ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA DOS FRUTOS DE Mpyrcianthes pungens
(O.BERG) D.LEGRAND (MYRTACEAE)

Sirlene Silveira!

Elvis Viana de Lucena®

Tuanny Fernanda Pereira’
Fabricia Lorca dos Santos Garnés®
Mariza Barion Romagnolo®
Orlando Seiko Takemura?
Antonio Laverde Junior'?*

SILVEIRA, S.; LUCENA, E. V. de; PEREIRA, T. F.; GARNES, F. L. S. dos; ROMAGNOLO, M. B.; TAKEMURA, O. S.; LAVERDE-
JUNIOR, A. Atividade anticolinesterasica dos frutos de myrcianthes pungens (O.Berg) D.Legrand (Myrtaceae). Arq. Ciénc. Saude
UNIPAR, Umuarama, v. 15, n. 2, p. 127-133, maio/ago. 2011.

RESUMO: Os inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) sdo uma das principais classes de medicamentos utilizadas no tratamento
de sintomas de doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer (DA), pois sdo capazes de elevar os niveis de acetilcolina no
cérebro. Plantas tém sido uma excelente alternativa na busca de novas moléculas bioativas. No presente trabalho, extratos alcodlicos dos
frutos de Myrcianthes pungens (O.Berg) D.Legrand (Myrtaceae), também conhecidos como guabiji ou guabiroba-agu, foram investigados
quanto a capacidade de inibigdo de AChE in vitro por ensaio bioautografico, utilizando o reagente Fast Blue Salt B. Foi observada a pre-
senca de pelo menos quatro diferentes substancias com capacidade inibitoria de AChE nos frutos verdes e maduros desta espécie. Duas das
substancias ativas foram caracterizadas como terpenos por meio de ensaios com reagentes especificos em cromatografia de camada delga-
da. Estes resultados correspondem ao primeiro relato da atividade de inibi¢do de AChE em espécies do género Myrcianthes (Myrtaceae).
PALAVRAS-CHAVE: Guabiju. Myrcianthes. Enzima acetilcolinesterase. Método de Fast Blue Salt B. Atividade anticolinesterasica.

ANTICHOLINESTERASE ACTIVITY OF Myrcianthes pungens (O.Berg) D.LEGRAND (MYRTACEAE) FRUITS

ABSTRACT: Inhibitors of the acetylcholinesterase enzyme (AChE) are one of the major classes of drugs used in the treat-
ment of symptoms of neurodegenerative diseases like Alzheimer’s disease (AD), because they can increase the levels of ace-
tylcholine in the brain. Plants have been an excellent alternative source of bioactive molecules. In the present study, alcoholic
extracts of fruits of Myrcianthes pungens (O.Berg) D.Legrand (Myrtaceae), also known as “guabiju” or “guabiroba-agl”,
were investigated for their ability to inhibit AChE in vitro in a bioautographic assay using Fast Blue Salt B reagent. The pre-
sence of at least four different substances capable of inhibiting AChE in unripe and ripe fruits of this species was observed.
Two active substances were characterized as terpenes in assays using specific reagents with thin layer chromatography. These
results are the first report of the AchE inhibition activity for species of Myrcianthes genus (Myrtaceae).

KEYWORDS: “guabiju”, Myrcianthes, acetylcholinesterase enzyme, Fast Blue Salt B method, anticholinesterasic activity.

Introducio comportamentais presentes na DA, com uma defici-
éncia na neurotransmissao colinérgica ligada a perda
de neurdnios colinérgicos (CUMMINGS; BACK,

1998). Virias alteragdes relacionadas com o sistema

A deméncia ¢ uma sindrome clinica caracte-
rizada por déficits cognitivos multiplos, adquiridos

e persistentes, capazes de interferir substancialmen-
te nas atividades diarias da pessoa portadora. Esta
sindrome ¢ mais prevalente nos segmentos da popu-
lagdo com idade mais avangada, principalmente na-
queles com mais de 65 anos. A doenca de Alzheimer
(DA) ¢ uma das principais deméncias neurodegene-
rativas conhecidas. Esta doenga neurologica cronica
e progressiva ¢ caracterizada por multiplos distar-
bios corticais na memoria, julgamento, orientacao,
compreensdo, aprendizagem e linguagem (CUM-
MINGS; BACK, 1998).

Em 1976, foi estabelecida a hipdtese colinér-
gica que associa os sintomas cognitivos, funcionais e

colinérgico no cérebro com DA sdo observadas, en-
tre elas: perda seletiva e significativa da atividade de
colina acetiltransferase (CHAT) em diferentes partes
do cérebro (cortex, hipocampo e amigdalas), dege-
neragdo seletiva dos neurdnios colinérgicos basais
do cérebro, diminuicdo da atividade da enzima ace-
tilcolinesterase (AChE), com proporcional aumento
do niimero de placas senis, bem como, uma reducao
dos niveis de acetilcolina (ACh) e AChE (KASA;
RAKONCZAY; GULYA, 1997; GOURAS, 2001;
GARCIA-SANCHEZ et al., 2003). Inimeras abor-
dagens vém sendo exploradas para restaurar a fungado
central colinérgica: o uso de agentes liberadores de
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ACh, a estimulacdo da captagdo de acetilcolina, a ati-
vacdo de receptores colinérgicos por agentes agonis-
tas e a diminui¢do da degrada¢dao metabdlica de ACh
pela inibicido da AChE (KASA; RAKONCZAY;
GULYA, 1997).

A ACh ¢ um importante neurotransmissor
presente nos sistemas nervosos central (SNC) e peri-
férico (SNP). Ela est4 associada com as fungdes cog-
nitivas, processamento de informagdes sensoriais,
organizacdo cortical do movimento e controle do
fluxo sanguineo cerebral (SCREMIN et al., 1997). A
deficiéncia de ACh na DA levou ao estabelecimento
da hipoétese colinérgica, a qual explica que a inca-
pacidade de transmitir impulsos neurologicos entre
as sinapses cerebrais € a razdo para as disfuncdes
cognitivas e comportamentais. A AChE desempenha
um papel essencial no mecanismo colinérgico, catali-
sando a hidrodlise da ACh na transmissao do impulso
nervoso na sinapse colinérgica entre neuronios co-
linérgicos (RANG et al., 2004). Estudos revelaram
que um aumento dos niveis de ACh pela inibicao da
AChE pode melhorar a insuficiéncia na func¢ao cog-
nitiva em estagios prematuros de DA (MESULAM,;
LARRY, 2009). Os anticolinesterasicos possuem um
papel importante no tratamento da DA, sendo o meio
mais utilizado para o tratamento farmacologico desta
morbidade (CUMMINGS, 2000; ELLIS, 2005). Até
o ano de 2010, dentre os cinco medicamentos apro-
vados pelo FDA (Food Drug Administration) para o
tratamento de DA, quatro eram inibidores de AChE,
e um era um antagonista de NMDA (N-metil-D-as-
partato) (FAN; CHIU, 2010).

Alguns agentes anticolinesterasicos usados
comumente na terapéutica de DA possuem limita-
¢Oes de uso devido a meia-vida curta ¢ aos efeitos
indesejaveis (SUNG et al., 2002). Levando-se em
consideragdo que compostos naturais vegetais como
a galantamina e huperzina, que apresentam agdo
AChE, pesquisas estiao sendo realizadas com plantas
medicinais na busca de novos fairmacos com menos
efeitos colaterais que proporcionem ao individuo
portador da doenga uma melhor qualidade de vida
(TREVISAN; MACEDO 2003; BARBOSA-FILHO
et al., 2006, VIEGAS et al., 2004). Diversos extratos
avaliados mostraram propriedades como pro-colinér-
gica, antioxidante, antiamiloide e anti-inflamatoéria,
indicando o uso promissor de substancias provenien-
tes de fArmacos vegetais no tratamento de pacientes
com DA (ANEKONDA; REDDY, 2005).

Como parte de nosso continuo interesse na
investigacdo de propriedades biologicas de espé-
cies da familia Myrtaceae de ocorréncia no Brasil, o
presente trabalho envolveu o estudo de Myrcianthes

128

SILVEIRA et al.

pungens (0.Berg) D.Legrand, uma espécie nativa da
Bacia do Prata, popularmente conhecida como gua-
biju, guabiroba-acu, guabijueiro, guabira-guact, iba-
riu ou ibaviu. Esta espécie produz frutos pequenos
de coloragao purpura ou roxo-avermelhada, os quais
sdo apreciados pelo homem, pelas aves silvestres
e pela fauna em geral (ROMAGNOLO; SOUZA,
2004). Na medicina popular, ¢ indicada para regula-
rizar fungdes intestinais (CORREA, 1984).

O presente estudo foi motivado pelo fato de
se tratar de uma espécie pouquissimo estudada cien-
tificamente (UBIERGO; TAHER; TALENTI, 1986;
ZYGADLO et al., 1997; MARIN, R. et al., 2008) e
os principais objetivos deste trabalho consistiram na
avaliagdo in vitro da atividade anticolinesterasica e
na analise fitoquimica dos extratos dos frutos de M.
pungens.

Material e Métodos
Material Vegetal

Os frutos verdes e maduros da espécie M.
pungens foram coletados separadamente no Parque
Municipal de Paranavai (Paranavai — PR) em novem-
bro de 2008. A planta foi identificada botanicamente
pela Prof®. Dr*. Mariza Barion Romagnolo (Univer-
sidade Estadual de Maringad - UEM). Uma exsicata
se encontra depositada no Herbario Educacional da
Universidade Paranaense (HEUP), campus de Para-
navai — PR, sob o registro n® HEUP-1721.

Reagentes e Solucdes

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (EC
3.1.1.7, Sigma-Aldrich®) foi utilizada em todos os
ensaios bioautograficos pelo método colorimétrico
de Marston, Kissling e Hostettmann (2002). A enzi-
ma liofilizada foi dissolvida em solugdo tampao (Tris
0,05 M, pH 7,8, contendo 1mg/mL de albumina de
soro bovino - BSA, 98%, Sigma-Aldrich®) para ob-
ter uma solucao 1U/mL. Acetato de a-naftila (Sigma-
-Aldrich®) foi o substrato utilizado no ensaio (so-
lucdo 1,5 % em etanol PA/agua). O sal Fast Blue B
(95%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado como reagente
nos ensaios bioautograficos na concentragao de 0,5%
em agua MilliQ®.

Preparacio dos extratos
As polpas (400 g) dos frutos frescos verdes

e maduros de M. pungens foram separadamente sub-
metidas a um processo de extracao exaustiva por ma-
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ceragdo estatica com etanol puro, por um més, com
renovacdo do solvente feita a cada 3 dias. Os dois
extratos etanolicos resultantes foram secos por eva-
poragao sob pressao reduzida e liofilizados (Liofili-
zador modelo LS3000, Terroni), dando origem aos
extratos alcoolicos brutos dos frutos verdes (MPFV
- 10,3g) e dos frutos maduros (MPFM - 11,5g).

Avaliacio da atividade anticolinesterasica

O ensaio bioautografico foi conduzido se-
gundo metodologia descrita por Marston, Kissing;
Hostettman (2002), com algumas modificagdes feitas
por Yang et al. (2009). Com o auxilio de uma mi-
crosseringa, diferentes volumes dos extratos MPFV
e MPFM diluidos em metanol (MeOH) foram cal-
culados e aplicados em cromatoplacas de aluminio
(10X10cm, silica Gel 60 F_,,, 0,2 mm de espessura),
para que ao final da evaporacao do solvente, contasse
com um conjunto de pontos com diferentes quanti-
dades do extrato a ser avaliado (600, 400, 200, 150,
100, 50 e 25 ng). Ao final da aplicagdo, as placas
foram eluidas com uma mistura de solventes (diclo-
rometano/MeOH - 9:1). Apds a migragdo das amos-
tras e secagem para eliminagdo total do eluente, as
cromatoplacas foram borrifadas com uma solugdo da
enzima (AChE em solugdo tampao tris) e em seguida,
com uma solucao contendo acetato de a-naftila. As
placas foram submetidas a uma breve secagem par-
cial, e foram mantidas em banho-maria (37°C) por 20
minutos, para incubacdo da enzima. Decorrido este
periodo, as cromatoplacas foram borrifadas com o re-
agente colorimétrico sal Fast Blue B, promovendo a
formagdo de uma coloragdo purpura em toda a super-
ficie das cromatoplacas apos poucos minutos. Como
padrao positivo foi usado o composto neoestigmina.
A atividade anticolinesterasica foi determinada pela
auséncia da coloragdo purpura caracteristica (man-
chas brancas ap6s 5 minutos) em comparagdo com
outras regioes da placa, demonstrando desta forma a
acdo inibitoria das substancias avaliadas sobre a ati-
vidade da enzima. Os compostos considerados ativos
foram distinguidos pelos seus respectivos fatores de
retengdo (R), os quais foram calculados conforme
descrito na literatura (COLLINS; BRAGA; BONA-
TO, 1997).

Caracterizacao fitoquimica em cromatografia de
camada delgada

Foram realizadas anélises em cromatografia
de camada delgada (CCD) para a caracterizagdo das
diferentes classes fitoquimicas presentes nos extratos
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avaliados anteriormente em relagdo a atividade anti-
colinesterasica.

Na cromatoplaca de silica gel, foi aplicado
cerca de 10 puL de cada extrato, e colocado na fase
movel (cloroformio/MeOH - 9:1). Como sistema
revelador foi utilizado a vanilina sulfarica a fim de
identificar terpenos. A placa foi aquecida em estufa
a 110°C antes da visualizacao (JORK et al., 1990).

Para a identificagdo de flavonoides nos extra-
tos foi utilizado como revelador o reagente Natural
Products-Polyethilene glycol (NP/PEG), segundo
Wagner; Bladt (2009). As placas foram observadas
em luz ultravioleta a 365nm.

Na identificagdo de esterdides/triterpenos as
placas foram reveladas com reativo de Liebermann-
-Bouchard (anidrido acético/acido sulftrico), segui-
da de aquecimento em estufa a 110°C (JORK et al.,
1990).

Resultados e discussao

A andlise qualitativa da atividade anticoli-
nesterasica realizada por método bioautografico re-
velou que todos os extratos avaliados apresentaram
resultados positivos ao teste. O efeito inibitdrio de
componentes dos extratos dos frutos verdes e madu-
ros sobre a atividade da enzima AChE foi detectado
apos o desenvolvimento de halos brancos (auséncia
de atividade enzimatica) nas regides onde continham
0s compostos, indicando que ambos extratos possui-
am algum grau de atividade anticolinesterasica.

O MPFV mostrou quatro regides de inibi¢ao
no ensaio bioautografico, sugerindo a presenca de
pelo menos quatro componentes inibidores da enzi-
ma AChE, cujos fatores de retencao (Rf) nas condi-
¢oes cromatograficas assumidas no presente experi-
mento foram Rf(A) = 0,76, R, (B) = 0,70, R, ©) =
0,42 ¢ R f (D) = 0,0, conforme apresentado na Tabela
1. Da mesma forma, na avaliacdo do MPFM também
revelaram quatro regides de inibicdo no ensaio bio-
autografico. Nas mesmas condi¢des experimentais
se verificou que os fatores de retencdo eram iguais
aqueles observados para o extrato anterior. Estes re-
sultados sugerem que os componentes inibidores da
enzima acetilcolinesterase presentes nos frutos de M.
pungens sejam os mesmos ¢ independem do estagio
de maturacdo dos mesmos. As concentragdes de al-
guns dos componentes ativos do extrato podem va-
riar com relagdo ao desenvolvimento ontogénico da
planta, por isso, interferindo também no padrdo de
atividade observado.
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Tabela 1: Quantidade inibitoria da enzima acetilcolinesterase na presenga dos extratos brutos frutos verdes
(MPFV) e frutos maduros (MPFM) apds separagdo por bioautografia.
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Na metodologia proposta por Marston, Kis-
sing; Hostettman (2002), um grande volume de enzi-
ma ¢ utilizado (6,7 U/mL), onerando bastante o teste
de inibi¢do. Por isso, optou-se pela modificacao pro-
posta por Yang et al. (2009), cujo teste foi dimensio-
nado para ser realizado em menor escala (1,0 U/mL),
o qual, além de diminuir a quantidade de enzimas em
85%, também aumentou consideravelmente os limi-
tes de deteccdo do método.

Por isso, no presente trabalho, para descobrir
a quantidade minima necessaria para cada extrato em
demonstrar inibicao de AChE, diferentes quantidades
de cada extrato foram aplicadas nas cromatoplacas.
O método bioautografico além de estimar o nimero
de metabdlitos secundarios capazes de inibir a enzi-
ma acetilcolinesterase, conseguiu estimar a quanti-
dade inibitéria minima do extrato para cada um dos
componentes. Embora a quantificacdo proposta nao
seja pontual para cada metabolito inibidor, uma vez
que a quantidade de extrato usada nao corresponda
exatamente a quantidade de apenas um inibidor, mas
ao conjunto de substancias do extrato avaliado, a in-
formagao obtida pode ser relevante e servir para nor-
tear trabalhos futuros. Na Tabela 1 sdo apresentados
os resultados quantitativos resultantes da inibigao de
AChE frente aos componentes dos extratos dos fru-
tos verdes e maduros de M. pungens.

Considerando que as concentragdes dos ex-
tratos em que houve inibigdo da enzima acetilcoli-
nesterase (25 - 600ug) e que os componentes pre-
sentes se encontram em quantidades inferiores ao
do extrato total, pode-se dizer que os componentes
ativos exibiram atividade inibidora forte, principal-
mente o(s) componente(s) ativo(s) mais polar(es)
(R, = 0,0). Ainda, os dados obtidos, mostram que a
substancia A, pode estar em menor concentragao nos
frutos maduros, explicando assim a auséncia de ativi-
dade quando o extrato MPFM foi aplicado nas quan-
tidades de 150 e 100pg.
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A aplicagdo da CCD empregando revela-
dores para a caracterizacdo de grupos fitoquimicos
mostrou que as substancias ativas detectadas pelo
método com solucdo de Fast Blue B, podem tratar-
-se de terpenos. A revelagdo com solu¢dao de vani-
lina sulfirica mostrou que as substancias com Rf =
0,70 e 0,30 com coloragdo purpura, podem se tratar
de monoterpenos (JORK et al., 1990). Com relacao
a analise com outros reveladores, ndo foi encontrado
correlagdo das substancias com atividade anticoli-
nesterasica com coloragdo padrao de flavonoides ou
esteroides/triterpenos.

Embora a identidade das substancias ativas
ainda permanec¢a desconhecida, estes resultados sdo
significativos, uma vez que se conhece pouco sobre
a atividade anticolinesterasica de plantas da familia
Myrtaceae. Gupta; Gupta (1997) observaram esta ati-
vidade em extratos das folhas de duas espécies desta
familia: Callistemon lanceolatus e Psidium guajava
(goiabeira). Estudo com o extrato bruto das cascas de
jambolao (Syzygium jambolana) relatou que compo-
nentes quimicos presentes nas cascas desta espécie
mostraram efeitos inibitorios sobre a atividade da
AChE no cerebelo e cortex cerebral de ratos, agin-
do nos receptores colinérgicos, sugerindo assim uma
alteragdo no sistema nervoso central dos animais
testados (MAZZANTI et al., 2004). Recentemente,
Souza et al. (2010) relataram que os 6leos essenciais
de duas espécies nativas da Mata Atlantica, Myrceu-
genia myrcioides € Eugenia riedeliana, apresentaram
atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase, a
qual foi mais acentuada para a E. riedeliana. Souza
et al. (2009), avaliando o efeito de 6leos essenciais de
Marlierea racemosa (Myrtaceae) atribuiram o efeito
possivelmente a monoterpenos, compostos majorita-
rios encontrados na espécie coletadas em diferentes
regides do litoral do estado de Sao Paulo.

Mais de 25 diferentes monoterpenos ja foram
identificados como inibidores de acetilcolinesterase
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(BARBOSA-FILHO et al., 2006). Trabalhos pré-
vios relatam que monoterpenos como (-)-carvona;
(-)-mentona; (-)-mentol; p-cimeno; a e y-terpinenos;
entre outros, se mostraram eficientes na inibi¢ao de
acetilcolinesterase (MIYAZAWA; WATANABE;
KAMEOKA, 1997). De acordo com Savelev et al.
(2003), foi demonstrado experimentalmente siner-
gismo entre cineol, a-pineno e 6xido de cariofileno.

Monoterpenos hidrocarbonados apresenta-
ram maior inibi¢do da enzima acetilcolinesterase
do que alcodis e cetonas. A presenca de um grupo
funcional oxigenado diminui a inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase. A posi¢ao da dupla ligagdo tam-
bém influencia o efeito inibitdrio. Assim, o a-pineno,
apresentou maior potencial de inibi¢do, quando com-
parado com o B-pineno, que apresenta dupla liga-
¢do exociclica. Para os compostos (+)-6-2-careno e
(+)-0-3-careno, a posi¢do da dupla ligagao foi rela-
cionada com a poténcia de inibicdo enzimatica, sen-
do o segundo mais ativo do que o primeiro (MIYA-
ZAWA; WATANABE; KAMEOKA, 1997).

Desta forma, os resultados obtidos no pre-
sente trabalho corroboram a afirmativa de que exem-
plares da familia Myrtaceae podem ser fontes de
compostos anticolinesterasicos. No entanto, investi-
gagOes para isolamento e elucidacdo estrutural dos
compostos inibidores da enzima acetilcolinesterase
sdo necessarias para um estudo mais profundo, sobre
a eficacia destas substancias bioativas. A identifica-
¢do das moléculas ativas inibidores da acetilcolines-
terase pode ser bastante importante, na compreensao
dos mecanismos envolvidos na inibi¢do enzimatica,
e consequentemente na terapéutica de doengas neu-
rodegenerativas.

Conclusoes

De acordo com o presente estudo, a espécie
Myrcianthes pungens apresenta componentes quimi-
cos com capacidade inibitéria da enzima AChE, indi-
ferente do estagio de maturagdo. Além disso, algumas
substincias presentes nos extratos foram ativas mes-
mo em concentragdes baixas, levando a concluir que
se tratem de substancias com capacidade inibitoria
promissora. Dos compostos ativos, dois pertencem
a classe dos terpenos, corroborando com resultados
de outros trabalhos de atividade anticolinesterasica
com plantas da familia Myrtaceae e relacionados a
terpenoides.

De um modo geral, estes resultados sdo inte-
ressantes, pois contribuem com o leque de atividades
das plantas desta familia e abrem perspectivas para
futuros estudos sobre a identificagdo da composi¢ao
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quimica dos metabdlitos bioativos desta espécie.
Este trabalho apresenta o primeiro relato de atividade
anticolinesterase em espécies do género Myrcianthes
(Myrtaceae).
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