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RESUMO
SILVA, N. N. S. Atividade anticolinesterasica dos 0leos essenciais e
componentes majoritarios de Piper spp e Aniba canelilla e docagem molecular
do 1-nitro-2-feniletano. 2013. 69f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PGs-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém,
2013.

Atualmente, a Doenca de Alzheimer (DA) é considerada um dos grandes problemas
de saude publica em todo o mundo e uma das principais complicacdes da patologia
€ o déficit de atividade dos neurdnios colinérgicos, fato esse, que pode ser revertido
e/ou atenuado elevando os niveis do neurotransmissor acetilcolina (ACh). A maneira
mais eficaz de aumentar a quantidade de acetilcolina disponivel € a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE). Na busca por novos inibidores colinesterasicos
de origem natural, cinco 6leos essenciais da regido amazdnica e seus componentes
majoritarios foram investigados utilizando o ensaio de inibicdo da AChE por
bioautografia direta. Os 0leos e componentes majoritarios foram: Aniba canelilla (1-
nitro-2-feniletano), Piper aduncum (dilapiol), P. callosum (safrol), P. divaricatum
(metileugenol) e P. marginatum (safrol+3,4-metilenodioxipropiofenona). Os 0Oleos de
A.canelilla e P. aduncum apresentaram halo de inibicdo enzimatica nas quantidades
de 0,01 ng e 1ng, respectivamente. O Oleo de P.marginatum apresentou fraca
atividade (~100 ng) e os 6leos de P. callosum e P. divaricatum foram inativos. Dentre
0S constituintes majoritarios que apresentaram atividade estdo os fenilpropandides
1-nitro-2-feniletano isolado do 6leo de A.canelilla, safrol e elemicina, isolados do dleo
de P. callosum, que inibiram a AChE nas quantidades de 0,01, 1000 e 1000 ng,
respectivamente. Os resultados indicam que o 6leo de A. canelilla e 1-nitro-2-
feniletano inibem a AChE nas mesmas propor¢des do padréo fisostigmina. O estudo
de docagem molecular complementou os resultados experimentais e demonstrou
gue o grupo nitro do 1-nitro-2-feniletano forma ligacdo do tipo ponte de hidrogénio
com o grupo hidroxila do residuo de serina catalitica da molécula de AChE,
sugerindo que o carater eletronegativo do 1-nitro-2-feniletano pode ser responséavel

por esta forte interacdo quimica.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, bioautografia, Aniba canelilla, 1-nitro-2-

feniletano, docagem molecular.



ABSTRACT
SILVA, N. N. S. 2013. Anticholinesterase activity of essential oils and majority
compounds of Piper spp and Aniba canelilla and molecular docking of 1-nitro-
2-phenylethane. 2013. 69f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacédo
em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Parg, Belém, 2013.

Currently, Alzheimer's disease (AD) is considered a significant public health problem
worldwide and the major complication of the disease is the deficit of cholinergic
neuron activity, a fact that can be reversed and/or mitigated by raising levels of the
neurotransmitter acetylcholine (ACh). The most effective way to increase the
available amount of acetylcholine is the inhibition of the acetylcholinesterase enzyme
(AChE). In the search for new natural cholinesterasic inhibitors, the essential oils and
major components of five aromatic plants occurring in the Amazon region were
investigated using the AChE inhibition test by direct bioautography. The oils and
major components were obtained from Aniba canelilla (1-nitro-2-phenylethane), P.
aduncum (dillapiole), P. callosum (safrole), P. divaricatum (methyleugenol) and P.
marginatum (safrole+3,4-methylenedioxipropiophenone). The oils of A. canelilla and
P. aduncum showed enzyme inhibition zone in amounts of 0.01 ng and 1ng,
respectively. The oil of P.marginatum showed weak activity (~ 100 ng) and the oils of
P. callosum and P. divaricatum were inactive. Among the major constituents, who
showed activity are the phenylpropanoids 1-nitro-2-phenylethane, isolated from the
oil of A. canelilla, and safrole and elemicin, isolated from the oil of P. callosum,
which inhibited the AChE in amounts of 0.01, 1000 to 1000 ng, respectively. The
results indicate that the oil of A. canelilla and 1-nitro-2-phenylethane inhibited AChE
in the same proportion as the pattern physostigmine. The molecular docking study
was added to the experimental results, showing that the nitro group of 1-nitro-2-
phenylethane can establish hydrogen bonds with the hydroxyl group of the serine
residue existing in the catalytic AChE molecule, suggesting that the electronegative
character of 1-nitro-2-phenylethane may be responsible for this strong chemical

interaction.

Keywords: Acetylcholinesterase, bioautography, Aniba canelilla, 1-nitro-2-

phenylethane, molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da histéria, plantas, animais e microrganismos tém sido
conhecidos como fontes naturais de substancias que abrangem desde alimentos ao
campo da medicina popular e clinica. Metabdlitos naturais provenientes de tais
organismos atuam como valiosos agentes na medicina e agricultura, proporcionando
uma série de beneficios a humanidade (CRAGG & NEWMAN, 2007).

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais tem
provocado renovado interesse pelo conhecimento das caracteristicas das drogas
delas originadas, incluindo sua morfologia, composicdo quimica, propriedades
farmacologicas e controle de qualidade, especialmente quando se trata de plantas
brasileiras, considerando a extensa e diversificada flora do pais (YUNES, PEDROSA
& CECHINEL FILHO, 2007).

Os oOleos essenciais, em especial, constituem-se fontes expressivas de
estudos que visam identificar atividades bioldgicas (HERNRIQUES, SIMOES-PIRES
& APEL, 2007). Séo extraidos das plantas, principalmente, através das técnicas de
arraste a vapor e hidrodestilacdo e também pela prensagem do pericarpo de frutos
citricos, que no Brasil dominam o mercado de exportacdo. Sao compostos
constituidos principalmente de mono e sesquiterpenos e fenilpropandides,
metabolitos estes que conferem suas caracteristicas organolépticas (BIZZO,
HOVELL & REZENDE, 2009).

Os produtos naturais séo fontes potenciais de inibidores da
acetilcolinesterase (AChE), como demonstram alguns estudos com extratos de
plantas medicinais utilizadas popularmente no nordeste brasileiro, tais como:
Azadiractha indica, Lippia sidoides, Myracrodruon urundeuva, Bauhinia forficata e
Cenostigma macrophyllum que apresentam atividade anticolinesterasica,
antioxidante e anti-inflamatoéria (FEITOSA, 2008). Outra pesquisa envolvendo
extratos de plantas brasileiras demonstrou excelentes resultados com as espécies
Amburana cearensis, Paullinia cupana, Plathymiscium floribundum e Solanum
asperum. Tal estudo apresenta uma revisdo de 309 plantas pertencentes a 92
familias botéanicas, que foram testadas quanto a inibicdo da AChE (TREVISAN &
MACEDO, 2003). A literatura relata cerca de 260 moléculas naturais que foram

avaliadas quanto sua capacidade de inibir a enzima AChE e, dentre os compostos
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testados a sua maioria pertence a classe dos alcaldéides (BARBOSA FILHO et al.,
2006).

O interesse por inibidores da enzima AChE é justificado pela expressiva
relevancia da classe dos alcal6ides na terapéutica da DA, que come¢ou em meados
de 1990 com a utilizacao da tacrina. A descoberta da segunda geracao de farmacos
inibidores (donepezil, galantamina e rivastigmina) mais eficazes e menos toxicos,
demonstra mais uma vez a importancia dos produtos naturais e estimula as
pesquisas de inovagdo farmacéutica com substdncias provenientes da
biodiversidade brasileira (BARREIRO & BOLZANI, 2009). Outra razdo pela procura
de novas fontes botéanicas é devido ao fato que as substancias atualmente utilizadas
para reduzir os sintomas causados pela DA apresentam efeitos colaterais. Dai a

necessidade no desenvolvimento de novos farmacos.

Inibidores da AChE atualmente formam a base das novas drogas
disponiveis para o manejo da DA. Eles funcionam, corrigindo uma deficiéncia do
neurotransmissor ACh nas sinapses do cortex cerebral (FORETTE &
GHARABAWI,1999).



" REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Doencga de Alzheimer

Atualmente a DA é considerada um dos grandes problemas de saude
publica em todo o mundo. Calcula-se que o nimero de pessoas acometidas pela DA
em todo o mundo ultrapassa os 15 milhdes de idosos. No Brasil, calcula-se que
cerca de 500 mil pessoas sejam acometidas pela doenca (MACHADO, 2006).

Dados recentes divulgam que as mortes por DA aumentaram 68% entre
0s anos 2000 e 2010, ao passo que doencas cardiacas e a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) continuam a experimentar declinios significativos
(Figura 1). Atualmente, mais de cinco milhdes de americanos vivem com a DA e
acredita-se que sem avancos cientificos que possam impedir, retardar ou
interromper a doenca. Em 2050, o numero de pessoas acometidas pode chegar a
13,8 milhdes (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2013).

Paorcentagem
70

&0
o0
40
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20

: = I

-40 -42%

-3l

Causada Doencade Acidente vascular Cancer de Cancer de Doenga  Sindrome da
monalidade  Alzheimer  encefalico prostata mama cardiaca  imunodeficiéncia
adquirida

Figura 1. AlteracBes percentuais na causa de mortalidades selecionadas (de qualquer idade) entre
2000 e 2010 (Alzheimer’s Association, 2013).
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O neuropatologista alemao Alois Alzheimer (1906), foi o primeiro a
descrever a DA, referindo-se como uma afecgdo neurodegenerativa progressiva e
irreversivel. Os sintomas sao perda da memoria e diversos distlrbios cognitivos. A

progressdo da DA pode ser dividida em trés fases: inicial, intermediaria e terciaria.

Na fase inicial observam-se leves esquecimentos, lapsos de memdria
recente, alteracdo de personalidade e julgamento, irritabilidade, descuido da
aparéncia pessoal, frustracdo e desorientacdo no tempo e no espaco. Na fase
intermediaria acentua-se o sensivel déficit de memaria e aprendizagem, dificuldade
de reconhecer as pessoas, baixa afetividade, comprometimento de verbalizacao,
tremores e agitagdo. A fase terciaria caracteriza-se por incapacidade de
aprendizagem, perda de peso, irritabilidade extrema e intensa restricio ao leito. E
totalmente dependente para desempenhar as tarefas mais simples, como utilizar
utensilios domeésticos, ou ainda para vestir-se, cuidar da propria higiene e alimentar-
se (COSTA et al.,, 2008; ROCKLAND & BORBA, 2005; GALLUCCI NETO,
TAMELINI, & FORLENZA, 2005; LOPERA, 2008; INOUYE & OLIVEIRA, 2003).

A DA tem sido associada a uma série de fatores genéticos e ambientais,
porém as causas ainda sdo desconhecidas. Existem algumas caracteristicas
histolégicas e bioquimicas que sao aceitas como intrinsecamente relacionadas a DA
(LANE, POTKIN & ENZ, 2005), como:

e Presenca de peptideos B-amiléides que se depositam em placas e causam
destruicdo de neurbnios por criar processos inflamatorios crénicos nas
regides afetadas, interferir com a regulacdo de calcio, essencial para a
conducédo dos estimulos nervosos, e aumentar a producéo de radicais livres,

gue sao toxicos para as células nervosas.

e Surgimento de emaranhados neurofibrilares no interior dos neurdnios

formados, principalmente por aglomerados da proteina Tau anémala.

e Queda acentuada na quantidade de neurotransmissores nas regides
sinapticas, principalmente da ACh, o que fundamenta a hipétese colinérgica
da DA. O declinio cognitivo observado em pacientes afetados é devido a uma
perda extensiva de neurbnios colinérgicos, especialmente no neocortex,

hipocampo e tonsila. Sabe-se ainda, que a AChE, enzima que degrada a
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acetilcolina, esta envolvida na agregagao de peptideos B-amildides através
do seu sitio i6nico periférico (KIM, LEE & LEE, 2010; SELKOE, 2004).
A abordagem terapéutica mais eficaz até o momento é o uso de inibidores das
colinesterases. Os inibidores aumentam a disponibilidade sinaptica de acetilcolina,
através da inibicdo das suas principais enzimas cataliticas, a acetil e a
butirilcolinesterase (BChE), diminuindo déficit colinérgico (INOUYE & OLIVEIRA,
2003).

Com base na teoria da inibicdo enzimética foram descobertos os
primeiros inibidores colinesterasicos. A fisostigmina (Figura 2), um alcaléide
inicialmente isolado da espécie Physostigma venenosum L., foi o primeiro inibidor
reversivel da AChE utilizado na terapéutica. Embora a fisostigmina ndo seja mais
utilizada clinicamente devido ao seu curto tempo de meia vida, sua estrutura quimica
forneceu um modelo para o desenvolvimento dos inibidores de segunda geracao
(MARCO & CARREIRAS, 20086).

CHs
S

HsC

Figura 2. Fisostigmina.

Estudos iniciais com a tacrina documentaram sua eficacia em pacientes
com DA e lancaram os alicerces da terapia de reposicdo colinérgica. A tacrina
possui meia-vida curta e seu uso esta associado ao elevado risco de
hepatotoxicidade, observada em 30% a 50% dos casos, 0 que ocasionou sua
retirada do mercado farmacéutico (FORLENZA, 2005).

O aparecimento de outros anticolinesterasicos de segunda geracédo, como
donepezil, rivastigmina e galantamina, trouxe vantagens sobre a tacrina, devido a
diminuicdo nos efeitos colaterais hepaticos. No entanto, quando administrados em
altas doses podem causar nauseas, vomitos, diarréia, anorexia e fraqueza muscular
(KNOPMAN, 2002).
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Atualmente, no campo farmacolégico, apenas quatro inibidores da AChE
sdo aprovados pela agéncia Food and Drug Administration (FDA) dos EUA para o
tratamento da DA, sé&o eles: inibidores reversiveis donepezil, galantamina e tacrina e
o inibidor pseudo-irreversivel rivastigmina (VIEGAS JR, BOLZANI & BARREIRO.,
2006).

O donepezil (Figura 3) € um inibidor reversivel e seletivo da AChE, com
meia-vida de aproximadamente 70 horas. Aprovado pelo FDA em 1996 e pela
ANVISA em 2000, o tratamento € iniciado com 5 mg/dia, aumentando-se a dose
para 10 mg/dia na dependéncia de tolerabilidade (WINBLAD et al., 2001; COREY-
BLOOM, ANAND & VEACH, 1998)

A galantamina (Figura 3) € um alcaldide extraido da espécie Galanthus
nivalis e usada popularmente na Bulgaria e Turquia no tratamento de condi¢bes
neurolégicas. E um inibidor reversivel da AChE e apresenta acdo de modulagéo
alostérica de receptores nicotinicos (ENGELHARDT, 2005). Aprovada pelo FDA e
pela ANVISA em 2001, tem meia vida de aproximadamente 7 horas, podendo ser
administrada em duas doses diarias. E indicado a dose de 4 a 12 mg 2 vezes/dia
(ANEKONDA & REDDY, 2005).

A rivastigmina (Figura 3) € um inibidor pseudo-irreversivel seletivo da
AChE e da BChE. Resultados preliminares envolvendo cerca de 3000 pacientes em
10 paises, tratados por seis meses, indicaram que as doses de 6 a 12 mg/dia
estavam associadas a melhoria na cognicdo e nas atividades da vida diaria. A
inibicdo simultanea da BChE é um fator que pode eventualmente prolongar o
beneficio do tratamento (BOTTINO et al., 2002; GIACOBINI et al., 2002).
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Figura 3. Inibidores da acetilcolinesterase aprovados pelo FDA.

Os inibidores reversiveis da AChE podem ser utilizados no tratamento da
DA com intuito de elevar as concentracées de ACh no cértex cerebral e evitar a
degradacéo da colina secretada pelos neurdnios colinérgicos sadios (LIRA, 2010).
Os inibidores irreversiveis atuam via fosforilagdo do grupo hidroxila e da serina que
ativa a ACh no sistema nervoso central e periférico (PANG et al., 2003; ELHANANY
et al.,, 2001). O mecanismo irreversivel resulta no acumulo de ACh nos sitios de
transmissao colinérgica e hiperestimulacdo das fibras colinérgicas. Os efeitos do
acumulo de ACh pode acarretar em intoxicacdes fatais por parada respiratoria, como
ocorre na exposicdo a longo prazo por organofosforados da classe fosforamidatos
(CASTRO, 2002).

O tratamento farmacoldgico para DA ainda é muito restrito, limitando-se a
amenizar os sintomas da doenca. A associacdo de tratamentos ndo farmacoldgicos
se faz necessario para a melhoria na qualidade de vida do paciente e de seus
familiares. Sabe-se que a atividade fisica, fisioterapia e a terapia de orientacdo da
realidade, em associacdo a terapia medicamentosa, retarda os efeitos causados
pela DA (PINTO et al., 2005; NASCIMENTO & GHIRALDI, 2011).
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3.2 Produtos naturais como potenciais inibidores colinesterasicos

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos
remotos, acredita-se que a procura por alivio e/ou cura de doencas pela ingestédo de
ervas tenham sido uma das primeiras formas de utilizagcdo dos produtos proveniente
da natureza, o que motivou a busca incessante pela compreenséo das leis naturais
e o desafio de transpor barreiras a sua sobrevivéncia (VIEGAS JR., BOLZANI &
BARREIRO, 2006). Esta busca foi intensificada nos anos 90, especialmente nas
florestas tropicais onde se concentra grande parte da biodiversidade e
especialmente no Brasil, onde algumas espécies continuam sem qualquer estudo
guimico ou biolégico (ROUHI, 1997; CORDELL, 1995).

No Brasil, a biodiversidade denota uma fonte inestimavel de substancias
biologicamente ativas e sua preservacao € de fundamental importancia, em virtude
da riqueza bioldgica e do amplo potencial em originar novos farmacos, a qual vem
despertando a cobica de laboratérios de pesquisa das empresas farmacéuticas
(NEWMAN & CRAGG, 2007). Cerca de 50% das drogas introduzidas no mercado
durante os ultimos 20 anos sdo derivadas diretamente ou indiretamente de estudos

gue utilizam moléculas pequenas de origem natural (BARREIRO & BOLZANI, 2009)

A maioria dos estudos esta voltada para o isolamento e a identificacédo de
substancias, muitas vezes associada a ensaios biolégicos ou estudos
guimiotaxondémicos, contribuindo expressivamente para a formacdo de recursos
humanos competentes na area de produtos naturais (PUPO, GALLO & VIEIRA,
2007).

Atualmente, pesquisas envolvendo farmacos inibidores de AChE com
acao prolongada, com maior efichcia e com menores riscos de efeitos adversos,
ainda permanece o foco de diversos pesquisadores. A diversidade estrutural dos
inibidores da enzima AChE ja conhecidos e a possibilidade de aperfeicoar
mecanismos de acdo diferentes, instigaram estudos fitoquimicos com diversas
espécies de plantas e micro-organismos com base no uso popular ou dados etno-
botanicos (HOWES & HOUGHTON,2003; KHALID, ARSHAD & ZAHIR, 2004).

Estudos de revisdao demonstraram que cerca de 70% dos extratos de 309

plantas pertencentes a 92 familias botanicas, bem como, 260 substancias isoladas
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que foram submetidas ao ensaio anticolinesterdsico, apresentaram resultados
significativos no que se refere a inibicdo enzimatica colinérgica. Das espécies ativas,
12 eram brasileiras e uma das principais classes isoladas capazes de inibir a enzima
AChE foram os alcaldides (BARBOSA FILHO et al., 2006).

A huperzina A (Figura 4), um alcal6ide isolado da espécie Huperzia
serrata, uma espécie nativa na China, onde ja € utilizada ha muitos anos para o
tratamento de desordens cognitivas, estd passando por estudos clinicos para o
tratamento da DA e apresentou poucos efeitos colaterais quando comparado com
inibidores comerciais (WANG et al., 2009).

Figura 4. Huperzina A

Estudos utilizando o método de Ellman para investigacao
anticolinesterasica envolvendo as enzimas AChE e BChE demonstraram que o 6leo
essencial de Salvia leriifolia possui atividade inibitoria significativa, com
concentragao inibitéria minima (Clsg) de 0,32 pL/mL para AChE e 0,29 pL/mL para
BChE. Os constituintes principais do Oleo de S. lerifolia sdo canfora (10,5%), 1,8-
cineol (8,6%), canfeno (6,2%) e a-pineno (4,7%) (LOIZZO et al., 2009).

Ensaios biologicos utilizando camundongos injetados com proteina f-
amiléide no hipocampo para mimetizar DA, foram utilizados para demonstrar que 0s
Oleos essenciais de 09 plantas da tradicional medicina chinesa (SuHeXiang Wan)
possuem potencial terapéutico para inalacdo na prevencdo e tratamento da DA, os
principais constituintes quimicos sdo endo-borneol (33,3%) e borneol (21,3%) (JEON
et al., 2011). Outras pesquisas também evidenciaram a eficacia de monoterpenos
como 1,8-cineol, carvacrol, verbenona e, principalmente, mirtenol na inibicdo da
AChE (KAUFMANN, DOGRA & WINK, 2011).

O Oleo essencial de Zataria multiflora Boiss (ZM) também foi investigado
utilizando ratos induzidos com a DA, nesta pesquisa 0s animais foram submetidos

ao ensaio do labirinto aquatico e os resultados demonstraram que a administracéo
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de ZM atenuou os efeitos da injecdo de B-amildide nos ratos, sugerindo que 6leo
essencial de ZM possa ser eficaz no tratamento de DA e os principais componentes
do 6leo séo carvacrol (61,3%) e timol (25,1%) (MAJLESSI et al., 2012).

Estudos envolvendo as folhas de Citrus aurantifolia demonstrou que o
0leo essencial dessa espécie possui atividade inibitéria frente a enzima AChE,
atingindo Clsy de 139 pg.mL™, seus principais constituintes sdo monoterpenos
incluindo limoneno, L-canfora, citronelol, o-cimeno e 1,8-cineol (CHAIYANA &
OKONOGI, 2012).

3.3 Espécies selecionadas para o ensaio

Neste trabalho, para o estudo da inibicdo da atividade enzimatica foram
selecionados o0s Oleos essenciais das espécies Piper aduncum, Piper callosum,
Piper divaricatum e Piper marginatum pertencentes a familia Piperaceae e a espécie
Aniba canelilla pertencente a familia Lauraceae (Figura 5).

O critério de selecdo das espécies esteve associado tanto ao uso popular,
guanto ao teor elevado de compostos fenilpropanoidicos como constituintes
majoritarios dos o6leos essenciais. Os fenilpropandides constituem uma classe de
compostos fendlicos derivados do acido chiquimico e detentores de trés atomos de
carbonos ligados a um anel benzodico. Estudos relatam atividade hepatoprotetora
(LEE, et al., 2002), anti-helmintica (PESSOA, et al. 2002), antialérgica (MATSUDA et
al., 2003), larvicida (SIMAS et al., 2004), antimicrobiana (ACERO-ORTEGA et al.,
2005), fungicida e pré-oxidante (GARCEZ et al., 2009), mas ndo ha relatos que
reportem atividade inibitéria destes compostos frente a enzima AChE. Os principais
fenilpropandides conhecidos sdo: eugenol, metileugenol, miristicina, elemicina,

chavicol, metilchavicol, dilapiol, anetol, estragol e apiol (SANGWAN et al., 2001).
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Figura 5. Espécies submetidas ao ensaio de inibicdo da AChE: A-Aniba canelilla, B- Piper aduncum,
C-Piper callosum, D- Piper divaricatum, E- Piper marginatum (Fonte: Base de dados das espécies de

Piperaceae da Amazonia; www.tropicos.org).

O género Piper € o mais representativo da familia Piperaceae e abrange
cerca de 1000 espécies. Estima-se que das 260 espécies com ocorréncia no Brasil,
140 estdo distribuidas na Amazonia (JARAMILLO, MANOS & ZIMMER, 2004;
GUIMARAES & GIORDANO, 2004). Espécies de Piper sdo usadas na medicina
popular no tratamento de doencas venéreas, desordens intestinais, males
genitourinarias, epilepsia e para prevenir concepcdo (FACUNDO, 2012). Os 6leos
essenciais de Piper sao caracterizados pela presenca de monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides com significativos efeitos bioldgicos (PARMAR et
al., 1997; MARTINS et al., 1998; MOREIRA, GUIMARAES & KAPLAN, 1998).

P. aduncum é conhecido como “pimenta de macaco”, popularmente é
utilizado como diurético, digestivo, para males do figado, no combate a erisipela,
tratamento de Ulceras crbnicas e antidiarreico, (COIMBRA, 1994, BOLTSAURS,
1997, VIEIRA, 1991). O dleo essencial de P. aduncum apresentou atividade contra o
fungo Crinipellis perniciosa, causador da doenca conhecida como “vassoura de
bruxa”, que acomete culturas de cacau e cupuacu (BASTOS, 1997). O extrato

etandlico das partes aéreas de P. aduncum apresentou efeito bactericida frente a
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bactérias gram-positivas (KOKOSKA et al., 2005). As atividades antimicrobianas,
larvicida e inseticida sdo atribuidas ao componente majoritario, o fenilpropandide
dilapiol (MAIA et al., 1997; BASTOS, 1997). O dilapiol mostrou uma acéo fungicida
contra o fungo Clinipellis perniciosa, larvicida e inseticida frente as larvas e os
insetos adultos de Anopheles marajoara (mosquito da malaria) e Aedes aegypti
(mosquito da dengue) (DE ALMEIDA et al., 2009)

P. callosum é conhecido como “elixir paregoérico” e o cha de suas folhas é
usado popularmente no tratamento de célicas menstruais e intestinais, hemorragia
local, ndusea, picadas de mosquito, diarréia, reumatismo e leucorréia (BERG, 1993;
VIEIRA, 1991). O 6leo essencial inibiu 100% do crescimento dos fitopatdgenos
Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici (SILVA &
BASTOS, 2007). A atividade antimicrobiana também foi observada para as flavonas
pentaoxigenadas presentes no extrato etandlico (FACUNDO, MORAES & FILHO,
2012).

P. divaricatum, é conhecido como “pau de angola”, as folhas e raizes séo
utilizadas popularmente em dores reumaticas e colicas (PECKOLT & PECKOLT,
1888). O odleo essencial mostrou-se alta capacidade antioxidante, atuando como
sequestrador de radicais DPPH® e inibidor da peroxidagdo lipidica no sistema -
caroteno/ acido linoléico (DA SILVA et al., 2010).

P. marginatum é conhecido como “malvarisco” e usado popularmente como
estimulante, diurético, contra as dores de dente, picada de insetos e de cobra
(CORREA, 1984; DI STASI et al., 1989). O 6leo essencial de suas inflorescéncias
revelou potente atividade frente as larvas do mosquito Aedes aegypti (AUTRAN et al.,
2009). Observou-se efeito inseticida dos o6leos essenciais de P. aduncum, P.
marginatum, P. divaricatum e P. callosum, contra formigas trabalhadoras de fogo
Solenopsis saevissima (SOUTO et al., 2012).

A familia Lauraceae € constituida por 52 géneros, com distribuicdo
tropical e subtropical (MARQUES, 2001). Os géneros Aniba, Nectandra, Ocotea séo
importantes economicamente, pois fornecem madeira valiosa, 6leos aromaticos e
substancias amplamente utilizadas na inddstria farmacéutica e de alimentos
(MARQUES, 2001). Aniba canelilla (H.B.K) Mez € uma espécie nativa da Amazonia,
conhecida como casca preciosa e canela-cheirosa. O cha de suas cascas € utilizado
como digestivo, carminativo e anti-inflamatério (MAIA, ZOGHBI & ANDRADE, 2001).

O principal componente do 6leo essencial de A. canelilla é o 1-nitro-2-feniletano,
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uma molécula com ocorréncia natural rara, derivada da fenilalanina (GOTTLIEB &
MAGALHAES, 1960). Varios estudos reportam a atividade bioldgica do 1-nitro-2-
feniletano, como fungicida, antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatério e efeitos
hipotensor, bradicardiaco e vasodilatador (DA SILVA et al., 2007; DE LIMA, et al.,
2009; SIQUEIRA et al. 2010; BRITO et al., 2013).

3.4 Bioautografia direta

A necessidade de tornar mais objetivas e menos dispendiosas as
pesquisas por produtos naturais levou ao desenvolvimento de numerosas técnicas
de ensaios para monitoramento e selecdo de extratos e substancias bioativas
(VIEGAS JR et al., 2004). A cromatografia em camada delgada (CCD), por exemplo,
em combinacdo com métodos de deteccdo quimica ou biolégica, € uma técnica
eficaz e de baixo custo para o estudo de extratos de plantas. A CCD quando
combinada com um método de deteccao bioldgica € conhecido como bioautografia.

Historicamente, a técnica da bioautografia € conhecida desde 1946 e se
enquadra na categoria dos chamados bioensaios de bancada. Diferentemente da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), varias amostras podem ser avaliadas
ao mesmo tempo e nas mesmas condi¢des de analise (VALGAS, 2002).

A bioautografia € um método de deteccao pds-cromatografico, baseada
na separacdo de substancias por cromatografia em papel ou CCD e tem como
finalidade a localizacdo de zonas de inibicdo de substancias ou fracdes que foram
aplicadas na cromatoplaca e que possuam atividade inibitéria (HOSTETTMANN et
al., 2008).

A bioautografia direta pode ser dividida em: cultivo do microorganismo
para o teste, a separacdo cromatografica e a deteccdo pds-cromatografica
(HORVATH et al., 2010). Neste ensaio, a cultura liquida do microorganismo é
borrifada sobre a cromatoplaca e cresce diretamente sobre a mesma (CHOMA,
2005; MASOKO & ELOFF, 2005). A bioautografia direta também é utilizada para
triagem de inibidores da AChE, primeiramente foi desenvolvido por Rhee et al (2001)

e posteriormente modificado por Marston, Kissling & Hostettmann (2002).
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3.5 Docagem molecular

A docagem molecular consiste em prever a conformacéo bioativa de uma
micromolécula (ligante) no sitio de uma macromolécula seguida de avaliacdo e
classificacdo do modo de ligacéo proposto (MOITESSIER et al., 2008).

Nesta abordagem, a estrutura do alvo molecular permanece fixa e
diversas posicbes de encaixe possiveis para 0 ligante sao identificadas
computacionalmente. A predi¢céo do ligante mais adequado pode ser feita a partir da
aplicacdo de funcbes escores empiricas, que analisam a interacdo do complexo
(SHOICHET, 2004). Uma estratégia bastante difundida que emprega os métodos de
docagem molecular é a triagem virtual (VS), nesta aplicagdo, os programas de
docagem molecular sao utilizados para identificar e classificar as conformacdes
bioativas de moléculas pertencentes a bases de dados podendo conter centenas de
milhares de compostos disponiveis para aquisicdo comercial ou sintese, a exemplo
do software MolDock 4.1.0 (MOITESSIER et al., 2008; THOMSEN &
CHRISTENSEN, 2006).

O software MolDock (Molegro Virtual Docker, MVD) € um programa que
calcula energias de interacdo entre ligantes e macromoléculas utilizando as
estruturas tridimensionais da proteina e do ligante, que podem ser obtidas atravées
de modelos de homologia ou experimentos de raio-X/RMN. O MVD permite realizar
0 ancoramento considerando o ligante rigido para melhor acuracia dos resultados
(THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006).

O MolDock Score é um algoritmo que fornece uma energia medida em

kcal/mol sem alguma interpretacdo quimica e € calculada pela equacéo:
Escore = Eintra + Einter

Onde Einer € a energia de interacdo entre a proteina e o ligante e Ej,ra € a energia
interna do ligante.

A Einter € calculada pela seguinte equacao:

0;9;
Einter= z z EPLP(rij)+332.O4—2

i=ligand j=protein
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O termo de Epp € 0 potencial “piecewise linear” (GEHLHAAR, 1995;
YANG & CHEN, 2004) e usa dois conjuntos diferentes de parametros: um para a
aproximacado do termo estérico (van der Waals) entre &tomos e outro potencial para
a ligacao hidrogénio.

A Einrra € calculada segundo a equacao:

Eintra: Z Z [EPLP(rij)] + Z A[l' cos(me - 60)]"'Eclash

i=ligand j=protein flexible bonds

As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do
ligante excluindo os pares de atomos conectados por duas ligacdes. O segundo
termo refere-se a tor¢cdo da energia, onde é o angulo de tor¢éo da ligagdo. A media
da contribuicdo de torcdo da ligacdo da energia é usada se diversas tor¢cdes sao
determinadas. O ultimo termo, Ecash, atribui uma penalidade de 1000 se a distancia
entre dois atomos pesados (mais de duas ligacbes distantes) for menor que 2.0 A,
punindo conformacdes inexistentes do ligante (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Determinar a capacidade anticolinesterasica dos Oleos essenciais e dos
constituintes majoritarios de Aniba canelilla, Piper aduncum, Piper callosum,

Piper divaricatum e Piper marginatum.

2.2 Objetivos Especificos

e |Isolar os compostos majoritarios de Oleos essenciais com atividade

anticolinesterasica por cromatografia em coluna;

e Identificar a composicdo quimica dos Oleos essenciais e dos compostos
majoritarios por cromatografia de fase gasosa com ionizagcdo de chamas e

cromatografia de fase gasosa com espectrometro de massas;

e Realizar o estudo de docagem molecular e potencial eletrostatico molecular

do composto isolado de maior atividade.



" MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos e acessorios

e Cromatdgrafo de fase gasosa com detector de ionizagdo de chamas, FOCUS
CG Thermo;

e Cromatografo de fase gasosa com espectrometro de massas, DSQ Il Thermo;

e Evaporador rotativo HEIDORPH 400;

e Medidor de umidade, GEHAKA, modelo 1V 2500

e Centrifuga FANEM, modelo 206;

e Balanca analitica CELTAC, modelo FA2104N;

e Balanca semi-analitica BIOPRECISA, modelo BS3000A;

e Pipetadores automaticos LABMATE E EPPENDORF (2-10 pL, 10 — 100 pL,
100- 1000 pL, 1000-5000 pL);

e Placas de aluminio de silica-gel 60, UV254, WHATMAN;

e Borrifador automatico para CCDAE — CAMAG, modelo NANOMAT 4;

4.2 Reagentes

4.2.1 TESTE DE INIBICAO DA AChE

e Albumina bovina fracdo V em pd, 96% de pureza, SIGMA-ALDRICH,;

e Acetato de a-naftila, C12H1002, SIGMA-ALDRICH,;

e Acetilcolinesterase de peixe elétrico, 500U, SIGMA-ALDRICH,;

e Cloridrato de trizma grau reagente (Trizma®), C4H1:NOs;, 99% de pureza,
SIGMA-ALDRICH,;

e Corante Fast Blue salino, Ci4H1,CI4N4O2Zn, 95% de pureza, SIGMA-
ALDRICH,;

e Eserina base livre (fisostigmina), C15H21N30,, SIGMA-ALDRICH.
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4.2.2 ANALISES CROMATOGRAFICAS

e Cromatofolhas AL TLC 20 X 20 cm, silica gel 60 UV 54, WHATMAN;
e Silica-gel 70-230 mesh para cromatografia em coluna; VETEC.

e Acetato de etila P.A, C4HgO,, VETEC;

e Hexano P.A,CgH14, VETEC.

e Metanol P.A, CH;0, SYNTH.

4.3 Coleta do material botanico

As amostras de plantas foram coletadas em diferentes localidades do
Estado do Para (Quadro 1). O exemplar de cada espécie foi identificado por
comparagcao auténtica com as exsicatas registradas no herbario Jodo Murca Pires

do Museu Paraense Emilio Goeldi, em Belém (PA).

Quadro 1. Locais de coleta e cédigo das espécies.

Espécies N° da exsicata Local de coleta
Aniba canelilla 174904 Ulionopolis-PA
Piper aduncum 184882 Belém-PA
Piper callosum 181312 Barcarena-PA

Piper divaricatum 181309 Breves-PA
Piper marginatum 184921 Barcarena-PA

4.3.1PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO E OBTENCAO DOS OLEOS
ESSENCIAIS.

O material botanico foi seco em estufa com ventilacdo por 48h,
posteriormente, triturado e moido. Os Oleos essenciais foram extraidos por
hidrodestilacdo em processo continuo, com duracdo de 3h, utilizando aparelho de
Clevenger modificado acoplado a sistema de refrigeracdo com temperatura de 15°C.
Os 6leos essenciais foram centrifugados e secos com Na,SO4 anidro e refrigerados
a 5-10°C. A umidade do material foi determinada por um medidor por Infravermelho
(GEHAKA, modelo IV 2500).
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4.3.2 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

A analise quantitativa da composicéo quimica dos 6leos e de suas fracdes
foi analisada por CG-DIC (cromatografia de fase gasosa com detector de ionizagéo
de chamas), equipamento FOCUS (Thermo electron) equipado com coluna capilar
DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25um), nitrogénio como gas de arraste (fluxo de 1,2
mL/min), injecao splitless (split flow 20:1) temperaturas do injetor e detector 250°C e
aguecimento da coluna de 60 a 240°C (variacdo de 3°C/min). A analise qualitativa foi
feita nas mesmas condi¢cdes, usando CG-EM (cromatografia de fase gasosa com
espectrometria de massas), equipamento DSQ Il, gads de arraste: Hélio, fonte de
fons: 70 eV (impacto eletrdnico), temperatura da fonte de ions e da linha de
transferéncia de 200°C.

4.3.3 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES MAJORITARIOS

Os 6leos essenciais (1,0 g) de A. canelilla, P. aduncum, P. callosum e P.
divaricatum foram fracionados em coluna em gel de silica 60 (70 — 230 mesh) para
isolamento de seus compostos majoritarios. A coluna foi eluida com misturas de
hexano/acetato de etila em ordem crescente de polaridade variando de 0 a 15% de
acetato de etila. As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas

por cromatografia em camada delgada e CG-DIC.

4.4 Atividade inibitéria da AChE

O método de bioautografia utilizado no ensaio da AChE baseia-se na
clivagem do 1-naftil acetato pela enzima AChE para formar 1-naftol, que por sua vez,
reage com o sal Fast Blue B para dar uma coloracéo diazénio purpura (Figura 6). As
regides da placa que contem substancias capazes de inibir a acdo da enzima AChE
apresentam uma mancha branca contra a colora¢cdo de fundo roxo (MARSTON,
KISSLING & HOSTETTMANN, 2002).
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Figura 6. Reacdo da acetilcolinesterase com o acetato de natftila.

Os oOleos essenciais e suas fracbes foram solubilizados em metanol a
uma concentracdo de 100 pg.mL™. As amostras (10 pL) foram aplicadas na placa de
CCD de modo a se obter as quantidades de 1000 a 0,01 ng/ spot.

A enzima AChE (500U) foi solubilizada em tampéao Tris-HCI 50 mM (pH
7,8) seguida da adicdo de 150 mg de albumina de soro bovino para estabilizacéo e
armazenada a temperatura de 4°C. As placas foram pulverizadas com solucéo de
AchE e incubadas em ambiente umido, sem contato direto com agua, a temperatura
de 37°C por 20 minutos. Posteriormente, foi pulverizada sobre a placa uma mistura
das solucdes de acetato de naftila (25% em Etanol) e Fast Blue salt (25% em agua)
na proporcao de 1:4. As solucdes foram preparadas imediatamente antes do uso
para evitar a decomposicdo. Ap6s 3 minutos, as placas apresentaram uma
coloracdo roxa de fundo. As substancias presentes nas amostras com potencial
inibidor apresentaram zonas brancas. O alcal6ide fisostigmina foi utilizado como
padrao. (MARSTON, KISSLING & HOSTETTMANN, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Composicao quimica dos 6leos essenciais

A identificacdo dos constituintes volateis dos 6leos essenciais de A.
canelilla (OAc), P. aduncum (OPa), P. callosum (OPc), P. divaricatum (OPd) e P.
marginatum (OPm) (Tabela 1) foi realizada por CG-EM, com base na analise dos
espectros de massa e do indice de retencao (IR), em comparagdo com os dados da
literatura (ADAMS, 2007). Foram identificados 75 constituintes, com concentragdes

de 0,1 a 91,4%. O total identificado nos 6leos essenciais variou de 93,2 a 99,3.

Tabela 1. Composicdo quimica dos 6leos essenciais.

Constituintes IR OAc OPa OPc OPd OPm
sabineno 969 tr
B-pineno 974 0,1 0,2
mirceno 988 0,1
8-2-careno 1001 0,1
p-cimeno 1020 0,1 0,1 0,1
limoneno 1024 0,1
1,8-cineol 1026 0,7
B-felandreno 1027 0,3
(2)- B-ocimeno 1032 0,1 0,3
(E)-B-ocimeno 1044 0,5 1,8 0,77
y-terpineno 1054 0,2 0,9 0,2
hidrato de cis-sabineno 1065 0,1 tr
terpinoleno 1086 0,3
linalol 1095 0,3
alo-ocimeno 1128 0,2
canfora 1141 0,1 0,1
trans-p-ment-2-en-1-ol 1141 0,3
isoborneol 1155 tr
borneol 1165 0,2 0,2
terpinen-4-ol 1174 tr 0,1
p-cimen-8-ol 1179 0,1
a-terpineol 1186 0,7 0,2 0,1
metilchavicol 1195 0,2

piperitona 1249 2,2



safrol
1-nitro-2-feniletano
d-elemeno
a-cubebeno
eugenol
a-ilangeno
o-copaeno
B-bourboneno
B-elemeno
metileugenol
(E)-cariofileno
[-copaeno
B-gurjuneno
y-elemeno
trans-muurola-3.5-dieno
a-humuleno
croweacina
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
(E)-metilisoeugenol
trans-muurola-4(14),5-dieno
epi-cubebol
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o-muuroleno
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pentadecano
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y-cadineno
cubebol
8-cadineno
3,4-metilenodioxipropiofenona
elemicina
(E)-nerolidol
germacreno D-4-ol
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oxido de cariofileno
viridiflorol

hepoxido de humuleno i

1285
1327
1335
1345
1359
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1374
1387
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1417
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1435
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1452
1457
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1484
1489
1491
1493
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1500
1500
1500
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1514
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1561
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1609

0,5
70,2

0,8
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0,1
0,2
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0,1

0,5

0,1

0,1

0,1

0,2

0,1
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0,2

0,1
1,0
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10,6
1,0

0,1

0,1
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1,0

0,1

tr

0,2
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0,5

tr

0,1

0,2

0,6
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0,1

0,3

0,9

0,1

3,5
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0,9

0,1
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0,9

29,5

3,1
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0,3
0,3
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0,6
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2,0
0,3

0,2
0,2
3,3

0,1
0,1

1,0
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2,2
2,5

2,2

0,4

41



42

dilapiol 1621 91,4
epi-cubenol 1627 0,1
epi-a-cadinol 1638 0,1 0,1
epi-o-murrolol 1640 0,1 0,2
o-muurolol 1644 0,1 0,2
a-eudesmol 1652 0,9 0,5
a-cadinol 1652 1,0 1,0
selin-11-en-4-a.-ol 1660 1,2
intermedeol 1665 0,5
apiol 1678 0,4
2-hidroxi-3,4-metilenedioxipropiofenona 1693 4,9
Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,5 0,7 1,8 1,9 1,6
Monoterpenos oxigenados 0,3 3,0 15 0,6
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 2,1 4,9 6,6 12,7
Sesquiterpenos oxigenados 1,2 0,4 8,7 7,7
Fenilpropandides 97.3 92,0 81,8 90,7 70,6
Outros 0,5
Total identificado 99,3 98,2 99,2 99,2 93,2

*tr- tracos (< 0,1%)

Os Oleos essenciais mostraram-se ricos em fenilpropandides e,
secundariamente, em mono- e sesquiterpenos. A classe de constituintes
fenilpropanoidicos variou de 27,1% a 91,4% nos 0Oleos analisados.

O o6leo de OAc apresentou como constituinte majoritario dois
fenilpropandides: 1-nitro-2-feniletano (70,2%), e metileugenol (25,8%) (Figura 7),
esses compostos representam 96,0% da composicdo total de OAc. Estudos
anteriores reportam variacdo no teor percentual dos constituintes majoritarios, 1-
nitro-2-feniletano e metileugenol, que pode variar de 39,0 a 94,8% e de 0,2 a 45,8%,
respectivamente, fato justificado pela da variacdo sazonal do 6leo de OAc.
(TAVEIRA, et al., 2003). As folhas e os galhos finos da Aniba canelilla também
evidenciaram a presenca de 1-nitro-2-feniletano, 71,2% e 68,2%, respectivamente
(LIMA et al. 2004). A presenca de 1-nitro-2-feniletano também foi relatada no éleo
essencial de Octea pretiosa (GOTTLIEB & MAGALHAES, 1959). Nitroderivados
encontrados em plantas superiores séo raros, no caso de 1-nitro-2-feniletano, a sua
biogénese envolve oxidacdo da fenilalanina seguida por descarboxilacéo
espontanea (GOTTLIEB & MAGALHAES, 1960).
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O segundo composto majoritario encontrado no 6leo de OAc foi o
fenilpropandide metileugenol, comumente encontrado em muitas espécies de
plantas, particularmente em especiarias e plantas medicinais. Pode ser convertido
em outros Uteis fenilpropandides, como elemicina, miristicina, e, em seguida, no
ultimo composto, dilapiol, através da regulacdo dos dois genes em Perilla frutescens
(Lamiaceae) (KOEZUKA et al. 1986). Existe um total de mais de 450 espécies de 80
familias e 38 ordens diferentes de plantas que contém quantidades de metileugenol
em Oleos essenciais de folhas, raizes, caules, flores, ou extratos vegetais inteiros
(TAN & NISHIDA, 2012)

No 6leo de OPa predominou o fenilpropandide dilapiol (91,4%) (Figura 7),
0 que representa um percentual expressivo da totalidade do 6leo essencial. Estes
resultados assemelham-se com o “tipo quimico A, dilapiol” do estudo que investigou
vinte e um espécimes de P. aduncum e 0s agrupou, por técnicas de analise
hierarquica de agrupamento (AHA), em quatro tipos quimicos: A, B, C e D
(ANDRADE, GUIMARAES & MAIA, 2009). No tipo quimico A, predomina o alto teor
do fenilpropandide dilapiol (57,6-96,2%), seguido de piperitona (0,5-7,5%) (MAIA et
al., 1998). Estima-se que producao do dilapiol esta associada a fatores fisiograficos,
com altos teores sendo encontrados nos individuos da regido amazénica (BERGO,
2010). Em diferentes regides do estado de Pernambuco o composto majoritario foi o
sesquiterpeno oxigenado E-nerolidol, variando de 79,2 a 82,5% (OLIVEIRA et al.,
2006).

O Oleo de OPc demonstrou a prevaléncia do fenilpropandide, safrol
(70,4%) (Figura 7). Os resultados da analise da composicdo quimica sao
corroborados pelo estudo que investigou a composi¢cao quimica e toxicidade frente
as larvas de Artemia salina do 6leo essencial de P. callosum coletado em Marituba
(PA), cujo principal constituinte quimico é o safrol (78%), os resultados sugerem alta
toxicidade do Oleo frente as larvas (ANDRADE et al., 2007). Entretanto, os
resultados encontrados diferenciam-se dos espécimes cultivados no Peru, que
demonstraram o fenilpropandide asaricina (35,9%) como componente majoritario do
O0leo essencial das folhas de P. callosum, seguido do safrol (20,2%) (VAN
GENDEREN et al., 1999).

O fenilpropandide metileugenol (89,8%) (Figura 7) foi identificado como
constituinte majoritario de 6leo de OPd. O metileugenol também esteve presente em

maior concentragdo (63,8%), seguido do eugenol (23,6%) em espécime coletado no
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Maraj6 (PA) (DA SILVA et al., 2010). Entretanto, a composi¢do quimica de OPd
diferenciou-se dos espécimes coletados em Itabuna (BA), com predominancia de
safrol (98%) (BARBOSA et al., 2012) e daqueles coletados na serra de
Guaramiranga (CE), cuja predominancia foi de B-pineno (19.3%), linalol (16,5%) e a-
pineno (13,6%) (DE ALMEIDA et al., 2007).

O d6leo de OPm apresentou como constituintes majoritarios o0s
fenilpropandides, safrol (29,5%) e 3,4-metilenodioxipropiofenona (21,7%) (Figura 7),
totalizando 51,2% da composicao total de OPm. Em contraste, espécimes coletadas
na Mata Atlantica no estado de Pernambuco apresentaram (Z)-asarona (30,4%),
alcool patchouli (16%) e elemol (9,7%), como os componentes principais (AUTRAN
et al., 2009). Estudos das populacdes de P. marginatum de varios ecossistemas da
Amazonia Brasileira agruparam os espécimes em sete quimiotipos diferentes (I a
VII), com base em grandes diferencas na composicédo do 6leo essencial das folhas
(ANDRADE et al., 2008). Os resultados obtidos na andlise dos constituintes
guimicos de OPm demonstram similaridade com o quimiotipo |, cujos componentes

majoritarios sao safrol e 3,4-metilenodioxipropiofenona.
NO, H3CO /

1-nitro-2-feniletano HsCO

< .
o OCHs <

metileugenol

OCHg o}
dilapiol 3,4-metilenodioxipropiofenona
<O -
(@)
safrol

Figura 7. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais.



5.2 Fracionamento e identificacdo dos compostos isolados

Os compostos foram identificados por comparacéo de seus espectros de
massas e indice de retencdo com aqueles obtidos na identificacdo do 6leo essencial
de origem, usando CG-EM.

No fracionamento do 6leo essencial de OAc foram obtidas quatro fracdes.
O 1-nitro-2-feniletano (87,1%) foi obtido na fracdo 14-19 (203 mg) com sistema de
eluicdo hexano/acetato de etilal5% (Figura 7).
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Figura 8. Cromatogramas: (A) Oleo essencial de A. canelilla. (B) Frac&o !4-19

Para o Oleo essencial de OPa, foram obtidos cinco fracbes. O dilapiol
(95,2%) foi coletado na fragéo 17-19 (448 mg), eluida em hexano/acetato de etila 5%
(Figura 8).
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Figura 9. Cromatogramas: (A) Oleo essencial de P. aduncum. (B) Frac&o 17-19
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No fracionamento do Oleo essencial de OPc foram isolados quatro
compostos: safrol (97,2%) na fracao 14-17 (546 mg), metileugenol (81,3%) na fracéo
18-20 (355mg), metileugenol (20,3 %) e elemicina (53,6 %) na fragdo 21-23 (305mgQ)
e elemicina (55,9%), isoelemicina (7,7%) e a-eudesmol (18,7%) na fracdo 24-28

(282 mg), eluidos em hexano/acetato de etila 10% (Figura 9).
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Figura 10. Cromatogramas: (A) Oleo essencial de P. callosum. (B) Fragéo 14-17. (C) Frag&o 18-20.
(D) Fragéo 21-23. (E) Fracao 24-28.
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O metileugenol (95,6%) foi obtido na fracdo 20-24 (537 mg) do Oleo
essencial de OPd, eluido em hexano/acetato de etila 15% (Figura 11).
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Figura 11: Cromatogramas: (A) Oleo essencial de P. divaricatum. (B) Frag&o 20-24.

5.3 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase

5.3.1 ENSAIO COM O PADRAO POSITIVO

O alcaloide fisostigmina foi utilizado como padrdo positivo para o teste de
inibichio da AChE. Foram observados halos de inibicdo na cromatoplaca em
guantidades de 1000 a 0,01 ng (Figura 12), comprovando a reprodutibilidade do
ensaio em relacéo a literatura (MARSTON, KISSILING, HOSTETTMANN, 2002).

Figura 12. Halos de inibi¢cdo do alcaldide fisostigmina



48

5.3.2 ENSAIO COM AS AMOSTRAS DE OLEOS ESSENCIAIS

No ensaio utilizando o 6leo essencial OAc foram detectados halos de
inibicdo em todas as quantidades analisadas, demonstrando ser um excelente
inibidor da enzima AChE, semelhante ao padrao fisostigmina. Acredita-se que 0
componente majoritario, 1-nitro-2-feniletano, seja o principal responsavel pela
inibicdo. Estudos envolvendo nitro derivados como inibidores colinesterasicos ainda
nao foram relatados.

O 6leo de Piper aduncum (OPa) inibiu a enzima em quantidades de 1000
a 1 ng, demonstrando atividade inibitria significativa, porém menor que a do
alcaldide fisostigmina e menor que o 6leo OAc. O 6leo de P. marginatum (OPm)
apresentou halo inibitério apenas na quantidade de 100 ng, o que denota fraca
capacidade de inibicdo enzimatica. As amostras de P. callosum (OPc) e P.
divaricatum (OPd) n&o apresentaram inibigdo, indicando inatividade enzimatica
(Tabela 3).

Tabela 3. Limite de detec¢do da atividade anticolinesterasica dos 6leos essenciais

Amostra Limite de deteccé&o (ng)
OAc 0,01
OPa 1
OPc ND
OPd ND
OPm 100

ND - nao detectavel

5.3.3 ENSAIO COM OS COMPONENTES MAJORITARIOS ISOLADOS

O Oleo OPa apresentou efeito inibitorio, porém seu composto majoritario,
o dilapiol (95,2%), foi inativo, sugerindo que a capacidade inibitoria do 6leo essencial
de OPa ndo esta associado exclusivamente a presenca deste composto. Estudos
sugerem existéncia de interacbes quimicas entre 0s constituintes dos o6leos
essenciais que pode resultar em sinergismo ou antagonismo. Isto demonstra que as
interagcbes de uma combinagdo variam de acordo com o0 as concentragbes e

proporcdes entre os agentes (SAVELEV et al., 2003). Desse modo é possivel inferir
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que a atividade inibitéria do 6leo essencial de OPa, deve-se possivelmente, a
combinacao de seus constituintes quimicos e a acao sinérgica entre eles.

O metileugenol (95,6%) isolado do 6leo essencial de OPd néo apresentou
atividade, inferindo que as substancias que compdem o Oleo essencial de OPd séo
inativas tanto isoladas, quanto combinadas em uma matriz complexa.

As fragcbes 14-17 que composta por safrol (97,2%) e 21-23 que continha
elemicina (53,6%), como constituintes majoritarios do 6leo de OPc apresentaram
inibicdo enzimatica apenas na quantidade de 1000 ng, enquanto que as demais
fracbes foram inativas; sugerindo fraca atividade inibitéria (Figura 13). Estudos
relatam que as associa¢fes 1,8-cineol e a-pineno, bem como o 1,8-cineol e 6xido de
cariofileno exercem efeito sinergistico, favorecendo a inibicdo enzimatica, enquanto
gue a associacédo 1,8-cineol e canfora apresentam efeito antagonistico (SAVELEV et
al., 2003). Estes estudo corroboram os resultados obtidos para o 6leo de OPc que
apresentou-se inativo antes do fracionamento com presenca de canfora (0,1%) e
1,8-cineol (0,7%) e quando fracionado apresentou atividade em duas fragdes livres

dos compostos supracitados.

OPa

dilapiol
OPd

metileugenol

OPc

Fr 1417

Fr 18-20

Fr21.23

Fr24.28

OPm

Fisostigmina

.

1000 100 10 1 01 001

Figura 13: Halo inibitério dos 6leos essenciais, fracdes isoladas e fisostigmina.
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De todas as amostras analisadas, o Oleo essencial de OAc e o seu
composto isolado, 1-nitro-2-feniletano (87,1%), apresentaram a maior atividade
enzimatica, com limite de deteccao de 0,01 ng, comparavel ao alcaldide fisostigmina
(Figura 14), inferindo que a capacidade inibitéria enzimatica do Oleo esta
intimamente associada 0s composto majoritario.

Padrao

OAc

Figura 14. Bioautografia mostrando a atividade anticolinesterasica do 6leo
de A. canelilla e da fracéo fr 14-19, comparado ao padréo fisostigmina.

5.3.4 DOCAGEM MOLECULAR

O estudo de docagem molecular foi aplicado para o 1-nitro-2-feniletano e
comparado com o resultado do padrao fisostigmina, a fim de elucidar e corroborar os
resultados do teste bioautografico. O acoplamento molecular prediz a conformacao
ideal do complexo enzima-ligante, neste caso a enzima é AChE e os ligantes estao
representados pelos inibidores enzimaticos.

Os resultados dos valores de energia indicam que o padréo fisostigmina
forma o complexo de maior estabilidade com a AChE, cerca de 1,63 vezes mais que
a molécula de 1-nitro-2-feniletano. Os resultados dos calculos de acoplamento com
a funcéo de pontuacdo MolDock observado para a fisostigmina e 1-nitro-2-feniletano
inibidores encontram-se resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Energia de docagem obtidos com software MolDock

Inibidores MolDock (Kcal/mol)
Fisostigmina -119,80
1-Nitro-2-feniletano -73,63

Os inibidores, fisostigmina e 1-nitro-2-feniletano, foram submetidos a
sobreposicao com a cavidade da estrutura cristalografica em 3D da AChE do peixe
elétrico, Electrophorus electricus (EeAChE) para obtencdo da melhor conformacéo
tedrica de cada inibidor (Figura 15). Os resultados sugerem que o software Molegro
Virtual Docker (MVD) (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006) reproduziu a
conformacdo mais adequada dos inibidores dentro da bolsa de ligacdo no sitio
catalitico da EeAChE.

Figura 15. Docagem molecular de melhor conformagdo para a fisostigmina (&tomos de carbono na
cor amarela) e 1-nitro-2-feniletano (&tomos de carbono na cor prata).

O estudo de docagem indicou que o grupo carbonila da fisostigmina e o
grupo nitro do 1-nitro-2-feniletano localizam-se proximo do residuo de serina
catalitica (Ser203) da EeAChE. O grupo carbonilo da fisostigmina e o grupo hidroxila
do residuo de serina foram localizados em 2,83 A, enquanto para os dois atomos de
oxigénio do grupo nitro estdo em 2,32 e 2,65 A (Figuras 16A e 16B,

respectivamente).
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O resultado para a fisostigmina sugere que um ataque nucleofilico pode
ocorrer entre a Ser203 e grupo carbonila do inibidor. Esta similaridade existe no
mecanismo catalitico padrdo da familia de AChE (ROSENBERRY, 1975; QUINN,
1987). Enquanto que o grupo nitro forma ponte de hidrogénio com o grupo hidroxila
da Ser203. Estudos experimentais demonstram que a inativagdo da EeAChE pela
fisostigmina é conduzido por uma proteina cataliticamente ativa, envolvendo a
formacdo de um derivado acil-enzima com o residuo de serina catalitica (FRISCH et
al., 2004). A principal diferenca encontrada em ambas as estruturas de encaixe esté
localizada no grupo de N-metilformamida do inibidor da fisostigmina (Figura 15).
Assim, as conformacdes selecionadas por célculos de acoplamento estdo em
conformidade com os estudos experimentais e estes inibidores podem ter atividades

semelhantes, embora por diferentes interagdes residuais.

Figura 16. Acoplamento individual e interagBes conformacionais para a fisostigmina (atomos de
carbono amarelo) e 1-nitro-2-feniletano (atomos de carbono prata). * Todas as distancia em A.

O potencial eletrostatico molecular (MEP) fornece uma ferramenta visual
para compreender a polaridade relativa de uma molécula e auxilia a elucidacdo da
ligacdo de ponte de hidrogénio, reatividade, interacfes residuais, polarizabilidade e
relacdo estrutura-atividade das biomoléculas e farmacos (SILVA, LAMEIRA &
ALVES, 2011; SILVA, LAMEIRA & ALVES, 2012). Na Figura 17, as regides mais

nucleofilicas (potencial eletrostatico negativo) sdo mostrados em vermelho e as
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regides mais eletrofilicas (potencial eletrostatico positivo) apresentam coloragéo
verde.

O inibidor de 1-nitro-2-feniletano (Figura 17B) tem um perfil mais
eletronegativo que o inibidor fisostigmina (Figura 17A). Sugere-se que este carater
eletronegativo pode ser responsavel por manter a forte interacdo entre o grupo
hidroxila do residuo de serina catalitica e os &tomos de oxigénio do grupo nitro do
inibidor 1-nitro-2-feniletano.

Figura 17. Potencial eletrostatico molecular para (A) fisostigmina e (B) 1-nitro-2-feniletano.
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6. CONCLUSAO

Com respeito as espécies de Piper, o 6leo essencial de P. aduncum
demonstrou atividade inibitdria enzimatica significativa, porém o Oleo de P.
marginatum apresentou fraca atividade. Os Oleos de P. callosum e P. divaricatum
foram inativos. De todos os constituintes isolados, apenas o safrol e a elemicina
obtidos do 6leo de P. callosum e o 1-nitro-2-feniletano isolado do 6leo de A. canelilla
demonstraram atividade.

O Oleo de A. canelilla e seu principal constituinte, 1-nitro-2-feniletano,
demonstraram excelente atividade de inibicdo enzimatica frente a enzima AChE,
fornecendo resultados semelhantes ao padréo fisostigmina.

Os resultados experimentais foram corroborados pelo estudo de docagem
molecular que demonstrou que o grupo nitro de 1-nitro-2-feniletano forma fortes
ligacdes de hidrogénio com o grupo hidroxila do residuo de serina catalitica da
enzima AChE. O inibidor de 1-nitro-2-feniletano mostrou perfil mais eletronegativo
gue o inibidor da fisostigmina. Esse carater eletronegativo sugere a forte interacao
entre a hidroxila do residuo de serina e os atomos de oxigénio do grupo nitro e, por
conseguinte, elucida a atividade de inibicdo da AChE pelo 1-nitro-2-feniletano e pelo
oleo essencial de A. canelilla.

Os resultados obtidos ratificam a importancia das investigacdes do
potencial amazoénico na busca por inibidores naturais da enzima AChE, como

alternativa para o tratamento da doenca de Alzheimer.
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