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RESUMO

Velloziaceae ¢ uma familia de monocotiledoneas que representa uma importante fonte de
flavonoides. Entre os géneros dessa familia, Barbacenia comumente apresenta flavonoides
com grupos metoxilas e/ou unidades de agucar. Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios
que podem efetuar acdo farmacologica no Sistema Nervoso Central (SNC) e, desse modo
inibir a butirilcolinesterase (BuChE) cerebral. Esta enzima desempenha papel importante na
degradagdo da acetilcolina em cérebros humanos normais e especialmente nos acometidos
pela doenga de Alzheimer. Neste sentido, a busca por inibidores da BuChE tem sido uma das
estratégias mais recentes para elevar os niveis de acetilcolina em individuos portadores da
doenga, principalmente, nos estagios mais avangados da patologia, quando ocorre diminuigdo
da expressdo da acetilcolinesterase (AChE) e aumento da BuChE. Dessa forma, o presente
trabalho descreve a analise de flavonoides de B. blanchetii e avalia a inibi¢do da atividade da
BuChE por extratos, fragdes e pelo flavonoide isolado a partir desta espécie. Os extratos em
hexano, acetato de etila e metanol foram monitorados por CLAE-DAD e os espectros de UV
apresentaram absor¢des em regides caracteristicas de compostos da classe dos flavonoides. O
extrato metandlico mostrou ser rico em flavonoides e apresentou significativo efeito maximo
na inibi¢do da BuChE em relagdo aos demais extratos. O extrato metanolico foi fracionado e
entre os flavonoides presentes, o 4'5,7-trihidroxi-3',5"-dimetoxiflavona foi isolado e
identificado através de técnicas cromatograficas e espectrométricas (CLAE-DAD/EM/EM e
RMN 1D e 2D). Os extratos inibiram a atividade da BuChE de forma concentragdo-
dependente. As fragcdes provenientes do extrato em metanol também apresentaram inibigdo
concentragdo-dependente, entretanto o flavonoide 4',5,7-trihidroxi-3',5'-dimetoxiflavona ndo
apresentou efeito inibitdrio significativo.

PALAVRAS-CHAVE: Barbacenia blanchetii, flavonoides, butirilcolinesterase.



ABSTRACT

Velloziaceae is a family of monocotyledons that represents an important source of flavonoids.
Among this family genus, Barbacenia usually presents flavonoids with methoxy groups
and/or sugar units. The flavonoids are secondary metabolites that can have pharmacological
effects on the Central Nervous System (CNS), and as consequence, inhibit the
butyrylcholinesterase (BuChE). This enzyme plays an important role in acetylcholine release
in normal human brains and especially on those affected by Alzheimer’s disease. In this
sense, the search for BuChE inhibitors has been one of the strategies to enhance acetylcholine
levels in patients affected by this disease, mainly, in advanced pathological stages, when
happens a low expression of acetylcholinesterase (AChE) and an improvement of BuChE.
This work describes the analysis of flavonoids from B. blanchetii and evaluates the inhibition
of BuChE activity by extracts, fractions and by the isolated flavonoid from this specie. The
methanolic, ethyl acetate and methanol extracts where monitored by HPLC-DAD and the UV
spectra showed absorptions in specific regions of flavonoid compounds. The methanolic
extract showed high presence of flavonoids and significant maximum effect of BuChE
inhibition in relation to the rest of the extracts. The methanolic extract was fractionated and
among the present flavonoids, the 4',5,7-trihidroxy-3’,5’-dimethoxiflavone was isolated and
identified by chromatographic and spectrometric techniques (HPLC-DAD/MS/MS and NMR
1D and 2D). The extracts inhibit the BuChE activity in a dose-dependent. The fractions from
methanolic extract also showed dose-dependent inhibition, although the flavonoid 4',5,7-
trihydroxy-3',5'-dimethoxyflavone didn’t showed significant inhibitory effect.

KEY WORDS: Barbacenia blachetii, flavonoids, butyrylcholinesterase.
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1 INTRODUCAO

O reino vegetal tem contribuido de forma significativa para a humanidade,
especialmente no que se refere ao uso terapéutico de plantas. Geralmente os efeitos
medicinais das plantas estdo relacionados a um grupo de metabolitos diferenciados, os quais
sdo denominados metabodlitos secundarios. Estes possuem como fungdo adaptar o vegetal ao

meio e representam a principal classe de substancias vegetais de interesse farmacéutico.

Contudo, estima-se que das 250 a 500.000 espécies de plantas superiores existentes no
planeta, apenas 1% tenham sido estudadas quanto a seu potencial farmacologico
(MELENDEZ; CAPRILES, 2006). Por outro lado, a regido Nordeste do Brasil abriga em seu
ecossistema uma grande biodiversidade, com Aabitat especifico para plantas medicinais ndo
encontradas em outras regides do globo (QUEIROZ ef al 2006). Dessa forma, estudos
relacionando a composicao quimica de espécies endémicas dessa regido podem contribuir de

modo efetivo na busca de novos compostos com potencial para farmacos.

A avaliagdo biologica foi um dos mais significantes avangos na darea de produtos
naturais nos ultimos tempos. O entendimento dos mecanismos das doencas, acompanhado do
aumento de testes com receptores e enzimas disponiveis, permitiram o desenvolvimento de
bioensaios eficientes e rapidos. Entre os ensaios biologicos disponiveis, a utilizacdo da
enzima butirilcolinesterase tem sido util em testes preliminares na detecgdo ¢ selecdo de
compostos com agdo anticolinesterase, que visa o uso terapéutico destes na doenca de

Alzheimer.

Sabe-se que a doenga de Alzheimer ¢ um problema de saude publica de grande impacto
socioecondmico, visto que € responsavel por cerca de 50 a 60% do niimero total de casos de
deméncia em pessoas acima dos 65 anos, acometendo aproximadamente 15 milhdes de
pessoas em todo mundo (VEIGAS-JUNIOR et a/, 2004). De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), a prevaléncia da doenga dobra a cada 5 anos, passando de 3% aos
70 anos para 20 a 30% aos 85 anos. Dessa forma, estima-se que o numero de casos aumente

para 114 milhdes até¢ 2050 (FORLENZA, 2005).

A doencga de Alzheimer esta associada a reducgdo das taxas de acetilcolina no processo

sinaptico, diminuindo a neurotransmissdo colinérgica cortical. A modulagdo dos niveis de



13

acetilcolina ¢é realizada por duas enzimas, a acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE) e dessa forma a principal estratégia terapéutica disponivel se baseia na inibi¢ao
destas colinesterases (SMALL; MAYEUX, 2002). A AChE estd presente em fendas
sinapticas colinérgicas e nos eritrocito, ja a BuChE esta presente no plasma, em diversos
tecidos e em algumas sinapses do SNC, especialmente nas células da glia. (MUKHERIJEE et
al., 2007)

No entanto, com o desenvolvimento da doenga de Alzheimer ha um declinio dos niveis
de expressdo de AChE, associada a uma marcante elevacdo dos niveis de BuChE no SNC.
Isto sugere que em pacientes portadores da doenga de Alzheimer, os niveis de acetilcolina
sejam controlados principalmente pela BuChE. Nesse contexto, firmacos que inibam a
butirilcolinesterase podem ter efeitos benéficos em estdgios mais avancados da doenga

(KATALINIC et a, 2010).

Os farmacos disponiveis no mercado para tratamento da doenca de Alzheimer sdo:
donpenezil (Aricept®; Eisai/Pfizer), rivastigmina (Exelon®; Novartis), galantamina
(Razadyne®; Johnson & Johnson) e tacrina (Cognex®; First Horizon Pharmaceuticals), que

sdo inibidores colinesterasicos (FREITAS efal 2009).

A galantamina ¢ um metabolito secundario da classe dos alcaloides isolado de plantas da
familia Amaryllidaceae, sendo o medicamento mais efetivo no tratamento da doenga de
Alzheimer. Entretanto, entre os compostos naturais presentes em espécies vegetais, oS
flavonoides constitui uma importante classe de metabolitos e podem exercer acdo
farmacologica no Sistema Nervoso Central (SNC). Isto demonstra que outras classes de
compostos naturais, além dos alcaloides, poderiam proporcionar inibicdo enzimatica das
colinesterases e consequentemente, aumento da neurotransmissdo ¢ melhora cognitiva e

comportamental na doenca de Alzheimer (VIEGAS JUNIOR ef aZ 2004).

A familia Velloziaceae consiste em uma fonte de compostos da classe dos flavonoides,
com muitos destes compostos descritos apenas nesta familia botanica. Vale mencionar que
Velloziaceae é uma familia essencialmente tropical, sendo os campos rupestres brasileiros o
principal centro de diversidade. Na familia, das 276 espécies descritas, 230 sdo endémicas do
Brasil, sendo que grande parte deste endemismo estd concentrado nos campos rupestres da

Serra do Cipé em Minas Gerais e na Chapada Diamantina, Bahia (MELO-SILVA, 2008).
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Espécies de diferentes géneros de Velloziaceae foram submetidas a investigacdo
quimica, sendo detectados diversos flavonoides, os quais t€ém sido utilizados como
marcadores quimiossistematico na familia. Entre os flavonoides encontrados no género
Barbecenia, a isoramnetina aparece com frequéncia e a quercetina 3- metil éter ocorre de
forma ocasional. Flavonoides polimetoxilados e glicosilados também foram relatados neste

género (WILLIAMS et al, 1994).

A espécie Barbacenia blanchetii Goethart & Henrard se destaca pelo elevado grau de
endemismo, estando concentrada nos campos rupestres da Chapada Diamantina, BA.
(BRASIL, 2010). Além disso, at¢ o presente trabalho esta espécie era desprovida de
informagdes a cerca de atividade bioldgica de seus metabolitos secunddrios. Diante do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e identificar flavonoides
presentes em B. blanchetii, bem como avaliar a atividade anticolinesterase dos extratos,

fracdes e do flavonoide isolado desta espécie em relagdo a enzima butirilcolinesterase.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O GENERO Barbacenia

O género Barbacenia pertence a familia Velloziaceae e compreende aproximadamente
110 espécies vegetais (SMITH; AYENSU, 1976). Este género ¢ representado por
monocotiledoneas, em forma de arbustos e ervas perene com capacidade para habitar regides
de alta incidéncia solar e pouca disponibilidade de dgua (SALATINO et a/ 1989; LUTTGE et
al, 2007).

As espécies de Barbacenia residem em afloramentos rochosos ou solos arenosos,
localizados em regides de altitude elevada. E comum a ocorréncia de Barbacenia em regides
tropicais, especialmente na América do Sul, onde muitas das espécies sdo endémicas, cujo
centro de diversidade é a Cadeia do Espinhaco no leste do Brasil, em que se destacam os
campos rupestres da Serra do Cip6 em Minas Gerais ¢ a Chapada Diamantina, na Bahia
(SMITH; AYENSU, 1976; MACHADO et al, 2007; CONCEICAO et al, 2007; NEVES;
CONCEICAO et al, 2010).

Diversos estudos destacam a flora tipica de campos rupestres dessas regides, a qual esta
relacionada com caracteristicas peculiares, como o isolamento entre serras, a grande
quantidade de rocha exposta, longos periodos de deficiéncia hidrica, além de baixa
capacidade de armazenamento de agua, devido aos solos rasos, ¢ elevada insolagdo. Entre
estes estudos, muitos descrevem a ocorréncia de espécies de Barbacenia como componentes
da vegetacio local (CONCEICAO; GIULIETTI, 2002; LUTTGE ef a/ 2007; CONCEICAO;
PIRANI, 2007).

Em um trabalho sobre beija-flores e os recursos florais, Machado e colaboradores
(2007) atestam a ocorréncia de B blanchetii na Chapada Diamantina, Bahia. De forma
semelhante Neves e Conceigdo (2010) descrevem B. blanchetii como espécie endémica dessa
area. A referida espécie ¢ muito frequente na regido onde ocorre (ex. Morro da Mae Inacia,

Chapada Diamantina), a0 mesmo tempo em que se ausenta em outras areas (CONCEICAO;
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GIULIETTI, 2002). Segundo Conceigdo e Pirani (2007) essa ¢ uma tendéncia comum, onde

geralmente ha dominio de uma ou duas espécies de Velloziaceae, que variam entre areas.

Assim, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) no uso das suas
competéncias destaca entre outras espécies Barbacenia Blanchetii Goethart & Henrard como

espécie endémica de Campos de Altitude, de acordo com a Resolugdo n® 423, de 12 de abril

de 2010 (BRASIL, 2010).

Uma ampla discussao tem sido feita sobre as delimitagdes de géneros e subfamilias de
Velloziaceae. Neste contexto duas linhas de pensamento merecem destaque. De acordo com
Smith e Ayensu (1976), Velloziaceae ¢ dividida em duas subfamilias: Vellozioideae e
Barbacenioideac. Sendo que, Vellozioideaec apresenta dois géneros: Vellozia e Nanuza
enquanto, Barbacenioideae ¢ composta por quatro géneros: Barbaceniopsis, Talbotia,
Xerophyta ¢ Barbacenia. Esta classificacdo, entretanto, difere da proposta de Menezes e
colaboradores (1991), que consideram a subfamilia Vellozioideac com dois géneros: Vellozia
(flores com nove ou mais estames e sem corola) e Xerophyta (flores com seis estames ¢ sem
corola). A subfamilia Barbacenioideae, por sua vez, apresenta quatro géneros: Pleurostima,
Aylthonia, Burlemaxia e Barbacenia. Nesta ultima subfamilia, as espécies apresentam flores

com seis estames e corola.

A grande diferenca entre esses dois sistemas de classificagdo proposto para Velloziaceae
¢ que Menezes e outros (1991) priorizaram a presenca ou auséncia de corola e a constituigdo
das bainhas dos feixes. Enquanto, Smith e Ayensu (1976) deram prioridade a morfologia do
estigma e filete e para a posicdo dos apéndices florais em relag@o aos filetes. Ambos sistemas

sdo intransigentes na escolha dos caracteres para classificagao.

Contudo, em um estudo mais recente, Mello-Silva (2005) através de analises cladisticas,
baseado em dados morfoldgicos, anatomicos e quimicos com 47 espécies da familia
Velloziaceae, propde nova classificagdo para as Velloziaceae. O autor optou por reconhecer
apenas os géneros Barbacenia (incluindo espécies pertencentes ao género Pleurostima,
Aylthonia, Burlemaxia), Talbotia, Vellozia (incluindo a unica espécie de Nanuz) e Xerophyta
(incluindo espécies pertencente a Barbaceniopsis). Nesta andlise, Acanthochalamys aparece
com parentesco proximo a Velloziaceae e por ser monotipico, foi incluso na familia que fica
assim composta por cinco géneros: Barbacenia, Talbotia, Vellozia, Xerophyta e

Acanthochalamys.
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Neste contexto sdo notdrias as mudangas de classificacdo do género Barbacenia na

familia Velloziaceae. A seguir o complexo historico da classificagdo desta familia (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagdo botanica de Velloziaceae

Autor Classificagdo
Vandelli (1788) Barbacenia: 6 estames, estigma oval-acuminado

Vellozia: 15 estames, estigma capitado
Jussieu (1789) Xerophyta: 6 estames, estigma oblongo e calice tubuloso
Martius (1823) Barbacenia: 6 estames e anteras dorsifixas

Vellozia: 6 e 15 estames e anteras basifixas
Shultes (1829) e Xerophyta: incluem no género todas as espécies com 6 estames
Sprengel (1827)

Baker (1875)

Xerophyta: transfere as espécies brasileiras de Vellozza com 6

estames para o género

Baker (1898)

Vellozia: transfere espécies africanas para o género valorizando o

comprimento do hipanto

Benttham e Hooker
(1883)

Tranferem Velloziaceae para tribo Vellozie de Amarylidaceae
baseando-se no comprimento do hipanto para distinguir

Barbacenia e Vellozia

Pax (1888) Barbacenia: 6 estames — se¢do Xerophyta: fieletes lineares, se¢ao
Barbacenia: filetes aplanados. Vellozia: mais de 6 estames

Bailon (1895) Barbacenia: abrange todas as espécies da familia. 4 segdes:
Barbacenia, Radia, Vellozia e Xerophyta distintas pelo
comprimento do hipanto

Balf (1868) Descreve o género 7albotia para Amarylidaceae

Perrier (1930, 1946)

Barbacenia: 6 estames, estigma oval-acuminado
Vellozia: 15 estames e estigma capitado

Xerophyta: espécies de Madagascar

Seubert (1947)

Barbacenia: 6 estames, estigma oval-acuminado

Vellozia: 15 e 6 estames

Fonte: CATTAI 2007(adaptada)
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Continuagdo Tabela 1 - Classificagdo botanica de Velloziaceae

Autor

Classificagdo

Smith (1962)

Barbaceniopsis. anteras dorsifixas, filete achatado
Barbaceniopsis. descreve o género que possui anteras dorsifixas
com filete cilindrico

Vellozia: anteras basifixas

Menezes (1971A)

Aylthonia: Barbacenioideae

Barbacenia: Barbacenioideae

Vellozia: Vellozioideae

Xerophyta: redelimita o género incluindo espécies brasileiras,

pertence a Vellozioideae

Menezes(1980A,
1980B, 1991)

Aylthonia: Barbacenioideae

Barbacenia: Barbacenioideae

Barbaceniopsis. Xerophyta sect. Xerophyta

Burlemarxia: descreve o género, unico de Barbacenioideae cujas
anteras ndo sao sésseis

Nanuza: Xerophyta sect. Talbotia

Pleurostima e Graziela: Barbacenioideae

Talbotia: Xerophyta sect. Talbotia

Vellozia: Velloziaoideae. 2 secoes: Vellozia e Radia

Xerophyta: Velloziaoideae. 2 se¢Oes: Xerophyta e Talbotia

Mello-Silva (2005)

Acanthochlamys. inclui o género na familia

Barbacenia: inclui espécies de Ayilthonia, Barbacenia,
Burlemarxia e Pleurostima

Talbotia: aceita o género

Vellozia: inclui Nanuz e Vellozia sensu Smith & Ayensu
Xerophyta: inclui espécies de Xerophyta sensu Smith & Ayensu e

Barbaceniopsis

Fonte: CATTAI, 2007(adaptada)
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2.2 FLAVONOIDES NO GENERO Barbacenia

Os flavonoides representam uma das classes de metabolitos secundéarios que mais
impressiona pela consideravel variedade e complexidade estrutural. Estes compostos sdo
produzidos por via biossintética mista: a via chiquimato e a via acetato. A via chiquimato
origina o anel B ¢ os trés atomos de carbono que formam o anel C (nmicleo C3-C6), enquanto a
via acetato da origem ao anel A (ZUANAZZI, MONTANHA, 2007). Rea¢des enzimaticas de
oxidagdo, reducdo e alquilagdo produzem variagdes sobre o esqueleto basico dos flavonoides
dando origem as diferentes classes, como por exemplo, flavanonas, flavonas, isoflavonas,
flavonois, antocianinas e catequinas (DEWICK, 2002). O nucleo do flavonoide e suas

diferentes classes estdo representados na Figura 1.

Figura 1 - Esqueleto basico de flavonoide e suas diferentes classes

Isoflavonas OH

Fonte: DEWICK, 2002.
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A utilizacdo de flavonoides como marcadores quimissistematico na familia Velloziaceae
tem sido util para a classificagdo infragenérica da mesma. Williams e colaboradores (1991)
analisaram o perfil flavonoidico foliar de 99 espécies de Velloziaceae das quase 270 espécies
descritas, revelando a ocorréncia de flavonas C-glicosideos na subfamilia Vellozioideae o que

a distinguiria da subfamilia Barbacenioideae.

Neste estudo, embora a quercetina tenha sido detectado em todas as espécies analisadas
de Barbacenia, o composto flavonoidico especifico deste género ¢ a isoramnetina. Uma vez
que Barbacenia distingue-se dos demais gé€neros pela presenca regular de isoramnetina e

ocasional presenga de quercetina 3-metil éter (WILLIAMS efal 1991).

A presenca de isoramnetina ¢ caracteristico para todas as espécies Barbacenia, exceto B.
afl’ globata ¢ também se apresenta em trés espécies consideradas como Ay/thonia por
Menezes: B. gardneri, B. paranaensis e B. riedeliana. Isoramnetina esta ausente em Ay/thonia
ss, Burlemarxia e cinco espécies de Barbacenia consideradas Ayilthonia por Menezes: B.
blanchetit, B. coronata, B. umbrosa, B. Granunifolia ¢ B. pulverulenta. As duas Ultimas

espécies expressam quercetina 3-metil éter (WILLIAMS eral 1991)

O canferol foi encontrada em mais de 50% de espécies Barbacenia, por outro lado o
4'5,7-trihidroxi-3’,5'-dimetoxiflavona, conhecida como tricina, foi encontrada em apenas uma

especie de Barbacenia, a saber: B. riedeliana (WILLIAMS et al, 1991).

Em outro trabalho realizado com a familia Velloziaceae, foram detectadas flavonas C-
glicosideos em trés membros de Barbacenioideae, sendo duas espécies de Barbacenia
(diglicosideos) e uma em Aylthonia riedeliana (monoglicosideos). No entanto, a subfamilia
Vellozioideae, ainda pode ser distinguida de Barbacenioideae pelo acimulo de monoflavona
C-glicosideos ao invés de di-C-glicosideos ¢ de flavonoides lipofilicos tanto no interior

quanto na superficie das folhas (WILLIAMS ez a/, 1994).

Dentro de Barbacenioideae, todos os quatro géneros reconhecido por Menezes (1980)
tém perfis distintos de flavonoides. Assim, ¢ possivel distinguir Ay/thonia e Barbacenia pela
presenga de flavonas mono-C-glicosideos ¢ da maior freqiiéncia de canferol em comparagéo
com a isoramnetina. Do mesmo modo Barbacenia podem ser distinguida de Burlemarxia pela

presenga de isoramnetina, embora ambos os géneros sintetizem flavonas di- C-glicosideos. O
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género Pleurostima, por sua vez, se diferencia os demais pelo acumulo de 6-

hidroxiflavonoides e auséncia de glicoflavonas (WILLIAMS ef a/, 1994).

Ainda neste estudo, padrdes complexos de flavonol O-glicosideos foram descobertos
em folhas de espécies de Barbacenia. Assim, em Barhacenia conicostigma trés mono e 10
diglicosideos foram detectados, incluindo uma mistura de dois novos compostos,
isoramnetina 3-apiosilgalactosideo e 3-apiosilglucosideo e uma mistura de andlogos de
quercetina. Em B. ruhro-virens, os principais contituintes O-glicosidicos foram caferol e
isoramnetidina 3-galactosideo e 3-digalactosideo, além de quercetina 3-glicosideo. Neste
estudo, Barbacenia conicostigma apresentou perfil semelhante ao dos flavonoides das
espécies estudadas de Barbacenia, como B. rubro-uirens, isto ¢, uma mistura complexa de O-
flavonolglicosideos, éteres metilicos de flavonoides e os duas flavonas di-C-glicosideos,

apoiando assim a permanéncia dessa espécie no género Barbacenia (WILLIAMS et al, 1994).

23 TECNICAS DE ANALISE DE FLAVONOIDES EM VELLOZIACEAE

O estudo fitoquimico de extratos vegetais emprega técnicas cromatograficas variadas,
com diferente grau de inovagdo tecnologica, desde colunas abertas com suportes
cromatograficos diversos, como por exemplo, silica-gel, celulose e poliamida, até técnicas
instrumentais, como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Estas técnicas tém

como objetivo principal o fracionamento dos extratos vegetais.

Apbs o fracionamento e isolamento dos compostos, o trabalho fitoquimico prossegue
com a elucidagdo da estrutura quimica das moléculas. Assim, sdo empregados métodos
espectrométricos, que incluem técnicas de Ultravioleta (UV), Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e Espectrometria de Massas (EM) entre outras. Comumente a elucidagdo estrutural ¢
realizada apds o isolamento das substancias, contudo, as possibilidades atuais do emprego de
técnicas hifenadas ou acopladas podem auxiliar na etapa de identificagdo de produtos naturais

em mistura.

A introducdo da tecnologia de Detec¢do por Arranjo de Diodos (DAD), na década de

1980, por exemplo, aumentou o poder de andlise de flavonoides por CLAE, uma vez que ¢
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possivel identificar subclasses desses compostos, ou até mesmo o composto em si, com 0

auxilio de espectros de UV (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

A equipe de Harbone avaliou o uso de CLAE-DAD no isolamento de amplo ntimero de
flavonois do género Vellozia, como por exemplo, flavondis metil éteres e derivados
isoprenilados e concluiram que o tempo de retencdo em coluna e o espectro de UV sdo
eficientes na identificacdo de flavonoides lipofilicos em mistura, especialmente quando sdo
empregadas co-eluigdes de padrdes no método cromatografico (GREENHAM et a/, 1995). De
forma semelhante outro trabalho realizado por esta equipe expandiu a investigacdo de
compostos da classe dos flavonois e inclui analises de compostos da classe das flavonas por

CLAE-DAD, sendo obtido igual sucesso (GREENHAM et a/ 2003).

Por outro lado, a resonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono
(RMN "°C) permitem a determinagdo estrutural precisa de muitos compostos, incluindo a
aplicagio de experimentos bidimenssionais (2D) tais como: 'H-'H-COSY; 'H-'H-NOESY,
HMBC 'H-"*C e HMQC 'H-"C

O trabalho realizado por Branco e colaboradores (1998) descreve com é&xito o
isolamento e a identificagdo de flavonoides lipofilicos em mistura, a partir de Velloza
graminifolia por combinagdo de técnicas cromatograficas e espectrométricas. A elucidagdo
estrutural dos componentes em mistura foi baseada em andlises de espectros, incluindo
técnicas de RMN como HMQC, HMBC e '"Hx'H-NOESY. Como resultado, dois flavondis
monoisoprenilados foram identificados velloquercetina 3’°,4’-dimetil éter e velloquercetina

3,3’ 4’-trimetil éter.

Outros flavonoides lipofilicos foram isolados do extrato etéreo das folhas de Velloza
candida Mikan (Velloziaceae): os flavonois 3',4',5,7-tetrahidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilflavona
e 3°,4°,5-triidroxi-3,6,7-trimetoxi-8-metilflavona. Estes compostos foram identificados em
mistura através de seus dados espectrais, incluindo RMN 2D e EM-EM. O derivado 5-
hidroxi-3,3’,4 °,6,7-pentametoxi-8-metilflavona foi obtido por metilacdo usando diazometano

(BRANCO et al, 2002).

Branco e colaboradores (2001) relataram um diferente derivado de velloquercetina de V/
graminifolia através de Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo e Alta Temperatura (CGAR-

AT) e CGAR-AT/EM. A utilizagdo desses métodos resultaram na deteccdo, isolamento e



23

caracterizacdo de um flavonol 3,5,4’-trimetoxi-3’-hidroxi-6,7-(2"’- isopropenildihidrofurano)
flavona. Neste estudo a CGAR-AT ¢ CGAR-AT/EM surgiram como ferramentas uteis na
rapida identificacdo de flavonoides presentes em misturas complexas, comum na familia
Velloziaceae (BRANCO et a/, 2001). Além disso, essa técnica permite analisar compostos de
elevada massa molecular e alto ponto de ebuli¢do, sem que seja necessario a derivatizagdo dos

compostos (PEREIRA e a/, 1996).

2.4. ACAO ANTICOLINESTERASICA DOS FLAVONOIDES

O interesse nos flavonoides advém do fato destes compostos possuirem uma grande
diversidade de funcdes biologicas. Neste sentido os flavonoides podem atuar como
antialérgicos,  hepatoprotetores,  antiespasmodicos,  anti-hipertensivos,  diuréticos,
hipoglicemiantes, entre outros (BRUNETON, 2001; ARAUJO ef a/, 2005; SHARMA et al,
2008; DORNAS et a/, 2007). Apesar de serem numerosas as atividades bioldgicas descritas
na literatura, existem quatro atividades principais pelos quais os flavonoides sdo bem
conhecidos, sdo elas: atividade antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana e antitumoral

(SARTIL; CARVALHO, 2004; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Entretanto, os flavonoides tém se destacado pela inibi¢do enzimatica das colinesterases.
Em um estudo desenvolvido por Guo e colaboradores (2010), vinte ¢ um flavonoides de
subclasses diferentes (flavononas, flavonas, flavonois e isofalvonas), foram testados quanto ao
seu potencial de inibicdo in witro da atividade da AChE e os resultados sugerem que os
flavonoides podem ser candidatos potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos
contra a doenga de Alzheimer. Entre os flavonoides testados, a galangina isolada a partir dos
rizomas de Alpiniae officinarum (Hance.) mostrou maior efeito inibitorio sobre a atividade da

AChE com inibi¢ao de mais de 55% e IC5y de 120 puM.

Outro estudo realizado por Katalinic e colaboradores (2010) demonstrou que os
flavonoides galangina, canferol, quercetina, miricetina, fisetina, apigenina, luteolina e rutina,
em concentragdes ndo citotoxicas modulam a atividade da butirilcolinesterase (BuChE)
humana, trazendo boa perspectiva para o tratamento dos sintomas de doengas

neurodegenerativas, tais como a doenga de Alzheimer.
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De acordo com este estudo, as caracteristicas estruturais de um flavonoide com bom
potencial de inibicdo sobre o sitio ativo da BuChE, envolvem o nimero ¢ a posicdo dos
grupos hidroxilas, que podem formar multiplas ligagcdes de hidrogénio no sitio da enzima.
Contudo, a presenca de glicosideos, representa um impedimento estérico para a acomodacao
do flavonoide no sitio ativo da BuChE, o que pode resultar em menor poténcia de inibicao.
Vale mencionar que entre os flavonoides testados a galangina mostrou seletividade 12 vezes

maior para interacdo com a BuChE do que para a AChE (KATALINIC ef a/, 2010).

2.5.  ACETILCOLINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A acetilcolina é uma molécula sintetizada no citosol, a partir da colina e da acetil
Coenzima A (acetil-CoA) através da acdo catalitica da enzima colina acetiltransferase (Figura
2). A acetil-CoA ¢ sintetizada nas mitocondrias, que estdo presentes nas terminagdes
nervosas. A colina ¢ transportada do liquido extracelular para termina¢do neuronal por um
transportador de membrana sodio-dependente. Uma vez sintetizada, a acetilcolina ¢
transportada do citosol dentro das vesiculas por um antiportador que remove protons. A sua
liberagdo depende da presenga de calcio extracelular e ocorre quando o potencial de agdo

atinge seu fim e desencadeia um influxo suficiente de calcio (KATZUNG, 2005).

Figura 2 - Reacgao de biossintese da acetilcolina
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Fonte: VIEGAS JUNIOR eral 2004.
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Apbs a liberacdo da acetilcolina na terminagdo pré-sinaptica, as suas moléculas podem
ligar-se ao receptor da acetilcolina e ativa-lo. Por fim, toda acetilcolina liberada difunde-se
dentro de uma faixa de alcance das colinesterases. Estas enzimas clivam a acetilcolina em
colina e acetato, que sdo desprovidos de efeito transmissor significativo, o que resulta na

interrupgdo da agdo do transmissor (KATZUNG, 2005).

A acetilcolina possui efeitos principalmente excitatorios, que sdo mediados por varios
subtipos de receptores nicotinicos (NN, NM) ou muscarinicos (M1, M2, M3, M4, M5). As
principais funcdes atribuidas as vias colinérgicas estdo relacionadas com o alerta,
aprendizado, a memoria e o controle motor. Os neurdnios colinérgicos tém fundamental
importancia em distirbios neurodegenerativos, como a deméncia e o Mal de Parkinson
(RANG ef al 2004). Na doenga de Alzheimer ocorre degeneragdo de neurdnios colinérgicos,
com reducdo de enzimas que sintetizam e biotransformam a aceltilcolina. Farmacos como a
tacrina, donepezil e rivastigmina preservam a acetilcolina por serem anticolineterasicos

(THADDEU, 2006).

2.6 BUTIRILCOLINESTERASE

A Dbutirilcolinesterase (BuChE; EC 3.1.1.8), também conhecida como pseudo
colinesterase ou colinesterase ndo neuronal, é extensamente distribuida em diferentes tecidos
do corpo humano, tais como figado, pulmao, coragdo, além de estar presente no plasma, nas
células sanguineas e nas sinapses colinérgicas do sistema nervoso central. Esta enzima é
muito semelhante a acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) em sequéncia e estrutura terciaria

e catalisa a hidrolise de ésteres de colina, incluindo a acetilcolina (KALMAN et a/, 2004).

Em relagdo ao aspecto molecular a AChE e a BuChE compratilham 65% de homologia
na sequéncia de aminoacidos e sdo codificados por diferentes genes nos cromossomos
humanos 7 (especificamente 7q22) e 3 (especificamente 3q22), respectivamente (LANE et a/
2006).



26

Ambas as colinesterases possuem um sitio acessivel através de um canal com
aproximadamente 20 A de profundidade, o qual é constituido por uma triade catalitica (serina,
histidina e glutamato) essencial para atividade enzimatica. Entretanto, o volume interno do
sitio ativo da AChE ¢ relativamente pequeno (302 A°), ao passo que BuChE possui um sitio
ativo de volume consideravelmente maior (502 A°). Essa diferenca ¢ consequéncia dos
diferentes aminoacidos presentes em cada um dos sitios e esta diretamente ligada a
acomodacdo e seletividade dos diferentes inibidores da AChE ou da BuChE (LANE et a/
2006).

A AChE ¢ a forma mais abundante de colinesterases no cérebro humano ¢ o papel
menor da BuChE geralmente é negligenciado. Contudo, tem sido sugerido que a BuChE
presente no cérebro desempenhe um papel adicional importante na transmissao colinérgica e

exer¢a influencia na expressdo da AChE (KALMAN et a/, 2004).

Vale mencionar que durante o desenvolvimento da doenga de Alzheimer a atividade
BuChE, aumenta em 40-90% nas areas cerebrais mais afetadas, como a cortex temporal e
hipocampo, enquanto ocorre declinio da atividade da AChE. Portanto, a inibicdo da BuChE
pode ter significante beneficios clinicos no tratamento dos sintomas neurodegenerativos e de

deméncia, como ocorre na doenga de Alzheimer (KATALINIC efa/, 2010).

2.7  DOENCA DE ALZHEIMER

A deméncia, embora possa ocorrer nas idades jovens por enfermidades cerebrais
variadas, esta associada principalmente ao fendmeno de envelhecimento cerebral, acometendo
individuos com idade superior a 60 anos. (TREVISAN; MACEDO, 2003). Entende-se por
deméncia um estado ou condicdo anormal progressiva e degenerativa do funcionamento
cerebral, que compromete a fungdo cognitiva, a memoria, o estado emocional ¢ a

operacionalidade de tarefas cotidianas de um individuo (NASCIMENTO, 2009).

No Brasil, com o aumento da expectativa de vida, o numero de pessoas com mais de
60 anos tende a aumentar exponencialmente nos proximos 30 anos. Nesta faixa de idade, 40%

da populagdo ¢ acometida por alguma forma de deméncia e, deste grupo, 10 a 15% sofrem de
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uma doenga degenerativa de causa ndo totalmente conhecida denominada doenca de

Alzheimer (NASCIMETO, 2009).

As caracteristicas basicas da doenga de Alzheimer foram inicialmente descritas por
Alois Alzheimer (1864-1915). Este médico alemao relatou o caso de uma paciente de 51 anos
de idade que apresentava declinio progressivo das fungdes cognitivas, sintomas focais,
alucinagdes, ilusdes e comprometimento psicossocial. A autopsia da paciente revelou em seu
cérebro lesdes nunca antes vistas. Tratava-se, macroscopicamente, de um cérebro bastante
atrofiado e, microscopicamente, havia placas estranhas e fibras retorcidas, entrelagadas uma
nas outras. Desde entdo, este tipo de degeneracdo ficou conhecido como placas senis, uma das

caracteristicas fundamentais da doenga de Alzheimer.

Dentre as causas mais evidentes da génese desta doenca estdo a ocorréncia de
deposicao extracelular de peptideo famildide (derivado do precursor amildide de proteina —
APP) em plaquetas senis e a formacdo erratica de neurofibrilas intracelulares (contendo uma
forma anormal, fosforilada, de uma proteina associada a microtubulos - tau). Em nivel celular,
a doenca de Alzheimer estd associada a reducdo das taxas de acetilcolina no processo
sinaptico, diminuindo a neurotransmissdo colinérgica cortical, além de outros
neurotransmissores como noradrenalina, dopamina, serotonina, glutamato e substancia P em

menor extensdo (VIEGAS JUNIOR et a/, 2004).

Os aspectos neuropatologicos observados em cérebros de individuos com doenca de
Alzheimer incluem: depdsitos fibrilares amildides, placas senis, acimulo de filamentos
anormais da proteina tau e conseqiiente formag¢do de novelos neurofibrilares. Além disso,
observa-se degeneragdo dos neurénios colinérgicos, ocorrendo também uma reducdo dos
marcadores colinérgicos, com redugdo da colina acetiltransferase e da acetilcolinesterase

(VIEGAS JUNIOR ef al, 2004).

Diante do exposto, duas hipoteses complementares t€ém sido propostas, a fim de
explicar a etiologia da doenga. De acordo com a hipotese da cascata amiloidal, a
neurodegeneracdo na doenca de Alzheimer inicia-se com a clivagem proteolitica da proteina
precursora amildide (APP) e resulta na produgdo, agregacdo e deposicdo da substancia 3-
amildide e placas senis. De acordo com a hipdtese colinérgica, a disfungdo do sistema
colinérgico ¢ capaz de produzir uma deficiéncia de memoria, ocasionando a doenga de

Alzheimer (FREITAS et a/ 2009).
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2.8 INIBIDORES DE COLINESTERASES NO TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER

O tratamento da doenga de Alzheimer inclui abordagens farmacologicas e ndo
farmacologicas combinadas, ou isoladas. Em caso de tratamento ndo farmacolégico tém-se
técnicas de reabilitacdo cognitiva como orientacdo para a realidade, treinamento da memoria e
técnicas de estimulagdo por meio da arte e de outras terapias ocupacionais, sociais ¢ de

recreacao (MACHADO, 2006).

Em relagdo ao tratamento farmacolégico da doenga de Alzheimer, o mesmo pode ser
definido em quatro niveis: (1) terap€utica especifica, que tem como objetivo reverter
processos patofisiolégicos que conduzem a morte neuronal e a deméncia; (2) abordagem
profilatica, que visa retardar o inicio da deméncia ou prevenir declinio cognitivo adicional,
uma vez deflagrado processo; (3) tratamento sintomatico, que visa restaurar, ainda que parcial
ou provisoriamente, as capacidades cognitivas, as habilidades funcionais e o comportamento
dos pacientes portadores de deméncia; e (4) terapéutica complementar, que busca o
tratamento das manifestagdes ndo-cognitivas da deméncia, tais como depressdo, psicose,

agitacdo psicomotora, agressividade e disturbio do sono (FORLENZA, 2005).

A terapia frequentemente utilizada para o tratamento da doenga de Alzheimer ¢
sintomatica e envolve o uso dos inibidores das colinesterases, que aumentam a
neurotransmissdo colinérgica, uma vez que atua corrigindo a deficiéncia de acetilcolina
cerebral. Estes inibidores atuam aumentando os niveis de acetilcolina na fenda sinaptica pela
acdo sobre as colinesterases, visto que estas enzimas sdo responsaveis pela degradacdo da
acetilcolina em acetato e colina, por hidrolise enzimatica (Figura 3). O resultado ¢ a melhoria
dos sintomas cognitivos, comportamentais e funcionais relacionados as deméncias
hipocolinérgicas, que tém a doenca de Alzheimer como a principal representante (SMALL;

MAYEUX, 2002).
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Figura 3 - Mecanismo de ac@o dos anticolinesterasicos
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Fonte: RAFFA et al, 2006 (adaptada)

Atualmente hd quatro farmacos no mercado: doneprezil (Aricept®; Eisai/Pfizer),
rivastigmina (Exelon®; Novartis), galantamina (Razadyne®; Johnson & Johnson) e tacrina
(Cognex®; First Horizon Pharmaceuticals) como inibidores de colinesterases. Estes
inibidores podem ser classificados com base na seletividade, reversibilidade e duragdo da

inibicdo (FREITAS et al, 2009).

A tacrina, a galantamina e o donepezil, por exemplo, sdo inibidores reversiveis da
acetilcolinesterase de curta, intermediaria e longa duragdo, respectivamente. Enquanto que a
inibicdo desta enzima tem duracdo intermediaria para o inibidor pseudo-irreversivel (ou
lentamente reversivel) rivastigmina, e longa durag@o para o inibidor irreversivel metrifonato.
Este ultimo teve os seus estudos clinicos descontinuados, devido a sua toxicidade. Tacrina e
rivastigmina inibem também a butirilcolinesterase, o que pode representar beneficios

adicionais ao tratamento (FORLENZA, 2005).

A diversidade estrutural dos conhecidos inibidores das colinesterases e a possibilidade
de se explorar modos de acdo distintos sobre estas enzimas tém estimulado o estudo
fitoquimico de varias espécies vegetais, que possam fornecer novos modelos de substancias
anticolinesterasicas. Neste sentido, varios exemplares da biodiversidade tém sido estudados

em decorréncia da utilizagdo popular ou de dados etnobotanicos relacionados a esta finalidade

(VIEGAS JUNIOR ef al, 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES

Silica gel 60 (70-230 mesh), Vetec® e solventes organicos (hexano, acetato de etila e
metanol) foram utilizados na cromatografia em coluna. Cromatofolhas de aluminio, Merck® e
eluente tolueno/acido acético (4:1) foram utilizados na cromatografia em camada delgada. Os
compostos foram revelados em camara de luz ultravioleta (254 ¢ 366nm) e solucdo
metanolica de HoSO4 a 10%, seguida de aquecimento a 100°C. A fase movel composta por
solu¢do aquosa de H,O/H3PO4 a 0,1% ¢ MeOH, grau analitico foi utilizada na analise de

CLAE-DAD

Butirilcolinesterase (BuChE), acetiltiocolina (ACTI), e 4&cido 5,5 -ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB) foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich®, assim como a
Albumina de Soro Bovino (BSA). A neostigmina foi adquirida da RBI® e o tampdo TRIS-HC]
e TRIS-HCI-BSA foi preparado com o sal TRIS e HCI comercializados pela VETEC®.

3.2.  EQUIPAMENTOS

As andlises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram realizadas em
cromatdgrafo liquido Merck-Hitachi® LaChrom Elite, equipado com Detector de Arranjo de
Diodos (DAD). A coluna utilizada foi LiCospher 100 RP18 (5 um, com as dimensdes 250

mm x04 mm), Merck®.

Os ensaios em CLAE-DAD acoplada a Espectroscopia de Massas (EM/EM) e
Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) foram realizados pela central analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo (IQUSP). Na CLAE-DAD/EM/EM foi utilizado
equipamento Esquire 3000 Plus-Bruker Daltonics, com ionizagdo electrospray, capilar de

4000V, nebulizador: 27psi, gas seco de 7 litros/min e temperatura de 320 °C. Os espectros de
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RMN de 'H e de C foram obtidos em equipamento DPX-300 ('H: 300 MHz; *C: 300
MHz), em tubos de 5 mm, sendo as amostras solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO)
deuterado e o tetrametilsilano (TMS) utilizado como referéncia interna. Os seguintes espectros
de RMN foram obtidos: 'H; 'H-'H-COSY; "*C, '*C DEPT 135, HMBC 'H-"*C ¢ HMQC 'H-
Be

A atividade enzimatica foi mensurada através da absorbancia em um leitor de placas
da marca Thermo-Scientific®, modelo MultiSkan FC. Foram utilizados também balanca
(Marte®, AY220), lavadora ultra-soénica (Ultra Cleaner®, 800 A) e agitador de tubos do tipo
vortex (Phoenix”®, AP56); além de pipetas automaticas de volume varidvel (Nichiryo®,

Nichipet® 7000).

3.3. MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Barbacenia blanchetii foram coletadas no municipio de Morro do
Chapéu, Chapada Diamantina, Bahia. A espécie foi identificada pelo professor PhD. Renato
de Mello- Silva do Departamento de Biologia da Universidade de S8 Paulo (USP). Uma
exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana com o

codigo: HUEFS 170612.

Figura 4 - Barbacenia blanchetii
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3.4  OBTENCAO DOS EXTRATOS

O material coletado de B. blanchetii foi seco em estufa a 50°C e pulverizado em
moinho de facas, perfazendo 01 Kg da planta moida. Os constituintes quimicos foram
extraidos por maceragdo em hexano, acetato de etila e metanol, sucessivamente. Os solventes
foram removidos em rotaevaporador a pressao reduzida e temperatura controlada (60°C) para

obtengdo dos extratos em hexano (63g), em acetato de etila (78g) e em metanol (82g).

3.5. ANALISE DOS EXTRATOS POR CLAE-DAD

Os extratos de B. blanchetii foram analisados por CLAE-DAD. Inicialmente as
amostras foram resuspensas em MeOH grau analitico (Img/mL), e em seguida
homogeneizadas em ultrassom e filtradas através de membranas Millipore® de 0,45 um. O
volume de injegdo da amostra foi de 20ul e a fase mdvel utilizada composta por solugdo
aquosa de H;O/H3PO4 a 0,1% e MeOH, na forma de gradiente, conforme a Tabela 2. O fluxo
foi mantido a 1,0mL/min e a temperatura da coluna a 30°C Os cromatogramas foram

monitorados a 320nm e os dados tratados pelo Programa EZChrom Elite.

Tabela 2 - Gradiente de solventes utilizados na analise por CLAE-DAD

Solvente %

Tempo (min)

H;P04(aq) 0,1% MeOH
0-19 75 25
2024 0 100

25-35 75 25
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3.6. FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM METANOL

Cerca de 50g do extrato metanodlico foi fracionamento em Cromatografia em Coluna
aberta empacotada com silica gel. Para isto, o extrato foi adsorvido em silica gel para
confecgdo da pastilha e eluido por solventes organicos em ordem crescente de polaridade
(hexano, acetato de etila e metanol). As fragdes resultantes, 10 fragdes, foram monitoradas por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) comparativa e por CLAE-DAD.

3.7. DETERMINACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DO FLAVONOIDE ISOLADO

A estrutura quimica do flavonoide isolado a partir de B. blanchetii foi determinada
com base nos dados espectrométricos de ultravioleta, espectroscopia de masssas ¢ de
ressonancia magnética nuclear. Os resultados obtidos foram comparados com informagdes da

literatura.

3.8.  AVALIACAO DA INIBICAO DA ATIVIDADE DA BuChE

A atividade da butirilcolinesterase (BuChE) foi avaliada de acordo com o método de
Ellman (1961), com pequenas adaptagdes para microescala. O método de Ellman baseia-se na
conversdo da acetiltiocolina em tiocolina, a qual ¢ catalisada pelas colinesterases. O produto
da reacdo (a tiocolina) interage com o DTNB, é&cido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico),
formando um anion amarelo cuja absorbancia ¢ medida em espectrofotometro em 405 nm

(Figura 5).

Para avaliar a inibi¢3o da atividade da butirilcolinesterase foi adotado protocolo cuja
concentracdo do substrato permanece constante, enquanto a concentragdo da amostra €
varidvel. A aplicacdo deste protocolo permitiu avaliar a concentragdo que inibe 50% da

atividade da butirilcolinesterase (ICso) e também a inibi¢do méxima (En,x) dessa enzima.
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Figura 5 — Reagdes envolvidas no método de Ellman
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Os extratos, fragoes e o flavonoide isolado de B. blanchetii foram solubilizados em
agua e metanol 1:1, sendo obtidas solu¢des a 10mg/mL. A partir dessa concentragdo foram
realizadas dilui¢Ges seriadas para obtencdo de concentragdes que variaram de 107 a 10”7

mg/ml. As solu¢des foram submetidas a agitacdo em ultrassom com aquecimento a 50 °C.

Nas placas de 96 pogos, foram pipetadas em triplicata, tampao TRIS-HCI (pH 8,0)
contendo 0,1% de BSA (g.s.p. 300 uL), a amostra (0,1 ug/mL — 10mg/mL; concentragdo final
na placa), a enzima BuChE 50 pL; (concentracdo final 0,002 U/mL). Essa mistura foi
incubada durante 20 minutos e apos a incubagdo, adicionou-se 62 ul. de DTNB (concentragdo
final 2,98 mM) e 50uL de ACTI (concentragdo final 0,791 mM). O volume final da reacdo foi
de 300 pL e uma triplicata contendo todas as substancias, com excec¢do do inibidor, foi
utilizada para os célculos como 100% da reagdo. A absorbancia foi lida nos tempos 0, 30 e 60
minutos apés a adigdo do substrato, sendo o tempo zero considerado o branco da reagdo.

Todos os ensaios foram realizados em dois experimentos independentes.

Um ensaio com neostigmina a 1 ug/mL (concentrag@o final na placa) foi efetuado em

todas as placas em triplicata como controle positivo. Além disso, curvas concentragdo-
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inibi¢do para a neostigmina com concentragdes de 1 nM a 0,1 mM foram realizadas como
controle positivo, seguindo o mesmo protocolo utilizado para os extratos, fragdes e para o

flavonoide isolado.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

As ICsp e os Enux foram determinados por regressdo ndo-linear. Os dados foram
expressos como média e desvio padro para os Epnax ou média e intervalo de confianga para as
ICso. Os graficos foram expressos em % de atividade versus Log da Concentracdo. O Epax
apresentado equivale a (100%) — (% de atividade). As diferencgas de inibi¢do entre os tempos
30 e 60 foram analisadas pelo teste-# de Student. Um nivel de significancia de 5% foi
estabelecido para todas as andlises. O programa GraphPad Prism™ (versdo 5.0) foi utilizado

para as analises.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE DOS EXTRATOS DE B. blanchetiiPOR CLAE-DAD

O presente trabalho analisou por CLA-DAD os extratos de B blanchetii, visando
caracterizar a presenga de flavonoides através do tempo de retengdo comparativo em coluna e
pela andlise dos espectros de ultravioleta dos picos eluidos. Em relagdio ao Tempo de
Retencdo (Tr) para compostos da classe dos flavonoides, nota-se que a maior afinidade pela
fase estaciondria apolar - fase reversa (octadecilsilica-C18) resulta em maior Tr em
decorréncia de substituintes apolares, como por exemplo grupos metoxila. Neste caso, as
unidades de glicosideo, teriam maior afinidade pela fase mével e, portanto menor tempo de

retengdo na coluna (GREENHAM ef al, 1995).

Este raciocinio pode ser confirmado através da andlise realizada com padrdes de
flavonoides (Tabela 3), em que as amostras foram injetadas nas mesmas condigdes
cromatograficas que os extratos de B. blanchetii. Observou-se que os flavonoides glicosilados
(hesperidina e rutina) apresentaram menor tempo de reten¢do (Tr = 12,53 e 12,81 minutos),
enquanto que o flavonoide hidroxilado (quercetina) apresentou tempo de retengdo
intermediario (Tr = 15,64 minutos) ¢ o flavonoides polimetoxilado (5 hidroxi-3,7,3’, 4’

tetrametoxiflavona) apresentou Tr elevado (Tr = 20,02 minutos).

Tabela 3 - Absor¢des maximas de UV (Anx) € Tempo de Retengdo (min) de padrdes de

flavonoides
Amostra Banda I Banda I1 Tr
(Anax) (Amax) (min)
Hesperidina 327 284 12,53
Rutina 354 256 12,81
Quercetina 370 255 15,64

5 hidroxi-3,7,3’, 4’ tetrametoxiflavona 339 278 20,02
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O cromatograma do extrato hexanico de B blanchetii obtido por CLAE-DAD e
monitorado em 320 nm (Figura 6), apresentou 4 picos principais com tempo de retengdo entre
22 ¢ 27 minutos. O tempo de retengdo destes picos quando comparado ao do padrao 5 hidroxi-

3,7,3’, 4* tetrametoxiflavona sugere a presenga de compostos com carater lipofilico.

Figura 6 - Cromatograma por CLAE-DAD do extrato hexano de B blanchetii
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Neste cromatograma, os picos 3 e 4 apresentaram duas fortes absorgdes em regides
caracteristicas de compostos da classe dos flavonoides (Figura 7). Os espectros de ultravioleta
para compostos da classe dos flavonoides consistem tipicamente em duas bandas de maior
absor¢@o na regido de 240 a 400 nm. A banda I absorve entre 300 e 400 nm e refere-se ao anel
B (cinamoila). Ja a banda II absorve entre 240 e 285 nm e representa o anel A (benzoila)
(ZUANAZZI, MONTANHA, 2007).
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Figura 7 - Espectros de UV dos picos do cromatograma por CLAE-DAD do extrato hexano
de B. blanchetii
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A posicdo das bandas fornecem informagdes importantes sobre a classe dos
flavonoides. A Banda I de flavonas ocorre na faixa de 304 a 350 nm, enquanto que a Banda I
de flavonodis ocorre em comprimento de onda maior (352 a 385 nm). Os di-hidroflavondis, ¢
isoflavonas exibem uma banda I de baixa intensidade, que frequentemente aparece como
ombro da banda II. As flavanonas em geral, apresentam no espectro UV uma banda de
absor¢do intensa entre 270 e 295 nm (banda II) e uma banda de menor intensidade entre 300 e
330 nm (banda I), devido a auséncia de insaturagdo entre C-2 e¢ C-3 (MARSTON;
HOSTETTMANN, 2006).

Enquanto que as chalconas e auronas apresentam espectro de UV com uma banda I
dominante ¢ uma banda II relativamente pequena. Em chalconas observa-se uma banda II
com maximos entre 220 e 270 nm e banda I com méximos entre 340 e 390 nm. As

antocianinas e antocianidinas apresentam uma banda I com maximo de absorcao entre 465 e
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550 nm e banda II representada por um sinal de pequena intensidade, ocorrendo entre 270 e
280 nm (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006). De acordo com esses dados, ¢ provavel que

os picos 3 e 4 do cromatograma do extrato hexanico se refiram a flavonas.

O aumento do grau de oxigenacdo do nucleo leva ao aumento do efeito batocromico,
ou seja, os espectros deslocam-se no sentido dos maiores comprimentos de onda. No caso de
flavonas oxigenadas apenas no anel A, os espectros de UV tendem a dar uma pronunciada
Banda II e uma Banda I mais fraca. J& em moléculas semelhantes que também possuem
oxigenacdo no anel B, a Banda I ¢ mais pronunciada e aparece em comprimento de ondas
maiores 0 que sugere que as flavonas referentes aos picos 3 e 4 apresentem oxigenacao no

anel B.

O cromatograma obtido por CLAE-DAD a partir do extrato em acetato de etila de B.
blanchetii apresentou maior niumero de picos em relagdo ao extrato hexanico. Os picos foram
eluidos entre 16 e 29 minutos, demonstrando a presenga de compostos lipofilicos. O pico 2,
eluido em torno de 17 minutos, se destaca devido a maior intensidade (em 320nm) em

relacdo aos demais picos. Este cromatograma esta representado na Figura 8.

Figura 8 - Cromatograma por CLAE-DAD do extrato AcOEt de B. blanchetii
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Os picos do extrato de acetato de etila apresentam duas fortes absor¢oes de UV em

regido tipica de compostos da classe dos flavonoides (Figura 9). Os espectros de UV dos

picos 2 e 3 se destacam por apresentarem Banda I pronunciadas, o que sugere maior grau de

oxigenacdo do anel B em relagdo ao dos outros compostos flavonoidicos. Observa-se ainda

que os espectros de UV de todos os picos numerados apresentam absor¢des entre 304-350nm

referentes a Banda I e, portanto, a tendéncia ¢ que os picos desse cromatograma também se

refiram a flavonas.

Figura 9 - Espectros de UV dos picos do cromatograma do extrato AcOEt de B blanchetii
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Na andlise por CLAE-DAD do extrato em metanol, observa-se no cromatograma a
presenga de 6 picos principais em 320nm, os quais apresentam diferentes intensidades,
contudo o pico 6 se destaca pela maior intensidade (Figura 10). Neste cromatograma os picos
foram eluidos no intervalo entre 2 ¢ 18 minutos, sendo que o pico majoritario eluiu em 17,29
minutos. Tendo em vista as mesmas condi¢des cromatograficas, esse dado difere de modo
significativo das analises anteriores ¢ demonstra a presenca de compostos de maior
polaridade, uma vez que existem compostos com maior afinidade pela fase movel polar

(Tr=2,33 min).

Figura 10 - Cromatograma por CLAE-DAD do extrato MeOH de B. blanchetii
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Por outro lado, a analise dos espectros de UV dos picos do extrato metandlico (Figura
11) apresentam absor¢des que indicam a presenca de flavonoides da classe das flavonas, com
excecdo apenas do Pico 1. Nesses picos, a Banda I é mais pronunciada, o que sugere

oxigenacdo no anel A e B. Os espectros de UV dos picos 4 ¢ 5 apresentam perfil semelhante.

mALl
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Esta informac@o aliada ao préximo tempo de retengdo em coluna destes picos, sugere que se

trata de compostos com elevado grau de similiaridade estrutural.

Figura 11 - Espectros de UV dos picos do cromatograma do extrato MeOH de B. blanchetii
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A sobreposicao dos cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos em acetato de etila e
em metanol de B. Blanchetii (Figura 12) demonstra a presenca de um pico majoritario em
comum nestes extratos. Isto justifica a poténcia semelhante do extrato em acetato de etila e

em metanol em relagdo a inibigdo da atividade da butitilcolinesterase, conforme item 4.3.

Figura 12- Sobreposi¢do dos cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos AcOEt e MeOH

de B. blanchetii e espectro de UV do pico majoritario em 320nm

— Extrato AcOEt
— Extrato MeOH

mAU
g

Ifinutes

O espectro de UV deste composto ¢ caracteristico de flavonoide da classe das
flavonas, uma vez que a banda I absorve em 347 nm. Esta banda aparece de forma mais
pronunciada em relacdo a Banda II, o que sugere oxigenacdo no Anel A e no Anel B.

Entretanto, esta absorcdo fica praticamente no limite entre a classificagdo de flavonois e
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flavonas, trazendo a suspeita de ser um flavonol com baixo grau de oxigenagdo no anel B ou
uma flavona com alto grau de oxigenagdo neste anel. A Banda II, por sua vez, apresenta
absorcdo maxima em 267 nm e fornece informagdes importantes sobre o padrio de
oxigenacdo do anel B, visto que nesta banda aparece um ombro no lado do pico referente a

oxigenacdo em 3 ', 4", 5".

42. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO ESPECTROMETRICA DO COMPOSTO
ISOLADO DE B. blanchetii

Apods analise por CLAE-DAD verificou-se que o extrato metandlico ¢ rico em
flavonoides, os quais apresentam carater mais polar em relacdo aos componentes dos demais
extratos. Aliado a isto, o extrato em questdo apresentou significativo efeito maximo na
inibicdo da atividade da butirilcolinesterase (ver item 4.3) e por isso o mesmo foi escolhido

para fracionamento em coluna aberta.

Este processo resultou em 10 fracdes eluidas em solventes organicos em ordem
crescente de polaridade (hexano, acetato de etila ¢ metanol). As fragdes inicialmente foram
analisadas por CCD e por CLAE-DAD e as que apresentaram o mesmo perfil quimico foram
unidas. A fracdo 10 apresentou a formac¢do de um precipitado de cor amarela com ponto de

fusdo (PF) equivalente a 288 °C.

A andlise por CLAE-DAD/EM/EM, modo positivo, esta representada na Figura 13.
Em destaque, encontra-se o tempo de retengcdo em coluna e a fragmentagdo do flavonoide de
interesse. Esta analise mostrou pico majoritario em torno de 16 minutos, cujo ion molecular
[M + H]" equivale a m/z=331,2 Daltons, o que sugere formula molecular C;7H;40;. Notou-
se a presenca do fragmento em mvz = 316,1 Daltons, que foi atribuido a perda de radical
metila (*CH3). Este fragmento é muito comum em flavonoides contendo metoxilas (LIU et a/

2009).
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Figura 13 - CLAE-DAD/ EM/EM do flavonoide isolado com tempo de retengdo e

fragmentacdes do flavonoide de interesse, em destaque
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Continuagdo Figura 13 - CLAE-DAD/ EM/EM do flavonoide isolado com tempo de retencao

e fragmentagoes do flavonoide de interesse, em destaque
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O espectro de RMN de 'H (Figura 14) apresentou sinais caracteristicos do nucleo
flavonoide, com oy 12,97 ppm, atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxila ligado ao carbono
C-5, a qual esta envolvida em ligagdo de hidrogénio intramolecular com a carbonila da
posicdo C-4. Também foram observados um singleto em 06y 7,33 ppm referente aos
hidrogénios H-2’ ¢ H-6" do anel B ¢ dois dubletos com sinais em 6y 6,56 ppm e oy 6,21 ppm,
referentes aos hidrogénios da posicdo H-8 ¢ H-6 do anel A, conforme ampliacdo do espectro
(Figura 15). Além destes sinais, foi observado sinal do hidrogénio relacionado ao anel C do
nucleo flavona em 6n 6,98 ppm (1H, s, H-3) e sinal em du 3,89 ppm referente a duas

metoxilas meta- substituidas no anel aromatico (6H, s, -OCH3 x 2).

Figura 14 - Espectro de RMN de 'H do flavonoide isolado (300MHz, DMSOds)
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Figura 15 — Ampliacdo do Espectro de RMN de 'H (300MHz, DMSOdy) entre 6,0 ¢ 6,8 ppm
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O espectro homonuclear 2D '"H-'H-COSY ¢ mostrado na Figuras 16. Os sinais
correspondente ao espectro de hidrogénio 1D aparecem ao longo da diagonal. Os pontos fora
dessa diagonal representam correlagdes entre hidrogénios ndo-equivalentes (H-6 e H-8). Esses
picos formam um tridngulo retangulo com relagdo aos picos correspondentes na diagonal, o
que demonstra que realmente estdo acoplando. Estes acoplamentos a longa distancia ndo sdo

mensuraveis no espectro 1D.
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Figura 16 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio ['H-'"H-COSY]

do flavonoide isolado (300MHz, DMSOde) e ampliagdo entre 5,8 ¢ 7,8 ppm.

I_ ppm

-8
T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 ppm

78 7.6 T4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 ppm



50

O espectro de RMN de "°C apresentou sinais caracteristicos de estrutura flavonoidica
conforme Figura 17. No espectro ampliado de RMN de °C (Figura 18) sdo atribuidos sinais a

cada carbono da molécula do flavonoide.

1 13 . .

Figura 17 - Espectro de RMN de °C do flavonoide isolado (300 MHz, DMSOdp).
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Figura 18 - Ampliago do Espectro de RMN de °C (300 MHz, DMSOds) entre 20 ¢ 190 ppm
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O sinal em &¢ 181,84 ppm (C-4) refere-se ao carbono do grupo carbonila. Os demais
sinais, entre dc 164 ppm e 6c 94 ppm equivalem aos carbonos da estrutura basica do
flavonoide, enquanto que o sinal em &¢ 56,8 ppm equivale a presenga de duas metoxilas. Os
sinais de RMN de "*C do flavonoide isolado de B blanchetii foram reunidos e comparados

com dados da literatura conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Dados de RMN de *C do flavonoide isolado de B. blanchetii e dados da literatura

RMN B¢ Flavonoide isolado de B.blanchetii Jiao etal 2007
C
2 164,21 164,6
4 181,84 182,3
5 157,37 157,8
7 163,68 1642
9 161,42 161,9
10 104,05 1042
1’ 120,41 120,9
3es 148,21 1487
4’ 139,85 140,3
CH
3 103,74 104,1
6 98,87 99,3
8 94,24 94,7
2’e6’ 104,36 104,8
-OCH;
3e5 56,38 56,8

A anélise de RMN de ">C DEPT 135 também foi realizada. Esta técnica é utilizada na
determinagio do numero de 4tomos de hidrogénio ligados a '>C. Atomos de carbono com um,
dois ou trés hidrogénios ligados exibem fases diferentes quando sdo registrados. No espectro
de DEPT 135 foi possivel identificar os grupos metinicos (CH) e os grupos metilicos (CHs)

presentes na estrutura do flavonoide (Figura 19 e 20).
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Figura 19 - Espectro de RMN de C DEPT 135 do flavonoide isolado (300 MHz, DMSOdy)

Figura 20 - Ampliacdo do espectro de RMN de C DEPT 135 (300 MHz, DMSOdg) entre 20
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As técnicas bidimensionais, como HMQC (Correlagdio Heteronuclear Multiplo-
Quantica espacado por uma ligagdo, 1JCH) ¢ HMBC (Correlagdo de Acoplamento
Heteronuclear espagado por varias ligagdes, *Jeu e Jon) foram aplicadas e confirmaram a
estrutura do flavonoide. O espectro HMQC (Figura 21) revelou acoplamento significativo

entre os hidrogénios (3,88 ppm) ¢ o carbono (56,38 ppm) dos grupos metoxilas..

Figura 21 - Espectro de HMQC 'H-"*C do flavonoide isolado (300 MHz, DMSOds)
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A Figura 22 traz a ampliacdo deste espectro. Além deste acoplamento, as seguintes
correlagOes foram observadas: Jen, H-3 € C-3; Jen, H-6 € C-6 € 'Jey, H-2 €/C-2° ¢ H-6¢ C-
6.
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Figura 22 - Ampliacdo do espectro de HMQC 'H-"C (300MHz, DMSOdg) entre 1,0 ppm ¢
8,0 ppm e entre 10 e 120 ppm
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Ja o espectro HMQC (Figura 23) revelou acoplamentos a longa distancia entre
hidrogénios e carbonos. A ampliagdo deste espectro representada pela Figura 24 revela
principalmente acoplamentos do tipo *Jcy, enquanto que a Figura 25 traz a ampliagio de
regido rica em acoplamentos Jen. O efeito do grupo hidroxila na posi¢do 5 em relacdo aos

carbonos vizinhos ¢ destacado na Figura 26.
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Figura 23- Espectro de HMBC 'H-"*C do flavonoide isolado (300MHz, DMSOd,)
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Figura 24 - Ampliagdo do espectro de HMBC 'H-"C (300 MHz, DMSOdg) entre 3,5 ppm ¢
8,0 ppm e entre 90 e 125 ppm
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Figura 25 - Ampliagdo do espectro de HMBC 'H-"C (300 MHz, DMSOdg) entre 3,5 ppm ¢
8,0 ppm e entre 130 e 190 ppm
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Figura 26 - Ampliagio do espectro de HMBC 'H-""C do (300 MHz, DMSOdg) entre 12,90

ppm e 13,06 ppm e entre 90 e 170 ppm
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A estrutura quimica do flavonoide isolado de B blanchetii foi identificada como
5,7,4'-trihidroxi-3 ',5 '-dimethoxiflavona, também conhecida como tricina (Figura 27). A
tricina ¢ um composto de origem natural pertencente a classe das flavonas, com
predominancia em monocotiledoneas Este composto tem sido detectado principalmente nas

folhas e caules e raramente nas raizes (ZHOU; IBRAHIM, 2010).

Figura 27 - Estrutura do flavonoide isolado de B. blanchetii, o 5,7,4'-trihidroxi-3 ',5 '-

dimethoxiflavona (tricina)
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A tricina ocorre geralmente na forma livre como aglicona ou conjugado a agucares.
Como aglicona, a tricina ¢ conhecida por se acumular nas superficies lipofilicas das folhas e
flores. A lipofilicidade deste composto facilita sua passagem através das membranas celulares

e dessa forma, atua de forma eficaz contra herbivoros e patdogenos (ZHOU; IBRAHIM, 2010).

O isolamento da tricina a partir de plantas nativas ¢ muitas vezes limitado por sua
baixa abundancia. De modo que, uma das alternativas para tornar a tricina disponivel em
quantidades adequadas para testes farmacoldgicos é através de métodos de sintese quimica.
Contudo estes métodos sdo dispendiosos, além de apresentar como limitagdes dificuldade de
purificacdo e baixo rendimento do produto (JIAO et a/ 2007). Neste sentido, B blanchetii se
destaca por apresentar tricina de forma abundante, sendo uma fonte natural rica neste

composto.

A tricina foi isolada pela primeira vez a partir de folhas de trigo ( 7riticum dicoccum
L.) infectadas por ferrugem e existe a suspeita que sua acumulacdo nesta planta foi devido ao

stress causado pela ferrugem (ANDERSON; PERKIN, 1931). Mais tarde, a tricina mostrou
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ser um agente ativo em reacdes defensivas contra ervas daninhas, bactérias e fungos (BYLKA

et al, 2004; KONG et al, 2004).

Estudos anteriores relatam a tricina como agente farmacologicamente ativo na
prevencao do cancer. Hudson e colaboradores (2000) demonstraram que o flavonoide tricina
interferiu de forma potente no crescimento in vitro de células humanas malignas MDA-MB-
468 do cancer de mama. Outro estudo relata que niveis elevados de tricina encontrado no trato
gastrointestinal, apos a ingestdo dietética, previne a carcinogénese coloretal. (CAI et a/, 2005;
AL-FAYEZ et al, 2006). Além disso, a literatura descreve entre outras atividades atribuidas a
tricina acdo antiviral (YAZAWA et al, 2010), antihistaminica (KUWABARA et al, 2003), e
antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et a/, 2007).

43  AVALIACAO DO EFEITO INIBITORIO SOBRE A BuChE

Estudos tém demonstrado que a enzima butirilcolinesterase desempenha papel
importante na degradacdo da acetilcolina em cérebros normais e especialmente nos
acometidos pela doenca de Alzheimer (LANE et a/, 2006). Neste sentido, a busca por
inibidores da butirilcolinesterase tem sido uma das estratégias consideradas para elevar os
niveis de acetilcolina em individuos portadores da doenga. Principalmente, nos estagios mais
avancado da doenga, quando ocorre diminuigdo da expressdo da acetilcolinesterase e aumento

consideravel (de até 2 vezes) da butirilcolinesterase (FURUKAWA-HIBIA et a/, 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho avaliou a atividade anticolinesterasica in vitro
dos extratos em hexano, em acetato de etila e em metanol de Barbacenia blanchetir sobre a
enzima BuChE, sendo determinada a poténcia e a inibicdo maxima para cada um dos extratos.
As fragdes flavonoidicas provenientes do extrato metandlico também foram avaliadas, bem

como o flavonoide 4',5,7-trihidroxi-3',5'-dimetoxiflavona (tricina), isolado deste extrato.

A neostigmina foi utilizada como controle positivo (Figura 28) e inibiu a BuChE de
forma concentragdo-dependente, com efeito maximo de 98,4%. A atividade enzimatica foi

avaliada, ap6s a adicdo do substrato, nos tempos 30 e 60 minutos e foi verificado que o
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sistema entra em equilibrio dindmico neste periodo, ou seja, os valores de inibigdo

permanecem estaveis ao longo do tempo.

Figura 28: Inibicdo da atividade das BuChE pela neostigmina
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Neste estudo, foi utilizado como substrato o iodeto de acetiltiocolina (ACTI), por
apresentar similiaridade molecular com a acetilcolina. Embora, o iodeto de butiriltiocolina
seja analogo ao substrato butirilcolina, que ¢ especifico para BuChE, a butirilcolina ndo ¢

encontrada no cérebro humano e portanto ndo esta relacionado com a doenga de Alzheimer.

O extrato hexdnico de B blanchetii inibiu a butirilcolinesterase de forma
concentracdo-dependente. A poténcia detectada para BuChE foi de 0,09 mg/mL [0,07 -0,11
mg/mL] e 0,11lmg/mL [0,09 — 0,14 mg/mL] para 30 e 60 minutos respectivamente. A
inibicdo méaxima foi de 62,33% e R equivalente a 0,98 (em ambos os tempos de leitura no

espectofotometro) (Figura 29).
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Figura 29: Inibi¢do da atividade da BuChE pelo extrato hexano
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O extrato em acetato de etila também inibiu a enzima butirilcolinesterase de forma
concentracdo-dependente, conforme mostrado na Figura 30. As poténcias para este extrato foi
de 0,49mg/mL [0,36 — 0,66 mg/mL] ¢ 0,57mg/mL [0,42 — 0,77mg/mL] para 30 ¢ 60 minutos

¢ a inibicio méxima foi de 67,89%. (R* = 0,97 em ambos os tempos de leitura).

Figura 30: Inibicdo da atividade da BuChE pelo extrato AcOEt
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Por sua vez, o extrato metandlico também inibiu a butirilcolinesterase de forma
concentragdo-dependente, com poténcia de 0,43 mg/mL [0,22 — 0,81mg/mL] ¢ 0,43mg/mL
[0,22-0,84mg/mL] para 30 e 60 minutos, respectivamente. A inibi¢do maxima de 70,92% ¢ R’

em ambos os tempos de leitura equivalente a 0,91 (Figura 31).
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Figura 31: Inibicdo da atividade da BuChE pelo extrato em MeOH
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O potencial inibitorio dos flavonoides ¢ atribuido as caracteristicas da sua estrutura
quimica, como o nimero ¢ a posicdo dos grupos hidroxilas e a presenga do anel fenil, que
podem formar multiplas ligagdes de hidrogénio no sitio ativo da enzima (KATALINIC ef a/;
2010). Sendo, portanto interessante a investigagdo de flavonoides polares. Além disso, o
extrato metanolico apresentou maior efeito maximo (Figura 32) e dessa forma este estudo

priorizou testar as fracdes do extrato metandlico.

Figura 32: Comparagdo da atividade da BuChE na presencga da neostigmina e dos extratos em

hexano, AcOEt e MeOH de B blanchetir.
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As Fragdes 07, 08 e 10 inibiram a butirilcolinesterase de forma concentragdo-

dependente, conforme Figura 33. Estes dados indicam que parte da atividade inibitéria do
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extrato metandlico pode ser atribuida aos flavonoides presentes nestas fragdes, visto que

analises em CLAE-DAD revelam compostos flavonoidicos.

Figura 33: Atividade da BuChE na presenca da Fr 07 (A), 08 (B) e 10 (C) do extrato

metanodlico de B, blanchetii.
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Contudo, o flavonoide isolado da fragdo 10, a tricina, testado em mg/mL, praticamente
ndo inibiu a butirilcolinesterase (Figura 34). Isto sugere que embora a flavona tenha sido
isolada em quantidade significativa (composto majoritdrio), o efeito inibitério pode ser
atribuido a outro composto presente em quantidade menor. Além disso, a presenca e a posi¢ao
de gupos metoxilas no anel B, ao invés de hidroxilas, podem ser responsaveis pelo baixo

potencial inibitério da BuChE deste flavonoide.

Figura 34 - Atividade da BuChE na presenga da tricina isolado do extrato metanolico de B.

blanchetii.
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E valido ressaltar que pesquisas tém destacado os flavonoides como possiveis inibidores
das colinesterases. Contudo, estudos que correlacionam o efeito inibitério da BuChE com
compostos da classe dos flavonoides sdo mais escassos. Entretanto Katalinic e colaboradores
(2010) demonstraram que os flavonoides galangina, canferol, quercetina, miricetina, fisetina;

apigenina, luteolina e rutina modulam a atividade da butirilcolinesterase (BuChE)

No presente trabalho, embora o flavonoide isolado de B blanchetti, a tricina (4',5,7-
trihidroxi-3’,5'-dimetoxiflavona), ndo tenha apresentado o mais significativo efeito inibitorio
entre as fracdes testadas sobre a BuChE, esses resultados qualificam os extratos de
Bblanchetii, bem como suas fragdes flavonoidicas como promissores agentes

antibutirilcolinesterase.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico das partes aéreas de B. blanchetii permite concluir que esta espécie é
rica em flavonoides da classe das flavonas. O flavonoide 4',5,7-trihidroxi-3’,5'-
dimetoxiflavona isolado anteriormente apenas em outra espéciec de Barbacenia (B
riedeliana), foi relatado pela primeira vez em B.blanchetii. A presenca deste composto foi
confirmada através do emprego de técnicas cromatograficas e espectrométricas (CLAE-

MS/MS e RMN).

Em relagdo a avaliagdo da atividade da butirilcolinesterase, os extratos de B.blanchetii
inibiram a atividade enzimatica de forma concentragdo-dependente. As fragdes provenientes
do extrato em metanol também inibiram a BuChE de forma concentracdo-dependente,
entretanto o flavonoide 4',5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona, ndo apresentou efeito inibitorio

significativo.

Diante do exposto, esses resultados qualificam os extratos de B.blanchetii, bem como
as fragdes flavonoidicas como promissores agentes anti butirilcolinesterase. E a soma destes
resultados abre espago para a busca de outros compostos flavonoidicos de B blanchetii com
atividade inibitéria sobre a BuChE, seja proveniente das fragdes do extrato metandlico ou

presentes nos demais extratos (hexano e acetato de etila) obtidos desta espécie.

Por fim, é importante mencionar que este trabalho fornece uma contribuigdo inédita
acerca da composi¢ao quimica de B.blanchetir, bem como em relacdo a atividade biologica de

extratos, fracdes e do composto isolado desta espécie frente a enzima butirilcolinesterase.
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