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RESUMO

As colinesterases sdo as enzimas que degradam ésteres de colina, sendo a
acetilcolinesterase (AChE) a principal responsavel pela hidrolise de acetilcolina nas
sinapses. Ja a butirilcolinesterase (BChE) tem como substrato preferencial a
butirilcolina, mas por ter sofrido algumas modificacdes moleculares em relacdo a
AChE, pode se ligar a uma ampla gama de substratos, incluindo acetilcolina e
compostos anticolinesterasicos. Alguns agrotoxicos organofosforados ja foram
descritos como inibidores de AChE, de modo que levam a disfungbes colinérgicas
pelo acumulo de acetilcolina nas sinapses. Sendo também relatado o papel protetor
promovido pela BChE, através do sequestro das toxinas, quando ocorre uma
intoxicacdo devido a exposicao a tais agrotéxicos. Além disso, muitas doencas do
sistema nervoso possuem niveis de atividade de BChE alterados, o que torna os
inibidores naturais de colinesterases importantes alvos de estudo, dentre eles, os
glicoalcaldides solanaceos encontrados em exemplares da familia Solanaceae.
Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo padronizar um protocolo de
extrato de tomate (Solanum) e averiguar seu potencial inibitério de BChE. Foram
realizados extratos de folha e do fruto do tomate, a partir de dois protocolos
diferentes, que apresentavam diferencas quanto ao método de secagem do material
e concentracfes dos solventes, ambos para extratos metandlicos e etandlicos. E a
andlise da atividade da BChE foi medida em um espectrofotébmetro.Os resultados
apontam o comprimento de onda mais adequado para analise da atividade inibit6ria
no espectrofotometro, o melhor método de secagem do material e o solvente mais
adequado para realizacdo dos extratos; além de confirmarem a atividade inibitéria de
BChE a partir do tomate. Sugere-se que a partir deste trabalho sejam realizados
testes com outras familias de plantas, para investigar potenciais biol6gicos inibidores
de BChE e assim, reduzir os efeitos colaterais dos inibidores sintéticos ja existentes.

Palavras-chave: anticolinesterases, IChEs, extratos de plantas, inibidores naturais,

solanaceas.



ABSTRACT

Cholinesterases are the enzymes that degrade choline esters, with
acetylcholinesterase (AChE) being the main responsible for the hydrolysis of
acetylcholine at the synapses. Butyrylcholinesterase (BChE) has butyrylcholine as it
foremost substract, but since it has undergone some molecular modifications to
AChE, it can bind to a wide range of substrates, including acetylcholine and
anticholinesterase compounds. Some organophosphorus pesticides have already
been described as inhibitors of AChE, so that they lead to cholinergic dysfunctions by
the accumulation of acetylcholine at the synapses. Also relating the protective role
promoted by BChE, through the kidnapping of toxins, when intoxication occurs due to
exposure to such pesticides. In addition, many diseases of the nervous system have
altered levels of BChE activity, which makes natural inhibitors of cholinesterases
important study targets, among them, the solanaceous glycoalkaloids, found in
Solanaceae family. Thus, the present work had as objective to standardize a protocol
of tomato extract (Solanum) and to investigate its inhibitory potential of BChE. Leaf
and tomato extracts were obtained from two different protocols, which showed
differences in the drying method of the material and solvent concentrations, both for
methanolic and ethanolic extracts. And the analysis of BChE activity was measured
in a spectrophotometer. The results indicate the most adequate wavelength for
analysis of the inhibitory activity in the spectrophotometer,the best drying method of
the material and the solvent most suitable for the extracts; besides confirming the
inhibitory activity of BChE from the tomato. It is suggested that from this work, other
tests with other plant families to investigate biological potential inhibitors of BchE are
needed, and thus reduce the side effects of existing synthetic inhibitors.

Key words: anticholinesterases, IChEs, plant extracts, natural inhibitors, solanaceae.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

As colinesterases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise de ésteres de
colina, gerando colina e acetato. Nos vertebrados, existem dois tipos de
colinesterases, a acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE), que
diferem em seus substratos preferenciais. A AChE tem a acetilcolina como substrato
natural e a BChE tem a butirilcolina como substrato preferencial, porém também
pode hidrolisar a  acetilcolina. (POHANKA, 2011; NUNES, 2007;
BALASUBRAMANIAN; BHANUMATHY, 1993).

As duas enzimas apresentam uma semelhanca maior do que 50% em sua
cadeia de aminoacidos, possuindo o sitio ativo conservado (BALASUBRAMANIAN;
BHANUMATHY, 1993; NUNES, 2007). Além disso, ja foi evidenciado que essas
enzimas surgiram por duplicacdo génica (CHATONNET E LOCKRIDGE, 1989). Por
meio de analise filogenética de expressédo foi possivel inferir que ambas possuem
um precursor comum, que era responsavel por hidrolisar acetilcolina. Assim, supde-
se que BChE surgiu por subfuncionalizagdo (FORCE et. al 1998).

A AChE é responsavel principalmente pela hidrélise de acetilcolina nas
sinapses colinérgicas e ocorre de diferentes formas em diferentes tecidos, incluindo
areas do cérebro nas quais ndo ocorrem fungBes colinérgicas (JOHNSON E
MOORE, 2000, apud BONO, 2014).

A BChE é codificada pelo gene BCHE, sintetizada no figado, expressa nos
neurdnios cognitivos e distribuida para varios outros locais do corpo humano. No
talamo, projecbes nucleolares para regibes especificas do cortex cerebral
demonstram ter maior atividade de BChE do que projecdes para regides mais
difusas, apontando que a BChE provavelmente tem funcdes especificas no talamo.
Também foi demonstrado que BChE e AChE possuem relagdo complementar em
sua distribuicdo talamica, ou seja, que os nucleos talamicos contendo neurénios com
a presenca de AChE tem poucos ou nenhum neurdnio positivos para BChE e vice-
versa. A maioria dos nucleos talamicos que se projetam para regides especificas do

cortex frontal, em geral sdo ligados a fun¢des cognitivas e comportamentais e esses
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em geral, expressam BChE quase exclusivamente. (DARVESH, 1998, DARVESH,
2003).

Segundo Perry et al. (1978, apud BONO, 2014) e Arendt et al. (1992, apud
Bono, 2014), uma das condi¢cdes nas quais AChE pode ter sua concentracéo
reduzida em até 85% em regifes especificas do cérebro, é na Doenca de Alzheimer
(DA). Enquanto a BChE aumenta sua atividade nestes locais, justamente para
compensar a hidrolise central de acetilcolina. Por outro lado, a enzima BChE diminui
a sua atividade plasmatica com a progressao da doenca, o que pode ser explicado
pelo fato de que ela tem sua atividade diminuida em baixas concentracbes de
acetilcolina. Ainda segundo os mesmos autores, outra consequéncia da DA, é o
aumento dos niveis de BChE conforme a doenca vai progredindo aliado ao
acréscimo que também ocorre quando o individuo atinge 60 anos de idade, levando
a um déficit de acetilcolina periférica.

Existem inibidores sintéticos de colinesterases que reduzem a hidrélise da
acetilcolina, através da inibicdo de uma das enzimas (AChE ou BChE) ou ambas,
com o intuito de restaurar um dos neurotransmissores colinérgicos, através do
aumento da quantidade de acetilcolina na fenda sinaptica. Pesquisas ja foram
desenvolvidas, para investigar o potencial terapéutico de substancias naturais como
inibidores de colinesterases(HAUX, LOCKRIDGE E CASIDA,2002; AKHYPOVA et.
al, 2003; HARRIS E WHITTAKER, 1962; NEVILLE et. al, 1990, BENDER et. al,
2018; KOSTELNIK E POHANKA, 2018). Portanto, o presente trabalho académico
teve como proposito a padronizacdo de um protocolo para extratos de plantas com
potenciais biolégicos inibidores de colinesterases.



1.2 OBJETIVOS

» Geral:

- Padronizar um protocolo de extrato de tomate (Solanum) e testar seu potencial

bioldgico para inibicdo de BChE.

» Especificos:

- Investigar as diferencas de conservacdo de compostos a partir de extratos
preparados por diferentes solventes;

- Investigar se a forma de secagem do material pode interferir também nesta
conservacao;

- Analisar as diferencas de inibicho de BCHE plasmatica humana pela acdo dos
extratos obtidos de diferentes partes da planta;

- Avaliar o potencial inibitorio de BChE dos extratos de tomate obtidos por diferentes

protocolos.
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1.3 JUSTIFICATIVA

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa progressiva, que
causa danos em fungdes cognitivas e consequentemente, pode afetar as atividades
cotidianas do individuo. E caracterizada por uma atrofia no cortex cerebral,
reduzindo a quantidade de neurbnios e as sinapses. Junto a isso, ocorre a
acumulacao de peptideo B-amiloide (AB), extracelularmente, formando as placas
senis e a acumulacéo intracelular da proteina tau hiperfosforilada (p-tau), formando
os emaranhados neurofibrilares. As placas senis ocorrem principalmente no cortex
entorrinal e hipocampo e os emaranhados neurofibrilares, no cértex limbico e de
associagao (REITZ et al., 2011 apud BONO, 2014). Portanto, atinge principalmente
a regido mais desenvolvida do cérebro humano, que abriga regibes responsaveis
pelo pensamento, cognicdo, percepcdo e linguagem. Assim, ocorrem prejuizos na
plasticidade neuronal e desestabilizacdo de seus microtubulos (como consequéncia
das placas senis e dos emaranhados neurofibrilares, respectivamente), fazendo com
que o0s neurbnios percam suas conexfes. E também, que alguns
neurotransmissores tenham seus niveis e mobilidade reduzidos, como por exemplo,
a acetilcolina. Portanto, os inibidores de colinesterases(IChEs), sdo farmacos
importantes como foco de estudo para desenvolvimento de potenciais
terapéuticos(BONO, 2014).

Segundo as bulas dos principais medicamentos conhecidos, a galantamina e
o donepezil sdo exemplos de IChEs que se ligam reversivelmente a AChE, enquanto
a rivastigmina, pode diminuir a atividade das duas enzimas. Com a utilizacdo dos
anticolinesterasicos a doenca pode ser estabilizada, mas assim como qualquer outro
medicamento pode conter efeitos colaterais, tais como: cefaléia, nauseas, vomitos,
perda de peso, entre outros. Portanto, considera-se importante o estudo de
inibidores naturais de colinesterases, que possam reduzir os custos e os efeitos.

Além disso, de acordo com Darvesh (2003), muitas doencas do sistema
nervoso, afetam nucleos talamicos que possuem um numero consideravel de
neurbnios que expressam BChE. Visto que esses mesmos ndcleos sao envolvidos
com varios comportamentos, além de cognicdo, atencdo e emocao, afirma-se que a

BChE € um alvo de estudo apropriado para o desenvolvimento de drogas que
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possivelmente possam tratar tais neuropatologias. Entretanto, Johnson e Moore
(2012), apontam que é necessario ter cautela, pois se o individuo possuir um déficit
de BChE desconhecido e utilizar os inibidores de ChE, pode chegar a um excesso
de acetilcolina e portanto, aos sintomas colinérgicos sdo associados ao

envenenamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Butirilcolinesterase

Até o inicio da década de 40, a BChE era considerada como uma pseudo-
colinesterase e ndo se conhecia exatamente o seu papel na hidrolise de acetilcolina.
Entdo, Mendel e Rudney (1942), testando a acdo da AChE e BChE frente a vérias
doses de acetilcolina, conseguiram mostrar que a BChE também €& uma
colinesterase verdadeira.

A enzima BChE ocorre em varios tecidos e/ou 6rgdos do corpo humano,
como figado, pulmdes, coracdo, mucosa intestinal e também no cérebro, em areas
ligadas a cognicdo (MASSOULIE,2002). No entanto, o local de sua maior
concentracdo é no plasma. A BChE humana possui quatro formas moleculares
distintas C,, C,, C3 e C4, sendo uma monomérica, outra monomeérica ligada a uma
albumina, uma dimérica e uma tetrameérica, respectivamente. A forma tetramérica
(C4) é a mais abundante no soro humano, constituindo 98% de todas as formas
encontradas (HARRIS et al., 1962; LOCKRIDGE et al., 1979; LOCKRIDGE, 1987,
LA DU, 1982; MASSON, 1989; MASSON, 2000, apud BONO, 2014).

Segundo Nicolet et al. (2003, apud BONO, 2014) ocorreram algumas
modificacdes moleculares na estrutura da BChE, que a tornaram passivel de ligacdo
a uma gama maior de substratos do que a AChE. O que pode corroborar a
informacdo de que ela ocorre em concentraces maiores do que a AChE nos
tecidos, exceto cérebro e musculo (LI et. al, 2000; DUYSEN et. al, 2001, JOHNSON
E MOORE,2012). Ademais, ja foram encontradas correlacfes entre a presenca de
BChE e a regulacdo da expressédo da AChE (LAYER et al., 1992 apud BONO, 2014).
O que complementa a ideia de que engquanto a AChE € inibida quando a acetilcolina
esta em altas concentracdes, a BChE tem sua atividade aumentada. Pois, quando a
AChE esta ausente ou inativa, a BChE pode controlar a transmissao colinérgica.
Desta forma, ja foi sugerido que a AChE ndo é uma enzima indispensavel para que
as transmissfes colinérgicas ocorram de forma adequada, visto que a BChE pode

compensar sua auséncia (LI et. al 2000).
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Blondet et. AI(2010), verificou a localizacdo da BChE nas juncbes
neuromusculares de camundongos, sendo especifica nas dobras subsinapticas e
pouco presente na fissura primaria, demonstrando também que ela pode contribuir
com a hidrdlise da acetilcolina no seu lugar especifico. Entretanto, enquanto a
inibicdo de AChE alterou o potencial da placa terminal, a inibicdo de BChE né&o
alterou em nada o mesmo, mas diminuiu a probabilidade de liberagéo de acetilcolina
pelo motoneurdnio. Sugerindo assim, que ela ndo hidrolisa a acetilcolina que esta
ativa nos receptores, mas protege 0s terminais nervosos do excesso de desta e,
portanto, tem um papel diferente da AChE (BLONDET et. al, 2010).

2.2 Participacdo da BChE na desintoxicacao

O Brasil é um dos lideres mundiais no consumo de agrotoxicos, como
herbicidas, fungicidas e inseticidas. Ser exposto a esses agentes pode levar ao
surgimento de doencas crbnicas e/ou intoxicacdes agudas (CAVALCANTI et. al,
2016). Dentre os agrotoxicos, encontramos 0s compostos organofosforados (OP),
que sdo ésteres de &cido fosférico. A toxicidade devida aos OPs, provém
principalmente da inibicdo da AChE, fazendo com que ocorra um acumulo de
acetilcolina nas sinapses e por consequéncia, levando a disfuncbes colinérgicas,
através da superestimulacdo do sistema nervoso. Muitas das areas envolvidas na
respiracdo sao controladas pelo sistema colinérgico, portanto, um descontrole pode
ter sérias consequéncias (CAREY, DUNN E GASPARI, 2013; BAJGAR, 2005;
SANCHEZ-SANTED, COLOMINA E HERNANDEZ, 2016). Outra ligacio importante
e curiosa, é que a enzima paraoxonase 1 (PON1), que é envolvida na hidrélise de
varios OPs, ja teve polimorfismos apontados como mais frequentes na doenca de
alzheimer(LEDUC e POIRIER, 2008; SANCHEZ-SANTED, COLOMINA E
HERNANDEZ, 2016). Porém, uma revisdo sistematica, realizada por Pi et al.(2012),
nao encontrou associacdo entre PON1 e a doenca. Em outro artigo de reviséao,
Sanchez-Santed, Colomina e Hernandez (2016), concluiram que os OPs tem varios
mecanismos de acdo, além de desequilibrar o sistema colinérgico e que muitos
destes mecanismos também sdo encontrados em doencas neurodegenerativas,
como o aumento no nivel de APP(proteina precursora amildide), dos peptideos beta
amiloide e do estresse oxidativo, e, alteracées nas proteinas do citoesqueleto, entre

outros.
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Johnson e Moore (2012) sugerem que a BChE pode funcionar como
desintoxicante, pelo fato de ser amplamente expressa no figado, pulmdes e soro.
Somado a isso, Lockridge e Masson (2000), constataram que individuos que
aplicavam pesticidas e, portanto, eram expostos, reduziram seus niveis de atividade
de BChE, porém sem apresentar envenenamento. O que poderia ser explicado por
um papel protetor, talvez por meio do sequestro das toxinas. Ja foi demonstrado
também, que camundongos nulizigotos para AChE possuem muita sensibilidade a
um determinado organofosforado: diisopropril fluorofosfato (DFP) (DUYSEN, 2001).
E em outro estudo, Duysen et al (2007) demonstraram as diferencas de toxicidade
para camundongos BChE +/+, +/- e nulizigotos, quando expostos ao inibidor de
AChE, donepezil. Todos os camundongos BChE +/+ sobreviveram e estavam
totalmente recuperados apO6s 24 horas da exposicdo, enquanto BChE +/-
apresentaram algumas mortes ou alta toxicidade e os de gendétipo BChE -/-
morreram. Junto a isso, demonstraram que a atividade da BChE foi inibida quase
totalmente nos camundongos BChE +/+ ap0s receberam transdermicamente
ecotiosfato, outro OP. E concluiram que a BChE tem uma funcé&o biologica protetora
de hidrolisar acetilcolina in vivo, quando AChE esté inibida, pois camundongos AChE
-/-, faleceram ao receberem inibidores de BChE, o que demonstra que ela é
essencial para camundongos desse determinado genoétipo. Com isso, embora ela
seja mais lenta na hidrélise de acetilcolina, pode compensar a AChE em situacfes
gue exigem uma resposta rapida. Ainda nesse mesmo estudo de Duysen et. al
(2007), foi apontado que a BChE é uma boa enzima captadora de organofosforados
(OP), portanto tentaram demonstrar as diferencas da exposicdo ao mesmo, em
camundongos BChE +/+ e -/-. Porém, ndo encontraram diferencas significativas de
toxicidade entre os dois. Uma possivel explicacdo € o fato de camundongos
possuirem carboxilesterase, que também consome OP, em altas concentracdes no
plasma, o que pode interferir na reagdo com BChE. Por esses motivos, segundo
Cavalcanti et. al(2016, p. 33), a “AChE eritrocitaria e/ou a BChE plasmatica
continuam sendo indicadores biolégicos de escolha para individuos expostos aos
inseticidas OP e/ou carbamatos”.

Bodur e Cokugras (2005), demonstraram que o acido indol-acético(AlA), que
também atua no crescimento vegetal, através do aumento, divisdo e diferenciacédo
celular, também apresenta atividade inibitéria de BChE e que ela é sensivel a

serotonina vegetal, mais especificamente na sua atividade arilacilamidase(AAA). Por
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fim, o ethephon, que é outro composto que regula o crescimento das plantas, ja foi
demonstrado como inibidor de BChE por fosforilagdo na serina-198 (HAUX,
LOCKRIDGE E CASIDA,2002).

Por fim, sabe-se que alteracbes quimicas e estruturais da BChE permitem
que ela se ligue a uma gama maior de compostos, incluindo aqueles anti-
colinesterases(como OP e carbamatos) e outros como heroina e cocaina
(JOHNSON E MOORE, 2012; POHANKA, 2011).

2.3 Solanaceas, glicoalcaléides e BChE

A atividade anticolinesterasica dos glicoalcaldides solanaceos foi descoberta
por Pokrovskii em 1956, através da utilizacdo de batatas que contém grandes
quantidades do glicoalcaldide solanina (AKHYPOVA et. al, 2003; HARRIS E
WHITTAKER, 1962). Atualmente, essa atividade ja foi melhor estudada, tanto que
no artigo de Akhypova (2003), utilizaram AChE e BChE como biosensores para
padronizar um método de deteccdo de glicoalcaldides solanaceos. De acordo com
Barceloux (2009), os principais glicoalcaléides encontrados na batata sdo «-solanina
e «-chaconina, enquanto no tomate sdo «- tomatina e desidrotomatina e na
berinjela, a solasonina e a solamargina.

Neville et. al (1992), demonstraram que uma variante da BChE, mais
especificamente, Gly-70 mutada e varias mutacdes C-terminais podem garantir uma
resisténcia a determinados inibidores. De modo que alguns glicoalcaléides naturais
gue podem inibir a BChE selvagem, ndo exercam algum efeito, sobre as variantes.
Além de também serem mais resistentes a ligacdo dos inibidores OP iso-OMPA,
especificos de BChE, e a um outro inibidor carbamato (POHANKA, 2011). J& no
estudo de revisdo de Krasowski, McGehee e Moss(2010), eles concluiram que a
distribuicdo de plantas que contém consideraveis niveis de glicoalcaldides
solanaceos é condizente com a distribuicdo de alelos atipicos de BChE. Assim,
infere-se que a persisténcia dos alelos BChE atipicos, ocorreu devido aos efeitos
inibitérios que substancias naturais possuem sobre o alelo selvagem. Pois, pelo fato
das plantas solanaceas serem muito utilizadas na alimentacdo humana, esses alelos
podem ter aumentado de frequéncia devido a pressdes seletivas positivas. Harris e
Whittaker (1962), demonstraram in vitro que as colinesterases de individuos

homozigotos para a variante atipica BChE, apresentam menor inibicdo frente a
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solanina e solanidina, quando comparadas a dos individuos de fendtipo normal e
intermediario. Solanina e solanidina, sédo glicoalcaléides solanaceos, sendo que a
solanidina é o alcaldide que resulta da hidrélise da solanina. Os resultados foram de
acordo com estudos preliminares dos mesmos autores, que também demonstraram
inibicdo diferencial de BChE, de acordo com o fendétipo, utilizando extratos aquosos
de batata e o0 anestésico dibucaina. Mais tarde, Neville et. al (1990), também
demonstraram que a mutacdo Gly70, que gera a variante atipica da BChE, a torna
resistente a determinadas concentracdes de solanina e solanidina capazes de inibir
a atividade da BChE normal em mais de 50%.

Casos fatais de intoxicacdo por solanina, ndo sdao comuns, mas ja foram
relatados. A maioria desses envolvendo criancas que ingeriram partes téxicas de
plantas silvestres (BARCELOUX, 2009). Os que se encontram na literatura, relatam
desde uma menina que faleceu apds ingestdo de bagas do género Solanum
(ALEXANDER, FORBES E HAWKINS, 1948), até um caso em que dezessete alunos
de uma escola necessitaram ser internados apos ingerirem uma refeicdo contendo
batata (MCMILLAN E THOMPSON, 1979).

2.4 Utilizagdo de extratos de plantas como inibidores de BChE

Um estudo realizado por Bender et al.(2018), avaliou se uma planta do
género Hypericum, possuia alguma substancia potencial inibitéria enzimatica e com
eficacia anti-cancerigena. Porém, o extrato de H. salsugineum n&o apresentou efeito
inibitério para colinesterases. Kostelnik e Pohanka (2018), realizaram um estudo
para confirmar se o alcal6ide natural das folhas de boldo, a boldina, possuia
atividade inibitoria de AChE conforme era descrito na literatura, além de
investigaram essa inibicdo também em BChE. Os pesquisadores confirmaram a
capacidade inibitéria, porém afirmam que ela tem uma afinidade muito baixa pela
enzima, de modo que ndo possui um efeito forte como descrito anteriormente em
outros trabalhos.

Nwidu et al.(2018), avaliaram extratos metandlicos, etanolicos e aquosos de
Moringa oleifera, para investigar potenciais inibidores da atividade da AChE,
propriedades antioxidantes e teores totais de fendlicos e flavondides. E concluiram

gue cinco dos 19 extratos testados possuiam atividade de IChE, dependente da
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concentracdo de AChE, sendo o extrato metandlico de raiz, o inibidor mais potente
dentre os estudados.

3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no segundo semestre de 2018. Os
exemplares das plantas utilizados foram coletados na cidade de Curitiba, em uma
localizacdo na qual eram cultivados livres de exposicdo a agrotoxicos, para nao
interferir na atividade da enzima BChE. As amostras de plasma humano utilizadas,
sao provenientes do banco de amostras do Laboratério de Polimorfismos e Ligacao,
do departamento de Genética, da Universidade Federal do Parana. Os extratos
foram realizados a partir de dois protocolos que foram adaptados e serdo detalhados
abaixo.

3.1 Protocolo de extracdo 01, adaptado de Nwidu et. al (2018)

Inicialmente, as plantas foram submetidas a secagem em temperatura
ambiente por 7 dias. Depois, com a utilizacédo de luvas, os peciolos foram retirados e
as folhas puderam ser facilmente trituradas e/ou esfareladas com as préprias maos,
através de friccao, e os frutos foram espremidos com a utilizagdo de um almofariz. O
material resultante foi entdo misturado separadamente a dois solventes: etanol e
metanol. Ou seja, foi realizado um extrato etandlico e outro metandlico das folhas e,
um extrato etandlico e outro metandlico dos frutos, nas seguintes proporcdes: 1509
de folha para 750 ml de solvente e 60 g do fruto para 200 ml do solvente. As
amostras foram agitadas pelo menos uma vez ao dia, durante 3 dias, para auxiliar a
solvatagcdo. Apos este periodo, as amostras foram filtradas utilizando um cadinho de

vidro tipo Gooch, com placa porosa n° 3.

3.2 Protocolo de extracao 02



18

O presente protocolo foi retirado e adaptado a partir de Santos et. al (2016),
que foi em partes adaptado a partir do protocolo de Siméo et. al (2013). Segundo
Santos et. al (2016), este método proporciona um extrato bem concentrado e
preserva um grande numero de compostos fendlicos. Com este protocolo, foram
realizados extratos somente a partir das folhas, pois n&o haviam proporcoes
sugeridas para outras partes das plantas, diferentemente do protocolo 1.

Antes de serem submetidas a secagem, os espécimes foram lavados em
agua corrente e entdo, em agua destilada para retirar sujeiras e pequenos
artropodes. Depois, 0 excesso de agua foi retirado e os materiais ficaram por 48
horas em estufa com circulagdo de ar, na temperatura de 45°C (+/- 2°C). Apos a
secagem, as folhas tiveram seus peciolos retirados e foram moidas, também por
friccdo com as maos até ficar o mais proximo de uma farinha. Assim como para o
protocolo 01, também foram realizados extratos metandlicos e etandlicos.

Para o primeiro, 1g da farinha de folha foi macerada em 50ml de uma mistura
de metanol/agua na propor¢cdo 1:1. E para o segundo 1g da farinha de folha foi
macerada em 40 ml de uma mistura de etanol/agua na proporcao 1:1, durante 30
minutos. Subsequentemente, a amostra foi centrifugada a 2500xg durante 15
minutos. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido e o precipitado foi
novamente submetido aos processos descritos acima, mas dessa vez diluido em 40
ml da mistura de acetona/agua na propor¢ao 70:30. Por fim, os dois sobrenadantes

foram reunidos.

3.3 Anélise de atividade da BChE

Como substrato da BChE, foi utilizada a solugdo estoque 30mM de a-
naftilacetato, na qual 56 mg de a-naftilacetato foram misturadas a 5 ml de acetona e
5 ml 4gua. O reagente de cor utilizado foi o Fast Blue, do qual 10 mg foram
dissolvidas em primeiro lugar em 1,5 ml de agua e depois em 1 ml de SDS a 3%.

As amostras foram adicionadas aos tubos, de acordo com as proporc¢des da

tabela abaixo:

TABELA 01. MATERIAIS PARA PREPARACAO DAS AMOSTRAS
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Materiais Sem plasma Sem extrato Plasma + Extrato
Plasma(pl) - 500 pi 500 pl
Extrato vegetal 50 pi - S0l
Tampé&o fosfato 650 pi 200 pl 150l
a-naftilacetato 2000 pl 2000 pl 2000 pl
Reagente de cor 200 pi 200 pl 200 pl

FONTE: A AUTORA(2018)

As amostras de plasma utilizadas foram incubadas por 25 minutos a 37°C
para o descongelamento. Foram preparados quatro tubos por extrato, o primeiro
continha apenas agua, o segundo era sem o plasma, o terceiro com plasma, mas
sem extrato e o quarto com plasma e extrato. Os trés primeiros tubos eram utilizados
para zerar as leituras de absorbancia no espectrofotometro, para nao interferir na
leitura do tubo completo e, portanto, ser possivel demonstrar a inibicdo da BChE
plasmatica, quando o extrato estivesse adicionado. As quantidades de extrato
adicionadas aos tubos foram descontadas do tampédo fosfato, assim como a
guantidade de plasma ausente no segundo tubo foi preenchida pela mesma
guantidade de tampé&o fosfato, conforme pode ser observado na tabela 01. Os
materiais foram adicionados na sequéncia em que aparecem na tabela e reagiram
durante 5 minutos antes de ser adicionado o reagente de cor. Logo apds isso, 0s

tubos foram lidos no espectrofotdmetro nos tempos 0, 1 e 2 minutos.

3.4 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R. Foi realizado
o teste Lilliefors, adaptado do teste de Kolmogorov-Smirnov, disponivel no pacote
nortest, para testar a normalidade da distribuicdo dos dados. Para inferir quais
variaveis afetavam a atividade do extrato, foi realizado o teste de regressédo. Para
testar as diferengcas de absorbancia entre o tubo com extrato e sem plasma e, no
tubo completo, e consequentemente inferir a inibicdo, foi utilizado o teste de
comparacao de médias de Wilcoxon. Por fim, para saber a porcentagem de inibicao,
foi realizada a divisdo dos valores de absorbancia do tubo completo pelos valores do

tubo sem plasma e com extrato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo do comprimento de onda mais adequado para as leituras

O espectrofotdbmetro utilizado detecta faixa de valores dentro de 000 a 1999.
Valores que estdo fora dessa faixa sdo demonstrados com simbolos especiais. A
faixa negativa é indicada pelo simbolo u. Enquanto o valor maximo que aparece no
mostrador digital é 1,999 para absorbancia (A). Ndo obstante, os nimeros que o
excedem sdo demonstrados pelo simbolo = até o valor maximo de =.200.

Com base nisso, foram realizadas as leituras de absorbancia para tubos
contendo os extratos, para um tubo de reacdo contendo o corante Fast Red e outro
com o corante Fast Blue, para testar qual era o comprimento de onda mais
adequado para visualizar e medir a inibicdo. Os valores de absorbancia para os

tubos descritos estao listados na tabela 02.

'TABELA 02. VALORES DE ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS PARA TODOS OS
COMPRIMENTOS DE ONDA

' Na tabela 02, as abreviacOes se referem aos diferentes extratos. Sendo os solventes identificados por

E(etanol) ou M(metanol), os protocolos 1 e 2 por P1 e P2 e o material folha ou fruto por FL e FR,
respectivamente. BLUE e RED se referem aos corantes Fast Blue e Fast Red.
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Comprimento EP2 MP2 EP1IFL  MP1FL  EP1FR  MP1FR  BLUE RED
350 0.200 2.200 0.200 0.200 0.064 0.200 0.200 0.200
400 1962 1647 o.200 a.200 1192 679 0.200 o.200
450 1450 602 =.200 2.200 909 353 2.200 0.200
500 327 191 1676 1705 271 93 0.200 o.200
550 168 139 1614 1777 53 20 2.200 0.200
600 163 120 o.054 2.101 15 1 0.200 0.200
650 305 156 =.191 a.200 14 0 2.170 0.200
700 41 49 586 779 2 1.997 1597 0.055
750 7 19 34 78 1.997 1.993 1344 2.010
800 4 12 9 30 11.994 1.993 1200 1959
850 1.997 4 1.993 6 1.990 1.990 1105 1918
900 3 13 6 15 3 3 1005 1890
950 11.943 1.960 1.913 1.923 1.935 11.932 991 1856
1000 1.914 1.947 1.848 1.879 1.897 .91 843 0.200

FONTE: A autora(2018)

A sensibilidade escolhida para as leituras em cada comprimento de onda foi
aguela na qual era possivel zerar o aparelho com o tubo contendo apenas agua.
Sendo sensibilidade 3 para o comprimento 350 nm, sensibilidade 2 para os
comprimentos de 400 a 600 nm e sensibilidade 1 para todos os outros
comprimentos. A partir dos valores da tabela, foi adotado o comprimento de onda de
750 nm para analise da atividade da BChE nos testes subsequentes. Pois dentro
desse comprimento de onda ficaram os valores de absorbancia mais proximos da
faixa de leitura do aparelho, para as amostras do extrato e as amostras de reacéo
com os corantes. E, além disso, a partir desses valores também foi decidida a
utilizacao do corante Fast Blue para as analises subsequentes, pois no comprimento
de onda de 750 nm, a amostra com Fast Blue, teve valores de absorbancia mais

proximos da faixa de leitura do aparelho, do que com o corante Fast Red.
4.2 Distribuicdo dos dados

De acordo com o teste Lilliefors, os dados ndo seguem uma distribuicdo
normal e portanto, sdo ndo paramétricos. Deste modo, testes ndo paramétricos

foram utilizados para as analises desses dados.

4.3 Andlise de regressao
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Este teste pode ser utilizado para indicar a relagdo entre variaveis para
entender um fendmeno ou processo (AMARAL, SILVA E REIS, 2009). Deste modo,
foi utilizada para indicar qual das variaveis influenciou significativamente na inibicéo
causada pelo extrato. Os resultados obtidos foram que tanto o método (protocolo 1
ou 2), quanto o solvente (metandlico ou etandlico) e a parte da planta (folha ou
fruto), sdo varidveis influenciadoras da inibicdo. E portanto, os extratos apresentam
inibicdo diferencial de acordo com essas variaveis, apresentando os valores de p de
8,52e-07, 9.16 e-06 e 0,0015, respectivamente.

Um dos motivos que pode levar a diferengas entre os protocolos, € o tipo de
secagem. Era notavel, que as folhas submetidas ao protocolo 2 (secagem na
estufa), eram mais faceis de serem moidas, em contrapartida pode ser que devido
as folhas serem submetidas a secagem na estufa, tenham uma quantidade menor
de compostos conservados, por ficarem em uma temperatura maior do que a
ambiente (utilizada na secagem do protocolo 1). Além disso, diferentes solventes
podem conservar diferentes quantidades de compostos fendlicos, por exemplo
(SANTOS et. al, 2016). Portanto, podemos obter inibicdes diferentes do extrato de
acordo com o tipo de solvente utilizado. E por fim, sabe-se que diferentes partes de
uma mesma planta também podem conter concentracdes de substancias diferentes

de acordo com as fungdes que realizam.
4.4 Teste de Wilcoxon
O teste de Wilcoxon foi realizado para verificar se as médias de absorbéancia

no tubo completo eram diferentes do tubo que nédo continha o extrato. Para entéo,

poder afirmar o efeito inibitorio do extrato.

*TABELA 03. Valores do teste de Wilcoxon para os diferentes extratos

Método/Solvente Resultados
M1/81 W =9, p-value = 0.1797
M1/S2 W = 36, p-value = 0.004998
M2/S2 W =9, p-value = 0.1
M2/S1 W =0, p-value = 0.07652

’ Na tabela 03, os tipos de solventes e os protocolos utilizados estdo abreviados com cddigos diferentes, sendo
M1 e M2, para protocolo 1 e protocolo 2, respectivamente. E S1 ou S2 para, solvente etanol ou metanol,
respectivamente.



23

FONTE: A autora(2018)

O unico valor que foi significativamente menor que o tubo sem extrato, foi
aguele dos tubos do protocolo 1, com o solvente metanol. Assim, infere-se que o
metanol € o melhor solvente para conservar os compostos anticolinesterasicos do
tomate. Esses dados estdo de acordo com os dados de Santos et. al (2016), que
testou diferentes protocolos de extracdo em folhas maduras de mandioca e concluiu
que os diferentes métodos de extracdo afetavam o tipo e o teor dos compostos do

extrato e que o metanol era o melhor solvente para conservacao dos compostos.

4.5 Porcentagem de inibi¢ao

O percentual de inibicdo médio de todos os extratos foi de 12%. Mas
especificamente, para o extrato do método 1 com o solvente 2, que foi o Unico
estatisticamente significativo (p=0,004998) para inibir BChE (de acordo com o teste
de Wilcoxon), o percentual de inibicdo foi de 16%.

Em um primeiro momento, os valores podem até parecer baixos, mas
levando-se em conta de que se tratava de um extrato bruto, 16% de inibicdo é um
valor consideravel. A intencdo inicial do presente trabalho foi a de padronizar um
extrato de tomate que fosse capaz de inibir BChE, visto que o tomate faz parte da
familia das solanaceas que ja sdo conhecidas por possuirem glicoalcaléides
anticolinesterasicos. Sendo assim, a partir desse trabalho inicial, as analises podem
ser estendidas para isolar especificamente o composto do tomate que é capaz de
inibir a BChE. Se com o extrato bruto o percentual de inibicdo foi de 16%, acredita-
se que com o composto inibitério isolado, o percentual de inibicdo seja bem maior.
Desta forma, o extrato de tomate pode servir até mesmo como um controle, para a
investigacdo de potenciais inibitérios de BChE em outros taxons de plantas. Ainda,
segundo Kozukue et. al (2004) e Kozukue e Friedman (2003), a quantidade de
glicoalcaldides solanaceos pode diminuir de acordo com a maturacdo em algumas
variedades de tomate. Deste modo, pode ser considerado que realizando extratos a
partir de tomates menos maduros, a inibicdo seja maior por conter mais

glicoalcaldides.
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5.CONSIDERACOES FINAIS

A BChE humana é uma enzima encontrada em regifes do cérebro ligadas a
cognicdo e ao comportamento (DARVESH, 1998, DARVESH, 2003 e WESCOE,
1947). Além disso, ela pode ter seus niveis aumentados com a idade e com o
desenvolvimento de doencas neuropatoldgicas, fazendo com que ocorra um déficit
de acetilcolina periférica, que é um importante neurotransmissor (PERRY et al, 1978,
ARENDT et. al, 1992). Desse modo, inibidores sintéticos de colinesterases séo
bastante utilizados no tratamento de tais doencas, para reduzir a hidrolise de
acetilcolina e restaurar esse neurotransmissor colinérgico. Porém, como esses
medicamentos possuem efeitos colaterais desconfortaveis para os pacientes, torna-
se relevante o estudo de inibidores naturais de colinesterases, para reduzir esse
problema e possivelmente, o custo. Isto posto, a BChE é um importante alvo
terapéutico para o desenvolvimento de inibidores.

Visto que ja era descrito na literatura, que os integrantes da familia
Solanaceae, possuem glicoalcaléides inibitérios de BChE (AKHYPOVA et. al, 2003;
HARRIS E WHITTAKER, 1962; ALEXANDER, FORBES E HAWKINS, 1948;
MCMILLAN E THOMPSON, 1979), o presente trabalho realizou a padronizacao de
um protocolo de extrato de tomate, com efeito inibitério da enzima BChE. Até onde
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se sabe, esse foi o primeiro trabalho a realizar um extrato de tomate como
representante da familia Solanaceae, para testar seu efeito inibitorio de
colinesterase. Na literatura foram apenas encontrados com exemplares de batata ou
a realizacdo de extratos de tomate apenas para medir a quantidade de
glicoalcaloides.

Em relacdo ao método de secagem, foi possivel concluir que a temperatura
ambiente € melhor do que a secagem na estufa, para conservacdo dos compostos
com potenciais inibitérios de BChE. E que o solvente metanol também €& superior em
sua conservacao, quando comparado com extratos etandlicos, tanto para extratos
de folhas de tomate, quanto para os extratos do fruto. Esses resultados estdo de
acordo com os dados de Santos et. al (2016), que também encontraram uma maior
conservacdo de compostos nos extratos preparados com metanol. Por fim, foi
possivel chegar a um valor de inibicAo de 16% com o extrato preparado pelo
protocolo 1, utilizando metanol. Portanto, o presente trabalho abre perspectivas para
pesquisas futuras que visem o isolamento do composto especifico da planta do
tomate, que possui atividade anticolinesterasica e assim atinja niveis de inibicdo
maiores de BChE em sua forma purificada, do que no extrato bruto, onde outros
compostos podem interferir. Para mais, sugere-se que esse trabalho pode servir de
base também para o desenvolvimento de extratos a partir de outras plantas,
utilizando o extrato de tomate como controle. Sendo assim, € possivel investigar o
potencial inibitério de colinesterase em varios outros taxons de plantas que ainda

nao foram investigados.
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