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INTRODUÇÃO: 

A Doença de Alzheimer é uma demência neurodegenerativa, que mais acomete a população 

idosa, sendo caracterizada pela perda progressiva de neurônios, o que por sua vez interfere no 

funcionamento normal do sistema nervoso [1]. Apesar da gravidade da doença, o arsenal terapêutico é 

bastante limitado e a necessidade de novos fármacos é premente [2]. 

O tempo necessário para a aprovação e colocação de um novo medicamento no mercado é 

bastante elevado, o que tem estimulado a pesquisa de fármacos que possam ser reposicionados para 

um novo uso. O reposicionamento passa pela seleção de um fármaco em uso, que sofrerá uma análise 

experimental, valendo-se de estudos in silico, como docking molecular frente a um alvo postulado, ou 

até mesmo uma triagem inicial. Essa análise também inclui a observação de efeitos colaterais do uso 

do medicamento [3]. Assim, essa estratégia é interessante para a identificação de candidatos a fármacos 

para o tratamento da Doença de Alzheimer [4]. 

Wang e colaboradores [5] realizaram estudos in vivo, mostrando que o nebivolol, um fármaco 

indicado no tratamento da hipertensão, é capaz de modular a neuropatologia amiloide em modelos de 

camundongos Tg2579, um modelo animal para estudo da doença de Alzheimer. 

Estimulados por esta observação, propusemos estudar neste projeto, o efeito antioxidante e 

anticolinesterásico do nebivolol. 

METODOLOGIA: 

Método de isolamento do nebivolol: 

O nebivolol foi adquirido em farmácia, na forma de comprimidos, na dose de 5 mg. Os 

comprimidos de nebivolol foram triturados, e para extração foi utilizando acetona, como solvente 

orgânico polar (Figura 1). A mistura foi submetida à agitação magnética a 700 rpm durante 30 minutos. 

Após esse procedimento, a mistura passou por um processo de filtração simples e remição do solvente 

por evaporação em rotaevaporador. Após secagem à temperatura ambiente. O sólido obtido foi mantido 

em dessecador até o momento de uso.  
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Figura 1 Etapas envolvidas na obtenção do nebivolol a partir do medicamento. 

Método de avaliação da atividade antioxidante do nebivolol: 

A capacidade antioxidante do nebivolol foi analisada pelo método DPPH (hidrato de 2,2-difenil-

2-picrihidrazil), o objetivo é avaliar a capacidade de um composto em sequestrar radicais livres. O DPPH 

é um radical de nitrogênio orgânico de cor violeta, quando na presença de um composto antioxidante, 

capaz de doar hidrogênio ou elétron, ocorrendo a redução do DPPH e por sua vez a mudança da cor 

violeta para amarelo claro (Figura 2) [6]. 

 

Figura 2 Redução do composto DPPH, por uma substância com atividade anti-oxidante. 

A solução de DPPH foi preparada em etanol na concentração de 1.000 µM e no dia do ensaio foi 

diluída a 60 µM. Como controle positivo, foi preparada uma solução de ácido ascórbico em água Milli-Q 

na concentração 2.000 µM. 

O composto-teste corresponde ao nebivolol, que foi utilizado na concentração de 2.000 µM em 

etanol. Após o preparo das soluções, elas foram adicionadas em uma placa de 96 poços transparente, 

e então analisadas em espectrofotômetro UV/Vis com leitor de placas. A leitura foi realizada no 

comprimento de onda de 515 nm em tempo 0 e 10 minutos (Figura 3). 

Método de inibição da AChE: 

A inibição da AChE será analisada pelo método de Ellman, que é um método colorimétrico [7]. 

Esse método consiste em avaliar a atividade enzimática através da taxa de hidrólise da acetiltiocolina 

pela AChE, liberando tiocolina. Na presença do ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) ocorre uma 

reação com a tiocolina, gerando um ânion de coloração amarela que pode ser quantificada em 

espectrofotômetro em 415 nm (Figura 4) [3; 4] 

Figura 3 Esquema de preparo da placa de 96 poços para análise da atividade anti-oxidante. 
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Figura 4. Esquema da reação entre o DTNB e o produto da hidrólise do iodeto de acetilcolina pela AChE, mostrando o produto em  
amarelo. 

A enzima acetilcolinesterase, adquirida na Sigma Aldrich Brasil, e oriunda de peixe elétrico, foi 

ressuspensa utilizando tampão Tris/HCl pH 8,0 sendo diluída até uma concentração de 10 unidades/mL, 

e no dia do ensaio diluída a uma concentração de 1 unidade/mL. O DTNB, mais conhecido como 

reagente de Ellman, foi preparado utilizan do tampão fosfato de potássio pH 7,5; para obter a solução 

em concentração de 10 mM. 

Como substrato, tem-se a solução de iodeto de acetiltiocolina (ATC), que foi preparada com água 

Milli-Q chegando à concentração de 36,64 mM. 

Como controle positivo, foi utilizado a tacrina, que é um fármaco inibidor reversível da AChE, 

essa foi preparada com água Milli-Q, para se chagar à concentração de 0,25 mM. Além disso, é 

necessário o preparo do composto- teste, portanto, após a extração do nebivolol é necessário 

acrescentar etanol, para obter a concentração de 1 mM. 

Após o preparo de cada uma das soluções, elas foram adicionadas em uma placa de 96 poços 

transparente com o auxílio de uma micropipeta (Figura 5), e então levada para análise em 

espectrofotômetro UV/Vis com leitor de placas. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 415 

nm em 0 e 5 minutos. A análise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em porcentagem 

de inibição. 

 

Figura 5 Esquema de preparo da placa de 96 poços para análise da inibição da AChE. Imagem cedida pelo Mestre Matheus Ziviani Pagnan, 

formado em nosso grupo de pesquisa, Instituto de Química, Unicamp – 2023. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Atividade antioxidante: 

Os resultados obtidos pela análise no espectrofotômetro UV/Vis com leitor de placas no tempo 

0, após incubação de 30 minutos: 
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Tabela 1 Absorbâncias no tempo 0 

Amostra Absorbância (nm) 

Branco 0,642 

Controle positivo 0,053 

Composto-teste 0,594 

 

Já no tempo 10 minutos: 

Tabela 2 Absorbância no tempo 10 minutos 

Amostra Absorbância (nm) 

Branco 0,600 

Controle positivo 0,054 

Composto-teste 0,592 

 

Com os resultados obtidos foi possível realizar o cálculo da porcentagem de sequestro de radicais 

livres (%SRL) através da equação: 

%𝑆𝑅𝐿 =  
𝐴𝐵 −  𝐴𝐶𝑡

𝐴𝐵
  𝑥 100 

Onde: AB = absorção inicial do branco – absorção final do branco 

ACt = absorção inicial do composto -teste – absorção final do composto-teste 

 

Portanto, a %SRL para o controle positivo foi de 97,61% e para o composto-teste foi de 95,23%. 

Com isso, pode-se concluir que o nebivolol apresenta uma capacidade antioxidante significativa. 

 

Inibição da AChE: 

A média dos resultados obtidos pela análise no espectrofotômetro UV/Vis com leitor de placas 

no tempo 0, após incubação de 15 minutos: 

  

Amostra Absorbância (nm) 

Branco 1,704 

Controle negativo 1,711 

Controle positivo 1,701 

Composto-teste 1,869 

 

Já no tempo 5 minutos:  

Amostra Absorbância (nm) 

Branco 1,711 

Controle negativo 1,861 

Controle positivo 1,749 

Composto-teste 1,845 

 

Com os resultados obtidos foi possível realizar o cálculo da porcentagem de inibição da AChE 

através da equação: 

(∆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − ∆𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜−𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒)

∆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
  𝑥 100 
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Portanto, a % de inibição da AChE pelo nebivolol foi de 83,22%. Com isso, pode-se concluir que 

o nebivolol apresenta uma capacidade de inibição significativa. 

CONCLUSÕES: 

Neste período foi possível obter o nebivolol a partir de comprimidos de 5 mg.    Esta etapa foi muito 

demorada, pois tivemos muita dificuldade em selecionar o melhor solvente, sendo que água deionizada 

(pelo nebivolol ser um cloridrato), etanol, acetato de etila e acetona foram investigados. A acetona 

apresentou o melhor resultado, com cerca de 80% de nebivolol a partir da extração de um total        de 10 

comprimidos (por cartela). 

Na sequência, foi avaliado frente à atividade anti-oxidante, e anticolinesterase. O nebivolol 

apresentou % SRL de aproximadamente 95%. 

No ensaio de inibição da acetilcolinesterase, o nebivolol apresentou % de inibição da AChE de 

aproximadamente 83%, demonstrando uma capacidade de inibição da AChE.  
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