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Resumo

Nos ultimos séculos perdeu-se o interesse por uso de plantas medicinais nos paises
desenvolvidos, devido a evolucdo da sintese quimica de farmacos. Ressurgiu
recentemente este uso para desenvolvimento de novos farmacos de patologias com
multiplos mecanismos fisiopatolégicos associados devido as actividades simultaneas
dos extractos.

Dos potenciais usos medicinais explorou-se a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)
para problemas gastrointestinais e para terapéutica da doenca de Alzheimer com

menos efeitos secundarios, e menor toxicidade associada.

Realizou-se um estudo de actividades antioxidante e inibitéria de AChE onde as duas
espécies estudadas de plantas tiveram actividade. A decoc¢do de A. cherimola
apresentou capacidade de actividade mais elevada de inibir Ache com um ICsy de
0,627+0,028 mg/mL e antioxidante com um ECs, de 15,435+0,184 mg/mL. Nenhum
dos extractos perdeu actividade com o metabolismo in vitro gastrico e pancreatico.

Na biodisponibilidade verificou-se que a maior parte dos compostos permeia até
determinada extensdo a monocamada de células Caco-2 com excepcédo do glucdsido
da quercetina. A via de transporte predominante dos compostos estudados parece ser

difusdo paracelular passiva.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase; extractos aquosos; antioxidante; cha;
metabolismo in vitro; biodisponibilidade; Caco-2; Alzheimer; Fraxinus angustifolia;

Annona cherimola;



Abstract

In the last centuries the use of medicinal plants in the developed countries was lost due
to the progress of drug chemical synthesis. It surfaced recently because of research
and development of new drugs for diseases with multiple causes, since plant extracts
seem to have simultaneous actions.

From the potential medicinal uses, the inhibition of AChE was explored to treat
gastrointestinal problems and for Alzheimer's disease with less side effects and
toxicity.

A study of the inhibition of AChE and antioxidant activity was made, where the two
species of plants showed activity. The highest activity in AChE inhibition was from A.
cherimola decoction with an ICs, of 0,627+0,028 mg/mL and antioxidant activity with an
ECso of 15,435+0,184 mg/mL. None of the extracts lost activity after gastric and

pancreatic in vitro metabolism.

In the bioavailability, most of the compounds pass through to a certain extent the
Caco-2 cell monolayer with the exception of the quercetin glucoside. The dominant
transport pathway for the studied compounds appears to be paracellular passive
diffusion.

Keywords: Acetylcholinesterase; aqueous extracts, antioxidant, tea, in vitro
metabolism, bioavailability, Caco-2; Alzheimer; Fraxinus angustifolia; Annona

cherimola;



Abreviaturas e siglas

AB
ACh
AChE
AChl
BHA
BHI
BHT
BuChE

ECso

D. A.
DMEM
DMSO
DPPH
DTNB
FBS
HBSS
HCI
HEPES

HPLC-DAD

ICs0

MgCl,.6H,0
MTT

NaCl

NaOH

Papp

PBS
Pen-Strep
ROS

TFA

Tr

Proteina B-amil6ide (Amyloid B-protein)

Acetilcolina

Acetilcolinesterase

lodeto de acetiltiocolina

Butil-hidroxianisol

Do inglés Brain Heart Infusion

Hidroxitolueno butilado ( Butylated hydroxytoluene)
Butirilcolinesterase

Concentracao eficiente (Eficient concentration) correspondente a 50% de
extin¢éo do radical

Doenca de Alzheimer

Do inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimetilsulféxido

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (2,2-diphenylpicrylhydrazyl)
5,5-Ditiobis[2-acido nitrobenzdico]

Soro fetal bovino (Fetum bovine serum)

Do inglés Hank’s Balanced Salt Solution

Acido cloridrico

Acido 4-2(hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfénico
Cromatografia liquida de alta resolucao (High Precision Liquid
Chromatography-Diod Array Detector)

Concentracao inibitéria (Inhibitory concentration) correspondente a 50%
de inibicdo

Cloreto de magnésio hexahidratado

Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-1-il]-2,5-difenil-tetrazélio
Cloreto de sodio

Hidroxido de sodio

Coeficiente de permeabilidade aparente

Tampao de sais de fosfatos (do inglés Phosphates buffer solution)
Penicilina e estreptomicina (Penycilin and streptomycin)
Espécies reactivas de oxigénio (Reactive oxygen species)
Acido trifluoracético

Tempo de retencéo
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1 Introducéo — Utilizacdo de plantas para fins medicinais

Desde o inicio dos tempos que existem registos de Homens a utilizarem produtos
naturais (plantas, animais e minerais) para fins medicinais. A utilizacdo de plantas
comecou de modo empirico e gradualmente através da experimentacdo as plantas de
maior interesse foram sendo selecionadas e esse conhecimento foi sendo transmitido
de geragédo em geracao. Inicialmente a transmissao era feita de modo oral, mais tarde
de modo escrito. [1]

Os primeiros documentos escritos consideram-se as placas de barro onde se
encontram copiados em caracteres cuneiformes documentos sumérios e babil6nicos,
preservados no British Museum, datados de cerca de 3000 anos antes da era crista.
Outro documento relevante é o papiro de “Ebers”, decifrado em 1873 que inicia
declarando “Aqui comega o livro relativo a preparacdo dos remédios para todas as
partes do corpo humano”, sendo este o primeiro tratado médico egipcio conhecido
descrevendo a utilizacdo de sene, zimbro, funcho e ricinio. Demonstra um profundo

conhecimento plantas medicinais e téxicas.[2]

Galeno, médico da corte do Imperador romano Marco Aurélio deixou um legado de
formas farmacéuticas precursoras de muitas ainda utilizadas hoje em dia. Dioscorides
escreve “De Materia Medica” em 54 e 68 DC, descrevendo os usos e ilustrando cerca
de 600 plantas. Em 1563 Garcia de Orta imprime em Goa a sua obra onde enuncia
farmacos até ai nunca descritos como a Rauwolphia serpentina, que s6 no séc. XX &

gue passa a ser utilizada para extrac¢do do alcaloide reserpina.[1]

No séc. XIX iniciou-se o isolamento e compostos com actividade farmacoldgica e
sintese quimica para obtencdo de novas moléculas, desde modo o interesse no uso
medicinal de plantas diminuiu muito nos paises ocidentais, enquanto nos em

desenvolvimento continuou a ter um grande peso.[1]

Por volta dos anos 60 surge um reavivado interesse em plantas medicinais, que para
além do uso classico de infusbes, cozimentos e tinturas, surgem novos farmacos
vegetais em formas farmacéuticas mais elaboradas como comprimidos, cpsulas e
nebulizados. Este fendmeno verifica-se devido ao aumento da informag¢éo sobre os
compostos activos, farmacologia e maior nimero de ensaios clinicos, tal como novas
formas de administracdo e formas farmacéuticas. Para tal acontecer foi necessario
uma garantia de controlo de qualidade e métodos analiticos para estes produtos a
base de plantas e a actualizagdo das Farmacopeias que até entdo eram as fontes

mais utilizadas de plantas para uso medicinal. O aumento de investigacdo nesta area
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e 0 aparecimento de publicacdes especializadas com rigor cientifico e qualidade
também foram grandes contributos para o desenvolvimento e regresso do uso de

plantas medicinais.[1]

Quando os actuais métodos de isolamento identificam e evidenciam as accdes
farmacoldgicas dos compostos das plantas € possivel correlacionar um extracto com a
sua actividade bioldgica. A industria farmacéutica tem utilizado este conhecimento
para obter um composto de uma planta ja utilizada numa determinada terapéutica,
como por exemplo no caso da dedaleira a partir da qual foi possivel extrair a digoxina
(cardiotonico) e formular um novo medicamento. No entanto a planta medicinal devido
a complexidade de compostos presentes (nem todos biologicamente activos) podem
apresentar compostos que influenciam a accdo de outros, podendo evitar oxidagéo ou
hidrélise dos biologicamente activos. Também podem influenciar na absorcdo, em
sistemas enzimaticos ou até mesmo facilitar a passagem através de membranas, por
estes motivos considera-se que 0 extracto de uma dada planta possa conter uma

maior actividade do que o composto activo isolado. [1]

Como escrito em Rodrigues (2011) “Apesar do grande numero de espécies vegetais
existentes no planeta, a maioria é desconhecida sob o ponto de vista cientifico, sendo
gue entre 250-500 mil espécies vegetais, somente cerca de 5% tém sido estudadas
fitoquimicamente (...)”, como tal a etnofarmacologia pode ter um papel relevante. E um
campo de investigacdo interdisciplinar que contempla a observacao, identificacao,
descricdo e investigacdo experimental dos ingredientes e efeitos destes de drogas
indigenas, é de elevada importancia no estudo da medicina tradicional, sendo uma
exploracdo cientifica interdisciplinar de agentes biologicamente activos

tradicionalmente utilizados ou observados pelo Homem.[3]

A medicina tradicional caracteriza-se pela soma do conhecimento e pratica baseada
na teoria, crencas e experiéncias caracteristicas de diferentes culturas, que sé&o
utilizadas para manter saude tal como para prevenir, diagnosticar melhorar ou tratar
doencas fisicas ou mentais. Ja& medicamentos & base de plantas incluem desde
plantas, partes destas, preparacdes de plantas tal como produtos naturais que
contenham material vegetal como ingrediente activo. Em alguns paises Asiaticos e
Africanos, cerca de 80% da populacdo ainda depende deste tipo de medicina e
preparacfes como cuidado de saude primario e os medicamentos a base de plantas
sdo a forma mais lucrativa da medicina tradicional (quer em paises desenvolvidos

como em vias de desenvolvimento) gerando bilhdes de dolares de lucro. [4]
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Para além do uso tradicional de séculos de existéncia € de enorme importancia
estudar os mecanismos de acc¢éo e seguranca das plantas medicinais, pois podem ser
de vital importancia em doencgas cujas moléculas quimicas ja ndo conseguem manter
uma terapéutica eficaz, como no caso dos antibidticos. Saber o que uma chavena de
cha contém hoje é possivel, garantir que € seguro e que até pode melhorar a
qualidade de vida.
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2 Objectivos

Rever a utilizacdo de extractos de plantas pela sua actividade inibitoria de
colinesterases e actividade antioxidante. Também foi pesquisada a informacéo
existente sobre a composicdo e as utilizagbes tradicionais de extractos aquosos de
Fraxinus angustifolia e Annona cherimola, para determinar os seus potenciais como

inibidores da actividade enzimatica da acetilcolinesterase e actividade antioxidante.

Determinar experimentalmente as actividade inibitéria da acetilcolinesterase e
antioxidante de extractos aquosos de F. angustifolia e A. cherimola, preparados como
infusbes e decocc¢des. Quantificar as alteragfes destas actividades quando sujeitos a
digestéo in vitro por suco gastrico e suco pancreatico, e analisar a biodisponibilidade

dos compostos dos extractos;
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3 Revisao bibliogréafica

3.1 Sistema colinérgico
O sistema colinérgico carateriza-se pela presenca de varias enzimas e dos
neurotransmissores butirilcolina e acetilcolina (ACh), a ultima € sintetizada a partir de
acetil-coA e colina pela colina acetiltransferase (ChAT). A colina presente no sistema
nervoso central (SNC) foi transportada pela circulacdo sanguinea apés os precursores
(glicerofosfocolina, fosforilcolina e a fosfatidilcolina) a terem originado. [5] Para além
desta fonte de colina é possivel a recaptacdo apos a libertagéo e degradacédo de ACh,
que apoés sintese € armazenada em vesiculas singpticas no interior do neurénio pré-
sinaptico. O ciclo de vida da ACh inicia-se com o aumento da sua concentracdo na
vesicula, libertacdo do contetdo desta por exocitose para a fenda sinaptica e ligacédo
desta com os seus receptores colinérgicos, presentes em ambas as membranas (pré e
pos-sinaptica). Apos efectuar a ligacdo e desencadear o seu efeito, é hidrolisada na
fenda sinaptica pela acetilcolinesterase (AChE) em colina e acetato, a colina recaptada

e inicia-se um novo ciclo.[5, 6]

No sistema colinérgico existem dois tipos de colinesterases: as enzimas com elevada
afinidade para a ACh; e as enzimas com elevada afinidade para a butirilcolina. As
primeiras encontram-se em todas as sinapses colinérgicas e ligadas a membrana
neuronal (AChE), ja as segundas ou butirilcolinesterases (BChE) estdo presentes em
todos os tecidos, no entanto a AChE apresenta maior eficiéncia catalitica que se deve

as suas diferentes isoformas (globulares ou assimétricas).[6]

Os efeitos desencadeados pela ACh foram classificados em 1914 por Dale em efeitos
muscarinicos e nicotinicos, de acordo com as ligacGes que os subtipos de receptores
colinérgicos eram capazes de efectuar (com nicotina e muscarina) com elevada
afinidade. [6] Os receptores colinérgicos nicotinicos intervém em diversos processos
como no desenvolvimento neuronal, o processo de aprendizagem e memoria; ja 0s
receptores colinérgicos muscarinicos quando activados no sistema nervoso periférico
(SNP) induzem o relaxamento dos vasos sanguineos, diminuicdo da frequéncia e forca
cardiaca e constricdo das vias respiratorias; no sistema nervoso central (SNC) estdo
envolvidos também em func¢des cognitivas (memoria; atencdo; aprendizagem), em

respostas emocionais, na modulag¢éo do sono e estado de vigilia.[6]

3.1.1 Sistema colinérgico e tracto gastrointestinal

O sistema digestivo caracteriza-se pela sua capacidade de autorregulagdo através de

hormonas produzidas e neurotransmissores do sistema nervoso vegetativo (simpatico



Catarina Ferreira - Actividades inibitéria de colinesterases e antioxidante de extractos de plantas utilizadas como chas

ou parassimpatico). Portanto estas hormonas e neurotransmissores estado sempre em
continua interaccao, estimulando ou inibindo as fun¢des digestivas: fungcéo hepética,
pancreética ou regulacdo da motilidade. O sistema nervoso vegetativo tem elevada
importancia no normal funcionamento do aparelho digestivo, como tal o efeito de
algumas plantas (nocivo ou benéfico) directamente ou indirectamente sobre o sistema
nervoso vegetativo pode alterar o bom funcionamento do sistema digestivo.[2]

O sistema colinérgico tem um papel fundamental na homeostase entérica, sendo a
ACh através do sistema nervoso parassimpatico, um dos reguladores biol6gicos de
transporte i6nico intestinal. Para além da AChE, existe nos mamiferos uma segunda
enzima colinérgica ja referida, a butitilcolinesterase que ndo é especifica, mas é
abundante no intestino contribuindo também para a degradacdo da ACh. Apesar do
sistema nervoso entérico ser secundario no tracto Gl, quando existe estimulo
colinérgico de nervos extrinsecos que projectam fibras para o intestino passa a haver
um controlo dos acontecimentos fisiol6gicos a decorrer no intestino. Para além desta
estimulacdo nervosa a ACh é um importante regulador do fluxo de ides, que

condiciona a direccionalidade dos movimentos de agua no intestino.[5]

Os inibidores de AChE como estimulam a motilidade gastrointestinal podem ser
utilizados na terapéutica de problemas associados a uma motilidade gastrointestinal

inadequada como procinéticos. [7].

3.1.2 Sistema colinérgico e doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (D. A.) caracteriza-se por uma doenc¢a neurodegenerativa
progressiva com modificagbes neuroquimicas em varias vias bioquimicas como no
sistema colinérgico observadas, indicando uma disfuncdo colinérgica nestes doentes
relacionada com as alteracdes de aprendizagem, memoria e processos cognitivos

caracteristicos desta doenca.[6, 8]

A terapéutica utilizada nesta doenca com mais sucesso tem sido a “hipotese
colinérgica”. [8] Farmacologicamente os inibidores da AChE como o donepezilo e a
tacrina, inibem a AChE e aumentam a concentracdo de ACh na fenda sinaptica. Um
antagonista nao competitivo do receptor glutaminérgico tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), a memantina é utilizada desde o estado moderado a grave da doenca.
Apesar de a tacrina melhorar para além da cogni¢édo, apatia, ansiedade e disturbios
mentais € hepatotOxica e € necessario monitorizar a funcdo hepética para realizar
ajustes de dose, enquanto o donepezilo tem menos efeitos secundarios. No entanto os
efeitos secundarios destes farmacos englobam desde nauseas, vomitos e diarreias a

bradicardia e tonturas, para além de terem como contra indicado doenca ulcerosa
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péptica, alcoolismo e doenca pulmonar obstructiva cronica (DPOC). Estes farmacos
acabam por so estabilizar o estado do doente por um curto periodo de tempo.[6].

Devido a probleméatica da terapéutica actual existe uma procura de novas moléculas
em plantas medicinais com actividade biologica neste sistema. Como tal as plantas
utilizadas tradicionalmente como potenciadores de memoaria e inibidores de AChE tém
potencial para desenvolver terapias sem a toxicidade associada a compostos
sintetizados quimicamente.[8]

A D. A. esta também associada a um processo inflamatério que é desencadeado pela
presenca de proteinas 3-amildide (AB), que liberta radicais livres de oxigénio (ROS) e
outros compostos, capazes de actuar como mensageiro secundario na inflamacao e
danificar constituintes celulares. A utilizacdo de antioxidantes pode atenuar as vias de
inflamacéo (captando ROS) sendo util no tratamento da D. A.. [8]

Como referido anteriormente o renovado interesse em plantas medicinais (pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos) para estas patologias com mdltiplos mecanismos
fisiopatologicos, prende-se para além de uma redugdo dos efeitos adversos, nas

actividades simultaneas demonstradas pelos extractos.[9]

3.1.3 Inibidores de acetilcolinesterase em extractos de plantas

Uma grande variedade de plantas tem apresentado actividade inibidora reversivel de
AChE e podendo ser relevantes para o tratamento de doencas neurodegenerativas,
como Bacopa monniera e Ginkgo biloba que sdo estimulantes cognitivos bem

conhecidos na medicina tradicional indiana e chinesa.[10]

A Salvia é das plantas mais investigadas para o tratamento de deméncia, tem um dos
géneros mais humerosos da familia Lamiaceae e cresce em varias partes do mundo,

para além da actividade inibitéria da AChE, tem actividade nicotinica.[10]

O alcaloide huperzina A é um potente inibidor reversivel utilizado na China para
tratamento de miastenia gravis e D. A., este alcaloide provém de um musgo (Huperzia
serrata) que era utilizado para tratar hematuria, contusfes, entorses e num estudo
verificou-se que melhorava os processos de retencdo da memoria em ratos idosos
cognitivamente débeis. Noutro estudo duplo cego ja utilizando a huperzina A isolada,
verificou-se melhorias significativas na meméria e comportamento de pacientes de D.
A., sendo mais selectivo para AChE do que para BChE e menos toxica do que 0s

inibidores de sintese (tacrina e donepezilo).[10]
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Com a descoberta da galantamina, um alcal6ide inibidor competitivo e reversivel da
AChE, a partir dos bolbos e flores de Galanthus woronowii, a maioria dos estudos tém-
se centrado em inibidores alcal6ides como o mencionado e a fisiostigmina, sendo que
actualmente mais de 35 alcaldides foram testados e apresentaram actividade inibitoria
de AChE. Para além dos alcaldides tém-se verificado inibicdo com terpendides,
cumarinas e glicosidos, especificamente em chas (infusdo) constata-se um efeito

inibitério dramético com polifendis. [10, 11]

Como descrito em Okello et al. (2004), o cha preto e verde tém a actividade inibitéria
de AChE, sendo o cha verde o mais potente. J& o café foi o inibidor mais fraco dos trés
apresentando valores de ICs, de 0,41+0,004 mg/mL; 0,060,005 mg/mL para o cha
preto e 0,03+0,004 mg/mL para o cha verde. Para a inibicdo da BChE ambos os chas
demonstraram inibicdo dependente de concentracdo: 0,05+0,005 mg/mL e 0,050,007
mg/mL para o cha verde e preto respectivamente, quanto ao café ndo apresentou
qualquer tipo de inibicdo nesta enzima. Varios estudos demonstraram que ambos os
chas possuem propriedades antioxidantes, anticarcinogénica, neuroprotectora e
hipocolesterolémica, o estudo enunciado acrescenta a lista potencial de melhorar a
funcao colinérgica podendo ter um minorar os efeitos de deficit de ACh, como a perda

de func¢Bes cognitivas.[12] .

Para além do estudo anterior, em BiluSid et al. (2008) verificou-se o efeito inibidor de
AChE associado ao efeito antioxidante para apurar os beneficios dos efeitos em
simultaneo. Testaram infusBes aquosas (chd) de 1,36 g/L e averiguaram que polifendis
como os flavondides presentes na nogueira (Juglans regia L.), podem ser
responsaveis pela actividade anti-amiloidogénica e que a salva (Salvia officinalis L.),
perpétua (Helichrysum arenarium L.) e horteld-pimenta (Menthax piperita L.)
apresentam inibicdo AChE reduzida (27-33%). Os extractos aquosos deste estudo que
apresentaram maior inibicdo da enzima foram de nogueira e de morango (Fragariax

ananassa L.).[11]

Antes de se poder recomendar 0 uso de rotina destes compostos e extractos, é
necessario avaliar a toxicidade potencial e eficacia clinica em ensaios maiores para
obtencdo de mais dados, pois 0s existentes ndo sdo suficientes para o correcto uso

com o minimo de riscos.[10]
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3.2 Stress oxidativo e antioxidantes

Actualmente existe uma grande preocupacdo com o0 uso de antioxidantes, e a
necessidade de fazerem parte de um organismo equilibrado. Os agentes oxidantes ou
radicais livres, responsaveis pelo stress oxidativo ao nivel celular, sdo atomos de
hidrogénio com um protdo e um Unico electrdo. As espécies reactivas de oxigénio
(ROS) séo todos aqueles em que o electrao desemparelhado se encontra no oxigénio,
como no caso do superéxido (O,¢) e hidroxilo (OH¢), mas também derivados de
oxigénio nao radicais como perdxido de hidrogénio (H,O,). Para o azoto também
ocorre 0 mesmo fendmeno reagindo o oOxido nitrico (NOe¢) directamente com

determinadas moléculas.[13].

Radicais livres e outras espécies reactivas sao frequentemente gerados in vivo ou
oriundos de fonte externa e contribuem para o envelhecimento celular e doenca
corondria, através da destabilizacdo de membranas, quebra de ADN e por oxidacao
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL). A existéncia dos radicais é equilibrada por
sistemas antioxidantes de defesa, auxiliado por mecanismos de reparacdo que
implicam enzimas como a superoxido dismutase ou a catalase, também pode ser
equilibrada exogenamente pelo consumo de antioxidantes como o a-tocoferol ou
vitamina C. As lesdes causadas nos tecidos em caso de doenca ou ndo, provocam um
desequilibrio entre oxidantes/antioxidantes desencadeando stress oxidativo, que por
sua vez pode causar danos a moléculas essenciais como dependendo do grau dos
danos e moléculas afectadas pode agravar um estado patolégico ou mesmo

desenvolver-se um.[13, 14].

3.2.1 Antioxidantes no tratamento da doenca de Alzheimer

A D. A., descrita anteriormente possui varios mecanismos biol6gicos que podem
explicar a relacdo entre antioxidantes provenientes da alimentacdo e a doenca. Uma
das possibilidades é a diminuicdo de stress oxidativo no cérebro, reduzindo assim
danos causados no ADN, neurdnios e acumulacido de AB. [15] Prevenindo estes
danos as probabilidades de risco de deméncia diminuem consideravelmente. A D. A.
estd associada a risco cardiovascular e a aterosclerose, esta Ultima desencadeia-se
por processos oxidativos (lipoperoxidacdo), deste modo ao ingerir uma elevada

guantidade de antioxidantes o papel da aterosclerose na D. A. é reduzido.[15]

O foco da investigagdo em antioxidantes de plantas medicinais esté relacionado com a
extraccdo a baixo custo destes compostos, podendo substituir os de uso industrial
sintéticos como o butil-hidroxianisol (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) em que

alguns estudos evidenciam a possibilidade de propriedades cancerigenas.[14]
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Varios extractos de plantas sdo ricos em compostos polifendlicos (flavonoides) que
protegem a planta da radiacdo ultravioleta, demonstram elevados efeitos
antioxidantes, havendo ligagdo entre alguns compostos e capacidade destes captarem
radicais livres formados durante o processo inflamatério. [9, 14]
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3.3 Actividades bioldgicas de polifendis

Qualquer organismo vivo possui vias bioguimicas essenciais ao seu funcionamento,
na base destas vias estdo inUmeros constituintes quimicos, sejam estes hormonas,
transportadores ou até mesmo energia. As plantas também possuem constituintes
guimicos das vias metabolicas comuns a todas as plantas, no entanto para lidar com
desafios do seu meio ambiente, para ganhar vantagem na competicdo por nutrientes,
na defesa conta radiacdo ultravioleta e agressdo de agentes patogénicos produzem
metabolitos secundarios. [16, 17]

Os polifendéis séo constituintes do metabolismo secundario, caracterizam-se por anéis
aromaticos hidroxilados com uma cadeia lateral variavel. [18] A sua sintese pode ser
obtida por duas vias, a do acetato ou a via do xiquimato.[2]

Os fendis simples s@o o grupo de polifenéis com menor ocorréncia nas plantas com
excepcado das Eriaceas e Rosaceas que sao caracterizadas pela presenca de

derivados de hidroquinona, que tem actividade antisséptica.[2]

HO OH

Figura 3.1: Estrutura quimica de hidroquinona. Figura adaptada de
http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---H/Hydroquinone.htm a 22-10-2012;

Os acidos fendlicos sdo mais abundantes, e distinguem-se em derivados de acido
benzoico ou em derivados de &cido cindmico. Os acidos galhico e salicilico séo
derivados de acido benzoico, o acido salicilico é utilizado para estados febris, gripais e
dores articulares. [2] Os derivados de acidos cindmicos incluem &cidos como o
cumadrico, cafeico, ferrdlico e sinaptico e acidos sob a forma de ésteres e alcoois como
0 &cido clorogénico e acido rosmarinico que € utilizado como hipocolesteromiante e

recentemente como antioxidante. [17]

HO
HC OH
Chiee
HO OH

Figura 3.2: : Estrutura quimica de &cido clorogénico. Figura adaptada de
http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB2478906.htm a 22-10-2012;

11
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Figura 3.3: Estrutura quimica de acido rosmarinico. Figura adaptada de http://rosmarinicacid.com/ a 22-
10-2012;

Os flavondides sao os polifendis mais conhecidos e sao essencialmente os pigmentos
das plantas, ttm uma estrutura de dois anéis aromaticos unidos por trés carbonos.
Estes dividem-se em seis subclasses consoante a funcionalidade da sua estrutura
guimica: flavondis; flavonas; isoflavonas; flavanonas; antrocianidinas e flavanois
(proantocianidinas e catequinas). [17] A apigenina e luteolina pertencem as flavonas; a
guercetina aos flavonodis e a catequina e epicatequina aos flavandis. A ac¢ao bioldgica

dos flavondides é antioxidante, anti-inflamatéria e inibitéria de varios sistemas

enziméaticos. [2, 17]

Figura 3.4: Estrutura quimica de quercetina. Figura adaptada de
http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---Q/Quercetin.htm a 22-10-2012;

OH ©
”|| |
HO™ =g s

7 0H

Figura 3.5: Estrutura quimica de apigenina. Figura adaptada de
http://www.activebiochem.com/Product/Apigenin.html a 22-10-2012

Os isoflavonoides tém distribuicdo reduzida sendo caracteristicos da familia das
Fabaceas. As isoflavonas e cumestanos séo os de interesse terapéutico deste grupo

pela capacidade de se ligarem aos receptores estrogénicos. [2]

As antroquinonas tém compostos como as quinonas e diantronas (formadas por duas
unidades quinénicas com o seu grupo carbonilo), a importancia deste grupo deve-se

essencialmente aos sendésidos (que sdo diantronas) que tém uma accéo laxativa. [2] O

12
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uso destes compostos para problemas de obstipacdo esta generalizado, quer seja em
produto natural, quer seja em farmacos comercializados com estes compostos.

Figura 3.6: Estrutura quimica de senosido A. Figura adaptada de
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/FLUKA/68909?lang=pt&region=PT a 22-10-2012

Os polifendis possuem mais grupos de compostos que até diferem de autor para autor.
A relevancia de abordar estes grupos deve-se aos seus efeitos biolégicos de um ponto
de vista terapéutico, portanto sendo estes 0s grupos de compostos fendlicos mais
usados para fins curativos.

13
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3.4 Potencial utilizacdo de F. angustifolia e A. cherimola para fins
medicinais
F. angustifolia e A. cherimola, evidenciados nesta revisdo bibliografica, sao
considerados bons candidatos a uma andlise experimental de actividades (inibitoria de
AChE e antioxidante), devido a sua rica composicdo em compostos fendlicos,
flavonoides verificados em Atmani et al. (2008) e Jyothi et al. (2011). A presenca
destes compostos comprova que estas plantas tém um elevado potencial para estas
actividades, pois de acordo com Hernandez et al. (2010) os flavonéides para além de
serem activos para actividade antioxidante, também o s&o para inibigcdo de AChE. [14].
Recentemente Falé et al. (2012) descreveu que a inibicdo dos flavonoides para com
esta enzima, esta relacionada com a sua ligacdo a residuos de aminoéacidos no local

de ligagéo activo da enzima. [19]

O Fraxinus angustifolia pertence a familia Oleaceae, é cultivado em Portugal ao longo
de cursos de agua e vales. Surge na Europa em regibes ndo mediterranicas, em
bosques humidos, as partes utilizadas séo as folhas (foliolos) e lenho. Os compostos
activos descritos para a familia das Oleaceas sao principalmente taninos e iridoides,
mas o que distingue o género Fraxinus das restantes espécies da familia € a presenca

de cumarinas. [1, 20]

O F. angustifolia tem uso tradicional por populacdes rurais na Argélia, que utilizam a
casca pelas suas propriedades anti-inflamatorias, também utilizam esta planta com
fins digestivos e antioxidantes. [14] Desde o tempo de Hipdcrates que se utiliza folhas
e casca de F. excelsior nativo da Europa como diurético e para reumatismo [20].

Em Atmani et al. (2008) verificou-se um elevado conteddo em taninos, fendis e
flavondides, respectivamente por ordem concentracdo. JA em Kostova et al. (2006)
confirmou-se a presenca de 155 compostos diferentes, em que 78 pertenciam ao
grupo das cumarinas ou ao grupo dos secoiridéides no género Fraxinus; para o F.
angustifolia foram identificadas 8 cumarinas, 19 secoiriddides, 4 lignanos, 3

flavondides e 9 compostos fendlicos simples.[20]

A A. cherimola pertence a familia das Annonaceae e género Annona, é originaria de
regides sub-tropicais da América do sul (Equador e Peru). [21] Em Portugal esta
espécie existe nas Regides Autonomas devido as condi¢des edafoclimaticas das ilhas
(invernos suaves com auséncia de geadas), foi introduzida na Madeira em 1897 e nos
Acores nos finais do séc. XIX. A producéo da fruta desta planta na Madeira tem um

importante papel econdmico, pela producdo anual de 1000 toneladas por ano que €
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exportada. E uma arvore de porte globoso, com folha semi-caduca e com fruto em
forma de coracdo, carnudo, aroméatico com sementes negras. E cultivada em solos

ligeiros, profundos e frescos. [19, 21]

A Annona cherimola é cultivada desde os tempos do império Inca (cerca de 1200 AC)
e existem evidéncias antropolégicas que sugerem que o fruto desta planta era comum
na dieta Inca. [22] No México a A. cherimola faz parte da flora medicinal e € utilizada
para Ulceras estomacais ou duodenais, diarreia e para combater parasitas. [23] Na
Italia o fruto é utilizado na medicina tradicional como insecticida, como antimicrobiano,
para doencas intestinais e problemas de pele. Também existem registos de uso para
tratamento de problemas relacionados com o sistema nervoso, nomeadamente, como
calmante, anticonvulsivante e tranquilizante (Gltimos da medicina tradicional
mexicana). [24] Em Martinez-Vazquez et al., (2012) foi provado em modelo animal as
propriedades calmantes e anticonvulsivantes do extracto de hexano, mostrando
evidéncias através do uso tradicional e modelo animal de que 0s compostos permeiam

a barreira hemato encefalica. [23-26]

Em Jyothi et al. (2011) sdo enunciados varios estudos dos diferentes usos tradicionais
desta planta como: antiparasitario pela ingestdo de uma decoccdo de folhas e
actividade antitumoral por ser uma fonte de compostos citotoxicos como acetogeninas,
annomolina e annocherimolina (compostos isolados de sementes oriundas do Perd). A
annomolina apresenta uma citotoxicidade selectiva contra a linha celular do cancro da
préstata humano (PC-3), enquanto a annocherimolina apresenta potencial citotoxico

elevado para as linhas celulares de cancro da mama (MCF-7) e do colén (HT-29).[19]

Os compostos isolados das folhas, e caules de A. cherimola enunciados em Jyothi et

al. (2011) foram alcaléides, flavonoides, glicosidos, saponinas e taninos.

Nos usos tradicionais de acordo com as referéncias bibliograficas, o F. angustifolia é
utilizado para fins digestivos e de obstipagdo e a A. cherimola para doengas intestinais
e como calmante. Estas acgbes demonstram a capacidade dos extractos destas
plantas estarem presentes nos locais fisiolégicos do sistema colinérgico, evidenciando
mais uma vez o potencial de inibicio de AChE por parecer haver capacidade de

permear até ao SNC e sistema nervoso entérico.[1, 14, 24, 26].

A confirmacéo de algumas alegacdes do uso tradicional através de ensaios in vitro das
actividades biolégicas, demonstram a importancia de estudar estes extractos, pois
deles podem surgir compostos activos muito vantajosos para terapéutica de doencas

para as quais ja existia uso. Como exemplo de um percurso semelhante temos a
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galantamina, em que o0 composto isolado do extracto, neste momento é
comercializado para terapéutica da D. A.. [11]

Como para haver actividade biologica é necessario que 0s extractos sejam sujeitos ao
tracto Gl, permeiem as membranas da barreira intestinal e entrem em circulagéo
sanguinea mantendo-se activos, foi necesséario verificar se a metabolizacdo do
sistema digestivo ndo altera quimicamente 0s compostos ao ponto de perderem as
suas propriedades. Para simular a permeabilidade e metabolismo do epitélio intestinal
foi utilizado o modelo de monocamadas de células Caco-2, por ser um dos modelos

mais utilizados para estudos de biodisponibilidade.[27]
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4 Procedimento experimental

4.1 Materiais

4.1.1 Material veqgetal

Foram utilizadas folhas e caules secos de freixo comercializado como cha em Portugal
da marca “Diética”, adquirido por volta de Outubro de 2012. A colheita foi efectuada
em Portugal.

As folhas de anona utilizadas foram colhidas em Maio de 2012 em Ponta Delgada,

sendo estas folhas frescas de rebentos novos.

4.1.2 Reagentes

Utilizou-se para HPLC-DAD &gua para cromatografia, metanol e acido trifluoroacético
(TFA) da Merck®. Apigenina, luteina, A&cido cafeico, &acido clorogénico, &cido
rosmarinico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), AChE tipo VI-S, de enguia eléctrica,
5,5’-Ditiobis(2-acido nitrobenzéico) (DTNB), iodeto de acetiltiocolina (AChl) e tampéao
HEPES, pancreatina de pancreas de porco, brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-1-il]-2,5-
difenil-tetrazélio (MTT) e dimetilsulféxido (DMSO) e pepsina da Sigma Aldrich®

O NaCl e MgCl2.6H20 vieram da Panreac®.

O fosfato de soédio dibasico (Na:HPO4.7H20) e o fosfato de sdédio monobasico
(NaH2P04.7H20) da Merck®

O DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium); glutamina; Pen-Strep (penicilina 100
U/mL e estreptomicina 100 U/mL); tripsina; PBS (tampéo de sais fosfato); HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution) e FBS (Fetum Bovine Serum) foram adquiridos a

Lonza®.

4.1.3 Linha celular
A linha celular utilizada foi Caco-2 (ATCC#HTB-37), tratando-se de uma linha de

células epiteliais do adenocarcinoma colo-rectal. Foi cultivado em DMEM

suplementado com 10% de FBS, 100U/mL de penicilina, 100U/mL de estreptomicina e
2 mM de L-glutamina a 37°C numa atmosfera com 5% de CO,. A cada 48-72 horas o

meio de cultura foi renovado. Nos estudos foram usadas as passagens 20-30.

4.1.4 Equipamento

Para todas as operacdes essenciais utilizou-se um Heto® PowerDry 3000, para

liofilizar as amostras, uma centrifugadora Mini Spin F45-12-11 da Eppendorf®.

17



Catarina Ferreira - Actividades inibitéria de colinesterases e antioxidante de extractos de plantas utilizadas como chas

Anéalise por HPLC-DAD foi realizada num VWR-Hitachi LaChrom Elite® equipado com
uma coluna LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5um) (Merck) e software
EZChrom Elite® (Agilent Tecnologies 2007).

Para espectrofotometria usou-se um espectrofotdmetro M350 Double Beam UV-Vis
Spectrophotometer e um espectrofotometro multi-canal leitor de microplacas

Tecan®Sunrise.
4.2 Método

4.2.1 Preparacado de extractos

Para a preparacdo dos extractos efectuou-se uma decoccdo das folhas de ambas as
plantas e uma infusdo de Fraxinus angustifolia. Para a decoc¢éo colocou-se 10g de
folhas em 100 mL de agua destilada em ebulicdo durante 10 minutos. Para a infusédo
foi colocado 100 mL de agua destilada em ebulicdo sobre 10 g de folhas e ao fim de
10 minutos foi filtrada em papel de filtro Whatman 1, efectuou-se o mesmo

procedimento para a decoccao.

4.2.2 Analise dos extractos por HPLC-DAD

A andlise por HPLC-DAD foi realizada com um gradiente de eluicdo composto por

solucdo A (metanol) e solucdo B (TFA em agua MiliQ) com o seguinte método: 0
minutos: 20% A e 80% B; 20 minutos: 80% A e 20% B; 25 minutos: 80% A e 20% B;
28 minutos: 20% A e 80% B; 30 minutos: 20% A e 80% B para o extracto de A.
Cherimola. Para o extracto de F. angustifolia o0 método utilizado foi: 0 minutos: 5% A e
95% B; 20 minutos: 50% A e 50% B; 23 minutos: 70% A e 30% B; 25 minutos: 70% A
e 30% B; 28 minutos: 5% A e 95% B. Ambos os métodos utilizaram um fluxo de 1

mL/minuto, volume de injec¢do de 25 uL de solu¢des de 1 mg/mL.

4.2.3 Inibicdo AChE e actividade antioxidante

A actividade enzimética da acetilcolinesterase foi medida utilizando uma adaptacéo do
método de Ellman, descrito em Ingkaninan et al. (2003); 325 pl de solugdo tampéo
HEPES 50 mM (pH 8,0), 100 ul de amostra (extrato liofilizado diluido em agua ou
proveniente de aliquotas da digestdo enzimética) e 2,5 pl de solugdo de
acetilcolinesterase (solugdo de 0,26 U/mL) foram pipetados para uma cuvette e a
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 75 uL
de solugao AChl (0,023 mg/mL) e 475 pL de solugédo DTNB (3 mM). A absorvéncia a
405 nm foi lida durante 5 minutos em intervalos de 30 segundos, contra um branco

(em vez de possuir solugdo enzimatica esta foi substituida o mesmo volume de

18



Catarina Ferreira - Actividades inibitéria de colinesterases e antioxidante de extractos de plantas utilizadas como chas

tampdo HEPES 50 mM (pH 8,0) sendo assim calculada a velocidade inicial da
reaccgao.

Efectuou-se um ensaio de controlo da reaccdo utilizando dgua destilada em vez de
extracto, considerando-se este ensaio como tendo a actividade maxima (100%).

| (%) =100 - (Vamostra/Vcontrolo) x 100

A percentagem de inibicdo da enzima foi calculada utilizando a férmula acima em que:
| é a percentagem de inibicdo da enzima AChE; Vamesra € @ velocidade inicial da
reacgdo com extracto; Veonrolo € @ Velocidade inicial da reacgdo de controlo. Com esta

férmula calculou-se o valor de ICs, para cada planta

O ensaio foi efectuado em triplicado para cada de amostra e quando a densidade
Optica da solucédo era elevada ao ponto de nao permitir a leitura no espectrofotometro,
foi adaptado o volume da amostra (até 200 yL) e o volume final corrigido para 1 mL
ajustando o tampédo colocado no inicio e efectuando um ensaio de controlo nas

mesmas condicoes.

A actividade antioxidante dos extractos foi determinada pelo método DPPH [28], onde
foram adicionados 25 pL de extracto a 2,5 mL de solucdo metandlica de DPPH
(0,002% DPPH em metanol). Incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente
e a absorvéncia foi lida a 517nm contra um branco de metanol em vez da solucao

metanodlica de DPPH.

O ensaio de controlo efectuou-se com agua destilada no lugar do extracto e a
actividade deste ensaio representou os 100% de actividade. Os calculos foram

efectuados com a seguinte formula:

AA (%) = 100 - (Acontrolo - Aamosta) X 100

Onde AA representa a actividade antioxidante; Acontrolo € @ absorvéncia da solugéo de
DPPH e A.nosta € @ absorvéncia da amostra.

Tal como no ensaio anterior, este ensaio foi efectuado em triplicado para cada amostra
(vérias concentracBes). Para o calculo de 50% de actividade antioxidante (ECso)
recorreu-se a uma analise da regressao linear, onde se verificou a actividade

antioxidante em fung¢éo da concentragédo do extracto.
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4.2.4 Digestao gastrointestinal in vitro

4.2.4.1 Digestdo por suco gastrico artificial

O metabolismo in vitro por suco géstrico foi adaptado de Yamamoto et al. (1999).
Adicionou-se 2,5 mL de suco gastrico ao mesmo volume de extracto. Esta solucédo
ficou a incubar a 37°C durante 4 horas, onde amostras de 100 uL foram retiradas no
inicio e de hora em hora, a estas foi adicionado 900 pL de metanol gelado a fim de
parar a reaccdo. Estas amostras foram centrifugadas a 5000 G durante 5 minutos,
recolheu-se o sobrenadante e utilizou-se este para analise de HPLC-DAD, ensaios de
actividade antioxidante e inibitéria de AChE. Este procedimento foi efectuado em
triplicado e com ensaio de controlo, no qual em vez de extracto utilizou-se agua
destilada.

O suco gastrico (100 mL) consistia em 320 mg de pepsina, 200 mg de NaCl em HCI
(pPH=1,2)

4.2.4.2 Digestdo por suco pancreatico artificial

O metabolismo in vitro por suco pancreatico foi adaptado de Yamamoto et al. (1999).
Adicionou-se 2,5 mL de suco pancreatico ao mesmo volume de extracto. Esta solucao
ficou a incubar a 37°C durante 4 horas, onde amostras de 100 uL foram retiradas no
inicio e de hora em hora, a estas foi adicionado 900 pL de metanol gelado a fim de
parar a reaccdo. Estas amostras foram centrifugadas a 5000 G durante 5 minutos,
recolheu-se o sobrenadante e utilizou-se este para analise de HPLC-DAD, ensaios de
actividade antioxidante e inibitéria de AChE, tal como no metabolismo gastrico. O
ensaio foi executado em triplicado e no controlo substituiu-se o extracto por igual

volume de agua destilada.

O suco pancreético consistia em 250 mg de pancreatina em 10 mL de tampéo sodio-
fosfato 50 mM a pH=8,0

Para ambos os metabolismos foram retiradas simultaneamente aliquotas de 200 L,
centrifugadas nas mesmas condicdes e o sobrenadante utilizado para actividade
inibitéria da AChE e antioxidante com ensaios de controlo. Os ensaios foram
efectuados em triplicado e com concentragfes correspondestes a 50% de actividade

para cada um dos ensaios e plantas.
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425 Estudo de biodisponibilidade e de permeacdo da barreira intestinal

Para os ensaios de transporte e metabolismo as células Caco-2 foram semeadas em
placas transwell numa densidade de 2-4x10” células/cm?® em 12 pocos de transwell

com 10,5mm de didmetro e 0,4 ym de tamanho de poro (BD Falcon™).

As monocamadas formavam-se por volta dos 21-26 dias e a sua integridade foi
avaliada pela medicdo da permeabilidade de vermelho fenol. As membranas eram
consideradas aptas para uso quando a permeabilidade do vermelho fenol passava do
lado apical para o basolateral menos de 1% em uma hora. Antes de este ensaio ter
sido efectuado a viabilidade celular foi testada pelo método MTT anteriormente
referido, para garantir que a membrana das células se mantinha integra. Todas as

concentracoes utilizadas demonstraram 0% de toxicidade.

Apoés retirar o meio, procedeu-se a lavagem do po¢o com HBSS para retirar todo o
meio de cultura. Do lado apical retira-se 0 HBSS e adiciona-se 500 pyL de solugao
extracto dissolvido em HBSS. No lado baso-lateral coloca-se 1,5 mL de HBSS e
incuba-se durante 6 horas a 37°C. Recolhem-se as amostras de ambos os lados do
poco para andlise em HPLC-DAD e adicionou-se 1 mL de HBSS para ressuspender as
células do filtro, que sdo sujeitas a ultrassons para lisar e em seguida sao
centrifugadas a 5000 G durante 10 minutos. Recolhe-se 0 sobrenadante e analisa-se

por HPLC-DAD, com as restantes amostras.

Os ensaios foram realizados em triplicado e o controlo foi efectuado utilizando solucao

de HBSS sem extracto colocada no lado apical.

O coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) foi determinado utilizando a seguinte

equacao:
Papp = (dQ/db)/(A x Co)

A relacdo dQ/dt é a constante da taxa de permeabilidade (umol/s); A é a area da
superficie da membrana (cm? e C, é a concentrac&o inicial do composto (uM). A
permeacao do lado apical para o basolateral, foi calculada com base na proporc¢éo que
permeou através da monocamada do extracto inicial. Traduz-se na divisdo da

concentracdo do lado basolateral, pela concentracdo do lado apical. [29]

4.3 Analise de dados

O tratamento dos dados foi efectuado em Microsoft® Excel 2007, os resultados foram
expressos como média * desvio padrédo e a analise da variancia (one-way ANOVA) foi

realizada com p = 0,05.
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5 Resultados e Discussao

O trabalho desenvolvido sobre actividade inibitéria de colinesterases de extractos
aquosos inclui trabalho experimental incidindo sobre duas espécies de plantas
utilizadas na medicina tradicional em Portugal. Uma variedade € comercializada em
farméacias e espacos saude (F. angustifolia) e outra segundo o uso tradicional é
efectuado a “apanha” de folhas de rebentos novos para efectuar a decocgéo e ingerir
no préprio dia. Dado o seu uso € de vital importancia verificar as utilizacdes descritas
na etnobotanica, deste modo acumulando conhecimento sobre plantas medicinais

Portuguesas das quais ndo existem estudos suficientes.

Como na preparagédo das plantas medicinais para consumo humano sdo mais comuns
as extraccOes aquosas, foram testados extractos em infuséo e extractos em decocgdo
dado que muitas vezes o que é vulgarmente conhecido como “cha de ervas” tanto

pode significar infusdo como decocc¢éao.

5.1 Identificacdo dos compostos maioritarios dos extractos
aquosos de F. angustifolia e A. cherimola

Os extractos foram analisados por HPLC-DAD. Por comparacdo com padrées

conhecidos foi possivel identificar dois compostos, acido clorogénico em F. angustifolia

e rutina em A. cherimola. Portanto as identificacbes dos compostos maioritarios dos

extractos foram efectuadas em LC/MS e estédo representados nas tabelas 5.1; 5.2. A

composicdo obtida de F. angustifolia é muito semelhante a reportada para outras

espécies de Fraxinus.[30]
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Gréfico 5.1: A: Cromatograma de HLPC-DAD de F. angustifolia decocgéo; B: Cromatograma de HLPC-
DAD de F. angustifolia infusdo. Picos maioritarios de 1 a 7.
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Grafico 5.2: A: Cromatograma de HLPC-DAD de A.cherimola decocgéo. Picos maioritarios de 1 a 4.

Como se pode verificar pelos cromatogramas apresentados (Gréficos 5.1 e 5.2) o F.

angustifolia apresenta sete picos maioritarios quer para a infusdo quer para a

decoccéo e a A. cherimola dois. A identificacdo destes picos encontra-se nas tabelas
5.1eb5.2.

Tabela 5.1: Identificacdo e iGes detectados por LC/MS dos picos maioritarios do cromatograma de HPLC-

DAD de extracto aquoso de F. angustifolia.

Pico Tr (min)

3o Percursor

150 Produto MS*/MS>

Composto

1

10,73
15,52

19,44

21,97

23,04

24,33

24,893

[M-H] 353
[M-H] 353

[M-H] 623

[M-H] 609

[M-H] 539

[M-H] 593

[M-H] 569

191 (100), 179 (88), 135 (6)
191 (100), 179 (7), 135 (1)

507 (2), 461 (100), 315 (1)
[MS® 461: 315 (100), 297 (8), 195 (2), 179 (3),

161 (46), 153 (4), 135 (66)]

343 (6), 301 (100), 271 (4), 255 (3), 179 (2)
[MS® 301: 271 (77), 255 (43), 229 (4), 193 (4),

179 (100), 151 (38)]

(15)

Acido 3-O-cafeoilquinico
(acido clorogénico)

Acido 5-O-cafeoilquinico
(acido neoclorogénico)
Isorhamnetina 3-rutinosido

Hesperidina

507 (2), 403 (2), 377 (100), 345 (6), 307 (34), 275 Oleuropeina

[MS® 377: 345 (22), 307 (100), 275 (41), 149 (3)]

327 (2), 285 (100), 257 (3), 229 (1), 213 (1)

Luteolina-7-rutinosido

[MS® 285: 285 (63), 267 (38), 257 (100), 255 (27)  (Veronicastrosido)

241 (27), 239 (11), 229 (35), 213 (15), 199 (9),

197 (8), 163 (8), 151 (3)]

523 (83), 385 (100), 223 (18), 205 (1)

Ligstrosido

Tabela 5.2: Identificacéo e ides detectados por LC/MS dos picos maioritarios do cromatograma de HPLC-

DAD de decoccao de A.cherimola.

Pico TR Ido Percursor 130 Produto MSZ/MS3 Composto
1 8,42 [M-H] 353 (353) 191 / (191) 127 Acido clorogénico
2 13,14 [M-H] 609 (609) 301 / (301) 271, 255, 179, 151 Rutina
3 13,49 [M-H] 463 (463) 301/ (301) 271, 255, 179, 151 Quercetina glicosido
4 14,48 [M-H] 593 (593) 285 / (285) 257 Veronicastrosido
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5.2 Actividades, digestdes e biodisponibilidade dos extractos de F.

angustifolia e A. cherimola
A avaliagéo da actividade inibitéria de AChE nos extractos aquosos de F. angustifolia e
A. cherimola foi efectuado através do método de Ellman modificado. Este trata-se de
um meétodo colorimétrico que mede a velocidade de reaccdo de hidrolise de
acetiltiocolina (analogo do substrato de AChE) em &cido acético e tiocolina, esta ultima
vai reagir com DTNB que provoca a mudanca de cor.[11]

Em cada um dos extractos foi determinado um valor de concentracdo deste que inibe
50% da actividade da enzima (ICsp). O valor de ICs, menor foi o do extracto de A.
cherimola que apresentou uma concentracdo de 0,627+0,028 mg/mL e o maior valor
de ICs (que corresponde ao extracto com menor actividade) foi a decoccdo de F.
angustifolia com 1,176+0,065 mg/mL (tabela 5.3).

O valor referéncia utilizado para esta actividade foi a galantamina dado ser um
alcaldide autorizado na Europa para tratamento da D. A.. Atendendo que se trata de
um composto isolado a partir de um extracto, possui um valor muito baixo de ICs
(0,21*10%+0,02*10° mg/mL) quando comparado com um extracto aquoso que é uma

mistura de varios compostos, em gue alguns podem nao possuir esta actividade.[31]

Existem pouco estudos acerca das actividades da A. cherimola, incidindo os poucos
gue existem essencialmente na actividade antioxidante. Portanto nao foi encontrada
nenhuma referéncia bibliografica a ensaios de inibicdo de AChE por extractos desta
espécie. O pico claramente maioritario deste extracto foi identificado como rutina e
para este flavondide ja foi determinada a actividade inibitéria de AChE, apresentando
ICso de 0,086 = 0,004 mg/mL. [31] Para além de rutina existem outros glicosidos de

guercetina, flavondide que é inibidor da acetilcolinesterase. [32]

O valor de IC5o de A. cherimola pode parecer dispar quando comparado ao valor de
referéncia (galantamina), no entanto o extracto apresenta uma elevada actividade
antioxidante. E também importante referir que o valor terapéutico depende também da
biodisponibilidade dos compostos e dos seus efeitos secundarios. Como a inibicdo da
AChE pela rutina foi calculada anteriormente em Hernandez et al. (2010), foi possivel
guantificar a concentragdo de rutina no extracto por HPLC-DAD, estimando-se que a
rutina é responsavel por cerca de 70% da actividade do extracto. Comparando com
outras decoccgdes, como um estudo de vérias espécies de hipericio de Hernandez et
al. (2010) variam entre 0,62+0,06 a 1,79+0,37 mg/mL para decocgles. O ICso A.
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cherimola apresenta actividade inibitéria e uma actividade com uma concentragdo

baixa dentro da gama e ordem de valores para decocc¢oes.

Segundo Vinutha et al. (2007) os resultados obtidos indicaram que os extratos
metandlicos sdo mais activos do que extratos aquosos e a maioria dos estudos

efectuados para esta actividade recai sobre extractos com solventes organicos

As concentragcfes da infusdo e decoccdo de F. angustifolia sdo muito semelhantes,
demonstrando que nesta actividade bioldégica ndo séo significativamente diferentes
guer se utilize um tipo de extracto ou o outro. Tal como no caso anterior ndo foram
encontrados registos de estudos inibitérios de AChE para esta espécie, apesar de ter
indicacdes que apontam para uma possivel actividade a nivel colinérgico (problemas

do tracto GI) e devido ao seu contetdo em polifendis.[1, 14]

O valor de ICso da decoccao de F. angustifolia (tabela 5.3) é o que demonstra menor
capacidade inibitoria dos trés extractos e tal como na A. cherimola ndo se encontra em
valores da mesma ordem que a galantamina, devido ao elevado grau de pureza do
composto isolado utilizado. Mas de acordo com outros registos de inibicdo de AChE de
extractos aquosos como nas infusbes de nogueira, horteld-pimenta, morango, salva,
perpétua e cidreira (mencionadas anteriormente) com inibi¢cdes inferiores a 50% para
uma concentracdo de 1,36 mg/mL, a concentragcdo com menor capacidade inibitéria de
F. angustifolia € inferior & do estudo apresentando uma boa capacidade inibitéria. [11]
A outra comparacado efectuada foi novamente com os valores de ICs, de espécies de
hipericdo que devido a sua extensa utilizacdo a nivel mundial para depressao indicam
ter actividade inibitéria, colocando os valores de F. angustifolia abaixo do limite

superior obtidos em Hernandez et al. (2010).

A presenca de polifendis nos compostos de F. angustifolia também contribuem para
esta inibicdo, como relatado em [32] a actividade inibitéria dos flavondides deve-se a

sua ligacéo aos residuos de aminoécidos no local activo da AChE.

Desde modo comprova-se a capacidade de inibir a AChE com uma concentragdo
aceitavel de F. angustifolia.
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Tabela 5.3: Actividade inibitria de acetilcolinesterase (ICsp) pelo método de Ellman (em mg/mL) e
actividade antioxidante em concentragéo eficiente (ECso) pelo método DPPH (expressa em pg/mL) de

extractos aquosos de folhas de F. angustifolia e A. cherimola. Valores de ECsq € ICso £ d.p. de 3 ensaios.

Inibicao de AChE Actividade antioxidante
Extractos (1C50) (EC50)
(mg/ml) (ug/mL)

Infusdo 1,066 + 0,019 22,224 + 0,557
Decocgao 1,176 + 0,065 22,156 + 0,747

Fraxinus angustifolia

Annona cherimola Decocgao 0,627 + 0,028 15,435 + 0,184
Galantamina 0,21*¥10° + 0,02*10° -
BHT - 15,700 + 0,200

Para a actividade antioxidante cujos valores estdo representados na tabela 5.3, foi
utilizado o método DPPH. Este método € um método colorimétrico no qual a cor roxa
de DDPH muda para amarelo quando o seu electrdo desemparelhado, é emparelhado

com um atomo de hidrogénio do potencial antioxidante.[14]

Para este ensaio foi utilizado como valor de referéncia um antioxidante utilizado a nivel
industrial, especialmente na industria alimentar e como se pode verificar o valor de
ECso deste antioxidante (tabela 5.3) é da mesma ordem de valores dos extractos. [14,
33]

Como uma das plantas em estudo apresenta como composto maioritario rutina,
verificou-se num estudo de actividade antioxidante a accdo da rutina
comparativamente com BHT. Em Yang (2008) utilizando concentracdes de 0,05
mg/mL o BHT demonstrou uma actividade de 68,4% enquanto a rutina demonstrou
11,6% de actividade, atendendo que os ECs, andam na ordem dos 0,02 a 0,015
mg/mL os extractos apresentam elevado potencial antioxidante. Provavelmente o
baixo valor de ECso de A. cherimola em muito se deve ao seu composto maioritario

dado que a rutina tem elevado poder antioxidante em sistemas in vitro.[34]

Para a actividade antioxidante existem estudos disponiveis para ambas as espécies
em estudo. [14, 25] Em Atmani et al. (2008) determinou-se em extractos etandlicos da
polpa da fruta e da pele de A. cherimola pelo método DPPH, o valor com maior
potencial de 57,7+1,9 pg/mL, valor de ECso muito superior ao verificado para decocgéo
desta espécie. Como enunciado anteriormente 0s extractos de solventes organicos

tém tendéncia a mostrar actividade mais elevada consoante os compostos que
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extraem, comparativamente aos extractos aquosos. [35] O facto de se verificar um
ECso tdo baixo para a decoccdo de A. cherimola demonstra a elevada capacidade
antioxidante desta planta, que se deve aos polifendis presentes cujo poder redutor
resultante dos grupos hidroxilo sdo responséaveis pela actividade antioxidante. [36]

Para o F. angustifolia os valores de ECs, da decoccéo e da infusédo voltam a néo ser
significativamente diferentes e andam na ordem de valores do padréo utilizado. Em
Atmani et al. (2008) foram estudadas fases aquosas de extractos orgénicos obtidos
por maceracdo com etanol do lenho da planta e a melhor capacidade antioxidante foi
de 10 pg/mL e 10,04 pg/mL, obtidos da fase aquosa oriundos de extrac¢des por
acetato de etilo e cloroférmio respectivamente. Os ECs, de F. angustifolia sdo um
pouco superiores a estes resultados, mas contihnuam a demonstar actividade.
Comparando com outros extractos semelhantes como os de hipericdo de Hernandez
et al. (2010) que variam entre 9+0,2 a 18,4+0,8 ug/mL os valores de F. angustifolia ja
se encontram préximos do intervalo de valores, demonstrando que extractos aquosos

tém boa capacidade antioxidante aproximando-se do valor de BHT.

Muitos extractos de plantas tém vindo a ser testados para actividade antioxidante, em
alguns casos superando o BHA (aditivo alimentar semelhante ao BHT) este facto torna
importante identificar os compostos fendlicos responsaveis pela actividade ndo sé para

a industria farmacéutica, mas como para aditivos alimentares e cosmética.[14, 24]

Tabela 5.4: Actividade inibitdria de acetilcolinesterase (ICso) e actividade antioxidante (ECsp) expressos
em % de extractos aquosos de folhas de F. angustifolia e A. cherimola depois de incubados em suco
géstrico e pancredtico artificial durante 4 horas. Valores de ECsp € ICso + d.p. de 3 ensaios.

Actividade apés digestao (%)

Extractos Gastrico Pancreatico
AChE DPPH AChE DPPH
Infusdo 96 + 29 1130 + 180 1078 + 139 1039 t 956
F. angustifolia
Decoc¢do 97,3 + 1,3 109,540 + 17533 888 + 136 889 + 94
A. cherimola Decocgdo 107,2 * 3,7 99,0 + 9,2 1064 + 65 940 + 89
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O metabolismo in vitro com sucos gastrico e pancreatico artificiais, pretendem simular
as condi¢bes a que sdo sujeitos 0s extractos no caso de ingestdo. Com este estudo €
possivel determinar se ndo existe degradacdo dos compostos ao longo do tracto Gl.

Na digestédo por suco gastrico artificial os extractos foram sujeitos a digestdo durante 4
horas, apesar de uma digestdo gastrica ter uma duracdo menor, este tempo permite
verificar bioconversdes.[27]

Os extractos metabolizados por suco gastrico foram analisados por HPLC-DAD e
testados para as actividades AChE e antioxidante para verificar se de facto houve
deterioracdo de compostos. Como se pode verificar nos cromatogramas (gréaficos de
5.3 a 5.4) e nos graficos das areas dos cromatogramas (graficos 5.6 e 5.7) os
extractos aquosos mantiveram-se estaveis ao longo das 4 horas de incubacao. Deste
modo podemos afirmar que nenhum dos compostos dos extractos foi sujeito a

hidrélise perante as condi¢des acidicas do estbmago.[27]

Os valores das actividades ICsp € ECso apresentadas na tabela 5.4 confirmam que
apesar de existir variacdes, estas ndo sdo significativas (tendo em conta o desvio
padrao). Os extractos mantém a sua actividade inibitéria de AChE e antioxidante, o
gque era esperado, pois a analise de HPLC-DAD nao demonstrou degradacdo de
compostos na presenca de suco gastrico artificial (graficos 5.3 e 5.5 A).

Na digestdo com suco pancreatico artificial os extractos também foram sujeitos a 4
horas de metabolismo e posteriormente a analise por HPLC-DAD, actividade AChE e
antioxidante. Nos cromatogramas resultantes da accdo do suco pancredtico visiveis
nos graficos 5.4 e 5.5 B, observando os perfis ndo se verifica degradacédo ao longo
das 4 horas dos compostos (gréaficos 5.6 B e 5.7 B). No entanto verifica-se aos 16,26
minutos, um ligeiro aumento assinalado nos gréaficos 5.6 B e 5.7 B dos extractos de F.
angustifolia. Este aumento deve-se a presenca de residuos de pancreatina do suco

gue naquele tempo de retencéo interfere aumentando o pico do composto.
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Gréfico 5.3: Cromatogramas de HPLC-DAD antes [....] e ap6s [__] 4 horas de incubagdo com suco

gastrico artificial. A: decocgédo de F. angustifolia; B: infusdo de F. angustifolia;
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Gréfico 5.4: Cromatogramas de HPLC-DAD antes [...] e apos [__] 4 horas de incubagdo com suco
pancreatico artificial. A: decoccdo de F. angustifolia; B: infusdo de F. angustifolia;|:residuos de

pancreatina

Relativamente as actividades biolégicas apresentadas na tabela 5.4 para o
metabolismo pancreatico, ndo foram verificadas diferencas significativas a semelhanca
do metabolismo gastrico. Apesar da presenca do suco pancreético artificial nos
cromatogramas de F. angustifolia, as actividades dos extractos contendo suco
pancreatico nao se alteraram corroborando que o0s compostos ndo sofreram

deterioracdo durante as 4 horas de incubacéo.
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De acordo com Bouayed et al. (2011) os flavondides de extractos aquosos tendem a
ser estaveis em condi¢fes de metabolizacao géstrica e pancreética e segundo Crespy
et al. (2011) a maior parte dos polifendis chegam intactos ao intestino delgado, por
resistirem a hidrolise gastrica e pancreética, comprovando os resultados obtidos.
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Grafico 5.5: Cromatogramas de HPLC-DAD antes [....] e apés [__] 4 horas de incubagéo. A: decoccéo de
A. cherimola em suco gastrico artificial; B: decoccéo de A. cherimola em suco pancreatico artificial.
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Gréfico 5.6: Variacdo na area dos picos (%) apds 4 horas de incubacéo. A: [l decoccéo e [] infusé@o de
F. angustifolia em suco gastrico artificial; B: [l decoccdo e [] infusdo de F. angustifolia em suco
pancreatico.
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Gréfico 5.7: : Variagdo na area dos picos (%) apés 4 horas de incubagdo. A: decocgédo de A. cherimola
em suco gastrico artificial; B: decoccéo de A. cherimola em suco pancreatico artificial.

Os estudos in vivo com recurso a animais de laboratério e a humanos tém custos
considerados e um elevado tempo de estudo, a utilizacdo de células Caco-2 é vista
como uma alternativa viavel para estudos de transporte e biodisponibilidade de
compostos de origem vegetal. [29] Dado que a biodisponibilidade oral tem grande
influéncia na eficacia biolégica de “chas”, utilizaram-se células Caco-2 dispostas em
monocamada diferenciadas em enterdcitos. [37, 38]. O estudo do transporte através
da permeacdo da membrana efectuou-se do compartimento do pélo apical para o
compartimento do pélo basal.

A viabilidade celular para este ensaio foi confirmada por ensaio de MTT em Caco-2
para o F. angustifolia que foi testado até 2 mg/mL e ndo apresentou citotoxicidade. [39]

Para a A. cherimola foi efectuado um ensaio preliminar que ndo demonstrou
toxicidade.

Para os picos 1 e 4 de A. cherimola e 6 de F. angustifolia as biodisponibilidades ndo
foram determinadas devido a reduzida area dos picos, ampliando em muito o erro da
andlise. Este ensaio foi efectuado em concentragbes ndo toxicas para manter a

integridade da membrana, por esse motivo as concentragdes ndo foram aumentadas.

Os resultados das biodisponibilidades em percentagem estdo representados nos
graficos 5.8A a 5.10A e a biodisponibilidade aparente (P,pp) Nos graficos 5.8B a 5.10B.

Os compostos de F. angustifolia: verbascosido, oleuropeina e o ligstrosido foram
significativamente menos permedveis que a hesperidina (composto maioritario),
rutinésido e 4cido cafeoilquinico (isémero de acido clorogénico).
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Konishi e Kobayashi (2004), propés que o &cido clorogénico e cafeico permeiam
monocamadas de células Caco-2 por difusdo paracelular, o que nao contraria 0s
dados obtidos. Para o composto maioritario de F. angustifolia observou-se um estudo
de Kobayashi et al. (2008) no qual a hespiridina apresenta uma distribuicdo de
0,58+0,08% para o compartimento basolateral e de 0,85+0,37% para o interior das
células, valores muito inferiores ao verificados nos graficos 5.8A e 5.9A em que a
permeacao foi de cerca dos 4%. Esta diferenca significativa de valores verifica-se
devido ao tempo de incubagdo com o extracto, em que no estudo comparativo as
células so estiveram na presenca da solucao de hesperidina durante 40 minutos e no
caso do extracto de F. angustifolia foram 6 horas de contacto entre o extracto e a
monocamada. Estes dados suportam a teoria de Kobayashi et al. (2008) hesperidina é
absorvida paracelularmente, um tipo de transporte comum nédo saturavel, permitindo

gue um longo periodo de incubacao aumente o transporte deste composto.

No entanto é necessario relembrar que a absor¢éo e biodisponibilidade de fitoquimicos

podem ser alteradas pela matriz do material vegetal. [17]

Quanto ao fendmeno de acumulagéo no interior das células em Tian et al. (2008) os
glicésidos de flavonoides apresentaram uma baixa taxa de acumulacéo, inferior a 5%.
Os valores deste estudo ndo foram concordantes, pois apesar de os compostos com
maiores valores de acumulagéo estarem todos abaixo dos 5%, comparativamente com
0S restantes compostos que apresentam acumulacdes residuais; o0 acido
cafeoilquinico, a hesperidina e o ligstrosido apresentaram acumulacao entre os 4 e 3%
na infusdo e decoccdo de F. angustifolia. Destes trés compostos s6 a hesperidina é

gue se trata de um glicésido.

No caso da A. cherimola como explicado anteriormente sé foram estudados o pico de
rutina e do glicésido de quercetina. De acordo com Tian et al. (2008) um estudo da
permeabilidade intestinal de 36 flavonodides o valor de Py, de rutina do lado apical
para o basolateral foi inferior a de 5x107 cm/s o limite de deteccédo de flavonoides,
considerando que ndo existia permeacdo. O valor de P,,, obtido para a rutina foi da
mesma ordem de grandeza (2,288x107"+ 2,220x10®), consideramos que ainda existia

permeacao.

Em Tian et al. (2008) o valor de P4y, para a quercetina foi de 3,91+0,21 cm/s, enquanto
seu glicosido no presente estudo demonstrou uma permeag¢do muito reduzida, com
valores dentro do erro do método, como se pode observar pelo desvio padrédo

semelhante ao valor de Ppp.
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A maioria dos compostos dos extractos aquosos permearam até determinada
extensdo a barreira intestinal, podendo chegar assim as sinapses gastrointestinais e

corrente sanguinea.

Devido a baixa permeacao dos compostos nas 6 horas de ensaio, 0 mecanismo de
permeacao predominante podera ser de difusdo passiva paracelular, semelhante ao
reportado por varios autores para a permeacao da maioria dos flavonoides glicosilados
e &cidos fendlicos no modelo Caco-2. [38, 40, 41] A permeabilidade intestinal passiva
de polifenéis depende de varios factores como a lipofilicidade, tamanho molecular e
capacidade de formar pontes de hidrogénio.[38]
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Gréfico 5.8: Variagdo na area dos picos de decoccdo de F. angustifolia 6 horas na presenca de células
Caco-2; A: Em %, polos: [l Basolateral [] Células; B: Pay, de decoccdo de F. angustifolia; Areas
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Gréfico 5.9: Variagdo na area dos picos de infusdo de F. angustifolia 6 horas na presenca de células
Caco-2; A: Em %, poélos: [l Basolateral [] Células; B: Pap de infusdo de F. angustifolia; Areas
representadas em % em relagdo a area inicial (p6lo apical).
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Gréfico 5.10: Variacdo na area dos picos de decocgdo de A. cherimola 6 horas na presenca de células
Caco-2; A: Em %, pdlos: [ Basolateral [[] Células; B: Pap, de decocg@o de A. cherimola; Areas
representadas em % em relagdo a area inicial (p6lo apical).

Para desenvolvimento e pesquisa de novos farmacos tem-se verificado uma procura
por moléculas que desencadeiem multiplas actividades, atendendo que a maioria das
patologias ndo tem um Unico mecanismo fisiopatolégico associado, mas sim varias
vias bioguimicas envolvidas. [42] Devido a essa procura cada vez se recorre a chas,
devido a sua mistura de compostos.
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6 Conclusao

Na maioria dos estudos existentes de actividade inibitéria de AChE com extractos
vegetais a extraccdo é efectuada com solventes organicos. No presente estudo a
extraccdo foi efectuada com &gua, e a composicao dos extractos foi diferente da
normalmente encontrada em extractos alcodlicos ou Oleos essenciais. Como a
ingestao de plantas medicinais é feita na sua maioria sob forma de “cha de ervas” é

relevante conhecer as potencialidades destes extractos.

As menc0Oes efectuadas em estudos de etnoboténica das utilizagbes relacionadas com
stress oxidativo de F. angustifolia e A. cherimola, podem ser devidas a presenca de

polifendis com elevada actividade antioxidante nos extractos aquosos destas plantas.

A A. cherimola possui varios estudos que indicam a sua utilizacdo para patologias
relacionadas com o sistema nervoso, experimentalmente verificou-se que o extracto

inibe a AChE com um valor de IC5, relativamente baixo.

Os compostos dos extractos sdo capazes de atravessar o tracto Gl e barreira intestinal

intactos, mantendo a actividade dos extractos.

As actividades observadas tornam as plantas promissoras para a terapéutica de
patologias relacionadas com stress oxidativo e inibicdo de AChE, tais como D. A. e
distarbios G. |I.

Os extractos apresentam mdltiplas actividades, o que é uma estratégia indicada para o

tratamento da D. A..

6.1 Perspectivas futuras

Seria muito interessante dar continuidade a este tema e verificar in vivo se as
actividades se mantém e se desencadeiam em simultdneo, quer das espécies
estudadas, quer das espécies descritas na literatura. Desenvolver uma formulacdo que
aumente a biodisponibilidade dos diversos compostos presentes e verificar se existe

accdao sinérgica que actue nas varias vias da D. A..
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