Kg de folhas maduras de H. gardnerianum,
pertencentes a0 mesmo conjunto recolhido pelo Dr. Rafael Nunes e armazenadas a
-80°C. Depois de trituradas, estas folhas foram colocadas num baldo volumétrico com
2.0L de diclorometano, durante 3 dias, resultando desta extrac¢ao 8.28g de extracto seco
ap6s evaporacao com evaporador rotativo. Este extracto foi fraccionado tendo em conta
a sua solubilidade a quente em hexano (fraccdo designada por 1.1, 4,66 gramas),
hexano:diclorometano 50% (frac¢do designada por 1.2, 2,39 gramas) e o restante
designado por residuo (0,63 gramas). As fraccoes 1.1 e 1.2 foram armazenadas em
eppendorfs com massa suficiente para fazer testes bioldgicos (1.1 115,1 mg; 1.2 46,3
mg).

A fraccdo 1.2 revelou-se, entretanto, a mais activa em testes preliminares com
outras finalidades que nao as descritas por este trabalho, pelo que foi fraccionada em
Universidade de La Laguna, Canarias, Espanha, por cromatografia em coluna de silica
gel, eluida com hexano: acetato de etilo em propor¢des de 0% a 100% de acetato de

etilo, de 5 em 5 % (100 mL de cada), tendo resultado a recolha de 84 fracgdes.
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A andlise dessas fracgdes por TLC permitiu reunir as que possuiam perfil

idéntico:

Da 1 a 18 fracgdo 1.2.1;
Da 19 a 22 frac¢ao 1.2.2;
Da 23 a 24 frac¢ao 1.2.3;
Da 25 a 28 fracgao 1.2.4;
Da 29 a 34 fracgdo 1.2.5;
Da 35 a 47 fracgao 1.2.6;
Da 48 a 61 frac¢ao 1.2.7;
Da 62 a 81 fracgdo 1.2.8;
Da 82 a 84 fracgao 1.2.9.

vV V V V V V V V V

2.2.3. Extracgdo dos oleos essenciais

As extracgdes de 6leo essencial foram realizadas por hidrodestilagdo através de
um aparelho graduado tipo Clevenger. (Figura. 2.5.)

Para a obtengdao dos dleos essenciais das plantas analisadas, foram utilizados
300g de folhas cortadas em pedagos. Estas foram colocadas em baldes de extraccdo de
2000mL, adicionando-se agua destilada até perfazer o seu volume. Estes baldes de
extrac¢do foram submetidos a uma temperatura de aproximadamente 100°C, durante um
periodo de 90 minutos, apds o inicio da ebuligdo. Ao fim desse tempo retiraram-se as
amostras, recomecando-se o processo de modo idéntico até se obter uma quantidade de
0leo suficiente para as analises e ensaios de actividade anticolinesterasica.

Apoés cada extraccdo o oOleo essencial foi quantificado com o auxilio de uma

micropipeta. As amostras foram armazenadas a -20°C, até ao momento da analise.
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Figura. 2.5. Aparelho de€tevenger utilizado na extrac¢@o dos 6leos essenciais. (Foto de: Autor)
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2.3. Determinacao da actividade da Acetilcolinesterase

Para medir a actividade da AChE, foram modificados os ensaios descritos por
Ellman ef al. (1961) e Ingkaninan et al. (2003).

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método espectrofotométrico
para a determinagdo da actividade anticolinesterdsica (Ellman et al., 1961). O método
baseia-se na medi¢do da taxa de produgao de tiocolina a medida que a acetiltiocolina ¢
hidrolisada pela acetilcolinesterase. Isto ocorre pela reaccdo posterior da tiocolina (1)
com reagente de Ellman (2) (DTNB), produzindo o anido amarelo (3) (Figura. 2.6.).

A taxa da produ¢do do composto colorido 3 ¢ monitorizada num

espectrofotometro UV/VIS a 412 ou 405 nm.

0 0
Il + AChE V4 +
CH,C—SCH,CH,N(CH;); — > CH3C_ 5 + HSCH,CH,N(CH,),
(1)
COOH COOH
O,N NO,
+ —_—
HSCH,CH,N(CHs), +
sS—s
(2) _ -
COCH o COOH o COOH
[\ v+
— o A = N
0
S—SCH,CH,N(CHa)s 3 S

3)

Figura. 2.6. Esquema representativo da série de reacgdes quimicas descritas por Ellman ef al. (1961).

Este método fotométrico exige uma elevada solubilidade em agua de todos os
reagentes e principalmente das amostras, uma vez que os tampoes € solugdes o sao em
meio aquoso (Ellman et al., 1961).

A triagem de substincias quimicas frente a um enzima (alvo macromolecular)
pode ser abordada (i) pela avaliagdo do efeito em dose unica (% inibi¢do) ou (ii) pela
determina¢do da metade da maxima concentragdo inibitoria (ICsg). Frequentemente, faz-
se uma triagem preliminar com doses Unicas, que podem ser concentragdes padrdes pré-
estabelecidas; As substidncias que mostram inibicdo significativa nesse ensaio sdo

seleccionadas para estudos mais detalhados, visando a determinag@o do ICs.
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O ICsp dos candidatos a inibidores, por sua vez, ¢ estabelecido através de ensaios
que levam a criacdo de graficos do tipo concentracdo X resposta. A andlise por
regressdo nao-linear desses graficos leva a determinagdo do factor de poténcia ICsg, que
se refere a concentracdo de inibidor necessaria para reduzir em 50% a actividade
enzimatica, em condigdes experimentais consideradas padrdo. Esse importante
parametro cinético permite a analise quantitativa e comparativa dentro de uma série de
compostos, criando dados tteis para o estabelecimento de relagdes entre a estrutura e a
actividade (SAR, do inglés, Structure-Activity Relationships).

Neste estudo utilizou-se acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (Sigma-
Aldrich®, ref'C3389). Para tal, preparou-se uma solugdo stock de 1000 U/mL em
tampdo fosfato de sddio 0.1 M pH 7.0, 0.1% de BSA. Esta solucdo foi diluida no
mesmo tampado para obter uma solucdo de enzima 0.25 U/mL, sendo a concentracao
utilizada nos ensaios em microplaca. As solugdes foram divididas em aliquotas e
conservadas a -80°C até ao momento dos ensaios.

Para os ensaios em microplaca foram preparados solu¢des-mae de concentragao
100mg/mL. As solucdes metandlicas e dos 6leos essenciais foram preparadas com
solvente metanol, enquanto as solucdes mae das frac¢des diclorometanicas, foram
preparadas com dimetilsulfoxido.

Uma dilui¢ao subsequente foi efectuada com tampao fosfato de soédio 0.1 M pH
8.0, para uma concentracdo de 5 mg/mL. A percentagem de solvente nesta ultima
solug@o nunca excedeu os 2.5% (v/v).

A actividade da acetilcolinesterase foi monitorizada a 415nm num leitor de

microplacas Biorad modelo 680, instalado numa sala climatizada a 25°C.

2.3.1. Determinacdo da percentagem de inibi¢do da Acetilcolinesterase.

Com o auxilio de uma pipeta multicanal, realizou-se em cada microplaca uma
dilui¢ao seriada dos extractos e 6leos a testar de modo a obter concentracdes entre zero
(controlo) e 2.5 mg/mL, em tampao fosfato de sodio 0.1 M, pH 8.0. Adicionou-se a
todos os pocos da microplaca 5 uL. de DTNB 3mM e Sul. de AChl 75 mM, de modo a
obter um volume final de 240 pL. A reaccdo foi iniciada pela adicdo, com um
dispensador automatico, de 10 pL. de AChE 0.25U/mL. A microplaca foi colocada

imediatamente no leitor de microplacas, e a variagdo da absorvancia monitorizada a
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415 nm aos 0, 150, 300 e 450 segundos. O protocolo detalhado pode ser consultado no
Anexo I
As percentagens de inibi¢do foram calculadas comparando-se as taxas de

reac¢do das amostras com a taxa de reac¢ao do controlo através da formula (1):

Taxadareaccao da amostra

(1) % Inibicdo = 100 — (

x 100 )

Taxade reacgao do controlo

As taxas de reac¢do foram calculadas utilizando o software Microsoft® Excell
2007 e por software apropriado para o efeito, a saber, GraphPad® Prism versao 5.0.
Para a determina¢ao do ICsy foi utilizado o software EPA PROBIT ANALYSIS
PROGRAM Versio 1.4.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados obtidos

apresentados como média = SEM (standard error of the mean, ou seja, erro padrio).
2.3.2. Determinagdo do tipo de inibi¢do

A variagdo da velocidade com a concentragcdo de substrato foi determinada em
microplaca, em tampao fosfato de sdédio 0.1 M pH 8.0, com 10 pL. de DTNB 3mM,
240 pL de volume final e concentracdes de AChI entre zero e 3 mM, em presenca ou
auséncia de amostras a testar. As amostras ou padrdes a testar foram adicionadas em
concentragdes aproximadamente iguais a 2 ICso. A reacgdo foi iniciada por adicdo de
10 uL de AChE 0.25 U/mL. A microplaca foi imediatamente colocada no leitor de
microplacas e a variagdo da absorvancia monitorizada aos 0, 150, 300 e 450 segundos.
O protocolo detalhado pode ser consultado no Anexo II.

As taxas das reac¢des foram calculadas utilizando o software Microsoft® Excell
2007 e um software apropriado para o efeito, GraphPad® Prism versao 5.0. Os célculos
de cinética enzimdtica foram efectuados com o auxilio de graficos de Lineweaver-Burk
realizados utilizando dois softwares apropriados para o efeito, GraphPad® Prism versao
5.0. e Hyper 32 Versao 1.0.0, e pelo software Microsoft® Excell 2007.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados obtidos

apresentados como média £ SEM.
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2.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos nos foram sujeitos a uma transformagao arcoseno, antes de se
proceder a andlise de variancia (ANOVA). No caso de esta analise ser significativa, as
médias eram separadas por um Tukey multiple range test, a P <0.05. Para este

tratamento utilizou-se o SPSS Statistics 17.0.
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3. Resultados

3.1. Inibi¢do da actividade anticolinesterasica em diversas partes da planta

Antes de qualquer ensaio com as diversas partes da planta, avaliou-se os valores de
ICso de trés compostos puros referidos na bibliografia como inibidores da AChE, o
a-pineno (Orhan et al., 2003), o 4cido ursolico (Chung et al., 2001) e a galantamina
(Michaelis, 2003). De entre estes o maior inibidor da AChE foi a galantamina
(IC50=0.078mg/mL), seguindo-se o acido ursdlico (ICso=0. 185mg/mL) e finalmente o
a-pineno, com uma capacidade de inibi¢do muito inferior aos outros dois compostos

(ICso=1.43mg/mL (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Inibicdo da actividade de acetilcolinesterase por compostos puros. Os valores. Os valores

apresentados sdo expressos em ICsy e sdo médias + erro padrio (SEM) de trés ensaios experimentais.

ICs0 (mg/mL)
Composto Média SEM
a-pineno 1.43 0.093

Galantamina 0.078 0.002
Acido ursélico 0.185 0.008

Numa primeira fase, ¢ como foi anteriormente indicado, pretendeu-se avaliar a
parte da planta com maior actividade de inibi¢do da acetilcolinesterase. Deste modo,
foram analisados os extractos diclorometianicos e metandlicos de rizomas, folhas
maduras, folhas jovens, caules, sementes e frutos de H. gardnerianum. Uma vez que
nao era possivel determinar valores de ICsy para todos os extractos, dado que  nalguns
casos as percentagens de inibi¢do ndo chegavam aos 50%, optou-se por apresentar
também as percentagens de inibicdo a 2.5 mg/mL, a concentracdo de extracto mais

elevada utilizada nestes ensaios (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Inibigdo da actividade de acetilcolinesterase por extractos de DCM e de MeOH de diferentes
partes da planta. Apresentam-se as percentagens de inibicdo a 2.5 mg expacto/mML € 0s valores de ICs,

quando possivel (ver texto). Os valores apresentados sdo médias + erro padrao (SEM), de trés ensaios

experimentais.
% Inibigdo a 2.5 ICs0 (mg/mL)
mg/mL
Faneda  Sowvente Media SEM  Média  SEM
anta
Caule MeOH 34.63 0.98 - -
DCM 38.06 0.65 - -
Frutos MeOH 70.93 0.98 2.07 0.09
DCM 55.17 1.15 1.39 0.09
Folhas MeOH 78.66 1.07 0.86 0.02
Maduras DCM 80.60 0.66 0.74 0.04
Sementes MeOH 70.41 0.84 2.54 0.09
DCM 50.54 0.27 1.46 0.02
Rizomas MeOH 47.09 0.70 - -
DCM 34.46 1.56 - -
Folhas MeOH 34.85 0.29 -— -—
Jovens DCM 34.85 1.23

Como se pode verificar na Tabela 3.2. os extractos de Caule, Rizomas e Folhas
Jovens foram os que apresentaram uma actividade anticolinesterasica mais baixa, nao
chegando a 50% de inibicdo a 2.5 mg/mL. Entre este, os extractos de folhas jovens
foram aqueles cuja actividade de inibicdo foi mais baixa. Quanto aos restantes, 0s
extractos provenientes de folhas maduras foram os que apresentaram os valores mais
elevados de inibicao daquele enzima. Em segundo lugar de poténcia inibitdria seguiram-
se os extractos de fruto, seguindo-se os extractos de semente. Esta tendéncia verificou-
se tanto no caso dos extractos de diclorometano como nos de metanol, e possivelmente
deve-se ao facto de, no caso das folhas jovens, ainda ndo haver acumulagdo de
compostos secundarios suficiente para inibir significativamente a AChE. Por outro lado,
em termos globais, e os extractos de DCM apresentam uma percentagem de inibig@o
sempre superior, quando comparados aos extractos de MeOH.

A andlise do parametro ICsy permitiu comparar a actividade anticolinesterasica
entre as amostras, e ainda compara-la com os valores da literatura cientifica. Verifica-se
que os extractos provenientes das folhas maduras sdo aqueles que apresentam valores de
ICs, menores, quer no caso do extracto DCM, quer no extracto MeOH, com um valor

médio de 0.86 mg/mL para o caso do extracto MeOH , e de 0.74 mg/mL, no caso do
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extracto DCM, ou seja, sdo inibidores mais activos que o a-pineno. Tanto os extractos
DCM, como os extractos MeOH dos Frutos e Sementes tém valores de ICsy superiores a
1.00 mg/mL. Tendo em linha de conta o descrito em termos bibliograficos, extractos
vegetais que apresentam um valor de ICsg inferior a 1.00 mg/mL t€ém o seu potencial
anticolinesterdsico descrito como alto (Ingkaninan ef al., 2003; Khalid et al., 2004;
Orhan et al., 2004; Adsersen et al., 2006). Sendo assim, os extractos DCM e MeOH de
folhas maduras apresentaram uma excelente inibicdo de AChE, pelo que foram

seleccionados para a continuacdo deste trabalho.
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3.2. Variacao da actividade anticolinesterasica com o local de crescimento da

planta

Numa segunda fase foram analisados apenas extractos de folhas maduras de H.
gardnerianum, em diferentes locais da ilha, no sentido de avaliar a variabilidade da
actividade anticolinesterasica com o local de recolha.

Optou-se por comparar em primeiro lugar as percentagens de inibicdo da
acetilcolinesterase, quando o mesmo enzima foi submetido a uma concentragdo de
extracto de 2.50 mg/mL, uma vez que nalguns casos a inibi¢do a concentracdo maxima

ndo chegava a 50%, ndo sendo portanto possivel determinar o ICsy (Figuras. 3.1 e 3.2).

100
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10 -

Inibicdo da AChE a 2.50 mg/mL (%)

FOGO MT FURNAS MT ACHADA MT SCID MT

Figura 3.1. Valores da percentagem de inibi¢do dos extractos metanolicos de folhas maduras a uma
concentragdo de 2.50 mg/mL. FOGO, plantas recolhidas junto a Lagoa do Fogo, FURNAS, junto a Lagoa
das Furnas, Achada, na Achada do Nordeste ¢ SCID, nas Sete Cidades. Cada coluna corresponde a média
de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrdo. Médias assinaladas pela mesma letra

indicam diferengas ndo significativas entre extractos a P = 0,05 (LSD test).
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Figura 3.2. Valores da percentagem de inibi¢do dos extractos diclorometanicos de folhas maduras a uma
concentragdo de inibidor de 2.50 mg/mL. FOGO, plantas recolhidas junto a Lagoa do Fogo, FURNAS,
junto a Lagoa das Furnas, Achada, na Achada do Nordeste e SCID, nas Sete Cidades.Cada coluna
corresponde @ média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrio. Médias

assinaladas pela mesma letra indicam diferengas ndo significativas entre extractos a P = 0,05 (LSD test).

Como se pode observar na Figura. 3.1., apenas o extracto MeOH recolhido junto a
Lagoa do Fogo apresenta supera os 50% de inibi¢do a concentracdo acima referida, com
um valor médio de 57,0%. Tendo isso em conta, ndo se procedeu ao calculo dos valores
de ICs, destes extractos. E de referir ainda que se verificaram diferencas significativas
entre os extractos testados (F=81,592; df= 11; P= 0,000).

Os extractos de diclorometano apresentaram percentagens de inibi¢ao
significativamente mais elevada, com um valor médio de 80,54% (Figura. 3.2). Na

Figura. 3.3. apresentam-se os respectivos valores de 1Csy.
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Figura. 3.3. Valores de ICsy de inibicdo da AChE por extractos DCM de folhas maduras de H.
gardnerianum de quatro locais de colheita diferentes. FOGO, plantas recolhidas junto a Lagoa do Fogo,
FURNAS, junto a Lagoa das Furnas, Achada, na Achada do Nordeste e SCID, nas Sete Cidades. Cada
coluna corresponde a média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrio. Médias

assinaladas pela mesma letra indicam diferengas ndo significativas entre os extractos analisados a P =

0,05 (LSD test).

Como podemos observar na Figura. 3.3., os extractos DCM de Folhas maduras de
H. gardnerianum apresentam uma actividade anticolinesterdsica extremamente elevada,
com valores de ICsy entre 0.28 ¢ 0.41 mg/mL, inferiores ao valor do a-pineno e da
mesma ordem de grandeza do acido ursolico. Tendo em conta o que ja foi referido,
podemos considerar que estes extractos tém um elevado potencial anticolinesterasico. E
de salientar, mais uma vez, que se observaram diferengas significativas entre plantas
recolhidas em diferentes zonas. (F=10,436; df=11; P=0,004).

No que diz respeito aos Oleos essenciais de folhas maduras (Figura. 3.4), as
percentagens de inibicdo a 2.5 mg/mL situam-se entre as obtidas para os extractos

metandlicos e os extractos diclorometanicos.
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Figura 3.4. Valores da percentagem de inibicdo por Oleos essenciais de folhas maduras a uma
concentragdo de 2.50 mg/mL. OILFURN, junto a Lagoa das Furnas. OILFOGO, junto a Lagoa do Fogo.
OILACHA, Achada do Nordeste e OILSCID, Sete-Cidades. Cada coluna corresponde a média de 3
experiéncias. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrio. Médias assinaladas pela mesma letra

indicam diferengas ndo significativas entre 6leos essenciais a P = 0,05 (LSD test).

Os valores de ICsy dos 6leos essenciais (Figura. 3.5), embora relativamente
baixos, indicam que os 6leos sdo menos activos que os extractos diclorometanicos,
apresentando valores 3 a 4 vezes superiores. Deste modo, embora estejam proximos do
limite do que se pode considerar uma boa fonte de actividade anticolinesterasica, ndo

sdo tdo promissores se considerarmos apenas o seu potencial de inibicao.
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Figura. 3.5. Valores de ICsy de inibicdo da AChE por dleos essenciais folhas de H. gardnerianum de
quatro locais de colheita diferentes. OILFURN, junto a Lagoa das Furnas. OILFOGO, junto a Lagoa do
Fogo. OILACHA, Achada do Nordeste e OILSCID Sete-Cidades. Cada coluna corresponde a média de 3
ensaio. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrdo. Médias assinaladas pela mesma letra

indicam diferencas ndo significativas entre 6leos essenciais a P = 0,05 (LSD test).

Efectivamente, os Oleos essenciais provenientes das folhas maduras apresentam
valores de ICso muito proximos de 1.00 mg/mL. A semelhanca do que se verificou nos
extractos de DCM, o oleo essencial proveniente das folhas maduras recolhidas nas
Furnas foi aquele que possui um valor de ICsy menor, com um valor de 1.03 mg/mL. De
qualquer modo, o ICspdos 6leos essenciais testados foi sempre inferior ao obtida para o
o o-pineno. E de referir ainda que ndo se verificaram diferencas significativas entre os

extractos testados (F=2,139; df=11; P=0,173).
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3.3. Actividade anticolinesterasica de fraccoes dos extractos DCM de folhas

maduras

Uma vez que se os resultados mais favoraveis foram obtidos com os extractos
diclorometanicos de folhas maduras, testou-se a actividade anticolinesterasica de
fracgdes obtidas a partir de um outro extracto de diclorometano das plantas recolhidas
nas Furnas, no ambito do projecto de final de licenciatura do Dr. Rafael Nunes. Na

Figura 3.6. estao representadas os valores médios de ICs dessas fracgdes.
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Figura. 3.6. Valores de ICs, das frac¢des obtidas a partir de extractos DCM de folhas maduras de H.
gardnerianum. Cada coluna corresponde a média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o
erro padrdo. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferengas ndo significativas entre oleos

essenciais a P = 0,05 (LSD test).

Como podemos observar na Figura. 3.6., verificaram-se diferencas significativas
entre as frac¢des (F= 478,962; df= 20; P= 0,000), sendo a frac¢do 1.2.7 aquela que
possui um valor de ICso menor, com um valor de 0.31 mg/mL. Todas as outras frac¢des
representadas apresentam um ICs, inferior a 1.00mg/mL, com a excepg¢do da fraccao
1.1.3, que apresenta um valor de ICsy de 1.40 mg/mL. Assim, a fraccao 1.2.7
representou um enriquecimento da actividade anticolinesterasica, sendo 2.4 vezes mais
activa do que a o extracto diclorometanico preparado a partir das mesmas folhas, mais
activa que o o-pineno ¢ da mesma ordem de grandeza do acido ursolico (ICsg 0.74, 1.43
e 0.185 mg/mL, respectivamente). Este aumento da actividade por mg de extracto seco
corresponde a um enriquecimento na (ou nas) molécula (s) activa (s), sendo um bom

indicador do caminho a seguir para a purificagdo e caracterizacao do principio activo.
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3.4. Caracterizacio do tipo de inibicdo da Acetilcolinesterase

Procurou-se caracterizar o tipo de inibicdo da acetilcolinesterase para os
extractos que apresentavam valores de ICsg inferiores ou proximos a 1.00 mg/mL.

A andlise do perfil de inibicdo obtido através da representacdo grafica de
Lineweaver-Burk permite avaliar o tipo de inibicdo do composto em estudo. O tipo de
inibicao classifica-se segundo o efeito que produzam nas constantes cinéticas Km e
Vmax. No sentido de facilitar a andlise dos resultados, a Tabela 3.3. apresenta um
resumo das alteragdes sofridas pelos pardmetros cinéticos Km e Vmax em diversos tipos

de inibicao reversivel.

Tabela 3.3. Tipos de inibicao reversivel e respectivas variagdes do Km e Vmax (Adaptado de

Roberts, 1977)

Tipo de inibicao Km Vmax
Competitiva 1 >
Nao competitiva > !
Incompetitiva ! !
Mista 15> ou | !

1, representa um aumento dos valores de Km ou Vmax, quando na presenca de inibidor em
relacdo a auséncia do ultimo; |, representa uma diminui¢do do valores de Km ou Vmax, quando na
presenca de inibidor em relagdo a auséncia do mesmo; «», representa uma manutengdo dos valores de Km

ou Vmax, quando na presenga de inibidor em relagdo a auséncia do ultimo.

Numa primeira fase, estudaram-se diversos compostos puros, sendo estes
referidos na literatura cientifica como inibidores da acetilcolinesterase: o a-pineno,
referido por Orhan et al. (2003) como um inibidor ndo competitivo da AChE, a
galantamina referida por Michaelis, (2003) como um inibidor competitivo e¢ o acido
ursolico, referido por Chung et al. (2001), como um inibidor competitivo deste enzima.

Os resultados obtidos apresentam-se sob a forma de graficos de Lineweaver-
Burk (Figuras. 3.7.-3.9.), tendo sido determinados os valores de Km e Vmax em

presenga e auséncia de inibidor (Tabela 3.3).
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Figura. 3.7. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinag@o do tipo de inibig¢do para o a-

pineno a uma concentragdo igual a 1.25 mg/mL. [S] é apresentado em mM e V, em AAbsy;s,,/min.
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Figura. 3.8. Gréafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacdo do tipo de inibicdo para a

galantamina a uma concentracgdo igual a 0.078 mg/mL. [S] é apresentado em mM e V, em AAbsy;s,,/min
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Figura. 3.9. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinagdo do tipo de inibi¢@o para o acido

ursdlico a uma concentragdo igual a 0.185 mg/mL. [S] ¢ apresentado em mM e V, em AAbs,;s,,/min.

Tabela 3.3. — Parametros cinéticos para compostos puros.

Acetilcolinesterase
Km (mg/mlL) Vmax(AAbs,ys,,/min)
Controlo (a) 0.4663 0.05867
a-pineno (b) 0.4527 0.04771
Galantamina (c) 2.410 0.06614
Acido Ursélico (d) 2.627 0.05789

Os valores apresentados foram calculados para a inibigdo da acetilcolinesterase pelos compostos puros, €
pelo padréo, o-pineno: valores de Km, Vmdx. (a) sem inibidor; (b) 1.25 mg/mL; (¢) 0.078 mg/mL; (d)
0.185 mg/mL.

No caso do a-pineno, o valor de Km ¢é aproximadamente igual ao controlo
enquanto o de Vmax diminui na presenca do composto, o que indica uma inibi¢do ndo
competitiva. Este resultado estd de acordo com Orhan ef al. (2003), que também refere
este tipo de inibicdo para o a-pineno, como ja foi referido anteriormente. No caso da
galantamina, o valor de Vmax ¢ aproximadamente igual ao controlo enquanto o Km
aumenta na presenca do composto, o que indica uma inibi¢do competitiva. Este
resultado esta de acordo com Michaelis (2003), como ja foi referido anteriormente. No
caso do acido ursolico, o valor de Vmax ¢ aproximadamente igual ao controlo enquanto
o Km aumenta na presenga do composto, o que indica uma inibicdo competitiva. Este

resultado estd de acordo com Chung et al. (2001), como ja foi referido anteriormente.
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Numa segunda fase, estudaram-se diversos Oleos essenciais. Os resultados
obtidos apresentam-se sob a forma de graficos de Lineweaver-Burk (Figuras. 3.10-

3.13), tendo sido determinados os valores de Km ¢ Vmax em presenca e auséncia de

Inibidor (Tabela 3.4.).
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Figura. 3.10. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinagdo do tipo de inibi¢do para o 6leo

essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Sete-Cidades, a uma concentragdo igual a 1.25 mg/mL.

[S] € apresentado em mM e V, em AAbs,;s,,/min.
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Figura. 3.11. Gréfico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacgdo do tipo de inibi¢do para o 6leo

essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Achada, a uma concentragdo igual a 1.25 mg/mL. [S] ¢é

apresentado em mM e V, em AAbs,s,,/min.
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Figura. 3.12. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinagdo do tipo de inibi¢do para o 6leo

essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Fogo, a uma concentragdo igual a 1.25 mg/mL. [S] ¢é

apresentado em mM e V, em AAbsy;sp,/min.
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Lineweaver-Burk plot

300-
— Controlo
— com Inibidor
200-
(e)
=
100
T l/ T T 1
-4 -2 0 2 4 6

11[S]
Figura. 3.13. Gréfico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacgdo do tipo de inibi¢do para o 6leo

essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Furnas, a uma concentracdo igual a 1.25 mg/mL. [S] ¢é

apresentado em mM e V, em AAbs,sy,/min.

Tabela 3.4. — Parametros cinéticos para os diversos dleos analisados.

Acetilcolinesterase
Km (mg/mL) Vmax(AAbs ;5,,/min)
Controlo (a) 0.4663 0.05867
Achada (b) 2.605 0.06885
Fogo (b) 1.061 0.03902
Furnas (b) 1.261 0.03121
Sete-Cidades (b) 1.01 0.03886

Os valores apresentados foram calculados para a inibigdo da acetilcolinesterase pelos diversos oleos.

Valores de Km, Vmax. (a) sem inibidor; (b) 1.25 mg/mL do inibidor representado.

No estudo de cinética enzimdtica para os diversos Oleos essenciais das Folhas
maduras da planta em estudo, verificamos que o valor de Vmax obtido ¢ menor em
presenca dos dleos essenciais de Fogo, Furnas e Sete-Cidades do que na sua auséncia e
que o valor de Km aumenta. Este facto indica que estes 6leos exercem uma inibigao
mista. Quanto ao oOleo essencial de Achada, este aproxima-se de uma inibi¢do
competitiva, uma vez que apresenta um valor de Km superior no caso da presenca do
mesmo 6leo, quando comparado com o controlo, sendo que Vmax exibe sensivelmente
0 mesmo valor, quer na presenca ou auséncia do 6leo supracitado.

Numa terceira fase, procedeu-se a caracterizacdo dos tipos de inibicdo dos

diversos extractos diclorometanicos de folhas maduras de H. gardnerianum.
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Nas Figuras. 3.14 a 3.17 apresentam-se os graficos de Lineweaver-Burk

correspondentes aos resultados destes ensaios, € os respectivos valores de Km e Vmax

estdo representados na Tabela 3.5.
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Figura. 3.14. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacdo do tipo de inibicdo para o

extracto diclorometanico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Achada, a uma

concentracdo igual a 0.3125 mg/mL. [S] ¢é apresentado em mM e V, em AAbsys,/min.

Lineweaver-Burk plot

3001
— Controlo
— com Inibidor
2004
o
2
-
100-
: I_// |
-4 -2 0 2 4 6

11[S]

Figura. 3.15. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacdo do tipo de inibi¢do para o
extracto diclorometanico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Fogo, a uma

concentragdo igual a 0.3125 mg/mL. [S] ¢é apresentado em mM e V, em AAbsy;s,/min.
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Figura. 3.16. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacdo do tipo de inibi¢do para o

extracto diclorometanico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Furnas, a uma

concentracdo igual a 0.3125 mg/mL. [S] ¢é apresentado em mM e V, em AAbsys,/min.

Lineweaver-Burk plot

300-
— Controlo
— com Inibidor

200+

1/Vo

100

1/[S]

Figura. 3.17. Grafico de Lineweaver-Burk correspondente a determinacdo do tipo de inibigdo para o
extracto diclorometanico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Sete Cidades, a uma

concentragdo igual a 0.3125 mg/mL. [S] ¢é apresentado em mM e V, em AAbsy;s,/min.
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Tabela 3.5. — Parametros cinéticos para os diversos extractos diclorometanicos de folhas maduras de H.

gardnerianum.
Acetilcolinesterase
Km (mg/mL) Vmax (AAbS 415n,/min)
Controlo (a) 0.466 0.05867
Achada (b) 1.647 0.03265
Fogo (b) 1.209 0.03778
Furnas (b) 5.24 0.09273
Sete-Cidades (b) 1.25 0.03271

Os valores apresentados foram calculados para a inibi¢do da acetilcolinesterase pelos diversos extractos:

valores de Km, Vmax. (a) 0 mg/mL de inibidor; (b) 0.3125 mg/mL do inibidor representado.

No estudo de cinética enzimatica para os diversos extractos diclorometanicos,
verificamos que o valor de Vmax obtido ¢ menor na presenga do inibidor do que na sua
auséncia e que o valor de Km aumenta em todos os casos, indicando que os mesmos
exercem uma inibi¢ao mista. No entanto destaca-se o efeito do extracto de Furnas, que
apesar de ter caracteristicas mistas se aproxima mais duma inibi¢do competitiva.

O facto de a maioria dos 6leos e extractos analisados se terem comportado como
inibidores mistos podera dever-se a diversos factores. O principal ¢ o facto de ndo se
estar em presenca de compostos simples e sim de misturas complexas de compostos, de
modo que o efeito global detectado corresponde a soma dos efeitos de uma quantidade
indeterminada de inibidores, cada um com as suas caracteristicas. Por outro lado, as
caracteristicas do sitio activo da acetilcolinesterase, situada numa reentrancia profunda
(“groove”) fazem com que alguns inibidores se possam ligar em varios locais, de modo
que o seu comportamento se pode aproximar mais de uma inibigdo competitiva, ndo
competitiva ou incompetitiva. Por outro lado, justifica a razdo pela qual moléculas com
caracteristicas estruturais bastante diferentes podem actuar como inibidores deste
enzima (Nascimento, 2009).

Considerando que os inibidores competitivos sdo preferiveis como moléculas
terapéuticas, ¢ importante realgar os resultados tanto do extracto DCM do local de
colheita Furnas, como do o6leo essencial da Achada, pois sdo aqueles cuja inibicao da
AChE mais se aproxima do tipo competitivo. Os componentes que nestes 6leos mais
contribuam para este tipo e inibicdo sdo provavelmente mais promissores como

anticolinesterasicos de accao terapéutica.
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4. Discussao

Os extractos MeOH foram os que apresentaram menor actividade
anticolinesterasica. Tal j& era expectavel, tendo em conta a bibliografia consultada, a
qual verificou nas folhas duma planta do mesmo género a presenca de saponinas e a
auséncia de taninos, antraquinonas, alcaldides e flavonoides (Martins et al., 2010). Os
alcaldides continuam a ser o principal alvo de pesquisa para novos prototipos de
inibidores da acetilcolinesterase sendo o grupo de substancias mais amplamente
estudado. Como a maioria dos inibidores de acetilcolinesterase apresenta azoto nas suas
estruturas quimicas, a baixa actividade dos extractos MeOH parece estar relacionada
com o seu conteudo pobre em alcaldides (Barbosa-Filho ef al., 2006).

Os 6leos essenciais apresentaram uma actividade anticolinesterdsica promissora,
como ja foi referido. Em estudos anteriores, foram caracterizados 6leos essenciais de
folhas desta planta, sendo os maioritarios o a-pineno, o B-pineno, o cariofileno, o
farneseno, o B-guaieno e o a-cadinol (Medeiros ef al., 2003). O a-pineno e, em menor
grau, o B-pineno, poderdo estar na base de parte da actividade inibitoria (Miyazawa &
Yamafuji, 2005), bem como diversos outros componentes presentes em cada um dos
0leos. No entanto, dada a enorme variabilidade de perfis fitoquimicos dos Oleos
essenciais dentro duma mesma espécie, ¢ importante caracterizar cada um dos o6leos
utilizados neste trabalho, no sentido de associar as actividades aos compostos que lhes
poderdo estar na origem.

O facto de haver uma actividade elevada nos 6leos essenciais ¢ vantajoso, uma
vez que os seus componentes volateis atravessam facilmente a barreira
hematoencefalica, tendo em conta as suas pequenas dimensdes moleculares e a sua
lipofilia. A sua natureza volatil pode também permitir a sua administragdo como um
vapor inalado, evitando o sistema digestivo com a consequente desnaturagdo dos
constituintes moleculares activos (Savelev et al., 2004). Este tipo de administragao
podera de igual modo diminuir os efeitos adversos a nivel do sistema digestivo, que
como ja foi referido constituem a maioria dos efeitos secundarios que se pretende evitar.

Os extractos DCM foram os que apresentaram uma melhor actividade
anticolinesterdsica. Nestes extractos estdo os compostos mais apolares, o que significa

que sdao compostos de natureza distinta daqueles que estdo comercializados e/ou tém
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sido alvo da maioria dos estudos. Este facto € positivo, pois pretende-se encontrar novas
moléculas com elevada actividade anticolinesterasica e com menos efeitos adversos que
as drogas actualmente conhecidas. Estas caracteristicas serdo mais provaveis em
estruturas marcadamente diferentes das utilizadas até agora, que sdo essencialmente
alcaloides, como anteriormente referido.

Quanto a caracteriza¢do do tipo de inibigdo da Acetilcolinesterase, concluimos
que o extracto DCM do local de colheita Furnas e o 6leo essencial do local de colheita
Achada apresentam uma inibi¢do competitiva. Tal facto adquire maior énfase, tendo em
conta que grande parte das drogas actualmente conhecidas actua como inibidores
competitivos, como foi anteriormente descrito. Tendo isso em conta, os mesmos
extractos apresentam uma enorme relevancia na pesquisa de novas substancias para o
efeito acima mencionado.

E importante comparar os valores de ICs, obtidos a partir de extractos referentes
ao projecto do Dr. Rafael Nunes com os obtidos no dmbito desta dissertacdo. No que diz
respeito aos extractos DCM, os do ano de 2008 apresentam, em média, metade da
actividade anticolinesterasica dos de 2010. Por outro lado, os extractos MeOH mais
recentes apresentam uma actividade anticolinesterasica em média de trés vezes inferior
aos extractos mais antigos. Tal pode dever-se a diferentes factores, sendo estes
provavelmente: 1) o facto de os processos de extraccdo do Dr. Rafael terem sido
ligeiramente diferentes dos dessa dissertacdao, pois no caso dos primeiros, o material
vegetal foi liofilizado antes da extracc¢ao; 2) que desde ao momento da extracgao até a
analise passaram cerca de dois anos, tal podera ter alterado a composi¢do quimica dos
extractos; 3) o facto de as plantas terem uma enorme plasticidade metabdlica, tal facto
terd de ser obrigatoriamente tido em conta, visto que os metabolitos que uma planta
produz ao longo de um ano, ou em anos distintos, sdo condicionados por diversos
factores externos a propria planta, como exposicao solar, humidade e temperatura, entre

outros.
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5. Conclusao

Tendo em conta os objectivos descritos nesta dissertacdo. Hedychium
gardneranum mostrou ser uma excelente fonte de inibidores da acetilcolinesterase. Esta
actividade parece ter como principios activos compostos de natureza apolar,
evidenciados quer nos extractos diclorometanicos quer nos 6leos essenciais.

Os extractos MeOH foram os que apresentaram menor actividade
anticolinesterasica

Os 6leos essenciais apresentaram uma actividade anticolinesterasica promissora,
mais de duas vezes superior a dos extractos MeOH, sendo de qualquer modo inferior ao
verificado com os extractos DCM. Embora a sua actividade anticolinesterasica seja
inferior aos referidos extractos, podem ser usados em aromaterapia para a doenca de
Alzheimer.

No momento da entrega desta dissertacdo, estdo a ser determinados com recurso
a tecnologia GM-MS os constituintes e a percentagem de composi¢do desses 0leos, ndo
sendo ainda possivel a sua inclusdo neste documento. Esta caracterizagdo vai contribuir
para descobrir qual ou quais as moléculas responsaveis por estas actividades.

Os extractos DCM foram os que apresentaram uma melhor actividade
anticolinesterasica. Para além de poderem conter um novo principio activo diferente dos
ja utilizados na terapéutica da doenga de Alzheimer que ndo os tradicionais alcaldides,
pelo facto de serem apolares e lipofilicos irdo mais facilmente atravessar a barreira
hematoencefalica, permitindo deste modo uma melhor biodisponibilidade dos
compostos na zona alvo para o tratamento da doenga de Alzheimer, as fendas sinapticas
dos neurdnios cerebrais. A caracterizagdo dos constituintes e da sua percentagem nestes

extractos € assim da maior relevancia.
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6.  Perspectivas de trabalho futuro

O interesse continua focado, mesmo apds a entrega dessa dissertagdo, na
pesquisa e desenvolvimento de novos inibidores reversiveis de alta afinidade da enzima
acetilcolinesterase capazes de atravessar a barreira hematoencefalica. De tratar os
sintomas e impedir ou retardar o processo neurodegenerativo associado a doenga de
Alzheimer (AD). Para tal, ap0s as caracterizagdes, tanto dos 6leos essenciais, como dos
extractos DCM, serdo testados os compostos maioritarios para verificar se vao ao
encontro das expectativas. Pretende-se recorrer a ensaios in vitro, in vivo ¢ in silico.

No caso dos ensaios de in vitro, a perspectiva serd a do isolamento dos
compostos maioritarios, para posteriormente serem efectuados ensaios em microplaca,
com o intuito de verificar o seu potencial anticolinesterasico, a semelhanca do efectuado
com o0s compostos puros analisados nesta dissertacdo e referenciados como
anticolinesterdsicos pela literatura cientifica. Serd ainda caracterizado o seu tipo de
inibi¢do, e eventuais efeitos sinergéticos.

Quanto aos ensaios in vivo, no momento da entrega dessa dissertagdo estdo a ser
desenvolvidos diversos ensaios com recurso a modelos animais, moluscos do género
Lymnaea. O objectivo € verificar se as fracgdes mais activas inibem a actividade do
enzima acetilcolinesterase dos animais supracitados.

No que diz respeito a in silico, o objectivo ¢ desenvolver esta investigagdo com o
auxilio do reconhecimento molecular utilizando abordagens tedricas e computacionais,
como “Docking”, Mecanica molecular e estudos estrutura /actividade “SAR” e “OSAR”
para desenhar os compostos e estudar as suas propriedades quimicas e biologicas, tendo
sempre em linha de conta a inibi¢do da acetilcolinesterase. O interesse inclui igualmente
as propriedades quimicas dos compostos mais activos, que lhes permitam ter a
especificidade desejada contra um conjunto de alvos moleculares e, dessa forma,

solucionar problemas como a toxicidade e a resisténcia a terapéutica.
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Anexo I

Reagentes e equipamentos

Tampoes

Os seguintes tampdes foram utilizados. Tampao A: Fosfato de s6dio 0.1 M pH

8.0; Tampao B: Fosfato de sédio 0.1 M pH 7.0, contendo 1 g/L. de BSA.

Enzima

Acetilcolinesterase de  Electrophorus electricus  (Sigma-Aldrich®) foi
dissolvido em tampao B para preparar uma solugdo stock de 1000 U/mL e,
posteriormente diluida no mesmo tampao obter uma solugdo de enzima 0,25 U/mL,
sendo esta empregue nos ensaios em microplaca. Sendo que ambos foram conservadas a

-80°C até ao momento dos ensaios.

Substrato

Iodeto de acetiltiocolina (AChI) (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado nos
ensaios em microplaca com concentragao de 75 mM em Tampao A. O mesmo substrato

foi conservado a -80°C até ao momento dos ensaios.

Reagentes colorimétricos

Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente de
Ellman foi utilizado utilizado nos ensaios em microplaca com concentracdo de 3 mM

em Tampdo A. O mesmo substrato foi conservado a -80°C até ao momento dos ensaios.

Microplacas

Microplacas de 96 pocos BD Falcon™, sem quimicos de tratamento de cultura

de tecidos ou de superficie, de fundo plano e sem tampa.
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Leitor de microplacas

O Leitor de placas da Bio-Rad Laboratories, modelo 680, sendo um leitor de oito
canais, com um fotometro de extensdo de caminho vertical que mede a absorvancia do

conteudo dos pocos de placas de 96 pocos de microtitulagdo.
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ANEXO II

DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA ACETIL COLINESTERASE (ACHE)
EM MICROPLACA DE 96 POCOS

1. Introducio

A actividade enzimdtica da AChE serd avaliada pelo método colorimétrico
modificado por Arruda et al (2010) de Ellman (1961). Baseia-se na medida da
velocidade de produgdo da tiocolina através da hidrélise do andlogo do substrato da
AChE, a acetiltiocolina. A tiocolina reage com o chamado Reagente de Ellman (DTNB
ou Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzodico), formando uma mistura de dissulfetos ¢ um

anido amarelo (nitrobenzoato) com intensa absor¢ao em 415 nm. (Esquema. 01.)

Acetilcolina » Acetato + Tiocolina

Tiocolina + DTNB » Aniao Amarelo

Esquema. 01. Reacgdes envolvidas no método empregue para monitorizar a

actividade da AChE.
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2. Determinacao do 1Csy (The half maximal inhibitory

concentration)

Soluc¢des

Tampao fosfato de sodio 100 mM pH 8.0;
Mistura de substratos: DTNB 3 mM (Tampao fosfato 100 mM pH 8.0 +
lodeto de acetiltiocolina (Achl) 75 mM [preparar juntando partes iguais de cada

uma das solucdes];

# AChE 0.25U/mL (em tampao fosfato 100 mM pH 7.0com BSA 0.1%);
+ Solucido-mae de extracto.
Metodologia

1. Colocar a solugao-mae de extracto (a uma concentragdo de 5 mg/mlL), a cada
poco da coluna 2 da microplaca, 240 pL. da mesma solucao

2. Aos pogos das colunas 1 e 3-12, juntar 120 pL. de Tampao fosfato;

3. Regular a pipeta multicanal para 120 pL e fazer a diluicdo seriada da coluna 2
até a coluna 11, deitando fora os ultimos 120 pL; (Figura. 01.);

4. Adicionar 110 pL de Tampao fosfato, a todos os pocos da microplaca;

5. Adicionar 10 pL. de AChE 0.25 U/mL a todos os pogos desde a coluna 2 a 12;

6. Colocar no leitor de microplacas e programar para ler a 415 nm;

7. Deixar incubar 5 minutos em presenca da solugdo-mae de extracto.

8. Adicionar 10 pL. da mistura de substratos a cada micropogo — tempo zero a
partir da 1" adi¢ao — agitar e ler.

9. Voltar a ler a Abs 415 nm nos tempos:

a. 0 segundos;
b. 150 segundos;
c. 300 segundos;
d. 450 segundos.
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10. Calculos:
As percentagens de inibi¢do sdo calculadas comparando-se as taxas das reacgdes
de cada concentragdo das amostras com a taxa de reacao do controlo através da

férmula (com o auxilio da folha de calculo: DetIC50.xls):

Taxa da reac¢do da amostra

% Inibigdo = 100 — ( x 100)

Taxa de reacgéo do controlo

( EEEOAEEREE
$ 00000000000

90000000000
o0000 0000000

2000000000000
B0 0000000000

c O0QRRARRRG0
\* OOO0OO000000 /

Figura. 01. O esquema de diluicdo estd indicado na figura para a fila G, embora

obviamente ocorra também para as outras. Pipetam-se 120ul da coluna 2 e transferem-
se para a coluna 3. Homogeniza-se muito bem nessa coluna, misturando com o meio
que ja estava nesses pogos, aspirando repetidas vezes com a pipeta. Finalmente,
transfere-se para a coluna seguinte. O processo repete-se do mesmo modo, até que se
chega a penultima coluna da série (na figura, a coluna 11). Nesta coluna, mistura-se

bem, como anteriormente, ¢ elimina-se 120 pl.
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Determinacio da cinética enzimatica

Soluc¢des

+
+
*
+
+

Tampao fosfato 100 mM pH 8.0

DTNB 3 mM (Tampao fosfato 100 mM pH 8.0

Iodeto de acetiltiocolina (AChI) 75 mM

AChE 0.25U/mL (em tampao fosfato 100 mM pH 7.0com BSA 0.1%)

Solucao-mae de extracto, 1.25 mg/mL

Método

11.

Preparar, num eppendorf, a solucdo de substrato S1: juntar 240 pL de Iodeto de
acetiltiocolina (AChI) 75 mM a tampao fosfato 100 mM pH 8.0, para um
volume final de 3 mL;
Juntar, a cada pogo da coluna 2 da microplaca, 240 pL de solugido S1;
Aos pocos das colunas 1 e 3-12, juntar 120 pL. de Tampao fosfato 100 mM pH
8.0 (pode ser com a pipeta multicanal);
Regular a pipeta multicanal para 120 pL e fazer a diluicao seriada da coluna 2
até a coluna 12, deitando fora os ultimos 120 pL;
Adicionar 110 pL de Solucdo-mae de extracto a todos os pontos da microplaca,
da coluna 2 a coluna 12;
Adicionar 10 pL. de DTNB 3 mM a todos os pogos desde a coluna 2 a 12;
Iniciar a reac¢ao pela adicdo de 10 pL. de AChE 0.25 U/mL a cada micropogo
das colunas 2 a 12 - tempo zero a partir da 1* adi¢do — agitar e ler Abs 415
nm.
Voltar a ler a Abs 415 nm no tempo 7.5 min Voltar a ler a Abs 415 nm nos
tempos:

a. 150 segundos;

b. 300 segundos;

c. 450 segundos.
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12. Calculos:
Para cada micropogo, calcular AAbs 415 nm /tempo. (com o auxilio da folha de

calculo: LBurkCalc.xls).

Referéncias:

+ Ellman, G.L., Lourtney, D.K., Andres, V., Gmelin, G., 1961. A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology 7, 88-95.

+ Arruda, M., Nunes, R., Medeiros, J.P., Viana, H., Barreto M.C. 2010. Inhibition
of acetylcholinestrase by Hedychium gardnerianum from S. Miguel (Azores).

Planta Med. 76: 1211.
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Objectivos 



Fazendo os Açores parte de uma região rica do ponto de vista ecológico, no que diz respeito a vegetação, e havendo cada vez maior interesse no estudo da sua biodiversidade, quer do ponto de vista comercial quer do ponto de vista académico, é importante referir que mais de 50% dos medicamentos introduzidos no mercado nos últimos 20 anos foram derivados, directa ou indirectamente, a partir de moléculas de origem natural, geralmente compostos de defesa dos organismos. 

A síntese de produtos secundários com actividade de inibição da acetilcolinesterase confere a uma planta, alga ou invertebrado séssil a capacidade de resistir à predação, ao interferir com a transmissão dos impulsos nervosos nos seus possíveis predadores. Estes organismos são assim os mais lógicos para procurar moléculas com esta actividade biológica.

Hedychium gardneranum é um exemplo duma planta que aparenta um interessante arsenal de defesas contra insectos e moluscos, uma vez que as suas folhas raramente apresentam sinais de predação. Deste modo, seleccionou-se esta planta como modelo para a pesquisa de inbidores da acetilcolinesterase. 

O objectivo geral dessa dissertação de mestrado foi contribuir para a descoberta de novas substâncias naturais com potencial anticolinesterásico em diferentes extractos da planta, bem como de fracções isoladas a partir duma dessas fracções, e caracterização do tipo de inibição dos extractos e fracções mais activos. 





















Abreviaturas



		Aβ

		β-amilóide



		Abs

		Absorvância



		ACh

		Acetilcolina



		AChE

		Acetilcolinesterase



		AChEI

		Anticolinesterásicos



		AchI

		Iodeto de acetilcolina



		ANOVA

		Análise de variância



		APP

		Proteína precursora amilóide



		BACE

		β-secretase



		BChE

		Butirilcolinesterase



		BSA

		Albumina de soro bovino



		ChAT

		Colina acetiltransferase



		DA

		Doença de Alzheimer



		DCM

		Diclorometano (ou CH2Cl2)



		DMSO

		Dimetilsulfóxido (ou (CH3)2SO)



		DTNB

		Reagente de Ellman (ou acido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico))



		FDA

		Food and Drug Administration



		FPP

		E,E-farnesilo



		GC-MS

		Cromatografia gasosa-espectrometria de massas



		GPI

		Glicofosfolípido



		IC50

		Metade da máxima concentração inibitória



		IPP

		Isopentenilo



		Km

		Constante de Michaelis-Menten



		MeOH

		Metanol (ou CH3OH)



		PS - γ

		Prenselina-γ-secretase



		sAPPα

		Fragmentos solúveis da APP



		QSAR

		Quantitative Structure-Activity Relationships



		SAR

		Structure-Activity Relationships



		SEM

		Standard error of the mean (ou Erro Padrão)



		Tau

		Proteína associada ao microtúbulo 



		U

		Unidades de enzima



		Vmax 



		Velocidade máxima









































Resumo



Os inibidores da acetilcolinesterase são o tratamento principal da doença de Alzheimer, uma patologia multifactorial, neurodegenerativa progressiva caracterizada por alterações nas funções cognitivas como a aprendizagem e a memória, bem como alterações comportamentais. As espécies vegetais são excelentes fontes de substâncias naturais com actividade potencial anticolinesterásica, destacando-se alcalóides como a galantamina e huperzine A, como a principal classe de inibidores. Várias espécies de Hedychium são amplamente utilizadas na medicina tradicional. Hedychium gardnerianum, conhecido como "conteira" nos Açores, foi introduzida a partir dos Himalaias, onde é nativa, em meados do século XIX, e encontra-se difundida em todas as ilhas dos Açores. Como parte do estudo cujo objectivo principal é a descoberta do potencial utilização de espécies invasoras açorianas, foram avaliadas propriedades de inibição da acetilcolinesterase (Anti-AChE) de H. gardnerianum.

Na parte preliminar deste trabalho, foi estudado o poder relativo Anti-AChE de diferentes partes da planta. Os extractos metanólicos e diclorometânicos de folhas jovens, folhas maduras, caules, rizomas, sementes e frutos foram analisados usando uma modificação do método de Ellman. Os melhores resultados foram registados nos extractos diclorometânicos e metanólicos de folhas maduras, com IC50=0,74 mg/mL e 0,86 mg/mL, respectivamente. Continuando nosso estudo e utilizando uma metodologia de ensaio bio-guiado de Anti-AChE, a fracção mais activa (diclorometano de folhas maduras) foi fraccionado pela sua solubilidade em hexano e hexano: diclorometano (1:1) e por cromatografia em coluna eluída com hexano: acetato de etilo em várias proporções até que uma fracção semi-purificada foi obtida, sendo esta mais activa que o extracto original (IC50=0,30 ± 0,04 mg/mL) 

Subsequentemente, foi estudada a variação da potência anti-AChE com a localização geográfica, em que foram colectadas H. gardnerianum no local anteriormente descrito, assim como noutros três locais. Foram preparados, extractos diclorometânicos e metanólicos e óleos essenciais de folhas maduras, uma vez que estas eram as que apresentavam maior actividade na parte inicial deste estudo. 

Curiosamente, a actividade anti-AChE superior destes extractos diclorometânicos foi superior à obtida para as plantas colhidas na primeira parte deste estudo, com um IC50 entre 0,28 e 0,41 mg/mL, respectivamente. Este valor é inferior ao α-pineno, um composto frequentemente citado como um forte inibidor desta enzima (IC50 = 1,43 mg/mL) e da mesma ordem de grandeza do ácido ursólico (IC50 = 0,185 mg/mL), outro inibidor da AChE. A actividade dos extractos de metanol foi muito menor. Não se verificaram grandes diferenças entre os locais embora o extracto diclorometânico de Fogo foi significativamente menos activo que os extractos dos outros três sites (P = 0,05). Os óleos essenciais de todos os locais também inibiram a AChE, embora em graus diferentes, com valores de IC50 entre 1,03 e 1,37 mg/mL, o que significa que eram menos activos do que os extractos diclorometânicos, mas ainda bastante activo e comparáveis com o valor de α-pineno.

Finalmente, foi efectuada uma tentativa para caracterizar o tipo de inibição dos extractos diclorometânicos e óleos essenciais, uma vez que os inibidores competitivos reversíveis são preferíveis como agentes terapêuticos. Como seria de esperar em misturas, destacou-se um padrão misto de inibição na maioria dos casos, embora o extracto diclorometânico de Furnas e óleo essencial de Achada fossem quase exclusivamente competitivos.

Os resultados obtidos mostram a viabilidade da utilização de Hedychium gardnerianum como uma excelente fonte de inibidores da acetilcolinesterase. Os compostos activos responsáveis por este efeito parecem ser de natureza apolar, como evidenciado tanto nos extractos diclorometânicos como nos óleos essenciais.























Abstract



Acetylcholinesterase inhibitors are the primary treatment of Alzheimer's disease, a multifactorial, progressive neurodegenerative disorder characterized by changes in cognitive functions like learning and memory, as well as behavioural changes.  Plant species are excellent sources of natural substances with potential anticholinesterase activity and alkaloids, such as galantamine and huperzine A, stand out as the major class of inhibitors. Several species of Hedychium are used widely in traditional medicine. Hedychium gardnerianum, known as “conteira” in the Azores, was introduced from its native Himalayas in the middle of the 19th century, and is widespread on all Azorean Islands. As part of a study whose main objective is the discovery of potential commercial uses of azorean invasive species, the acetylcholinesterase inhibition (Anti-AChE) properties of H. gardnerianum was assessed.

 In the preliminary part of this work, the relative Anti-AChE power of different parts of the plant was studied. The methanol and dichloromethane extracts from young leaves, mature leaves, stems, rhizomes, seeds and fruits were assayed using a modification of the Ellman method. The best results were recorded for the dichloromethane and methanol extracts of mature leaves with IC50= 0.74 mg/mL and 0.86 mg/mL, respectively.  Continuing our study and using an Anti-AChE bio-guided assay methodology, the most active fraction (dichloromethane extract from mature leaves) was fractionated by its solubility on hexane and hexane:dichloromethane (1:1) and by column chromatography eluted with hexane:ethyl acetate in several proportions until a semi-purified fraction more active than the original extract (IC50= 0.30 ± 0.04 mg/mL) was obtained. 

Subsequently, the variation in Anti-AChE potency with geographic location was studied. H. gardnerianum were collected on the same location as previously and also on other three sites. Dichloromethane and methanol extracts, and essential oils from mature leaves were prepared, since these were where the highest activity was previously found. Interestingly, the Anti-AChE activity of these dichloromethane extracts was higher than in the plants collected in the first part of this study, with  IC50 between 0.28 and 0.41 mg/mL, respectively. This is lower than α-pinene, a compound often cited as a strong inhibitor of this enzyme  (IC50=1.43 mg/mL) and of the same order of magnitude as ursolic acid (IC50=0.185 mg/mL), another Anti-AChE inhibitor. The activity of methanol extracts was much lower. Differences between sites were not very high, although the dichloromethane extract from Fogo was significantly less active than extracts from the other three sites (P=0.05).  The essential oils fractions from all the sites also inhibited AChE, although in different extents, with IC50 values between 1.03 and 1.37 mg/mL, which means they were less active than dichloromethane extracts but still quite active and comparable to the value for α-pinene.

Finally, an attempt was made to characterize the inhibition type of the dichlomomethane extracts and essential oils, since ideally reversible competitive inhibitors are preferable as therapeutic agents. As would be expected in mixtures, a mixed pattern of inhibition was detected in most of the cases, although the dichloromethane extract from the Furnas and the essential oil from the Achada were almost truly competitive. 

The obtained results show the feasibility of using Hedychium gardnerianum as an excellent source of acetylcholinesterase inhibitors. The active compounds responsible for this effect appear to be nonpolar in nature, as evidenced both in dichloromethanic extracts or essential oils. 
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ANEXO II

DETERMINAÇÃO DA ACTIVIDADE DA ACETIL COLINESTERASE (ACHE) EM MICROPLACA DE 96 POÇOS





1. Introdução



A actividade enzimática da AChE será avaliada pelo método colorimétrico modificado por Arruda et al (2010) de Ellman (1961). Baseia-se na medida da velocidade de produção da tiocolina através da hidrólise do análogo do substrato da AChE, a acetiltiocolina. A tiocolina reage com o chamado Reagente de Ellman (DTNB ou Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico), formando uma mistura de dissulfetos e um anião amarelo (nitrobenzoato) com intensa absorção em 415 nm. (Esquema. 01.)



Acetilcolina			  Acetato + Tiocolina

Tiocolina + DTNB			  Anião Amarelo



Esquema. 01. Reacções envolvidas no método empregue para monitorizar a actividade da AChE.
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2. Determinação do IC50 (The half maximal inhibitory concentration)





Soluções



· Tampão fosfato de sódio 100 mM pH 8.0;

· Mistura de substratos: DTNB 3 mM (Tampão fosfato 100 mM pH 8.0 + Iodeto de acetiltiocolina (AchI) 75 mM [preparar juntando partes iguais de cada uma das soluções];

· [bookmark: OLE_LINK1]AChE 0.25U/mL (em tampão fosfato 100 mM pH 7.0com BSA 0.1%);

· Solução-mãe de extracto.





Metodologia



1. Colocar a solução-mãe de extracto (a uma concentração de 5 mg/mL), a cada poço da coluna 2 da microplaca, 240 µL da mesma solução

2. Aos poços das colunas 1 e 3-12, juntar 120 µL de Tampão fosfato;

3. Regular a pipeta multicanal para 120 µL e fazer a diluição seriada da coluna 2 até à coluna 11, deitando fora os últimos 120 µL; (Figura. 01.);

4. Adicionar 110 µL de Tampão fosfato, a todos os poços da microplaca;

5. Adicionar 10 µL de AChE 0.25 U/mL a todos os poços desde a coluna 2 à 12;

6. Colocar no leitor de microplacas e programar para ler a 415 nm;

7. Deixar incubar 5 minutos em presença da solução-mãe de extracto.

8. [bookmark: OLE_LINK2]Adicionar 10 µL da mistura de substratos a cada micropoço – tempo zero a partir da 1ª adição – agitar e ler.

9. Voltar a ler a Abs 415 nm nos tempos:

a. 0 segundos;

b. 150 segundos;

c. 300 segundos;

d. 450 segundos.  









10. Cálculos:

As percentagens de inibição são calculadas comparando-se as taxas das reacções de cada concentração das amostras com a taxa de reação do controlo através da fórmula (com o auxílio da folha de cálculo: DetIC50.xls):
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Figura. 01. O esquema de diluição está indicado na figura para a fila G, embora obviamente ocorra também para as outras. Pipetam-se 120µl da coluna 2 e transferem-se para a coluna 3. Homogeniza-se muito bem nessa coluna, misturando com o meio que já estava nesses poços, aspirando repetidas vezes com a pipeta. Finalmente, transfere-se para a coluna seguinte. O processo repete-se do mesmo modo, até que se chega à penúltima coluna da série (na figura, a coluna 11). Nesta coluna, mistura-se bem, como anteriormente, e elimina-se 120 µl.







3. Determinação da cinética enzimática



Soluções



· Tampão fosfato 100 mM pH 8.0 

· DTNB 3 mM (Tampão fosfato 100 mM pH 8.0 

· Iodeto de acetiltiocolina (AChI) 75 mM 

· AChE 0.25U/mL (em tampão fosfato 100 mM pH 7.0com BSA 0.1%)

· Solução-mãe de extracto, 1.25 mg/mL 



Método



1. Preparar, num eppendorf, a solução de substrato S1: juntar 240 µL de Iodeto de acetiltiocolina (AChI) 75 mM a tampão fosfato 100 mM pH 8.0, para um volume final de 3 mL;

2. Juntar, a cada poço da coluna 2 da microplaca, 240 µL de solução S1;

3. Aos poços das colunas 1 e 3-12, juntar 120 µL de Tampão fosfato 100 mM pH 8.0 (pode ser com a pipeta multicanal);

4. Regular a pipeta multicanal para 120 µL e fazer a diluição seriada da coluna 2 até à coluna 12, deitando fora os últimos 120 µL;

5. Adicionar 110 µL de Solução-mãe de extracto a todos os pontos da microplaca, da coluna 2 à coluna 12;

6. Adicionar 10 µL de DTNB 3 mM a todos os poços desde a coluna 2 à 12;

7. Iniciar a reacção pela adição de 10 µL de AChE 0.25 U/mL a cada micropoço das colunas 2 a 12 - tempo zero a partir da 1ª adição – agitar e ler Abs 415 nm.

11. Voltar a ler a Abs 415 nm no tempo 7.5 min Voltar a ler a Abs 415 nm nos tempos:

a. 150 segundos;

b. 300 segundos;

c. 450 segundos. 







12. Cálculos:

Para cada micropoço, calcular ΔAbs 415 nm /tempo. (com o auxílio da folha de cálculo: LBurkCalc.xls).
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1. Revisão Bibliográfica



Pesquisa de compostos com actividade farmacológica

Desde a antiguidade, o homem utiliza plantas para a cura de patologias, para o controlo de insectos e para a conservação de corpos. Estas propriedades das plantas foram descobertas por acaso e, em muitos casos, têm vindo a ser comprovadas pela ciência. Em diversas partes das plantas podem ser encontrados princípios activos importantes, sintetizados por metabolismo secundário das plantas e que podem ser substâncias como alcalóides, flavonóides, cumarinas, saponinas, terpenos e seus derivados, entre outros. Uma das classes mais importante é a constituinte dos óleos essenciais, compostos voláteis que, quando secretados pelas plantas, agem como sinais químicos para a comunicação entre espécies, protecção contra microrganismos, herbívoros e condições ambientais (Lima, 2006; Freire, 2008). 

Nos países em desenvolvimento a falta de saneamento básico, desnutrição e dificuldade de acesso aos medicamentos são parcialmente compensadas pela prática da fitoterapia (Moreschi et al., 2005). Entre as plantas medicinais mais utilizadas pelas populações, poucas têm acção comprovada. Contudo, o uso popular tradicionalmente consolidado tem sido utilizado como guia para pesquisas farmacológicas. Estas pesquisas têm levado muitas vezes à identificação das substâncias responsáveis pelos efeitos terapêuticos, constituindo o ponto de partida para a síntese de produtos químicos e farmacêuticos; a estas substâncias é dado o nome de princípio activo (Nappi & Vass, 2002; Caetano et al., 2003). 

Outra estratégia para a descoberta de compostos com actividade farmacológica é a investigação de plantas que sejam particularmente resistentes à herbivoria e à acção de fungos e bactérias, uma vez que esta resistência lhes é provavelmente conferida pela existência de produtos secundários com actividade biológica. Por outro lado, quando estamos em presença de plantas pertencentes a grupos conhecidos pela sua riqueza em compostos secundários, a probabilidade de se encontrar substâncias de interesse aumenta.

Foram as características referidas no parágrafo anterior que levaram à selecção de Hedychium gardnerianum, uma planta invasora no arquipélago dos Açores, como alvo ideal para a pesquisa de compostos com actividade biológica, em particular de actividade de inibição da Acetilcolinesterase. 

Para contextualizar adequadamente o trabalho realizado, a Revisão bibliográfica inicia-se com um breve enquadramento geográfico, climático e florístico dos Açores. Segue-se uma revisão bibliográfica da informação existente acerca de Hedychium gardnerianum e de plantas da mesma família. Em seguida, apresenta-se uma abordagem aos Metabolitos Secundários, quer do ponto de vista das suas vias biossintéticas, quer da sua composição, dando-se particular ênfase aos constituintes dos óleos essenciais. Finalmente, é feita uma síntese à doença de Alzheimer e ao papel dos inibidores da Acetilcolinesterase na sua terapêutica.



1.1.Enquadramento do local de estudo



1.1.1. Geografia e Clima



O Arquipélago dos Açores, assim como os arquipélagos da Madeira, Canárias e Cabo Verde, encontra-se na região geográfica da Macaronésia (Schäfer, 2003). Localiza-se em pleno Oceano Atlântico entre as coordenadas 36º 55’ e 39º 45’ de latitude Norte e entre 25º 00’ e 31º 15’ de longitude Oeste (Constância et al. 1997). De origem vulcânica, emerge de uma área com forma grosseiramente triangular, denominada Plataforma dos Açores, definida pela batimétrica dos 2000 metros (Needham & Francheteau, 1974 fide Borges, 2003). A dinâmica geoestrutural do arquipélago é fortemente condicionada pelo facto de se encontrar na zona de confluência de 3 placas litosféricas (Africana, Americana e Euroasiática) - Ponto Triplo dos Açores - o que constitui um quadro geotectónico complexo (Borges, 2003). A terra continental mais próxima é o Cabo da Roca, em Portugal, a quase 1300 km de São Miguel, enquanto o Estreito de Gibraltar fica a 1320 km para sueste e a Terra Nova a cerca de 1730 km para noroeste (Morton et al., 1998). O arquipélago é constituído por 9 ilhas, dividas em 3 grupos: o grupo oriental, com as ilhas de Santa Maria e São Miguel; o grupo central, com as ilhas da Terceira, Graciosa, São Jorge, Pico e Faial; e o grupo ocidental, com as ilhas das Flores e Corvo (Constância et al., 1997). A maior distância entre as ilhas é de cerca de 620 km ao longo de uma linha noroeste-sueste (Constância et al. 1997; Morton et al. 1998). Estas têm dimensões e áreas bastante díspares, perfazendo no seu conjunto uma área de 2344 km2 (Neto, 1997) e uma linha de costa de aproximadamente 844 km (Borges, 2003) (Figura. 1.1).

[image: ]Figura. 1.1. Mapa do Arquipélago Açores (Fonte: Secção de Geografia, Departamento de Biologia, Universidade dos Açores).



As condições meteorológicas do arquipélago dos Açores são fortemente marcadas pela sua localização na zona subtropical de anticiclones do hemisfério norte, mais concretamente sob a influência directa do anticiclone dos Açores (Borges, 2003).

O regime de marés na faixa costeira dos Açores é do tipo semi-diurno, ou seja com duas preiamares e duas baixa-mares bem marcadas, com amplitude média em águas vivas variando entre 1 e 1,3 metros, consoante a estação do ano (Borges, 2003).

A Ilha de São Miguel é a maior do arquipélago dos Açores com uma área de 747 km2, sendo o comprimento e a largura máximos de 66 e 16 km, respectivamente. Possui a faixa costeira mais extensa do arquipélago, cerca de 213 km, o que corresponde a 25,3 % do litoral Açoriano (Borges, 2003) (Figura 1.2.).



[image: ]

Figura. 1.2. Mapa da Ilha de São Miguel (Fonte: Secção de Geografia, Departamento de Biologia, Universidade dos Açores).



As costas de São Miguel são variadas, indo de plataformas basálticas baixas a praias arenosas e elevadas falésias (Morton et al., 1998). A ilha apresenta uma orientação Leste-Oeste, resultante dos condicionalismos tectónicos e vulcânicos existentes nesta região do Atlântico e a sua formação ocorreu ao longo de mais de quatro milhões de anos (Constância et al., 1997). Em termos geomorfológicos é formada por duas áreas montanhosas de volumetria diferente, separadas por uma plataforma baixa (Região dos Picos). A mais pequena das regiões montanhosas situa-se no extremo ocidental da ilha e é formada pelo Maciço das Sete Cidades. A maior e mais complexa ocupa os 3/5 orientais da ilha e engloba, de poente para nascente, os Maciços do Fogo, das Furnas e da Povoação/Nordeste, onde se situa o ponto mais elevado da ilha (Borges, 2003) (Figura. 1.2)



1.1.2. Panorâmica geral da flora Açoriana



As primeiras referências ao coberto vegetal dos Açores são de Gaspar Frutuoso, na sua obra Saudades da Terra, escrita na segunda metade do séc. XVI. Embora estando a alguma distância do período de colonização, é bem evidente, nas descrições deste autor, o carácter inexplorado e denso da vegetação que cobria estas ilhas (Dias, 1996).

Desde cedo, a vegetação dos Açores despertou enorme interesse entre os naturalistas estrangeiros pela sua singularidade. O primeiro estudo botânico realizado por naturalistas estrangeiros deve-se a Seubert & Hochestetter (1843), seguindo-se os trabalhos de Seubert (1844), Watson (1844, 1847, 1870), Drouet (1866) e Trelease (1897). O fim dos anos 30 do século XX é rico em excursões aos Açores que descrevem as suas formações vegetais, algumas pela primeira vez. É também neste período que, pela primeira vez, especialistas portugueses abordam este campo de explorações botânicas. No entanto esta movimentação deve-se apenas a duas equipas: a equipa  Portuguesa, dinamizada pelo açoriano R. T. Palhinha e a equipa Francesa, liderada por P. Allorge (Dias, 1996).

Quando os primeiros colonos chegaram nos Açores, as ilhas eram quase completamente cobertas por uma variedade de florestas. Séculos de uma intensa e até descontrolada desflorestação, assim como a colheita de espécies de árvores com madeira considerada preciosa resultou numa diminuição considerável da floresta açoriana, tanto em termos quantitativos como quantitativos e até à extinção de espécies de árvores como Taxus baccata ou Prunus lusitanica ssp. azorica na maioria das ilhas (Schäfer, 2005).

Actualmente, a vegetação indígena só pode ser encontrada em alguns lugares inacessíveis, em crateras, falésias costeiras e em encostas montanhosas (Schäfer, 2005).

A vegetação de terreno pantanoso é mais comum, mas estas zonas são muitas vezes invadida por espécies americanas de Hypericum e para a plantação de Criptomeria. As florestas de laurissilva indígenas foram entretanto, seriamente afectadas pela influência humana (Schäfer, 2005).

A ideia que as ilhas e os habitats alterados são mais facilmente invadidos, baseia-se no pressuposto de que habitats com um menor número de espécies serão mais susceptíveis às invasões (Silva, 2008). No entanto, os estudos empíricos têm apresentado resultados contraditórios (Lavorel, 1999). Para além disso, a diferença em relação às ilhas será menos uma questão de vulnerabilidade, mas uma combinação de poucas espécies nativas, maior proporção de habitat alterado, e um maior entusiasmo pela introdução de exóticas no passado (Williamson, 1996). Além disso, as espécies continentais invadem comunidades insulares mais facilmente que vice-versa, apenas porque podem ter mais oportunidades para tal (Silva, 2008). Por outro lado, as comunidades poderão ser mais facilmente invadidas por espécies pertencentes a um tipo diferente (grupo funcional), não previamente representado (Lavorel, 1999). Nas ilhas tem-se verificado uma resistência mínima à invasão por certos grupos, capazes de explorar assim diversos nichos ecológicos (Silva, 2008). 

De acordo com Ziller (2000), espécies invasoras são aquelas que, uma vez introduzidas a partir de outros ambientes, se adaptam e passam a reproduzir-se a ponto de ocupar o espaço de espécies nativas e produzir alterações nos processos ecológicos naturais, tendendo a tornar-se dominantes após um período de tempo mais ou menos longo requerido para sua adaptação. Uma das espécies invasoras que se tem tornado mais problemática nos Açores é Hedychium gardnerianum, assistindo-se ano após ano ao avanço da sua colonização.































































1.2. Hedychium gardnerianum Sheppard ex Ker Gawl.



A família Zingiberaceae apresenta distribuição em áreas tropicais e semitropicais, incluindo cerca de 50 géneros e 1100 espécies. Do ponto de vista económico destaca-se Zingiber officinale Rescoe, com rizomas aromáticos (Souza, 2005).

Hedychium gardnerianum Sheppard ex Ker. Gawl. (Figura. 1.3.) é uma Zingiberácea que foi introduzido no arquipélago dos Açores como planta ornamental em meados do século XIX (Palhinha et al., 1966). É conhecida popularmente nestas ilhas como “Conteira”, “Roca-da-velha”, “Roca-do-vento”, “Rubim”, “Flor-de-besouro” e “Choupa” (Palhinha et al, 1966; Silva, 2008). 
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Figura. 1.3. Inflorescências de Hedychium gardnerianum Sheppard ex Ker. Gawl. (Foto de: Carmo Barreto)



H. gardnerianum recebeu o seu nome científico em homenagem a Edward Gardner, um residente britânico na corte do Nepal, Kathmandu (Orchard, 1977). Os primeiros exemplares que chegaram à Europa foram enviados para a Inglaterra provenientes da Índia, em 1819, pelo Dr. Nathaniel Wallich do jardim Calcutá, sendo cultivados pela primeira vez no Jardim Botânico de Liverpool, em Outubro de 1820 (Orchard, 1977). 

Hedychium gardnerianum é uma importante planta invasora nas ilhas dos Açores, Hawaii, Nova Zelândia e África do Sul. Apresenta-se como invasora emergente na Jamaica (Grubb & Tanner, 1976), Madeira (Cronk & Fuller, 1995), Ilhas Cook (Pacífico), Micronésia (Pacífico), Ilhas da Reunião (Oceano Índico) e Polinésia Francesa (Pacífico) (Pier, 2004).

Nos Açores os seus habitats são, segundo Silva (2008), floresta laurifólia, margens das águas correntes, valas e sistemas de drenagem, plantações de Crytomeria japonica, florestas de Ilex, zimbral, zimbral com turfeira, turfeiras, margens das lagoas oligotróficas, ravinas, crateras, quedas de água, matos costeiros, matos de montanha, pastagens permanentes e semi-naturais e matos de Pittosporum.

A sua ampla distribuição por todas a ilha dos Açores e mais especificamente em São Miguel (Schäfer, 2005) é um dos maiores perigos para a Laurissilva nativa da ilha (Silva & Smith, 2004), representando uma ameaça significativa, com enorme impacte nos habitats e nas espécies. É de referir que Juniperus breviflora e Laurus azorica são algumas das muitas espécies afectadas por H. gardnerianum.

H. gardnerianum é uma herbácea perene com altura até 1.5 - 2 metros e rizomas grandes e ramificados. Possui folhas oblongas e lanceoladas, sésseis, com 20-60 x 5-12.5 centímetros, superfície superior glabra, superfície inferior esparsamente pubescente e ápice acuminado. Tem flores aromáticas, inflorescências erectas, ovóides, de 15-20 x 8 centímetros, cálice cilíndrico, 4-5 centímetros, corola amarela, com tubo estreito, 8-9 centimetros, lobos linear a linear-lanceolados, 4-5 centimentros, labelum com uma mancha amarela escura no centro, amplamente ovado, tão longo quanto os estaminóides. Pode reproduzir-se por via assexuada (cormos) e sexuada (centenas de sementes/planta/ano) (Silva, 2008), tendo como dispersão a hidroconia, a endozoocoria e o transporte acidental de cormos e sementes (Franco, 2003; Silva, 2008)

H gardnerianum, H. flavescens e H. coronarium são membros do género Hedychium, cuja taxonomia não é clara. Embora pelo menos 115 espécies tenham sido descritas na literatura, Wood et al. (2000) estimaram que apenas 65 deles são espécies biologicamente válidas. Híbridos interespecíficos de Hedychium são facilmente criados e a hibridação natural, sem dúvida, contribui para a confusão taxonómica (Wood et al., 2000). 

H. gardnerianum é popular como planta do jardim, estando amplamente disponível em centros de jardinagem e mercados (Blood, 2001). Embora nos Açores tenham sido introduzidas como ornamentais, poucas são as suas utilizações populares, à excepção da sua utilização em algumas zonas rurais remotas, no condicionamento de alguns produtos alimentares típicos, como massa sovada e queijo confeccionado a partir de leite cru de caprinos (Figura. 1.4.).



[image: C:\Miguel\Partilha\Mestrado - Tese\Fotos\Outras\DSC03279.JPG]

Figura. 1.4. Queijo confeccionado a partir de leite cru de caprinos, produzido artesanalmente na Ilha de São Miguel (Achada-Nordeste), onde é visível a utilização popular de folhas maduras de Hedychium gardnerianum (Foto de: Autor).



Recentemente, estudos mostraram uma actividade antibacteriana e antitumoral de extractos, óleos essenciais, e compostos da planta (Medeiros et al., 2003; Kumrit et al., 2010), assim como a actividade de antitrombina em extractos da parte aérea da planta (Medeiros et al., 2000).

Hedychium gardnerianum é um exemplo duma planta que aparenta um interessante arsenal de defesas contra insectos e moluscos, uma vez que as suas folhas raramente apresentam sinais de predação. Deste modo, seleccionou-se esta planta como modelo para a pesquisa de inbidores da acetilcolinesterase, uma vez que este é um dos mecanismos de defesa contra a predação encontrado em muitos organismos. A síntese de produtos secundários com actividade de inibição da acetilcolinesterase confere a uma planta, alga ou invertebrado séssil a capacidade de resistir à predação, ao interferir com a transmissão dos impulsos nervosos nos seus possíveis predadores. Estes organismos são assim os mais lógicos para procurar moléculas com esta actividade biológica.

















1.3. Metabolitos secundários



Metabolitos secundários são compostos que os organismos sintetizam como compostos de defesa, de comunicação e em resposta a diversos tipos de stress ambiental. São moléculas que têm na sua origem metabolitos que participam no metabolismo normal dos organismos, tais como hidratos de carbono e acetil coenzima A, por intermédio de vias biossintéticas extremanente complexas e que recorrem a uma poderosa maquinaria enzimática, de modo que se obtém compostos de diversos grupos químicos (Figura. 1.5). (Simões et al., 2003).
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Figura. 1.5. Metabolitos secundários e moléculas precursoras (adaptado de Simões et al., 2003).



Os produtos secundários de plantas podem ser divididos em grupos de acordo com o modo de biossíntese: terpenos, compostos fenólicos e compostos contendo componentes azotados (Figura. 1.6.). Os terpenos são lípidos sintetizados através do Acetil-CoA na via do ácido mevalónico. Os compostos fenólicos são substâncias aromáticas formadas na via do ácido xiquímico ou do ácido mevalónico por várias vias. Os compostos contendo azoto, como os alcalóides, são biossintetizados essencialmente através dos aminoácidos (Taiz & Zeiger, 1991). 
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Figura. 1.6. Biossíntese dos principais metabolitos secundários de plantas de interesse para agricultura e medicina (Adaptado de Taiz & Zeiger, 1991).



Particularmente interessantes do ponto de vista das aplicações em agricultura, medicina e biotecnologia são os metabolitos secundários voláteis que se incluem nos chamados óleos essenciais. 







1.3.1. Óleos essenciais



Os óleos essenciais podem ser denominados óleos voláteis, óleos etéreos devido à sua solubilidade em éter, ou essências pelos seus aromas característicos (Castro, 2007).

O termo “óleo volátil”, segundo Busatta (2006) tem sido mais usado devido à relação com as propriedades físico-químicos da planta, já que “óleo essencial” pode designar também produtos odorantes não formados anteriormente no vegetal, que são as “essências heterosídicas” obtidas através da hidrólise enzimática de heterosídeos.

De acordo com a ISO (International Standard Organization), óleos voláteis são produtos obtidos de partes de plantas através da destilação. São geralmente voláteis e lipofílicos, ao contrário dos óleos fixos que são misturas de substâncias lipídicas obtidas normalmente de sementes (Castro, 2007) (Figura. 1.7.).
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Figura. 1.7. Foto de óleo essencial de Hedychium gardnerianum extraído por hidrodestilação por um aparelho tipo Clevenger (Foto: Carmo Barreto)



A designação de óleo volátil dá-se devido a algumas características físico-químicas usadas na sua identificação e controlo de qualidade, como o facto de serem líquidos de aparência oleosa à temperatura ambiente, voláteis, com aroma intenso, solúveis em solventes orgânicos apolares, geralmente incolores ou ligeiramente amarelados (Garlet et al. 2007). Em água apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as soluções aquosas que são denominadas hidrolatos. Apresentam sabor geralmente acre (ácido) e picante. Em geral, os óleos voláteis não são muito estáveis, principalmente na presença de luz, ar, calor, humidade e metais (Zamboni, 1983).

Os óleos voláteis são produtos obtidos tradicionalmente a partir de plantas através de destilação por arrasto com vapor de água, também conhecida por hidrodestilação (Simões et al., 2003).

Localizam-se nos espaços intercelulares ou bolsas oleíferas, presentes praticamente em todas as partes da planta, embora cada tipo os possua em órgãos anatómicos específicos (Zamboni, 1983).





1.3.1.1.Constituintes dos Óleos essenciais

Terpenos

Quimicamente, a grande maioria dos óleos voláteis é formada por derivados de fenilpropanoides, a partir do ácido xiquímico, ou por terpenóides, a partir do isopreno. A maior parte das moléculas que ocorrem em óleos voláteis tem até 12 átomos de carbono, o que permite uma grande volatilidade e diversidade de estruturas. A maior parte destas moléculas são terpenos, classe de compostos orgânicos baseados na unidade de isopreno, C5H8 (Dewick, 2009) (Figuras 1.8 e 1.9).
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Figura. 1.8. Estruturas precursoras dos terpenóides (Simões et al., 2003.)







Os terpenos, principais constiuintes destes óleos, apresentam diversas actividades biológicas, entre elas a actividade herbicida, antimicrobiana, citostática e antitumoral (Lavabre, 1990; Silva et al., 2003).

Os monoterpenos, formados por duas moléculas de isopreno, representam cerca de 90% da constituição dos óleos essenciais. Seguem-se, em termos de abundância, os sesquiterpenos, formados por três moléculas de isopreno (Dewick, 2009).
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Figura. 1.9. Estrutura Química do isopreno (Dewick, 2009).



A biossíntese dos terpenóides é resumidamente apresentada na Figura. 1.10. O mevalonato é formado da condensação de uma unidade de acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-CoA. Após a condensação aldólica ocorre uma hidrólise originando o 3-hidróxi-3-metilglutaril-CoA que é reduzido a mevalonato, numa reacção irreversível. O mevalonato é então convertido em isopentenil-pirofosfato, ou isopreno activo, a unidade básica na formação dos terpenos e esteróides. A polimerização do mevalonato origina moléculas de cadeias carbonadas crescentes de cinco em cinco átomos de carbono. A molécula de isopentenil-pirofosfato e seu isómero dimetilalil-pirofosfato formam trans-geranil-pirofosfato, a partir do qual se formam os demais terpenos (Aguiar, 2003).

Novas ligações cabeça-cauda entre trans-geranil-pirofosfato e isopentenilpirofosfato resultarão em sesqui (C15) e diterpenos (C20). Já a ligação cabeça-cabeça entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (C15) dará origem ao esqualeno, o precursor da maioria dos triterpenos e esteróides. Os triterpenos (C30) originam-se da ciclização do esqualeno, enquanto os esteróides (C27) podem ser considerados metabolitos dos triterpenos. (Aguiar, 2003).
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Figura. 1.10. Biossíntese dos terpenóides (adaptado de Dewick, 2009).









Monoterpenos

Os monoterpenos são os constituintes mais conhecidos dos óleos essenciais, cerca de 90% dos óleos voláteis, essências florais e de plantas aromáticas e resinas defensivas (Loza, 1999; Little & Croteau, 1999). Os monoterpenos são uma grande família de compostos naturais de plantas e as suas acções biológicas são cruciais, como no processo de polinização, interacções alelopáticas e de defesa contra herbívoros e patógenos. Alguns destes compostos possuem importância comercial como aromatizantes, fragrâncias e também podem servir como agentes terapêuticos na medicina (Zárate et. al., 2008). Alguns monoterpenos têm actividade anti-tumoral, não somente prevenindo a formação ou progresso do cancro, mas também possuindo a capacidade de regredir tumores malignos existentes (Crowell, 1999). 

Os monoterpenos podem ser divididos em acíclicos, monocíclicos e bicíclicos, e esses grupos podem ainda ser sub-dividos em hidrocarbonetos saturados e insaturados, álcoois, aldeídos, cetonas, lactonas e tropolonas (Simões, 2007). 

Os monoterpenos podem ser isolados directamente de amostras de óleos essenciais e apresentam como principais características estruturais a presença de diferentes grupos funcionais tais como hidroxilos e carbonilos nas mais variadas posições, a presença ou não de insaturações, causando efeitos significativos nas actividades biológicas destes compostos (Simões, 2007).

O limoneno é o monoterpeno monocíclico mais abundante na natureza, e ocorre numa grande variedade de espécies de plantas, sendo o principal constituinte de óleo de casca de laranja e de imão. É um quimioprotector e agente terapêutico contra muitos tipos de células tumorais (Crowell, 1999; Duetz et al., 2001).

O álcool perílico, o análogo hidroxilado do limoneno, exibe actividade quimiopreventiva contra o cancro do fígado induzido quimicamente em ratos. Além disso, em modelos animais, no caso dos tumores mamário e do pâncreas, em ratos e hamsters respectivamente, o mesmo álcool foi capaz de reduzir a maioria dos tumores , inclusive os de cérebro. (Mills et al., 1995; Haag & Gould, 1994).

A carvona é o principal monoterpeno do óleo de alcaravia e previne o desenvolvimento de carcinomas de pulmão e estômago induzidos quimicamente (Wattenberb et al., 1989).

Dentre os monoterpenos podemos ainda citar as piretrinas, que são monoterpenos ésteres, e apresentam actividade insecticida (Viegas Junior, 2003). São de referir ainda monoterpenos acíclicos halogenados como a halomina, isolada da alga vermelha Portieria hornemnnii, esta demontra efeitos prometedores na utilização terapêutica dos cancros renal, colo, cérebro, e pulmão (Fuller et al., 1994).

Alguns monoterpenos têm sido referidos como inibidores da acetilcolinesterase. Perry et al. (2000), ao estudar os compostos maioritários dos óleos essenciais de Salvia lavandulaefolia e de S. officinalis (Lamiaceae), concluíram que a actividade anticolinesterásica dos mesmos se deve à presença de dois monoterpenos, o 1,8-cineol, e o α-pineno. 



Sesquiterpenos (C15)

Os sesquiterpenos são o tipo mais numeroso dos terpenos, com aproximadamente 5.000 compostos conhecidos, com mais de 200 esqueletos diferentes. A sua distribuição nas plantas basicamente é a mesma dos monoterpenos, sendo que os sesquiterpenos também são comuns em óleos voláteis (Seigler, 1998).

O pirofosfato de E,E-farnesilo (FPP) é o precursor biossintético comum dos sesquiterpenos, o qual é formado pela adição de uma unidade de  Isopentenila (IPP) (C5) ao E-pirofosfato de geranilo com participação da enzima prenil transferase (Figura. 1.11). (Seigler, 1998).

Muitos sesquiterpenos apresentam actividades biológicas das mais diversas. O β- bisaboleno e o bergamoteno são agentes alelopáticos, inibidores do crescimento de raízes; o capsidiol e o hemigossipol são fitoalexinas; o debneiol possui actividade fungitóxica; o gossipol, sendo um dímero de sesquiterpeno, apresenta propriedade contraceptiva em mamíferos machos (Seigler, 1998).
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Figura. 1.11. Formação do Pirofosfato de E,E-farnesilo, precursor geral dos sesquiterpenos (adaptado de Dewick, 2009).



Triterpenos (C30)

A diversidade estrutural dos terpenos é imensa, incluindo compostos acíclicos, monocíclicos e policíclicos. A sua importância, nomeadamente a nível terapêutico, justifica os numerosos esforcos realizados ao longo das ultimas quatro decadas no sentido da elucidação da sua biogénese (Eisenreich et al., 2004).

Triterpenos são compostos que possuem 30 átomos de carbono, sendo formados pela adição de duas moléculas de pirofosfato de farnesilo. Os triterpenos possuem esqueleto derivado da ciclização do 2,3-epoxiesqualeno, que leva ao cicloartenol e a outros triterpenos subsequentes (Figura. 1.12.) (Dewick, 2009). 

Muitos triterpenos apresentam actividades biológicas, o que lhes confere uma importância terapêutica e comercial (Mahato & Kundu, 1994). Como exemplo, tem-se o ácido ursólico e o seu isómero, o ácido oleanólico (Figura. 1.13.), amplamente distribuídos no reino vegetal e que têm sido frequentemente isolados como mistura isomérica (Vasconcelos et al., 2006). Durante a última década muitos artigos foram publicados, reflectindo o grande interesse e progresso na percepção destes triterpenos. Os diversos estudos incluem o isolamento e purificação destes compostos a partir de várias plantas, modificações químicas, pesquisas farmacológicas e estudos toxicológicos (Liu, 2005).

De entre as inúmeras actividades biológicas atribuídas ao ácido ursólico e ácido oleanólico, refira-se a actividade analgésica, anti-inflamatória, antioxidante, anti-cancerígena e anticolinesterásica (Chung et al., 2001; Vasconcelos et al., 2003; Kang et al., 2008; Ikeda et al., 2008; Xavier et al., 2009). 
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Figura. 1.12. Biossíntese de Triterpenos (Adaptado de Dewick, 2009).
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Figura. 1.13. Estrutura química dos triterpenos ácido ursólico e ácido oleanólico. 



1.3.1.2. Propriedades terapêuticas dos óleos essenciais



Segundo Siani (2000), os óleos essenciais encontram a sua maior aplicação biológica como agentes antimicrobianos. Esta capacidade, presente na grande maioria destes compostos, de certa maneira, irá representar uma extensão do próprio papel que exercem nas plantas, defendendo-as das bactérias, fungos fitopatológicos e predadores.

Os óleos essenciais apresentam propriedades medicinais tais como adstringente, antimicrobiana, analgésica, antidepressiva, antipirética, antiviral, estimulante, e imunoestimulante (Worwood, 1995; Davis, 1996; Cheng et al., 2003). 

Os óleos essenciais presentes nas plantas, ervas e condimentos têm apresentado actividade biológica e servem como uma fonte alternativa de agentes antimicrobianos contra patógenos causadores de doenças alimentares ou deteriorantes de alimentos, sendo esses causadores de diversos prejuízos para as indústrias alimentícias. Como foi mencionado anteriormente, foi detectada actividade antibacteriana e antitrombina no óleo essencial extraído da parte aérea de Hedychium gardnerianum (Medeiros et al., 2000).

A utilização de óleos essenciais na terapia da doença de Alzheimer é referida em vários estudos que comprovaram a sua eficácia, sendo que os óleos essenciais do género Salvia têm sido objecto de muitos estudos laboratoriais in vitro com resultados positivos (Perry, 2003). Em ensaios com ratos aos quais foram administradas doses diárias de óleo essencial de Salvia lavandulaefolia, verificou-se a inibição da acetilcolinesterase com melhoria da doença de Alzheimer. Em ensaios efectuados com humanos verificou-se uma importante melhoria cognitiva e comportamental no grupo ao qual foi administrado  óleo essencial de Salvia lavandulaefolia, quando comparado com o grupo controlo, ao qual foi administrado um placebo (Perry, 2003; Loizzo, 2009). 

É interessante referir que nenhum dos constituintes dos óleos anteriormente mencionados exibe uma elevada inibição de acetilcolinesterase. Segundo Savelev et al. (2003), estes resultados revelam que a actividade inibitória dos resultados dos óleos são atribuídos a uma complexa interacção entre seus componentes, que produzem respostas sinérgicas ou antagónicas entre os seus constituintes.









1.4.  Doença de Alzheimer



A doença de Alzheimer foi descrita inicialmente pelo médico alemão Alois Alzheimer, em 1906 (Figura. 1.14.), por ocasião do 37° Congresso do Sudoeste da Alemanha de Psiquiatria, na cidade de Tübingen. Durante sua conferência intitulada “Eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” (Uma Doença Peculiar dos Neurónios do Córtex Cerebral) Alzheimer definiu-a como uma patologia neurológica, não reconhecida, caracterizado por demência, destacando os sintomas de défice de memória, alterações comportamentais e incapacidade para as actividades rotineiras. Posteriormente, Alzheimer ainda viria a descrever os aspectos anatomopatológicos da patologia, cujas principais características eram o acumular de placas senis e de emaranhados neurofibrilares e a perda neuronal (Moller & Graeber, 1998; Goedert & Spillantini, 2006). 

Em 1910, na oitava edição do “Handbook of Psychiatry”, Emil Kraepelin, após estudar casos semelhantes, propôs a denominação de doença de Alzheimer (DA) em homenagem ao seu descobridor (Moller & Graeber, 1998). 
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Figura. 1.14. Foto de Alois Alzheimer, psiquiatra alemão creditado com a identificação do primeiro caso publicado de "demência pré-senil", que posteriormente ficou conhecida como a doença de Alzheimer (Kelly, 2008).





Um estudo anatomopatológico publicado em 1970 demonstrou que a maioria das demências que ocorrem no período senil são resultado da doença de Alzheimer. A partir de então, o anteriormente designado de pré-senil e senil pela idade, passaram a ser chamadas e consideradas como uma única entidade: “doença de Alzheimer” (Tomlinson et al., 1970; Blennow & Willian, 1992). 

A susceptibilidade para a doença de Alzheimer (DA) é resultante de múltiplos determinantes ambientais e genéticos que interagem durante a vida. Os factores de risco relacionados com a doença de Alzheimer compreendem baixa escolaridade, traumatismo craniano associado à perda de consciência, sexo feminino, depressão, diabetes mellitus, hipertensão arterial, tabagismo, hiperinsulinemia, inactividade física, fibrilação arterial, dieta rica em gorduras e factores genéticos (Cotman & Berchtold, 2002; Ritchie & Lovestone, 2002; Mattson, 2003; Gorelick, 2004; Luchsinger & Mayeux, 2004). Quanto aos factores genéticos, estão incluídas anormalidades em genes localizados nos cromossomas 21 (gene codificador da proteína precursora amilóide, APP), 14 (gene da presenilina 1), 19 (relacionado com a apoliproteína E, especificamente ao alelo ε4), 1 (gene da presenilina 2) e 12 (codificador da proteína relacionada com o receptor de LDL) (Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995; Blennow et al., 2006).

Contudo, o principal factor de risco associado à doença de Alzheimer é a idade. Estimativas indicam que a enfermidade afecta 8-15 % da população com mais de 65 anos, sendo que a partir dessa idade o risco duplica a cada cinco anos. Actualmente, existem em todo o mundo aproximadamente 25 milhões de pessoas com a doença de Alzheimer, o que demonstra a sua grande importância. Nos países desenvolvidos, a doença de Alzheimer representa a terceira causa de morte, sendo apenas superada pelas enfermidades cardiovasculares e pelo cancro (Mattson, 2004; Mount & Downton, 2006). 

Nos estágios iniciais da doença de Alzheimer, há alguma preservação da memória, mas, conforme a enfermidade evolui, a incapacidade de lembrança torna-se generalizada. A dificuldade de aquisição de novas informações aumenta até que não ocorra mais aprendizagem. Na linguagem, ocorre perda de fluência verbal, esvaziamento de conteúdos e diminuição da compreensão, além de erros de leitura e escrita. Além disso, o paciente perde progressivamente habilidades visuo-espaciais. Numa etapa avançada, a enfermidade traz dificuldades de expressão, movimentação e poder de reconhecimento perceptivo sensorial. As alterações psíquicas e comportamentais ocorrem em até 75 % dos casos, comprometendo a vida social e ocupacional. Os sintomas incluem quadros depressivos e psicóticos (alucinações e delírios), apatia, agressividade, agitação psicomotora, condutas repetitivas, perturbações no ciclo de sono-vigília e mudanças nos hábitos de locomoção (McKhann et al., 1984; Romanelli et al., 1990; Morris & Rubin, 1991; Mortimer et al., 1992; Walsh & Selkoe, 2004).

Ainda não foram identificados marcadores biológicos ou características clínicas que estabeleçam um diagnóstico definitivo para a doença de Alzheimer. Este só é obtido com a demonstração de lesões neuropatológicas no cérebro (Gearing et al., 1995). 

Do ponto de vista anatomopatológico, observa-se no cérebro de indivíduos com a doença de Alzheimer atrofia cortical difusa, presença de grande número de placas senis (Figura. 1.15.) e de emaranhados neurofibilares, degenerações grânulo-vacuolares e perda neuronal (Dickson, 1997; Gomez-Isla et al., 1997; Braak & Braak, 1998; Uylings & de Brabander, 2002). 
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Figura. 1.15. Esta fotografia mostra os depósitos ou placas, característica da doença de Alzheimer. (Kelly, 2008).



Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis podem estar presentes nos cérebros normalmente senis, mas em menor quantidade e com distribuição menos extensa. Acredita-se que a concentração das placas senis esteja correlacionada ao grau de demência nos afectados (Hardy & Higgins, 1992; Selkoe, 2002; Walsh & Selkoe, 2004) (Figura. 1.16.).
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Figura. 1.16. Esquema de um corte “transversal” do cérebro. À esquerda, surge um cérebro saudável, à direita, um que apresenta doença de Alzheimer avançada. No último, o córtex cerebral decresceu e os ventrículos (espaços cheios de líquido) aumentaram consideravelmente (Adaptado de Kelly, 2008).





1.4.1. Principais alterações cerebrais no cérebro com a DA



As três principais alterações que agridem o cérebro de pessoas com a DA são as placas amilóides, os emaranhados neurofibrilares e a perda de conexões celulares e morte celular (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a).

As placas amilóides são encontradas nos espaços entre os neurónios e consistem principalmente de depósitos extracelulares de fragmentos insolúveis em placas senis do fragmento de proteína designado β-amilóide, de outras proteínas, de remanescentes de neurónios, dendritos e axónios em degeneração, de glia e outros materiais celulares. O β-amilóide deposita-se em placas, que causam destruição de neurónios por criarem processos inflamatórios crónicos nas regiões afectadas, interferirem com a regulação de cálcio, essencial para a condução dos estímulos nervosos, e aumentarem a produção de radicais livres, tóxicos para as células nervosas.

Os emaranhados neurofibrilares encontrados dentro dos neurónios são agregados anormais da proteína associada ao microtúbulo (Tau). Em neurónios saudáveis, os microtúbulos formam-se com a finalidade de guiar os nutrientes e outras moléculas do corpo da célula até o fim do axónio. A Tau, que normalmente tem certo número de grupos fosfato, liga-se ao microtúbulo estabilizando-o. Em pessoas com a DA ocorre uma fosforilação anormal da Tau que se acaba desligando do microtúbulo, aglutinando-se juntamente com outros fragmentos da Tau e formando os emaranhados neurofibrilares. Quando isto ocorre, os microtúbulos desintegram-se e o sistema de transporte neuronal colapsa-se.

A perda das conexões celulares e morte celular resultam provavelmente do acumular anormal do β-amilóide e dos emaranhados neurofibrilares. Quando ocorre a perda de conexão entre os neurónios, eles não conseguem funcionar normalmente e eventualmente morrem. Como a morte dos neurónios acontece em todo o cérebro, as regiões afectadas começam a diminuir num processo denominado atrofia cerebral. Na fase final da DA o dano é generalizado e o tecido cerebral encontra-se significativamente diminuído.

A Figura. 1.17. ilustra os principais eventos relacionados com o desenvolvimento do processo neurodegenerativo durante a evolução da doença de Alzheimer (Selkoe, 2004b).
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Figura. 1.17. Modelo de eventos chave relacionados com a patologia da DA baseado nas evidências disponíveis. As moléculas de APP (proteína precursora amilóide) presentes no plasma (b) e em vesículas intracelulares como os endossomas (a), são quebradas pela β-secretase (BACE) e pelo complexo prenselina-γ-secretase (PS - γ) para libertar a região de β-amilóide (Aβ). Uma porção de Aβ pode sofrer oligomerização, inicialmente dentro das vesículas (c), e depois ser libertado no líquido intersticial cerebral (d), onde os oligómeros solúveis se podem difundir para as fendas sinápticas e interferir com as funções sinápticas de maneira ainda desconhecida (e). Os oligómeros de Aβ podem ainda polimerizar-se em fibras amilóides insolúveis, que se agregam em placas esféricas, prejudicando estrutural e funcionalmente os axónios e dendrites adjacentes (f). A activação de cinases no citoplasma dos neurónios acompanha este efeito e leva à hiperfosforilação da proteína associada ao microtúbulo (Tau) e à sua subsequente polimerização em filamentos insolúveis que se agregam na forma de emaranhados neurofibrilares (g). Células da microglia activadas e astrócitos reactivos em redor das placas participam na resposta inflamatória localizada o que pode contribuir para a neurotoxicidade (Adaptado de Selkoe, 2004b).











1.5. Acetilcolina e a sua importância no sistema nervoso



A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor das sinapses e junções neuroefectoras colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico. É sintetizada no citosol do neurónio a partir do acetil coenzima-A e da colina (Silva,1998) (Figura. 1.18.)
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Figura. 1.18. Estrutura química da acetilcolina .



O acetil coenzima-A tem origem mitocondrial, ao passo que a colina provém da fenda sináptica, extracelular. A colina atravessa a membrana do terminal axónico por um mecanismo de transporte activo específico. A combinação do acetil- CoA à colina é catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT). Depois de sintetizada, a ACh é armazenada nas vesículas sinápticas. Este neurotransmissor possui um papel crucial no sistema nervoso central. No terminal axonal, as vesículas pré-sinápticas contendo ACh ficam armazenadas até que haja um estímulo que as liberte (Silva, 1998).

O impulso nervoso, ou potencial de acção, ao chegar ao botão sináptico onde estão as vesículas sinápticas, ocasiona uma despolarização da membrana pré-sináptica, aumentando a condutância do cálcio, o que favorece a entrada deste no axónio. A libertação da acetilcolina varia directamente com a concentração de cálcio (Prado et al., 2002). Posteriormente ocorre o “rompimento das vesículas” e o extravasamento do neurotransmissor na fenda sináptica, ocorrendo a fusão com a membrana. A acetilcolina libertada pode difundir-se no espaço extracelular, ser degradada a colina e ácido acético pela acetilcolinesterase ou ainda combinar-se com receptores colinérgicos pós e pré-sinápticos (Rang et al., 2004; Dajas-Bailador & Wonnacott, 2004).

Logo após exercer a sua acção a acetilcolina sofre hidrólise pelas colinesterases, libertando ácido acético e colina. Nesta hidrólise, que ocorre na fenda sináptica, cerca de 50% da colina produzida é recaptada pelo terminal axónico, e, posteriormente, é reutilizada para a biossíntese de acetilcolina (Silva, 1998) (Figura. 1.19.).



 (
Acetilcolinaa
) (
Colina
) (
Receptor de acetilcolina
) (
Fenda Sináptica
) (
Acetilcolina
) (
CoA
) (
Acetil-CoA
) (
Membrana Pós-Sináptica
) (
Transportador de colina
) (
Acetilcolinesterase
) (
Acetato
o
) (
Colina
) (
Colina
) (
Terminal nervoso
) (
Colina-O-acetil-Transferase
)[image: http://www.cnsforum.com/content/pictures/imagebank/lorespng/rcpt_sys_ACH_esterase.png]



Figura. 1.19. Acetilcolinesterase catalisa a hidrólise da acetilcolina em acetato e colina após a acção do neurotransmissor (adaptado de CNSforum.com)



A reposição da acetilcolina tem apresentado eficácia na melhoria da capacidade cognitiva e do comportamento de portadores da doença. Os medicamentos usados neste tipo de terapia são descritos com inibidores da acetilcolinesterase. Essas drogas têm efeito sintomático discreto sobre a cognição, algumas vezes beneficiando as alterações psíquicas da demência. Acredita-se também que elas possam retardar a evolução natural da doença, possibilitando uma melhoria temporária no estado funcional do paciente (Mount & Downton, 2006; Blennow et al., 2006).





1.6. Colinesterases



Estas enzimas são classificadas de acordo com suas propriedades catalíticas e especificidade aos substratos, sensibilidade a inibidores e distribuição tecidual. As colinesterases desempenham um papel importante na neurotransmissão colinérgica central e periférica, além de outras funções, como a hidrólise e a destoxificação de xenobióticos (Massoulié et al., 1993). 

A acetilcolinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) hidrolisa preferencialmente ésteres com grupo acetilo, e a butirilcolinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8) hidrolisa outros tipos de ésteres como a butirilcolina. Ambas as colinesterases são amplamente distribuídas no organismo (Taylor & Brown, 1999).



1.6.1. Acetilcolinesterase (AChE) (E.C. 3.1.1.7)



Esta enzima possui um papel regulatório na neurotransmissão colinérgica, sendo responsável pela hidrólise rápida do neurotransmissor acetilcolina. É uma glicoproteína globular encontrada nos neurónios colinérgicos, nas proximidades das sinapses colinérgicas e, em concentrações elevadas, nas junções neuromusculares (Massoulié et al., 1993).

A AChE está amplamente distribuída no sistema nervoso central e também é encontrada em eritrócitos, linfócitos e plaquetas de mamíferos (Silva, 1998).



1.6.2. Estrutura da acetilcolinesterase



A AChE existe em duas classes gerais de formas moleculares, como oligómeros homoméricos simples de subunidades catalíticas e como associações heteroméricas de subunidades catalíticas e subunidades estruturais. Os oligómeros homoméricos simples aparecem como monómeros, dímeros e tetrâmeros, dando origem, assim, às formas globulares (G): G1, G2 e G4. As associações heteroméricas de subunidades catalíticas e subunidades estruturais resultam nas formas estruturais assimétricas (A): A4, A8 e A12 (Massoulié et al., 1993) (Figura. 1.20.).

As formas homoméricas são encontradas como espécies solúveis na célula, provavelmente com o intuito de exportação, ou então apresentam-se associadas à membrana externa da célula por meio de uma sequência de aminoácidos hidrofóbicos intrínsecos ou de um glicofosfolipído acoplado. A AChE que se apresenta nas formas heteroméricas encontra-se associada com a lâmina basal externa na sinapse e é particularmente abundante na junção neuromuscular (Taylor & Brown, 1999).

A maior parte da AChE encontrada no tecido nervoso é do tipo globular, predominantemente G4, ligada à membrana. Os eritrócitos, linfócitos e plaquetas contêm a forma globular dimérica G2, a tetramérica G4 e a assimétrica A12, respectivamente (Massoulié et al., 1993)
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Figura. 1.20. Estruturas quaternárias das formas moleculares de AChE. As formas homoméricas são compostas pelo monómero G1, dímero G2, tetrâmero G4 e um glicofosfolípido (GPI) ligado ao dímero.As formas heterodiméricas consistem numa forma de cauda hidrofóbica G4 e nas formas assimétricas contendo uma subunidade colagénica estrutural (por exemplo forma assimétrica A12) (Chan & Jasmin, 1999).



1.6.3. Mecanismo de acção



A AChE é uma enzima alostérica da classe das hidrolases, com 537 resíduos de aminoácidos na sua sequência, que se encontra ancorada na membrana pós-sináptica na forma tetramérica. A AChE hidrolisa a ACh, em acetato e colina no sítio catalítico (tríade catalítica), constituído pelos resíduos Ser200-Glu327-His440 (SEH) e situado no fundo do seu sítio activo (Soreq & Seidman, 2001) (Figura 1.21.).
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Figura. 1.21. Sítio catalítico da AChE (adaptado de Soreq & Seidman, 2001).



O sítio activo da AChE denominado GORGE (Figura 1.22.) é composto por quatro subsítios e tem aproximadamente 20 Å de profundidade. O sítio periférico está localizado na entrada e o sítio ligante de amónio quaternário situa-se na região central do GORGE. Estes dois sub-sítios são constituídos por vários resíduos aromáticos e por isso a totalidade da área que abrangem é denominada sítio aromático da AChE. Os outros dois sub-sítios da AChE, sítios catalítico e aniónico situam-se no fundo no “bolso” de acilação, onde ocorre a desactivação da ACh (Koellner et al., 2000).
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Figura. 1.22. Sítio catalítico da AChE (adaptado de Koellner et al., 2000).



O mecanismo proposto para a acção da AChE sobre a ACh (Figura 1.23) é dividido em duas etapas: a hidrólise da ACh e a acilação do grupo acetilo. A acetilcolina, depois de ser reconhecida pelos resíduos Asp72 e Tyr70, situados no sítio periférico da AChE, move-se para o fundo do GORGE, ligando-se à tríade catalítica, mais especificamente ao hidroxilo da Ser200 que actua como nucleófilo usando um par de electrões livres do oxigénio do seu hidroxilo para atacar o carbonilo da ACh formando em seguida um intermediário reactivo tetraédrico com a His440, actuando como catalisador básico para aumentar a nucleofilicidade da serina (passos 1 e 2 da Figura 1.23). Após a formação do intermediário reactivo, a histidina, agora ácida, protona o grupo ‘O-R’ que se torna um melhor grupo de saída que os outros, libertando dessa forma a colina da ACh (passos 3, 4 e 5 da Figura 1.23). O grupo acilo da ACh encontra-se ligado covalentemente à Ser200. Uma molécula de H2O interage com a tríade catalítica da AChE, actuando como nucleófilo. O par de electrões livres do oxigénio da água ataca o carbonilo do grupo acilo, formando um novo intermediário reactivo que é atacado pela His440 (passo 6 da Figura 3). Em seguida a histidina, novamente ácida, sofre ataque de um par de electrões livres do intermediário tetraédrico, que protonado sofre rearranjo libertando o acetato formado (ácido acético) (passos 7, 8, 9 e 10 da Figura 1.23). Desta forma, a Ser200 é regenerada e o processo repete-se enquanto houver impulsos nervosos a serem transmitidos (Patrick et al., 2005)
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Figura. 1.23. Mecanismo proposto para hidrólise da ACh pela AChE (adaptado de Patrick et al., 2005).















1.6.4. Inibidores de acetilcolinestrase



Actualmente, existem cinco drogas aprovadas para o tratamento clínico da doença de Alzheimer. (Tabela. 1.1.) Entre estas, quatro são classificadas como drogas anticolinesterásicas, ou seja, inibidores da enzima acetilcolinesterase enquanto a outra actua como antagonista do receptor de glutamato aumentando os níveis de acetilcolina na fenda sináptica (FDA, 2007)

No cérebro com DA são observadas várias alterações relacionadas com o sistema colinérgico, entre as quais: perda selectiva e significativa da actividade de ChAT em diferentes partes do cérebro (córtex, hipocampo e amígdalas), degeneração selectiva dos neurónios colinérgicos basais do cérebro, diminuição da actividade da AChE com proporcional ao aumento do número de placas senis, e redução dos níveis de ACh e AChE (Kasa et al., 1997; Gouras, 2001; Garcia-Sanchez et al., 2003).











































Tabela. 1.1. Drogas disponíveis comercialmente aprovadas para o tratamento da doença de Alzheimer (FDA, 2007)



		Genérico

		Marca

		Aplicação

		Efeitos Adversos

		Classe



		Donepezil

		Aricept®

		Todos os estágios

		Náuseas; vómitos; perda de apetite e aumento dos movimentos no TGI

		Anticolinesterásico



		Galantamina

		Reminyl®

		Leve a moderada

		Náuseas; vómitos; perda de apetite e aumento dos movimentos no TGI

		Anticolinesterásico



		Rivastigmina

		Exelon®

		Leve a moderada

		Náuseas; vómitos; perda de apetite e aumento dos movimentos no TGI

		Anticolinesterásico



		Tacrina

		Congnex®

		Leve a moderada

		Possível dando no fígado; náuseas e vómito.

		Anticolinesterásico



		Memantina

		Ebix®

		Moderada a severa

		Dor de cabeça; confusão e tonturas.

		Antagonista do receptor de glutamato (N-methyl-D-asparto) NMDA









Os anticolinesterásicos possuem um papel importante no tratamento da DA. Em 1976 foi estabelecida a hipótese colinérgica, que associa os sintomas cognitivos, funcionais e comportamentais presentes na DA com a deficiência na neurotransmissão colinérgica ligada à perda dos neurónios colinérgicos (Kasa et al., 1997).

Inúmeras abordagens vêm sendo exploradas para restaurar a função central colinérgica: o uso de agentes libertadores de ACh, a estimulação da captação de acetilcolina, a activação de receptores colinérgicos por agonistas e a diminuição da degradação metabólica de ACh pela inibição da AChE (Kasa et al., 1997). 

Estudos revelaram que um aumento dos níveis de ACh pela inibição da AChE pode melhorar a insuficiência na função cognitiva em estágios prematuros de DA (Mesulam, 2009). A intensa investigação para a descoberta de inibidores de AChE e a resposta positiva do tratamento contribuiu para o surgimento dos anticolinesterásicos no mercado (Orhan et al., 2006). 

Vários autores estudaram a relação entre o sistema colinérgico e a sua capacidade de modular o metabolismo da APP (Nitsch et al., 1992; Nitsch et al., 1993; Wolf et al., 1995; Salvietti et al., 1996). A maioria dos trabalhos relata que os efeitos da estimulação colinérgica são directamente dependentes de interacções do tipo ligante-receptor e que tais interacções são responsáveis por desencadear uma cascata de transdução de sinais que envolve a activação de proteínas cinases. Vários segundos mensageiros intracelulares também contribuem para a regulação do metabolismo da APP e possuem interacções extremamente complexas (Racchi et al., 2004). (Figura. 1.24.)
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Figura. 1.24. Possíveis sítios de interacção farmacológica entre os anticolinesterásicos (AChEI) e o metabolismo da APP. Três possíveis sítios são indicados. Primeiramente, os AChEI podem interagir com o metabolismo da APP através da estimulação colinérgica indirecta da via não-amiloidigénica. A estimulação colinérgica da α-secretase e libertação dos fragmentos solúveis da APP (sAPPα) envolve a activação de vias de transdução de sinais de uma ou ambas as proteínas cinases. Também já foi sugerido que alguns AChEI podem interagir independentemente de receptores colinérgicos com estas vias e activar ou alguns casos modular a metabolização normal da APP. Uma terceira possibilidade sugere a interação de algumas moléculas directamente na síntese da haloproteína da APP e assim interferir no metabolismo da APP e formação de Aβ (Adaptado de Racchi et al., 2004).



As drogas descritas como inibidoras da acção da enzima acetilcolinesterase (AChEIs) constituem hoje a principal estratégia para o tratamento de pacientes com DA, a terapia colinérgica. O tratamento consiste na melhoria da transmissão do impulso nervoso na sinapse. A inibição da hidrólise da acetilcolina pela AChE por fármacos que interagem com o enzima permite a manutenção da concentração do neurotransmissor  durante os processos de condução de sinal para outros neurónios. O uso de medicamentos correctos, que auxiliem no aumento da concentração de ACh na sinapse, tem efectivamente retardado a evolução da doença (Sigimoto et al., 2002; Sayeg, 2009).

Entre os medicamentos que actuam como inibidores da AChE, destacam-se a tacrina (Proctor & Harvey, 2000; Sugimoto et al., 2002; Patrick et al., 2005), primeiro fármaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da DA, seguida pelo donepezil (Sugimoto et al., 2002; Racchi et al., 2004), pela rivastigmina (Sugimoto et al., 2002; Racchi et al., 2004) e pela galantamina (Racchi et al., 2004) Outras drogas foram estudadas e testadas clinicamente para serem usadas no tratamento da DA, como a fisostigmina (Camps & Munoz-Torrero, 2002). Outras estão em fase de teste e são candidatas promissoras a aprovação, entre elas a huperzina A (Patrick, 2005; Barak, 2005). Estes fármacos são indicados para o tratamento nas fases leve e moderada, quando o paciente ainda tem actividade cognitiva independente.

A tacrina, aprovada para o tratamento de pacientes com DA em 1993, (Sugimoto et al., 2000; Kaur & Zhang, 2000) é um derivado da acridina, sintetizada em 1945, actuando primeiramente como agente antimicrobiano e bloqueador da monoaminoxidase. (Proctor & Harvey., 2000). É comercializada sob as denominações de Cognex® e de Nivalin® sendo a detentora da sua patente a indústria farmacêutica Warner-Lambert. Essa droga é um inibidor reversível, não-competitivo e não selectivo para a AChE. Tem alta hepatotoxicidade, farmacocinética lenta e alta incidência de efeitos secundários (Kaur & Zhang, 2000). Aumenta moderadamente a função cognitiva em pacientes com boa tolerância a ela. Embora não seja mais usada ainda é tida como droga de referência na busca de outras AChEIs (Proctor & Harvey, 2000), havendo ainda estudos acerca de análogos da tacrina na busca de um AChEI mais potente. Estudos de “docking” molecular entre a tacrina e a AChE evidenciaram que a tacrina é reconhecida no sítio activo da AChE pelo sítio aniónico por meio de interações hidrofóbicas; no sítio periférico da enzima por interacções fracas do tipo van der Waals e transferência de carga via electrões p24 e no sítio catalítico da AChE por ligação hidrogénio com o resíduo His440 da tríade catalítica, interação eletrostática do tipo “Π-Π stacking” com os resíduos Trp84 e Phe330, mais especificamente forma um complexo de transferência de carga com o resíduo Trp84 (Harel et al., 1993).

Em 1996 a segunda AChEI foi aprovada para o tratamento de DA, o donepezil, comercializado como Aricept® . Essa droga foi desenvolvida, sintetizada e avaliada pela indústria farmacêutica japonesa Eisai Co., para os quais foram utilizados estudos de reconhecimento molecular e a partir de estudos de QSAR, mesmo antes da determinação da estrutura tridimensional da AChE (Greenblatt et al., 1999). O donepezil é uma droga da família das N-benzilpiperidinas. É um AChEI altamente selectivo ligando-se reversivelmente e de forma não-competitiva à AChE (Greenblatt et al., 1999; Barril et al., 2001; Sugimoto et al., 2002) O uso desse medicamento resulta em melhoras significativas no tratamento da DA leve e moderada quando comparado com a tacrina. É bem tolerada pelo organismo, apesar de causar efeitos colaterais característicos das AChEIs como náuseas, dores de cabeça, tonturas, distúrbios do sono e complicações estomacais (Racchi et al., 2004).

Estudos de reconhecimento molecular realizados a partir da estrutura cristalina do complexo AChE-donepezil mostraram que este AChEI interage com resíduos dos sítios aniónicos e periférico do enzima e não directamente com a tríade catalítica. Similarmente à tacrina, o anel benzénico do donepezil faz uma interacção electrostática do tipo “Π-Π stacking”com o resíduo Trp84. O donepezil opera diversas ligações de hidrogénio dentro do sítio activo da AChE com moléculas de água estruturais presentes durante a sua presença dentro do GORGE (Barril et al., 2001) Os oxigénios dos dois grupos metoxi fazem uma interação Π-Π clássica com o resíduo Trp279 da AChE. (Barril et al., 2001). Todas as formas enantioméricas deste inibidor mostram o mesmo perfil de selectividade, pois interconvertem-se rapidamente em solução aquosa via intermediário cetoenólico, existindo, portanto como uma mistura racémica (Sugimoto et al., 2000)

A terceira AChEI utilizado no tratamento de DA foi a fisostigmina, um alcalóide natural, pertencente ao grupo dos carbamatos, extraído de uma planta, Physostigma venenosum. (Proctor & Harvey, 2000; Sugimoto et al., 2002; Patrick, 2005). A sua estrutura foi determinada em 1925 (Patrick, 2005). Foi a primeira AChEI estudada clinicamente para ser aplicada no tratamento da DA (Camps & Munoz-Torrero, 2002). É selectiva e pseudo-irreversível, por se complexar com o resíduo Ser200 da AChE e formar uma ligação pseudo-covalente com o átomo de oxigénio do seu hidroxilo. A fisostigmina durante os estudos clínicos apresentou baixo índice terapêutico, baixo tempo médio de vida e biodisponibilidade variável. Apesar de proporcionar uma melhora da cognição dos pacientes, essa droga foi rejeitada pelo FDA devido a sua baixa eficiência em longo prazo nas fases clínicas II e III. Porém, é uma droga usada ainda hoje para tratar glaucoma, comercializada com o nome de Antilirium®. A exemplo da tacrina, apesar de não ser mais usada no tratamento para DA a fisostigmina é objecto de referência no desenvolvimento de novos análogos para o tratamento da DA. (Barril et al., 2001; Kaur & Zhang, 2000; Sugimoto et al., 2002). 

Em meados de 1998 foi aprovada na Europa a rivastigmina, droga derivada da fisostigmina por modificações moleculares. É um AChEI selectivo e pseudoirreversível como a fisostigmina, porém tem menor selectividade (Sugimoto et al., 2000; Camps & Munoz-Torrero, 2002; Racchi et al., 2004;). A rivastigmina apresentou perfil farmacológico superior à fisostigmina, com boa selectividade e bioactividade considerável in vivo, boa tolerância por parte dos pacientes, propriedades neuroprotectoras e melhoria na cognição dos pacientes durante as fases de testes clínicos. Foi aprovada pelo FDA no ano 2000 (Sugimoto et al.,  2000; Camps & Munoz-Torrero., 2002; Racchi et al.,2004) e é comercializada com o nome de Exelon®, um dos fármacos mais indicados hoje no tratamento de pacientes com DA. A rivastigmina é considerada uma AChEI pseudo-irreversível por se complexar à AChE no reconhecimento molecular, carbamilando a enzima no oxigénio do hidroxilo do resíduo Ser200, formando uma ligação covalente com distância de ligação da ordem de 1,39 Å que é lentamente desfeita (descarbamilação). Além da carbamilação, a rivastigmina interage com os resíduos Trp84 e PheF330 (Bar-On et al., 2002) 

O terceiro AChEI aprovado pelo FDA para o tratamento da DA foi a galantamina. É um alcalóide encontrado em várias plantas da família das Amaryllidaceae, particularmente numa planta nativa da região do Cáucaso europeu chamada “snow drop” (Racchi et al., 2004)

Foi descoberta acidentalmente por um farmacêutico búlgaro em 1950. O extracto dessa planta era utilizado para tratar dores dos nervos, poliomielite e usado como anestésico (Greenblatt et al., 1999). Além de ser um inibidor selectivo, competitivo e reversível da acetilcolinesterase, é modulador alostérico dos receptores nicotínicos cerebrais, musculares e gangliais (Kone et al., 2006).  Tendo actividade diferenciada sob o sistema nervoso central, facilidade para penetrar a barreira hematoencefálica, boa biodisponibilidade, boa tolerância do organismo, foi aprovada em 2001 para o tratamento da DA por promover melhorias significativas na cognição e outros sintomas não-cognitivos nos pacientes. É comercializada com o nome de Reminyl® (Kone et al., 2006). A galantamina interage com os resíduos do sítio activo da AChE, principalmente Ser200 e Phe330 por ligações de hidrogénio e com o Trp84 por interacções do tipo Π-Π (Greenblatt et al., 1999)

A (±) huperzina A (Figura 10) é um alcalóide natural obtido da Huperzia serrata, planta muito utilizada pela medicina chinesa. É um potente inibidor reversível da AChE (Raves et al., 1997) com potencial para o tratamento de DA, considerando-se a sua acção prolongada sobre o Sistema nervoso central, baixa toxicidade, além de acção protectora sobre os neurónios contra o excesso de glutamato que pode causar a morte das células nervosas (Sugimoto et al., 2000; Camps & Munoz-Torrero, 2002) Num de “docking” realizado por Raves (1997) e colaboradores demonstrou-se que a (±) huperzina A tem reconhecimento molecular com a AChE por meio de interacções do tipo Π-Π com os resíduos Trp84 e Phe330, além da ligação de hidrogénio com o resíduo His440 (Raves et al., 1997).







































1.7. Pesquisa de novos candidatos de origem natural para o tratamento da DA



A diversidade estrutural dos anticolinesterásicos já conhecidos e a possibilidade de explorar modos de acção diferentes estimularam estudos fitoquímicos com diversas espécies de plantas e micro-organismos com base no uso popular ou em dados etnobotânicos. A pesquisa de drogas inibidoras de AChE com acção prolongada, com maior potência e com menores riscos de efeitos colaterais, ainda permanece o foco de diversos pesquisadores (Howes & Houghton, 2003; Khalid et al., 2004). Cerca de 50% das drogas introduzidas no mercado durante os últimos 20 anos são derivadas directamente ou indirectamente de moléculas pequenas de origem natural (Newman & Cragg, 2007). A natureza pode ser considerada como uma importante fonte de novos compostos químicos de interesse para o tratamento de várias doenças, inclusive a DA. Além disso, vários compostos promissores já foram sintetizados e testados pelas suas habilidades de inibir AChE (Di Giovanni et al., 2008). Recentemente, extractos de plantas medicinais têm sido objecto de diversos estudos visando a busca de soluções que possam dar maior conforto aos pacientes com a DA (Lopez et al., 2002; Khalid et al., 2004; Viegas Júnior et al., 2004; Anekonda & Reddy, 2005; Facundo & Rios, 2005; Adsersen et al., 2006). Desse modo, diversos extractos avaliados mostraram propriedades como pró-colinérgica, antioxidante, anti-amilóide e anti-inflamatória, indicando o uso promissor de substâncias provenientes de fármacos vegetais no tratamento de pacientes com DA (Anekonda & Reddy, 2005). Extractos de plantas contendo vários constituintes activos têm sido usados hoje em dia para tratar desordens associadas com o Sistema Nervoso Central, entre essas, espécies da família Amaryllidaceae (Lopez et al., 2002; Melanie-Jayne et al., 2003; Khalid et al., 2004; Viegas Júnior et al., 2004; Anekonda & Reddy, 2005).

Vários factores mostram que extractos de plantas medicinais podem ser veículos portadores de substâncias importantes e activas, onde se incluem as substâncias inibidoras da AChE (Anekonda & Reddy, 2005). O primeiro factor é a biodisponibilidade (Manach et al., 2005), especialmente quando se trata de plantas que contém flavonóides ou outras substâncias polifenólicas. Essas substâncias são capazes de atravessar a barreira intestinal e penetrar no sistema circulatório. O segundo factor é a capacidade dos extractos passarem pela barreira hemato-encefálica. Esta barreira expressa um grande número de transportadores, como a glicoproteína-P, onde as substâncias naturais actuam. O terceiro factor está relacionado aos aspectos toxicológicos e de interação droga-droga entre as substâncias naturais. Poucos estudos clínicos foram realizados com plantas medicinais, ou seus extractos, que possam garantir da sua segurança e eficácia. No entanto, estudos clínicos realizados até então mostraram poucos efeitos adversos. Um estudo realizado por Anekonda e Reedy (2005) apresenta uma lista de plantas com actividade no tratamento da DA, bem como efeitos sinergéticos (positivos e negativos) de combinações de diversos compostos dessas plantas (Roman et al., 2002; Alcala et al., 2005).



Como anteriormente descrito (Capítulo 1.6.4), quimicamente as AChEIs têm em comum a acção inibitória da AChE, porém possuem estrutura e natureza química distintas. Sendo que alguns inibidores da AChE agem competindo com a ACh, outros inibem a acilação do grupo OH da Ser200, formando um éster de carbamilo, mais estável que o acetato e menos apto a sair do sítio activo. Tendo isso em conta, há um enorme interesse científico na pesquisa de novos compostos para o tratamento da DA, já que é possível encontrar estruturas muito diferentes das conhecidas até ao momento e que sejam simultaneamente bons inibidores da AChE e não provoquem efeitos secundários adversos.



































2. Material e Métodos



2.1. Material vegetal



Numa primeira fase o material vegetal foi colectado na Ilha de São Miguel nos Açores em Janeiro de 2008, no local (3) indicado na Figura. 2.1. O material vegetal incluía rizomas, folhas maduras, folhas jovens, caules, sementes e frutos de H. gardnerianum, no âmbito do projecto de Licenciatura em Ciências Biológicas e da Saúde do Dr. Rafael Nunes, na Universidade dos Açores.

Numa segunda fase, colectaram-se na Ilha de São Miguel, folhas maduras de H. gardnerianum, em todos os pontos indicados na Figura. 2.1. entre os meses de Fevereiro e Maio de 2010. 

Posteriormente às recolhas, o material vegetal foi levado para a Universidade dos Açores, Pólo de Ponta Delgada Universidade dos Açores, onde foi cuidadosamente limpo de impurezas (terra ou areia), eliminando-se o material com algum sinal de deterioração e armazenando-o a -80ºC, para posterior utilização.
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Figura. 2.1. Mapa da Ilha de São Miguel nos Açores. (Fonte: Google Earth 5.1.3533.1731). São mostrados os quadro pontos da colecta: 

(1) Sete Cidades (37º 50’ 44,69’’N and 25º 45’ 46,12’’W);

(2) Fogo (37º 47’ 06,62’’N and 25º 28’ 35,62’’W);

(3) Furnas (37º 45’ 59,02’’N and 25º 20’ 05,75’’W);

(4) Achada (37º 49’ 39,28’’N and 25º 15’ 28,35’’W).





























2.2. Preparação dos extractos 



2.2.1. Extractos metanólico e diclorometânico

		

		





Os materiais vegetais recolhidos foram cortados e extraídos segundo uma sequência, numa primeira etapa com diclorometano (CH2Cl2), durante 10 horas, numa segunda fase, com metanol (CH3OH), durante 10 horas (Figura. 2.2.), numa proporção de 1g/ 4 mL de solvente. 

Os extractos foram posteriormente evaporados à secura, sob vácuo, a uma temperatura de 40ºC, num evaporador rotativo, Büchi Rotavapor R210, para os extractos metanólicos (Figura. 2.3.), e num evaporador rotativo Büchi Rotavapor RE121, para os extractos diclorometânicos (Figura. 2.4.), sendo por último armazenados, protegidos de luz, a uma temperatura de -20 ºC, até ao momento dos ensaios. 
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Figura. 2.2. Fotografia da extracção da fracção diclorometânica (Foto de: Autor)
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Figura. 2.3. Fotografia em pormenor da fracção diclorometânica no evaporador rotativo Büchi rotavapor RE121 (Foto de: Autor).
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Figura. 2.4. Fotografia em pormenor da fracção metanólica no evaporador rotativo Büchi Rotavapor RE210 (Foto de: Autor)





2.2.2. Extracção e fraccionamento do extracto diclorometânico



A repetição da extracção com diclorometano de folhas maduras e os respectivos fraccionamentos foram elaborados pela Doutora Ana Seca do Departamento de Ciências Tecnológicas e do Desenvolvimento da Universidade dos Açores, sendo que a mesma, muito gentilmente, disponibilizou o material para análise para esta dissertação.

A extracção iniciou-se com 0.427 Kg de folhas maduras de H. gardnerianum, pertencentes ao mesmo conjunto recolhido pelo Dr. Rafael Nunes e armazenadas a ‑80ºC. Depois de trituradas, estas folhas foram colocadas num balão volumétrico com 2.0L de diclorometano, durante 3 dias, resultando desta extracção 8.28g de extracto seco após evaporação com evaporador rotativo. Este extracto foi fraccionado tendo em conta a sua solubilidade a quente em hexano (fracção designada por 1.1, 4,66 gramas), hexano:diclorometano 50% (fracção designada por 1.2, 2,39 gramas) e o restante designado por resíduo (0,63 gramas). As fracções 1.1 e 1.2 foram armazenadas em eppendorfs com massa suficiente para fazer testes biológicos (1.1 115,1 mg; 1.2 46,3 mg).

A fracção 1.2 revelou-se, entretanto, a mais activa em testes preliminares com outras finalidades que não as descritas por este trabalho, pelo que foi fraccionada em Universidade de La Laguna, Canárias, Espanha, por cromatografia em coluna de sílica gel, eluída com hexano: acetato de etilo em proporções de 0% a 100% de acetato de etilo, de 5 em 5 % (100 mL de cada), tendo resultado a recolha de 84 fracções. 



A análise dessas fracções por TLC permitiu reunir as que possuíam perfil idêntico:

· Da 1 à 18 fracção 1.2.1;

· Da 19 à 22 fracção 1.2.2;

· Da 23 à 24 fracção 1.2.3;

· Da 25 à 28 fracção 1.2.4;

· Da 29 à 34 fracção 1.2.5;

· Da 35 à 47 fracção 1.2.6;

· Da 48 à 61 fracção 1.2.7;

· Da 62 à 81 fracção 1.2.8;

· Da 82 à 84 fracção 1.2.9.





2.2.3. Extracção dos óleos essenciais



As extracções de óleo essencial foram realizadas por hidrodestilação através de um aparelho graduado tipo Clevenger. (Figura. 2.5.)

Para a obtenção dos óleos essenciais das plantas analisadas, foram utilizados 300g de folhas cortadas em pedaços. Estas foram colocadas em balões de extracção de 2000mL, adicionando-se água destilada até perfazer o seu volume. Estes balões de extracção foram submetidos a uma temperatura de aproximadamente 100ºC, durante um período de 90 minutos, após o inicio da ebulição. Ao fim desse tempo retiraram-se as amostras, recomeçando-se o processo de modo idêntico até se obter uma quantidade de óleo suficiente para as análises e ensaios de actividade anticolinesterásica.

Após cada extracção o óleo essencial foi quantificado com o auxílio de uma micropipeta. As amostras foram armazenadas a -20°C, até ao momento da análise.
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Figura. 2.5. Aparelho de Clevenger utilizado na extracção dos óleos essenciais. (Foto de: Autor)







































2.3. Determinação da actividade da Acetilcolinesterase 



Para medir a actividade da AChE, foram modificados os ensaios descritos por Ellman et al. (1961) e Ingkaninan et al. (2003).

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método espectrofotométrico para a determinação da actividade anticolinesterásica (Ellman et al., 1961). O método baseia-se na medição da taxa de produção de tiocolina à medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela acetilcolinesterase. Isto ocorre pela reacção posterior da tiocolina (1) com reagente de Ellman (2) (DTNB), produzindo o anião amarelo (3) (Figura. 2.6.).

A taxa da produção do composto colorido 3 é monitorizada num espectrofotómetro UV/VIS a 412 ou 405 nm.

[image: ]

Figura. 2.6. Esquema representativo da série de reacções químicas descritas por Ellman et al. (1961).



Este método fotométrico exige uma elevada solubilidade em água de todos os reagentes e principalmente das amostras, uma vez que os tampões e soluções o são em meio aquoso (Ellman et al., 1961).

A triagem de substâncias químicas frente a um enzima (alvo macromolecular) pode ser abordada (i) pela avaliação do efeito em dose única (% inibição) ou (ii) pela determinação da metade da máxima concentração inibitória (IC50). Frequentemente, faz-se uma triagem preliminar com doses únicas, que podem ser concentrações padrões pré-estabelecidas; As substâncias que mostram inibição significativa nesse ensaio são seleccionadas para estudos mais detalhados, visando a determinação do IC50.

O IC50 dos candidatos a inibidores, por sua vez, é estabelecido através de ensaios que levam à criação de gráficos do tipo concentração X resposta. A análise por regressão não-linear desses gráficos leva à determinação do factor de potência IC50, que se refere à concentração de inibidor necessária para reduzir em 50% a actividade enzimática, em condições experimentais consideradas padrão. Esse importante parâmetro cinético permite a análise quantitativa e comparativa dentro de uma série de compostos, criando dados úteis para o estabelecimento de relações entre a estrutura e a actividade (SAR, do inglês, Structure-Activity Relationships).

Neste estudo utilizou-se acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (Sigma-Aldrich®, refªC3389). Para tal, preparou-se uma solução stock de 1000 U/mL em tampão fosfato de sódio 0.1 M pH 7.0, 0.1% de BSA. Esta solução foi diluída no mesmo tampão para obter uma solução de enzima 0.25 U/mL, sendo a concentração utilizada nos ensaios em microplaca. As soluções foram divididas em alíquotas e conservadas a -80ºC até ao momento dos ensaios.

Para os ensaios em microplaca foram preparados soluções-mãe de concentração 100mg/mL. As soluções metanólicas e dos óleos essenciais foram preparadas com solvente metanol, enquanto as soluções mãe das fracções diclorometânicas, foram preparadas com dimetilsulfóxido.

Uma diluição subsequente foi efectuada com tampão fosfato de sódio 0.1 M pH 8.0, para uma concentração de 5 mg/mL. A percentagem de solvente nesta última solução nunca excedeu os 2.5% (v/v). 

A actividade da acetilcolinesterase foi monitorizada a 415nm num leitor de microplacas Biorad modelo 680, instalado numa sala climatizada a 25ºC.



2.3.1.  Determinação da percentagem de inibição da Acetilcolinesterase. 



Com o auxílio de uma pipeta multicanal, realizou-se em cada microplaca uma diluição seriada dos extractos e óleos a testar de modo a obter concentrações entre zero (controlo) e 2.5 mg/mL, em tampão fosfato de sódio 0.1 M, pH 8.0. Adicionou-se a todos os poços da microplaca 5 µL de DTNB 3mM e 5µL de AChI 75 mM, de modo a obter um volume final de 240 L. A reacção foi iniciada pela adição, com um dispensador automático, de 10 µL de AChE 0.25U/mL. A microplaca foi colocada imediatamente no leitor de microplacas, e a variação da absorvância monitorizada a 415 nm aos 0, 150, 300 e 450 segundos. O protocolo detalhado pode ser consultado no Anexo II.

As percentagens de inibição foram calculadas comparando-se as taxas de reacção das amostras com a taxa de reacção do controlo através da fórmula (1): 
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As taxas de reacção foram calculadas utilizando o software Microsoft® Excell 2007 e por software apropriado para o efeito, a saber, GraphPad® Prism versão 5.0. Para a determinação do IC50 foi utilizado o software EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM Versão 1.4. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados obtidos apresentados como média ± SEM (standard error of the mean, ou seja, erro padrão).



2.3.2. Determinação do tipo de inibição 



A variação da velocidade com a concentração de substrato foi determinada em microplaca, em tampão fosfato de sódio 0.1 M pH 8.0, com 10 µL de DTNB 3mM, 240 L de volume final e concentrações de AChI entre zero e 3 mM, em presença ou ausência de amostras a testar. As amostras ou padrões a testar foram adicionadas em concentrações aproximadamente iguais a ½ IC50. A reacção foi iniciada por adição de 10 L de AChE 0.25 U/mL. A microplaca foi imediatamente colocada no leitor de microplacas e a variação da absorvância monitorizada aos 0, 150, 300 e 450 segundos. O protocolo detalhado pode ser consultado no Anexo II.

As taxas das reacções foram calculadas utilizando o software Microsoft® Excell 2007 e um software apropriado para o efeito, GraphPad® Prism versão 5.0. Os cálculos de cinética enzimática foram efectuados com o auxilio de gráficos de Lineweaver-Burk realizados utilizando dois softwares apropriados para o efeito, GraphPad® Prism versão 5.0. e Hyper 32 Versão 1.0.0, e pelo software Microsoft® Excell 2007.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados obtidos apresentados como média ± SEM.





2.4. Análise Estatística 

Os dados obtidos nos foram sujeitos a uma transformação arcoseno, antes de se proceder a análise de variância (ANOVA). No caso de esta análise ser significativa, as médias eram separadas por um Tukey multiple range test, a P <0.05. Para este tratamento utilizou-se o SPSS Statistics 17.0.






3. Resultados



3.1. Inibição da actividade anticolinesterásica em diversas partes da planta



Antes de qualquer ensaio com as diversas partes da planta, avaliou-se os valores de IC50 de três compostos puros referidos na bibliografia como inibidores da AChE,  o α‑pineno (Orhan et al., 2003), o ácido ursólico (Chung et al., 2001) e a galantamina (Michaelis, 2003). De entre estes o maior inibidor da AChE foi a galantamina (IC50=0.078mg/mL), seguindo-se o ácido ursólico (IC50=0. 185mg/mL) e finalmente  o α-pineno, com uma capacidade de inibição muito inferior aos outros dois compostos (IC50=1.43mg/mL (Tabela 3.1). 



Tabela 3.1. Inibição da actividade de acetilcolinesterase por compostos puros. Os valores. Os valores apresentados são expressos em IC50 e são médias ± erro padrão (SEM) de três ensaios experimentais.

		

		IC50 (mg/mL)



		Composto

		Média

		SEM



		α-pineno

		1.43

		0.093



		Galantamina

		0.078

		0.002



		Ácido ursólico

		0.185

		0.008









Numa primeira fase, e como foi anteriormente indicado, pretendeu-se avaliar a parte da planta com maior actividade de inibição da acetilcolinesterase. Deste modo, foram analisados os extractos diclorometânicos e metanólicos de rizomas, folhas maduras, folhas jovens, caules, sementes e frutos de H. gardnerianum. Uma vez que não era possível determinar valores de IC50 para todos os extractos, dado 	que nalguns casos as percentagens de inibição não chegavam aos 50%, optou-se por apresentar também as percentagens de inibição a 2.5 mg/mL, a concentração de extracto mais elevada utilizada nestes ensaios (Tabela 3.2). 











Tabela 3.2. Inibição da actividade de acetilcolinesterase por extractos de DCM e de MeOH de diferentes partes da planta. Apresentam-se as percentagens de inibição a 2.5 mg extracto/mL e os valores de IC50, quando possível (ver texto). Os valores apresentados são médias ± erro padrão (SEM), de três ensaios experimentais.



		

		

		% Inibição a 2.5 mg/mL

		IC50 (mg/mL)



		Parte da Planta

		Solvente

		Média

		SEM

		Média

		SEM



		Caule

		MeOH

		34.63

		0.98

		---

		---



		

		DCM

		38.06

		0.65

		---

		---



		Frutos

		MeOH

		70.93

		0.98

		2.07

		0.09



		

		DCM

		55.17

		1.15

		1.39

		0.09



		Folhas Maduras

		MeOH

		78.66

		1.07

		0.86

		0.02



		

		DCM

		80.60

		0.66

		0.74

		0.04



		Sementes

		MeOH

		70.41

		0.84

		2.54

		0.09



		

		DCM

		50.54

		0.27

		1.46

		0.02



		Rizomas

		MeOH

		47.09

		0.70

		---

		---



		

		DCM

		34.46

		1.56

		---

		---



		Folhas Jovens

		MeOH

		34.85

		0.29

		---

		---



		

		DCM

		34.85

		1.23

		---

		---







Como se pode verificar na Tabela 3.2. os extractos de Caule, Rizomas e Folhas Jovens foram os que apresentaram uma actividade anticolinesterásica mais baixa, não chegando a 50% de inibição a 2.5 mg/mL. Entre este, os extractos de folhas jovens foram aqueles cuja actividade de inibição foi mais baixa. Quanto aos restantes, os extractos provenientes de folhas maduras foram os que apresentaram os valores mais elevados de inibição daquele enzima. Em segundo lugar de potência inibitória seguiram-se os extractos de fruto, seguindo-se os extractos de semente. Esta tendência verificou-se tanto no caso dos extractos de diclorometano como nos de metanol, e possivelmente deve-se ao facto de, no caso das folhas jovens, ainda não haver acumulação de compostos secundários suficiente para inibir significativamente a AChE. Por outro lado, em termos globais, e os extractos de DCM apresentam uma percentagem de inibição sempre superior, quando comparados aos extractos de MeOH. 

	A análise do parâmetro IC50 permitiu comparar a actividade anticolinesterásica entre as amostras, e ainda compará-la com os valores da literatura científica. Verifica-se que os extractos provenientes das folhas maduras são aqueles que apresentam valores de IC50, menores, quer no caso do extracto DCM, quer no extracto MeOH, com um valor médio de 0.86 mg/mL para o caso do extracto MeOH , e de 0.74 mg/mL, no caso do extracto DCM, ou seja, são inibidores mais activos que o -pineno. Tanto os extractos DCM, como os extractos MeOH dos Frutos e Sementes têm valores de IC50 superiores a 1.00 mg/mL. Tendo em linha de conta o descrito em termos bibliográficos, extractos vegetais que apresentam um valor de IC50 inferior a 1.00 mg/mL têm o seu potencial anticolinesterásico descrito como alto (Ingkaninan et al., 2003; Khalid et al., 2004; Orhan et al., 2004; Adsersen et al., 2006). Sendo assim, os extractos DCM e MeOH de folhas maduras apresentaram uma excelente inibição de AChE, pelo que foram seleccionados para a continuação deste trabalho. 



















































3.2. Variação da actividade anticolinesterásica com o local de crescimento da planta



Numa segunda fase foram analisados apenas extractos de folhas maduras de H. gardnerianum, em diferentes locais da ilha, no sentido de avaliar a variabilidade da actividade anticolinesterásica com o local de recolha. 

Optou-se por comparar em primeiro lugar as percentagens de inibição da acetilcolinesterase, quando o mesmo enzima foi submetido a uma concentração de extracto de 2.50 mg/mL, uma vez que nalguns casos a inibição à concentração máxima não chegava a 50%, não sendo portanto possível determinar o IC50 (Figuras. 3.1 e 3.2).







Figura 3.1. Valores da percentagem de inibição dos extractos metanólicos de folhas maduras a uma concentração de 2.50 mg/mL. FOGO, plantas recolhidas junto à Lagoa do Fogo, FURNAS, junto à Lagoa das Furnas, Achada, na Achada do Nordeste e SCID, nas Sete Cidades. Cada coluna corresponde à média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrão. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferenças não significativas entre extractos a P = 0,05 (LSD test).



Figura 3.2. Valores da percentagem de inibição dos extractos diclorometânicos de folhas maduras a uma concentração de inibidor de 2.50 mg/mL. FOGO, plantas recolhidas junto à Lagoa do Fogo, FURNAS, junto à Lagoa das Furnas, Achada, na Achada do Nordeste e SCID, nas Sete Cidades.Cada coluna corresponde à média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrão. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferenças não significativas entre extractos a P = 0,05 (LSD test).



Como se pode observar na Figura. 3.1., apenas o extracto MeOH recolhido junto à Lagoa do Fogo apresenta supera os 50% de inibição à concentração acima referida, com um valor médio de 57,0%. Tendo isso em conta, não se procedeu ao cálculo dos valores de IC50 destes extractos. É de referir ainda que se verificaram diferenças significativas entre os extractos testados (F=81,592; df= 11; P= 0,000). 

Os extractos de diclorometano apresentaram percentagens de inibição significativamente mais elevada, com um valor médio de 80,54% (Figura. 3.2). Na Figura. 3.3. apresentam-se os respectivos valores de IC50. 







Figura. 3.3. Valores de IC50 de inibição da AChE por extractos DCM de folhas maduras de H. gardnerianum de quatro locais de colheita diferentes. FOGO, plantas recolhidas junto à Lagoa do Fogo, FURNAS, junto à Lagoa das Furnas, Achada, na Achada do Nordeste e SCID, nas Sete Cidades. Cada coluna corresponde à média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrão. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferenças não significativas entre os extractos analisados a P = 0,05 (LSD test).



Como podemos observar na Figura. 3.3., os extractos DCM de Folhas maduras de H. gardnerianum apresentam uma actividade anticolinesterásica extremamente elevada, com valores de IC50 entre 0.28 e 0.41 mg/mL, inferiores ao valor do -pineno e da mesma ordem de grandeza do ácido ursólico. Tendo em conta o que já foi referido, podemos considerar que estes extractos têm um elevado potencial anticolinesterásico. É de salientar, mais uma vez, que se observaram diferenças significativas entre plantas recolhidas em diferentes zonas. (F=10,436; df= 11; P= 0,004).

No que diz respeito aos óleos essenciais de folhas maduras (Figura. 3.4), as percentagens de inibição a 2.5 mg/mL situam-se entre as obtidas para os extractos metanólicos e os extractos diclorometânicos. 





Figura 3.4. Valores da percentagem de inibição por óleos essenciais de folhas maduras a uma concentração de 2.50 mg/mL. OILFURN, junto à Lagoa das Furnas. OILFOGO, junto à Lagoa do Fogo. OILACHA, Achada do Nordeste e OILSCID, Sete-Cidades. Cada coluna corresponde à média de 3 experiências. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrão. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferenças não significativas entre óleos essenciais a P = 0,05 (LSD test).



	Os valores de IC50 dos óleos essenciais (Figura. 3.5), embora relativamente baixos, indicam que os óleos são menos activos que os extractos diclorometânicos, apresentando valores 3 a 4 vezes superiores. Deste modo, embora estejam próximos do limite do que se pode considerar uma boa fonte de actividade anticolinesterásica, não são tão promissores se considerarmos apenas o seu potencial de inibição. 

















Figura. 3.5. Valores de IC50 de inibição da AChE por óleos essenciais folhas de H. gardnerianum de quatro locais de colheita diferentes. OILFURN, junto à Lagoa das Furnas. OILFOGO, junto à Lagoa do Fogo. OILACHA, Achada do Nordeste e OILSCID Sete-Cidades. Cada coluna corresponde à média de 3 ensaio. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrão. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferenças não significativas entre óleos essenciais a P = 0,05 (LSD test).



Efectivamente, os óleos essenciais provenientes das folhas maduras apresentam valores de IC50 muito próximos de 1.00 mg/mL. À semelhança do que se verificou nos extractos de DCM, o óleo essencial proveniente das folhas maduras recolhidas nas Furnas foi aquele que possui um valor de IC50 menor, com um valor de 1.03 mg/mL. De qualquer modo, o IC50dos óleos essenciais testados foi sempre inferior ao obtida para o o α-pineno. É de referir ainda que não se verificaram diferenças significativas entre os extractos testados (F=2,139; df= 11; P= 0,173).



























3.3. Actividade anticolinesterásica de fracções dos extractos DCM de folhas maduras

	

Uma vez que se os resultados mais favoráveis foram obtidos com os extractos diclorometânicos de folhas maduras, testou-se a actividade anticolinesterásica de fracções obtidas a partir de um outro extracto de diclorometano das plantas recolhidas nas Furnas, no âmbito do projecto de final de licenciatura do Dr. Rafael Nunes. Na Figura 3.6. estão representadas os valores médios de IC50 dessas fracções.





Figura. 3.6. Valores de IC50 das fracções obtidas a partir de extractos DCM de folhas maduras de H. gardnerianum. Cada coluna corresponde à média de 3 ensaios. As linhas no topo de cada barra indicam o erro padrão. Médias assinaladas pela mesma letra indicam diferenças não significativas entre óleos essenciais a P = 0,05 (LSD test).



Como podemos observar na Figura. 3.6., verificaram-se diferenças significativas entre as fracções (F= 478,962; df= 20; P= 0,000), sendo a fracção 1.2.7 aquela que possui um valor de IC50 menor, com um valor de 0.31 mg/mL. Todas as outras fracções representadas apresentam um IC50 inferior a 1.00mg/mL, com a excepção da fracção 1.1.3, que apresenta um valor de IC50 de 1.40 mg/mL. Assim, a fracção 1.2.7 representou um enriquecimento da actividade anticolinesterásica, sendo 2.4 vezes mais activa do que a o extracto diclorometânico preparado a partir das mesmas folhas, mais activa que o -pineno e da mesma ordem de grandeza do ácido ursólico (IC50 0.74, 1.43 e 0.185 mg/mL, respectivamente). Este aumento da actividade por mg de extracto seco corresponde a um enriquecimento na (ou nas) molécula (s) activa (s), sendo um bom indicador do caminho a seguir para a purificação e caracterização do princípio activo. 



3.4. Caracterização do tipo de inibição da Acetilcolinesterase



Procurou-se caracterizar o tipo de inibição da acetilcolinesterase para os extractos que apresentavam valores de IC50 inferiores ou próximos a 1.00 mg/mL. 

A análise do perfil de inibição obtido através da representação gráfica de Lineweaver-Burk permite avaliar o tipo de inibição do composto em estudo. O tipo de inibição classifica-se segundo o efeito que produzam nas constantes cinéticas Km e Vmax. No sentido de facilitar a análise dos resultados, a Tabela 3.3. apresenta um resumo das alterações sofridas pelos parâmetros cinéticos Km e Vmax em diversos tipos de inibição reversível.



Tabela 3.3. Tipos de inibição reversível e respectivas variações do Km e Vmax (Adaptado de Roberts, 1977)



		Tipo de inibição

		Km

		Vmax



		Competitiva

		↑

		↔



		Não competitiva

		↔

		↓



		Incompetitiva

		↓

		↓



		Mista

		↑; ↔ ou ↓

		↓





↑, representa um aumento dos valores de Km ou Vmax, quando na presença de inibidor em relação à ausência do último; ↓, representa uma diminuição do valores de Km ou Vmax, quando na presença de inibidor em relação à ausência do mesmo; ↔, representa uma manutenção dos valores de Km ou Vmax, quando na presença de inibidor em relação à ausência do último.

Numa primeira fase, estudaram-se diversos compostos puros, sendo estes referidos na literatura científica como inibidores da acetilcolinesterase: o α-pineno, referido por Orhan et al. (2003) como um inibidor não competitivo da AChE, a galantamina referida por Michaelis, (2003) como um inibidor competitivo e o ácido ursólico, referido por Chung et al. (2001), como um inibidor competitivo deste enzima.

Os resultados obtidos apresentam-se sob a forma de gráficos de Lineweaver-Burk (Figuras. 3.7.-3.9.), tendo sido determinados os valores de Km e Vmax em presença e ausência de inibidor (Tabela 3.3). 









Figura. 3.7. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o -pineno a uma concentração igual a 1.25 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.







Figura. 3.8. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para a galantamina a uma concentração igual a 0.078 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.







Figura. 3.9. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o ácido ursólico a uma concentração igual a 0.185 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.



Tabela 3.3.  – Parâmetros cinéticos  para compostos puros.

		

		Acetilcolinesterase



		

		Km (mg/mL)

		Vmax(Abs415nm/min)



		Controlo (a)

		0.4663

		0.05867



		α-pineno (b)

		0.4527

		0.04771



		Galantamina (c)

		2.410

		0.06614



		Ácido Ursólico (d)

		2.627

		0.05789





Os valores apresentados foram calculados para a inibição da acetilcolinesterase pelos compostos puros, e pelo padrão, α-pineno: valores de Km, Vmáx. (a) sem inibidor; (b) 1.25 mg/mL; (c) 0.078 mg/mL; (d) 0.185 mg/mL.



No caso do α‑pineno, o valor de Km é aproximadamente igual ao controlo enquanto o de Vmax diminui na presença do composto, o que indica uma inibição não competitiva. Este resultado está de acordo com Orhan et al. (2003), que também refere este tipo de inibição para o -pineno, como já foi referido anteriormente. No caso da galantamina, o valor de Vmax é aproximadamente igual ao controlo enquanto o Km aumenta  na presença do composto, o que indica uma inibição competitiva. Este resultado está de acordo com Michaelis (2003), como já foi referido anteriormente. No caso do ácido ursólico, o valor de Vmax é aproximadamente igual ao controlo enquanto o Km aumenta na presença do composto, o que indica uma inibição competitiva. Este resultado está de acordo com Chung et al. (2001), como já foi referido anteriormente.



Numa segunda fase, estudaram-se diversos óleos essenciais. Os resultados obtidos apresentam-se sob a forma de gráficos de Lineweaver-Burk (Figuras. 3.10-3.13), tendo sido determinados os valores de Km e Vmax em presença e ausência de Inibidor (Tabela 3.4.). 







[bookmark: OLE_LINK3]Figura. 3.10. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o óleo essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Sete-Cidades, a uma concentração igual a 1.25 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.















[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1]Figura. 3.11. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o óleo essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Achada, a uma concentração igual a 1.25 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.







Figura. 3.12. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o óleo essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Fogo, a uma concentração igual a 1.25 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.

 





Figura. 3.13. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o óleo essencial de H. gardnerianum, recolhido no local Furnas, a uma concentração igual a 1.25 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.



Tabela 3.4.  – Parâmetros cinéticos  para os diversos óleos analisados.

		

		Acetilcolinesterase



		

		Km (mg/mL)

		Vmax(Abs415nm/min)



		Controlo (a)

		0.4663

		0.05867



		Achada (b)

		2.605

		0.06885



		Fogo (b)

		1.061

		0.03902



		Furnas (b)

		1.261

		0.03121



		Sete-Cidades (b)

		1.01

		0.03886





Os valores apresentados foram calculados para a inibição da acetilcolinesterase pelos diversos óleos. Valores de Km, Vmax. (a) sem inibidor; (b) 1.25 mg/mL do inibidor representado.



No estudo de cinética enzimática para os diversos óleos essenciais das Folhas maduras da planta em estudo, verificamos que o valor de Vmax obtido é menor em presença dos óleos essenciais de Fogo, Furnas e Sete-Cidades do que na sua ausência e que o valor de Km aumenta. Este facto indica que estes óleos exercem uma inibição mista. Quanto ao óleo essencial de Achada, este aproxima-se de uma inibição competitiva, uma vez que apresenta um valor de Km superior no caso da presença do mesmo óleo, quando comparado com o controlo, sendo que Vmax exibe sensivelmente o mesmo valor, quer na presença ou ausência do óleo supracitado. 

Numa terceira fase, procedeu-se à caracterização dos tipos de inibição dos diversos extractos diclorometânicos de folhas maduras de H. gardnerianum. 

Nas Figuras. 3.14 à 3.17 apresentam-se os gráficos de  Lineweaver-Burk correspondentes aos resultados destes ensaios, e os respectivos  valores de Km e Vmax estão representados na Tabela 3.5.







Figura. 3.14. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o extracto diclorometânico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Achada, a uma concentração igual a 0.3125 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.





Figura. 3.15. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o extracto diclorometânico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Fogo, a uma concentração igual a 0.3125 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.

 





Figura. 3.16. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o extracto diclorometânico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Furnas, a uma concentração igual a 0.3125 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.







Figura. 3.17. Gráfico de Lineweaver-Burk correspondente à determinação do tipo de inibição para o extracto diclorometânico de folhas maduras de H. gardnerianum, recolhido no local Sete Cidades, a uma concentração igual a 0.3125 mg/mL. [S] é apresentado em mM e Vo em ΔAbs415nm/min.







Tabela 3.5.  – Parâmetros cinéticos  para os diversos extractos diclorometânicos de folhas maduras de H. gardnerianum.

		

		Acetilcolinesterase



		

		Km (mg/mL)

		Vmax (Abs415nm/min)



		Controlo (a)

		0.466

		0.05867



		[bookmark: OLE_LINK4]Achada (b)

		1.647

		0.03265



		Fogo (b)

		1.209

		0.03778



		Furnas (b)

		5.24

		0.09273



		Sete-Cidades (b)

		1.25

		0.03271





Os valores apresentados foram calculados para a inibição da acetilcolinesterase pelos diversos extractos: valores de Km, Vmax. (a) 0 mg/mL de inibidor; (b) 0.3125 mg/mL do inibidor representado.



No estudo de cinética enzimática para os diversos extractos diclorometânicos, verificamos que o valor de Vmax obtido é menor na presença do inibidor do que na sua ausência e que o valor de Km aumenta em todos os casos, indicando que os mesmos exercem uma inibição mista. No entanto destaca-se o efeito do extracto de Furnas, que apesar de ter características mistas se aproxima mais duma inibição competitiva. 

O facto de a maioria dos óleos e extractos analisados se terem comportado como inibidores mistos poderá dever-se a diversos factores. O principal é o facto de não se estar em presença de compostos simples e sim de misturas complexas de compostos, de modo que o efeito global detectado corresponde à soma dos efeitos de uma quantidade indeterminada de inibidores, cada um com as suas características. Por outro lado, as características do sítio activo da acetilcolinesterase, situada numa reentrância profunda (“groove”) fazem com que alguns inibidores se possam ligar em vários locais, de modo que o seu comportamento se pode aproximar mais de uma inibição competitiva, não competitiva ou incompetitiva. Por outro lado, justifica a razão pela qual moléculas com características estruturais bastante diferentes podem actuar como inibidores deste enzima (Nascimento, 2009).

Considerando que os inibidores competitivos são preferíveis como moléculas terapêuticas, é importante realçar os resultados tanto do extracto DCM do local de colheita Furnas, como do óleo essencial da Achada, pois são aqueles cuja inibição da AChE mais se aproxima do tipo competitivo. Os componentes que nestes óleos mais contribuam para este tipo e inibição são provavelmente mais promissores como anticolinesterásicos de acção terapêutica.





4. Discussão



Os extractos MeOH foram os que apresentaram menor actividade anticolinesterásica. Tal já era expectável, tendo em conta a bibliografia consultada, a qual verificou nas folhas duma planta do mesmo género a presença de saponinas e a ausência de taninos, antraquinonas, alcalóides e flavonóides (Martins et al., 2010). Os alcalóides continuam a ser o principal alvo de pesquisa para novos protótipos de inibidores da acetilcolinesterase sendo o grupo de substâncias mais amplamente estudado. Como a maioria dos inibidores de acetilcolinesterase apresenta azoto nas suas estruturas químicas, a baixa actividade dos extractos MeOH parece estar relacionada com o seu conteúdo pobre em alcalóides (Barbosa-Filho et al., 2006).

Os óleos essenciais apresentaram uma actividade anticolinesterásica promissora, como já foi referido. Em estudos anteriores, foram caracterizados óleos essenciais de folhas desta planta, sendo os maioritários o -pineno, o -pineno, o cariofileno, o farneseno, o -guaieno e o -cadinol (Medeiros et al., 2003). O -pineno e, em menor grau, o -pineno, poderão estar na base de parte da actividade inibitória (Miyazawa & Yamafuji, 2005), bem como diversos outros componentes presentes em cada um dos óleos. No entanto, dada a enorme variabilidade de perfis fitoquímicos dos óleos essenciais dentro duma mesma espécie, é importante caracterizar cada um dos óleos utilizados neste trabalho, no sentido de associar as actividades aos compostos que lhes poderão estar na origem. 

O facto de haver uma actividade elevada nos óleos essenciais é vantajoso, uma vez que os seus componentes voláteis atravessam facilmente a barreira hematoencefálica, tendo em conta as suas pequenas dimensões moleculares e a sua lipofilia. A sua natureza volátil pode também permitir a sua administração como um vapor inalado, evitando o sistema digestivo com a consequente desnaturação dos constituintes moleculares activos (Savelev et al., 2004). Este tipo de administração poderá de igual modo diminuir os efeitos adversos a nível do sistema digestivo, que como já foi referido constituem a maioria dos efeitos secundários que se pretende evitar.

Os extractos DCM foram os que apresentaram uma melhor actividade anticolinesterásica. Nestes extractos estão os compostos mais apolares, o que significa que são compostos de natureza distinta daqueles que estão comercializados e/ou têm sido alvo da maioria dos estudos. Este facto é positivo, pois pretende-se encontrar novas moléculas com elevada actividade anticolinesterásica e com menos efeitos adversos que as drogas actualmente conhecidas. Estas características serão mais prováveis em estruturas marcadamente diferentes das utilizadas até agora, que são essencialmente alcalóides, como anteriormente referido. 

Quanto à caracterização do tipo de inibição da Acetilcolinesterase, concluímos que o extracto DCM do local de colheita Furnas e o óleo essencial do local de colheita Achada apresentam uma inibição competitiva. Tal facto adquire maior ênfase, tendo em conta que grande parte das drogas actualmente conhecidas actua como inibidores competitivos, como foi anteriormente descrito. Tendo isso em conta, os mesmos extractos apresentam uma enorme relevância na pesquisa de novas substâncias para o efeito acima mencionado.

É importante comparar os valores de IC50 obtidos a partir de extractos referentes ao projecto do Dr. Rafael Nunes com os obtidos no âmbito desta dissertação. No que diz respeito aos extractos DCM, os do ano de 2008 apresentam, em média, metade da actividade anticolinesterásica dos de 2010. Por outro lado, os extractos MeOH mais recentes apresentam uma actividade anticolinesterásica em média de três vezes inferior aos extractos mais antigos. Tal pode dever-se a diferentes factores, sendo estes provavelmente: 1) o facto de os processos de extracção do Dr. Rafael terem sido ligeiramente diferentes dos dessa dissertação, pois no caso dos primeiros, o material vegetal foi liofilizado antes da extracção; 2)  que desde ao momento da extracção até à análise passaram cerca de dois anos, tal poderá ter alterado a composição química dos extractos; 3) o facto de as plantas terem uma enorme plasticidade metabólica, tal facto terá de ser obrigatoriamente tido em conta, visto que os metabolitos que uma planta produz ao longo de um ano, ou em anos distintos, são condicionados por diversos factores externos à própria planta, como exposição solar, humidade e temperatura, entre outros.













5. Conclusão



Tendo em conta os objectivos descritos nesta dissertação. Hedychium gardneranum mostrou ser uma excelente fonte de inibidores da acetilcolinesterase. Esta actividade parece ter como princípios activos compostos de natureza apolar, evidenciados quer nos extractos diclorometânicos quer nos óleos essenciais.

Os extractos MeOH foram os que apresentaram menor actividade anticolinesterásica

Os óleos essenciais apresentaram uma actividade anticolinesterásica promissora, mais de duas vezes superior à dos extractos MeOH, sendo de qualquer modo inferior ao verificado com os extractos DCM. Embora a sua actividade anticolinesterásica seja inferior aos referidos extractos, podem ser usados em aromaterapia para a doença de Alzheimer.

No momento da entrega desta dissertação, estão a ser determinados com recurso a tecnologia GM-MS os constituintes e a percentagem de composição desses óleos, não sendo ainda possível a sua inclusão neste documento. Esta caracterização vai contribuir para descobrir qual ou quais as moléculas responsáveis por estas actividades.

Os extractos DCM foram os que apresentaram uma melhor actividade anticolinesterásica. Para além de poderem conter um novo princípio activo diferente dos já utilizados na terapêutica da doença de Alzheimer que não os tradicionais alcalóides, pelo facto de serem apolares e lipofílicos irão mais facilmente atravessar a barreira hematoencefálica, permitindo deste modo uma melhor biodisponibilidade dos compostos na zona alvo para o tratamento da doença de Alzheimer, as fendas sinápticas dos neurónios cerebrais. A caracterização dos constituintes e da sua percentagem nestes extractos é assim da maior relevância.

















6. Perspectivas de trabalho futuro



O interesse continua focado, mesmo após a entrega dessa dissertação, na pesquisa e desenvolvimento de novos inibidores reversíveis de alta afinidade da enzima acetilcolinesterase capazes de atravessar a barreira hematoencefálica. De tratar os sintomas e impedir ou retardar o processo neurodegenerativo associado à doença de Alzheimer (AD). Para tal, após as caracterizações, tanto dos óleos essenciais, como dos extractos DCM, serão testados os compostos maioritários para verificar se vão ao encontro das expectativas. Pretende-se recorrer a ensaios in vitro, in vivo e in silico.

No caso dos ensaios de in vitro, a perspectiva será a do isolamento dos compostos maioritários, para posteriormente serem efectuados ensaios em microplaca, com o intuito de verificar o seu potencial anticolinesterásico, à semelhança do efectuado com os compostos puros analisados nesta dissertação e referenciados como anticolinesterásicos pela literatura científica. Será ainda caracterizado o seu tipo de inibição, e eventuais efeitos sinergéticos. 

Quanto aos ensaios in vivo, no momento da entrega dessa dissertação estão a ser desenvolvidos diversos ensaios com recurso a modelos animais, moluscos do género Lymnaea. O objectivo é verificar se as fracções mais activas inibem a actividade do enzima acetilcolinesterase dos animais supracitados.

No que diz respeito a in silico, o objectivo é desenvolver esta investigação com o auxílio do reconhecimento molecular utilizando abordagens teóricas e computacionais, como “Docking”, Mecânica molecular e estudos estrutura /actividade “SAR” e “QSAR” para desenhar os compostos e estudar as suas propriedades químicas e biológicas, tendo sempre em linha de conta a inibição da acetilcolinesterase. O interesse inclui igualmente as propriedades químicas dos compostos mais activos, que lhes permitam ter a especificidade desejada contra um conjunto de alvos moleculares e, dessa forma, solucionar problemas como a toxicidade e a resistência à terapêutica.
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Anexo I



Reagentes e equipamentos



Tampões



Os seguintes tampões foram utilizados. Tampão A: Fosfato de sódio 0.1 M pH 8.0; Tampão B: Fosfato de sódio 0.1 M pH 7.0, contendo 1 g/L de BSA.



Enzima



[bookmark: OLE_LINK1] Acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (Sigma-Aldrich®) foi dissolvido em tampão B para preparar uma solução stock de 1000 U/mL e, posteriormente diluída no mesmo tampão obter uma solução de enzima 0,25 U/mL, sendo esta empregue nos ensaios em microplaca. Sendo que ambos foram conservadas a -80ºC até ao momento dos ensaios. 

 

Substrato



Iodeto de acetiltiocolina (AChI) (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado nos ensaios em microplaca com concentração de 75 mM em Tampão A. O mesmo substrato foi conservado a -80ºC até ao momento dos ensaios. 



Reagentes colorimétricos



Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente de Ellman foi utilizado utilizado nos ensaios em microplaca com concentração de 3 mM em Tampão A. O mesmo substrato foi conservado a -80ºC até ao momento dos ensaios. 

 

Microplacas



Microplacas de 96 poços BD Falcon™, sem químicos de tratamento de cultura de tecidos ou de superfície, de fundo plano e sem tampa.






xvi



Leitor de microplacas



O Leitor de placas da Bio-Rad Laboratories, modelo 680, sendo um leitor de oito canais, com um fotómetro de extensão de caminho vertical que mede a absorvância do conteúdo dos poços de placas de 96 poços de microtitulação.




