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Atividades farmacoldgicas do alcaloide palmatina isolado de Guatteria friesiana na
terapia da Doenga de Alzheimer. CHAVES, S. K. M. Orientadora: Dra. Chistiane Mendes
Feitosa. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.
Centro de Ciéncias da Saude. UFPI, 2016

RESUMO

A busca por compostos com atividades farmacoldgicas promissoras torna os estudos acerca
das plantas medicinais cada vez mais frequentes. Destaca-se nesse contexto a espécie
Guatteria friesiana (W.A. Rodrigues) Erkens & Maas (Annonaceae), uma planta encontrada
da bacia amazonica brasileira e colombiana e utilizada na medicina tradicional para varias
finalidades. O alcaloide palmatina, isolado das folhas de G. friesiana vem demonstrando
acOes farmacoldgicas relevantes, no entanto, ainda existe um campo a ser pesquisado no que
diz respeito a sua aplicacdo para a terapia de doencas neurodegenerativas, em especial a
Doenca de Alzheimer (DA). A DA é uma patologia multifatorial que acomete uma
significativa parcela da populagio e vem crescendo ao longo dos anos devido ao aumento da
proporcdo de idosos na populacdo mundial. Fatores como formacdo de placas senis,
emaranhados neurofibrilares, reducdo dos niveis de acetilcolina e fendmenos oxidativos estdo
relacionados ao desenvolvimento e/ou progressdo da DA. O estudo objetivou avaliar as a¢des
anticolinesterasica in vitro, antioxidante in vitro, frente a diversos radicais livres e
antioxidante in vivo da palmatina, bem como avaliar o modo de interacdo da molécula com a
enzima acetilcolinesterase (AChE) através da analise computacional. O estudo iniciou com
uma revisdo bibliografica sobre os alcaloides que apresentavam acdes de interesse para 0
tratamento da DA (ac¢Bes anticolinesterasica, antioxidante, antidepressiva, ansiolitica e anti-
inflamatdria), posteriormente realizou-se uma prospeccdo cientifica e tecnoldgica sobre as
acOes farmacoldgicas da palmatina. Os ensaios in vitro foram realizados para avaliar a
atividade anticolinesterasica da palmatina, acido ascérbico e trolox e da associa¢do palmatina
+ trolox. Foram ainda executados ensaios antioxidantes in vitro e in vivo com 0S mesmos
compostos de forma isolada e em associacdo. A palmatina, o trolox e a associacdo desses
apresentaram um Clso = 0,29 pg/mL; 2,256 pg/mL e 1,534 pg/mL, respectivamente, em
relacdo a inibicdo da AChE. A palmatina, o trolox e o acido ascérbico isolados e em
associacao também apresentaram atividade antioxidantes significativa em varios testes in
vitro e foram capazes de modular a oxidacdo promovida pelo peréxido de hidrogénio em
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae. A analise computacional demonstrou que a
ligagdo da palmatina com o sitio ativo da AChE apresenta semelhanca espacial com a
interacdo AChE e galantamina, um alcaloide extensamente utilizado na terapia da DA,
corroborando com a atividade anticolinesterasica evidenciada nos estudos in vitro. Portanto,
os resultados obtidos demonstram que a palmatina apresenta acdes promissoras que
possibilitam o desenvolvimento de uma nova alternativa terapéutica para a Doenca de
Alzheimer.

Palavras-chave: Palmatina. Tratamento. Farmacologia. Doenca de Alzheimer.



Pharmacological activities of an alkaloid palmatine isolated from Guatteria friesiana in
therapy of Alzheimer's Disease. CHAVES, S. K. M. Advisor: Chistiane Mendes Feitosa.
Master’s Dissertation. Post-graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Center for Health
Sciences. UFPI, 2016.

ABSTRATC

The search for compounds with promising pharmacological activities make studies on
medicinal plants increasingly frequent. It is noteworthy in this context the Guatteria friesiana
species (W. A. Rodrigues) Erkens & Maas (Annonaceae), a plant found in Brazilian and
Colombian Amazon basin and used in traditional medicine for various purposes. The alkaloid
palmatine, isolated from G. friesiana leaves has shown interesting pharmacological actions,
but there is still a field to be searched with respect to its application for neurodegenerative
diseases therapy, in particular Alzheimer's disease (AD). AD is a multifactorial disease that
affects a significant portion of the population and has grown over the years due to the
increasing proportion of elderly people in the world population. Factors such as formation of
senile plaques and neurofibrillary tangles, reduction of acetylcholine levels and oxidative
phenomena are related to the development and/or progression of Alzheimer's disease. The
study aimed to evaluate the anticholinesterasic actions in vitro, in vitro antioxidant, in relation
to various free radicals and potential reducer and in vivo of the palmatine and to evaluate the
molecule interaction mode with the enzyme acetylcholinesterase through computational
analysis. The study began with a literature review about the alkaloids that presented relevant
actions for the treatment of AD (anticholinesterase, antioxidant, antidepressant, anxiolytic and
anti-inflammatory actions) and subsequently held a scientific and technological exploration of
the pharmacological actions of palmatine. Then, in vitro assays were performed to assess
acetylcholinesterase (AChE) activity of palmatine, ascorbic acid and trolox and palmatine +
trolox association. They were also performed antioxidants assays in vitro and in vivo with the
same compounds in isolation and in combination. The palmatine, trolox and the combination
of these showed an ICsp = 0.29 pg/mL; 2.256 pg/mL and 1.534 pg/mL, respectively, in
relation to inhibition of AChE. The alkaloid, trolox and ascorbic acid alone and in
combination also showed significant antioxidant activity in various in vitro tests and were
able to modulate the oxidation promoted by hydrogen peroxide in different strains of
Saccharomyces cerevisiae. Computational analysis showed that the binding of palmatine with
the active site of AChE displays spatial resemblance to interaction AChE and galantamine, an
alkaloid widely used in AD, corroborating the acetylcholinesterase activity demonstrated in
vitro studies. Therefore, the results obtained demonstrate that palmatine presents promising
actions that enabling the development of a new therapeutic approach to Alzheimer's Disease.

Keywords: Palmatine. Treatment. Pharmacological. Alzheimer's disease.
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1. INTRODUCAO

O crescente interesse de paises desenvolvidos em fitoterdpicos € uma conjuntura
propicia para o estimulo a pesquisa de plantas medicinais e seu uso terapéutico pela
comunidade e o desenvolvimento de medicamentos através de seus derivados. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo nos paises em desenvolvimento
acreditam em medicamentos a base de plantas (ALMEIDA, et al.,1998; MACIEL, et al, 2002;
FEITOSA etal., 2015).

Uma grande propor¢do dos medicamentos modernos sdo derivados de plantas,
frequentemente inspirados pelo uso tradicional das espécies vegetais. No entanto, apesar de
promissor esse campo ainda € bastante vasto no que diz respeito aos estudos fisico-quimicos,
biolégicos e/ou farmacoldgicos. Muitas classes de principios ativos tém sido isoladas de
plantas medicinais. O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, o que o torna uma
fonte inestimavel na pesquisa de compostos para o desenvolvimento de novos farmacos que
possam atuar nas desordens que acometem varios sistemas do organismo (LOPEZ-
RUBALCAVA; ESTRADA-CAMARENA, 2016; SHER et al., 2016).

Entre esses sistemas, destaca-se 0 sistema nervoso central, um dos mais complexos e
responsavel pela coordenacdo e regulacdo das principais atividades do corpo. Esse sistema é
vulneravel a uma gama de desordens como as infeccGes (meningites); desordens funcionais
(epilepsia), vasculares (acidente vascular cerebral, hemorragias), neuromusculares (doenca do
neurdnio motor), bem como desordens neurodegenerativas, como por exemplo, a Doenca de
Alzheimer (DUTRA et al., 2016).

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neuroldgica progressiva que resulta na
perda de memoria, comportamento incomum, mudancas de personalidade, perda da
habilidade de pensamento e de realizagcdo de atividades cotidianas, dentre outras alteracoes.
Essa patologia esta estritamente relacionada com o processo de envelhecimento, sendo esse o
principal fator de risco. Com o crescente envelhecimento da populagdo mundial hd uma
tendéncia de que a proporg¢do de portadores da Doenca de Alzheimer seja cada vez maior com
0 passar dos anos. Cerca de 35,6 milhdes de pessoas convivem com a doenca e a estimativa é
de que esse numero praticamente dobre a cada 20 anos, chegando a 65,7 milhdes em 2030
(TEIXEIRA et al., 2015). A principal abordagem para pacientes portadores da DA €é o
tratamento farmacoldgico, muitas vezes utilizando a polifarmécia (JIVAD; RABIEI, 2014).

As estratégias terapéuticas da DA sdo baseadas na patogénese e desenvolvimento da

doenca que estdo relacionados a reducdo de neurotransmissores (principalmente a
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acetilcolina), atuacdo de fendmenos oxidativos, inflamatérios, dentre outros. Além disso,
aplicam-se ao tratamento medicamentos utilizados para tratar determinados sintomas que
podem ocorrer durante o curso da patologia como depressao, ansiedade e insbnia. Dessa
forma, a terapia consiste no uso principalmente de inibidores da acetilcolinesterase (AChE),
mas também inibidores glutamatérgicos, compostos antioxidantes, assim como farmacos
antidepressivos e/ou ansioliticos. No entanto, as limitacdes decorrentes da terapia atual, como
eficacia moderada e reacdes adversas, ndo contribuem para um sucesso total do tratamento o
que justifica a busca constante por compostos com ac¢des farmacoldgicas propicias para serem
aplicadas na terapia (Figura 1) (CURRAIS et al., 2014; YAHIAOUI et al., 2016; TEIPEL et
al., 2016).

Figura 1 — Esquema representativo dos fatores relacionados a Doenca de Alzheimer

Anticolinesterasicos

As especies vegetais figuram como uma fonte valiosa na pesquisa de novos
medicamentos. Estudos relacionados as plantas medicinais estdo sendo realizados na busca
por compostos capazes de atuar no tratamento da DA. O género Guatteria, por exemplo,
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pertencente a familia Annonaceae, possui variadas espécies que ja demonstram acoes
farmacoldgicas comprovadas ou ainda empiricas de extratos, fracdes e até mesmo substancias
isoladas. Pesquisas realizadas com a espécie Guatteria friesiana descrevem importantes
atividades farmacoldgicas ja estudadas, a saber: antimicrobiana, larvicida, antitumoral e
citotoxica. Algumas pesquisas também demonstram que alcaloides isolados de espécies da
familia Annonaceae mostraram atividade inibitdria frente a enzima AChE, além de atividade
antioxidante, acOes significativas no ambito da terapia da DA (COSTA et al., 2008; ACIOLE
etal., 2011; BRITTO et al., 2012; COSTA et al., 2013).

O presente trabalho foi estruturado em quatro capitulos sendo que o primeiro capitulo
consiste de uma revisdo bibliografica sobre as atividades farmacoldgicas dos alcaloides
encontrados em espécies vegetais; o segundo capitulo visa analisar o estado da arte e da
técnica da substancia palmatina; o terceiro capitulo apresenta estudos in vitro para verificacdo
das atividades anticolinesterasica da palmatina e estudos in vitro e in vivo para verificar a
atividade antioxidante. O quarto capitulo avalia a interacdo das substancias galantamina e

palmatina com a enzima AChE através da docagem molecular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar as atividades anticolinesterasica e antioxidante da palmatina, isolado da espécie
vegetal Guatteria friesiana, bem como avaliar a interagdo computacional entre as moléculas

de palmatina e galantamina e a enzima acetilcolinesterase.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar 0 estado da arte e da técnica das pesquisas envolvendo alcal6ides
promissores para a terapéutica da Doenca de Alzheimer.

e Estabelecer a concentracdo minima de palmatina, acido ascorbico, trolox e associagcoes
capaz de inibir cinquenta por cento da atividade da enzima acetilcolinesterase (Clsp)
em ensaios in vitro;

e Estabelecer a concentracdo minima de palmatina, acido ascorbico, trolox e associa¢cdes
capaz de inibir em cinquenta por cento os radicais ABTS®" (2,2-azinobis-[3-etil-
benzotiazolin-6-4cido sulfonico]), DPPH® (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), nitrito (NO°®) e
hidroxila (*OH), o0 TBARS, bem como determinar o seu potencial redutor em ensaios
in vitro;

e Avaliar a capacidade oxidante e antioxidante da palmatina, &cido ascorbico, trolox e
associacoes em diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

e Verificar os sitios de ligacdo entre a palmatina e a enzima AChE e a galantamina e

AChE e comparar esses sitios de ligacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A espécie Guatteria friesiana

As Annonaceaes constituem uma familia de arvores e arbustos de regibes tropicais e
subtropicais compreendendo cerca de 120 géneros e mais de 2000 espécies de plantas. E
inteiramente tropical, com 39 géneros localizados na Ameérica tropical. Economicamente tem
grande relevancia como fonte de frutas, bem como matérias-primas para a inddstria cosmética
e perfumaria. Dentre os 120 géneros, Guatteria Ruiz et Pav. é o maior da familia Annonaceae
com cerca de 307 espécies distribuidas do México ao Brasil. No Brasil, 88 espécies sdo
descritas e 47 delas sdo endémicas (COSTA et al., 2008; SANTOS et al., 2015).

Esse género € representado por arbustos e arvores pequenas distribuidas ao longo da
Mesoamérica (cerca de 30 espeécies), Caribe (3 espécies) e América do Sul (cerca de 230
espécies), principalmente nas planicies da Amaz6nia brasileira, e é conhecido por conter um
grande numero de alcaloides. As espécies sdo popularmente conhecidas como “enviveiras”
devido a presenca de fibras longas na casca. Algumas espécies desse género sao conhecidas
por suas fragrancias aromaticas e suas propriedades medicinais. Em investigacdes
fitoquimicas e farmacoldgicas em espécies do género Guatteria, muitas das funcdes
bioldgicas estudadas foram atribuidas a presenca de compostos bioativos como terpenos e
alcaldides, incluindo, entre essas func@es, citotoxicidade contra células tumorais humanas,
atividade antioxidante, antimicrobiana e antiparasitaria contra Leishmania sp., Plasmodium
falciparum e Trypanosoma cruzi (LIMA et al., 2003; LIMA et al., 2004; ERKENS et al.,
2007; COSTA et al., 2013; RABELO et al., 2014; ANDREAZZA et al., 2016).

Dentre as espécies do género destaca-se a Guatteria friesiana (W.A. Rodrigues)
Erkens & Maas (sindbnimo Guatteriopsis friesiana W.A. Rodrigues), Figura 1, uma planta
medicinal de pequeno porte, variando de 3 a 10 m de altura e 4 a 10 cm de diametro, utilizada
na medicina tradicional com diversas finalidades. Estudos acerca da composi¢do dos 6leos
essenciais e constituintes da casca, do caule e folhas tém sido realizados e demonstram que
um dos principais constituintes da espécie sdo os alcaloides aporfindides e protoberberinicos.
Os 6leos essenciais e os alcaloides ja exibiram atividades antitumorais e antimicrobianas,
assim como atividade larvicida contra as larvas de Aedes aegypti. Um dos alcaloides isolados
das folhas de G. friesiana é a palmatina que ja demonstrou atividade citotoxica seletiva contra
células tumorais, efeito antioxidante, além de atividade antidepressiva em camundongos,

atividades essas que podem ser benéficas no tratamento de determinadas doengas
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neurodegenerativas (BEZERRA et al.,, 2012; COSTA et al., 2013; DHINGRA &
BHANKHER 2014).

Figura 1 — Fotografia da espécie G. friesiana. com destaque para: (A) arvore; (B) cascas e

caule; (C) folhas e frutos.

Fonte: COSTA, 2009.

3.2 A Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa progressiva
caracterizada pelo desenvolvimento de deméncia, alteragdes cognitivas, neuropsiquiatricas e
comportamentais que resultam na progressiva incapacidade do individuo. Constitui-se como a
principal causa de deméncia na populacéo idosa, levando ao declinio da memoria, linguagem
e outras habilidades cognitivas que afetam a habilidade do individuo de realizar até mesmo
atividades do cotidiano. Além dos danos ao individuo, com a progressdo da doenca, 0
portador passa a necessitar de cuidados por tempo integral, 0 que exige uma carga tanto
emocional quanto econémica da familia, bem como da sociedade em geral (ELISHA et al.,
2013; CHUONG et al., 2014; RIDGE et al., 2016).

O principal fator de risco para o desenvolvimento da DA é a idade, com aumento da
prevaléncia de 0,7% na faixa etaria de 60 a 64 anos para cerca de 40% nos grupos etarios de

90 a 95 anos. Com 0 aumento da expectativa de vida da populacdo, tanto a nivel nacional
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qguanto mundial, estima-se que cada vez mais pessoas sejam acometidas com o Mal de
Alzheimer. Todos esses fatores contribuem para considerar a DA um importante problema de
saude publica (TEIXEIRA, 2015; ASSOCIATION, 2016).

A DA foi primeiramente descrita por Alois Alzheimer no ano de 1907. Esse
neuropatologista alemé&o relatou o caso de uma paciente de 51 anos que apresentava declinio
da memdria, além de véarios déficits cognitivos e disturbios de comportamento. A necropsia
cerebral revelou extensas lesdes com perda neuronal, placas senis e emaranhados neuronais
denominados fusos neurofibrilares. As modificacBes cerebrais caracteristicas encontradas em
pacientes portadores da DA levaram ao levantamento das hipoteses acerca das causas para 0
surgimento e/ou evolugéo dessa patologia (MARTELLI; PALERMO, 2012).

A hipotese amiloide descrita na DA sugere que a formacdo de placas B-amiloides
(insollveis), a partir do metabolismo anormal da proteina precursora amiloide (PPA) e a
deposicdo dessas placas, em varias areas do cérebro, desencadeia a disfuncdo e morte
neuronal (Figura 2). Esse fendmeno promove uma cascata que inclui injurias neuronais,
formacdo de emaranhados neurofibrilares e até mesmo o estresse oxidativo. Além disso, a
hiperfosforilacdo da proteina Tau, uma proteina estabilizadora do citoesqueleto neuronal, leva
a formacdo dos emaranhados neurofibrilares promovendo uma desestabilizacdo dos
microtUbulos dos neurdnios e, consequentemente, a um colapso do citoesqueleto que também
pode contribuir no desenvolvimento de disfuncdes sinapticas, alteracbes morfoldgicas e
neurodegeneracédo (Figura 2) (BALLARD et al., 2011; DRACHMAN, 2014).

Figura 2 — Placas B-amiloides e emaranhados neurofibrilares.
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Em 1976, dois grupos de pesquisa independentes relataram a associagédo da DA com a
severa perda de marcadores colinérgicos no cortex cerebral. Posteriormente, a descoberta da
ocorréncia de reducédo da atividade de colina acetiltransferase (enzima que atua na sintese da
acetilcolina) (Figura 3) e perda de neurdnios colinérgicos em pacientes com DA avancgada
estabeleceram a hipétese colinérgica. A hipotese colinérgica baseia-se no fato de que a
reducdo dos niveis de acetilcolina, devido a diminuicdo da sintese e/ou de sua
neurotransmissao influencia no desenvolvimento das alteracGes caracteristicas de portadores
de Alzheimer. O resultado da deficiéncia cerebral de acetilcolina leva a perda de memaria e 0
aparecimento de sintomas cognitivos. Estudos in vitro mostram ainda que os peptidios B-
amiloides inibem a neurotransmissdo colinérgica, acentuando mais ainda os baixos niveis
cerebrais dessa neurotransmissdo (PINTO; LANCTOT; HERRMANN, 2011).

Outras alteragdes como fendmenos inflamatdrios ocorrem nas periferias durante a
maturacdo das placas senis exacerbando os danos causados aos neur6nios. Estudos com
camundongos transgénicos sugeriram que a indometacina e o ibuprofeno podem reduzir a
formacéo das placas f-amiloides (BARAGE; SONAWAN, 2015).

Figura 3 — Esquema da reacdo para formacgéo neurotransmissor acetilcolina.
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A deposicdo de placas amiloides, formacdo dos emaranhados neurofibrilares e
processos inflamatorios, que levam as perdas neuronais, disfuncbes sinapticas e

neuroguimicas atingem principalmente os neurdnios colinérgicos contribuindo ainda mais
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com a reducdo dos niveis de acetilcolina no cérebro de portadores da DA. Portanto, percebe-
se que a fisiopatologia da DA € um processo complexo e multifatorial e que as alteracBes
estdo relacionadas, principalmente, aos danos neuronais e a diminuicdo dos niveis de
acetilcolina (ACh) (FORLENZA, 2005; HWANG et al., 2015; SCHWARZ; WEINER,;
NEUROIMAGING, 2016).

3.3 O estresse oxidativo e a Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer apresenta etiopatogénese multifatorial e a associacdo desses
fendmenos culminam com o desenvolvimento dos sinais e sintomas dos portadores da
neuropatologia. Varios estudos tém identificado alteracbes que contribuem para o inicio,
degeneracdo e morte neuronal. Dentre essas alteracdes destaca-se 0 estresse oxidativo
(PRASAD, 2016).

O cérebro ¢ particularmente vulneravel ao dano oxidativo, devido a relativa falta de
acao antioxidante, alta concentracdo de &cidos graxos insaturados e alta taxa de consumo de
oxigénio. O estresse oxidativo leva a danos ao DNA, proteinas e lipidios que podem levar a
disfungdo em vérias proteinas e enzimas, assim como a danos na integridade das células
nervosas, que ndo sdo completamente reparados e resultam em modificacdes como a perda
neuronal e disfuncéo sinaptica na DA (OPII et al., 2008).

O estresse oxidativo, que representa esse desequilibrio entre a formacdo de agentes
oxidantes no organismo e as defesas protetivas antioxidantes, vem sendo considerado em
alguns estudos como um evento inicial na patogénese da DA sustentado pelo fato de que em
alguns modelos de pesquisa, como modelos de cultura de células e modelos de animais
transgénicos com DA, os niveis de marcadores de danos oxidativos se encontram elevados.
Esse fendmeno também vem sendo considerado um fator que contribui para a progressao da
DA (SINHA et al., 2010; MECOCCI; CRISTINA, 2012).

Produtos de oxidacdo de DNA, proteinas e lipidios tém sido encontrados no sangue e
cérebro (pds-morte) de pacientes portadores de DA em comparagdo com controles. Em
estudos acerca dessas hipoteses foram observados em pacientes com DA, em fases iniciais e
finais, elevados niveis de malondialdeido, um dos produtos da peroxidagdo lipidica, bem
como baixos niveis de enzimas antioxidantes, como glutationa redutase, glutationa peroxidase
e superoxido dismutase no soro e eritrocitos. A propria toxicidade da proteina $-amiloide tem

sido relacionada com a formacdo de radicais livres (RINALDI et al., 2003).
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Dessa forma, é possivel considerar que a melhora nas defesas antioxidantes poderia
contribuir para a protecdo e/ou reducdo dos danos causados por produtos do estresse
oxidativo, envolvidos na fisiopatologia da DA (WANG et al., 2016).

3.4 Tratamento da Doenga de Alzheimer

O tratamento farmacoldgico da DA é pautado na utilizacdo da polifarmacia que tem
como objetivos a terapéutica especifica, abordagem profilatica, tratamento sintomatico e
terapéutica complementar. No campo farmacoldgico vérias substancias psicoativas tém sido
propostas para preservar ou restabelecer a cognigdo, o comportamento e as habilidades
funcionais do paciente com deméncia (FORLENZA, 2005).

Os inibidores da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela degradacdo da
acetilcolina (Figura 4) a saber: tacrina, rivastigmina, donepezil e galantamina sédo os
principais medicamentos utilizados para o tratamento especifico da DA. A sua utilizacdo
baseia-se na hipotese de que a reducdo dos niveis de acetilcolina esta relacionada a progressao
da DA. Dessa forma, a utilizacdo de compostos capazes de inibir a enzima responsavel pela
degradacdo da ACh prolonga o tempo de permanéncia do neurotransmissor na fenda sinéptica
atenuando os danos promovidos pela sua reducdo no cérebro de portadores do Mal de
Alzheimer (SERENIKI; VITAL, 2008).

A galantamina, por exemplo, utilizada no tratamento dos sintomas da deméncia, € um
alcaloide que foi inicialmente isolado dos bulbos e flores de Galanthus caucasicus, Galanthus
woronowii e géneros afins e atualmente € um dos farmacos mais utilizados na terapia. No
entanto, esses medicamentos ainda possuem uma eficacia limitada, apresentando melhores
resultados para a DA leve a moderada, além de poderem causar efeitos adversos como
hepatotoxicidade e efeitos gastrointestinais (INDEN et al., 2016; WAHBA; DARWISH;
KAMAL, 2016).
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Figura 4 — Degradacédo enzimatica do neurotransmissor acetilcolina
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A memantina, um antagonista ndo-competitivo de receptores NMDA € outro
medicamento utilizado no tratamento e sua aplicacdo € sustentada pelo fato de que altos niveis
do neurotransmissor glutamato, que atua através desses receptores, age como excitotoxina
causando a morte neuronal. Os efeitos desse neurotransmissor, assim como a AChE
encontram-se alterados na DA (ENGELHARDT et al., 2005).

Além das alteracGes cognitivas e da memoria os portadores da DA podem apresentar
distdrbios comportamentais e neuropsiquiatricos também denominados sintomas psicoldgicos
e comportamentais da deméncia (SPCD) tais como agressao fisica, inquietacdo, ansiedade,
depressdo, apatia, agitacdo, comportamento motor aberrante, distirbios de sono e apetite,
entre outros. A identificacdo dos SPCD é relevante, uma vez que ocorrem na maioria das
pessoas com deméncia durante o curso da doenca causal (35-75% dos pacientes). Por
conseguinte, a insercdo de medicamentos neurolépticos e psicoticos quando do aparecimento
desses sintomas podem trazer beneficios na melhoria de qualidade de vida dos pacientes.
Medicamentos como, antidepressivos e benzodiazepinicos podem ser usados em casos de
depressdo, ansiedade ou ins6nia (PINTO; LANCTOT; HERRMANN, 2011; VALE et al.,
2011).

A associacdo dos fendmenos oxidativos com a patogénese e a progressdo da DA
sustenta a utilizacdo de compostos antioxidantes no tratamento. Estudos apontam a
possibilidade de utilizacdo, por exemplo, da vitamina E como adjuvante na terapia, sendo 0til

no retardo da evolucdo natural da doenga, exercendo um efeito neuroprotetor. J& a associacéo
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dos danos neuronais a processos inflamatorios que ocorrem nas adjacentes as placas amiloides
tem levado a estudos acerca da utilizacdo de medicamentos anti-inflamatdrios na terapéutica
do Alzheimer (SERENIKI ; VITAL, 2008; MECOCCI; CRISTINA, 2012).

Apesar da existéncia de algumas alternativas terapéuticas, os efeitos das drogas hoje
aprovadas para o tratamento da DA limitam-se ao retardo na evolugdo natural da doenca,
permitindo apenas uma melhora temporéaria do estado funcional do paciente e apresentam
eficacia limitada. Nenhum dos tratamentos farmacoldgicos disponiveis atualmente retarda ou
interrompe o0s danos e a destruicdo neuronal que causa os sintomas da Doenca de Alzheimer e
a torna fatal, além disso, a efetividade dessas drogas varia de pessoa para pessoa
(FORLENZA, 2005).
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RESUMO

O estudo das substancias naturais vem se destacando nos Ultimos anos na busca por
compostos com propriedades farmacoldgicas que possam ser utilizados para 0
desenvolvimento de novos medicamentos. Os alcaloides séo substancias advindas de fontes
naturais que estdo demonstrando atividades farmacoldgicas promissoras, inclusive para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, como o Mal de Alzheimer, cujo tratamento esta
baseado na polifarmacoterapia. Dessa forma, o capitulo teve como objetivo a revisdo
bibliografica de alcaloides que apresentaram propriedades importantes no tratamento das
doencas neurodegenerativas, sendo elas propriedades antioxidante, ansiolitica, anti-
inflamatdria e antidepressiva. Realizou-se uma revisdo de literatura nas bases de dados
Pubmed, Science Direct, Scopus, Scielo e Google Academics utilizando as palavras-chaves:
alcaloides, farmacologia, doencas neurodegenerativas, anticolinesterasicos, antidepressivos,
anti-inflamatorios, antioxidantes e ansioliticos e foram selecionados artigos, dissertacdes e
teses publicadas entre 2003 e 2015. Varios estudos demonstraram, através de métodos in
vitro, in vivo e/ou ex vivo que muitos alcaloides extraidos de plantas apresentaram atividades
anticolinesterasica, antioxidante, ansiolitica, anti-inflamatdria e antidepressiva, propriedades
relevantes no tratamento dos sintomas e da progressdo de determinadas patologias, como a
Doenca de Alzheimer. Em suma, verificou-se que muitos alcaloides exibiram propriedades
promissoras no que diz respeito a farmacoterapéutica de doencas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Alcaloides, Doengas de Alzheimer, Farmacologia, Anticolinesterasicos,
Antidepressivos, Anti-inflamatorios, Antioxidantes, Ansioliticos.

ABSTRACT

The study of natural substances has increased in recent years in the search for compounds
with pharmacological properties that can be used for the development of new drugs. The
alkaloids, substances extracted natural sources, show promising pharmacological activities,
including pharmacological activities for the treatment of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer's disease, whose treatment is based on the use of various drugs. Thus, the article
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aims to a technological prospecting of alkaloids that presented important properties in the
treatment of neurodegenerative diseases, namely, antioxidant, anxiolytic, anti-inflammatory
and antidepressant properties. A literature review was conducted in the databases PubMed,
Science Direct, Scopus, Scielo and Google Academics using the following key words:
alkaloids,  pharmacology, neurodegenerative  diseases, cholinesterase inhibitors,
antidepressants, anti-inflammatories, antioxidant and anxiolytic. Articles, dissertations and
theses published between 2003 and 2015 were selected. Several studies showed through in
vitro, in vivo and/or ex vivo methods that many alkaloids extracted from plants showed
acetylcholinesterase, antioxidant, anti-anxiety, anti-inflammatory and anti-depressant
activities, relevant properties in the treatment of the symptoms and progression of certain
diseases, such as Alzheimer's disease. In short, it was found that many alkaloids exhibited
promising properties in respect to the pharmacotherapy of neurodegenerative diseases.

Keywords: Alkaloids, Alzheimer’s disease, Anticholinesterase, Antidepressants, Anti-
inflammatories, Antioxidant, Anxiolytic.

1. Introducéo

Os compostos presentes em varias espécies de plantas estdo sendo extensamente
estudados e avaliados com o propdsito de desenvolver e aprimorar medicamentos para a
farmacoterapia de varias patologias (BALBINOT; VELASQUEZ; DUSMAN, 2013).

Dentre as substancias presentes nas plantas figuram os alcaloides, um grupo
heterogéneo de compostos de carater basico advindos principalmente das plantas. Essas
substancias demonstram inimeras atividades farmacol6gicas, como por exemplo, atividade
antimicrobiana, antifingica, anticolinesterasica, antioxidante, dentre outras. Dessa forma, o
estudo dos alcaloides torna-se de extrema importancia na busca de novos compostos com
melhor eficacia e menores efeitos colaterais para as terapias farmacoldgicas existentes
atualmente (LAIA et al., 2013; CUSHNIEA, CUSHNIEB; LAMB, 2014).

A Doenca de Alzheimer, uma desordem neurodegenerativa, requer uma terapia
baseada na polifarmacia para o tratamento tanto dos transtornos cognitivos como nao
cognitivos. Além disso, atualmente, existe uma necessidade crescente no aprimoramento da
terapia do Mal de Alzheimer, pois as opcdes terapéuticas tém resultado em modesta melhora
da memoria e fungdo cognitiva, bem como ndo previnem 0 progresso neurodegenerativo.
Nesse cenario, a busca por substancias advindas de fontes naturais vem se tornando uma
alternativa interessante para o desenvolvimento de farmacos que possam ser utilizados na
terapia (SILVA et al., 2010; LIU et al., 2015).

Este capitulo teve como objetivo a revisdo bibliografica dos alcaloides que

demonstraram certas atividades, a saber: anticolinesterasica, antioxidante, ansiolitica, anti-
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inflamatoria e antidepressiva. O estudo desses compostos naturais mostra-se de grande valia e
pesquisas na &rea sdo promissoras para 0 desenvolvimento de novos farmacos e/ou a

otimizacao da terapia atual da DA.

2. Materiais e métodos

Foi realizada uma revisdo de literatura atraves das bases de dados Pubmed, Science
Direct, Scopus, Scielo e Google Academics, utilizando as seguintes palavras-chaves:
“alcaloides”, “farmacologia”, “doencas neurodegenerativas”, ‘“anticolinesterasicos”,
“antidepressivos”, “anti-inflamatorios”, “antioxidantes” e “ansioliticos”. Foram selecionados

artigos, dissertacdes e teses publicadas no periodo compreendido entre 2003 e 2015.

3. Resultados e Discussao

Realizou-se uma pesquisa em bases de dados como Scielo, Science Direct, Scopus,
Pubmed e Google Academics detectando artigos que descreviam alcaloides com atividade
anticolinesterasica, antioxidante, ansiolitica, anti-inflamatéria e antidepressiva, atividades
importantes no tratamento de doengas neurodegenerativas como a Doenga de Alzheimer.

E cada vez mais frequente a busca de novos inibidores da AChE em espécies vegetais
(FEITOSA et al., 2011). Estas buscas direcionam-se, principalmente, para plantas ja utilizadas
na medicina tradicional para o tratamento de insdnia, amnésia, depressdo e ansiedade, ou para
prolongar a longevidade e melhorar a memdria e a funcdo cognitiva. Algumas plantas, como
Centella asiatica L. (Umbeliferae) e Ginko biloba L. (Coniferae), utilizadas na medicina
tradicional indiana e chinesa, demonstraram, em estudos de atividades farmacoldgicas,
resultados relevantes no tratamento de desordens cognitivas com acgdes anticolinesterasica,
anti-inflamatoria e antioxidante. Em funcdo desses resultados, essas plantas tém sido
indicadas para uso terapéutico no tratamento da Doenca de Alzheimer (HOUGHTON et al.,
2003).

3.1 Alcaloides que apresentam atividade anticolinesterasica

Estudos que buscam extratos, fragdes e compostos isolados de plantas com atividade
contra a enzima acetilcolinesterase e/ou butirilcolinesterase tem se intensificado, atualmente,

a fim de encontrar novas substancias capazes de serem introduzidas na terapéutica de algumas
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patologias. (QUEIROZ, NASCIMENTO & SCHWARZ, 2011; MOTA et al., 2012). Essa
atividade tem sido atribuida a varios alcaloides advindos das plantas medicinais, podendo ser
consideradas promissoras substancias para a terapia de patologias neurodegenerativas, como a
deméncia senil e Doenca de Alzheimer (KONRATH et al., 2013).

Alcaloides isolados da espécie Corydalis cava Schweigg. & Kort, a saber,
bulbocapnina (1), coridalina (2) e coridina (3) (Figura 1) demonstraram atividade inibitoria
contra acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, somente contra acetilcolinesterase e somente
contra butirilcolinesterase, respectivamente (ADSERSEN et al.,, 2007). Em um estudo
realizado por Rahman e colaboradores (2004), cinco novos alcaloides esteroidais isolados de
extrato etandlico de Sarcococca saligna (5,14-dehidro-Na-demetilsaracodina, 14-dehidro-Na-
demetilsaracodina, 16-dehidrosarcorina, 2,3-dehidrosarsalignona e 14,15-dehidrosarcovagina-
D) apresentaram potente acdo anticolinesterasica de forma dependente da concentracdo com
valores de Clso que variaram de 12,5 a 32,2 uM; bem como acéo antibutirilcolinesterase.

Através de ensaios in vitro pode-se avaliar a atividade inibitoria frente & enzima que
promove a hidrélise da acetilcolina. O Método de Ellman é um ensaio extensamente utilizado
nos estudos que avaliam a presenca de atividade anticolinesterasica das substancias, incluindo
os alcaloides de origem natural.

Através desse teste in vitro, o alcaloide isoquinolinico montanina (4) (Figura 1)
demonstrou atividade anticolinesterasica inibindo mais que 50% da atividade da enzima na
concentracdo de 1mmol/L (PAGLIOSA et al., 2010). A berberina (5) (Figura 1) isolada das
folhas de Berberis aetnensis e B. libanotica inibiu a acdo da acetilcolinesterase no ensaio
utilizando o método de Ellman, com valor de Clsg de 2,2 ng/mL (BONESI et al., 2013).

Vérios alcaloides foram isolados da espécie vietnamita Huperzia squarrosa, dentre
elas, a licosquarosina (6) e a acetilposerratinina (7) (Figura 1), que apresentaram atividade
anticolinesterasica em ensaios in vitro com Clsyp de 54,3 pg/mL e 15,2 pg/mL,
respectivamente, podendo ser consideradas substancias promissoras para o desenvolvimento
de novos medicamentos para patologias envolvendo a reducdo dos niveis de acetilcolina
(CHUONG et al., 2014).

Devido a conhecida atividade anticolinesterasica de huperzina A, um alcaloide
produzido pela espécie chinesa Huperzia serrata, os alcaloides extraidos de duas espécies
brasileiras H. quadrifariata e H. reflexa com atividade anticolinesterasica in vitro descrita na
literatura foram testadas em relacdo & mesma atividade em cérebros de camundongos. Os
resultados demonstraram reducdo da atividade da enzima no cértex e hipocampo, apesar de

ter apresentado atividade menor em comparacgéo a huperzina A (KONRATH et al., 2012).
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Viera e colaboradores (2008) analisaram as fragdes alcaloidicas e quatorze alcaloides
isolados das raizes de T. laeta e T. hystrix através do método de Ellman em cromatografia em
camada delgada. Verificou-se que os alcaloides heineanina e Nb-metilvoachalotina inibiram
seletivamente a butirilcolinesterase e o 19-epi-isovoacristina foi seletivo para a inibi¢do de
acetilcolinesterase. As substancias olivacina, affinisina, ibogamina, affinina, conodurina e

histrixnina inibiram ambas as enzimas.

Figura 1 — Alcaloides que apresentam atividade anticolinesterasica.

H M ocH
Ho '
CH,

1 bulbocapnina 2 coridalina 3 coridina

4 montanina 5 berberina

6 licosquarosina 7 acetilposerratinina

3.2 Alcaloides que apresentam atividade antioxidante

O estresse oxidativo é um fendmeno que contribui para o desenvolvimento de varias
doencas, como as doengas cronicas ndo transmissiveis, muitas vezes associadas ao

envelhecimento. Os radicais livres que ndo sdo removidos ou neutralizados podem reagir com
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lipidios, proteinas e &cidos nucléicos promovendo dano celular. Altos niveis de metais
promovem também um aumento do estresse oxidativo, pois levam a producdo de espécies
reativas de oxigénio que provocam danos nas funcdes celulares. Dessa forma, substancias
capazes de combater o estresse oxidativo podem interferir na evolucdo de determinadas
patologias como doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, artrite reumatoide,
entre outras, e assim contribuir para as suas terapias (FERRARI, 2011; LEAL et al., 2012;
TORRAO et al., 2012; SILVA; HIEDA et al., 2014).

Alguns extratos e alcaloides de Peschiera affinis foram testados quanto a acao
antioxidante através do método qualitativo em cromatografia em camada delgada (CCD) do
B-caroteno e do método do sequestro do radical DPPH. O extrato etandlico das raizes, as
fracdes alcaloidicas e ndo-alcaloidicas e trés alcaloides isolados, a saber, voacristina hidroxi-
indolenina (8), voacristina (9) e voacangina (10) (Figura 2) apresentaram resultado positivo
para o0 primeiro teste. Quando submetidas ao segundo método supracitado observou-se
atividade significativa para o extrato etanolico, fracdo alcaloidica com inibicdo de 76%,
voacangina de 78% e fracdo ndo-alcaloidica de 82% todos na concentracdo de 1 mg/mL, além
do alcaloide voacristina hidroxi-indolenina com inibicao de 50% na concentracao de 1 mg/mL
(SANTOS et al., 2009).

Seis alcaloides isolados de partes aéreas de Aconitum laeve foram avaliados com
relacdo as atividades anti-inflamatdria, antioxidante e inibicdo da tirosinase. Desses, duas
substancias, swatinina (11) (Figura 2) e delphatina apresentaram efeito antioxidante frente ao
ensaio in vitro de sequestro de radicais DPPH com Clsy de 54,1% e 55,4%, respectivamente,
enquanto que o padrdo BHA (3-t-butil-4-hidroxianisola) apresentou Clso de 92,1% na
concentracdo de 1 mmol/L (SHAHEEN et al., 2005).

Kolak e colaboradores (2006) pesquisaram a presenca de acdo antioxidante em
alcaloides norditerpenos isolados de raizes de Delphinium linearilobum através dos ensaios de
sequestro de radicais DPPH e atividade quelante de metal. A linearilobina (12) (Figura 2), um
novo alcaloide isolado juntamente com os alcaloides conhecidos, licoctonina, 14-
acetiltalatizamina, browniina, cammaconina, talatizamina e cochlearenina (13) (Figura 2)
demonstraram alta atividade no ensaio de sequestro de radicais DPPH enquanto a licoctonina
exibiu elevada atividade quelante de metal.

A psicolatina (14) (Figura 2) extraida das folhas de Psychotria umbellata Vell.
(Rubiaceae) foi ensaiada em cepas de Saccharomyces cerevisiae proeficientes e deficientes
em defesa antioxidante com exposicdo a perdxido de hidrogénio (H,0,) e paraquat. Além

disso, investigou-se a capacidade antioxidante frente ao radical hidroxila pelo ensaio
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hipoxantina/xantina oxidase. O alcaloide demonstrou efeito protetor principalmente frente ao
paraquat bem como agdo antioxidante dose-dependente no ensaio hipoxantina/xantina
oxidase, apesar de 0 extrato bruto ter demonstrado maior efeito protetor em relacao as cepas
de S. cerevisiae expostas a H,O,. A presenca de flavonoides no extrato seco da planta pode
explicar a maior propriedade antioxidante do extrato em relacdo ao alcaloide purificado
(FRAGOSO et al., 2008).

Figura 2 — Alcaloides que demonstraram atividade antioxidante.
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3.3 Alcaloides que apresentam atividade ansiolitica

Muitas desordens neurologicas, como as doengas neurodegenerativas, requerem uma
combinacdo medicamentosa para uma terapia mais eficaz. A atividade ansiolitica das drogas
pode atuar de forma favordvel no combate aos sinais e sintomas de algumas dessas alteracoes
patoldgicas, como por exemplo, a Doenca de Alzheimer (ENGELHARDT et al., 2005).

Atualmente, a pesquisa de substancias naturais que possam ser utilizadas como
farmacos ou modelos quimicos de farmacos com atividade ansiolitica estd em plena atividade,
e os alcaloides sdo uma classe dessas substancias que esta sendo investigada quanto a esse
proposito. Costa-Campos e colaboradores (2004) estudaram o alcaloide alstonina (15) (Figura
3) que demonstrou atividade ansiolitica em ensaios comportamentais. O estudo ainda sugeriu
o0 envolvimento dos receptores de serotonina 5-HT2A/2C, pois o pré-tratamento com
ritanserina, um antagonista desse tipo de receptor, reverteu os efeitos da alstonina (15).
Utilizando testes em animais observou-se que a substancia montanina (4), isolada de
Hippeastrum vittatum, além da atividade anticolinesterdsica avaliada em alguns estudos
também apresenta efeito ansiolitico, importante em varias desordens do sistema nervoso
central (SILVA et al., 2006).

O alcaloide piplartina (16) (Figura 3), extraido das folhas de Piper tuberculatum foi
avaliado quanto as atividades ansiolitica, sedativa, relaxante muscular e anticonvulsivante a
partir da utilizacdo de testes comportamentais. Através do teste em labirinto em cruz elevada
realizado com camundongos, a substancia demonstrou atividade ansiolitica, aumentando tanto
0 nimero de entradas quanto o tempo de permanéncia dos camundongos nos bracos abertos.
Além disso, os efeitos foram bloqueados quando da administracdo prévia de flumazenil,
indicando a participacao de receptores do tipo benzodiazepinicos (FELIPE et al., 2007). Outro
estudo que pesquisou a acdo ansiolitica da erisothrina (17) (Figura 3), isolado do extrato
hidroalcodlico das flores de Erythrina mulungu, concluiu que o alcaloide apresentou acéo
ansiolitica leve induzindo o aumento do numero de entradas, mas ndo o tempo de
permanéncia dos camundongos nos bracos abertos diante da realizacdo do teste supracitado
(ROSA et al., 2012).
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Figura 3 — Alcaloides que demonstraram atividade ansiolitica.

CH, CH.
HCO ~
N
LiilH
WiCH;
H,CO
OCH,
15 alstonina 16 piplartina
HiCO
N
HyCO
——

H,CO

17 erisothrina

3.4 Alcaloides que apresentam atividade anti-inflamatoria

O cérebro de pacientes portadores de Alzheimer passa por importantes modificacdes
que incluem depositos fibrilares amiloidais, acimulo de filamentos anormais da proteina tau,
perda neuronal e sinaptica, ativacdo da glia e inflamagdo. O acumulo de peptidios 8 amiloides,
placas senis e novelos neurofibrilares ativam o processo inflamatério e mobilizam macréfagos
e outras células do sistema imune com consequente liberacdo de citocinas, interleucinas, fator
de necrose tumoral, neurotransmissores, espécies reativas do oxigénio (ROS) entre outros
elementos, de modo progressivo, comprometendo o cérebro e acelerando o curso da doenca.
Diante do quadro, estudos tem demonstrado que alguns medicamentos anti-inflamatérios
tiveram a capacidade de reduzir o risco de desenvolvimento e progressdo da Doenga de
Alzheimer. Dessa forma os anti-inflamatdrios poderiam atuar contra processos inflamatérios
frequentemente encontrados em portadores da patologia e que também podem promover
injaria no tecido cerebral (SERENIKI; VITAL, 2008; CAVALCANTI; ENGELHARDT,
2012).
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No estudo realizado por Shaheen e colaboradores (2005), os seis alcaloides isolados de
Aconitum laeve também foram testados em bioensaio in vitro (Berridge e colaboradores
modificado) para a avaliacdo da atividade anti-inflamatdria. Desses, 0s compostos,
lappaconitina e puberanina apresentaram atividade significativa.

As acles anti-inflamatérias dos alcaloides, imperialina (18), chuanbeinona (19)
(Figura 4), verticinona e verticina foram testadas através da avaliacdo da formacdo de edema
de orelha, induzida por xileno, em camundongos. Nas doses de 3,0 mg/kg a imperialina (18) e
a chuanbeinona (19) (Figura 4) demonstraram atividade inibitoria do edema de orelha maior
que a dexametasona. J& 0s compostos verticinona e verticina ndo apresentaram acao
significativa nesse ensaio. As substancias na concentracdo de 1,5 mg/kg ndo foram capazes de
exercer acao inibitéria do edema (WANG et al., 2011).

Diversas partes da espécie Ziziyphus numularia sdo utilizadas para varias afec¢des,
inclusive para fins anti-inflamatorios. Em um estudo testou-se a atividade anti-inflamatoria de
alcaloides ciclopeptidicos obtidos de folhas dessa espécie analisando a formacao de edema na
pata de rato e peritdnio de camundongo. Os alcaloides demonstraram acdo dose-dependente
contra o edema de pata induzindo por carragenina, dextran, serotonina e histamina, além de
reducdo, também dose-dependente, da migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal dos
camundongos (GOYAL et al., 2013).

Dentre os seis alcaloides encontrados em bulbos da espécie Lycoris radiata, quatro
[(+)-1-hidroxi-ungeremina (20), (+)-6B-acetyl-8-hidroxi-9-methoxy-crinamina (21), (+)-2-
hidroxi-8-demetil-homolicorine-a-N-oxida (22), (+)-N-metoxilcarbonil-2 demetil-
isocoridiona (23)] (Figura 4) demonstraram inibicdo seletiva in vitro contra a enzima COX-2,
relacionada a formacdo de mediadores inflamatoérios (LIU et al., 2015). Outros alcaloides do
tipo pirroloquinazolinicos extraidos de Adhatoda vasica Nees foram avaliados frente a
inducdo do edema de pata. Desses, a vasicina (24) (Figura 4) demonstrou efeito anti-
inflamatdrio mais potente (59,51%) a 20,0 mg/kg apds administracdo de carragena. A maxima
inibicdo encontrada, 63,94%, foi atribuida ao alcaloide vasicinona (25) (Figura 4) na dose de
10,0 mg/kg apds administracdo de Adjuvante Completo de Freud (ACF) (SINGH;
SHARMAB, 2013).
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Figura 4 — Alcaloides que demonstraram atividade anti-inflamatoria.
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3.5 Alcaloides que apresentam atividade antidepressiva

Além do tratamento da depressdo propriamente dita, os antidepressivos podem fazer
parte da farmacoterapia de outras doencas, como as desordens neurodegenerativas. O
tratamento da DA, por exemplo, envolve também a terapia das manifestagdes ndo cognitivas
como a psicose, agitagdo psicomotora, disturbios do sono e a depressdo. Dessa forma, a
pesquisa de compostos capazes de desempenhar acdo antidepressiva pode contribuir para a
terapia farmacologica da DA (ENGELHARDT et al., 2005; FORLENZA, 2005).

No estudo de Silva e colaboradores (2006), o alcaloide montanina (4) (Figura 1)
também foi avaliado para a atividade antidepressiva pelo ensaio comportamental do nado
forcado. A administracdo de montanina (4) (Figura 1) previamente ao teste reduziu o tempo
total de imobilidade e reforcou o comportamento de luta, o que sugeriu um efeito
antidepressivo da substancia. Utilizando o mesmo teste, Felipe e colaboradores (2007)
investigaram a acdo antidepressiva da piplartina (16) (Figura 3) e observaram uma
significativa reducdo, de forma dose-dependente, do tempo de imobilidade dos animais, com
um decréscimo de 41% e 75% nas doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente.

Os alcaloides diterpenos, a saber: mesaconitina, hipaconitina, napellina, songorina,
12-epinapellina e N-oxida, obtidos da espécie Aconitum baicalense foram estudados em
ensaio comportamental (teste de suspensdo da cauda) para avaliacdo do efeito antidepressivo.
A songorina produziu o efeito antidepressivo mais pronunciado, seguida de mesacotinina,
hipacotinina e napellina (NESTEROVA et al., 2011).

A analise do extrato alcaloidico das partes aéreas de Annona cherimolia demonstrou
qgue o tratamento repetido com o extrato produziu efeitos do tipo antidepressivo em
camundongos, além de facilitar o efeito da imipramina e clomipramina, conhecidos farmacos
antidepressivos. Os principais constituintes do extrato em estudo compreendem os alcaloides,
1,2-dimethoxi-5,6,6a,7-tetrahidro-4H-dibenzoquinolina-3,8,9,10-tetraol (26); anonaina (27),
liriodenina (28) e nornuciferina (29) (Figura 5) (MARTINEZ-VAZQUEZA et al., 2012).



Figura 5 — Alcaloides que demonstraram atividade antidepressiva.
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Portanto, observa-se que varios alcaloides obtidos de fontes naturais desempenham

importantes atividades farmacologicas, dentre elas, atividade anticolinesterasica, antioxidante

e antidepressiva, que podem ser Uteis na farmacoterapia de determinadas doencas, como 0

préprio Mal de Alzheimer. O estudo desses compostos naturais mostra-se de grande valia e

pesquisas na area Sdo importantes para o desenvolvimento de novos farmacos para a

otimizagdo de terapias atuais.
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friesiana - perspectivas para elaboracgédo de novos farmacos.
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RESUMO

As plantas medicinais sdo utilizadas ha milhares de anos para o tratamento de indmeras
enfermidades tornando-se uma importante fonte na busca por novos farmacos. Dentre as
substancias, advindas de fontes naturais, a palmatina, um alcaloide protoberberinico vem
sendo investigado no que diz respeito as suas acbes farmacoldgicas e tem demonstrado
atividades promissoras para a terapéutica de varias doencas destacando-se a Doenca de
Alzheimer (DA). O objetivo desta pesquisa foi verificar o estado da arte e da técnica sobre a
palmatina com énfase em suas atividades farmacoldgicas in vitro, in vivo e ex vivo 0 que a
torna promissora na elaboracdo de novos medicamentos, principalmente para o tratamento da
DA. Foram encontrados 164 estudos utilizando as palavras-chaves “palmatina”, “palmatine”,
“atividade palmatina” e “activity palmatine”. Ndo foram observados depoésitos de patentes. A
palmatina demonstrou atividades farmacoldgicas promissoras, incluindo: anti-inflamatoria,
antidepressiva, antipirética, dentre outras. Dessa forma, observou-se que o alcaloide
demonstrou algumas agdes farmacoldgicas relevantes, inclusive relacionadas a terapia de
doencas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Palmatina. Atividades. Farmacologia.

ABSTRACT

Medicinal plants have been used for thousands of years for the treatment of numerous
diseases becoming an important source in the search for new drugs. Among the substances,
palmatine, arising from natural sources, an alkaloid has been investigated with regard to their
pharmacological actions and has demonstrated promising activity for the treatment of various
diseases highlighting Alzheimer's disease (AD). The aim of this study was to verify the state
of the art and technique on palmatine with emphasis on their pharmacological activity in vitro,
in vivo and ex vivo which makes it promising in developing new drugs, primarily for the
treatment of AD. 164 studies were found using the keywords "palmatine”, "palmatine”,
"palmatine activity" and "activity palmatine”. Patent deposit was not observed. The palmatine
shown promising pharmacological activities, including: anti-inflammatory, anti-depressive,
anti-pyretic, among others. Thus, it was observed that the alkaloid demonstrated some
important pharmacological actions, including related to the therapy of neurodegenerative
diseases.

Keywords: Palmatine. Activities. Pharmacology.
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1. Introducéo

As plantas medicinais tém sido utilizadas desde o inicio da civilizagdo para fins
terapéuticos. As primeiras civilizacbes ja perceberam que algumas plantas continham
principios ativos que poderiam ser utilizados para o tratamento de enfermidades. Dessa
forma, a natureza tornou-se uma fonte promissora de novas substancias para o
desenvolvimento de medicamentos (TREVISAN; MACEDO, 2003; BADKE et al., 2011,
MARQUES et al., 2013).

Dentre as substancias encontradas em fontes naturais pode-se destacar a palmatina, um
alcaloide protoberberinico e um dos principais componentes de preparacdes de plantas
medicinais utilizadas principalmente na medicina tradicional chinesa, coreana e indiana. A
palmatina pode ser encontrada em varias espécies medicinais, como Coptis chinensis,
Rhizoma coptidis, Corydalis yanhusuo, Radix tinosporae, entre outras (LEE et al., 2015;
VRBA et al., 2014).

Costa (2009) isolou a palmatina (Figura 1) da espécie vegetal Guatteria friesiana.
Essa espécie ¢ uma pequena arvore conhecida como “envireira” ou “envira” encontrada da
bacia amazonica brasileira e colombiana e utilizada na medicina tradicional para varias
finalidades. Estudos realizados com extratos, fracdes, dleos essenciais e compostos isolados
de Guatteria friesiana evidenciaram a presenca de atividades como agdo antitumoral,
antimicrobiana e acdo larvicida contra a larva de Aedes aegypti (COSTA et al., 2008;
ACIOLE etal., 2011; COSTA etal., 2012; COSTA et al., 2013).

A palmatina tem apresentado determinadas atividades farmacolégicas que podem estar
relacionadas, por exemplo, & sua habilidade de interagir com proteinas e acidos nucleicos,
sendo algumas delas importantes na terapéutica das doencas neurodegenerativas (DUMONT;
MONARI, 2015; VRBA et al., 2015).

As doengas neurodegenerativas afetam atualmente milhGes de pessoas e a incidéncia
de novos casos estd relacionado principalmente com o aumento do envelhecimento da
populagdo (FAROOQUI; FAROOQUI, 2009; ANDERKOVA; REKTOROVA, 2014).
Segundo os estudos de Dorsey e colaboradores (2013), o numero de pessoas afetadas pelas
principais doencas neurodegenerativas terd um aumento de 50% até 2030. A Doenca de
Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa com manifestagdes cognitivas e
neuropsiquiatricas que desencadeia uma deficiéncia progressiva, tanto na memaoria como em
outras fungdes cognitivas (MARTELLI; MARTELLI, 2014; SERENIKI; VITAL, 2008). A

DA representa um importante problema de salde publica, principalmente em paises onde ha
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um aumento da expectativa de vida, além de afetar funcional e socialmente a familia e a
sociedade (TRENTINI; GONCALVES, 2009; FORLENZA, 2005).

Figura 1 — Estrutura molecular do alcaloide palmatina
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Vaérios estudos estdo sendo realizados para avaliar as atividades farmacoldgicas
associadas a palmatina, desde ensaios in vitro até ensaios in vivo e ex vivo. Dessa forma o
objetivo desta revisdo foi verificar o estado da arte e da técnica da palmatina com énfase em

suas atividades farmacolodgicas avaliadas in vitro, in vivo e ex vivo.

2. Materiais e métodos

Foi realizado um levantamento bibliografico acerca da palmatina através das bases de
dados Science Direct, Pubmed, LILACS, MEDLINE, Portal da Capes, Web of Science,
Scopus e Scielo. As palavras-chaves utilizadas foram: “palmatina”, “palmatine”, “atividade
palmatina” e “activity palmatine”. Foram selecionados artigos publicados no periodo
compreendido entre 1993 a 2015. A selecdo dos estudos foi baseada na anélise dos titulos e
resumos. Foi realizada ainda uma prospecc¢éo tecnoldgica nos pedidos de patentes depositados
no European Patent Office (EPO), Google patents, Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), United States Patent and Trademark Office (USPTO) e World Intellectual
Property Organization (WIPQO). O periodo e os termos de busca foram os mesmos utilizados

para as bases cientificas.
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3. Resultados e Discussao

A busca em bases cientificas utilizando a palavra-chave “palmatine” resultou na
obtencdo de 164 estudos, enquanto que nenhum estudo foi encontrado utilizando o termo
“palmatina”. Para o termo “atividade palmatina” ndo foram encontrados estudos nas bases
cientificas e com relacdo a palavra-chave “activity palmatine” foram observados 51 estudos
como demonstra a Tabela 1. Apos analise de titulos e resumos e eliminacdo dos artigos
repetidos foram selecionados 18 estudos que tratavam diretamente da pesquisa de atividades
farmacoldgicas da palmatina. Ndo foram observados depdsitos de pedidos de patentes nas
bases selecionadas. Das pesquisas encontradas foram selecionadas aquelas que avaliaram de

forma direta a atividade do alcaloide in vitro, in vivo e ex vivo.

Tabela 1 - Quantificacdo das publicagdes acerca do alcaloide palmatina encontradas em base

de dados cientificas para cada descritor de busca.

Palavras-chave
Bases de dados

Palmatine  Palmatina  Atividade palmatina  Activity palmatine

LILACS 0 0 0 0
MEDLINE 7 0 0 3
Portal da Capes 108 0 0 42
PubMed 0 0 0 0
SCiELO 2 0 0 0
Science Direct 23 0 0 3
Scopus 7 0 0 0
Web of Science 17 0 0 3
Total de

publicacdes o4 0 ° >t

3.1 Atividades farmacoldgicas em ensaios in vitro

Existem diversos tipos e metodologias de ensaios in vitro para comprovar ou refutar
acOes farmacoldgicas. Determinados ensaios in vitro foram realizados com a palmatina e

algumas atividades foram atribuidas a substancia a partir desses testes (Tabela 2).
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Nos testes in vitro que avaliam a capacidade da substancia de inibir a enzima
acetilcolinesterase, uma das vertentes para o tratamento da Doenga de Alzheimer, Mak e
colaboradores (2014) mostraram que a combinacdo de palmatina e berberina resultou em
inibicdo sinérgica in vitro da AChE recombinante humana, sendo a associacdo uma potencial
estratégia terapéutica (MAK et al., 2014). Além disso, foi observada a capacidade
sequestrante de radicais ONOO" da palmatina, ou seja a capacidade antioxidante, com valor de
Clso de 28,70 uM. (JUNG et al., 2009).

A palmatina também tem demonstrando outras a¢cdes farmacoldgicas como a inibicao
seletiva de células do cancer de prostata e atividade citostatica seletiva contra linhagens de
celulas cancerigenas na mama (MCF-7) e células de glioma (U251) (HAMBRIGHT et al.,
2014; COSTA et al., 2013). Li e colaboradores (2015) sugeriram que alguns alcaloides, dentre
eles a palmatina, seriam os responsaveis pela notavel atividade anti-inflamatéria de Rhizoma

coptidis.
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Espécie Parte da planta Tipo de Objetivo do estudo

extrato/fracdo

Resultados

Referéncia

- - Investigar o efeito da palmatina
sobre a forca isométrica em
tiras isoladas de artérias de

ratos

A palmatina relaxou de
forma dose-dependente a
resposta contratil

induzida por fenilefrina

(CHANG et al., 1999)

- - Observar a ac¢éo da palmatina

sobre a secrec¢do colbnica de

A substancia inibiu a

secrecdo de CI ativada

(WU et al., 2008)

cloro (CI") em mucosa col6nica por Ca** e AMP¢
de ratos
Enantia chlorantha Casca Extrato Estudar a atividade do O composto exibiu (NKWENGOUA et
metanolico alcaloide frente a Trypanosoma atividade inibitéria al., 2009)

cruzi e Leishmania infantum

significativa contra

ambos 0s parasitos

Coptis chinensis - - Avaliar o efeito da palmatina

frente a protease NS2B-NS3 do

virus do Nilo ocidental

O alcaloide foi capaz de
inibir a atividade da
protease sem

citotoxidade detectavel

(JIA et al., 2010)

Legenda: (-) ndo informado no estudo
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Espécie Parte da planta Tipo de Objetivo do estudo
extrato/fracéo

Resultados

Referéncia

Coptis chinensis - - Estudar o efeito da palmatina
sobre a diferenciacéo de

osteoblastos

A palmatina apresentou
efeito inibitorio na
diferenciacdo e funcéo

de osteoblastos

(LEE et al., 2010a)

Coptis chinensis Rizoma Extrato metanolico Investigar o efeito de
(fracdo n- alcaloides isolados na
butanoica) diferenciacdo de adipocitos

através da mensuracao do
acumulo de lipidios e
determinar os niveis de
expressao de genes marcadores

de adipdcitos

Os alcaloides, incluindo
a palmatina, inibiram o
acumulo de lipidios nas
células e reduziram os
niveis de expressao de
varios genes
marcadores de

adipdcitos

(CHOI et al., 2014)

Legenda: (-) ndo informado no estudo
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3.2 Atividades farmacolégicas em ensaios in vivo e ex vivo

Ensaios in vivo e ex vivo sdo extensamente utilizados para a elucidacdo de agdes
farmacologicas de inUmeros compostos. Assim como nos testes in vitro, determinadas
atividades in vivo e ex vivo da palmatina ja foram comprovadas na literatura (Tabela 3).

Ning e colaboradores (2015) avaliaram o efeito da palmatina, isolada de Coptis
chinensis em hamsters alimentados com dieta rica em gordura. Observou-se que o composto
reduziu o nivel de colesterol total sérico (CT), triglicerideos (TG) e da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), bem como aumentou a excre¢do de CT e de &cidos biliares totais nos
animais. Em outro estudo evidenciou-se que o alcaloide apresentava efeito sobre a atividade
motora e a concentracdo de monoaminas em regides do cérebro de ratos. A substancia elevou
a hipomotilidade induzida por o-metil-p-tirosina, reserpina e 5-hidroxitriptofano e reduziu a
hipermotilidade causada por L-DOPA com benserazida e p-clorofenilalanina. A concentragéo
de dopamina e &cido homovanilico foi significativamente reduzida no cortex. Em
contrapartida os niveis de 5-HT no cortex e acido 5-hidroxi-indol acético elevaram-se
(HSIEH, et al., 1993).

Com relacdo a Doenca de Alzheimer, alguns ensaios comportamentais e testes ex vivo
também sdo adequados para avaliar a potencial utilizacdo desses compostos no tratamento da
doenca. A palmatina nas doses 0,5 e 1mg/kg, via intraperitoneal, foi avaliada através do
ensaio labirinto de Morris e constatou-se, que a substancia melhorou significativamente o
aprendizado e a memoria de camundongos. Além disso, a substancia reverteu a amnésia
provocada por escopolamina e diazepam. Nos testes ex vivo constatou-se reducao da atividade
da acetilcolinesterase no cérebro dos animais (DHINGRA; KUMAR, 2012).

Dhingra e Bhanker (2014) demonstraram a capacidade do alcaloide em reduzir o
periodo de imobilidade de camundongos, submetidos e ndo submetidos a estresse leve
imprevisivel, nos testes de nado forgado e de suspensdo da cauda, deduzindo-se um efeito do
tipo antidepressivo da substancia. O composto ainda reverteu significativamente o aumento
dos niveis cerebrais de catalase, da peroxidagdo lipidica, do nitrito plasméatico e de

corticoides, induzidos por estresse.
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Espécie Parte da Tipo de Obijetivo do estudo Resultados Referéncias
planta extrato/fracéo
Berberis spp. Raiz Fracdo alcaloide Estudar os efeitos de varios A palmatina apresentou (KUPELI et al.,
alcaloides, dentre eles a atividade anti-inflamatoria, 2002)

palmatina, em modelos in vivo

antinociceptiva e
antipirética para
determinadas vias de

administracédo

Coptis chinensis - - Avaliar a atividade
citoprotetora do composto na
insuficiéncia hepatica
fulminante induzida por d-
galactosamina (GalN) /

lipopolissacarideo (LPS)

O alcaloide aliviou a leséo
hepética induzida por
GalN/LPS atraves da

modulacéo da resposta de
citocinas e inibicdo da

apoptose

(LEE et al., 2010b)

Legenda: (-) ndo informado no estudo
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4. Concluséo

Através da prospeccao observou-se que estudos acerca das atividades farmacoldgicas e
bioldgicas da palmatina estdo sendo realizados desde o ano de 1993. Durante esse periodo, ja
foram comprovadas algumas atividades importantes incluindo acdo anti-inflamatoria,
antiparasitaria, antipirética, entre outras. No entanto, ainda existe um campo para a realizacdo
de novas pesquisas com a substancia, que pode ser considerada promissora para a utilizacao

em terapias diversas.
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RESUMO

As plantas medicinais sdo usadas para o tratamento de diversas alteracGes patoldgicas sendo
consideradas importantes fontes para a busca de substancias ativas. Entre as plantas
medicinais destaca-se a espécie Guatteria friesiana, da qual foram extraidos e isolados
determinados compostos como a palmatina. A palmatina apresenta atividades farmacoldgicas
promissoras, como acao anti-inflamatoria e antidepressiva, no entanto, ainda sdo escassos
estudos acerca de outras importantes atividades, por exemplo, para o tratamento da Doenca de
Alzheimer (DA). A DA, uma patologia neurodegenerativa, é considerada um problema de
salde publica, pois atinge um grande percentual da populacdo mundial como tendéncia ao
crescimento, devido, entre outros fatores, ao processo de envelhecimento da populacdo. O
tratamento do Alzheimer ainda apresenta certas limitagdes o que incentiva a busca por novas
substancias que possam ser utilizadas na terapéutica da doenca. Este estudo objetivou
verificar a atividade anticolinesterasica in vitro e antioxidante in vitro e in vivo da palmatina,
trolox, acido ascorbico e combinacdes. Para tal estudo, foi realizado ensaio de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase seguindo a metodologia de Ellman et al. (1961), os seguintes testes
antioxidantes in vitro: DPPH®, *OH, NO®, TBARS, potencial redutor e ABTS®" e testes
antioxidantes in vivo em S. cerevisiae. Os resultados demonstraram significativa acao
anticolinesterasica do alcaloide, bem como do trolox, apesar da combinagdo nédo ter
apresentado efeito melhorado. A substancia mostrou ainda potencial antioxidante e de
modulacdo dos danos oxidativos in vitro e in vivo, respectivamente, tanto isoladamente
quanto em associacdo com antioxidantes, sendo a associacdo com melhor potencial palmatina
+ trolox. Portanto, este estudo sugere que o alcaloide e suas combinagdes apresentam-se como
importantes estratégias para a utilizacdo na terapia da Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Palmatina. Alzheimer. Anticolinesterasica. Antioxidante.

ABSTRACT

The medicinal plants are used for the treatment of various pathological changes were
considered important sources for the search for active substances. Among the medicinal plants
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stands out Guatteria friesiana species, which were extracted and isolated certain compounds
like palmatine alkaloid. The palmatine presents promising pharmacological activities such as
anti-inflammatory and antidepressant action, however, there are few studies on other
important activities, for example, for the treatment of Alzheimer's disease. Alzheimer's
disease, a neurodegenerative disease is considered a public health problem because it affects a
large percentage of the world population as a tendency to growth due, among other factors, to
the aging process. The treatment of Alzheimer still has certain limitations which encourages
the search for new substances which can be used in the treatment of disease. This study aimed
to verify the acetylcholinesterase activity in vitro and antioxidant in vitro and in vivo of
palmatine alkaloid, trolox, ascorbic acid and combinations. For this study, it was performed
testing inhibition of acetylcholinesterase following the methodology of Ellman et al. (1961),
the following antioxidants in vitro tests; DPPH®, *OH, NO®, TBARS, potencial reducer and
ABTS®*" and antioxidants in vivo tests in S. cerevisiae. The results showed significant
anticholinesterase action alkaloid, as well as the trolox, although the combination has not
shown enhanced effect. The substance showed further potential antioxidant and oxidative
modulation damage in vitro and in vivo, respectively, both singly and in combination with
antioxidants, and the association with better potential palmatine + trolox. Thus, this study
suggests that the alkaloid and combinations thereof present as major strategies for use in
therapy of Alzheimer.

Keywords: Palmatine. Alzheimer. Anticholinesterasic. Antioxidant.

1.0 Introducao

As plantas medicinas tém sido utilizadas desde a antiguidade para o tratamento de
disfuncbes da memdria e varias outras alteracdes patoldgicas relacionadas ao processo de
envelhecimento. Destacam-se no meio cientifico esses produtos naturais como excelentes
fontes para a pesquisa de novos compostos na busca de tratamentos para diversas patologias,
dentre elas a Doenca de Alzheimer (DA). Os avangos em descobrir compostos naturais
derivados de plantas ampliam as possibilidades para o desenvolvimento de novos farmacos
que superem limitacbes dos tratamentos convencionais utilizados para essa doenca
neurodegenerativa (OLIVEIRA et al., 2014; ADEWUSI; STEENKAMP, 2015; HARRAD;
AMINE, 20186).

Nesse sentido, pode-se citar o género Guatteria (Ruiz & Pav.), pertencente a familia
Annonaceae, que esta distribuido em algumas regides neotropicais e apresenta espécies
conhecidas por suas propriedades medicinais, destacando-se a espécie Guateria friesiana
encontrada na bacia amazonica brasileira e colombiana. Investigagfes prévias revelaram a
presenca de determinados compostos, como os alcaloides, que exibiram atividades bioldgicas
como agdo antitumoral e antimicrobiana, apesar dos estudos com essa espécie ainda serem
limitados (COSTA et al., 2013).
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Dentre os alcaloides extraidos da espécie citada tem-se palmatina, um alcaloide
quaternario encontrado nas folhas da planta, que apresenta determinadas atividades bioldgicas
comprovadas como acdo anti-inflamatdria e inibicéo seletiva de determinados tipos de células
cancerigenas. Embora esse alcaloide ja tenha apresentado atividades farmacoldgicas de
interesse, ainda h4 um vasto campo a ser pesquisado no sentido de detectar importantes
atividades terapéuticas da substancia, no que concerne, por exemplo ao Mal de Alzheimer
(HAMBRIGHT et al., 2014; VRBA et al., 2015).

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa multifatorial
associada a agregacdo de placas senis, formacdo de emaranhados neurofibrilares, dentre
outros fatores, que promovem a degeneracdo das células nervosas. Uma caracteristica
marcante no paciente portador da DA diz respeito a reducdo nos niveis de neurotransmissores
cerebrais, especialmente a acetilcolina (ACh). Essas alteracdes levam ao declinio da memdria
e outras fungdes cognitivas do paciente. Além disso, estudos demonstram o importante papel
do estresse oxidativo na DA. Esses estudos sugerem que 0s sinais do estresse oxidativo estdo
entre as primeiras manifestacdes patoldgicas da doenca e que a formacgdo de radicais livres
pode contribuir para a sua patogenia e progressao (FORLENZA, 2005; MAMELAK, 2007;
HWANG et al., 2015; OTA; OISHI; ITO, 2015).

Desse modo as pesquisas em busca de novas estratégias terapéuticas para a DA séo
direcionadas principalmente para a busca de inibidores da acetilcolinesterase (AChE), enzima
responsavel pela degradacdo da ACh, promovendo assim o aumento dos niveis de acetilcolina
no cérebro, com a finalidade de retardar a progressdo da doenca. Associada a essa acao
inibitéria a atividade antioxidante também se mostra interessante no contexto da terapéutica
da DA, pois como citado, além da redugdo dos niveis de acetilcolina estarem relacionados
com o desenvolvimento dessa patologia o estresse oxidativo também contribui de forma
significativa para a sua progressdo (PAGLIOSA et al., 2010; VALE et al., 2011). Diante do
cenario, o objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade inibitdria da palmatina sobre a

enzima AChE in vitro, bem como sua ac¢ao antioxidante in vitro e in vivo.

2.0 Materiais e métodos

2.1 Material vegetal

As folhas de G. friesiana foram coletadas em janeiro de 2005 na Fazenda

Experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), uma area de trés mil hectares,
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localizada no Km 38 da BR-174, na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. A identificacdo do
material botanico foi feita pelo taxonomista Dr. Antdnio Carlos Weber, do Departamento de
Biologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFAM, e a exsicata foi depositada no

herbario da UFAM sob o numero de registro 7341.

2.2 Extracao e isolamento do alcaloide palmatina

A extracdo, isolamento e a identificacdo da palmatina (Figura 1) utilizada neste estudo

foram descritos por Costa et al. (2013)

Figura 1 — Estrutura quimica do alcaloide palmatina

2.3 Preparo das substancias para o teste de deteccdo da atividade inibidora da enzima

acetilcolinesterase.

A palmatina foi preparada através da diluicdo em solugdo de Tween 80 0,05% em
solugéo salina 0,9% obtendo-se solugGes nas concentragdes de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL. O acido ascorbico (AA) foi diluido em tampéo
fosfato obtendo-se uma concentracdo de 50 mmol/L, enquanto que o trolox foi solubilizado

em DMSO obtendo-se uma solugdo na mesma concentragéo.

2.3 Ensaio in vitro para deteccéo da atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase

2.3.1 Inibigéo qualitativa da AChE

Cerca de 2,0 uL da amostra de cada concentracdo foi aplicada na placa de silica gel

com auxilio de um capilar e eluida em cloroférmio e metanol na proporcdo de 9:1,
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respectivamente. Apos a placa ser desenvolvida a atividade inibitdria foi detectada utilizando-
se revelador baseado no método de Ellman. A placa foi pulverizada com DTNB (acido 5,5’-
ditiobis-[2-nitrobenzo6ico)/ATCI (lodeto de acetiltiocolina) (1 mmol/L DTNB e 1 mmol/L
ATCI em tampéo tris HCI pH 8) até a saturagdo com o reagente, mas nao tanto para escorrer.
Depois de seca por 3-5 minutos pulverizou-se a placa com 10 U/mL da enzima. A observacédo
de uma placa amarela com manchas brancas ap6s 5 minutos evidencia um resultado positivo.
(INGKANINAN et al., 1999; INGKANINAN et al. 2000; RHEE et al.; 2001). A cafeina
obtida da espécie Paulinia cupana foi utilizada como padrdo uma vez que possui atividade

inibitéria comprovadamente ativa para a AChE.

2.3.2 Reacdo quimica de tiocolina e DTNB (falso positivo)

N

enzima ou da reacdo quimica entre DTNB e tiocolina, 10 U/mL de AChE foi misturada com 1
mmol/L ATCI em tampéo tris HCI pH 8 e incubada por 15 minutos a 37 ° C. A mistura
enzima-substrato foi usada como revelador tiocolina. A amostra foi aplicada em placa de
silica gel utilizando um capilar de vidro, eluida, e a placa foi pulverizada com uma solugéo
Immol/L de DTNB seguida do revelador tiocolina. Manchas brancas em um campo amarelo
sdo observadas para compostos falso-positivos. Alguns aldeidos, aminas e acidos apresentam
efeito falso-positivo no método de Ellman (ELLMAN et al., 1961; INGKANINAN et al.,
1999; INGKANINAN et al., 2000).

2.3.3 Inibigéo quantitativa da AChE

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

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

2.6 Preparo das substancias para os testes antioxidantes in vitro.

O alcaloide palmatina foi preparado através da diluicdo em solugdo de Tween 80
0,05% em solucgéo salina 0,9% obtendo-se as solugdes nas concentragcdes de 50 mg/mL, 25
mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL e 1 mg/mL. O &cido ascorbico (AA) foi diluido em tampéo
fosfato obtendo-se uma concentracdo de 50 mmol/L, enquanto que o Trolox foi solubilizado

em DMSO obtendo-se uma solugdo na mesma concentragéo.

2.6.1 Atividade sequestrante do radical DPPH*

O teste para atividade sequestrante do DPPH® foi realizado utilizando um método
modificado descrito por Manzocco e colaboradores (1998). Em resumo, 0,3 mL das amostras
(PA/TRO/AA/PA+TRO/PA+AA) foram adicionadas a 2,7 mL de solucdo etandlica de DPPH
(0,5 mmol/L). Apds 30 min a absorbancia foi mensurada usando o espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 517 nm. Os grupos com co-tratamento foram tratados com trolox e
acido ascorbico na concentracdo de 50 mmol/L. Trolox e &cido ascorbico servem como
controle positivo, enquanto somente 0,3 mL do veiculo (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl)
foram adicionados a solu¢do de DPPH sendo considerado o controle negativo (CN). O branco
ndo continha as amostras. O potencial sequestrante de DPPH foi calculado utilizando a
seguinte equacao:

% sequestrante de DPPH® = [(Apr — Axr)/Ap]*x100

onde Ay € a absorbancia de radicais livres de DPPH antes da reacdo e A, € a absorbancia de

radicais livres de DPPH ap0s a reacao.
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2.6.2 Atividade sequestrante do radical ABTS®"

O ensaio ABTS*" foi realizado como descrito por Seeram e colaboradores (2006) com
leve modificacdo do método. O ABTS®" foi produzido pela adi¢do de dioxido de manganés
sdlido (80 mg) a uma solugdo aquosa de 5 mmol/L de ABTS em tamp&o Na*/K* (pH 7,0). Em
seguida, 2,8 mL da amostra foi adicionada em 0,2 mL de solucdo ABTS®*". A absorbancia foi
medida no comprimento de onda de 750 nm apds 5 minutos. O percentual de capacidade

sequestrante foi calculado utilizando a seguinte equacéo:

% sequestrante de ABTS®" = [(Apr— Aar)/Ap]x100

onde Ay, é a absorbancia de radicais livres ABTS+" antes da reacio e Ay é a absorbancia de

radicais livres ABTS®" ap0s a reacdo com os testes.

2.6.3 Atividade sequestrante do radical *OH

A habilidade das amostras em sequestrar o peroxido de hidrogénio (H,O,) foi
determinada de acordo com o método descrito por Ruch e colaboradores (1989). A solucdo de
40 mmol/L de H,0, foi preparada em tampéo fosfato (50 mmol/L; pH 7,4). A concentracéo de
H,0, foi mensurada em espectrofotometro através da determinacdo da absorbancia em 230
nm. As amostras testes (1-50 mg/mL) e os co-tratamentos (0,6 mL) foram adicionados a 0,5
mL de H,O, e a absorbancia de 230 nm foi determinada ap6s 10 minutos. A solu¢cdo contendo
tampdo fosfato sem H,0, foi utilizada como branco. A porcentagem de sequestro de H,0O, foi
calculada usando a seguinte equacao:

% sequestrante de H,O, = [(Ao — A)/Ag]*x100
onde Ao € a absorbancia do controle e A é a absorbancia do teste.

2.6.4 Atividade sequestrante do radical NO*

Para o teste de atividade sequestrante do nitrito (NO®), foram adicionados 0,375 mL
das amostras testes a 1,5 mL de nitroprussiato de sodio (10mmol/L) e 0,375 mL de tampdao
fosfato em salina (PBS; pH 7,4). Ap6s incubacdo da mistura reacional a 37 °C por 1 hora, 1
mL da solucdo foi misturada com 1 mL do reagente de Griess. A mistura reacional foi entéo

incubada a temperatura ambiente por 30 minutos e a absorbancia final (Ay) foi mensurada a
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546 nm. O CN continha somente nitroprussiato de sodio e veiculo (MARCOCCI et al., 1994).
A inibicdo do radical NO foi calculada conforme a equacéo:

% inibicdo do radical NO = [(Apr— Aar)/Apr]x100
onde Ay é a absorbancia de radicais livie NO® antes da reacdo e A, é a absorbancia de

radicais livres de NO® com a adicéo dos testes.

2.6.5 Avaliacéo do potencial antioxidante contra a formacédo de TBARS

O ensaio de TBARS (radicais &cido tiobarbitarico) foi utilizado para mensurar a
peroxidacdo lipidica. Para esse teste, 0,1 mL da amostra foi adicionada a 1 mL de
homogenato de gema de ovo (1% a/v) em 20mmol/L de tampao fosfato (pH 7,4). A oxidacéao
lipidica foi induzida pela adicio de 0,1 mL da solucdo de 2,2'-azobis (2-
methilpropionamidina) dihidrochlorida (AAPH; 0,12 M). A mistura reacional foi incubada a
37 © C por 15 minutos. Apbs o resfriamento, 0,5 mL de &cido tricloroacético (15%) foi
adicionado a 0,5 mL da amostra e a mistura foi centrifugada a 1.200 rpm por 10 minutos.
Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de &cido tiobarbiturico
(TBA) (0,67%) e aquecida a 95 °C durante 30 minutos. Apds o processo, a absorbancia foi
medida a 532 nm utilizando um espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em
porcentagem de TBARS formadas apenas pelo AAPH isolado. A porcentagem de sequestro
dos radicais livres foi determinada em funcdo das medidas das absorbancias por meio da
seguinte equacdo (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990):

% sequestrante de TBARS = [ (Ac - AT)/Ac] x 100
Onde: Ac ¢ a absorbéancia do controle, obtida do meio reacional sem a amostra e AT é

o valor de cada amostra.

2.6.6 Teste de potencial de reducéo (PR)

O teste de PR foi realizado conforme metodologia descrita por OYAIZU (1986) com
determinadas modificagOes. Nesse teste 0,2 mL da amostra foi adicionada a 0,5 mL de tampé&o
fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 0,5 mL de K3Fe(CN)s (1% w/v) e a mistura reacional foi aquecida a
50 °C por 20 minutos. Em seguida, 0,5 mL de &cido tricloroacético (10% a/v) foi adicionado
com constante agitacdo, seguida pela adicdo de 1,175 mL de agua destilada e 0,125 mL de
FeCl; (0,1% al/v) apds 5 minutos. A absorbancia da amostra foi realizada a 700 nm. Para o

branco, somente 0,2 mL do veiculo. A capacidade redutora foi calculada como se segue:
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Potencial de reducio (%) = [(As— Aps)/Aw]x100
onde A é a absorbancia da amostra teste e Aps € a absorbancia do branco.

2.7 Preparo das substancias para o teste de S. cerevisiae

O alcaloide palmatina foi preparado através da diluicdo em solugdo de Tween 80
0,05% em solucéo salina 0,9% obtendo-se as solucdes nas concentracdes de 50 mg/mL, 25
mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL e 1 mg/mL. O &cido ascorbico (AA) foi diluido em tampao
fosfato obtendo-se uma concentracdo de 50 mmol/L, enquanto o Trolox (TRO) foi

solubilizado em DMSO obtendo-se uma solugdo na mesma concentragao.

2.8 Linhagens de S. cerevisiae utilizadas

As linhagens utilizadas estdo demonstradas na Tabela 1. A EG103 corresponde a
linhagem proeficiente nas enzimas antioxidantes. A linhagem EG118 é mutada para o sistema
enzimatico que contém a enzima superoxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto
do gene SOD1), enquanto que a linhagem EG110 é mutada na enzima superoxido dismutase
mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD2). A linhagem EG133 é duplo mutante para as
enzimas SOD 1 e SOD 2. A linhagem EG223 é mutada para a enzima catalase, enquanto a

linhagem EG é duplo mutante para a superéxido dismutase citoplasmatica e para catalase.

Tabela 1 — Descricdo das linhagens de S. cerevisiae utilizadas no estudo.

Descrigéo Genotipo Origem
MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3- .

EG103 (SODWT) 52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles
EG118 (Sod1A) s0d1:URA3 é'('; féhser MArkers as e ith Gralla, L Angeles
EG110 (Sod2A) S0d2:TRP1 Elclscitc?s?r MArkers as e ith Gralla, L Angeles

sod1::URAS3 sod2::TRP1 double
EG133 (Sod1ASod2A) mutant all other markers as Edith Gralla, L Angeles
EG103
EG223 (CatlA) EG103, except catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles

EG (Sod1ACat1A) EG103, except sodl:: URA3and  Edith Gralla, L Angeles

catl:: TRP1

Adaptacdo: De Lima, 2008.
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2.9 Teste do disco central

As linhagens foram cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto
peptona, 2% de glucose) a 28 °C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento
estacionaria.

As células cultivadas em meio liquido foram semeadas na placa de Petri do centro para
a margem em um ciclo continuo para ambas as partes da placa contendo no centro um disco
de papel de filtro estéril com as substancias utilizadas no teste, de acordo com o esquema

apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Posicdo das linhagens na placa de Petri.

1

SODWT
Sod1A
Sod2A
Sod1ASod2A
CatlA
Sod1ACatlA

1.
2.
3.
4.
S.
6.

Apos semeadura e adicdo das substancias, as placas foram incubadas por 48 h em
estufa a 30 °C. Os halos de inibi¢cdo foram mensurados em milimetros desde a margem do

disco de papel de filtro até o inicio do crescimento celular. Os valores variaram de 0 mm
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(crescimento completo) até 40 mm (auséncia de crescimento) e os resultados foram tabelados
e submetidos a tratamento estatistico. O teste foi realizado em duplicata sendo o controle

negativo solucdo salina 0,9% e o controle positivo perdxido de hidrogénio a 5 mmol/L.

2.10 Avaliacdo na modulacao de danos oxidativos induzidos por peroxido de hidrogénio nas
linhagens de Saccharomyces cerevisae frente ao alcaloide palmatina e sua associagdo com

acido ascorbico e trolox.

Os valores do percentual de modulacdo dos danos oxidativos da palmatina e sua
associagcdo com AA e trolox foram calculados utilizando a seguinte formula:

% Modulacdo: H,0, - Palmatina x 1000u
H.0,

% Modulacdo: H,0, - Palmatina + AA ou TRO x 100
H.0,

2.11 Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de
Newman-Keuls como post hoc teste por meio do programa GraphPad Prism (versdo 6.0 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©). As diferencas serdo

consideradas estatisticamente significativas a partir de p<0,05.

3.0 Resultados e Discussao

3.1 Investigacdo qualitativa e quantitativa da atividade inibitoria da acetilcolinesterase pela

palmatina, trolox, acido ascorbico e combinagdes.

O declinio da memoria é um dos aspectos que caracteriza a Doenca de Alzheimer.
Estudos demonstram que o comprometimento da memdria resulta de baixos niveis de um
neurotransmissor, a acetilcolina, que corrobora com a hipotese colinérgica como a causa ou
uma das causas do aparecimento e/ou desenvolvimento dessa patologia. A acetilcolinesterase
e a butirilcolinesterase sdo duas enzimas que agem sobre a ACh na fenda sinaptica
interrompendo a sinalizacéo colinérgica. Portanto, a estratégia de prolongamento do tempo de
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meia-vida do neurotransmissor em questdo, através do uso de inibidores da AChE é,
atualmente, utilizada como abordagem terapéutica para a DA (SAMARADIVAKARA et al.,
2016).

A palmatina, extraida das folhas da espécie Guatteria friesiana foi avaliado com
relacdo a atividade anticolinesterasica. O teste qualitativo e quantitativo foi realizado atraves
do método de Ellman que se baseia na reacdo entre ATCI e a enzima acetilcolinesterase
formando tiocolina. Posteriormente a tiocolina reage com o DTNB resultando em um acido de
coloracdo amarela. A presenca de manchas brancas no fundo amarelo evidencia a néo
formacdo do composto amarelo, ou seja, a inibicdo da acdo enziméatica da AChE sobre o
ATCI. O teste demonstrou que a palmatina apresenta atividade inibitéria frente a enzima para
todas as concentragdes testadas, como se pode observar na (Figura 3), através da observacéo
do aparecimento das manchas brancas, utilizando-se as concentracdes de 1 mg/mL a 0,0625
mg/mL. O teste quantitativo utilizando o mesmo principio teve como resultado um Clsy de
0,294 ng/mL para o alcaloide testado (Tabela 2), mostrando um valor abaixo da galantamina,
0 que permite considerar a palmatina uma importante substancia para aplicacdo na terapia da
DA. A galantamina, que é considerado o alcaloide mais eficiente para a DA, apresenta um
valor de Clsgde 0,37 x10~° mg/mL (RASHED et al., 2013).

Jung e colaboradores (2009) ao testarem varios alcaloides protoberberinicos isolados
de Coptidis Rhizoma para a acdo anticolinesterasica, incluindo a palmatina, encontrou um
Clso = 0,179 pg/mL. Os valores de Clso da palmatina encontrados para ambos os estudos
foram préximos entre si e abaixo do valor para a galantamina, considerado um inibidor padrdo
da AChE. Além dessa atividade, a palmatina ja demonstrou, in vitro, acGes anti-inflamatdria,
antiparasitaria, efeito inibitoério na diferenciacdo e funcdo dos osteoclastos, bem como acéo
antipirética, antinociceptiva, e de reducdo dos niveis de colesterol, triglicerideos e LDL,
reducdo de marcadores do fenémeno oxidativo induzido por estresse e a¢do antidepressiva em
modelos de animais (LEE et al., 2010; DHINGRA; BHANKHER, 2014; LI et al., 2015;
NING et al., 2015).
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Figura 3 — Andlise qualitativa da atividade inibitoria da palmatina, com base no ensaio de
Ellman.

LEGENDA: CAF (cafeina); (PAL) palmatina.

Tabela 2 — Avaliacdo quantitativa da atividade inibitoria da palmatina com base no ensaio de
Ellman.

Substancia Clso (rg/mL)
Palmatina 0,294
Trolox 2,256
Palmatina + Trolox 1,534

Além da palmatina os ensaios qualitativos foram realizados para o trolox e o &cido
ascorbico e pode-se observar que somente o trolox demonstrou capacidade inibitéria com
relacdo a AChE na concentracgdo testada (Figura 4). Além disso, verificou-se que a mistura de
palmatina com o trolox continuou demonstrando ac&o inibitéria no ensaio qualitativo. Dessa
forma, o teste quantitativo foi realizado para o trolox e a combinagdo palmatina+trolox na
proporcdo de 1:1. Através do teste quantitativo com trolox e combinacdo palmatina+trolox

foram encontrados valores de Clsy de 2,256 e 1,534 pg/mL, respectivamente, como exposto
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na Tabela 2. Observa-se que apesar do trolox apresentar certa atividade inibitoria, a
combinacéo de trolox e palmatina ndo promoveu uma melhora na agdo do alcaloide. Esse fato
pode ter ocorrido, por exemplo, por uma competicdo entre as substancias pela enzima, na
proporcdo da combinacdo utilizada no teste. Nao foram encontrados na literatura outros

achados acerca da acéo inibitdria da AChE pelo trolox.

Figura 4 — Andlise qualitativa da atividade inibitoria do acido ascorbico e do trolox com base

no ensaio de Ellman.

CAF AA TRO

LEGENDA: CAF (cafeina); (AA) acido ascorbico (TRO) trolox (concentragdo de 50 mmol/L)

3.2 Avaliagdo do potencial antioxidante in vitro da palmatina, trolox, acido ascorbico e
combinacdes do alcaloide com trolox e acido ascorbico.

O estresse oxidativo refere-se a uma situacdo de desequilibrio entre as acGes
antioxidantes e a concentracdo de espécies reativas o que leva a oxidacdo indevida de
moléculas por esses radicais, como as especies reativas de oxigénio, promovendo dano
celular. A atividade antioxidante vem demonstrando importancia na terapéutica da DA, visto

que o fenbmeno do estresse oxidativo pode estar relacionado ao aparecimento e/ou
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desenvolvimento dessa patologia, sendo o citoplasma dos neurdnios vulneraveis o principal
local onde ocorre 0 aumento do dano oxidativo (MAMELAK, 2007; WOJTUNIK-KULESZA
etal., 2016).

Estudos confirmam a influéncia desses radicais no desenvolvimento das alteracdes
relacionadas & DA. O cérebro de individuos portadores de Alzheimer apresenta uma extensdo
significativa de danos oxidativos associados com o acumulo anormal de peptidio B-amiloide e
deposicdo de emaranhados neurofibrilares (HUANG; ZHANG; CHEN, 2016) (WOJTUNIK-
KULESZA et al., 2016).

Diante desses achados, além da importante atividade anticolinesterasica na terapéutica
da DA, a acdo antioxidante da palmatina foi avaliada. O alcaloide demonstrou acéo
antioxidante in vitro para todas as concentracdes testadas, em comparacdo ao controle
negativo, nos ensaios de DPPH®, ABTS*" e TBARS (Tabelas 3, 4, 7) com valores de Clsg
iguais a 3,48 + 0,48; 10,64 = 0,74 e 3,97 + 0,3 mg/mL, respectivamente. As concentracdes de
5 a 50 mg/mL para o ensaio com radical *OH e de 10 a 50 mg/mL no ensaio com radical NO*®
(Tabelas 5, 6) também demonstraram valores significativamente menores, em relacdo ao
controle negativo, tendo o alcaloide valores de Cls, para esses testes, de 10,91 + 0,70 e 14,4 +
0,82 mg/mL, respectivamente. Com relacdo a avaliacdo da capacidade redutora foi observado
um padrdo semelhante, no qual todas as concentracBes do alcaloide demonstraram
significativa atividade redutora ao comparar com o controle negativo, resultando em um valor
de Clsp de 2,17 + 0,4 mg/mL. Jung e colaboradores (2009), demonstraram que a palmatina
exibiu efeitos antioxidantes in vitro, com Clsg igual a 28,70 uM (10,11 mg/mL), frente ao
radical peroxinitrito (ONOO"), formado peuula reacdo entre NO® e °O,. Esse radical
apresenta alto poder oxidante que leva a oxidacdo de componentes celulares como lipidios,
proteinas, carboidratos e DNA, bem como ao aumento da agregacdo de peptidio B-amiloide.

O trolox é um composto sintético, analogo da vitamina E, com certa solubilidade em
meio aquoso, que apresenta potente capacidade de eliminar radicais peroxil de forma
semelhante a vitamina E, garantindo protecdo antioxidante. Esses compostos previnem a
reacdo em cadeia de formacdo de EROs reduzindo, portanto, a geracdo desses radicais.
Devido a sua alta capacidade de captura de radicais é frequentemente usado como composto
padrdo, um antioxidante de referéncia (FAGUNDES et al., 2010; HALL et al., 2010;
OEHLKE et al., 2011 ANEL-LOPEZ et al., 2012; BAI et al., 2014; LEE et al., 2015;
MESTRES et al., 2015).

A interagdo palmatina + trolox apresentou valores de Clsy estatisticamente menores

gue a palmatina isolada em todos os testes antioxidante in vitro realizados, demonstrando que
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a combinacdo palmatina e trolox potencializa o efeito antioxidante do alcaloide. A interagéo
palmatina + trolox apresentou um valor ainda menor de Clsp = 0,44 = 0,22 mg/mL do que a
palmatina isolada também para o teste de potencial redutor (Tabela 8). Para os ensaios com
NO® e TBARS os valores de Clsy para a combinacdo palmatina + trolox foram
estatisticamente menores (1,73 + 0,36 e 0,49 + 0,22 mg/mL) quando comparados tanto com a
palmatina, quanto com o &cido ascdrbico e o trolox de forma isolada (Tabelas 6 e 7). As
evidéncias de que o estresse oxidativo, pela formacédo de radicais livres, pode contribuir na
patogenia da DA, justifica a utilizacdo de compostos antioxidantes na terapia da doencga, como
a vitamina E, que pode ser empregada como adjuvante no tratamento dessa patologia
(MECOCCI; CRISTINA, 2012).
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Tabela 3 — Avaliacdo do potencial sequestrante da palmatina, trolox, acido ascorbico e da interacdo palmatina e trolox e interagdo palmatina e

acido ascorbico frente ao radical DPPH®.

Potencial sequestrante do radical (%)

Tratamentos 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL [ g I(g,r%g/nrg{_r;]LF)ez]
PA 37,50£0,01°  43,95:0,04*  45,96+0,01% 51,69+0,01°  58,86+0,02*°  3,48+0,48 [0,57-24,87, 0,97]
TRO 51,40+0,04*>" 55 48+0,04*"" 70,18+0,04*>%e" 81 77+0,01**%" 89 65+0,01*F  0,87+0,38 [0,11-6,66, 0,81]
AA 46,16+0,01*° 53.76+0,01*"  55,71+0,04*°  63,56+0,02*""  8142+0,01*""  1,74+0,40 [1,23-7,33, 0,89]
PA*TRO A487+001°  47,91%0,01°  49,1740,02°  56,19+0,02°  9521+0,01°°% 3 12+054 [0,15-64,90, 0,53]
PATAA 42,49+001°  44,78+0,01°  4923+001°  49,34+0,01°  51,49+001°  0,06+0,30 [0,002-1,92, 0,85]
CN 4,1240,10 -

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (SD)

LEGENDA: CN (controle negativo); PA (palmatina); TRO (trolox); AA (&cido ascorbico); Clsy: concentracdo inibitéria minima de 50% dos radicais; ®p<0,05
comparado com o CN (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl); °p<0,05 comparado com a PA (respectiva concentragdo); p < 0,05 comparado com o TRO
(respectiva concentraco); “p<0,05 comparado com o AA (respectiva concentracéo); “p<0,05 comparado com PA+TRO (respectiva concentracio); p<0,05
comparado com PA+AA (respectiva concentragao) (ANOVA e t-Student-Newman-Kelwls as post hoc test)
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Tabela 4 — Avaliacdo do potencial sequestrante da palmatina, trolox, &cido ascorbico e da interacdo palmatina e trolox e interagdo palmatina e

acido ascorbico frente ao radical ABTS®".

Potencial sequestrante do radical (%)

Tratamentos 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL [CIIC(E_’%S}:S{_TL%Z]
PA 0,1840,06°  1511+0,04°  2397+0,01°  41,05+0,04°  5563+0,02°  10,64+0,74 [5,72-19,81, 0,94]
TRO 24,65+0,01%° 28,51+0,03*"  45,73+0,01*° 5559+0,01*°  58,49+0,01° 2,32+0,56 [0,56-9,64, 0,83]
AA 15,01+0,01°  26,12+0,02*"  4252+0,03*"  53,09+0,02*°  55,98+0,01° 3,85+0,54 [1,76-8,39, 0,94]
PA*TRO 15,93+0,01° 37,91+0,02*0°%1  46,27+0,01*" 56,95+0,01*° 66,67+0,01°>¢  3,70+0,24 [2,38-5,73, 0,98]
PA+AA 16,1140,01°  27,19+0,02*° 43,59+0,03*° 53,8040,01*°  57,73+0,01°  3,74+0,50 [1,71-8,18, 0,94]
CN

1,46+0,01 -

Os valores correspondem a média + desvio padréo (SD)

LEGENDA: CN (controle negativo); PA (palmatina); TRO (trolox); AA (&cido ascérbico); Clsy: concentracéo inibitéria minima de 50% dos radicais; “p<0,05
comparado com o CN (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl); ®p<0,05 comparado com a PA (respectiva concentracéo); “p<0,05 comparado com o TRO (respectiva
concentragdo); “p<0,05 comparado com o AA (respectiva concentracao); °p < 0,05 comparado com PA+TRO (respectiva concentracio); ‘p<0,05 comparado
com PA+AA (respectiva concentragao) (ANOVA e t-Student-Newman-Kewls as post hoc test).
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Tabela 5 — Avaliacdo do potencial sequestrante da palmatina, trolox, &cido ascorbico e da interacdo palmatina e trolox e interagdo palmatina e

acido ascorbico frente ao radical OH®.

Potencial sequestrante do radical (%)

Tratamentos 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 0 g I(f’r%g}:gg]l‘l%z]
PA 872+006  1588:0,01°  26,66+001°  3699+0,01°  57,63:0,01°  10,91%0,70 [5,22-22,81, 0,92]
TRO 27.11+0,0109¢1  37,34+0,01%01  43,78+0,05*%  52,02+0,03*"  79,13+0,01°0%1 4 74+0.48 [1,08- 20,93, 0,79]
AA 15,1940,01*  26,79+0,01*°  36,93+0,01*  46,95+0,01*®  57,25+0,01° 4,56+0,36 [2,25-9,23, 0,95]
PA+TRO 13,85+0,05°  27,14+0,01*° 37,17+0,01°°  4757+001*°  64,35:0,06°  6,25+044 [2,98-1311, 0,94]
PATAA 12,68+0,04°  22.87+0,05°  3148+0,04*  48,85+0,04*°  60,21#0,01°  7,13+0,56 [3.45-14,70, 0,93]
CN

2,72+0,03 -

Os valores correspondem a média + desvio padréo (SD)

LEGENDA: CN (controle negativo); PA (palmatina); TRO (trolox); AA (&cido ascérbico); Clsy: concentracéo inibitéria minima de 50% dos radicais; “p<0,05
comparado com o CN (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl); ®p<0,05 comparado com a PA (respectiva concentracéo); “p<0,05 comparado com o TRO (respectiva
concentragdo); p<0,05 comparado com o AA (respectiva concentragdo); °p<0,05 comparado com PA+TRO (respectiva concentragdo); 'p<0,05 comparado
com PA+AA (respectiva concentracdo) (ANOVA e t-Student-Newman-Kewls as post hoc test).
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Tabela 6 — Avaliacdo do potencial sequestrante da palmatina, trolox, acido ascorbico e da interacdo palmatina e trolox e interacdo palmatina e

acido ascorbico frente ao radical NO®.

Potencial sequestrante do radical (%)

Tratamentos 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL [ (C;: I(g,r%g/nrg{_r?LF)az]
PA 2,62+0,02 7,50+0,05 18,53+0,01° 27,71#0,01°  46,81+0,03°  14,47+0,82 [8,11-25,83, 0,95]
TRO 16,44+0,01*°  27,61+0,01*°  48,42+0,01*"¢  5562+0,03*"  68,26+0,01*"¢ 5 02+0,50 [2,34-10,76, 0,93]
AA 11,29+0,02*°  23,91+0,04*°  31,24+0,01*°  46,23+0,01*"  56,05+0,04*" 6,23+0,46 [3,27-11,85, 0,95]

PA+TRO  35,64+0,04*¢%" 42 87+0,04*P¢4T 54 34+0,03*>4"  64,63+0,04*0¢4"  71,25+0,02%P4

PA+AA 23,560+0,03*>¢  3154+0,01*"¢  4597+0,01*P¢ 51,65+0,02°  66,17+0,03*"¢

CN 1,38+0,01

1,73+0,36 [0,35-5,46, 0,87]

3,41+0,40 [1,15-10,15, 0,89]

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (SD)

LEGENDA: CN (controle negativo); PA (palmatina); TRO (trolox); AA (&cido ascérbico); Cls: concentracéo inibitéria minima de 50% dos radicais; “p<0,05
comparado com o CN (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl); "p<0,05 comparado com a PA (respectiva concentracéo); “p<0,05 comparado com o TRO (respectiva
concentragdo); p<0,05 comparado com o AA (respectiva concentragdo); °p<0,05 comparado com PA+TRO (respectiva concentragdo); 'p<0,05 comparado

com PA+AA (respectiva concentracdo) (ANOVA e t-Student-Newman-Kewls as post hoc test).
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Tabela 7 — Avaliacdo antioxidante da palmatina, trolox, acido ascorbico e da interacdo palmatina e trolox e interacdo palmatina e &cido ascérbico
frente ao ensaio de TBARS.

Inibicdo da peroxidacao lipidica (%)

Tratamentos Clso (mg/mL)
1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL [IC (mg/mL), RY]
PA
15,28+0,01*  36,46+0,01° 41,35+0,01°  51,20+0,01*  63,91+0,01 3,97+0,30 [2,12-7,43, 0,96]
TRO
36,46+0,01%>¢  4505+0,01>%  5515+0,01*°  62,80+0,01*°  68,39+0,01% 1,02+0,30 [0,29-3,55, 0,90
AA
17,57+0,01*°  3579+0,01*®  49,59+0,01*°  54,48+0,01*  66,67+0,01% 3,56+0,28 [2,01-6,32, 0,97]
PA+TRO
44,04+0,01%*9  54,48+0,01*P¢¢ 59 87+0,01*"¢  64,94+0,01**¢  70,95+0,01 0,49+0,22 [0,15-1,59, 0,94]
PA+AA
37,11+0,01**¢  47,86+0,01*>¢  5271+0,01*°  59,60+0,01*°  66,48+0,01° 0,97+0,24 [0,25-2,49, 0,93]
CN

3,18+0,01 -

Os valores correspondem a média + desvio padréo (SD)

LEGENDA: CN (controle negativo); PA (palmatina); TRO (trolox); AA (&cido ascérbico); Clsy: concentracéo inibitéria minima de 50% dos radicais; “p<0,05
comparado com o CN (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl); ®p<0,05 comparado com a PA (respectiva concentracéo); “p<0,05 comparado com o TRO (respectiva
concentragdo); “p<0,05 comparado com o AA (respectiva concentracao); °p < 0,05 comparado com PA+TRO (respectiva concentracio); ‘p<0,05 comparado
com PA+AA (respectiva concentracdo) (ANOVA e t-Student-Newman-Kewls as post hoc test).
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Tabela 8 — Avaliacdo da capacidade redutora da palmatina, trolox, acido ascorbico e da interacdo palmatina e trolox e interacdo palmatina e
acido ascorbico.

Capacidade redutora (%)

Tratamentos 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL [ g I(f’r‘;]g}:ggll‘l%z]
PA 2447+001°  41,80+0,01°  60,34+001%0 66,82+0,01%0  6926+0,012  21/*0:40[1,04-4,51,0,95]
TRO 57,23+0,01**%" 63 96+0,01*"%" 68,16+0,01*%"  72,05+0,01*¢ 74,37+0,01*"  0,14+0,22 [0,02-0,83, 0,93]
AA 31,73+0,01°  36,04+0,01*  4580+0,01°  5590+0,01*  63,02+0,01% 1,48+0,39 [0,29-7,55, 0,83]
PA+TRO 46,21+0,01%*T  56,44+0,01"%"  62,23+0,01*%"  68,16+0,01*¢  71,49+0,01%¢ 0,44+0,22 [0,14-1,35, 0,94]
PA+AA 27,55+0,01°  4580+0,01*"  5535+0,01*% 62,83+0,01*¢  65,37+0,01° 1,54+0,22 [0,96-2,47, 0,98]
N 2,74+0,01 -

Os valores correspondem a média + desvio padréo (SD)

LEGENDA: CN (controle negativo); PA (palmatina); TRO (trolox); AA (&cido ascorbico); Clsy: concentracdo inibitéria minima de 50% dos radicais; °p<0,05
comparado com o CN (0,05% tween 80 em 0,9% NaCl); ®p<0,05 comparado com a PA (respectiva concentracéo); “p<0,05 comparado com o TRO (respectiva
concentragdo); p<0,05 comparado com o AA (respectiva concentragdo); °p<0,05 comparado com PA+TRO (respectiva concentragdo); 'p<0,05 comparado
com PA+AA (respectiva concentracdo) (ANOVA e t-Student-Newman-Kewls as post hoc test).
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Observa-se, que para os testes frente a varios radicas livres, a palmatina demonstrou
acao antioxidante para a maioria das concentracfes utilizadas. As combinacdes entre
palmatina e &cido ascorbico e palmatina e trolox também apresentaram acdo antioxidante
significativa nos testes realizados para grande parte das concentracBes. Além disso, a
combinacdo palmatina + trolox apresentou um valor de Clsy abaixo da palmatina do trolox

isoladamente e da combinacdo palmatina + acido ascorbico.

3.3 Avaliacdo da atividade oxidante e antioxidante in vivo da palmatina, trolox, acido
ascorbico e combinagdes frente a diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

A avaliacdo da capacidade antioxidante empregando animais de laboratério é, em
geral, de dificil execucdo e necessita de um numero elevado de animais para assegurar
resultados significativos. Os ensaios realizados com microrganismos sao féceis, rapidos e
podem utilizar um grande ndmero de células com as mesmas caracteristicas genéticas. A
avaliacdo da capacidade antioxidante pode ser realizada pela medida da sobrevivéncia de
células tratadas com o antioxidante e agentes estressores (TEIXEIRA; GUARIENT, 2010).

Inicialmente foi avaliado o efeito oxidante do alcaloide isolado em relacéo as cepas de
leveduras e constatou-se que somente a maior concentragdo (50 mg/mL) da palmatina induziu
dano oxidativo significativo, em relacdo ao controle negativo, exceto para Sod1A, a linhagem
mutada para a SOD citoplasmatica. Nas menores concentracdes esse efeito ndo foi observado
(Tabela 9).

Com relacdo a analise da atividade antioxidante, ao disco central foi adicionado, além
da palmatina, o peréxido de hidrogénio a fim de induzir danos oxidativos as leveduras. A
palmatina foi capaz de modular os danos induzidos por peroxido de hidrogénio na linhagem
SOD WT (proeficiente) para as concentracdes de 25 mg/mL, 10 mg/mL e 5 mg/mL. O
alcaloide modulou os danos oxidativos de H,O, nas concentragdes de 10 mg/mL, 5 mg/mL e
1 mg/mL para as linhagens mutadas na SOD mitocondrial e citoplasmatica e para a linhagem
duplo mutante Sod1ASod2A. Modulou a acdo oxidante nas linhagens CatlA e para
Sod1ACatlA nas mesmas concentra¢Oes acima citadas. O alcaloide demonstrou ainda acéo
antioxidante para a menor concentragéo na linhagem selvagem (Tabela 10).

A galantamina, um potente farmaco inibidor da acetilcolinesterase, extensamente utilizado
no tratamento da Doenca de Alzheimer tem demonstrado importante propriedade antioxidante

em modelos de estudos in vitro. A galantamina promoveu a reducdo da liberacdo de espécies
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reativas de oxigénio, bem como da geracgéo de radical NO® em linhagens de células humanas
de neuroblastoma tratadas com H,0O, para indugdo do estresse oxidativo (EZOULIN et al.,
2008). O farmaco também apresentou capacidade protetiva contra os danos oxidativos
induzidos por H,O, em linhagens de linfocitos humanos promovendo maior viabilidade
celular (TRIANA-VIDAL; CARVAJAL-VARONA, 2013).

Achados da literatura sugerem que ainda ndo esta elucidado um mecanismo exato para a
toxicidade das placas B-amiloides, umas das principais alteracdes observadas em pacientes
portadores da Doenca de Alzheimer. No entanto, estudos apontam que a mediacdo da
toxicidade através da acdo de radicais livres é fortemente sustentada por constatacGes de que a
vitamina C e E podem reduzir os danos causados pelas placas senis em uma extensdo
consideravel. Algumas descobertas sugerem ainda que o0 estresse oxidativo, mais
especificamente o fendmeno da peroxidacdo lipidica, ndo s6 atua como mediador da
toxicidade das placas amiloides, como pode preceder a formacdo dessas placas em modelos
animais para Alzheimer. Estudos in vitro demonstram também que a hiperfosforilacdo da
proteina tau, outra alteragdo marcante na Doenca de Alzheimer, em neurdnios incubados com
peptidio B-amiloide, foi prevenida pela co-incubacdo dos neurdnios com trolox (analogo da
vitamina E) (KOPPAL, 1998; YATIN et al., 1999; KONTUSH et al., 2001; MONTILLA-
LOPEZ et al., 2002; NISHIDA et al., 2006; ALZOUBI et al., 2013; GIRALDO et al., 2014;
AN; FU; ZHANG, 2015; WARNER et al., 2015; ULATOWSKI; MANOR, 2015).

As associacOes entre o alcaloide e os compostos antioxidantes a saber: trolox e acido
ascorbico, também demonstraram eficacia na modulacdo dos danos oxidativos induzidos por
peroxido de hidrogénio. A anélise da interacdo entre palmatina e o acido ascorbico, cujos
valores estdo expostos na Tabela 11, demonstrou que houve modulagdo por parte dessa
combinacdo frente aos danos causados por H,O, em todas as concentracdes (50 mg/mL, 25
mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL) e em todas as linhagens testadas, apesar da
significante oxidagdo quando comparada ao controle negativo em SodlACatlA na
concentracdo de 50 mg/mL. Como se pode observar atraves dos valores mostrados na Tabela
12 a combinacdo da palmatina e trolox modulou os danos oxidativos induzidos pelo H,O, na
maioria das concentragdes e linhagens testadas, exceto para a maior concentragao (50 mg/mL)
nas linhagens Sod1A e Sod1ACatl1A.
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Tabela 9 — Avaliacdo do dano oxidante da palmatina nas concentragdes de 50 mg/mL, 25 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL, frente a
diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das linhagens.

Linhagens CN CP Palmatina Palmatina Palmatina Palmatina Palmatina

50mg/mL 25mg/mL 10mg/mL 5mg/mL Img/mL
SODWT 0,75+0,47 30,75+ 5,058* 29,25 + 2,98* 28,25 + 5,85 27,50 £ 9,74 17,00 + 3,55 9,00 + 3,46
Sod1A 1,75+£1,70 25,50 = 4,20** 20,25 + 8,53 11,50 + 3,87 14,00 + 2,44 12,00 + 2,30 10,25 + 2,06
Sod2A 0,50+0,28 25,25+6,18** 24,75+ 11,38* 14,50 + 2,10 17,50 + 4,12 15,75+ 4,34 9,75+ 0,50
Sod1ASod2A 2,75+3,59 27,00 £5,09*** 18,50 £ 5,44* 15,00 + 1,55 11,50+ 2,5 12,00 + 3,36 12,25 + 0,50
CatlA 0,50 +0,57 24,25+4,03*** 16,75+ 2,36* 11,50 + 4,04 10,50 + 1,91 11,75 + 2,06 9,75+ 0,50
SodlACatlA 125+150 22,25+ 457** 16,25 + 2,75* 12,00 + 1,82 11,25 + 0,95 11,50+ 1,73 12,25 + 3,94

LEGENDA: CN (controle negativo); CP (controle positivo); *p<0,05 em relacdo ao CN; **p<0,001 em relagdo ao CN; ***p<0,0001 em relacdo ao CN.



Tabela 10 — Avaliagéo da atividade antioxidante da palmatina nas concentragdes de 50 mg/mL, 25mg/mL, 10mg/mL, 5Smg/mL, 1mg/mL, frente

aos danos oxidativos induzidos pelo H,0, em diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Linhagens CN H,0, Palmatina Palmatina 25 Palmatina Palmatina Palmatina
50mg/mL + mg/mL + H,0, 10mg/mL + 5mg/mL + H,O,  1mg/mL + H,0;
H202 HZOZ
SODWT 0,75+£0,95 3850 £1,91* 31,25+6,13* 29,23 £2,87 30,75 £ 4,64 25,25 + 2,06 21,25 + 2,68*%
SodlA 1,75+£0,85 35,00 +4,76** 35,00 %4,24* 32,00 + 3,65* 30,75+ 4,78 24,50 £ 5,26 21,00 £5,7
Sod2A 0,50+£0,28 37,25 +3,77** 31,75+2,06* 34,00 + 4,69* 28,00 £ 2,44 31,75+ 2,06 23,00 £ 2,44
SodlASod2A 2,75+359 30,75+ 1,50* 34,75+£3,73* 34,75+ 6,80* 34,50 + 3,69 27,25 £ 6,80 24,00 £ 3,55
CatlA 050+£0,28 36,75+4,55* 32,00+4,23* 33,00 +4,96* 29,75+ 9,32 27,50 £ 7,18 26,25 £ 6,50
SodlACatlA 125+150 36,10+4,97* 34,75+4,99* 33,00 + 4,96* 35,50 + 5,196 31,25 + 6,29 29,75 £ 6,94

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibi¢do de crescimento das linhagens.
LEGENDA: CN (controle negativo); *p<0,05 em relagdo ao CN; *8 p<0,05 em relagdo ao H,O7; **p<0,001 em relagdo ao CN.
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Tabela 11 — Avaliacdo da atividade antioxidante da palmatina nas concentragdes de 50mg/mL, 25mg/mL, 10mg/mL, 5mg/mL, 1mg/mL em

interacdo com o &cido ascorbico frente aos danos oxidativos induzidos pelo H,O, em diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Linhagens CN CP Palmatina Palmatina Palmatina Palmatina Palmatina

50mg/mL 25mg/mL 10mg/mL 5mg/mL 1mg/mL
SOD WT 0,75+1,75 39,00 £5,05** 30,75%6,50 27,00 = 6,05 29,75 + 4,50 22,75 + 6,00 23,00 + 6,05
Sod1A 1,75+1,70 37,00 £4,76** 3150+506 30,25+ 11,32 29,00 £ 4,54 27,50 £ 4,04 24,75 £ 457
Sod2A 050+0,57 37,25 £3,77** 3250+3,00 31,25+10,11 30,75 + 6,50 27,00 + 6,05 28,00 + 6,075
Sod1ASod2A 2,75+359 37,75+ 3,86*  35,75+5,31 31,25+ 2,98 33,75 + 8,008 32,00 £ 9,27 27,00 + 8,75
CatlA 050+0,28 36,75+4,50* 30,50+4,00 31,00+ 10,52 29,00 + 8,36 28,50 + 8,58 26,75+ 9,03
SodlACatlA 125+150 36,00+4,69* 3525+320* 32,25+6,99 27,75+ 2,63 30,75 + 6,39 26,25+ 7,13

Os valores correspondem a Média + Desvio padrao das medidas dos halos de inibi¢do de crescimento das linhagens.
LEGENDA: CN (controle negativo); CP (controle positivo); *p<0,05 em relacdo ao CN; **p<0,001 em relagdo ao CN
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Tabela 12 — Avaliacdo da atividade antioxidante da palmatina nas concentragbes de 50mg/mL, 25mg/mL, 10mg/mL, 5mg/mL, 1mg/mL em

interacdo com o trolox frente aos danos oxidativos induzidos pelo H,O, em diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Linhagens CN CP Palmatina Palmatina Palmatina Palmatina Palmatina

50mg/mL 25mg/mL 10mg/mL 5mg/mL 1mg/mL
SOD WT 0,75+0,95 39,00+1,41*** 3050+7,72 28,00+5,71 32,00 + 2,94 30,35 + 4,64 23,50 + 3,10
Sodla 1,75+£1,70 37,00 £4,76** 32,00+6,97* 25,00+ 2,16 27,75+ 7,63 22,25 + 5,60 17,00 + 4,96
Sod2A 0,50 +3,77** 37,25+3,77* 3450x+4,20 33,50%4,65 28,75 + 3,86 23,50 £ 5,74 24,75 £ 6,94
Sod1ASod2A 2,75+ 3,5** 37,75+ 3,86** 34,00 £ 5,83 30,25+5,9 23,25+ 2,75 28,50+ 94 22,00 £ 8,12
CatlA 0,50+0,57*  36,75+4,57* 30,00 +6,16 27,25 + 6,6 24,25 + 4,50 22,00 + 8,08 20,00 £ 2,16
SodlACatlA  1,25+150 36,00 +4,69** 33,00+6,92* 29,25+ 4,99 24,75 + 3,50 23,75+ 2,87 18,25 + 9,60

Os valores correspondem a Média + Desvio padrao das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das linhagens.

LEGENDA: CN (controle negativo); CP (controle positivo); *p<0,05 em relagdo ao CN; **p<0,001 em relagdo ao CN; ***p<0,0001 em relacéo ao CN.
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Atraves dos testes realizados nota-se que a palmatina ndo promoveu danos oxidantes
as cepas de S. cerevisiae, excetuando-se para a concentracdo de 50 mg/mL e que tanto o
alcaloide isolado quanto suas combinacGes com compostos antioxidantes foram capazes de
modular os danos oxidativos causados por perdxido de hidrogénio.

Na andlise comparativa entre a modulagdo dos danos oxidativos da palmatina e das
interagbes com &cido ascorbico e o trolox sobre os danos causados pelo H,O, em
Saccharomyces cerevisiae (Figura 5) ndo foi observada diferenca estatistica entre os efeitos
antioxidantes na linhagem selvagem das leveduras, mesmo observando que a palmatina nas
menores concentracles apresenta percentual de modulacdo de danos oxidativos superiores a
40% em SOD WT. Entretanto, em relagdo a linhagem Sodl1A, diferengas significativas foram
observadas para a interacdo palmatina + trolox na concentracao de 25 mg/mL.

Com relagdo a Sod2A ndo houve diferengas significativas da palmatina com suas
interagdes, mas para SodlASod2A a interagdo palmatina + trolox apresentou dados
significativos para 10 e 25 mg/mL. Para a linhagem CatlA diferencas significativas foram
observadas na concentracdo de 1 mg/mL para a interacdo palmatina + trolox em relacdo a
palmatina isolada e em relagdo a interacdo palmatina + &cido ascorbico. Esse efeito também
foi observado para o duplo mutante Sod1ACatlA.

O efeito antioxidante foi melhor observado na interagcdo entre palmatina e trolox
ultrapassando 50% no percentual de modulagdo para Sod1A e Sod1ACatlA.

Além das acdes anticolinesterasica e antioxidante in vitro, os achados dos testes
oxidantes e antioxidantes in vivo destacam a palmatina, bem como suas combinacdes,
especialmente com trolox, como interessantes estratégias terapéuticas para a Doenca de
Alzheimer.
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Figura 5 — Percentuais de modulacdo dos danos oxidativos da palmatina e de sua interacdo
com acido ascérbico e com trolox frente aos danos oxidativos induzidos pelo perdxido de
hidrogénio em Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 5 cont.— Percentuais de modulagdo dos danos oxidativos da palmatina e de sua
interagdo com acido ascorbico e com trolox frente aos danos oxidativos induzidos pelo
perdxido de hidrogénio em Saccharomyces cerevisiae.
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4.0 Concluséao

Nesta pesquisa, 0s resultados sugerem que o composto palmatina e o trolox possuem
atividade anticolinesterasica in vitro, apesar de a interacdo desses compostos, na proporgédo
utilizada nesse estudo n&do otimizar a inibigdo da enzima, em relagéo ao alcaloide isolado.
Verificou-se ainda que a palmatina possui importante atividade antioxidante frente a diversos
radicais in vitro, capacidade redutora, bem como é capaz de modular os danos oxidativos
causados pelo perdxido de hidrogénio em linhagens de cepas de Saccharomyces cerevisiae.
Ressalta-se ainda que a interacdo palmatina e trolox demonstrou melhor atividade na maioria
dos ensaios antioxidantes in vitro e in vivo em relacdo a palmatina isolada. Dessa forma, a
palmatina mostra-se uma interessante estratégia terapéutica para pacientes portadores da
Doenca de Alzheimer, pois alia tanto a acdo anticolinesterasica como antioxidante, as quais

sdo de grande importancia no controle da doenca.
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CAPITULO IV: Andlise de interagbes palmatina/galantamina e acetilcolinesterase,

através de modelagem molecular com uso de ferramentas de docking molecular
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RESUMO

A utilizacdo de ferramentas de modelagem molecular apresenta grande vantagem para a
investigacdo e selecdo de compostos que possam ser utilizados na terapia de doengas, como
por exemplo, 0os compostos provenientes de plantas medicinais. Analises que avaliam a
interacdo entre farmacos e macromoléculas podem auxiliar na elucidacdo de mecanismos de
acOes e na escolha de substancias mais promissoras durante o processo de P&D de
medicamentos. Diante deste cenario, o objetivo do presente trabalho foi analisar a interacdo
entre a palmatina e a acetilcolinesterase e da mesma enzima com galantamina, um farmaco de
eficacia comprovada no tratamento da Doenca de Alzheimer. Foi detectada a conformacao de
menor energia para a molécula de palmatina e a interacdo da palmatina e da galantamina com
a enzima foi realizada através da docagem molecular, evidenciando as trés interacdes mais
provaveis e os aminoacidos responsaveis pela ligacdo. Nossos achados indicam dados
promissores pois pode-se observar que alguns aminoacidos responsaveis pela ligacdo de
galantamina como sitio ativo da enzima também estdo envolvidos na interacao
palmatina/acetilcolinesterase, podendo-se concluir que as substancias atuam de forma
semelhante no sitio ativo da acetilcolinesterase.

Palavras-chave: Palmatina. Galantamina. Acetilcolinesterase. Docagem molecular.

ABSTRACT

The use of molecular modeling tools has great advantages for research and screening of
compounds which may be used in the therapy of diseases such as, for example, compounds
from medicinal plants. Analysis to assess the interaction between drugs and macromolecules
can help to elucidate mechanisms of action and choice of most promising substances during
the R & D process for medicines. In this scenario, the objective of this study was to analyze
the interaction between palmatine and acetylcholinesterase enzyme and the same with
galantamine, a drug with proven efficacy in the treatment of Alzheimer's disease. The
conformation of lowest energy was detected for palmatine molecule and the interaction of
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palmatine and galantamine with enzyme was carried out by molecular docking, showing the
three most probable interactions and amino acids responsible for binding. Our findings show
promising data as it can be observed that some amino acids responsible for binding of
galantamine as the active site of the enzyme are also involved in
palmatine/acetylcholinesterase interaction and can be concluded that the substances act
similarly in the active site of acetylcholinesterase.

Keywords: Palmatine. Galantamine. Acetylcholinesterase. Molecular docking.

1. Introducéo

A descoberta de novos farmacos € um grande desafio para a indUstria farmacéutica
moderna. Os altos investimentos na area de pesquisa e desenvolvimento (P&D) contrastam
com o namero de novos medicamentos que tém chegado ao mercado nos Gltimos anos. Este
complexo panorama tem forcado a ado¢do de novas estratégias com o objetivo de aumentar a
eficiéncia do processo de P&D, tendo como alicerces as inovagdes cientificas, tecnoldgicas e
empresariais. Considerando-se o expressivo numero de alvos bioldgicos (proteinas alvo)
promissores para o planejamento de farmacos, as técnicas de triagem virtual tem ocupado
papel de destaque entre as estratégias modernas exploradas na identificacdo de novas
substancias bioativas (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

A modelagem molecular, segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), é a investigacdo das estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de
quimica computacional e técnicas de visualizacdo gréfica, visando fornecer uma
representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias. O planejamento de
farmacos auxiliado por computador (CADD "Computer-Assisted Drug Design"), a
investigacdo das interacbes quimicas de um ligante com o seu receptor e a exploracdo dos
fatores estruturais relacionados ao efeito biolégico vem sendo cada vez mais utilizados nos
estudos de novas substancias ativas (CARVALHO et al., 2003).

Um dos principais métodos atualmente utilizados para elucidar interagbes entre
compostos e proteinas € a docagem molecular ou docking molecular. Docking molecular é o
método computacional que analisa as formas de interagdo (conformacdo e orientacdo) de
ligantes com alvos macromoleculares (proteinas ou oligbmeros de DNA) prevendo a
conformacdo do complexo ligante-proteina e compreendendo as interagdes entre as
moléculas. Essa técnica possibilita a selecdo de compostos, que apresentam um conjunto

favorével de interacBes moleculares, com base em um determinado mecanismo ou modo de
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acdo, por exemplo, inibidores enzimaticos que atuem de maneira reversivel através de um
mecanismo do tipo competitivo (FU et al., 2016; MANAS; BAKAR; ILLIAS, 2016).

Conhecer o mecanismo de acdo de uma substancia € de grande importancia para o
descobrimento e desenvolvimento de um novo farmaco. Geralmente o farmaco tem seu efeito
mediado por um alvo especifico, um receptor. Caso a estrutura do complexo receptor-farmaco
seja conhecida, as interacOes entre ambos podem ser investigadas com mais detalhes. Estudos
computacionais e quantitativos que correlacionam a estrutura quimica e a atividade bioldgica
de uma série de farmacos e analogos tém apontado para os mecanismos de acdo e tém dado
diretrizes para a sintese de novos derivados mais eficientes (COSTA; KIRALJ; FERREIRA,
2007; EL-BINDARY et al., 2016).

As enzimas sdo alvos bioldgicos extremamente importantes para o planejamento de
novos farmacos, em razdo do seu papel essencial em vias bioguimicas associadas a doencas e
disfungdes em humanos. Os inibidores enzimaticos sdo os candidatos a farmacos mais
estudados. A aceticolinesterase, por exemplo, é uma enzima alvo no tratamento da Doenca de
Alzheimer (DA), pois um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento da doenca séo
o0s baixos niveis do neurotransmissor acetilcolina (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010;
SU et al., 2014).

A acetilcolinesterase (AChE) (Figura 2), é uma enzima pertencente a familia das
colinesterases, sendo responsavel pela finalizacdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas
sinapses colinérgicas pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). A AChE esta
presente no sistema nervoso central e periférico. No sistema periférico ela é responsavel pela
modulacdo dos impulsos nervosos que controlam os batimentos cardiacos, pela dilatagdo dos
vasos sanguineos e pela contracdo dos musculos lisos enquanto que no central ela esta
envolvida no controle motor, na cogni¢do e na memoria. Essa enzima tem sido usada como
modelo para a investigacdo da interacdo com uma variedade de compostos inorganicos e
organicos a fim de analisar interacbes promissoras para 0 desenvolvimento de novos
medicamentos (PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011; CABRAL et al., 2013).

Os inibidores de acetilcolinesterase, como a galantamina, impedem a hidrélise de
acetilcolina (ACh) aumentando o tempo de meia-vida no neurotransmissor na sinapse
neuronal e, portanto, atenuam a reducgé@o dos niveis do ACh em pacientes portadores da DA.
Esses medicamentos melhoram a cognicdo e memodria e indiretamente outras disfungdes
caracteristicas dessa patologia. Devido a algumas limitacbes dos farmacos utilizados
atualmente, por pacientes portadores da DA, a busca e 0 estudo de compostos inibidores da

AChE cada vez mais eficazes sdo de grande importancia para aplicacdo na terapia. Nesse
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contexto podem ser destacados 0s compostos bioativos, como os alcaloides provenientes de
plantas medicinais, um campo valioso na descoberta de novos medicamentos que possam
atuar no tratamento de varias desordens e assim promover melhor qualidade de vida para o
individuo (BALLARD et al., 2011; SAMARADIVAKARA et al., 2016).

Dentre os alcaloides, temos a palmatina, um membro da classe protoberberina, com
uma estrutura anéloga a outro alcaloide, a berberina. A palmatina é um importante composto
da medicina tradicional e uma substancia bioativa isolada de plantas medicinais, tais como,
Rhizoma coptidis, Cortex phellodendri, Radix tinosporae, Enantia chlorantha assim como
Guatteria friesiana. E um alcaloide usado na medicina popular para o tratamento de ictericia,
hipertensdo, disenteria, inflamacao, doencas relacionadas ao figado, entre outros. A substancia
ja demonstrou possuir acdo antipirética, antiviral, antimicrobiana, anti-fotooxidativa,
antidepressiva, anti-inflamatoria, entre outras acGes farmacoldgicas in vitro e in vivo.
Algumas dessas acOes ja avaliadas podem auxiliar no tratamento de varias patologias, como a
propria Doenca de Alzheimer (WU et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a interacdo da palmatina com a
enzima acetilcolinesterase, por meio da docagem molecular, assim como avaliar a interacdo
da galantamina, uma droga de eficacia clinica no tratamento da DA, com a enzima a fim de

comparar ao alcaloide testado.

2. Materiais e métodos

Para realizacdo dos estudos de interacdo computacional (docagem) descritas nesse
trabalho foi necessario a obtencdo dos modelos em computador das moléculas do receptor:

acetilcolinesterase e dos ligantes: palmatina e galantamina.

2.1 Obtencéo do ligante

2.1.1 Galantamina

A molécula de galantamina foi adquirida na base de dados ZINC (ID: 03872661).
Apbs obtencgdo, otimizou-se a molécula por uso do calculo Funcional de Densidade B3LYP
utilizando os conjuntos de base 6-31++G (d,p), por meio do programa Gaussian98. Apds

analise dos resultados do calculo de densidade, foi selecionado a molécula mais estavel, que
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apresentava configuracdo de menor energia e exportou-se a estrutura selecionada para utiliza-

la no estudo.

2.1.2 Palmatina

A molécula de palmatina foi desenhada no programa Avogadro. Apos ter seu modelo
tridimensional, otimizou-se a geometria da molécula por uso do célculo Funcional de
Densidade B3LYP utilizando os conjuntos de base 6-31++G(d,p), por meio do programa
Gaussian98. Apos andlise dos resultados do calculo de densidade, foi selecionado a molécula
mais estavel, que apresentava configuracdo de menor energia e exportou-se a estrutura

selecionada para utiliza-la no processo de docagem.

2.4 Obtencédo de acetilcolinesterase

A molécula de acetilcolinesterase foi obtida na base de dados Protein Data Bank (ID:
5ehna). Apds adquirida a molécula, iniciou-se a preparacdo para o processo de Docagem. Por
meio do programa Auto Dock Tools (ADT) foi realizada uma busca pela existéncia de
moléculas de agua e estruturas proteicas repetidas. As moléculas de agua existentes na
estrutura foram excluidas assim como uma das partes do dimero da acetilcolinesterase, que
apos ter sido analisada por meio do programa Chimera, mostrou ser formado pela mesma
sequéncia de aminoacidos.

Os parametros utilizados no programa foram os mesmos para os dois ligantes, assim
assume-se que a analise comparativa entre as duas docagens possa ter dados mais condizentes

com a realidade.

3. Resultados e Discussao

Com avangas nas areas de estrutura e biologia molecular, as técnicas de
desenvolvimento e estudo de moléculas bioativas baseadas na estrutura do receptor tém
assumido grande importancia. Os programas de docking molecular realizam o acoplamento da
molécula do ligante no sitio de ligagdo da macromolécula de interesse em um processo
dividido em duas etapas: geracdo de todas e/ou varios complexos possiveis entre a molécula
do ligante e a macromolécula e posteriormente identificacdo entre os complexos formados
aqueles que poderiam corresponder ao complexo real (KITCHEN et al., 2004; KLEBE, 2006;
NOWOSIELSKI et al., 2013; ONWUDIWE et al., 2016).
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Apo6s obtencdo da molécula de palmatina, otimizou-se a geometria da molécula
selecionando a mais estavel, que apresentava configuragdo de menor energia, e exportou-se a
estrutura selecionada para utiliza-la no processo de docagem molecular. A escolhida foi a 71°
conformacdo, por apresentar menor estado energético como demonstrado na Figura 1 e na
Tabela 1.

Figura 1 — Diagrama de energia correlacionada com conformacéo obtida ao fim do célculo

Funcional de densidade.
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Tabela 1 — Energias das ultimas conformacdes da molécula de palmatina.

Conformacéo Energia de conformacéo (Hartree)
67° -8053.26367580
68° -8053.26367584
69° -8053.26367588
70° -8053.26367590
71° -8053.26367592
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Afim de obter dados mais precisos e exatos com a docagem molecular foram
realizadas 50 diferentes interagcdes, tanto para a docagem galantamina/acetilcolinesterase
qguanto para a docagem palmatina/acetilcolinesterase. A partir das interagdes obtidas,
analisou-se da mais estavel para a menos estavel energeticamente e 3 interacdes mais
provaveis de ocorrerem entre palmatina e enzima e galantamina e enzima foram selecionadas
(Tabela 2).

A partir da analise dos dados expostos na Tabela 2 e das Figuras 6, 7 e 8 observa-se
que houve interacdo entre a galantamina e o sitio ativo da acetilcolinesterase e, nas trés
melhores conformacBes obtidas, os aminoacidos que interagem sdo semelhantes, dando
destaque a GLN (glutamina) 369, HIS (histidina) 405 e LEU (leucina) 540. A galantamina foi
utilizada como um padréo para comparacao com a palmatina por ser um alcaloide atualmente
utilizado como um dos principais farmacos para o tratamento da Doenca de Alzheimer em
muitos paises, tendo sido aprovada pela FDA em 2001 para o tratamento de pacientes que
apresentam a patologia na sua forma leve a moderada (ATANASOVA et al., 2015; WU et al.,
2015; ZHOU et al., 2016).

Os dados apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 3, 4, 5 demonstram que a palmatina
foi capaz de interagir com o sitio ativo da AChE, local de agdo relacionado ao processo de
inibicdo da atividade da enzima, por parte dos inibidores ja consagrados, como a propria
galantamina. Além disso, observou-se que os aminoacidos que interagiram nas trés melhores
conformac@es encontradas foram semelhantes aos aminoacidos responsaveis pela interacao
entre galantamina e AChE. Através da docagem molecular foi possivel identificar que os
aminoacidos GLN 369, HIS 405 e LEU 540 que estavam envolvidos na interacdo

galantamina/AChE também contribuiam para a interacdo ligagdo palmatina/AChE.
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Tabela 2 — Relagdo de residuos de aminoacido da enzima acetilcolinesterase que apresentaram interacdo com a palmatina e a galantamina nas

trés melhores conformacdes obtidas pelo processo de docagem.

Ligantes Interg(;ao En_erglzjl de Ponte de Hidrogénio Co_ns:ta}n'fe de Aminoacidos que interagem
obtida ligacdo inibicéo
1 o Nio 4.93 LEU 540, LEU 536, TRP 532, HIS 405, GLN 369,
28 718 Né&o 541 LEU 540, LEU 536, HIS 405, ALA 374, GLN 369.
Palmatina ’ 5 63
32 716 N ’ LEU 540, LEU 536, GLY 234, TRP 532, HIS 405,
’ ALA 374, GLN 369.
Sim
18 786 Distancia: 2.227A 174 GLN 369, HIS 405, TRP 582, LEU 540, PRO 537,
. CYS 409, PRO 410.
Energia: -1,058
GGNQO’, 1 87
: A ’ GLN 369, HIS 405, TRP 582, LEU 536, LEU 540
a _ . ’ ’ ’ ’ ’
Galantamina 2 7,81 Dlstanc_la.. 2.227A PRO 537 CYS 409, PRO 410,
Energia: -0,956
Sim 1,89

GLN 369, HIS 405, TRP 582, LEU 536, PRO 537,

a - istancia:
3 7,81 Distancia: 2.047A CYS 409, PRO 410.

Energia: -1.927
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Dessa forma, é possivel observar que tanto a galantamina quanto a palmatina foram
capazes de se ligar ao sitio ativo da enzima no processo de docagem e que existe grande
semelhanca de ligacdo dos dois alcaloides com a enzima, inferindo-se que essas substancias

podem interagir espacialmente no mesmo sitio de acdo (Figura 9).

Figura 2 — Estrutura computacional da enzima acetilcolinesterase.

Figura 3 — Primeira conformacdo para a interagdo computacional entre palmatina e
acetilcolinesterase.

Figura 4 — Segunda conformacdo para a interacdo computacional entre palmatina e
acetilcolinesterase.
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Figura 5 — Terceira conformagdo para a interacdo computacional entre palmatina e
acetilcolinesterase.

Figura 6— Primeira conformacdo para a interacdo computacional entre galantamina e
acetilcolinesterase.

Figura 7 — Segunda conformacdo para a interacdo computacional entre galantamina e
acetilcolinesterase.
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Figura 8 — Segunda conformacdo para a interacdo computacional entre galantamina e
acetilcolinesterase.

Figura 9 — Comparacdo entre as interacbes de palmatina com acetilcolinesterase e de
galantamina com acetilcolinesterase

Palmatina e AChE
Galantamina e AChE

4. Conclusao

Na anéalise da palmatina a conformacdo energeticamente mais estavel da molécula foi
utilizada nos estudos de docagem molecular. Os resultados da docagem levaram a escolha das
trés principais formas de interacdo entre palmatina e acetilcolinesterase, assim como de
galantamina e acetilcolinesterase. P6de-se observar ainda que os aminoacidos relacionados a
ligacdo do farmaco galantamina com a enzima também estdo envolvidos na interacdo da
substancia isolada palmatina, demonstrando a relevancia da substancia, no que diz respeito a
sua capacidade inibitéria frente a acetilcolinesterase e consequentemente na aplicacdo da
terapia do Mal de Alzheimer.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVA

Nossos achados sugerem que a palmatina exibiu uma boa a¢do anticolinesterasica com
Clso de 0,29 pg/mL em comparacgdo a outras substancias que também foram capazes de inibir
a enzima, por exemplo, alguns farmacos anticolinesterasicos, como a rivastigmina. O trolox
também apresentou certa acéo inibitoria frente & enzima, apesar da Clsg ter sido mais elevada
do que da palmatina, e da combinacdo dos dois compostos ndo apresentar acao superior a
palmatina isolada.

Pode-se concluir também que o alcaloide testado apresentou acBes antioxidantes
promissoras em varios testes antioxidantes in vitro, bem como foi capaz de modular os danos
oxidativos associados a presenca de peroxido de hidrogénio em diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae. A associacdo da palmatina com o0s compostos antioxidantes
melhorou a agéo do alcaloide na maioria dos testes, concentracdes e tipos de cepas, sendo a
associacdo palmatina/trolox a que apresentou melhores resultados nos testes antioxidantes in
vitro e in vivo.

No estudo da interacdo computacional da palmatina e de um anticolinesterasico
padrdo, a galantamina, com a enzima AChE, detectou-se que alguns aminoacidos
responsaveis pela interacdo da galantamina com o sitio ativo da enzima também estdo
envolvidos na interacdo da palmatina com a AChE o que sugere que as substancias atuem
espacialmente no mesmo sitio de acdo e reafirmam a atividade anticolinesterasica evidenciada
nos testes qualitativo e quantitativo in vitro.

Diante dos achados observa-se que a palmatina se apresenta como uma substancia
promissora e de grande interesse para a aplicagdo no tratamento do Mal de Alzheimer e que
mais estudos com o composto devem ser realizados.

Com relacdo as perspectivas temos: ensaios pré-clinicos utilizando modelos
experimentais da DA, ensaios toxicoldgicos, estudos de farmacocinética e farmacodinamina,

elaboracdo de formas farmacéuticas, a sintese da palmatina em laboratério e estudos clinicos.
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