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ANTIOXIDANT AND ANTICOLINESTERASIC EFFECTS OF Hippeastrum SPECIES (AMARYLLIDACEAE). Amaryllidaceae
family is an important source of bioactive molecules and considering the taxonomic relationships, it is relevant to investigate the genus

Hippeastrum. Thus, the aim of this work was to determine antioxidant and anticholinesterasic activities of Hippeastrum morelianum,

Hippeastrum psittacinum and Hippeastrum santacatarina. Both antioxidant and acetylcholinesterasic activities of extracts were
determinated by bioautography as 10 mg/mL and 0.1 mg/mL, respectively. The antioxidant activity of alkaloid lycorine, determinated
spectrophotometrically with DPPH, indicated an IC, value of 0.326 mM.
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INTRODUCAO

A etiologia da Doenca de Alzheimer (DA) permanece desco-
nhecida, mas estudos post mortem t€m mostrado que a doenga ¢
caracterizada pela diminuicé@o da funcéo colinérgica no cérebro.! Os
mais modernos medicamentos utilizados para tratar os sintomas da
DA elevam os niveis de acetilcolina pela inibicdo da enzima acetilcoli-
nesterase (AChE). Ensaios desenvolvidos para detectar esta atividade
estdo sendo amplamente utilizados para avaliar um grande nimero de
plantas utilizadas popularmente para melhorar a memoria.’

Sabe-se também que o dano causado por espécies reativas de
oxigénio, atualmente, € considerado um fator contribuinte de diversas
doengas, incluindo a DA.* Assim, identificar o potencial antioxidante
de uma substancia pode credencid-la a ser uma molécula bioativa
mais completa quando se considera o conjunto de suas propriedades.
Dessa forma, € adequada a associa¢@o de ambos os ensaios para um
estudo bioguiado mais eficiente.

Na busca por novos farmacos, os produtos naturais destacam-se
pela diversidade estrutural e, assim, as plantas sdo candidatas impor-
tantes para screening de novos compostos bioativos. Ao considerar as
informagdes botanicas e quimio-taxondmicas, a eleicéio das plantas
a serem investigadas torna-se mais selecionada. Considerando esse
conjunto de fatores, a familia Amaryllidaceae, particularmente, des-
ponta como uma fonte promissora de novas substancias bioativas,
justificando a avalia¢@o dos géneros presentes no Brasil.

O alcaléide galantamina foi, inicialmente, isolado de Galanthus
woronowii, mas atualmente € obtido a partir de Narcissus sp. e Leuco-
Jum aestivum, assim como sinteticamente. A partir da descoberta deste
alcaldide enquanto potente inibidor da enzima AChE, sua aprovacio
pelo FDA (Food and Drug Administration) em 2001 para comerciali-
zacdo e, conseqlientemente, importante utilizagdo na DA, o interesse
no estudo quimico e farmacoldgico da familia Amaryllidaceae vem
aumentando exponencialmente.*> Um screening do extrato bruto e
das fracdes enriquecidas em alcaldides obtidas durante a extracio
acido-base auxilia no direcionamento das investiga¢des de isolamento
e elucidagdo estrutural dessas substancias, bem como contribui para
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a triagem de gé€neros e espécies promissoras.

O género Hippeastrum compreende aproximadamente 50 es-
pécies, todas origindrias da América do Sul, sendo que destas, 30
ocorrem no Brasil.® Poucos estudos botanicos, quimicos e farmaco-
16gicos sdo encontrados na literatura para o género Hippeastrum em
comparacio aos demais géneros de ocorréncia na Europa e Asia.

Nosso grupo tem investigado sistematicamente a composi¢ao
quimica e atividades farmacoldgicas de plantas do género Hippeas-
trum do Brasil, sendo os resultados obtidos bastante promissores.’
O presente trabalho teve como objetivo realizar um screening das
atividades antioxidante, pelo método do DPPH, e anticolinesterdsica,
pelo ensaio autobiografico, dos extratos de trés espécies: Hippeastrum
santacatarina (Traub) Dutilh, Hippeastrum morelianum Lem. e Hi-
ppeastrum psittacinum Herb., bem como de um alcal6ide isolado.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Todos os solventes e reagentes utilizados apresentavam grau
analitico adequado. O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)
foi adquirido da Aldrich Co, assim como a enzima acetilcolinesterase
500 U e fisostigmina. Rutina e boldina foram adquiridos da Merck.
Anadlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi
desenvolvida em equipamento Alliance 2695 (Waters) e detector
Waters 996 (UV-diodos em série). A coluna cromatografica utilizada
foi Luna Phenomenex -C18 (75 x 4,6 mm), com sistema eluente jd
otimizado para andlise de extratos de Amaryllidaceae.”

Material vegetal

Raizes, partes aéreas e bulbos de Hippeastrum morelianum Lem.
(UCE 14351) e bulbos de Hippeastrum psittacinum Herb. (UCE
143513) foram coletados na serra de Atibaia — SP; bulbos de Hippeas-
trum santacatarina (Traub) Dutilh (ICN 149429) foram coletados no
municipio de Sdo Francisco de Paula—RS. As exsicatas encontram-se
depositadas nos herbdrios da Universidade Estadual de Campinas
(UCE) e Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN).
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Preparacao dos extratos

Para as trés espécies investigadas, o procedimento de obtencio
dos extratos foi padronizado. O material vegetal fresco foi triturado,
separadamente, sendo cada parte (raiz, bulbo e partes aéreas) sub-
metida a maceracdo em etanol comercial (96° GL), durante 24 h.
Apds maceragdo e filtracdo, o solvente foi eliminado em evaporador
rotatdrio e a dgua residual do vegetal eliminada por liofilizacao,
resultando um extrato bruto dessecado.

O marco vegetal foi recolocado em maceragdo, repetindo-se o
processo descrito anteriormente até rea¢do negativa frente ao Reativo
de Dragendorff,? obtendo-se, assim, um extrato bruto (EB).

Esse extrato (EB) foi submetido a fracionamento acido-basico
para alcaldides, modificado, conforme demonstrado na Figura 1.

Vegetal Fresco

Macerag&o em etanol 96%
Evaporagéo do solvente

Extrato Bruto (etandlico)

Ressuspensdo em HCI 10%
Particao com éter de petréleo

Fase R Fragap Aquosa
Etérea Acida
CH,Cl,
Fragéo <
Diclorometano A
NH,0H
\ 4
Fracdo Aquosa
Alcalina
CH,Cl,
Fracao _
Diclorometano B
n-butano/
Fracao -
Butandlica
y

Residuo Aquoso
Alcalino

Figura 1. Fluxograma do procedimento de extragdo utilizado para obtengdo
dos extratos

Durante o procedimento de alcalinizagdo do extrato de H.
santacatarina um sélido amorfo precipitou, em grande quantidade.
Com auxilio de métodos cromatogréficos, espectroscopicos e dados
disponiveis na literatura essa substincia foi caracterizada como o
alcaldide licorina (Figura 2), comum na familia Amaryllidaceae. Esse
alcal6ide apresenta ampla gama de atividades bioldgicas ja relatadas,
tais como antitumoral,’ indutora de apoptose,'® antiinflamatdria'!
e anticolinesterdsica,'? entretanto ndo ha relatos para a atividade
antioxidante.

Andlises por CLAE dos extratos e fragdes contemplados por
este trabalho indicam que o alcaldide licorina estd presente apenas
em amostras de Hippeastrum santacatarina. A Figura 3 evidencia o
perfil cromatografico da fracdo Diclorometano B, onde a licorina é
o componente mais abundante, embora também esteja presente no
extrato bruto e fragdes Diclorometano A e n-butandlica.
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Figura 2. Estrutura do alcaldide licorina

Preparacio das amostras

As amostras de extrato bruto, fragdo Diclorometano A, fragdo
Diclorometano B e fracdo n-butandlica das trés espécies, foram
solubilizadas em etanol e posteriormente diluidas, caracterizando as
seguintes concentracdes: 10, 1 e 0,1 mg/mL. A partir de cada diluigao,
aliquotas de 10 pL foram aplicadas sobre as cromatoplacas dos testes
antioxidante e anticolinesterdsico. Para a avaliagdo da licorina, foi
preparada uma solugio estoque (em metanol) de 1 mg/mL (3,48 mM)
da qual foram retiradas aliquotas de 5, 10 e 15 pL para realizacdo do
teste qualitativo e demais aliquotas para o teste quantitativo.

Analise qualitativa da atividade anticolinesterasica

O método utilizado consistiu numa autobiografia desenvolvida
sobre uma cromatoplaca de silica gel, onde foram aplicadas as amos-
tras. A enzima acetilcolinesterase (500 U) foi dissolvida em tampao
Tris 0,05 M (pH 7,8) seguida da adi¢do de 150 mg de albumina de
soro bovino para estabiliza¢do da mesma. Esta solu¢@o foi mantida
a temperatura de 4 °C e nebulizada sobre a cromatoplaca com as
amostras. A placa foi incubada a 37 °C, durante 20 min.

A placa foi, em seguida, nebulizada com uma solugéo contendo
1-naftil acetato, em etanol, e Fast Blue B salt, em dgua, ocorrendo
o desenvolvimento de coloracdo ptrpura apds 1 a 2 min. As regides
da placa que contém substancias capazes de inibir a acdo da enzima
acetilcolinesterase (neste caso ocorre formacao do diazonio pirpura)
apresentam uma mancha branca contra a coloragdo de fundo."” Como
padrdo positivo foram utilizados 5 pL. de uma solu¢do-mée a 1 mg/
mL (3,63 mM) do alcaldide fisostigmina.

Analise qualitativa da atividade antioxidante

Sobre uma cromatoplaca de silica gel foram aplicadas, pontu-
almente, as amostras testadas. Apds a total evaporag¢do do veiculo
de solubiliza¢do de amostra, a placa foi nebulizada com solucio
metandlica de DPPH a 0,2 mM. A atividade antioxidante foi eviden-
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Figura 3. Cromatograma da frag¢do Diclorometano B, dos bulbos de H.
santacatarina, evidenciando a presenca do alcaldide licorina (indicado
pela seta)
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ciada pela presen¢a de manchas brancas ou amarelas decorrentes da
redu¢@o do DPPH, contra a coloracdo purpura de fundo, ap6s 30 min
a temperatura ambiente.'* Como padrio positivo foram utilizados 5
uL de solug@o-mae a Img/mL (1,64 mM) de rutina.

Analise quantitativa da atividade antioxidante

O composto isolado, por precipitacdo, durante a extra¢do acido-
base, foi avaliado também frente ao DPPH, utilizando-se espectrofoto-
metro UV/VIS." Primeiramente, foram preparados 10 mL de solugéo
estoque de DPPH em metanol na concentrac@o de aproximadamente
0,1 mM, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. A partir dela
foram feitas dilui¢des até 0,087; 0,075; 0,062; 0,050; 0,037; 0,025;
0,0125 e 0,0025 mM. A curva de calibracdo foi construida a partir
dos valores de absorvancia a 517 nm das solugdes, tendo o metanol
como referéncia, em triplicata. A equacio da curva de calibracdo do
DPPH foi y = 9,3981x — 0,0092 (R?>= 0,993), onde y corresponde a
concentracido de DPPH no meio (mM) e x a absorvancia.

O equipamento foi zerado com metanol e a absor¢ao da solucio
metandlica de DPPH (0,1 mM), assim como das amostras de licorina
(0,069; 0,139; 0,278; 0,348; 0,383; 0,389 e 0,400 mM), foi medida a
517 nm. Para tanto, foi preparada uma solu¢iio metandlica de amostra
com concentracdo final de 3,48 mM, da qual foram retiradas aliquotas
para obtencéo da concentracdo final desejada. O alcaldide boldina
foi utilizado como padrdo positivo na concentragdo de 0,075 mM.
Um mL da amostra foi adicionado de 1 mL da solucio metanélica de
DPPH, a temperatura ambiente, e apds 30 min procedeu-se a leitura
em espectrofotometro (517 nm). Por acdo de um antioxidante (AH)
o DPPH' € reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, de colora¢ao
amarela, com conseqiiente desaparecimento da absorc¢io, podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorvancia.

A partir da equagdo da curva de calibracio e dos valores de
absorvancia para cada concentrag@o testada, foram determinados
os percentuais de DPPH remanescentes (%DPPH,, . ), conforme a
Equagdo 1:

REM

%DPPH,,, = [DPPH]____/[DPPH] __ x 100 (1)

amostra
onde [DPPH]  corresponde a concentragdo de DPPH no meio
ap0s a reagdo com a amostra e [DPPH], . . € a concentrag@o inicial
de DPPH (0,1 mM).!7-18

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DPPH" consumida, sendo que a quantidade de amos-
tra necessdria para decrescer a concentracio inicial de DPPH em
50% € denominada de concentragdo inibitéria (CI, ). Os valores de
absorvancia em todas as concentragdes testadas foram convertidos
em %AA pela Equagao 2:
%AA = {[Abs

- (AbS Abs )] X 100} /Absconlmle (2)

controle amostra brancor

onde Abs

controle

DPPH e Absumcslm
amostra).'®

¢ a absorvancia inicial da solu¢do metandlica de
€ a absorvancia da mistura reacional (DPPH +

Analise estatistica

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média de
trés repeti¢des (n=3) + desvio padrdo da média. Foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados de atividade antioxidante que
apresentaram probabilidade de ocorréncia de hipétese de nulidade
menor que 5% (p < 0,05) aplicando-se ANOVA, seguido de compa-
ragdes multiplas pelo teste de Tukey. O valor de CI foi calculado
com auxilio do software GraphPad.

Quim. Nova

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo com plantas monocotiledoneas encontra, de inicio,
uma grande dificuldade de identificagdo botinica. Para a familia
Amaryllidaceae, particularmente para o género Hippeastrum, nao
¢é diferente. Alguns géneros dessa familia, especialmente aqueles
de ocorréncia na Europa, vém sendo estudados hd muitos anos com
expressivos resultados botanicos, quimicos e farmacolégicos e,
comparativamente, o género Hippeastrum mostra-se ainda em um
estdgio inicial de investigacdo. Suas caracteristicas quimicas estdo
sendo delineadas, assim como seu perfil botanico e caracteriza¢do
de suas espécies.

A necessidade de tornar mais objetivas e menos dispendiosas
as pesquisas por constituintes quimicos de plantas levou ao desen-
volvimento de numerosas técnicas de ensaios para monitoramento
e selecdo de extratos e substincias bio/farmacologicamente tteis.'s
Dentre eles, quanto a busca de inibidores da AChE, destacam-se dois
testes autobiogrificos,'>!” dos quais o método de Marston, utilizado
neste trabalho, apresenta melhor limite de detec¢@o.

O teste com DPPH ¢ um método bastante conveniente para o
screening antioxidante de pequenas moléculas, uma vez que a reacio
pode ser observada visualmente utilizando-se uma cromatoplaca ou
espectrofotdmetro UV/VIS.!¢

A andlise qualitativa da atividade anticolinesterasica revelou que,
de acordo com o método empregado, todas as amostras testadas, de
H. morelianum, H. psittacinum e H. santacatarina, apresentaram
resultado positivo ao teste. As amostras extrato bruto e Diclorometano
B de H. santacatarina (10; 1; 0,1 mg/mL) apresentaram intensidade
de descoloragdo semelhante ao padrdo fisostigmina (1 mg/mL).

Dentre os resultados obtidos apds avaliagdo qualitativa pelo
método do DPPH, os extratos brutos EB dos bulbos de H. morelia-
num, H. psittacinum e H. santacatarina (10 mg/mL) apresentaram
atividade similar ao padrdo positivo rutina (1 mg/mL). Para as
demais amostras, os resultados variaram de acordo com a espécie
testada e estdo descritos na Tabela 1, a qual sumariza os resultados
qualitativos obtidos.

Em ambos os ensaios autobiograficos qualitativos, antioxidante
e anticolinesterdsico, a licorina apresentou resultado positivo nas
mesmas concentragdes que os padrdes positivos. Assim, o teste
quantitativo, pelo método do DPPH, tornou-se uma ferramenta para
determinar a CIL dessa substincia para a atividade antioxidante. O
resultado verificado para o potencial anticolinesterdsico da licorina
estd em acordo com os dados da literatura para essa substancia.

Os resultados obtidos corroboram a afirmativa de que exemplares
da familia Amaryllidaceae sao fontes potenciais de compostos antico-
linesterdsicos. No entanto, investigacdes para isolamento e elucidagio
estrutural dos seus alcaléides sdao necessdrias e justificadas a partir de
todas as fragdes oriundas da extra¢do acido-base. A reagdo de desco-
lorag@o da fragdo Diclorometano B semelhante a do padrao positivo,
neste ensaio, pode ser atribuida a presenca majoritdria de alcaldides
nessa amostra, a qual estd sendo investigada em estudo bioguiado.

Verifica-se, a partir dos testes qualitativos, que os resultados dos
ensaios antioxidantes empregados ndo mostraram relacao direta com
os resultados anticolinesterdsicos. Entretanto, € necessaria a utilizagdo
de diferentes métodos de avaliagdo para uma defini¢do desta atividade
para este grupo quimico.

O alcal6ide licorina foi submetido a avaliacdo quantitativa da
atividade antioxidante frente ao DPPH pelo método fotocolorimé-
trico. As concentracdes testadas foram baseadas nos resultados da
autobiografia.

A Figura 4 apresenta a curva de calibraciio construida para o
DPPH, a qual forneceu a equacio para cdlculo dos resultados das
amostras. Por sua vez, a Figura 5 sumariza os resultados obtidos, apds
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Tabela 1. Potencial antioxidante frente ao DPPH e screening da atividade acetilcolinesterdsica das amostras de H. morelianum, H. santaca-

tarina e H. psittacinum

RAIZES PARTES AEREAS BULBOS BULBOS BULBOS
H. morelianum H. morelianum H. morelianum H. santacatarina H. psittacinum

DPPH AChE DPPH AChE DPPH AChE DPPH AChE DPPH AChE
EXTRATO BRUTO
10 mg/mL +++ ++ +++ ++ +++ ++ - +++ +++ +
1 mg/mL + + + + + + - +++ + +
0,1 mgmL - + - + - + - +++ + +
DICLOROMETANO B
10 mg/mL + ++ +++ + +++ +++ +++ -+ ++ 4+
1 mg/mL - ++ + + + ++ ++ -+ - +
0,1 mgmL - + - + - + + +++ - -
DICLOROMETANO A
10 mg/mL +++ ++ +++ + + ++ +++ ++ # #
1 mg/mL + + + + - + + + # #
0,1 mg/mL - + - + - + + - # #
FRACAO BUTANOLICA
10 mg/mL + ++ + + +++ +++ +++ ++ + +++
1 mg/mL - ++ - + + +++ ++ ++ - ++
0,1 mg/mL - + - + + ++ + + - -

* Os resultados estdo indicados em rela¢@o ao observado para os padrdes: rutina (ensaio antioxidante) e fisostigmina (ensaio anticolinesterasico).
A simbologia +++ indica resultado equivalente ao respectivo padrao positivo. * A fragdo Diclorometano A de H. psittacinum ndo foi testada,

uma vez que apresentou baixo rendimento.

30 min de reag@o e leitura em espectrofotdmetro, para as concentra-
¢oes testadas de licorina, as quais foram comparadas e demonstraram
diferenca estatistica significante. Ainda, verificou-se um padrio de
atividade antioxidante ndo linear em relagdo a concentracéo da licori-
na, expressivo em concentragdes de 0,348 a 0,400 mM. Para o padrao
positivo, o alcaléide boldina, os resultados sugerem um efeito tempo
dependente a 0,075 mM, sendo verificado apés 1 h decréscimo de,
aproximadamente, 100% na absorvancia do DPPH (dados nao de-
monstrados). De acordo com a literatura, a boldina apresenta relagiao
linear entre concentracéo e atividade seqiiestradora do radical livre
DPPH de 0 a 0,300 mM, com valor de CIL de 0,0552 mM."

Considerando o potencial antioxidante da licorina em distintas
concentragdes, ap6s 30 min de ensaio, foi determinado o CL, deste
alcaléide, com auxilio do software GraphPad, plotando-se na abscissa
as concentracdes da amostra (mM) e na ordenada a porcentagem
de inibicdo de DPPH. Assim, obteve-se uma curva cuja forma se
assemelha a um comportamento sigméide. A Figura 6 apresenta esta
curva de concentracdo versus porcentagem de inibicdo do DPPH pela
licorina, ap6s 30 min, cujo CI, verificado foi 0,326 mM.

A partir dos resultados deste trabalho, estudos futuros poderiam
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ser realizados visando o aprimoramento e exploragdo da atividade
antioxidante da licorina testando-se derivados sintéticos, tais como
acetatos e cloridratos.
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