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CHEMICAL COMPOSITION AND ANTICHOLINESTERASE ACTIVITY OF AN ACTIVE FRACTION OF EXTRACT OF
Citrus limon (L.) Burm LEAVES. This paper describes the chemical composition and acetylcholinesterase inhibition of an active
chromatographic fraction of the EtOAc extract of Citrus limon leaves. The composition of the active fraction presented a mixture
of two coumarins, 5,8-dimethoxy-psoralen and 5,7- dimethoxycoumarin, identified by 'H and 3C NMR data analysis, including
DEPT, COSY, HMBC and HSQC experiments. It was also demonstrated that this mixture presents qualitative and quantitative AChE
inhibition. /n vitro studies indicated a CE50 value of 340 pg/mL with 95% of confidence. In vivo studies (10 and 25 mg/kg) revealed

inhibition of 30.09 and 30.06% of AChE activity in relation to neostigmine, respectively.
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INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas com fins medicinais desde o inicio
da civiliza¢do humana com a finalidade de prevencio, tratamento e
cura de diversas doengas.!> Nas praticas tradicionais da medicina
chinesa, diversas plantas tém sido usadas para tratar distirbios
cognitivos, incluindo doencas neurodegenerativas como a doenga
de Alzheimer (DA).> A DA € caracterizada por um panorama pro-
gressivo de deméncia comprometendo inicialmente a memdria para
fatos recentes. Posteriormente, com a evolugio da doenga pode haver
a deteriorizacio das fungdes cognitivas com apraxias construtivas,
agnosias e disttrbios afdsicos.*

Dados estatisticos apontam que tal doenga acomete aproxima-
damente 5 a 10% da populacdo com idade superior a 65 anos e 20 a
40% daqueles com faixa etéria superior a 85 anos.’ E estimado que
em 2050, mais de 25% da populagdo mundial serd idosa, sugerindo
um aumento da prevaléncia e da incidéncia desta doenga, sendo,
portanto, extremamente necessdria a busca por novas formas de
tratamento mais eficazes e seguras.®*

As dreas cerebrais patologicamente mais afetadas na DA € o hipo-
campo e o neocértex. Estas dreas estdo associadas as fungdes mentais
de forma mais predominante. Um promissor tratamento para doenga
€ o aumento do nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores
da acetilcolinesterase (AChE), justificando as pesquisas por novos
agentes mais eficazes e com menor custo para a satide humana.”!

Os portadores de DA tém niveis reduzidos de acetilcolina, neu-
rotransmissor que intervém nos processos da memoria.'? Inibidores
de AChE s3o amplamente utilizados no tratamento, uma vez que
estes alteram a funcdo colinérgica central ao inibir as enzimas que
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degradam a acetilcolina (enzimas acetilcolinesterase e butirilcoli-
nesterase), ampliando a capacidade da acetilcolina de estimular os
receptores cerebrais, nicotinicos e muscarinicos.'*!!

Desde a introdu¢@o de medicamentos como Tacrina, Donepezil,
Rivastigmina e Galantamina na prdtica clinica, os inibidores da
AChE constituem o tratamento sintomdtico de escolha para a DA,
porém alguns ainda apresentam efeitos colaterais indesejados sobre
os diversos 6rgdos e sistemas, como, sistema cardiovascular, sistema
respiratdrio, trato gastrintestinal, bexiga e sistema nervoso central.”-!?

Nesse contexto e apds realizar uma revisdo de literatura, podem
ser apontadas diversos trabalhos com extratos de plantas medicinais
e/ou de compostos isolados do género Citrus, como adstringente,
antioxidante, antianémico, antibidtico, antisséptico, antiemético,
antidepressivo, anti-inflamatério, antiespasmddico, bactericida, an-
tireumatico e antidisentérico.>!*1314 Muitas destas atividades podem
ser relevantes para o tratamento da DA, justificando a selegao de C.
limon utilizada nesse estudo para essa possivel aplicagdo terapéutica.

A familia Rutaceae consiste aproximadamente de 150 géneros
e 1.600 espécies, distribuidas amplamente em regides tropicais,
subtropicais e temperadas do mundo.'> No Brasil, a familia estd
representada por aproximadamente 29 géneros e 182 espécies,
com algumas de importincia medicinal, ecoldgica e econdmica.'®
O Citrus é um género que compreende aproximadamente 70 es-
pécies que sdo ricas em flavondides, 6leos voldteis, cumarinas e
pectinas cerebrais.!”

Citrus limon (Rutaceae) ¢ uma planta do norte e nordeste do
Brasil, conhecida popularmente como “Limoeiro”, cujas folhas e
frutos s@o aproveitados pela medicina popular para diversos fins
terapéuticos.!®!” Nessa perspectiva, o presente estudo teve como
objetivo isolar e identificar compostos com potencial inibi¢ao
da enzima acetilcolinesterase, bem como realizar uma avaliagdo
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qualitativa e quantitativa da atividade desses compostos para veri-
ficar suas propriedades farmacologicas com énfase na prevengdo e/
ou tratamento da DA.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal e procedimento para obtencao dos extratos

As folhas da espécie C. limon (L.) Burm foram coletadas as 8
horas da manha durante o més de Fevereiro de 2010 de hortas me-
dicinais existentes nas proximidades do Campus Senador Helvidio
Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui no municipio de
Picos, Piaui. Identificada e depositada no Herbario Graziela Barroso
da Universidade Federal do Piaui (UFPI), recebendo a exsicata o
ndmero 26.453.

Os extratos foram preparados partindo-se de 1000 g de folhas
de C. limon (L.) Burm que foram secas a temperatura ambiente e
maceradas estaticamente. O material obtido (300 g) foi submetido
a extragdo por um periodo de cinco dias com os solventes hexano,
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), respectivamente, sendo
em seguida concentrados por evaporador rotatdrio sob pressio redu-
zida, obtendo-se entéio os seguintes extratos brutos e seus respectivos
rendimentos: hexanico (8,5 g/2,85%), acetato de etila (9,6 g/ 3,2%)
e metanolico (28 g/ 9,3%). Estes foram cromatografados separada-
mente em coluna de silica gel e monitoradas por cromatografia em
camada delgada.

Isolamento dos constituintes do extrato de acetato de etila da
C. limon (L.) Burm

O extrato AcOEt (9,62 g) foi submetido & separac@o por coluna
cromatogréfica sob gel de silica 60, utilizando-se como eluentes,
gradiente de Hexano/DCM, DCM/AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH
puro, obtendo desse processo 18 fracdes (F 1-18). As fragdes DCM/
AcOEt (7:3, F10-11) 1,2215 g foram refracionadas em CC de gel de
silica, utilizando os eluentes DCM , DCM/ AcOEt, AcOEt, AcOEt/
MeOH e MeOH, gerando 14 fra¢des (F 10-11/1-14).

As fragdes DCM/AcOEt (F 2-10) 297 mg foram reagrupadas e
resubmetidas a cromatografia utilizando os eluentes hexano, hexano/
DCM, DCM, DCM/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH, gerando
62 fragdes (F 2-10/1-62). As fracdes DCM (F 18-37) 99 mg foram
reagrupadas e submetidas a novo tratamento cromatografico com
hexano, DCM, DCM/AcOEt , AcOEt e MeOH, tendo por fim 24
fragdes (F 18-37/1-24). As sub-fracdes (F 2-14) constituida de um
p6 branco (20 mg), solivel em diclorometano, com a faixa de ponto
de fusdo 91-92 °C; o valor do TLC em cloroférmio 100%, Rf = 0,48,
que embora apresentasse uma unica mancha em CCD, revelou tratar-
-se de uma mistura de dois constituintes.

A mistura isolada foi caracterizada através da andlise de dados
obtidos pelos espectros de RMN de 'H, RMN de “C, DEPT 135,
COSY, HMBC e HSQC além de comparag@o com dados da literatura.
Os espectros de RMN 'H e *C foram registrados em espectrémetro
da Varian, modelo Gemini 2000, operando a 300 MHz para o 'H e
75 MHz para C. Os deslocamentos quimicos foram registrados em
4 (ppm) em referéncia ao TMS.

Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD) —
Atividade de inibicio qualitativa

A amostra contendo a mistura dos constituintes isolados foi dis-
solvida em metanol para uma concentrag¢ao de 1 mg/mL, em seguida
aplicada em CCD (DC Alufolien, Silicagel 60 F,,, 0,2 mm, Merck),
e eluida em cloroférmio:metanol 9:1. Apds a placa ser desenvolvida,
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a atividade inibitdria foi detectada utilizando revelador baseado no
método de Ellman'® modificado por Rhee e colaboradores."

A placa foi pulverizada com DTNB (4cido 5,5 -ditiobis-[2-
-nitrobenzo6ico)/ATCI (Iodeto de acetiltiocolina) (1 mM DTNB e 1
mM ATCI em tamp@o A). Depois de seca (5 min) foi pulverizada com
3 units/mL da enzima acetilcolinesterase, tipo VI-s, liofilizada, 292
U/mg sélida, 394 U/mg proteina (Sigma Chemical Co.) e, apds 10
min, foi observada a coloracdo amarela. A visualiza¢@o da inibigdo
foi feita pela observagdo de halos brancos. A coloracio desaparece
em aproximadamente 15 a 30 min. A cafefna foi utilizada como
substancia padrio.?

Avaliacdo in vitro da atividade da enzima acetilcolinesterase

O efeito inibitério da mistura dos constituintes isolados sobre
atividade da enzima acetilcolinesterase in vitro € avaliada por uma
adaptac@o do método espectrofotométrico de Ellman e colabordores!®
e os procedimentos para o ensaio foram detalhados posteriormente
em estudos realizados por Moyo e colaboradores.?!

Para a atividade de inibicdo quantitativa, foi utilizado um es-
pectrofotdometro Biospectro System 220. Inicialmente, 100 puL da
amostra (concentracdes de 0,1, 0,05, 0,025, 0,0125 e 0,00625 mg/
mL em solucdo tampao 50 mM Tris-HCI, pH 8, e 10% de metanol)
foram misturados com 100 pL de AChE (0,22 U/mL em 50 mMol/L
Tris-HCI, tampao pH 8, 0,1% BSA) e 200 uL de tampao (50 mMol/L
Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA). A mistura foi incubada durante 5 min a
30 °C. Posteriormente, 500 uL de 4cido ditiobisnitrobenzéico (DTNB)
(3 mMol/L em Tris-HCI, pH 8, 0,1 mol/L de NaCl, 0,02 mol/L MgCl,)
e 100 pL de iodeto de acetiotiocolina (ATCI) (4 mMol/L em dgua)
foram adicionados.

Um teste branco também foi preparado substituindo a enzima
AChE com 100 uL de tampao (50 mMol/L Tris-HCl, pH 8, 0,1%
BSA). As amostras foram analisadas em triplicata. A reacio foi mo-
nitorada durante 5 min em 412 nm e velocidade inicial (V) gravada.
Como controle negativo foi utilizado o Tampao (0,1% de metanol
em 50 mMol/L Tris-HCI, pH 8, 10%) e o medicamento neostigmina
(Atrovent®) foi usado como padrdo. A atividade anticolinesterdsica
(%]) foi calculada de acordo com a seguinte equacio:

Vo amostra

I(%):l—( )xlOO

Vo branco

Vo amostra e Vo branco representam as velocidades iniciais de
amostras e branco. Os valores da concentracdo efetiva inibitéria de
50% (CE,,) foram obtidos por intermédio de plotagem Log-Probit.

.....

isolados do extrato de acetato de etila das folhas de C. limon
(L.) Burm na atividade da enzima acetilcolinesterase in vivo

Animais

Nesse estudo foram utilizados 32 camundongos Swiss machos
albinos (Mus musculus) adultos com dois meses de idade com peso
variando entre 25 e 30 gramas, provenientes do Biotério Central do
Departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui.

Os animais foram divididos em quatro grupos de oito camun-
dongos para a avaliag@o do efeito inibitério da frag@o isolada na
atividade da enzima acetilcolinesterase. O primeiro grupo foi tratado
com Tween 80 0,05% dissolvido em solu¢do salina 0,9% por via oral
(v.0.) (controle negativo; n = 8), o grupo controle positivo foi tratado
com neostigmina (25 mg/kg; via intraperitoneal (i.p.); n = 8) e os dois
outros grupos foram tratados com a mistura dos compostos isolados
nas doses de 10, 25 mg/kg (v.0.; n = 8).
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Apds os tratamentos, os animais foram colocados em gaiolas
de acrilico (30 x 30 cm?) com dgua e ragio ad libitum e observados
durante 24 horas para verificagdo dos parametros comportamentais.
Durante esse periodo foi registrado o nimero de morte entre os
animais de cada grupo, os animais que sobreviveram ao periodo de
observagdo foram anestesiados pela administracio de pentobarbital
sodico (10-15 mg/100 g de peso, i.p.) e em seguida, eutanasiados por
decapitacdo para a remogao do encéfalo e dissecagio da drea cerebral
(hipocampo) em ambos os lados dos cérebros em estudo.

A atividade enzimdtica de acetilcolinesterase no hipocampo de
camundongos foi medida por meio de métodos espectrofotométricos
e os resultados comparados aos valores obtidos dos grupos tratados
com o veiculo (controle negativo; n=8) e com neostigmina (controle
positivo; n=8).

O experimento foi realizado de acordo com o guia de cuidados e
usos de animais de laboratdrio do Departamento de Sadde e Servigos
Humanos dos Estados Unidos da América (EUA). Todos os experi-
mentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI (CEEA / UFPI #
44/09). Os procedimentos referentes a eutandsia dos animais estavam
em conformidade com o Pardgrafo Unico do Artigo 2° da Resolucio
N° 714, de 20 de Junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina
Veterindria — CFMV.

Avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase in vivo

De acordo com método descrito por Ellman'® foi determinada a
atividade acetilcolinesterdsica, utilizando como principio bdsico a
medida da velocidade de produgdo de tiocolina a partir do substrato
acetiltiocolina (ATC), a propor¢ao em que a ATC era hidrolisada.

Os tecidos hipocampais foram homogeneizados em tamp@o
fosfato (pH 8,0; 0,1 M) 10% e o homogenato (10 uL) foi adicio-
nado a uma cubeta contendo 500 puL do tampao, 8§90 uL de dgua
destilada e 50 puL de 4cido ditiobisnitrobenzéico (DTNB) 0,01M
e a absorbancia zerada. Apds a absorbancia ser deixada em zero,
a cubeta foi retirada e a ela foi acrescentado iodeto de acetiotio-
colina 0,075 M. A absorbancia foi registrada durante 3 min em
412 nM. A atividade da enzima foi calculada como modificagdes
na absorbancia do minuto 3 para o minuto 0, relativo ao contetido
de proteina contido no homogenato.?> O procedimento completo
foi feito usando um espectrofotdmetro Biospectro SP 220 ajustado
para um comprimento de onda de 412 nM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacio da mistura dos constituintes isolados do extrato
de acetato de etila das folhas de C. limon

A andlise dos espectros de RMN de 'H e de "*C, incluindo ex-
perimentos de DEPT, permitiu concluir que a fracdo € formada por
uma mistura de duas cumarinas principais. Pode ser verificado no
espectro de RMN 'H a existéncia uma substancia predominante. Pela
andlise das integrais pode ser concluido que aproximadamente 85%
da fracdo € composta de uma furanocumarina do tipo linear.

Os espectros bidimensionais HMQC e HMBC permitiram
correlacionar os dados observados de hidrogénio com os carbonos
diretamente ligados e vizinhos, facilitando a identificacdo do com-
ponente principal. Os dados de RMN do composto principal foram
comparados com os descritos na literatura, > permitindo assim iden-
tificar de maneira inequivoca a presenga do 5,8-dimetoxipsoraleno
(A) (Figura 1) como sendo o componente principal.

5.8-Dimetoxipsoraleno (A) RMN de "'H NMR (300 MHz, CDCl,):
d (ppm): 4.17 (6H, s, 2x OCH,), 6.29 (1H, d, J = 10 Hz, H-3), 7.0
(1H, d, J = 2.4 Hz, H-9), 7.63 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-10), 8.13 (1H,
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d, J=9.6 Hz, H-4). RMN de "*C (75 MHz, CDCl,) d (ppm): 160.42
(C-2); 112,77 (C-3); 139,41 (C-4); 107,54 (C-4a); 144,25 (C-5);
114,72 (C-6); 149,95 (C-7); 144,25 (C-8), 138,73 (C-8a); 105,07
(C-9); 145,10 (C-10); 60,71 (5- OCH,); 60,71 (8-OCH,).

Andlise dos sinais de RMN da substincia presente em menor
quantidade na frag@o permitiu sugerir a preseng¢a de uma cumarina
dimetoxilada. Os sinais observados no espectro de RMN de "*C em
d 94,7 e 92,7 foram indicativos que a segunda substancia era uma
cumarina substituida nas posi¢des 5 e 7. Além disso, os dados de
RMN dos grupos metoxilicos corroboram com a proposta que o
composto em menor quantidade como sendo a 5,7-dimetoxicumarina
(B) (Figura 1).

5,7-Dimetoxicumarina (B) RMN de '"H NMR (300 MHz, CDCl,):
d (ppm): 3,82 (3H, s, OCH,-5), 3,86 (3H, s, OCH,-7), 6.23 (1H, d, J
=indt, H-3), 6,18 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-6), 6,20 (1H, d, /= 1,9 Hz,
H-8) 7,93 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-4). RMN de "*C (75 MHz, CDCl,)
d (ppm): 162.30 (C-2); 110,87 (C-3); 138,73 (C-4); 106,69 (C-4a);
143,61 (C-5); 94,78 (C-6); 156,91 (C-7); 92,73 (C-8). C8a ndo foi
detectado.

o CHs o CHs
o N3 Pda N3
10
(0] 5 80 (0] /O 7 8a~0 o
0. HsC

CH,4
(A) (B)

Figura 1. Estrutura quimica da mistura dos constituintes isolados do extrato
de acetato de etila das folhas de C. limon (L.) Burm

Avaliacio da inibicdo qualitativa da mistura dos constituintes
isolados do extrato de acetato de etila das folhas de Citrus
limon (L.) Burm

A amostra contendo a mistura dos constituintes isolados da C.
limon (L.) Burm apresentou resultado positivo frente a inibicéo
qualitativa da enzima acetilcolinesterase. O resultado foi observado
através da placa de CCD que apresentou coloracdo amarela, com
halos brancos, sugerindo que a fragdo possui ac¢io inibitéria sobre a
enzima de AChE. A constatacio da inibi¢do € possivel seguindo-se
a metodologia de Elmann,' adaptada por Rhee e colaboradores.'
Comparando aos resultados de outros estudos, nossos dados corro-
boram com a hipétese de que compostos cumarinicos apresentam um
potencial anticolinesterdsico.®**

Avaliac@o do efeito inibitorio da mistura dos constituintes
isolados do extrato de acetato de etila das folhas de C. limon
(L.) Burm na atividade da enzima acetilcolinesterase in vitro

Em nossos estudos in vitro foi verificado uma inibi¢do da ativi-
dade da AChE de 95,9% quando a neostigmina (controle positivo)
foi usada em uma concentracdo de 0,1 mg/mL. Quando avaliada a
mistura dos constituintes isolados do extrato AcOET das folhas de
C. limon (L.) Burm nas concentragdes de 0,1, 0,05, 0,025, 0,0125 e
0,00625 mg/mL foi detectado uma inibicdo de 57,75, 49,89, 35,03,
23,78 e 8,71% na atividade da AChE in vitro, respectivamente. Com
base nesses resultados também foi determinada a CE,; que corres-
ponde a 0,061 mg/mL com intervalo de confianca de 95% (0,033 a
0,18 mg/mL; r* = 0,9835).

Estudos com dleos essenciais e extratos ja foram divulgados
na literatura com atividade anticolinesterdsica in vitro. As espécies
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C. sinensis (L) Osbeck,” S. lavandulaefolia Vahl.,”® Eucalyptus ca-
maldulensis Dehnhardt e Ocimum canum Sims* apresentaram um
CE,, da atividade de AChE igual a 0,063, 0,05, 0,018, 0,036 mg/mL,
respectivamente. Os extratos em éter de petrdleo, diclorometano e
metanol das folhas da Leucosidea sericea Eckl. & Zeyh.* apresentam
CE,, de 0,16; 0,14 e 0,24 mg/mL, respectivamente.

Nessa perspectiva, a mistura dos constituintes isolados do extrato
de AcOEt das folhas de C. limon (L.) Burm (5,8-dimetoxi-psoraleno
e 5,7-dimetoxicumarina) apresentou um valor para CE., menor que
os valores mensurados para os extratos obtidos de outras espécies de
plantas medicinais ja estudados. No entanto, quando comparado o
valor inibitério da atividade da AChE correspondente a CE, determi-
nada em nosso estudo foi verificado que essa CE, foi inferior apenas
em comparagdo ao valor detectado para o 6leo essencial extraido das
folhas de C. sinensis (L) Osbeck.'?

Dessa forma, nosso estudo sugere que a referida fracdo pode
demonstrar resultados inibitérios sobre a atividade da AChE in vitro,
com potencial aplicagdo em modelos farmacoldgicos experimentais
em roedores para avaliar seu potencial farmacoldgico em ensaios pré-
-clinicos em procedimentos experimentais que simulem as patologias
relacionadas com o sistema nervoso central, nas quais a modulagao da
AChE responda pela fisiologia inerente dos transtornos psicossociais,
particularmente a DA.

Avaliacio do efeito inibitorio da mistura dos constituintes
isolados do extrato de acetato de etila das folhas de C. limon
(L.) Burm na atividade da enzima acetilcolinesterase in vivo

Complementando a analise dos efeitos inibitérios sobre a ati-
vidade de AChE, nesse estudo foi observado que no grupo (n = 8)
tratado com neostigmina (droga de referéncia) apenas cinco animais
sobreviveram ao periodo de observagdo, no qual pode ser verificado
uma redugdo de 43,32% na atividade da enzima acetilcolinestera-
se quando comparado ao grupo controle negativo [10,03 + 0,16;
q=6,060; p<0,001].

Por sua vez, o tratamento com 10 e 25 mg/kg da referida fragdo
isolada do extrato AcOEt das folhas de C. limon (L.) Burm reduziu
em 60,37% [3,974 = 0,66; q=6,06; p<0,001] e 60,36% [3,976 +
0,43; q=6,05; p<0,001] a atividade da AChE em relag@o ao controle
negativo [10,03 +0,16], respectivamente. Além disso, em comparacio
ao grupo controle positivo tratado com neostigmina [5,685 + 0,47]
foi detectada uma redugdo de 30,09 e 30,06% na atividade da AChE
entre os camundongos tratados com a dose de 10 mg/kg [3,974 + 0,66;
q=1,711; p<0,001] e 25 mg/kg [3,976 + 0,43; q=1,709; p<0,001] da
referida fragdo isolada de C. limon (L.) Burm .

A referida fracdo isolada de C. limon (L.) Burm ndo produziu
alteracdo na atividade da AChE entre os camundongos tratados com
adose de 10 mg/kg [3,974 + 0,66] em relagdo ao grupo tratado com
a dose de 25 mg/kg [3,976 + 0,43; p>0,05] (Figura 2). Sugerindo
que o referido composto pode ser usado em menor dose, bem como
pode aumentar de forma mais eficaz a estimulacio colinérgica que
a droga de referéncia.

Dessa forma, os dados fornecem indicios para a obtencdo de
composto com melhor aplicabilidade em estudos farmacoldgicos
para o tratamento e/ou profilaxia do quadro de deméncia relacio-
nado com alteragdes na atividade da enzima acetilcolinesterase.
Nossos dados também revelam que a referida fragdo pode nao
apresentar propriedades toxicas em ensaios pré-clinicos, uma vez
que nenhum dos animais tratados com a doses de 10 e 25 mg/kg
morreram durante o periodo de observagdo de 24 horas, entretanto,
os camundongos tratados com a dose de 25 mg/kg da neostigmina
apresentaram uma taxa de mortalidade de 37,5% durante o mesmo
periodo de observacdo.
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Figura 2 - Efeito da mistura dos constituintes isolados do extrato de acetato
de etila das folhas de Citrus limon (L.) Burm sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo de camundongos. Os grupos foram
tratados conforme descritos no protocolo experimental (n = 8 por grupo).
Os valores representam a média + E.P.M. do niimero de animais usados nos
experimentos. A atividade da acetilcolinesterase foi determinada em 10 mL de
homogenato. Para andlise estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-
-Neuman-Keuls como post-hoc test. “quando comparado ao controle negativo
(solugdo salina 0,9%; p<0,05); *quando comparado ao controle positivo (ne-
ostigmina 25mg/kg; p>0,05). Composto = mistura dos constituintes isolados
do extrato de acetato de etila das folhas de C. limon (L.) Burm

CONCLUSOES

Nossos estudos sugerem que a fracdio isolada da C. limon (L.)
Burm pode demonstrar resultados inibitérios sobre a atividade da
AChE in vitro e in vitro, com potencial aplicagdo em doengas neuro-
degenerativas que dependem da modulagdo desta enzima, incluindo
a DA. A amostra contendo a mistura dos constituintes isolados ndo
apresentou propriedades t6xicas em roedores, uma vez que nenhum
dos animais tratados com a doses de 10 e 25 mg/kg morreram du-
rante o periodo de observacao de 24 horas. Sugerindo que o referido
composto pode ser usado em menor dose, bem como pode aumentar
de forma mais eficaz a estimulacéo colinérgica.
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