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Resumo: Introducdo: Os inibidores da acetilcolinesterase sao alvos terapéuticos no
combate a doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer. Devido a isso, tem-se
intensificado a busca por novos produtos provenientes de plantas, que possam oferecer
resultados efetivos com menores riscos aos pacientes. Objetivo: Identificar as principais
classes de metabdlitos secundarios e avaliar o potencial de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase pelo extrato etandlico das cascas de Auxemma glazioviana.
Metodologia: A prospeccao quimica foi realizada através de reacfes qualitativas de
coloragdo e precipitagdo. O bioensaio de acetilcolinesterase foi feito pelo método de
Ellman através da micro-diluicdo do substrato e a enzima. Resultados: O extrato
etandlico forneceu rendimento de 5,2 %. H& uma predominancia de metabdlitos
secundarios da classe dos flavonoides. No bioensaio de inibicdo da acetilcolinesterase
0 extrato obteve ICso de 25,43 = 0,16 pg/mL. Conclusdo: Com base nos resultados
obtidos, pode-se concluir que o extrato de A. glazioviana possui importantes metabdlitos
secundarios e moderado potencial de inibigcdo da acetilcolinesterase.
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1. Introducéao

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas no sistema
nervoso. Esse processo € de fundamental importancia para o funcionamento de
inameras funcdes fisiolégicas humanas (Aradjo, Santos e Gonsalves 2016).
Algumas doencas neurodegenerativas como Alzheimer estdo relacionadas a
degeneragcdo do sistema colinérgico, devido principalmente a diminuicdo dos
niveis plasmaticos de acetilcolina (Vinutha et al., 2007).

Estudos indicam que os inibidores da AchE séo os alvos terapéuticos mais
vidveis no tratamento/prevencao dessas enfermidades (Forlenza, 2005). Alguns
medicamentos sintéticos utilizados no tratamento dessas doencas apresentam
diversos efeitos colaterais danosos a saude humana, como hepatotéxico e
problemas gastrintestinais. Devido a isso, tem-se intensificado a busca por
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principios ativos provenientes de plantas capazes de inibir a AchE de forma
segura e menos agressiva no organismo humano (Mota et al., 2012).

A espécie Auxemma glazioviana Taub (Boraginaceae), conhecida
popularmente como pau branco, é aplicada na medicina tradicional no
tratamento de feridas. Suas cascas sao ricas em alantoina e possuem carater
adstringente (Costa et al., 2005). Além disso, existem relatos de acdes
farmacoldgicas cientificamente comprovadas, como cicatrizante, anti-
inflamatéria e regeneradora de tecidos necrosados (Pessoa e Lemos 1997).

Diante da importancia dos inibidores de AchE e caréncia de trabalhos
relatados na literatura, o presente estudo tem o objetivo de averiguar as
principais classes de metabdlitos secundarios e avaliar a capacidade inibitéria in
vitro da AchE do extrato etandlico de A. glazioviana.

2. Objetivo

Identificar as principais classes de metabdlitos secundarios e avaliar a
capacidade inibitoria da enzima acetilcolinesterase do extrato etandlico de A.
glazioviana.

3. Metodologia
3.1 Coleta e preparo da amostra

O material vegetal foi coletado em Agosto de 2017, no municipio de Barro
— CE. O cerne do caule (300g) foi triturado e submetido ao processo de
maceracdo a frio, em hexano por 72, seguida de destilacdo em evaporador
rotativo sob pressédo reduzida (15 mmHg), a 50°C, gerando 109 mg de extrato
bruto 0,36 %. ApoOs a secagem do material vegetal o mesmo procedimento a frio
foi utilizado em etanol para a obtencéo do extrato etandlico do cerne do caule de
Auxemma glazioviana (EECCAG) tendo um produto de (15,67g) e um
rendimento de 5,2 %.

3.2 Prospeccdao quimica

Para a determinacédo das classes de metabdlitos secundarios o EECCAG
foi submetido a identificacdo das classes de fendis e taninos (reacdo com cloreto
férrico), flavonoides, (teste de variacdo de pH, com hidroxido de sddio e acido
cloridrico) e alcaloides (reacao com Dragendorff) (Matos, 2009).

3.3 Bioensaio da inibicdo da acetilcolinesterase

O ensaio de inibicdo da atividade da acetilcolinesterase foi determinado
pelo método descrito por Ellman et al., (1961). Foram adicionadas em placas de
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96 pocos as seguintes solucdes: 25uL lodeto de acetilcolina (15 mM), 125 uL
5,5ditiobis-[2-nitrobenzoico] na solu¢ao de Tris/HCI (50 nM, pH= 8, com 0,1 M de
NaCl e 0,02 M de MgCl2 6H20 (reagente de Ellman), 50 pL da solucdo de
Tris/lHCI contendo albumina sérica bovina, 25 pL do EECCAG numa
concentracgéo final de 2 mg.mL1. A absorbancia foi aferida durante 30 segundos
a 405 nm, em seguida foi adicionado 25 pL da enzima acetilcolinesterase e a
absorbancia lida a cada minuto durante 25 minutos. Foram extintos valores de
absorbancias referentes ao EECCAG, sendo a porcentagem de inibicdo da
acetilcolinesterase calculada através da comparacéo das velocidades de reacéo
(hidrolise do substrato) das amostras em relacdo ao branco. O padréo utilizado
como controle foi a fisostigmina e os testes foram realizados em triplicata.

3.4 Analise estatistica

Apoés normalizacdo dos dados foi realizado teste de curva de regresséo
nédo linear pelo programa estatistico GraphPad Prism v5.01. Com os valores ICso
das médias foi realizado o teste de variancia com comparacao multipla entre
pares pelo teste de Tukey, considerando significativos valores de P < 0.05.

4. Resultados

4.1 Prospecc¢dao quimica

Em relagdo a analise quimica, foram identificados importantes metabdlitos
secundarios pertencentes a classe dos flavonoides, como flavonas, flavonais e
xantonas (Tabela 1).

Tabela 1: Prospeccado quimica do EECCAG

Classe de metabolitos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

EECCAG - - -+ o+ + o+ + o+ o+ -

1: Fendis; 2: Taninos condensados; 3: Taninos pirogalicos; 4: antocianinas e
antocianidinas; 5: Flavonas, flavondéis e xantona; 6: flavononadis; 7: flavononas;
8: chalconas e auronas; 9: leucoantocianidinas; 10: catequinas; 11 alcaloides.
(+) presente e (-) ausente.

Segundo Dresler, Szymczak e Wojcik (2017) as espécies da familia
Boraginaceae apresentam uma grande variedade de compostos fendlicos, como
flavondides. A espécie A. glazioviana destaca-se pela presenca de
sesquiterpenos e quinonas terpenoidicas (Silva, 2017). Tais compostos séo
reconhecidos por serem bioativos com potencial antiinflamatoério, hepatoprotetor,
analgésico, antimicrobiano e antifangico (Oza e Kulkarni, 2017).
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4.2 Bioensaio acetilcolinesterase

Com base nos resultados obtidos, 0 EECCAG apresentou ICso de 25,43
+ 0,16 pg/mL, demonstrando uma moderada inibicdo da AchE quando
comparado ao controle positivo fisostigmina com ICso de 1,15 = 0,05 pg/mL,
como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: ICso dos resultados do controle positivo e do EECCAG.

Amostra ICs0 (Mg/mL)
Fisostigmina (controle +) 1,15 £ 0,05
EECCAG 25,43+ 0,16

Resultados semelhantes foram relatados por Trevisan et al., (2003) em
uma concentracdo de 2,5 mg/mL o extrato de A. glazioviana apresentou um
moderado potencial de inibicdo da enzima AchE com porcentagem de 43 %.
Segundo Pietta (2000) os metabdlitos secundarios encontrados em A.
glazioviana possuem propriedades antitumoral, anticarcinogénica, anti-
inflamatoria. Além disso, devido a baixa toxicidade, esses compostos séo
promissores para o desenvolvimento de medicamentos direcionados ao
tratamento do mal de Alzheimer (Silva et al., 2019).

5. Conclusao

Os resultados obtidos com o EECCAG mostraram a presenca de
importantes metabdlitos secundarios da classe dos flavondides e um moderado
potencial de inibicdo da AchE. Dessa forma, a pesquisa busca servir como ponto
de partida para o desenvolvimento de novos estudos com o intuito de produzir
farmacos no tratamento de doencas neurodegenerativas derivados de produtos
naturais.
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