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RESUMO

Psychotria myriantha Mill Arg. (RUBIACEAE): Caracterizacao dos alcaldides e
avaliacdo das atividades antiquimiotaxica e sobre o sistema nervoso central

O género Psychotria destaca-se na familia RUBIACEAE pela producao de alcaldides
bioativos e por sua taxonomia complexa, sendo muitas vezes relacionado aos
géneros Palicourea, Cephaelis, Calycodendron e Calycosia. A divisdo de Psychotria
nos subgéneros Psychotria, Tetramerae e Heteropsychotria foi proposta com o
objetivo de auxiliar a classificagdo quimiotaxonébmica do género. Estudos
demonstram que o subgénero Psychotria (espécies pantropicais) produz alcaldides
poliméricos, formados por duas ou mais unidades de triptamina; enquanto o
subgénero Heteropsychotria parece estar envolvido com a producédo de alcaldides
indol monoterpénicos, de acordo com pesquisas realizadas com diferentes espécies
coletadas no Sul do Brasil. O isolamento e purificagdo dos alcalbides estrictosamida,
acido estrictosidinico e miriantosina, a partir de Psychotria myriantha, corroboram
com esta hipotese, permitindo a inclusado da espécie no subgénero Heteropsychotria.
A literatura descreve varias atividades para extratos e alcal6ides isolados de
espécies de Psychotria, como antimicrobiana e analgésica, por exemplo. Neste
trabalho, o extrato n-butandlico de alcaldéides de P. myriantha, além de seus
alcaldides isolados, apresentaram atividade inibidora da migragdo de leucdcitos,
sugerindo um efeito antiinflamatoério, e capacidade de inibir a acdo da enzima
acetilcolinesterase. Extratos e alcalbides isolados da espécie foram avaliados quanto
a atividade antioxidante em CCD, frente ao DPPH, apresentando resultado negativo.
O extrato EBA e o alcaldide acido estrictosidinico aumentaram o tempo de laténcia
no teste da retirada da cauda frente ao estimulo térmico, indicando uma atividade
analgésica do tipo opiodide. A influéncia do acido estrictosidinico, alcaldide isolado
em maior quantidade em massa, sobre os niveis de DA, DOPAC, 3-MT, HVA, 5-HT
e 5-HIAA em estruturas cerebrais de ratos foi verificada. Hipocampos de animais que
receberam injecao intra-hipocampal bilateral de &cido estrictosidinico (20 pg/uL)
apresentaram reducédo de 83,4 % nos niveis de serotonina, em comparagdo ao
grupo controle, enquanto os cortices desses animais apresentaram redug¢ao nos
niveis de DOPAC (35,9%), 3-MT (24,7%) e 5-HIAA (9%). Hipocampos e estriados de

ratos tratados com injecdo i.p. de acido estrictosidinico (10 mg/kg) demonstraram



diminuicédo de 63,4 e 28,7% nos niveis de 5-HT, respectivamente. As alteragbes nos
niveis de aminas biogénicas nas estruturas avaliadas, além das atividades
analgésica e inibidora da acetilcolinesterase, indicam que P. myriantha e espécies
do subgénero Heteropsychotria constituem uma potencial fonte de substancias

bioativas no tratamento de disturbios do sistema nervoso central.

Palavras chave: Psychotria myriantha, alcaldéides indol monoterpénicos,
estrictosamida, &acido estrictosidinico, miriantosina, inibicdo da migracdo de
leucdcitos, inibicdo da acetilcolinesterase, atividade analgésica, aminas biogénicas,

hipocampo, cortex, estriado, dopamina e serotonina.
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ABSTRACT

Psychotria genus is an important in RUBIACEAE due to bioactive alkaloids
production and complex taxonomy, being related to Palicourea, Cephaelis,
Calycodendron and Calycosia genera. The division of Psychotria in Psychotria,
Tetramerae and Heteropsychotria subgenera was proposed with the aim of aiding
the genus chemotaxonomic classification. Studies demonstrate that Psychotria
subgenus produce polyindoline alkaloids formed by two or more triptamine units;
whereas Heteropsychotria subgenus seems to be involved with indole monoterpene
alkaloids production, according to researches with different species collected in
Southern Brazil. Isolation and purification of strictosamide, strictosidinic acid and
miriantosine from Psychotria myriantha corroborated this hypothesis, allowing its
inclusion into Heteropsychotria subgenus. The scientific literature describes several
activities to Psychotria extracts and alkaloids, such as antimicrobial and analgesic,
for example. In this work, P. myriantha n-butanolic alkaloid extract and isolated
compounds inhibited the leukocyte migration, suggesting an antiinflammatory activity,
and a weak ability to inhibit the action of acetylcholinesterase enzyme. Alkaloids and
extracts from P. myriantha were evaluated as regards their antioxidant activity using
DPPH, with no positive results. EBA and strictosidinic acid increased the latency in
the tail flick model, indicating an opioid analgesic activity. The influence of
strictosidinic acid on the levels of DA, DOPAC, 3-MT, HVA, 5-HT and 5-HIAA in brain
structures of rats was verified. Hippocampus with intra-hippocampal injection of
strictosidinic acid (20 ug/uL) displayed a decrease of 83.4% in serotonin levels, in
comparison with control group; whereas the cortex showed a decrease in the levels
of DOPAC (35.9%), 3-MT (24.7%) and 5-HIAA (9%). Hippocampus and striatum that
received intraperitoneal injection of strictosidinic acid (10 mg/kg) showed 5-HT levels
reduction of 63.4 e 28.7%, respectively. The biogenic amine levels alterations in the
studied structures, associated with the analgesic and acetylcholinesterase inhibitor
activities, suggest that P. myriantha and species from the Heteropsychotria subgenus
constitute a font of bioactive compounds in the treatment of central nervous system

disturbs.



Key Words: Psychotria myriantha, indol monoterpene alkaloids, strictosamide,
strictosidinic acid, miriantosine, leukocyte chemotaxis inihibition, acetylcholinesterase
inhibition, analgesic activity, biogenic amines, hippocampus, cortex, striatum,

dopamine and serotonin.
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O uso de ervas, extratos vegetais e derivados de produtos naturais € uma
modalidade terapéutica que vem resistindo a passagem do tempo e acompanhando
o desenvolvimento dos povos (PHILLIPSON, 2001; PATWARDHAN, 2005). Em
escritos da antiga civilizagdo grega sao encontrados relatos de classificagdo e
descricdao de algumas plantas, o que permite atualmente conhecer e identificar seu
uso (PHILLIPSON, 2001).

Até a metade do século XIX, pelo menos 80% dos medicamentos eram
derivados de plantas, que continuam despertando o interesse dos pesquisadores,
embora a industria farmacéutica tenha voltado seus interesses para os farmacos
sintéticos apds a Revolucao industrial (GILANI e RAHMAN, 2005). Apesar disso, a
etnofarmacologia e a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais,
permanecem gerando resultados importantes no cenario atual (PATWARDHAN,
2005). Muitos farmacos foram originalmente descobertos através do estudo de usos
tradicionais, sendo que alguns deles ainda n&o puderam ser substituidos, apesar do
avanco na quimica sintética (GILANI e RAHMAN, 2005). Ainda hoje, muitas classes
de substancias farmacologicamente ativas incluem um protétipo de origem natural
(GILANI e RAHMAN, 2005) e muitos autores tém discutido a importancia e o
potencial das plantas medicinais como fontes de novos agentes terapéuticos
(CORDELL et al., 2001).

Os alcaldides sdo exemplos de metabdlitos secundarios que originaram
diversos farmacos (BARREIRO, 2001). A quantidade de produtos descritos, sua
diversidade estrutural e variadas atividades farmacoldgicas fazem dos alcaldides,
junto com os antibioticos, um dos grupos mais importantes entre as substancias
naturais com interesse terapéutico (CORDELL et al., 2001). Um dos representantes
mais relevantes deste grupo de compostos é a morfina, isolada do latex de Papaver
somniferum L. em setembro de 1806, com potente atividade hipnoanalgésica. A
morfina foi o protétipo natural dos derivados 4-fenilpiperidinicos, importantes
analgésicos, e continua sendo o farmaco de escolha para o tratamento da dor em
pacientes com cancer terminal (BARREIRO, 2001; GILANI e RAHMAN, 2005).

O isolamento da morfina, bem como os trabalhos posteriores realizados,
impulsionou os estudos quimicos e farmacologicos sobre alcaldides, possibilitando a

descoberta de inumeras substancias ativas, como por exemplo: a emetina, principio



ativo de Cephaelis ipecacuanha, isolado em 1817 e largamente utilizado no
tratamento de disenterias e como antiemético. Quinina foi isolada por PELLETIER e
CAVENTOU em 1820, de Cinchona officinalis, e foi responsavel pelo
desenvolvimento de antimalaricos sintéticos como a cloroquina e a mefloquina
(BARREIRO, 2001; PHILLIPSON, 2001). Muitos compostos derivados de plantas
tém sido empregados com sucesso no tratamento do cancer, como por exemplo,
vincristina e vimblastina, alcaldides indol-monoterpénicos isolados de Catharanthus
roseus. A introdug¢ao de vincristina na terapéutica foi responsavel por um aumento
no indice de cura em casos de doenca de Hodgkin e algumas formas de leucemia
(ROCHA et al., 2001).

De acordo com CORDELL et al. (2001), os alcaléides compreendem cerca de
20% dos produtos naturais conhecidos, constituindo quase 50% dos derivados de
vegetais de significancia farmacéutica e biolégica. Camptotecina e seus derivados,
alcaldides indol monoterpénicos, apresentam potente atividade antitumoral, agindo
sobre a topoisomerase | (BAILLY, 2003; LORENCE e NESSLER, 2004). Alcaldides
indol monoterpénicos tém sido investigados para uma grande variedade de efeitos
farmacoldgicos, tais como contraceptivo, antitumotral, antiinflamatério, anti-malarico,
anti-HIV, bactericida e leishmanicida, além de atividades estimulatorias sobre o
sistema nervoso central. Huperzina A isolado de licopodiaceas e galantamina de
espécies da familia Amarylidaceae tém apresentado resultados significativos no
tratamento da doenga de Alzheimer (LIANG e TANG, 2004;HERNANDEZ et al.,
2006).

Extratos etandlicos de algumas espécies de Psychotria (RUBIACEAE) do sul
do Brasil demonstraram atividade analgésica inespecifica (LEAL , 1994) e estudos
posteriores permitiram o isolamento de diferentes alcaldides indol monoterpéncos,
como por exemplo a psicolatina (anteriormente denominada umbelatina) alcaldide
majoritario de P. umbellata (KERBER, 1999) que apresentou efeito ansiolitico
(BOTH, 2001; BOTH et al., 2002b; BOTH et al., 2005). Com base no potencial
terapéutico apresentado pelos alcaldides e pela busca continua de novos compostos
farmacologicamente ativos entre esses metabdlitos no género Psychotria, os

objetivos deste trabalho foram:



e Analisar os alcaléides presentes nos extratos diclorometano e n-
butandlico, obtidos a partir de partes aéreas de P. myriantha, visando

o isolamento e a identificagdo dos compostos maijoritarios;

e Avaliar a atividade do (s) alcaldide (s) isolado (s) sobre os niveis de

aminas biogénicas em hipocampo, cértex e estriado de ratos;

e Investigar, empregando meétodos in vitro, as atividades
antiinflamatadria, antioxidante e inibidora da enzima acetilcolinesterase
para os alcaldides isolados a partir do extrato butandlico de P.

myriantha.

e Verificar a atividade analgésica do extrato butandlico de alcaldides de

P. myriantha e do alcaldide maijoritario, acido estrictosidinico.

Para apresentacao dos assuntos com clareza, o ordenamento utilizado neste
trabalho esta estruturado em trés capitulos. O capitulo | apresenta uma revisao
sobre o género Psychotria e descreve a analise fitoquimica da espécie P. myriantha.
No capitulo Il sdo demonstrados os resultados da avaliagdo dos alcaldides isolados
quanto a atividade antiinflamatodria, antioxidante e inibidora da acetilcolinesterase,
através de ensaios in vitro e da acéo analgésica periférica ou central, utilizando
modelos in vivo. O capitulo Il apresenta a avaliacdo da atividade do alcalbide
isolado a partir do extrato butandlico de alcaldidessobre os niveis de aminas
biogénicas em estruturas cerebrais de ratos relacionadas ao processamento da
memoéria e aprendizado, através da quantificacdo dos neurotransmissores por
CLAE/DEQ.






CAPITULO |

ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE ALCALOIDES DE
Psychotria myriantha Mull Arg. (RUBIACEAE)






. INTRODUCAO

l.1. Familia RUBIACEAE

A familia RUBIACEAE é composta por 650 géneros e compreende 13000
espécies, sendo uma das maiores familias descritas (fig. 1.1) depois de Asteraceae,
Orchidaceae e Fabaceae (ROBBRECHT, 1988; ROBBRECHT, 2005). RUBIACEAE
€ constituida por arvores de grande, médio e pequeno porte, arbustos, subarbustos
e ervas anuais ou perenes, distribuidas em regides tropicais dos dois hemisférios
(ROBBRECHT, 1988; BARROSO, 1991), representando uma grande parte da
vegetacdo lenhosa tropical, especialmente nas florestas chuvosas (ROBBRECHT,
2005).

Figura I.1: Comparagéo entre o numero de espécies nas familias: A - Asteraceae (21000 spp.); B
Orchidaceae (17500 spp.); C - Fabaceae: (16500 spp.); D - Rubiaceae (13000 spp.); E —
Rutaceae (8000 spp.) e F — Mammalia (5000 spp.) (ROBBRECHT, 2005).

Até o ano de 2001, segundo CORDELL et al., foram estudados 57 géneros e
181 espécies desta familia, permitindo o isolamento de cerca de 680 alcaldides.
RUBIACEAE produz alcalbides pertencentes a mais de dez classes diferentes, onde

se destacam os isoquinolinicos, com 44 substancias elucidadas; os quinolinicos,



com 70 alcaldides; e os inddlicos, com 391 compostos isolados (CORDELL et al.,
2001).

Os alcaldides indodlicos sao caracteristicos em RUBIACEAE, assim como em
APOCYNACEAE e LOGANIACEAE (BRUNETON, 1993), sendo derivados do
metabolismo do triptofano. Contudo, estas moléculas multiciclicas complexas podem
apresentar porgcdes nao triptofanicas, provenientes dos esqueletos monoterpendides
precursores, que podem ser dos tipos: aspidospermano, corinano e ibogano.
Estudos com Catharanthus roseus demonstraram que o glicosideo secologanina
produz uma unidade terpendide, envolvida na biossintese de acaldides indol-
monoterpénicos (ROBBERS et al.,, 1996), metabdlitos encontrados também em
RUBIACEAE (BRUNETON, 1993). Sao originados a partir da via de condensagé&o da
triptamina com o iridéide secologanina, formando estrictosidina, sendo que as
enzimas-chave envolvidas nestas reacbes sdo ftriptofano descarboxilase e
estrictosidina sintase (figura 1.2). Em plantas desta familia, a secologanina também
pode se condensar com duas moléculas de dopamina, formando alcaldides
isoquinolinicos do tipo emetina, rota biossintética encontrada em espécies do género
Cephaelis (SOLIS et al., 1993; FABBRI et al., 2000).

Segundo ROBBRECHT (1988), RUBIACEAE pode ser dividida em quatro
subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae e Antirheoideae. Estudos
taxondmicos sugerem que RUBIACEAE apresenta um acumulo de trés grupos
distintos de iridoides, o que parece representar um padrao de tendéncia evolutiva
(INOUYE et al., 1988). A subfamilia Ixoroideae & caracterizada pela produgédo de
gardenosideo, geniposideo e ixorosideo; subfamilia Rubioideae, pela presenca de
asperulosideo ou acido desacetilasperulosidico; e subfamilias Antirheoideae e
Cinchonoideae que apresentam loganina ou seco-iridoides (INOUYE et al., 1988). A
presenca de iriddides em RUBIACEAE é de grande relevancia devido ao fato de
serem marcadores taxondmicos e a loganina, precursora de secologanina, um dos
elementos formadores dos alcaldides indol-monoterpénicos e de alguns alcaldides
isoquinolinicos (BRUNETON, 1993).
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triptofano
descarboxilase

L-triptofano triptamina secologanina

estrictosidina sintase

CH400

estrictosidina

Figura 1.2: Biossintese da estrictosidina a partir da formagéo de tripatmina, pela acdo da triptofano
descarboxilase, e condensacdo com a secologanina, mediada pela enzima estrictosidina
sintase.

Quanto a presenca de alcaldides, todas as subfamilias caracterizam-se
principalmente pelos inddlicos, mas outros tipos podem ser encontrados em alguns
géneros. Em Cinchonoideae, algumas espécies de Cinchona e Remija apresentam
alcaldides quinolinicos; Nauclea, piridinicos; e Simira, beta-carbolinicos. A subfamilia
Ixoroideae produz alcaldides diversos, como: piperidinicos e piridinicos
(Schumanniophyton), beta-carbolinicos (Pavetta), metilxantinicos (Coffea) e
peptidicos (Feretia). Em Antirheoideae sao encontrados alcaldides quinolinicos
(Guettarda e Timonius), polinddlicos (Hodkinsonia) e peptidicos (Canthium).
Rubioideae produz alcaldides quinolinicos (Ophiorrhiza), diaminas terciarias
(Oldenlandia), isoquinolinicos (Cephaelis e Spermacoce), polinddlicos (Psychotria) e
quinazolinicos e beta-carbolinicos (Galium) (KERBER, 1999).

Os alcalbides tém desempenhado uma importante fungdo como ferramentas

na elucidacdo de efeitos farmacoldgicos, respostas fisiolégicas e mecanismos
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bioquimicos. Neste contexto, a familia RUBIACEAE possibilitou a obtencdo de
compostos de interesse comercial e diversidade de usos farmacéuticos, decorrentes
de suas atividades farmacoldgicas. Muitas destas substancias foram e ainda séo
empregadas na terapéutica de diferentes sintomas e enfermidades (CORDELL et al.,
2001). Como exemplos destes alcaldides em RUBIACEAE podem-se citar: cafeina
(Coffea ardbica), utilizada em diversos medicamentos; emetina, isolada de
Cephaelis ipecacuanha, com atividade emética e anti-amebicida; quinidina
(Cinchona ledgeriana), usada como antiarritmico; quinina (Cinchona ledgeriana),
utilizada por suas propriedades antimalarica e tbnica; e ioimbina, isolada de

Pausinystalia yoimba, com efeito afrodisiaco (CORDELL et al., 2001).

As espécies pertencentes a subfamilia Rubioideae estao distribuidas em 15
tribos, onde a maior € Psychotrieae. Esta tribo € formada por aproximadamente 50
géneros, alguns deles com delimitagdo incerta e controversa, como é o caso de
Psychotria e Palicourea (LIBOT et al., 1987).

I.1.1. Género Psychotria

O género Psychotria foi descrito por Linneaus em 1759, através da avaliagao
botanica da espécie P. asiatica (DAVIS et al., 2001). Psychotria abrange
aproximadamente 2000 espécies (NEPOKROEFF et al., 1999) de arvores e
arbustos, amplamente distribuidos no estrato arbustivo das matas tropicais (ROTH et
al., 1985).

Devido a dificuldade na delimitagao de suas fronteiras, Psychotria € motivo de
grande controvérsia entre alguns autores e tem sido estreitamente relacionado a
Palicourea e Cephaelis, apresentando, também, similaridades com os géneros
Calycodendron e Calycosia (LIBOT et al., 1987). O primeiro estudo sistematico em
RUBIACEAE, ocorreu em 1981, com a caracterizagdo do género Psychotria por
Schumann, que o separou de Palicourea. Desde entdo, ndo ha consenso quanto as
caracteristicas mais adequadas na separagao entre as espécies incluidas nestes

dois géneros, considerados morfologicamente muito semelhantes (STEYERMARK,
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1972; TAYLOR, 1989, 1993, 1996). ROBBRECHT (1988) considera Psychotria e
Cephaelis como dois géneros distintos, enquanto TAYLOR (1997) inclui a maior

parte das espécies de Cephaelis em Psychotria e algumas em Palicourea.

Cephaelis  produz  alcaléides isoquinolinicos, especialmente  o©s
tetraidroisoquinolinicos, originados a partir da tirosina. Os alcaldéides
tetraidroisoquinolinicos 7-metilneocipecosideo e neoipecosideo foram isolados das
raizes de Cephaelis ipecacuanha por ITOH et al. em 1989. Outros seis alcaldides de
C. ipecacuanha, 6-metil-ipecosideo, acido ipecosidico, demetilalangisidio,
neoipecosideo, 8-O-metil-neoipecosideo e 3,4-deidroneoipecosideo, foram isolados
por ITOH et al., em 1991. Entretanto, P. dichroa apresentou alcaléides indol-
monoterpénicos, indicando a existéncia de diferentes rotas metabdlicas (SOLIS et
al., 1993).

Os alcaldides polinddlicos (fi. 1.3) sdo compostos poliméricos que constituem
o maior grupo de metabdlitos encontrados em Psychotria. Sao resultantes da
condensagao de duas ou mais unidades de Np-metil-triptamina. A partir de
Psychotria forsteriana foram isolados alcaléides polinddlicos: isopsicotridina C e
psicotridina, contendo 5 unidades triptaminicas; quadrigemina A e quadrigemina B,
com 4 unidades (ROTH et al.,, 1985 e 1986), bem como os alcaldides diméricos:
calicantina, isocalicantina e mesoquimonantina (ABJIBADE et al., 1992). Os
metabdlitos calicantina e isocalicantina, além de quadrigemina C, estdo presentes
em P. colorata (CARVALHO, 1993). Psicoleina e quadrigemina C (GUERITTE-
VOEGELEIN et al.,, 1992), hodgkinsina, isopsicotridina A e isopsicotridina B,
psicotridina, quadrigemina |, oleoidina e caledonina foram determinadas em P.
oleoides (JANNIC et al., 1999). P. rostrata apresentou quadrigemina B, calicantina,
hodgkinsina, calicosidina e quimonantina (LAJIS et al., 1993). Calicosidina e
hodgkinsina foram isoladas de Calycodendrum milnei (P. milnei segundo
ROBBRECHT, 1988) por ABJIBADE et al. (1990). Os compostos quinolinicos
glomerulatina A, glomerulatina B e glomerulatina C foram encontrados em folhas de
P. glomerulata (SOLIS et al., 1997) (figura 1.3).
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Figura 1.3: Alcaléides polinddlicos isolados de espécies de Psychotria.

Além dos alcaldides polinddlicos, diversos outros compostos estdo presentes
em espécies de Psychotria. A analise cromatografica do extrato de P. longipes
permitiu o isolamento do peptideo ciclico (fig. 1.4) ciclopsicotridio A (WITHERUP et
al., 1994). Os alcaldides indol-monoterpénicos: isodolicantosideo, correantosideo,
correantina A, correantina B, 20-epi-correantina, correantina e 10-
hidroxicorreantosideo foram encontrados em folhas de Psychotria correae
(ACHEMBACH et al.,, 1995). O estudo fitoquimico de P. viridis demonstrou a
presenga de grande conteudo de dimetil-triptamina, metil-triptamina e tetraidro-beta-
carbolina (RIVIER e LINDGREEN, 1972; McKENNA et al., 1984).

A avaliagdo dos perfis cromatograficos e dos espectros na regido do
ultravioleta para os extratos etandlicos de espécies de Psychotria coletadas no sul
do Brasil, realizada por cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo de
diodos, permitiu a verificacdo de cromoforos tipicos de alacaldides indol
monoterpénicos e [-carbolinicos glicosilados em catorze das quinze espécies
estudadas (LOPES et al., 2004). N-B-D-glicopiranosil-vincosamida foi identificada em
folnas de P. leiocarpa (LOPES, 1998). De SANTOS (1999) isolou lialosideo,
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trabalhando com P. suterella. Este alcaldide B-carbolinico foi isolado anteriormente
de Palicourea adusta (VALVERDE et al., 1999). Psicolatina, alcaléide majoritario de
Psychotria umbellata, e braquicerina, de P. brachyceras, foram isolados por
KERBER em 1999 (fig. I.5).

Leu

s
Gly Leu

ciclopsicotridio

Figura |.4: Peptideo ciclico isolado de P. longipes

Psychotria € taxonomicamente complexo e, baseado em caracteristicas
morfolégicas e distribuicdo geografica, pode ser divido em trés subgéneros:
Psychotria (pantropical), Tetramerae (inclui espécies da Africa e Madagascar) e
Heteropsychotria (inclui as espécies de Psychotria neotropicais). A analise da
morfologia de Palicourea e Rudgea indica uma relagao intima com os membros do
subgénero Heteropsychotria (TAYLOR, 1989 e 1996). Estudos filogenéticos
propdéem a fusdo de Palicourea e Heteropsychotria (NEPOKROEFF et al., 1999).

No estado do Rio Grande do Sul o género Psychotria é representado pelas
espécies: P. brachyceras, P. umbellata, P. kleinii, P. suterella, P. birotula, P.

leiocarpa, P. myriantha, P. carthagenensis, P. nitidula, P. hancornifolia, P. longipes,

15



P. maporides, P. nuda, P. pubigera, P. sessilis, P. stachioides, P. vellosiana e P.

tenerior.

Psychotria myriantha, analisada neste trabalho, € um arbusto de até dois
metros de altura, que ocorre com frequéncia regular em terrenos elevados, nas
zonas do alto Uruguai e em terrenos baixos, na zona do litoral do Rio Grande do Sul
(DILLENBURG e PORTO, 1985). Pouco se sabe a respeito desta espécie vegetal, ja
que na literatura cientifica ndo s&o encontrados artigos referentes a sua composigcéo
quimica e poucas descricbes botanicas sao apresentadas. Por esta razdo,
Psychotria myriantha torna-se uma importante fonte de estudo, na investigagao

taxondmica do género Psychotria.

ﬂ OGli ﬂ oGl

N, p-D-glicopiranosilvincosamida estrictosamida lialosideo

COOCH,

braquicerina psicolatina

Figura I.5: Alcalbides indol monoterpénicos isolados de espécies de Psychotria coletadas no

sul do Brasil.
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1.1.2. Atividades farmacoldgicas do género Psychotria

Psychotria € empregado na medicina popular em varios paises no tratamento
de diversas doencas (ADJIBADE, 1989). Varios alcaldides foram isolados e
identificados a partir de espécies do género, demonstrando diversidade estrutural e
um grande numero de compostos ativos. Quadrigemina B, quadrigemina A,
isopsicotridina C e psicotridina, isolados de P. forsteriana, apresentaram atividade
inibidora dose - dependente sobre a agregagao de plaquetas humanas induzida por
difosfato de adenosina (ADP), colageno ou trombina (BERETZ, 1985). Extratos
alcaloidicos de folhas de P. forsteriana mostraram potencial atividade citotéxica em
linhagens de células de hepatoma de ratos e células leucémicas humanas
(ADJIBADE et al., 1989). Dando seqiiéncia aos estudos de citotoxicidade in vitro,
ADJIBADE et al. (1990) testaram alcaldides polinddlicos, encontrados em P.
oleoides, P. beccarioides e P. forsteriana, contendo seis, sete e oito unidades
triptaminicas, em células de hepatoma de ratos. Estes compostos apresentaram

efeitos citotdxicos proporcionais ao aumento do peso molecular.

Em ensaios in vitro e in vivo, o extrato bruto de alcaldides de P. oleoides,
caracterizado pela presenca de alcaldides do tipo polinddlico, demonstrou
significativa influéncia sobre a secre¢cdo de horménios hipofisarios. O fracionamento
bioguiado deste extrato permitiu o isolamento de psicoleina, que se mostrou capaz
de interagir com os receptores de somatostatina, apresentando uma atividade
antagonista na secrecdo de hormdnio de crescimento em cultura de células
hipofisarias (GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1992; RASOLONJANAHARY et al.,
1995). Psicotridina A, iso-psicotridina B, quadrigemina C (ADJIBADE, 1989), e
quadrigemina B (MAHMUD et al., 1993) apresentaram atividade antibiética contra
cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O composto dimérico
Calicantina apresentou potente efeito convulsivante, comparavel a estriquinina,

atuando por um mecanismo de agdo ainda nao elucidado (ADJIBADE et al., 1991).

O peptideo ciclico, ciclopsicotrideo, considerado o maior ciclopeptideo isolado
de uma fonte natural, apresentou atividade inibidora da neurotensina e estimulou o
aumento dos niveis citosélicos de Ca*? (WITHERUP et al., 1994). Extratos organicos
de P. nigra e P. stenophylla mostraram amplo espectro de atividade contra bactéria
e fungos (JAYASINGHE et al., 2002).
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O género Psychotria possui inumeras atividades farmacoldgicas descritas na
literatura, dentre as quais se destaca a atividade sobre o sistema nervoso central. O
interesse etnobotanico atribuido ao género Psychotria estda no conteudo de
dimetiltriptamina apresentado por P. viridis, utilizada no preparo da bebida
alucindégena “ayahuasca”, juntamente com P. carthagenensis e Banisteriopsis caapi
(RIVIER e LINDGREEN, 1972; McKENNA et al., 1984; WITHERUP et al., 1994).
Trata-se de uma decocgédo utilizada por nativos da Amazénia em rituais religiosos,
para fins medicinais e sociais (LEAL e ELISABETSKY, 1996; FREEDLAND e
MANSBACH, 1999).

Alcaldides como N,N-dimetiltriptamina (DMT), encontrado em Psychotria
viridis, possuem agdo alucindégena, principalmente quando associados a f-
carbolinas, que inibem a enzima monoamino oxidase, impedindo a degradagao da
DMT administrada por via oral (McKENNA et al., 1984; LIWSZYC et al., 1992; LEAL
e ELISABETSKY, 1996; FREEDLAND e MANSBACH, 1999).

Psychotria colorata, utilizada tradicionalmente por caboclos da Amazénia para
o tratamento de dores de ouvido, dores abdominais e “dor” em geral, apresentou
marcante atividade analgésica do tipo opidide, reversivel por naloxona, quando
testada frente aos ensaios das contorgcdes abdominais induzidas por acido acético,
formalina e medida da retrada da cauda ao estimulo térmico (tail flick)
(ELISABETSKY et al., 1995). A analise fitoquimica do extrato de alcaldides totais,
obtido a partir de flores desta espécie, permitiu o isolamento dos alcaldides
pirrolidinoindolinicos (-) — calicantina, isocalicantina, (-) — quimonantina, hodgkinsina
e quadrigemina E (VEROTTA et al., 1998). Hodgkinsina mostrou efeito analgésico
dose-dependente e reversivel por naloxona em modelos de nocicepgdo e dor
induzida por capsaicina (VEROTTA et al., 2002).

Extratos etandlicos de P. brachyceras, P. leiocarpa, P. myriantha e P.
suterella, nas doses de 100, 350 e 500 mg/kg, apresentaram atividade analgésica
nao dose-dependente e nao reversivel por naloxona, sugerindo uma acgao
inespecifica, quando testados pelo ensaio “tail flick”. Todos os extratos testados
apresentaram um efeito hipotérmico (ELISABETSKY et al.,, 1997). Em estudo
posterior com o extrato de alcaldides totais de P. suterella e seu alcaldide isolado

lialosideo, De SANTOS (1999) verificou que a espécie ndo apresentou efeito
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analgésico, mas tanto o extrato (100 mg/kg) quanto lialosideo (30 mg/kg)
apresentaram diminuigdo da atividade locomotora. Na dose de 300 mg/kg de extrato

houve morte precedida por convulsées em 66% dos animais testados.

O extrato etandlico de P. umbellata demonstrou atividade analgésica dose -
dependente e reversivel por naloxona, indicando uma acao do tipo opidide (LEAL,
1994). Psicolatina, alcal6ide indol monoterpénico majoritario de P. umbellata
(KERBER, 1999), em modelos térmicos de nocicepg¢do, produziu efeito dose-
dependente, parcialmente reversivel por naloxona, sugerindo participagdo de
receptores do tipo opidide no seu mecanismo de agdo. Em modelos de dor induzida
por capsaicina, psicolatina demonstrou atividade analgésica dose-dependente
(BOTH, 2001) e efeitos ansiolitico e antidepressivo (BOTH et al., 2005).

Com excecgao de P. viridis e P. colorata, as espécies encontradas no Brasil
constituem o subgénero Heteropsychotria, caracterizado pela presenca de alcalbides
indol monoterpénicos. Embora inumeras atividades ainda possam ser exploradas
para Heteropsychotria, os trabalhos desenvolvidos por LEAL (1994), ELISABETSKY
et al. (1997), De SANTOS (1999), BOTH (2001), BOTH et al. (2002a, 2002b, 2005 e
2006) sugerem que o sistema nervoso central esta intensamente envolvido com as
atividades bioldgicas dos alcaldides deste subgénero. Dessa forma, se faz
necessario aprofundar os estudos relacionados a identificacdo dos alcaldides deste
subgénero, visando investigar suas agdes sobre a bioquimica cerebral, buscando
elucidar mecanismos de acdo e potenciais atividades dos mesmos. Com base nos

dados apresentados, os objetivos enfocados neste capitulo séo:

Objetivo Geral:

» lIsolar e identificar os alcaldides maijoritarios presentes em Psychotria
myriantha Mull. Arg. (RUABIACEAE).
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Objetivos especificos:

e Obter extrato (s) de alcalbides a partir de partes aéreas de P.

myriantha;

e Desenvolver um método de analise em CLAE, para a
verificagdo do (s) perfil (is) cromatografico (s) do (s) extrato

(s) de alcaldides;

e Realizar o fracionamento do (s) extrato (s) e o isolamento
dos compostos majoritarios, empregando técnicas

cromatograficas;

e Calcular os rendimentos percentuais do (s) extrato (s) e

alcaldides isolados de P. myriantha;

e Efetuar a elucidagdo estrutural dos compostos isolados
através do emprego de analises espectroscépicas e

espectrométricas;

e Verificar a similaridade entre os alcaléides produzidos por P.
myriantha e pelas demais espécies do subgénero

Heteropsychotria, anteriormente estudadas.
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.2. MATERIAIS E METODOS

1.2.1. Material Vegetal

Partes aéreas de Psychotria myriantha Mull. Arg. foram coletadas na Reserva
Estadual do Turvo, municipio de Derrubadas (RS), por M. Sobral et al., n. 8913, em
2002. Uma exsicata foi depositada no herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com numero de ICN 124543.

|.2.2. EQuipamentos

Os principais equipamentos utilizados na realizacdo deste trabalho foram:
cromatégrafo Waters 2690 acoplado a detector de arranjo de diodos Waters 996,
Software Empower; cromatégrafo de liquido média pressao composto por Buchi 687
Gradient Former, Buchi cromatography pump B-688 e detector Knauer UV K2500;
cromatégrafo Shimadzu LC-8A com detector Knauer UV, espectorofotdmetro Perkin-
Elmer Lambda 20; cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrometro
de massas (CLAE/EM) com capturador de ions Finningan LCQ, com interface de
ionizagdo quimica a pressado atmosférica (APCl — atmospheric pressure chemical
ionization), detector de arranjo de diodos (DAD) Hewlett-Packard Series 1100,
polarimetro Perkin-Elmer 241, espectrometro Varian Unity Inova 500 (500 MHz e 125
MHz). Coluna analitica Waters Symmetry C18 (3,5 um; 4,6 x 7,5 mm), coluna
analitica Nucleosil 100-5 C4g AB (125 x 4.6 mm; 5 ym), coluna semipreparativa C18
com compresséo radial Waters (Prep LC 25 mm module), coluna preparativa Waters
Symmetry (7 um; 19x150 mm), coletor de fragées Gilson (FC204), concentrador

Speedvac system.
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1.2.3. Obtencé&o de extratos de alcaldides

Partes aéreas de P. myriantha foram secas a temperatura ambiente reduzidas
a po6 em triturador de facas. O material vegetal foi entdo submetido a maceracgéao
estatica com etanol comercial, até o esgotamento do mesmo. Os extratos etandlicos
resultantes foram concentrados em evaporador rotatorio, para a eliminagdo do
solvente, e retomados em solucdo aquosa de acido cloridrico a 10%, para a
obtencdo dos alcaléides na forma de cloridratos. Em seguida, os extratos acidos
foram lavados com diclorometano, para a eliminacado das resinas, graxas e demais
substancias apolares. As fases organicas foram desprezadas e as fases aquosas
alcalinizadas a pH 9 - 10 com hidréxido de amdnio. Posteriormente, as fases
aquosas alcalinas foram exaustivamente extraidas com diclorometano e os extratos
organicos resultantes, concentrados a secura em evaporador rotatorio, para a
obtencdo do extrato diclorometano de alcaldides (EDA). A fase aquosa alcalina
restante continuou apresentando resultado positivo no teste de precipitacdo de
alcaléides com reagente de Bertrand, e foi extraida com n-butanol até resultado
negativo frente a este reagente, obtendo-se assim, o extrato butandlico de alcaldides
(EBA) (fig. 1.6).
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Figura I.6: Esquema de obtengao dos extratos de alcaldides de P. myriantha, empregando o método
classico de extragao acido-base. EDA: extrato diclorometano de alcaldides. EBA: Extrato
butandlico de alcaldides.
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1.2.4. Avaliacdo dos perfis cromatograficos

1.2.4.1. Extrato diclorometano de alcaldides de P. myriantha (EDA)

A fracao de alcaldides obtida por extragcado das partes aéreas de P. myriantha
com diclorometano (EDA) foi submetida a analise cromatografica preliminar para
observacgao de seu perfil cromatografico e dos espectros dos compostos majoritarios
na regiao do ultravioleta (A= 280 nm). EDA foi analisado em cromatografo liquido
acoplado a detector de arranjo de diodos com acumulagédo de 200 a 400 nm,
utilizando uma coluna analitica Waters Nova Pak C18 (4 um; 3,9 x 150 mm),
guarnecida com pré-coluna, submetida a gradiente linear de metanol e agua com
fluxo de 1,0 mL/min (tab. I.1).

Tabela I.1: Gradiente linear empregado na analise preliminar de EDA.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Metanol (%) Agua (%)
30 70
100 0

1.2.4.2. Extrato n-butandélico de alcaldides de P. myriantha (EBA)

O extrato resultante da extragdo da fase aquosa alcalina com n-butanol (EBA)
foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos (CLAE/DAD), para verificagdo dos perfis de seus componentes e
identificacdo de espectros de ultravioleta caracteristicos de cromoéforos inddlicos.
Para tanto, um gradiente linear de metanol e agua foi aplicado a uma coluna C18

(3,5 um; 4,6 x 75 mm), com fluxo de 0,5 mL/min, conforme tabela |.2.
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Tabela 1.2: Gradiente linear utilizado na analise preliminar de EBA.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Metanol (%) Agua (%)
0,5 10 90
0,5 100 0

1.2.5. Isolamento e purificacédo de alcaldides

1.2.5.1. Extrato diclorometano de alcaloides de P. myriantha (EDA)

ApdOs a observacdo dos cromatogramas preliminares e dos espectros de
ultravioleta de seus componentes majoritarios, EDA foi submetido a CLAE/UV,
semipreparativa, permitindo a obtengcdo de fragbes enriquecidas de alcalbides. O
fracionamento do extrato foi realizado em cromatégrafo liquido Perkin Elmer S200,
empregando coluna composta por médulo de compresséao radial Waters PrepLC e
cartucho Waters PrepPak C18 (25 x 100 mm). A fase moével foi constituida por
metanol (MeOH) e agua, aplicados em gradiente linear, com fluxo de 10 mL/min e

detector ajustado em um comprimento de onda de 280 nm (tab. 1.3).

Tabela 1.3: Gradiente linear utilizado no fracionamento de EDA.

Tempo (min) Fluxo (mL/min)  Metanol (%)  Agua (%)
10 30 70

10 100
10 100 0

o
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1.2.5.2. Extrato n-butandélico de alcaldides de P. myriantha (EBA)

Apos a determinacdo dos parametros cromatograficos, o fracionamento de
EBA foi realizado em cromatégrafo liquido de média pressao (CLMP) acoplado a
deteccdo UV (A = 280 nm), utilizando coluna preenchida com silica Lichroprep C18
(Merck). A fase moével foi aplicada em modo isocratico e foi composta por uma
solugdo contendo metanol e agua (30:70) em modo isocratico, com fluxo de 10
mL/min. Os picos majoritarios foram coletados separadamente, concentrados em
evaporador rotatério, liofilizados e cromatografados por CLAE/DAD, para verificagéo
de seus perfis e pureza. Uma vez que se trata de produtos pouco estaveis, uma
amostra do extrato EBA foi enviada para o Laboratério de Farmacognosia e
Fitoquimica, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de Genebra
(Genebra — Suica), e foi submetido aos mesmos procedimentos, para a realizagao

das analises espectroscopicas e espectrométricas, além de rotacdo optica.

EBA foi analisado por CLAE/UV/EM, equipado com uma interface APCI, para
a determinacdo dos espectros de massas dos picos principais. Foi utilizada coluna
analitica Nucleosil C1g (5 um; 4.6 x 250mm), com metanol : H,O : trietilamina 2 mM,

de acordo com o gradiente apresentado na tabela I.2.

O extrato foi fracionado em CLAE semipreparativa, com coluna C4g Symmetry
prep (7um, 19 x 150nm) e modo isocratico, com fase movel constituida por MeOH :
H,O: trietilamina 2 mM (30:70 V/V) e fluxo de 10 ml / min. Os picos maijoritarios
foram coletados separadamente, processados e submetidos a analises
espectroscopicas ('H, °C e 2D RMN, dimetilsulféxido -DMSO) para a elucidagéo

estrutural.
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|.3. RESULTADOS

1.3.1. Avaliacdo dos perfis cromatograficos

1.3.1.1. Extrato diclorometano de alcaldides de P. myriantha (EDA)

A analise cromatografica preliminar de EDA permitiu a visualizagdo de oito
picos principais, sendo que a avaliagdo dos espectros de ultravioleta indicou a
existéncia de sobreposicdo de substancias em alguns deles. Apesar da
complexidade do extrato, os perfis espectrais dos picos 5 e 6, com tempos de
retencdo 9.6 e 12.5 minutos respectivamente, foram caracteristicos para o
grupamento cromoforo de alcaldides indol monoterpénicos, com absor¢gdes maximas
em torno de 220 e 280 nm (fig. I.7).

1.3.1.2. Extrato n-butandlico de alcaldides de P. myriantha (EBA)

O cromatograma de EBA demonstrou a presenga de apenas dois picos, com
tempos de retengdo de 8,59 (EBA1l) e 9,43 minutos (EBA2), sendo que ambos

apresentaram espectros de UV caracteristicos de indol monoterpenos (fig. 1.8).
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Figura 1.7: Cromatograma preliminar de EDA; CLAE/DAD, A = 280 nm; coluna Nova Pak Cyg (4 pum;
3,9 x 150 mm); apresentando os perfis de UV tipicos de alcaldides indol monoterpénicos
glicosilados para os picos 5 e 6, com absor¢des maximas em torno de 220 e 280 nm.
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Figura 1.8: Perfil cromatografico em analise por CLAE/DAD, A = 280 nm, coluna Symmetry Cqs (3,5
um, 4.6 x 75 mm) para EBA, com presenga de dois picos com tempos de retengao 8,5
(EBA1) e 9,45 (EBA2) minutos, respectivamente e espectros de UV com caracteristicos
de alcaldides indol momoterpénicos, com absor¢cées maximas em torno de 220 e 280 nm.
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No Laboratorio de Farmacognosia e Fitoquimica da Universidade de
Genebra, EBA foi analisado por CLAE/UV/EM, empregando coluna analitica
Nucleosil C1g (5 um, 4.6 x 250 mm) e o cromatograma resultante é apresentado na
figura 1.9, confirmando os resultados previamente obtidos. A analise espectrométrica
por CLAE/UV/EM, com interface de ionizagdo quimica a presséao atmosférica (APCI),

indicou o ion molecular em m/z 517.1 para EBA1 e m/z 531 para EBA2 (fig. 1.10).

Da 2 1 . 1 1 1 1 1 1 . 1 1 1 1 1 1 1 . 1 1 1 1 1 1 L 1 . 1 1 1 1 . 1 1 [ 1 1 L 1
0 2 4 & g 10 12 14 16 18 20

Time (i)

Figura 1.9: Perfil cromatografico de EBA em analise por CLAE/UV/EM, A = 254 nm; coluna Nucleosil
Cig(5 um, 4.6 x 250mm).

A rotagao optica [a]p dos compostos foi determinada em polarimetro Perkin
Elmer 241, utilizando metanol como solvente e 25 °C. EBA1 (6 mg/mL) apresentou

[]*°p = -143,14; enquanto EBA2 (10 mg/mL) resultou em [a]*°p = -80,88.
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Figura 1.10: Espectros de massas obtidos por CLAE/UV/EM, A = 254 nm; (A) EBA1; (B)
EBA2.

1.3.2. Isolamento e purificacédo de alcaldides

1.3.2.1. Extrato diclorometano de alcaldides de P. myriantha (EDA)

O fracionamento de EDA foi realizado por CLAE/UV, com coluna
semipreparativa. Foram realizadas sucessivas inje¢gdes de 180 uL de solugdo de
EDA dissolvido em uma mistura de metanol e agua (30:70 V/V), na concentracéo de
20 mg/mL. A partir do cromatograma resultante, foram determinados oito picos
principais, que foram coletadas separadamente e denominadas como fragcbes PM1 a
PMS8 (fig. 1.11).
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Figura 1.11: Cromatograma de EDA em CLAE/UV semi-preparativo, A = 280nm; picos de 1 a 8
correspondem as fragdes PM 1 a 8 coletadas isoladamente.

As oito fragbes isoladas apresentaram baixo rendimento, sendo que as unicas
a atingirem quantidades em torno de 10 mg foram PM2 e PM5. Ambas as fragdes
apresentaram perfis de UV com cromoforos tipicos para alcaldides indol

monoterpénicos (fig. 1.12).
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Figura 1.12: Espectros de UV das fracbes PM2 e PM5, A = 280nm.
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As quantidades obtidas dos alcalbides isolados foram insuficientes para a
realizacdo de analises espectroscopicas completas. Somente foi possivel a
aquisicdo do espectro de H' RMN para PM2, mesmo assim apresentando baixa
resolucado decorrente presenca de umidade e impurezas ainda contidas na amostra.
Além de seu rendimento reduzido, as fragbes isoladas demonstraram grande
instabilidade refletida na sua degradagado durante a manipulagédo e realizagdo das
analises. Por essa razdo, EDA e as aliquotas resultantes de seu fracionamento
foram mantidos em frasco lacrado, em atmosfera de nitrogénio, protegido contra a

luz e acondicionado em freezer (- 20 °C).

A andlise do espectro de H' RMN da fragdo PM2 permitiu a observagdo dos
sinais caracteristicos no nucleo inddlico, apesar de sua baixa resolugdo. Através da
comparagao dos espectros (fig. 1.13) foi possivel verificar a presenca de sinais

semelhantes aos do alcaldide estrictosamida, ja descrito e isolado em espécies de

Psychotria.

H-9

estrictosamida H-12 H-10

7,30 ppm
720 ppm

PM2

Figura 1.13: Ampliacdo e compragédo dos sinais presentes na faixa correspondente a regido de
hidrogénios aromaticos nos espectros de H' RMN para estrictosamida e PM2 (CD;OD,
500 MHz), demonstrando a presenca de dubletos em 7,2 e 7,3 pmm e tripletos em 6,9
e 7,0 ppm em ambos os epectros.
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Os espectros de UV de PM2 e dos picos 5 e 6 de EDA foram comparados,
sendo que o espectro de PM2 e o pico numero 5 apresentarem perfis semelhantes

entre si e, também com a estrictosamida (fig. 1.14).
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Figura 1.14: Comparacgao dos espectros UV de (A) pico 5 do cromatograma de EDA e (B) amostra
auténtica de estrictosamida.

Para confirmar a presenca de estrictosamida em EDA, o alcaléide foi
submetido a exame cromatografico, sob as mesmas condicbes empregadas para o
extrato, sendo que o mesmo procedimento foi empregado para seu epimero
vincosamida, para verificar se ambos ndo possuiam o mesmo tempo de retengao
(fig. 1.15). Adicionalmente, foi realizada uma co-injecdo com EDA e a amostra
auténtica do alcaldide estrictosamida, que resultou em um aumento na intensidade

do pico 5 no tempo de retencéo 9,6 minutos (fig. 1.16).

33



0.070H
00607
0,060
aUU'IO'
0.00r]

0.027]

0010

0.000]

N B B R S R T T R R R
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Minutes

estrictosamida EDA + estrictosamida

0109

12.180

L B e e L e L LA B e o s
500 10.00 15.00 2000 25.00 3000 3800 40.00
Minutes

vincosamida Vincosamida + EDA

Figura 1.15: Cromatogramas resultantes da avaliagdo do alcaldide indol monoterpénico
estrictosamida, uma mistura de EDA e estrictosamida, vincosamida e a sobreposi¢ao
dos cromatogramas de EDA e vincosamida CLAE/DAD, A = 280 nm; coluna Nova Pak
Cig(4 um, 3,9 x 150 mm).

Os resultados obtidos com as avaliagbes cromatograficas e o espectro de H'
RMN de PM2 permitiram identificar o alcaldide isolado do extrato diclorometano

(EDA) de folhas de P. myriantha como sendo estrictosamida (fig. 1.16).
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Figura 1.16: Estrutura do alcaldide estrictosamida.

1.3.2.2. Extrato n-butandlico de alcaldides de P. myriantha (EBA)

O extrato butandlico de P. myriantha demonstrou ser constituido por dois
componentes majoritarios, que foram fracionados por CLMP em modo isocratico,
acoplado a detector UV com comprimento de onda ajustado em 280 nm. As duas
fragcbes coletadas, EBA1 e EBA2, foram evaporadas a secura e analisadas por
CLAE/DAD, para verificagdo dos perfis cromatograficos e pureza. As fragdes foram
analisadas empregando uma mistura de metanol e agua (40:60 V/V), em modo

isocratico e coluna Waters Symmetry C18 (3,5 um; 4,6 x 250 mm).

O cromatograma de EBAL1 apresentou um unico pico, com tempo de retengao
em torno de 11 minutos, indicando que a fragao corresponde a somente um produto,
de acordo com as investigacbes preliminares do extrato. A pureza do composto
isolado foi verificada através da analise de espectros UV, resultantes a varredura em

diferentes comprimentos de onda (fig. 1.17).
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Figura 1.17: Cromatograma de EBA1 em CLAE/DAD, A = 280nm.

De acordo com os dados obtidos pela investigacdo cromatografica e
varredura na regido do ultravioleta, o extrato butandlico seria constituido por dois
compostos majoritarios com croméforos inddlicos. O cromatograma resultante do
exame de EBA2 apresentou dois picos com tempos de retengdo em 13 e 16
minutos. O primeiro pico apresentou espectro UV caracteristico de alcalbides indol
monoterpenos, como visto na analise inicial de EBA; enquanto o segundo pico

apresentou espectro com perfil bastante diferenciado do primeiro (fig. 1.18).
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Figura 1.18: Cromatograma de EBA2 em CLAE/DAD, A = 280nm.
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1.3.3. Rendimentos dos extratos de alcaldides totais e fracdes

isoladas

O rendimento dos extratos EDA e EBA de P. myriantha, em relagéo as folhas
secas, foram de 0,08 e 3,1% respectivamente. O rendimento percentual das fracbes

isoladas de ambos os extratos € apresentado na tabela 1.4.

Tabela 1.4: Rendimento de extratos de alcaldides e fragdes isoladas de P.
myriantha.

Extrato de alcaldides (%) Fracoes

0,1
3,1

0,04

1.3.4. Caracterizacado e identificacdo dos alcaldides isolados de P.

myriantha

1.3.4.1. EBA1

O composto EBA1 apresentou-se como um sélido amorfo, [a]*°p — 143.14° (c
0.1, MeOH), cuja presenga de um pico a 518,1 [M+H]" no espectro de massas (fig.
[.10), permitiu determinar a massa molecular, correspondendo a formula CzsH33N20s.

Os dados espectroscoépicos referentes a EBA1 sao apresentados na tabela 1.5.
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Os resultados espectroscopicos obtidos para EBA1 foram comparados com
os dados da literatura. Os sinais referentes ao esqueleto inddlico foram identificados
no H' RMN (fig. 1.19), como dois dubletos e dois tripletos na regido aromatica. A
presenca de uma unidade de glicose foi caracterizada pelos sinais peculiares de H’
e C"™® RMN. As correlagdes do espectro de HMBC apontam C-21 como o carbono

onde ocorre a ligagao do agucar.

—r|—r....1-..'];-r—r|—‘:—1—|,.T..—r"'T—r*-"‘r-"-'w-"-"r-~|..-.|-rr1—r

7.6 7.5 7.4 7.3 7.3 7.1 7.0 6.9 pom

Figura 1.19: Ampliagao do espectro H' RMN (DMSO-dg, 500 MHz; tetrametilsilano como padrao
interno) para EBA1, apresentando os sinais caracteristicos do nucleo inddlico na regiao
aromatica.
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A avaliacdo dos espectros de H' e C'* RMN para EBA1, além dos espectros
de correlagdo COSY, HMBC e HSQC, e sua comparagdo com dados da literatura
permitiram a elucidacao estrutural e a identificagdo do composto como sendo o

alcaldide indol monoterpénico acido estrictosidinico (fig. 1.20).

Figura 1.20: Estrutura do alcaldide indol monoterpénico EBAL, identificado como acido
estrictosidinico.

1.3.4.2. EBA2

O composto EBA2 foi isolado como um soélido amorfo [a]*°p — 80.8° (c 0.1,
MeOH). O espectro de massas para EBA2 mostrou um pico em m/z 532,1 [M+H]",
que indica massa unitaria de 531 (fig. 1.10), correspondendo a férmula Cy7H35N20,
sugerindo a presenga de um grupamento metila adicional em comparagido com
EBAL.

Os dados espectroscopicos referentes a EBA2 sdo apresentados na tabela
1.6. No espectro de H' RMN, a existéncia do anel inddlico foi confirmada pelos sinais
tipicos, dois dubletos e dois tripletos entre 64 6,5 € 8,5 ppm, correspondente a regido
aromatica. Observou-se além destes, a presencga de dois dubletos nesta regido, em

on 7,93 e 8,23 ppm (fig. 1.21), que estendem o cromoforo inddlico.
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A molécula de secologanina foi identificada pela analise dos espectros de
COSY e HMBC. Os espectros de H' e C™ RMN apresentaram sinais com
deslocamentos caracteristicos do radical metila, que teve sua presencga confirmada
pela correlagdo destes sinais no HSQC. As correlagbes entre os sinais em 6y 1,0 e
dc 118,9 pelo HMBC indicaram a ligagao da metila na posicdo C-20, demonstrando

uma abertura no anel secologanina ligado ao esqueleto inddlico.

O espectro de HMBC para EBAZ2 (fig. 1.35) aponta a ligagao de uma molécula
de acucar na posicao C-21. Os experimentos bidimensionais (COSY, HSQC e

HMBC) proporcionaram a identificagdo do agucar como sendo B-glicose.

Figura 1.21: Ampliagdo do espectro H' RMN (DMSO-dg, 500 MHz; tetrametilsilano como padréo
interno) para EBA2, apresentando os sinais caracteristicos do nucleo inddlico na regiao
aromatica, com respectivos deslocamentos quimicos em ppm.
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Tabela 1.6: Dados espectroscopicos para o composto EBA2 (RMN H', 500 MHZ;RMN
C 3,125 MHz; DMSO-dg; tetrametilsilano como padréo interno).

H Multiplicidade  Atribuic&o Bc HSQC Atribuic&o
t H-23 10,4/1,0 c-23

S H-15 30,5/1,25 C-15
m H-20 455/2,6 C-20
m H-14 45,6/2,7 C-14
H-2' 48,5/ 3,11 C-3

H-3' 61/3,41/3,7 C-6

H-3 69,9/ 3,1 C-3'

H-4' 73/3 C-2'

H-6' [ 76,8 /4,1 C-5'

t H-6' (] 77,3132 c-4'
H-5' 95,4 /5,47 C-21

d H-1' 98,6 /4,5 C-1'
d H-18 a 111,8/7,9 C-6
d H-18 b C-16
d H-21 112,5/7,56 C-12
m H-19 118,9/7,2 C-10
t H-10 C-7
] H-17 C-8
t H-11 126,6 / 8,17 C-9
d H-12 127,5/7,5 C-11
d H-9 134,5/5,7 C-19
d H-5 C-2
1371/8,23 C-5

C-13

151/7,4 C-17

C-22

A analise dos dados espectroscopicos obtidos para EBA2, permitiu a
elucidacao estrutural de um alcaldide indol monoterpénico ainda nido descrito na

literatura, denominado como miriantosina (fig. 1.22).
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Figura |.22: Estrutura de EBA2, alcalbide identificado como miriantosina.

1.3.5. Extrato metandlico bruto de folhas frescas de P. myriantha

Uma analise cromatografica do extrato bruto de folhas frescas de P.
myriantha foi realizada com o objetivo de verificar se os alcaldides acido
estrictosidinico e miriantosina estavam presentes no vegetal in natura, provenientes
de seu metabolismo secundario, ou se correspondiam a artefatos originados durante
os procedimentos de extragcdo e purificagdo. Folhas frescas do material vegetal
foram extraidas por maceragcdo em metanol e cromatografadas diretamente por
CLAE/DAD, utilizando coluna Waters Symmetry C18 (4,6 x 7,5 mm, 5um) e A =280

nm (tabela 1.7).

Tabela 1.7: Gradiente linear utilizado para avaliagdo cromatografica do extrato
metandlico bruto de folhas de P. myriantha.

Fluxo (mL/min) Metanol (%) Agua (%)
0,5 20 80
0,5 100 0

Tempo (min)
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Foram identificados trés picos maijoritarios, sendo que apenas dois destes
apresentaram cromoéforos caracteristicos do anel inddlico. A comparagéo dos perfis
dos espectros UV dos picos constituintes do extrato metandlico bruto e dos
alcaldides isolados e a realizagcdo de co-injegdes do extrato bruto com estes
compostos, permitiram a identificagdo dos componentes majoritarios como sendo
acido estrictosidinico e miriantosina (fig. 1.23). Dessa forma, verificou-se que os
alcaldides isolados do extrato n-butandlico de folhas de P. myriantha estdo
presentes no vegetal e ndo constituem artefatos formados durante os processos de

extragdo, com passagem acido-base, isolamento e purificagao.
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Figura 1.23: Perfil cromatogréfico do extrato metandlico bruto de folhas frescas de P.
myriantha.
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.4. DISCUSSAO

A partir do processamento das folhas de P. myriantha, foram obtidos dois
extratos de alcaldides, um decorrente da extracido da fase aquosa alcalina com
diclorometano e outro resultante de seu esgotamento com n-butanol. O extrato
butandlico apresentou o maior rendimento (3,1), contendo dois compostos
majoritarios, que também constituiam os principais produtos presentes na planta,
conforme observado na analise do extrato bruto do vegetal fresco (fig. 1.23), onde o
perfil cromatografico demonstrou a presenga dos mesmos picos presentes no
extrato butandlico (fig. 1.8), com tempos de retengcdo semelhantes e espectros de UV
correspondentes. Contrariamente, o extrato diclorometano apresentou baixo
rendimento e perfil cromatografico mais complexo, com maior numero de picos

referentes a compostos minoritarios (fig. 1.7 e fig. 1.12).

Os alcaldides inddlicos glicosilados identificados em espécies do subgénero
Heteropsychotria ja estudadas foram isolados, apdés o0 processamento classico, a
partir do extrato diclorometano, como é o caso de psicolatina (KERBER, 1999),
lialosideo e estrictosamida (De SANTOS, 1999; De SANTOS et al., 2001) e
braquicerina (KERBER, 1999, KERBER et al., 2001 e 2003) ou diretamente do
extrato metandlico total, como N-B-D-glicopiranosil vincosamida (HENRIQUES et al.,
2004). Varios alcaldides inddlicos tém sido isolados de extratos butandlicos de
especies de RUBIACEAE, entre elas Ophiorrhiza pumila (KITAJIMA et al., 2002) e
Neonauclea sessifolia (ITOH et al. 2003). P. myriantha apresentou o maior
rendimento percentual de alcaldides na fracao butandlica, sendo que o extrato
diclorometano (EDA), embora mais complexo, representou pequena aliquota do

conteudo total desses metabdlitos.

A investigacédo cromatografica inicial de EDA indicou a presenca de dois picos
(5 e 6) com espectros de UV caracteristicos do cromdéforo inddlico, sugerindo que os
mesmos correspondam a alcaldides indol monoterpénicos. O fracionamento deste
extrato resultou em oito fragdes principais, sendo que PM2 e PM5 apresentaram
espectros de UV tipicos de alcaldides indol monoterpénicos e bastantes

semelhantes aos obtidos para os picos 5 e 6 do cromatograma inicial.
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Embora oito fragdes tenham sido coletadas, estas foram obtidas em
pequenas quantidades, sendo que somente PM2 e PM5 atingiram massa em torno
de 10 mg. EDA e algumas das aliquotas resultantes de seu fracionamento
apresentaram-se bastante instaveis quando a temperatura ambiente e/ou expostos a
luz, mesmo durante a manipulagao fundamental aos processos de purificagcdo. PM5
foi um dos exemplos desta condicdo de instabilidade, apresentando intensos sinais
de degradagdo quimica durante a obtencdo dos dados de RMN. Dessa forma,
apenas PM2 foi submetido a investigagado espectroscopica, fornecendo apenas o
espectro de H' RMN. Ainda assim, o espectro resultante apresentou baixa
resolugao, provavelmente decorrente da umidade residual presente na amostra, da

presenca de impurezas e do reduzido tempo de acumulacéo dos dados.

A analise do espectro de H' RMN para PM2 permitiu a identificagdo de alguns
sinais importantes. A presenga de dois dubletos (o4 7,2 e 7,38 ppm) e dois tripletos
(0n 6,95 e 7,02 ppm) na regido aromatica caracteriza sinais tipicos do anel inddlico
nao substituido. A comparacdo deste com espectros referentes a alcaldides indol
monoterpénicos descritos na literatura sugeriu esqueleto estrutural analogo ao da
estrictosamida. Os valores encontrados sdo bastante semelhantes aqueles obtidos
por De SANTOS (1999) para estrictosamida e por LOPES (1998) e HENRIQUES et

al. (2004) para N, B-D-glicopiranosil vincosamida.

A co-injecdo de EDA com uma amostra auténtica de estrictosamida
proporcionou a identificacdo do pico 5. A comparacao dos tempos de retencédo do
pico 5 de EDA, de PM2 e do alcaldide isolado, bem como a comparagao entre seus
espectros UV, permitiu a identificacdo dos mesmos como sendo o alcaldide

estrictosamida.

Estrictosamida é um alcaldide indol monoterpénico ja isolado a partir de
Cephaelis dichroa (SOLIS et al, 1993), Rhazya stricta (RAHMAN et al., 1991),
espécies de Nauclea (ERDELMEIER et al., 1991) e raizes de Ophiorrhiza pumila
(KITAJIMA et al., 2002). Atua, além disso, como o penultimo precursor na formagao
de capmtotecina, alcaléide indol monoterpénico modificado, muitas vezes
classificado entre os isoquinolinicos, com atividade atintumoral (YAMAZAKI et al.,
2003). Adicionalmente, esta substancia apresenta atividades moluscicida,

antibacteriana e antifungica (ERDELMEIER et al., 1991). Alguns autores sugerem
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que estrictosamida seja um artefato de estrictosidina, formado durante a extracao
em meio alcalino. Contudo, ERDELMEIER et al. (1991) indicam sua presenga em

extratos metandlicos brutos de Nauclea orientalis.

No género Psychotria, estrictosamida foi isolada em espécies neotropicais
como P. suterella (De SANTOS et al., 2001), P. nuda (dados nao publicados) e P.
bahiensis (PAUL et al.,, 2003). Seu 3H epimero vincosamida foi isolado de P.
leiocarpa (LOPES, 1998; HENRIQUES et al.,, 2004). A presenga deste alcaldide
indol monoterpénico em P. myriantha sugere que estrictosamida pode ser um
produto comum na biossintese de alcaldides de Psychotria, subgénero
Heteropsychotria. Adicionalmente, a analise do cromatograma de vincosamida,
verificagdo de seu tempo de retengcdo e comparacgao, através de sobreposicdo dos
perfis cromatograficos obtidos nas mesmas condigbes, indica a presenga de

vincosamida em EDA.

O fracionamento de EBA permitiu o isolamento de dois alcaldéides indol
monoterpénicos acido estrictosidinico e miriantosina, ainda ndo descritos no género
Psychotria. Acido estrictosidinico foi primeiramente isolado por SMITH em 1968,

sendo que miriantosina € um alcaldide inddlico glicosilado de estrutura inédita.

A presencga do anel inddlico, no espectro de H' RMN se caracteriza por uma
dupla de dubletos e uma dupla de tripletos na regido aromatica, na faixa em torno de
847 - 8 ppm (ERDELMEIER et al., 1991). Esses sinais foram identificados no H'
RMN de EBA1 em 6y 7,29 (H-12, J = 7,81 Hz), 64 7,41 (H-9, J = 7,81 Hz) e 34 6,97
(H-10,3=7,3e 7,81 Hz) e 64 7,05 (H-11, J = 7,3 e 7,81 Hz) ppm, respectivamente
(fig. 1.24). Em 64 5,13; 5,3 e 5,76 ppm encontram-se sinais que caracterizam a
presenca de um grupamento vinila terminal. O singleto em &4 7,38 (H-17),
juntamente com o dubleto em &y 5,62 (H-21, J = 9,7 Hz), distinguem a secologanina.
A existéncia de sinais referentes ao nucleo inddlico e a secologanina confirmam se

tratar de alcaléide indol monoterpénico (fig. 1.24).
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Figura 1.24: Ampliacdo do espectro de H'RMN para EBA1 (DMSO-ds, 500 MHz; tetrametilsilano
como padrao interno), apresentando os deslocamentos quimicos referentes ao

nucleo inddlico (dy 6,97; 7,05; 7,29 e 4 7,41 ppm), a secologanina (04 5,62 e 7,38
ppm) e ao grupamento vinila terminal (O 5,13; 5,3 e 5,76 ppm).

O sinal em 84 4,63 (J = 7,81) corresponde ao préton anomérico (H-1’) de uma
unidade de acgucar (ERDELMEIER et al., 1991). Os sinais entre oy 2,9 e 4,7 ppm
correspondem a uma molécula de glicose, indicando tratar-se de um alcaldide indol
monoterpénico glicosilado. Entretanto, esses protons estdo inseridos em um
complexo de sinais, que dificultam a sua identificacdo (LEVESQUE et al., 1983),

como mostra a figura 1.25.
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Figura 1.25: Ampliagdo do espectro de H'RMN para EBA1 (DMSO-ds, 500 MHz; tetrametilsilano
como padrao interno), apresentando os deslocamentos quimicos referentes ao

hidrogénio anomérico H-1’ (O 4,63 ppm) e aos sinais dos hidrogénios H-2’, H-3’, H-
4, H-5 e H-6' (dn 3,1; 2,9; 3,2; 4,12; 3,5 e 3,7 ppm, respectivamente).

A andlise do espectro de C'> RMN (DEPT) permitiu visualizar os sinais com
deslocamentos quimicos entre 60 e 100 ppm, tipicos de residuos glicosidicos (fig.
1.26).
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Figura 1.26: Ampliacdo do espectro de C*RMN para EBA1 (DMSO-dg, 125 MHz; tetrametilsilano
como padrdo interno), apresentando os deslocamentos quimicos referentes aos

carbonos anomérico C-1" (d¢c 98,9 ppm), C-2’ (O¢ 69,8 ppm), C-3' (d¢c 73,1 ppm), C-
4’ (d¢ 77,2 ppm), C-5' (d¢ 76,5 ppm) e C-6’ (O¢c 61,0 ppm).

Os resultados obtidos por COSY, que apresenta a correlacdo H' — H',
possibilitaram a obtencdo das conectividades relativas entre os hidrogénios de
EBA1, confirmando a presenga do anel inddlico e sua ligagdo a secologanina (fig.
1.27). Através do HSQC foi possivel estabelecer a ligacdo entre os hidrogénios e
carbonos presentes na molécula, além de identificar a relagdo entre os sinais em oy
3,1 e 6¢c 69,8 ppm (C-2'); 64 2,9 e 6¢ 73,1 ppm (C-3); 61 4,12 € 6¢ 77,2 ppm (C-4’); on
3,2 e &¢c 76,5 ppm (C-5); 64 3,5, 3,7 e 6¢c 61,0 ppm (C-6’), que correspondem a uma
unidade de glicose (fig. 1.28).
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Figura 1.27: Conectividades relativas entre os principais sinais de hidrogénio de EBA1, obtidas pelo
espectro de correlagdo H'-H' COSY.

o (3,5/3,7/61,0)

of @,12177,2)

Figura 1.28: Correlagbes entre os sinais de hidrogénios e carbonos, obtidas pelo espectro de HSQC,
que permitiram a identificagdo da glicose como a molécula de agucar presente em

EBAL.
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No espectro de HMBC, que fornece a relagao entre hidrogénios e carbonos
distantes por até trés ligagbes, as correlagbes entre 644,63 e o sinal em d¢ 98,9
indicam que C-21 constitui o carbono de ligacdo do acgucar (fig. 1.29). A ligagao do
sinal em &y 7,41 ppm (H-9) e os carbonos em 6¢ 121,2 ppm (C-11) e 6¢ 106,0 ppm
(C-7); dn 7,29 ppm (H-12), 6¢c 126,1 ppm (C-8) e 6¢c 118,7 ppm (C-10); 6y 7,38 ppm
(H-17), 8¢ 113,4 ppm (C-16), &¢c 33,7 (C-14) e &¢ 95,1 ppm (C-21); 84 6,97 ppm (H-
10), 6¢c 111,5 ppm (C-12) e 6¢c 126,1 ppm (C-8); 6y 7,05 ppm (H-11), ¢ 117,8 ppm
(C-9), 6¢c 33,7 (C-14) e &¢ 135,8 ppm (C-13); 64 5,62 ppm (H-21), ¢ 135,6 ppm (C-
19) e 6¢ 98,9 ppm (C-1'); &4 5,76 ppm (H-19) e d¢c 44,3 ppm (C-20) e oy 5,3 ppm (H-
18), o¢c 135,6 ppm (C-19) e 6c 44,3 (C-20), identificam os anéis inddlico e

secologanina, confirmando a presenga de um alcaléide indol monoterpénico.
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Figura 1.29: Espectro de HMBC apresentando a correlagdo entre o hidrogénio em Oy 4,63 ppm (H-1")

e o carbono em d¢ 95,1 ppm (C-21), indicando a posi¢éo da ligagdo da glicose em
EBAL.
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Os resultados obtidos nos espectros de H' e C'™ RMN para EBA1 foram
comparados com os dados da literatura, apresentando grande similaridade com os
descritos para o acido estrictosidinico (tabela 1.8). As diferengcas observadas nos
deslocamentos quimicos decorrem do uso de solventes diferentes na obtengao dos
espectros. A soma das informagdes resultantes das investigacdes espectroscopicas

levou a identificacdo de EBA1 como sendo acido estrictosidinico.

Este alcalbide foi primeiramente isolado como um produto natural a partir de
raizes de Rhayza orientalis (SMITH et al., 1968), tendo sido igualmente encontrado
em Hunteria zeylanica (SUBHADHIRASAKUL et al., 1994), familia APOCYNACEAE,
apresentando atividade analgésica periférica (REANMONGKOL et al.,, 2000). A
identificacdo de acido estrictosidinico no extrato butandlico de folhas de P. myriantha
caracteriza seu primeiro relato no género Psychotria. Na familia RUBIACEAE este
alcaléide foi isolado a partir de folhas de Ophiorriza filistipula (ARBAIN et al., 1993).
Sua presenga assim como seu epimero em C3 e derivado com duas moléculas de
acucar foi recentemente identificado em Palicourea coriacea (Rubiaceae) do sul do
Brasil (REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA, 2006).
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Tabela 1.8: Comparacdo dos dados de H' e C™ RMN de EBA1 (DMSO-dg) e de
acido estrictosidinico® (CDs0D).

Acido estrictosidinico

Carbono h (Hz) ¢ (Hz)
130,54 132,3
4,41 (d, J=11,8) 52,28 4,1 (d, J=10.4) 49,6
43,02 40
19,63 19,2
107,3 106
127,55 126,1
7,44 (d, J=7,6) 119,05 7,41 (d,J =7.81) 117,8
7,02 (dd, J=7,6 e 7,2) 120,51 6,97 (dd,J =7.3e7.81) 118,7
7,12 (dd, J=8,1e7,2) 123,31 7,05(dd,J =7.3e7.81) 121,2
7,30 (d, J=8,1) 112,2 7,29 (d,J =7.81) 111,5
138,19 135,8
2,11 (ddd, J=13,0; 11,8 € 4,5) 35,15 1,95 (m) 33,7
2,36 (ddd, J=13,0; 13,0 € 3,3) 2,2 (m)
2,97 (m) 34,07 2,9 (m) 31,8
113,68 113,4
7,55 (s) 153,17 7,38 (s) 150
5,17 (brdd, 10,7;1,5ec. 1) 118,68 5,13 (d,J =7.8) 117,9
5,30 (brdd, J=17,4;1,5ec. 1) 5,3 (d,J =7.8)
5,85 (ddd, J=13,0; 10,7 e 7,3) 136,25 5,76 (m) 135,6
2,69 (brdd, J=9,5; 7,3 € 4,5) 45,72 2,6 (m) 44,3
5,82 (d, J=9,5) 96,57 5,62 (d, J =9.7) 95,1
175,98 170
4,81 (d, J=7,9) 100,35 4,63 (d, J =7.8) 98,9
3,21 (dd, J=9,1 e 7,9) 74,74 3,1 (m) 69,8
3,42 (dd, J=9,1 € 8,9) 77,99 2,9 (m) 73,1
3,22 (dd, J=10,5 € 8,9) 71,81 3,2 (m) 77,2
3,40 (ddd, J=10,5; 6,9 € 2,0) 78,72 4,12 (m) 76,5
3,67 (dd, J=11,7 € 6,9) 63,11 3,5 (m) 61
4,01 (dd, J=11,7 e 2,0) 3,7 (m)

(*ARBAIN, et al., 1993)
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A elucidacgao estrutural de EBA2 permitiu a identificagcao de um alcaléide indol
monoterpénico ainda n&o descrito na literatura, designado como miriantosina. A
existéncia do anel inddlico no espectro de H' RMN foi confirmada pelos sinais em
318,17 (H-9, J = 7,81 Hz); &4 7,20 (H-10, J = 7,33 e 7,81 Hz); 64 7,50 (H-11, 7,33 e
7,81 Hz) e o4 7,56 (H-12, J = 7,82 Hz), na regido aromatica do espectro. A
observacéo de dois dubletos adicionais nesta area, em 6y 7,93 (H-6, J = 4,8 Hz) e on
8,23 ppm (H-5, J = 4,8 Hz), indica a presengca de uma ligagdo dupla entre as
posicoes 5 e 6, estendendo o cromoforo inddlico (fig. 1.30), como no alcaldide
lialosideo, isolado de P. suterella (De SANTOS, 1999; De SANTOS et al., 2001).

Figura 1.30: Ampliagdo do espectro de H'RMN para EBA2 (DMSO-dg, 500 MHz;
tetrametilsilano, como padrao interno), apresentando os deslocamentos quimicos

tipicos do nucleo inddlico, com dois dubletos em Oy 7,56 e 8,17 ppm (H-12 e H-9) e

dois tripletos em 3y 7,20 e 7,50 ppm (H-10 e H-11). Presenca de dubletos em Oy
7,93 e 8,23 ppm (H-6 e H-5), indicando a existéncia de uma ligagdo dupla entre estes
hidrogénios.
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Os espectros de H' e C'™ RMN apresentaram os sinais caracteristicos entre
on 3,0 e 4,5 ppm (hidrogénio anomérico) e dc 60 e 100 ppm, evidenciando a

presenca de um acucar ligado a estrutura (fig. 1.31).

H' RMN H-2/ H-3'f H-4/ H-6'b
H1’

Figura 1.31: Ampliacédo dos espectros de H'RMN (DMSO-ds, 500 MHz) e de C'>RMN (DMSO-
ds, 125 MHz) para EBAZ2, apresentando os deslocamentos quimicos caracteristicos do

acgucar: 1’ (Oy 4,5/ 8¢ 98,6 ppm); 2’ (dH 3,0 / d¢ 73,0 ppm); 3’ (OH 3,1/ d¢c 69,9 ppm); 4’
(81 3,2/ 8¢ 77,3 ppm), 5’ (S 4,1/ 8¢ 76,8 ppm) € 6' (S 3,41/ S 3,7 / ¢ 61,0 ppm).
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O espectro de HMBC para miriantosina apresenta a correlagdo entre o
hidrogénio anomérico em 4y 4,5 ppm e o carbono em 6¢ 95,4 ppm (C-21), apontando
a ligacdo do acucar na posicao C-21 (fig 1.32). Os experimentos bidimensionais
COSY, HSQC e HMBC proporcionaram a identificagdo do agucar como sendo [-

glicose.

Figura 1.32: Ampliagao do espectro de HMBC (DMSO-dg, 500 MHz) para EBA2. Correlagdo
entre o4 4,5 ppm (H-1’) e 3¢ 95,4 ppm (C-21), indicando a posicdo da ligagdo do
acgucar.

No espectro de H'RMN para EBA2, foi observado um tripleto em &y 1,0 ppm,
enquanto o C"™RMN permitiu a visualizagdo de um sinal em 8¢ 10,4 ppm. Estes
deslocamentos, nas duas regides espectrais, sdo caracteristicos de grupos metila
(fig. 1.33). A analise de EBA2 por HSQC mostrou a correlagéo entre o4 1,0 ppm e ¢

10,4 ppm, confirmando a presenca deste radical metila.
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H'RMN |

Figura 1.33: Ampliacdes dos espectros de C"RMN (DMSO-ds, 125 MHz) e de H'RMN
(DMSO-dg, 500 MHz) para EBA2, apresentando os deslocamentos quimicos referentes

a metilaem oy 1,0 € 6¢ 10,4 ppm.

As correlacdes H'-H' COSY entre os hidrogénios em 84 7,2 (H-10); 84 7,5 (H-
11) e 84 8,17 ppm (H-9) confirmam a existéncia do anel inddlico, enquanto a relagcéo
entre 64 7,9 (H-6) e o4 8,23 ppm (H-5) demonstra a estensao do croméforo, formando
uma B-carbolina. A secologanina foi caracterizada pela ligagao entre a vinila terminal
em o4 4,6 e 4,8 ppm (H-18a e H-18b) e 6y 5,7 ppm (H-19). Contudo, observou-se
uma correlagéo incomum entre d4 2,6 (H-20) e o tripleto em 64 1,0 ppm, indicando a

presenca de um grupamento metila ligado nesta porgcao da molécula (fig. 1.34).

Figura 1.34: Conectividades relativas entre os sinais de hidrogénio de EBA2, obtidas pelo
espectro de correlacdo H'-H' COSY.
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A constatagado de correlagbes, no HMBC, entre o hidrogénio em 6y 2,6 ppm
(H-20) e os carbonos em &c 118,9 (C-18), 134,8 (C-19), 95,4 (C-21) e 10,4 ppm
(CH3), determinam a vizinhanga entre estes sinais e corroboram a ligacdo da metila
no carbono C-20 (fig. 1.35).

A metilagdo nesta posigao indica uma abertura do anel secologanina ligado
ao esqueleto B-carbolina, retratando uma via biossintética ndo usual de incorporagéo
deste iridoide a triptamina. A rota classica para a formacdo de alcalbdides
monoterpeno inddlicos € constituida pela condensacdo de uma unidade de
triptamina e do iriddide secologanina, levando a formagao de estrictosidina (SOLIS
et al., 1993).

A configuragdo da posicdo C-3 diferencia os alcaldides estrictosamida, que
possui H-3 em posig¢ao alfa, de seu epimero vincosamida, com configuragao beta.
As diferengas entre os deslocamentos quimicos dos sinais em C-5 e C-14 sao
utiizadas para atribuir a configuracdo a posicdo C-3 (ERDELMEIER, 1991).
Segundo ERDELMEIER (1991), ha uma diferengca de cerca de 4 ppm entre os
deslocamentos quimicos de C-5 para estrictosamida e vincosamida. Vincosamida
apresenta H-14a deslocado em 0,5 ppm para freqiéncias mais altas e o sinal de C-
14 cerca de 6 ppm mais desblindado que em estrictosamida. ARBAIN et al. (1993)
determinaram configuracéo alfa para o H-3 do &acido estrictosidinico, através da

comparacdo de seu espectro de H'RMN com os de estrictosidina (H-3a.) e vincosida

(H-3B).

Para miriantosina, H-3 apresentou sinais em3,11 ppm e os deslocamentos
quimicos de C-5, C-14 e H-14a foram diferentes dos obtidos para &acido
estrictosidinico. A presenca da ligagdo dupla entre as posigdes C-5 e C-6 e da
abertura do anel secologanina na estrutura do alcaldide sdo apontadas como
responsaveis por tais alteragdes. Dessa forma, para determinagdo da configuragao

de H-3 para miriantosina sdo necessarias analises espectroscopicas adicionais.
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Figura 1.35: Espectro de HMBC para EBA2, apresentando as correlagdes entre H-20, os
carbonos C-19, C-18 e C-21 e a metila em 6 118,9 ppm.

Na analise cromatografica de EBA, verificou-se a presenga de apenas dois
picos, com tempos de retencédo 8,5 e 9,4 minutos. Ambos apresentaram perfis de
alcaldides indol monoterpénicos no UV. O fracionamento de EBA foi realizado em
dois laboratérios diferentes, sob condicbdes experimentais bastante semelhantes,

resultando em duas fragdes (EBA1 e EBA2).

by

As analises espectroscopicas que levaram a identificacdo dos alcaldides
foram realizadas no Laborat6rio Farmacognosia e Fitoquimica da Universidade de
Genebra. Neste laboratério, a fragcdo EBA2 apresentou apenas um pico na analise
cromatografica, correspondendo a miriantosina (fig. 1.9). EBA2 obtido no laboratério
desta universidade, apresentou perfil cromatografico distinto, sendo constituido por

dois picos, um com UV e tempo de retengao correspondentes a miriantosina e outro
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bastante diferente, em tempo de retencdo maior (fig. 1.18), contrariando o resultado
obtido para o extrato EBA (fig. 1.8). Este fato sugere a instabilidade quimica da
miriantosina, que pode decorrer da abertura do anel secologanina. A realizagdo de
uma nova analise cromatografica (tab. 1.2) com uma amostra de miriantosina isolada
na Universidade de Genebra demonstrou a degradacdo do pico do alcaldide,
formando um composto com caracteristicas de UV divergente do cromdéforo de
alcaloides monoterpeno inddlicos (fig. 1.36).
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Figura 1.36: Perfil cromatografico de EBA2 em analise por CLAE/DAD, A = 280 nm; coluna
Symmetry C45(3,5 um, 4.6 x 7,5 mm).
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Psychotria é caracterizado pela sua complexidade taxonémica, que dificulta a
delimitacdo de suas fronteiras. Este género esta relacionado a Calycodendrum,
Calycosia (LIBOT et al., 1987) e Cephaelis, além de apresenta estreita similaridade
com Palicourea (TAYLOR, 1993 e 1996). Caracteristicas puramente morfologicas
sao ineficientes na classificagcdo do género, sendo necessaria a utilizagdo de dados
moleculares na revisdo dos limites genéricos (TAYLOR, 1993 e 1996;
NEPOKROEFF, 1999). Informagbes como distribuicdo geografica e morfologia,
levaram PETTIT (1964 e 1966) e STEYERMARK (1972) a propor a subdivisdo em
trés subgéneros: Psychotria, abrangendo as espécies pantropicais; Tetramerae, com
espécies da Africa e Madagascar e Heteropsychotria, incluindo a maioria das
espécies encontradas nos neotropicos. NEPOKROEFF (1999), utilizando estudos
filogenéticos, sugere a fusdo de Palicourea no subgénero Heteropsychotria,

formando um género préprio.

Devido a controvérsia com respeito de Psychotria, varios estudos fitoquimicos
foram desenvolvidos com o propdsito, além de isolar e identificar os metabdlitos do
género, de auxiliar a classificacdo do mesmo através de dados quimiotaxonédmicos.
Dessa forma, verificou-se que os alcalbides inddlicos sdo os principais metabdlitos
do género Psychotria, sendo em sua maioria do tipo polindolinas, que parecem
caracterizar o subgénero Psychotria (KERBER, 1999; De SANTOS et al., 2001).
Com excegéao de P. glomerulata (SOLIS et al., 1997) e P. colorata (ELISABETSKY et
al., 1997; VEROTTA et al., 1998), esses alcaldides poliméricos nao tém sido

encontrados em espécies neotropicais.

Alcaloides indol monoterpénicos O-glicosilados tém sido frequentemente
isolados de espécies da familia RUBIACEAE, principalmente em Psychotria e
Palicourea, um género exclusivamente neotropical (ACHEMBACH et al., 1995;
KERBER et al., 2001). As similaridades entre ambos sdo bastante grandes e
Palicourea também se caracteriza pela presenga de alcaldides polinddlicos, mas
com a peculiaridade de organizarem-se de forma dimérica, ao invés daqueles
encontrados no subgénero Psychotria, que apresentam variados graus de
polimerizagao (LOPES et al., 2004).

O isolamento dos alcaldides N-b-D-glicopiranosil vincosamida, de P. leiocarpa
(LOPES, 1998; HENRIQUES et al., 2004); psicolatina, composto majoritario de p.
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umbellata; braquicerina de P. brachyceras (KERBER et al., 2001 e 2003); lialosideo,
estrictosamida e naucletina, de P. suterella (De SANTOS, 1999; De SANTOS et al.,
2001), além da investigacdo, por CLAE/DAD, de 12 outras espécies neotropicais
(LOPES et al., 2004) sugerem que o subgénero Heteropsychotria seja caracterizado

pela produgao de alcalbides indol monoterpénicos.

O isolamento e a identificacdo de estrictosamida, acido estrictosidinico e
miriantosina corroboram a hipotese de producgao de alcaldides indol monoterpéncios
por espécies neotropicais, incluindo Psychotria myriantha no subgénero

Heteropsychotria.

63






CAPITULO 1

Psychotria myriantha: INFLUENCIA SOBRE A MIGRACAO DE
LEUCOCITOS, ACAO ANTIOXIDANTE E SOBRE A
ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE E EFEITO

ANALGESICO






Il. INTRODUCAO

II.1. Usos tradicionais e atividades farmacoldgicas de Psychotria

Espécies de Psychotria sdo empregadas na medicina popular de varios
paises, no tratamento de diversas doengcas como: problemas do estémago,
complicagbes do parto, disenteria, hemorragia menstrual, febres, problemas
brénquicos, célicas, constipacdo, hipertensdo e afeccdes cutdneas (ADJIBADE,
1989; LEAL, 1994). A tabela Il.2 apresenta exemplos de usos populares e atividades

farmacologicas descritas para o género.

Psychotria viridis é, provavelmente, a espécie de Psychotria mais citada na
literatura cientifica devido a sua inclusdo, juntamente com P. carthagenesis e
Banisteriopsis caapi, na bebida conhecida como “ayahuasca”, utilizada nas regides
amazodnicas em rituais religiosos e outras finalidades. P. viridis € caracterizada pelo
grande conteudo de N,N-dimetiltriptamina (RIVIER e LINDGREEN, 1972; McKENNA
et al., 1984; WITHERUP et al., 1994), alcaléide com potente agcédo alucindbgena
(McKENNA et al., 1984; LIWSZYC et al.,, 1992; LEAL e ELISABETSKY, 1996;
FREEDLAND e MANSBACH, 1999).
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Tabela Il.1:

espécies de Psychotria.

Uso tradicional

Usos tradicionais e atividades farmacoldgicas descritas para

Atividades farmacoldgicas Referéncia

F. capensis Africa do Sul diarréia e parasitoses antibacteriana McGAYY et g, 2000
intestinais

F. gardner e 3 Lanka antibacteriana e antifingica §JAYASINGHE et &/ | 2002

P. stenophylia

P. microblasta | Mova Guing antimicrobiana KWHAM af g/, 2001

P. ipecacuanha  Coldmbia picada de cobras nao neutralizaram o efeito OTERO et af, 2000

e F. posppigiana

hemorragico induzido por
veneno de Bothrops atrox

F. klugii Peru antimalarica e leishmanicida § MUHAMMAD st ai |, 2003
P. serpens Taipei infecgies virais e inibir & replicagéo do KUO et &l 2001
bacterianas wvirus HEW-1
P. elata Panama hipertenséo, disfungdes finibigdo da constrigéo CABALLERO-GEORGE
cardiovasculares, dos vasos sanguineos, agdo M et &/, 2001
distlrbios mentais, ansiolitica e regulagéo
desordens alimentares fdo consumo alimentar
P. hawaliensis Hanrai doengas infecciosas antiviral e antimicrobiana LOCHER et af, 1995

Atividade analgésica do tipo opidide e reversivel por naloxona foi descrita
para Psychotria colorata, utilizada tradicionalmente por caboclos da Amazénia para
o tratamento de “dores” em geral (ELISABETSKY et al.,, 1995). O mesmo tipo de
acao foi demonstrado pelo extrato etandlico de P. umbellata,
1994).

composto majoritario em P. umbellata (KERBER, 1999), produziu atividade dose-

subgénero

Heteropsychotria (LEAL, O alcaldide indol monoterpénico psicolatina,
dependente, parcialmente reversivel por naloxona, em modelos térmicos de
nocicepgao, sugerindo participacao de receptores do tipo opidide no seu mecanismo
de acdo (BOTH, 2001; BOTH et al.,, 2002b). Este alcaldide apresentou atividade
ansiolitica nas doses de 7,5 e 15,0 mg/kg, em camundongos testados em modelos
de ansiedade e acgao antidepressiva nas doses de 3,0 e 7,5 mg/kg, em animais
submetidos a tarefa do nado forcado (BOTH et al., 2005). Os extratos etandlicos das
espéecies de P. brachyceras, P. leiocarpa, P. myriantha e P. suterella, testados pelo
ensaio “tail flick”, apresentaram acao analgésica inespecifica e efeito hipotérmico
(ELISABETSKY et al., 1997). O alcaldide acido estrictosidinico apresentou atividade
antinociceptiva nos testes das contor¢bes abdominais e placa quente, sugerindo

atividade analgésica periférica (REANMONGKOL et al., 2000). Os dados descritos
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para as espécies P. umbellata, P. brachyceras, P. suterella e P. myriantha,

componentes de Heteropsychotria, sugerem que espécies deste subgénero

apresentam atividades relacionadas a analgesia, estimulando a investigacdo deste

efeito no extrato butandlico e no alcaldide isolado de P. myriantha.

Com base na diversidade de usos populares e atividades farmacoldgicas

descritas para espécies do género Psychotria, os objetivos deste capitulo foram:

» Investigar, por meio de ensaios in vitro, o comportamento dos

alcaldides isolados das folhas de P. myriantha quanto a atividade

antiinflamatodria, antioxidante e inibidora da acetilcolinesterase.

Avaliar, de forma preliminar, a atividade inibidora
da quimiotaxia de leucdcitos polimorfonucleares
para os extratos diclorometano e n-butandlico de
alcaloides de isolados P. myriantha,
estrictosamida, acido estrictosidinico e
miriantosina, empregando o ensaio in vitro da

camara de Boyden;

Verificar possiveis propriedades antioxidantes
para os alcaldides: EDA, EBA estrictosamida,
acido estrictosidinico e miriantosina, por
bioautografia frente ao radical livre 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH);

Identificar a potencial influéncia dos alcalbides
isolados e dos extratos de P. myriantha sobre a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, por

bioautografia.
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» Analisar o extrato butandlico de alcaldides (EBA) e acido

estrictosidinico, quanto a atividade analgésica.

e Avaliar EBA quanto ao seu percentual de inibicdo
no teste de dor induzida por capsaicina em

camundongos;

e Verificar a influéncia do tratamento com acido
estrictosidinico e com o extrato EBA sobre os
tempos de reagdo em camundongos submetidos
ao modelo da retirada da cauda ao estimulo

térmico (tail flick);

o Estabelecer o tipo de efeito analgésico

apresentado por EBA e acido estrictosidinico.
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[1.1.1. Processo inflamatorio

Os processos inflamatérios constituem a resposta de um tecido vivo a um
estimulo lesivo, compreendendo uma série de eventos vasculares e celulares que
objetivam o reparo da lesdo. Uma das principais etapas da inflamacao ¢ a liberacao
de leucdcitos (neutrofilos) da corrente sanguinea para o local da lesdo, migragéo
conhecida como diapedese ou quimiotaxia (RANG et al., 2004). Os leucdcitos séo
essenciais para a resposta inflamatéria primaria contra organismos invasores, ja que
respondem a varios sinais quimiotaxicos bem definidos, tais como peptideos,
leucotrienos, derivados do sistema complemento, componentes de matrizes
extracelulares, fatores derivados de células ndo imunes, metabdlitos do acido
araquidénico e produtos bacterianos, como por exemplo, os lipopolissacarideos
(LPS) (HUJANEN et al., 1995).

Eventos inflamatorios estdo envolvidos na génese de diversas enfermidades.
Na neuroinflamagdo, macréfagos e mondcitos da microglia detectam o agente
causador da lesdo e respondem com a sintese de citocinas pro-inflamatdrias,
principalmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a), cuja
producao excessiva contribui para a formacao de lesdes em doengas neuroldgicas e
neurodegenerativas (MASILAMONI et al., 2005). Este processo, conhecido como
ativagdo microglial, esta implicado na patogénese de doencgas neurodegenerativas
como esclerose multipla, doenga de Huntington, esclerose lateral amiotrofica,
doengas de Parkinson e Alzheimer (MARCHETTI e ABBRACHIO, 2005).
MASILAMONI et al. (2005) determinaram niveis significativamente aumentados de
TNF-a. e IL-1B e NO em plasma, hipocampos e coértices de camundongos com
processos inflamatérios induzidos por nitrato de prata. Na esclerose multipla, doenca
auto-imune crénica, com etiologia ainda parcialmente conhecida, a ativagéo
microglial, e o consequente aumento na produgao de citocinas pré-inflamatérias, € a
responsavel pela perda da bainha de mielina dos axénios da glia (PERRY et al.,
2003; HENDRIKS et al., 2005).

Estudos imuno-histoquimicos demonstram a presenca de inflamagdo em
regides cerebrais afetadas pela doenca de Parkinson (McGEER e McGEER, 2004),
sendo que altos niveis de mediadores inflamatérios foram encontrados nos estriados
destes pacientes (HALD e LOTHARIUS, 2005). A doenca de Parkinson se
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caracteriza pela perda de neurdnios dopaminérgicos, que poderia estar associada
com a atividade da microglia. Experimentos onde animais foram tratados com
injecdo intranigral de LPS apresentaram ativagdo microglial e degeneragao
dopaminérgica, confirmando esta hipétese (HALD e LOTHARIUS, 2005). Segundo
McGEER e McGEER (2004), o uso crbnico de agentes antiinflamatérios pode

retardar o inicio da doencga e reduzir a progresséo da perda dopaminérgica.

CHEN et al. (2003) relatam que o uso de antiinflamatorios ndo esterdides
pode retardar ou prevenir o inicio da doenga de Parkinson. Em artigo de reviséao,
STUVE et al. (2003) indicam que farmacos da familia das estatinas podem inibir a
migracao de leucdcitos e diminuir a expressao de mediadores inflamatdrios, além de
reduzir a secregao B-amiléide no sistema nervoso central. Estudos in vitro sugerem
uma atividade antiinflamatoria para estes farmacos, e modelos in vivo demonstram
que seu uso pode ser benéfico no tratamento de diferentes disturbios cerebrais
envolvendo inflamagdo (STUVE et al., 2003). Muitas substancias tém sido
investigadas quanto a sua capacidade antiinflamatéria, através da intervengao em
diferentes estagios do processo. Neste contexto, o reino vegetal atua como uma

importante fonte de recursos na busca por substancias com esta atividade.

A Unica espécie do género Psychotria avaliada quanto a atividade
antiinflamatéria foi P. insularum, utilizada tradicionalmente em Samoa no tratamento
de ‘“inchaco”, febre, desconforto abdominal, incontinéncia, abscesso, catarata,
queimadura, diarréia, dor em geral e reumatismo. Extratos de P. insularum foram
submetidos a testes in vitro e in vivo, que resultaram na inibicdo significativa do
edema induzido em orelha de ratos e da biossintese de prostaglandinas catalisada

pela enzima cicloxigenase 1 (DUNSTAN et al., 1997).
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11.1.2. Agentes Oxidantes

Os radicais livres sdo constituidos principalmente pelas espécies reativas de
oxigénio (ERQO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), sendo que a disparidade
entre sua produgdo e eliminagdo pelos mecanismos antioxidantes enddgenos
caracteriza o estresse oxidativo (AUDDY et al., 2003; AZZI et al., 2004). O aumento
na producdo de radicais pode causar danos nas membranas celulares, por
peroxidagao de lipideos, ligagdes cruzadas das proteinas, inativagdo de enzimas e
lesdo do DNA, constituindo fatores causais relevantes em doencgas
neurodegenerativas (AUDDY et al., 2003; EL-SHERBINY et al., 2003). Além disso,
patologias como isquemia e inflamacgéo, por exemplo, podem induzir a formagao de
radicais livres (CUZZOCREA et al., 2001).

Altas concentracbes de radicais livres foram detectadas no cérebro de
pacientes com Alzheimer, doenga de Parkinson e deméncia (MONTINE et al., 2004).
A isquemia é caracterizada pela ativacdo de fosfolipases, que aumentam a liberagao
de acido araquiddnico, contribuindo para a geragcdo de EROs e peroxidagdo de
lipideos, responsaveis pela lesdao cerebral (ADIBHATLA e HATCHER, 2006). O
estresse oxidativo parece estar envolvido na neurotoxicidade das placas pB-amildides,
caracteristicas da doenca de Alzheimer (STACKMAN et al., 2003). PARIHAR et al.
(2004) demonstraram que hipocampo e cortex s&o regides cerebrais altamente
susceptiveis a lesdes oxidativas, corroborando os déficits de memoaria e aprendizado
apresentados por pacientes com Alzheimer, j4 que essas estruturas sao as
principais responsaveis por tais fungdes cognitivas, sendo intensamente afetadas

pelas formacgdes amildides.

A doenga de Parkinson €& marcada pela degeneragdo de neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra. Esta perda neuronal pode ser causada pelo
processo de auto-oxidacao intracelular de dopamina (DA), pela enzima monoamino
oxidase A (MAO-A), que gera H,O,. O perdéxido de hidrogénio formado pode ser
convertido em radicais hidroxila, contribuindo para o estresse oxidativo observado
em pacientes com Parkinson (HALD e LOTHARIUS, 2005).

Os sistemas cerebrais endégenos de defesa contra radicais livres empregam

diferentes vias de inativagdo, como a vitamina E ou a-tocoferol, que inibe a
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peroxidagao de lipideos, e a quelagdo de metais. Entretanto, o uso de antioxidantes
que se acumulam no tecido neuronal sdo candidatos em potencial para prevengao

ou tratamento de desordens envolvendo lesdo oxidativa (BALU et al., 2005).

Grande numero de plantas € utilizado para o tratamento de doencgas
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer, além de perda de memoria e
outras desordens cerebrais. Dentre estas, Sida cordifolia, Evolvulus alsinoides e
Cynodon dactylon apresentaram intensa atividade antioxidante em ensaios para
inibicdo da formacéo de radicais livres e lipoperoxidagdo (AUDDY et al., 2003). O
extrato de sementes de uvas administrado em ratos, aumentou o desempenho em
testes de memoria, diminuiu a formacdo de EROs e a oxidagao de proteinas nos
cortices, estriados e hipocampos dos animais (BALU et al., 2005). O extrato de
Hypericum perforatum apresentou efeito antioxidante em ratos com disturbios de
memoria e aprendizado induzidos pela administracdo de escopolamina. Um efeito
antioxidante sobre o sistema nervoso central foi observado para o extrato das
sementes de Celastrus paniculatum, empregado pela medicina chinesa contra
disturbios cognitivos (HOWES e HOUGHTON, 2003).

De acordo com SAHA et al. (2004), em screening in vitro com plantas
medicinais da Malasia, os extratos metandlicos de folhas e caules de Psychotria
rostrata demonstraram ag¢ao antioxidante mais alta que a dos padrbes a-tocoferol e
quercetina no teste com tiocianato férrico; resultados comparaveis aos do padrao
butilidroxitolueno (BHT) no teste com acido tiobarbiturico e baixa atividade como
sequestrador de radicais livres, frente ao radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila ou (DPPH).
Nenhum relato foi encontrado na literatura sobre a agdo antioxidante de outras
espécies do género, o que torna valida a investigacdo desta atividade, ja que os

alcaldides de Psychotria apresentam grande diversidade de efeitos farmacolégicos.
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11.1.3. Inibic&o da acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase é o principal componente das sinapses
colinérgicas cerebrais. Possui a fungédo biolégica de bloquear a transmissédo do
impulso colinérgico através da hidrdlise rapida da acetilcolina (AHMED et al., 2006),
neurotransmissor predominante no hipocampo e no cortex cerebral, areas
relacionadas a memoria e aprendizado. A deficiéncia de acetilcolina, principalmente
nas regides corticais, constitui uma caracteristica marcante da doenga de Alzheimer,
sugerindo que a privagao colinérgica nessas areas esteja implicada nos disturbios
cognitivos tipicos dos estagios iniciais da doenga (HOUGHTON et al., 2004; GRON
et al., 2006).

Uma das estratégias utilizadas para compensar o déficit de aceticolina é o uso
de substancias capazes de aumentar seletivamente a fungao colinérgica nas fendas
sinapticas, através da inibicdo da enzima acetilcolinesterase (BARNES et al., 2000;
AHMED et al, 2006). Os inibidores da colinesterase constituiram o primeiro
tratamento farmacolégico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para
Alzheimer e sao, ainda hoje, os compostos mais efetivos empregados na terapéutica
(OH et al., 2004; STANDRIDGE, 2004). Estes agentes ndo impedem a progressao
da doenga, mas estabilizam a perda cognitiva e auxiliam a manutengao das fung¢des
globais (MICHAELIS, 2003). Neste contexto, o reino vegetal constitui uma importante

fonte para a descoberta de novos inibidores da acetilcolinesterase.

Galantamina € a substancia ativa do primeiro medicamento de origem vegetal
(RAZADYNE?®) utilizado para o tratamento da doenca de Alzheimer. Este alcaldide
foi isolado pela primeira vez em Galantus spp., sendo encontrado em muitas
espécies da familia AMARYLLIDACEAE (HEINRICH e TEOH, 2004). O uso de
galantamina aumentou significativamente a concentracdo de acetilcolina no
hipocampo e atenuou o prejuizo na memdria espacial por indugédo nos receptores
NMDA (MULDER et al., 2005).

A partir da espécie Huperzia serrata, utilizada pela medicina chinesa em
problemas de perda de memodria, foi isolado o alcaléide huperzina A, um inibidor da
colinesterase com indice terapéutico superior ao da tacrina e fisostigmina, capaz de

atenuar os déficits cognitivos e promover a neuroprotegdo em pacientes com
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Alzheimer (HOWES e HOUGHTON, 2003; ZANGARA, 2003; LIANG e TANG, 2004).
O extrato de alcaldides dos bulbos das espécies Crinum jagus e Crinum glaucum,
usadas na Nigéria na perda de memoria, apresentaram atividade anticolinesterasica,
sendo que o fracionamento bioguiado permitiu o isolamento de hamaina e licorina
(HOUGHTON et al., 2004).

Entre os alcaldides inddlicos, coronaridina, voacangina, rupicolina, ibogamina,
ibogaina, abogalina, voacalotina e afinisina, isolados de Tabernaemontana australis,
apresentaram atividade inibidora da acetilcolinesterase no ensaio sobre CCD, sendo
que os cinco primeiros foram ativos nas mesmas concentragdes dos padrdes de
referéncia fisostigmina e galantamina (0,01 mM) (ANDRADE et al., 2005). Apesar de
a literatura cientifica apresentar grande numero de publicagbes a respeito da
atividade de plantas sobre a colinesterase, ndo foram encontrados relatos sobre a
influéncia de extratos ou alcaldides isolados de espécies de Psychotria sobre esta

enzima.

II.1.4. Doenca de Alzheimer, inflamacéao e estresse oxidativo

A doencga de Alzheimer é um disturbio cerebral degenerativo e progressivo,
complexo e multifatorial, caracterizado pela perda da memodria e diminuicdo da
capacidade cognitiva (ANEKONDA e REDDY, 2005). Suas principais caracteristicas
patolégicas sdo: a deficiéncia colinérgica, a deposigao de placas amildides (placas

senis) e a formacéo entrelagamentos neurofibrilares (KUME et al., 2005).

A presenca de processos inflamatérios nas areas cerebrais afetadas por
deposigdes pB-amildides foi caracterizada pela identificagdo de um grande numero de
astrocitos e células da microglia ativados nessas regides, além de citocinas
inflamatérias (McGEER e MCcGEER, 2003; ANEKONDA e REDDY, 2005;
HOOZEMANS et al., 2006). Considerando que a ativag&o glial esta relacionada a
lesdo tecidual na inflamagcdo, sua presenca nas placas senis demonstra que o
processo inflamatério contribui para a patologia da doenca de Alzheimer
(HOOZEMANS et al., 2006).
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Estudos demonstram que pacientes que recebem tratamento antiinflamatério
contra artrite ou artrite reumatdide apresentam consideravel redugcdo no risco de
desenvolvimento de Alzheimer (McGEER e McGER, 2003). Dessa maneira, uma das
estratégias para o tratamento da doenca envolve o uso de antiinflamatérios néo
esteroides, com o objetivo de suprimir a atividade microglial, reduzindo a lesao
cerebral por deposi¢cao amildide (ANEKONDA e REDDY, 2005).

As citocinas podem apresentar um efeito sinérgico com outros mediadores
inflamatérios, ativando a infiltracdo de leucdcitos e conduzindo a uma superproducao
de radicais livres no local da les&do. Leucotrienos como LTB4, sdo mediadores
importantes, pois ativam as células inflamatdrias e estimulam a producédo de
citocinas, acentuando a geragao de radicais livres, prolongando, consequentemente,
a inflamacgao tecidual (AGHA e MANSOUR, 2000).

Pesquisas sugerem que o estresse oxidativo seja um dos principais fatores
envolvidos no desenvolvimento e progressdao do Alzheimer. Estudos indicam que a
acao de radicais livres sobre os lipideos, proteinas e acidos nucléicos € mais intensa
em pacientes afetados por esta enfermidade (ANEKONDA e REDDY, 2005). A
exposicao a proteina amiléide aumentou a lipoperoxidagdo e oxidagao protéica em
culturas celulares, da mesma forma que é observado um aumento da peroxidagao
lipidica e da oxidagdo do DNA mitocondrial em cérebros de pacientes com Alzheimer
(JHOO et al., 2004). A injecao intracerebroventricular de proteina -amiléide causou
déficits de memaoria em ratos avaliados pelo teste water maze. Segundo JHOO et al.
(2004), o tratamento com o antioxidante a-tocoferol melhorou o desempenho dos
animais nos testes de memdria e aumentou a atividade da enzima SOD em
hipocampo e cortex. Através desses resultados, os autores verificaram que o
estresse oxidativo contribui para a neurotoxicidade induzida pela proteina p-amildide.
O uso de a-tocoferol na suplementacado da dieta tem demonstrado efeitos benéficos
em estudos antioxidantes em pacientes com Alzheimer, indicando que a vitamina E
pode exercer um efeito direto no tratamento da doenga (ANEKONDA e REDDY,
2005).

Algumas espécies vegetais empregadas na medicina tradicional da China e
india para o tratamento de distirbios neurolégicos e neurodegenerativos

apresentaram atividade antiinflamatéria e antioxidante como é o caso de Celastrus
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paniculatus, Centella asiatica e Ginkgo biloba (HOWES e HOUGHTON, 2003).
Muitas misturas de plantas s&o utilizadas tradicionalmente no tratamento da doenga
de Alzheimer em paises orientais como China, Coréia e Japdo. Entre estas se
destaca a combinagao entre Ginkgo biloba e Panax ginseng, usada pela medicina
chinesa, que aumentou os niveis de acetilcolina em cérebros de ratos submetidos a
les&o induzida por proteina amiléide (ANEKONDA e REDDY, 2005).

O desenvolvimento de estratégias para o tratamento da doenca de Alzheimer
tem sido progressivo e inclui a avaliagdo de substancias antiinflamatorias,
antioxidantes, anti-amiléides e pro-colinérgicas. Contudo, o sucesso da aplicagéao
dessas estratégias terapéuticas requer ainda investigagdes minuciosas quanto a

seus efeitos benéficos e adversos.
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1.2. MATERIAIS E METODOS

11.2.1. EqQuipamentos e materiais

Placas de acrilico contendo pogos de 500 pL cada; filtros de membrana em
nitrato de celulose Millipore (13 mm x 8 um poro), microscopio Nikon Alpha Phot-2
YS-2, cdmara de Neubauer, cromatoplacas de gel de silica GF Merck, centrifuga
Excelsa 206 BL Fanem.

I1.2.2. Determinacédo da atividade antiinflamatoria in vitro

A investigacdo da atividade antiinflamatéria in vitro foi realizada segundo
método padronizado nesta Faculdade por SUYENAGA (2002), empregando o ensaio
da camara de Boyden, modificada por ZIGMOND e HIRSCH (BOYDEN, 1962;
ZIGMOND e HIRSCH, 1973; MELLO et al., 1992), através da avaliagdo da inibigdo
da migragdo de leucdcitos polimorfonucleares, processo chamado quimiotaxia. A
camara de BOYDEN ¢é composta por duas placas de acrilico, contendo pogos com
capacidade de 500 uL cada, dispostas uma sobre a outra, sendo que 0s pogos
formam dois compartimentos separados por um filtro de nitrocelulose. Os
compartimentos inferiores foram preenchidos com solucdo contendo o fator
quimiotaxico, enquanto os inferiores continham a amostra dispersa em suspenséao
de neutréfilos na concentragdo de 100 ug/mL. A migracdo dos neutréfilos através do
filtro, seguindo o gradiente quimiotaxico, foi avaliada e comparada ao controle, que
foi obtido pela quimiotaxia da suspensao de leucdécitos sem a amostra (fig. I1.1). Para
a obtencao do plasma e da suspensao de neutrdfilos, foram utilizados ratos Wistar

machos, com peso entre 180 e 220 g.
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Figura 1.1: Montagem da camara de Boyden; (1) Compartimento superior: suspenséo de
neutrdéfilos + amostra; (2) filiro de nitrato de celulose; (3) compartimento inferior: plasma
+ fator quimiotaxico.
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11.2.2.1. Obtencé&o do fator quimiotaxico

O fator quimiotaxico foi obtido pela incubacdo de uma solugdo de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), na concentragdo de 65 pg/mL, em
plasma de ratos, por 30 minutos a 37 °C. A presencga de antigenos como o LPS no
plasma ativa a formagao de quimiocinas, desencadeando os eventos envolvidos no
processo inflamatoério responsaveis pela atragao dos leucdcitos até o local da lesao.
Apds a incubagao, o plasma foi plasma foi diluido (V/V) em solugdo tampao de
Hanks a 4%.

[1.2.2.2. Suspensédo de neutroéfilos

Para a obtengao dos neutréfilos, uma solugdo de 20 mL de glicogénio 1% foi
administrada na cavidade peritoneal de um rato. Apés um periodo de quatro horas, o
animal foi sacrificado e recebeu uma injegao intraperitoneal de 60 mL de solugao de
Hank’s, contendo 1 Ul/mL de heparina. O liquido da cavidade peritoneal foi
recolhido e centrifugado, as células foram lavadas com tampao de Hanks e diluidas
até uma contagem de 1,5 x 10° células em camara de Neubauer. O extrato e os
alcaloides isolados foram dissolvidos nessa solugdo de neurtréfilos e 500 pL foram

adicionados ao compartimento superior da camara.

11.2.2.3. Determinacé&o da atividade migratoria dos leucocitos

As camaras foram preparadas em duplicata para cada amostra e incubadas
em atmosfera umida por 1 hora, a 37 °C. Posteriormente, os filtros foram removidos,
fixados, corados e diafanizados por 12 horas em xilol. Os filtros foram montados
entre lamina e laminula, sendo que a leitura foi realizada sob microscopia 6ptica,

com objetiva de 40 vezes. Com o foco no plano superior do filtro, o plano de
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observacdo do microscoépio foi aprofundado até a visualizagdo de apenas duas
células em foco. A distancia medida em micrdmetros permitiu avaliar a capacidade
migratéria dos neutrofilos (ZIGMOND e HIRSH, 1973). A leitura foi feita através da
avaliagao de cinco campos diferentes em cada filtro e os resultados expressos como
a média + erro padrao da média (epm). A analise estatistica foi realizada
empregando o teste “t” de Student. Foram analisados o extrato EBA e seus
alcaloides isolados: acido estrictosidinico, miriantosina e estrictosamida, além de
uma amostra auténtica de vincosamida, isolada de P. leiocarpa e possivelmente

presente no extrato, na concentracéo de 100 pg/mL.

11.2.3. Determinagéo da atividade antioxidante

Uma amostra de vincosamida, isolada de folhas de P. leiocarpa, os extratos
butandlico e diclorometano de folhas de Psychotria myriantha, além dos alcaldides
acido estrictosidinico e miriantosina, foram avaliados quanto a atividade antioxidante

frente ao radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

Solugdes das amostras em metanol e da substancia de referéncia boldina, na
concentracdo de 1 mg/mL, foram aplicadas sobre as cromatoplacas quantidades
correspondentes a 10, 25 e 50 ng. Apods a secagem, as placas foram reveladas com
solucao metandlica de DPPH a 0,2%. A aspersao com DPPH confere a placa uma
coloragao purpura, sendo que um resultado positivo é evidenciado pela formacao de
manchas amareladas, indicando a inibigdo do radical livre (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).
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[1.2.4. Atividade inibidora da acetilcolinesterase

Vincosamida, EDA, EBA e os alcaldides isolados de Psychotria myriantha
foram avaliados quanto a sua influéncia sobre a enzima acetilcolinesterase,
empregando o método de bioautografia descrito por MARSTON et al. (2002). A
solucdo estoque contendo a enzima foi preparada pela dissolugdo da
acetilcolinesterse (1000 U) em tampao Tris com pH 7,8, acrescido de albumina
bovina, para conferir estabilidade enzimatica. As cromatoplacas foram eluidas com
acetona para a remocao de possiveis impurezas. As amostras foram dissolvidas em
metanol e aplicadas sobre a silica, sendo posteriormente, submetidas a secagem
com ar frio para a remocao completa do solvente. A substancia de referéncia para o
teste foi galantamina, na dose de 10 ug por aplicagdo. A placa foi borrifada com a
enzima e incubada em atmosfera umida, por 20 minutos a 37 °C. Uma solucdo de
acetato de naftila em etanol (2,5 mg/mL) e uma solu¢gao aquosa de Fast Blue B (2,5
mg/mL) foram preparadas imediatamente antes dos uso. Apds a incubacéo, a placa
foi aspergida com uma mistura de 10 mL da solu¢do de acetato de naftila e 40 mL
de Fast Blue, adquirindo coloragao purpura (fig. 11.2), a exceg¢ao das areas onde a

enzima foi inibida, que ndo desenvolveram coloragao.
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Figura I.2: Reacdo da acetilcolinesterase com acetato de naftila, formando um composto
com coloragéo purpura (MARSTON et al., 2002).

11.2.5. Atividade analgésica

Os testes para a avaliagao da atividade analgésica do extrato e do alcaldide
isolado de P. myriantha foram desenvolvidos no laboratério de Farmacologia da

UFRGS, com a colaboracéo da Profa. Dra. Mirna B. Leal.
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11.2.5.1. Animais de Experimentacao

Foram utilizados camundongos CF1 albinos, machos e adultos, com peso
entre 35 — 40g, fornecidos pela Fundacédo Estadual de Produgdo e Pesquisa em
Saude (FEPPS). Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e alimento em
ciclos de claro/escuro de 12 horas, em ambiente com temperatura controlada (22
°C), sendo que sua manipulacéo foi realizada de acordo com os principios éticos
descritos por GOLDIM (1995). Quarenta e cinco minutos antes do inicio dos
experimentos, os animais foram ambientados individualmente em caixas de acrilico
(20 x 20 x 20 cm) para redugao do comportamento exploratorio e do fator novidade,

capazes de promover a liberagédo de opidides enddégenos (NETTO et al., 1987).

11.2.5.2. Tratamento

Foram realizados experimentos utilizando administragcéo intraperitoneal (i.p.)
aguda de extrato EBA e de acido estrictosidinico. Para o teste de dor induzida por
capsaicina, EBA foi testado nas doses 200,0 e 500,0 mg/kg e MK 801 (0,3 mg/kg).
No ensaio da retirada da cauda ao estimulo térmico (Tail flick) empregou—se, EBA
(10,0; 100,0 e 500,0 mg/kg) e acido estrictosidinico (4,0 e 20,0 mg/kg) , sendo que
naloxona (15,0 mg/kg i.p.) foi empregada para reverter o efeito analgésico. Ambos
0os experimentos utilizaram grupos controle positivo, tratados com morfina (6,0
mg/kg), e controles negativos, onde os animais receberam soluc¢do salina ou DMSO
10%.

11.2.5.3. Ensaio de dor induzida por capsaicina

O método adotado foi adaptado de SAKURADA et al. (1992) e CORREA et al.
(1996). Apos o periodo de habituagdo, os animais foram divididos em grupos e

receberam a administracdo de morfina (6,0 mg/kg) e MK 801 (15,0 mg/kg), solugéo
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salina e EBA (200 e 500 mg/kg). Trinta minutos depois, os camundongos receberam
injecdo subcutanea de 20 uL de capsaicina (1,6 ug/pata solubilizado em solugéo
salina) na superficie plantar da pata traseira direita, com o auxilio de uma seringa
Hamilton com agulha de 26-gauge, sendo observados por 5 minutos. O tempo que
0s animais consumiram lambendo a pata (licking) foi cronometrado e considerado
como indicativo de dor. Os resultados foram expressos como percentual de inibigao
de licking e avaliados através de ANOVA, seguida de Student Newman Kewus
(SNK).

11.2.5.4. Tail flick (retirada da cauda ao estimulo térmico)

O método aplicado foi adaptado de NETTO et al. (1987) e RAMBADRAN et al.
(1989). A cauda de camundongos foi disposta sobre um feixe de luz, com tempo
maximo de permanéncia fixado em 10 segundos, para evitar lesdes teciduais. O
tempo necessario para a retirada da cauda, denominado tempo de reagao ou linha
de base de laténcia, foi obtido através da média de trés medidas pré-tratamento.
Animais que apresentaram duas medidas iguais ou acima de seis segundos foram
descartados. Imediatamente apds a ultima medida pré-tratamento, os animais foram
divididos em grupos e receberam morfina (6,0 mg/kg), EBA (10, 100 e 500 mg/kg),
naloxona + mofina (15,0 + 6,0 mg/kg), naloxona + EBA (15,0 + 500 mg/kg), acido
estrictosidinico (4,0 e 20,0 mg/kg) e naloxona + acido estrictosidinico (15,0 + 20,0
mg/kg), por via i.p. apos 30 minutos, foram realizadas trés medidas, cuja média foi
considerada como tempo de reacgao pos-tratamento. Os dados foram apresentados
como % de Efeito Maximo Possivel (%EMP), resultantes da seguinte formula: %
EMP = (T1 — To / T2 — Tp) x 100, onde T4 = média pds-tratamento, To = média pré-
tratamento e T, = teto maximo do experimento (10 s). Os resultados foram
analisados através do teste estatistico de ANOVA, seguida de Kruskal-Wallis/Mann-
Whitney.
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11.3. RESULTADOS

11.3.1. Determinacao da atividade antiinflamataoria in vitro

Os resultados da avaliacdo da atividade antiinflamatoria in vitro sobre
quimiotaxia de leucdcitos polimorfonucleares sao apresentados na tabela 11.1. Tanto
o extrato butandlico quanto os alcaldides isolados e a amostra auténtica de
vincosamida demonstraram uma redugao significativa (p < 0,5) da migracéo de
leucécitos quando comparados ao controle, com cerca de 90% de inibicado da

quimiotaxia.

Tabela I1.2: Resultados do teste da cAmara de Boyden para extrato e alcaldides
isolados de P. myriantha (100 pg/mL).

Amostra (100 pgfmL) Migragao {pumj % de Inibigao
controle 1292 +1 .69 0
EEA 124 +0,84% 40 .4
acido estrictosidinico 126097 50,24
miriantosing 146 +0497* 887
estrictosamida 13,4 +0,96* 89,63
Yincosamida 128 +1,03F 50,1

"o =05 Teste "t" de Student

11.3.2. Determinacao da atividade antioxidante

Os extratos EDA e EBA e os alcaldides estricotosamida, vincosamida, acido
estrictosidinico e miriantosina ndo apresentaram resultado positivo no teste em
cromatoplacas para deteccdo de atividade antioxidante quando revelados com

solugao de DPPH 0,2% em metanol. A placa cromatografica, apés a revelagao,
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apresentou total coloragao violacea, indicando que nao houve sequestro do radical
livre DPPH nas regides onde as amostras teste foram aplicadas, indicando que

Psychotria myriantha n&o possui atividade antioxidante por captura de radicais livres.

[1.3.3. Atividade inibidora da acetilcolinesterase

Na avaliacdo da atividade sobre a acetilcolinesterase foram testados EBA,
EDA, acido estrictosidinico, miriantosina, estrictosamida e vincosamida. Os extratos
e alcalbides foram aplicados na placa teste nas seguintes quantidades de 10, 25, 50,
100 e 150 ng por ponto de aplicagdo. Nenhuma das amostras testadas em 10 ou 25
ug foi capaz de inibir a atividade enzimatica. Com 50 pg, miriantosina demonstrou
um descoramento sutil na regido central do ponto de aplicagdo da amostra, sendo
que o mesmo foi observado para o acido estrictosidinico com 100 pug. Uma fraca,
mas detectavel, inibigdo da acetilcolinesterase foi observada para EDA e EBA (300
ug), acido estrictosidinico e miriantosina com a aplicagdo de 150 ug em comparagao

com a substancia de referéncia galantamina, 10 ug (fig. 11.3).
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Figura 11.3: Inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterse (A) galantamina; (B) EDA, 300
ug; (C) EBA, 300 ng ; (D) acido estrictosidinico, 150 ug e (E) miriantosina, 150 png.
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11.3.4. Atividade analgésica

[1.3.4.1. Ensaio de dor induzida por capsaicina

Os resultados da avaliagao da atividade analgésica de EBA no teste da dor

induzida por capsaicina sdo apresentados na tabela Il.3.

Tabela 11.3:

Efeito do extrato EBA (200 e 500 mg/kg) isolado de P. myriantha no

teste da dor induzida por capsaicina (morfina 6 mg/kg, MK-801 0,3 mg/kg). Dados
expressos em % de inibigdo de licking £ E.P.M.

Tratamento Dose (mg/kg) Licking % Inibic&o
salina

749 +12,6

DMSO 66,2+ 11,2 11,63
morfina 6,0 0+0* 100

MK 801 15,0/6,0 5,6 +1,30* 92,5
EBA 200 200 32,8 +7,1* 56,20
EBA 500 500 30,6 + 6,4* 59,10

* =p< 0,01 em relagcdo ao veiculo. ANOVA / SNK.

O ato de lamber as patas (licking) é uma resposta dos camundongos ao

estimulo doloroso causado pela inje¢cado de capsaicina. O tratamento com morfina foi

considerado como controle positivo, por apresentar 100% de inibicdo do licking,

indicando a auséncia de dor; enquanto o grupo tratado com salina representou o

controle negativo, onde os animais consumiram mais tempo lambendo as patas.

Nos grupos tratados com EBA 200 e 500 mg/kg ocorreu uma redugao de 56 e 59%

no licking, respectivamente, indicando que a atividade analgésica ndo é dose-

dependente.
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11.3.4.2. Tail flick (retirada da cauda ao estimulo térmico)

No ensaio da retirada da cauda frente ao um estimulo térmico (tail flick),
utilizado para avaliar a atividade analgésica central, foram testados EBA (10, 100 e
500 mg/kg), acido estrictosidinico (4 e 20 mg/kg), morfina como controle positivo e
naloxona, para reverter o efeito opidide. Os resultados sdo apresentados na tabela
1.4

Os animais tratados com o extrato EBA ou acido estrictosidinico, em todas as
doses testadas, apresentaram aumento no tempo de reagao, efeito que foi revertido

pela naloxona, indicando uma atividade analgésica do tipo opidide.

Tabela 11.4: Efeito do extrato EBA (200 e 500 mg/kg) e acido estrictosidinico (4 e 20
mg/kg) no teste da retirada da cauda ao estimulo térmico (morfina 6 mg/kg, naloxona
15 mg/kg, morfina + naloxona 6/15 mg/kg). Dados expressos em % de efeito maximo
possivel £ E.P.M.

Pds (s) % EMP

3,7+0,3

Tratamento Dose (mg/kg) Pré (s)

3,8+0,3 10,45
6,0 10,0 + 0,1 99,8+°
15,0/6,0 47405 11,02
10,0 57+1,0 33,33
100,0 7,3+0,6 53,4*
500,0 71+0,6 52,4+
15,0 / 500,0 47405 12,9
4,0 74+0,9 55,0%
20,0 76+1,1 55,8+
15,0/ 20,0 3,8+0,3 3,26

*=p<0,05; ** =p<0,01 em relagdo ao veiculo; # = p<0,05 em relagdo ao mesmo grupo pré-tratado
com naloxona; $= p<0,01 em relagdo ao mesmo grupo pré-tratado com naloxona. Kruskal-
Wallis/Mann-Witney
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1.4. DISCUSSAO

O género Psychotria, caracterizado pela presenca de alcaldides inddlicos,
apresenta usos populares diversos e variadas atividades farmacoldgicas descritas
na literatura, sendo que grande parte dos estudos refere-se as plantas do subgénero
Psychotria e a seus alcaldides polinddlicos. Entretanto, sdo limitadas as referéncias
a respeito da farmacologia das espécies de Heteropsychotria, onde se destacam os
compostos indol monoterpénicos. Neste contexto, os extratos e produtos isolados de
P. myriantha foram submetidos a testes rapidos empregando ensaios in vitro e
cromatografia em camada delgada, para investigagcdo de suas possiveis atividades
antiinflamatadria, antioxidante e inibidora da acetilcolinesterase, além de ensaios in

Vivo para a deteccao de atividade analgésica periférica e central.

Resultados positivos no teste com DPPH indicam uma acéo antioxidante por
sequestro de radicais livres (SAHA et al., 2004). Estas espécies reativas séo
altamente relevantes na isquemia, danos no sistema nervoso central e na patologia
de inumeras doencgas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (EL-
SHERBINY et al.,, 2003; BALU et al., 2005; HALD e LOTHARIUS, 2005;
BLOMGREN e HAGBERG, 2006). Os extratos EDA, EBA e os alcaldides isolados
apresentaram resultados negativos na avaliagcdo da atividade antioxidante pelo

método do radical livre DPPH, empregando cromatografia em camada delgada.

Psychotria rostrata, unica espécie estudada quanto a agao sobre processos
oxidativos, apresentou atividade antioxidante nos testes do acido tiobarbiturico e
tiocianato férrico, apresentando fraco efeito frente ao DPPH. Além disso,
demonstrou inibicdo da producdo de 6xido nitrico induzida por LPS e INF-a. em
macrofagos (SAHA et al., 2004). Em resumo, os resultados sugerem a inibicao da
lipoperoxidagdo como o mecanismo de ag&do antioxidante de P. rostrata, sendo
ineficiente na captacédo de radicais livres. Da mesma forma, os resultados obtidos
para os derivados de P. myriantha indicam que estes ndo atuam como
sequestradores de radicais livres, embora outras vias de acdo antioxidante nao

tenham sido investigadas.

Os radicais livres e o estresse oxidativo gerado por estes estado intensamente

relacionados a resposta inflamatodria, ja que a migragao de leucécitos até o local da
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lesdo ativa o processo de fagocitose, que libera EROs (OKOLI e AKAH, 2004). A
quimiotaxia de leucécitos € uma etapa fundamental no processo inflamatério, sendo
diretamente proporcional a intensidade da resposta. Dessa forma, sua inibigao
indica um efeito antiinflamatério e uma reducdo na formacdo de radicais livres
(OKOLI e AKAH, 2004).

Pouco se sabe sobre a influéncia de espécies de Psychotria sobre a
inflamac&o, a n&o ser pela atividade de P. insularum, que demonstrou agao
antiinflamatdria por inibicdo da sintese de prostaglandinas e redugcédo do edema
induzido em orelha de rato (DUNSTAN et al., 1997). Em contrapartida, P. myriantha
apresentou uma inibicdo de cerca de 90% na migracao de leucdcitos induzida por
LPS no ensaio da cémara de Boyden, sugerindo uma potente atividade
antiinflamatoria, embora este ensaio in vitro ndo reconstitua a distribui¢ao fisiolégica
de quimiocinas endoteliais apresentadas pelas paredes dos vasos sanguineos no
tecido vivo (CINAMON e ALON, 2003). As quimiocinas constituem importantes
sinalizadores para os leucécitos, sendo produzidas em diversos tecidos organicos,
incluindo os tecidos cerebrais, onde s&do elementos essenciais na formacido da
neuroinflamagao presente em doencgas neurodegenerativas (BIBER et al., 2002). Por
essa razao, a realizacdo de testes em modelos animais para a confirmacédo da

atividade antiinflamatéria de P. myriantha € necessaria.

Além da agao antiinflamatéria, P. myriantha foi capaz de inibir a atividade da
enzima acetilcolinesterase, responsavel pela degradagcdo da acetilcolina.
Anticolinesterasicos s&o o0s principais agentes terapéuticos empregados no
tratamento da doenca de Alzheimer (OH et al., 2004; STANDRIDGE, 2004; BARNES
et al., 2000; AHMED et al., 2006). Galantamina e huperzina A constituem os
principais inibidores da acetilcolinesterase de origem natural empregados em testes
clinicos em pacientes com Alzheimer (HOWES e HOUGHTON, 2003; ZANGARA,
2003; HEINRICH e TEOH, 2004; LIANG e TANG, 2004). Os extratos e os alcalodides:
acido estrictosidinico e miriantosina, testados por bioautografia, inibiram a enzima
em doses acima de 50 ug, elevadas quando comparadas a substancia de referéncia
galantamina, com atividade de 0,0001 a 1 ug (MARSTON, et al., 2002). Galantamina
demonstrou ser um potente inibidor da acetilcolinesterse, enquanto P. myriantha

apresentou uma fraca atividade.
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O extrato de alcaldides totais de Psychotria myriantha, obtido por extracao
com diclorometano, foi avaliado quanto ao efeito analgésico no teste da placa
quente em camundongos, apresentando atividade comparavel a da morfina (6
mg/kg) na dose de 200 mg/kg, sendo dose-dependente e parcilamente revertido por
naloxona (BOTH et al., 2002a). Esse resultado pode indicar o envolvimento de

receptores do tipo opidide em seu mecanismo de agao.

Para a verificagdo da possivel agdo analgésica, EBA foi submetido aos testes
da dor induzida por capsaicina (200 e 500 mg/kg) e da retirada da cauda frente ao
estimulo térmico (10, 100 e 500 mg/kg). As doses do extrato EBA utilizadas no teste
da capsaicina foram determinadas de acordo com LEAL (1994), onde o extrato
etandlico de P. myriantha apresentou atividade analgésica do tipo opidide na dose
de 350 mg/kg, e BOTH et al. (2002), que verificaram a ac¢ao analgésica para o
extrato diclorometano na dose de 200 mg/kg. A auséncia de diferenga significativa
entre os resultados obtidos com 200 e 500 mg/kg no teste da capsaicina incentivou a
investigacdo das doses de de 10 e 100 mg/kg no teste do estimulo térmico, a fim de
verificar a existéncia de uma resposta dose-dependente nesta faixa. A determinagao
das doses de acido estrictosidinico empregadas neste trabalho foi baseada nos
experimentos de REANMONGKOL et al. (2000).

Os resultados aparentemente nao dose-dependentes, que foram
comparaveis a morfina e MK-801 e revertidos por naloxona, sugerindo atividade
analgésica do tipo opidide. O modelo de dor induzida por capsaicina, costuma ser
empregado para avaliagdo da atividade antinociceptiva periférica, através da
observagdo do comportamento animal de lamber a pata apdés a injecdo da
capsaicina. Contudo, este ensaio pode também ser usado na avaliagao da atividade
antiinflamatoria, visto que mediadores da inflamagcdo podem induzir este
comportamento (BURNS et al.,, 2006; SAWYNOK et al., 2006). Assim, a acao
antinociceptiva de EBA no modelo da capsaicina pode estar relacionada com a
atividade antiinflamatéria apresentada pelo extrato, o que deve ser avaliado pela

realizagcao do experimento empregando maiores tempos de observagéo.

O extrato EBA ¢é constituido por duas substancias majoritarias: acido
estrictosidinico e miriantosina. Segundo REANMONGKOL et al. (2000), o alcaloide

acido estrictosidinico (5 — 20 mg/kg) possui atividade analgésica periférica, visto que
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nao aumentou a laténcia da dor no ensaio térmico da placa quente. Essas
informagdes permitiram a formulagdo da hipotese de que a atividade analgésica
central sugerida para o extrato butandlico de P. myriantha poderia estar relacionada
com a presenca da miriantosina neste extrato. Para a confirmacao desta proposta,
foi delineado um experimento onde camundongos tratados com acido
estrictosidinico (4 e 20 mg/kg) e EBA (10, 100 e 500 mg/kg) foram submetidos ao
teste da retirada da cauda ao estimulo térmico, com o objetivo de confirmar os
resultados de REANMONGKOL et al. (2000). Contudo, neste experimento, acido
estrictosidinico demonstrou atividade analgésica central, reversivel por naloxona e

nao-dose dependente, com resultados muito similares aos de EBA.

Ensaios de dor derivados de estimulacido térmica sao seletivos para a acao
analgésica central, mas nao periférica (REANMONGKOL et al, 2000). As doses de
acido estrictosidinico de 4 e 20 mg/kg foram selecionadas por representarem |,
respectivamente, o conteudo de alcaldide em EBA e o tratamento utilizado no
experimento de REANMONGKOL et al. (2000). Como os resultados para o alcaloide
isolado foram similares aqueles obtidos para o extrato no teste de retirada da cauda,
foi possivel atribuir a atividade de EBA ao acido estrictosidinico. A divergéncia entre
as atividades do alcal6ide nos testes para acao analgésica central, envolvendo
estimulo térmico, pode decorrer do fato de que o tratamento animal no presente
trabalho foi realizado por via intraperitoneal, enquanto REANMONGKOL et al. (2000)
utilizaram administragédo oral do alcaldide, sugerindo que a agao do metabolismo de

primeira passagem reduza a disponibilidade do acido estrictosidinico.

O alcaldide indol monoterpénico psicolatina, isolado de P. umbellata,
demonstrou atividade analgésica central, envolvendo receptores do tipo opidide e
glutamatérgico, por agado sinérgica com MK-801, um antagonista NMDA (BOTH,
2001; BOTH et al.,, 2002; BOTH et al., 2006), além de acado ansiolitica e
antidepressiva através de atuacéo sobre receptores do tipo 5-HToac (BOTH et al.,
2005). A atividade analgésica central de P. myriantha permite sugerir que espécies
do subgénero Heteropsychotria constituem uma fonte potencial de substancias com

atividade sobre o sistema nervoso central.

Psychotria myriantha apresentou atividades antiinflamatodria e inibidora da

acetilcolinesterase, efeitos que podem atuar de forma sinérgica no tratamento de

95



doencas neurodegenerativas que envolvam catecolaminas e neuroinflamagéo, como
€ o caso de Alzheimer e Parkinson. Estudos indicam que a estimulagc&o colinérgica
pode reduzir a producdo de citocinas pré-inflamatoérias no sistema nervoso central e
que receptores colinérgicos estdo presentes em linfécitos e células auto-imunes
(NIZRI et al., 2005). YOON et al. (2005) indicam que uma injecao intratecal de
neostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase, ativa os receptores muscarinicos,
liberando catecolaminas que contribuem para o efeito antiinflamatorio, além de
diminuir ou até suprimir a migragdo de leucdcitos induzida em camundongos. O
aumento nos niveis de acetilcolina induzido por neostigmina pode produzir
pronunciados efeitos antiinflamatoérios periféricos (YOON et al., 2005). NIZRI et al.
(2005) demonstram que compostos bi-funcionais, contendo uma por¢cdo com
atividade antiinflamatéria e outra colinérgica, constituem substancias potenciais para
o tratamento de desordens neuroinflamatérias. Segundo os pesquisadores, a
ativacdo dos receptores nicotinicos colinérgicos em macrofagos de camundongos
pode regular as reagdes inflamatdérias, diminuindo a produgdo de oOxido nitrico e
prostaglandinas em culturas de astrécitos. Estes compostos foram capazes de
reduzir os sintomas neurolégicos em ratos com encefalomielite induzida. Segundo
NIZRI et al. (2005), a combinagdao de antiinflamatérios ndo esterdides e agentes

colinérgicos pode atuar nos sistemas imunologico central e periférico.

A combinacdo das atividades analgésica, antiinflamatoria, através da inibigéo
da quimiotaxia, e inibidora da acetilcolinesterase, apesar de pouco pronunciada,
conduz a investigacdo da influéncia de P. myriantha sobre diferentes sistemas e
funcdes cerebrais, como por exemplo, os niveis de aminas biogénicas em estruturas

cerebrais de ratos.
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CAPITULO IlI

ATIVIDADE DO ACIDO ESTRICTOSIDINICO SOBRE OS
NIVEIS DE AMINAS BIOGENICAS EM ESTRUTURAS
CEREBRIAS DE RATOS






IIl. INTRODUCAO

Os impulsos nervosos sao transmitidos aos musculos, glandulas e aos
neurbnios poés-sinapticos através de mediadores quimicos especificos, os
neurotransmissores. Entre as substancias capazes de atuar como
neurotransmissores  centrais destacam-se os aminoacidos, acetilcolina,
catecolaminas, serotonina, histamina, peptideos e outras substancias reguladoras
como purinas e citocinas (BLOOM, 2001; BEAR et al., 2002). As catecolaminas
noradrenalina (NA), adrenalina (AD) e dopamina (DA), juntamente com a indolamina

serotonina (5-HT) s&o conhecidas como aminas biogénicas (fig. 111.1).

HO, HO
) H M
HO G CH—NH, HO C—CH—N(
OH OH CHs
noradrenalina adrenalina
NH,
HO
'Il HO
HO G—CH—NH, A\
H N
|
H
dopamina serotonina

Figura lll.1: Estrutura das aminas biogénicas.

As aminas biogénicas s&o moléculas de importancia crucial no reino animal,
estando presentes no sistema nervoso central da maioria das espécies. Sao
implicadas na regulacdo de um grande numero de sistemas fisiolégicos e
comportamentais (AUGER et al., 2000). Entre os invertebrados, como baratas e
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grilos, as catecolaminas regulam os movimentos e a locomog¢ao; modulam
interagbes sociais em crustaceos e formigas; e participam do processo de
aprendizado em abelhas. Nos vertebrados superiores, estdo envolvidas na
regulacdo do sono, humor e emogdes (AUGER, 2000), além dos processos de

memoria e aprendizado (NALINI et al., 1995).

Alteracbdes na sintese ou no metabolismo de aminas biogénicas constituem
um fator importante na fisiopatologia de inumeras doengas neurodegenerativas,
como Parkinson e Alzheimer (GREENFIELD e VAUX, 2002). As enfermidades
degenerativas do sistema nervoso mostram, freqlientemente, predile¢do por um tipo
especifico de neurdnios. Na doenca de Parkinson, por exemplo, que é caracterizada
por disturbios motores, sdo atingidos principalmente os neurdnios dopaminérgicos
da via nigro-estriatal, havendo diminuicdo dos niveis normais de dopamina nos
centros cerebrais envolvidos (STEFFEN, 1994). Esta catecolamina desempenha
importante papel no controle da fungdo motora e sensitiva (NAGATSU, 2002). Os
numeros normais de sinapses mantidas pelas aminas biogénicas sao cruciais para a
aquisicao do aprendizado e memoria. Decréscimos nos niveis de aminas biogénicas,
causados por desordens no desenvolvimento do SNC, estido associadas com
retardo mental e dificuldades de desenvolvimento como a sindrome de Rett, autismo
e sindrome de Down (OKADO et al., 2001).

Devido a sua importante fungdo em processos fisiolégicos, comportamentais
e cognitivos, como memoéria e aprendizado, as aminas biogénicas tém sido
extensivamente estudadas. Assim, na literatura cientifica, sdo encontrados estudos
avaliando a influéncia da administragdo de drogas de abuso e farmacos sobre as
concentragbes das catecolaminas e indolaminas em animais de laboratorio,
permitindo observar seus efeitos e sugerir seus possiveis mecanismos de agao
sobre o sistema nervoso central, além de permitir a verificagdo da interagado entre os
diversos sistemas neurais (JOHNSON e KNOWLES, 1983; NAGATSU et al., 1986;
PRABHU et al., 1994; ZHU et al., 1995; NALINI et al., 1995; STEFFEN et al., 1995;
De La Cruz et al., 1996; SUDHA et al., 1996; HERRERA-MARSCHITZ et al., 1997;
SPECTOR et al., 1998; VICENTE-TORRES et al., 2002; MACEDO et al., 2004). Os
niveis de aminas biogénicas podem ser quantificados por técnicas como fluorimetria
(WOOD e HALL, 2000), voltametria (BAUR et al., 1988; MICHAEL e WIGHTMAN,
1999), eletroforese capilar (WALLINGFORD e EWING, 1987), quimioluminescéncia
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(PRABHU et al., 1994) e espectrometria de massas (BERGQUIST et al., 2002).
Apesar de ser sensivel e seletiva, a detecgdo fluorimétrica exige a prévia
derivatizacdo das amostras, o que constitui uma desvantagem no seu emprego
(NIKOLAJSEN e HANSEN, 2001). Segundo dados da literatura, o método de
escolha para o doseamento de aminas biogénicas em fluidos biolégicos € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia combinada com detec¢do eletroquimica
(CLAE/DEQ) (BERGQUIST et al., 2002), em decorréncia de sua alta sensibilidade,
que permite a separacao e analise de componentes dentro de uma matriz complexa
(PATEL et al., 2005).

Apesar do limitado numero de artigos relacionando o uso de plantas ou seus
produtos isolados com a bioquimica cerebral, a quantificacdo das aminas biogénicas
torna-se uma ferramenta util na busca por substancias com atividade sobre o
sistema nervoso central, principalmente no que diz respeito as doengas
neurologicas, neurodegenerativas e a cognicdo. Com base no importante papel
desempenhado pelas aminas biogénicas como mediadoras das fungdes
comportamentais e cognitivas normais do sistema nervoso central, como memoéria e
aprendizado, e seu envolvimento em processos cerebrais patoldgicos, os objetivos

deste trabalho sao:

> Avaliar o efeito do acido estrictosidinico, isolado das folhas de
Psychotria myriantha, sobre o sistema nervoso central de animais
tratados, através da quantificacdo dos niveis das aminas biogénicas
por CLAE/DEQ.

e Otimizar um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector eletroquimico (CLAE/DEQ) para
a quantificagdo das aminas biogénicas em homogeneizados de

hipocampos, cortices e estriados de ratos;

e Validar o método desenvolvido quanto aos parametros de

linearidade, precisao, limites de quantificagao e deteccéo;
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Quantificar, por CLAE/DEQ, os niveis de DA e seus metabdlitos
3-metoxitiramina (3-MT), acido diidroxifenilacético (DOPAC) e
acido homovanilico (HVA), e de 5-HT e seu metabdlito
majoritario acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), em hipocampo
e cortex de ratos tratados com injecao intra-hipocampal bilateral

de acido estrictosidinico;

Quantificar, por CLAE/DEQ, os niveis de DA, 3-MT, DOPAC,
HVA, 5-HT e 5-HIAA em hipocampo e estriado de ratos com
tratamento agudo de acido estrictosidinico por Vvia

intraperitoneal.
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[11.1. Neurotransmissores DA e 5-HT

[11.1.1. Dopamina (DA)

Dopamina (3,4-diidroxifenietilamina), originada a partir da hidroxilagdo da
tirosina, € o precursor metabdlico da noradrenalina e adrenalina (fig. 11.2). Contudo,
0s neurbnios dopaminérgicos ndo possuem a enzima dopamina-p-hidroxilase,
responsavel pela formagado destas monoaminas (RANG et al., 2004). DA constitui
cerca de 80% do conteudo cerebral de catecolaminas (VALLONE et al., 2000),
sendo encontrada em grandes quantidades em regides como corpo estriado, nucleo

caudado, nucleo acumbens e tubérculo olfatério (BLOOM, 2001).

Apos sua liberacdo, DA ¢é recapturada pelas terminagdes nervosas e
metabolizada pelas enzimas monoamina oxidase (MAO) e catecol-O-metil tranferase
(COMT), originando o acido diidroxifenilacético (DOPAC), 3-metdxi-tiramina (3-MT) e
0 acido homovanilico (HVA), de acordo com a figura 111.3 (RANG et al., 2004).
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Figura Ill.2: Etapas da sintese enzimatica de dopamina, noradrenalina e adrenalina (BEAR et
al., 2004).

Os neurbnios dopaminérgicos podem ser classificados em quatro vias de
axoénios: nigro-estriatal, mesolimbica, mesocortical e tuberoinfundibular (VALLONE
et al., 2000). A via mesocortical parte da area tegumentar ventral e inerva diferentes
regides do cortex frontal, parecendo estar envolvida com o controle motor, atengéo e
memoria de trabalho (PAPAZIAN et al. 2006). A via mesolimbica se origina na area
tegumentar mediana e se projeta para o estriado ventral (nucleo acumbens), bulbo
olfatério e partes do sistema limbico, estando implicada na influéncia do
comportamento motivado (VALLONE et al., 2000; PAPAZIAN et al. 2006). Neurénios
dopaminérgicos mesolimbicos desempenham um importante papel no sistema de
recompensa cerebral (FRANKEN et al., 2005). Os corpos celulares de neurdnios da

via tuberoinfundibular partem de areas do hipotalamo e seus axdnios alcancam a
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eminéncia média, onde liberam DA para os espacos perivasculares do plexo capilar
do sistema hipotalamico-hipofisario. As projegdes que compdem a via nigro-estriatal
partem da substancia negra e inervam o corpo estriado. Esta via esta relacionada ao
controle dos movimentos e sua degeneragdao causa a doenga de Parkinson
(VALLONE et al., 2000; GLICKSTEIN e SCHMAUSS, 2001).

Dopamina 3-metoéxi-tiramina

HO. CH,CH,NH, COMT CH;0 CH,CH,NH,
T T 7

HO

H

H

HO

l MAO l MAO

(6} CH,CHO COMT CH;0 CH,CHO
T r
[e} HO
l aldeido desidrogenase aldeido desidrogenase
HO CH,COOH COMT CH,0 CH,COOH
r T oy
HO HO
acido hidroxifenilacético acido homovanilico
(DOPAC) (HVA)

Figura I1.3: Metabolismo da dopamina (RANG et al., 2004).

As acdes da dopamina sdo exercidas através da ligacdo a receptores
especificos de membrana (BLOOM, 2001), podendo atuar igualmente em receptores
adrenérgicos (EMILIEN et al.,, 1999). A atividade glutamatérgica, através dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) podem modular a transmissao
dopaminérgica, sendo que antagonistas NMDA, como MK-801, estimulam a
liberagdo e o metabolismo de DA (COOK et al., 2004). Séo relatados cinco tipos
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distintos de genes que codificam receptores de DA, divididos em duas subfamilias:
D+-like, constituida pelos receptores D1 e Ds, e a subfamilia D»-like, formada pelos
receptores Dy, D3 e D4. Os receptores Di-like ativam a adenilato ciclase, que
converte ATP em AMP ciclico, enquanto a subfamilia D.-like inibe essa atividade
(VALLONE et al., 2000; BLOOM, 2001; HIROI et al., 2002).

Niveis alterados de DA no sistema nervoso central parecem estar envolvidos
em muitas doengas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer, esquizofrenia,
enxaqueca e disturbios cognitivos (EMILIEN et al., 1999; NYBERG et al., 2002;
CROPLEY et al., 2006). A doenca de Parkinson caracteriza-se por uma forte
reducao dos niveis de DA, devido a degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra (VALLONE et al., 2000). A liberagdo dopaminérgica excessiva esta
relacionada com a patogénese da esquizofrenia, doenga caracterizada por
alteragbes cognitivas e emocionais, dentre os quais se destacam os surtos
psicoticos (WILSON et al., 1998). Os farmacos colinérgicos empregados no
tratamento de Alzheimer parecem ainda realgar a liberagdo de dopamina (ZHANG et
al., 2004).

Dopamina e os receptores D1 sdo essenciais para o desempenho das
fungcdes do cortex pré-frontal, responsavel pelo gerenciamento da atencédo e
intensamente envolvido no défict de atencgéo e disturbio de hiperatividade (attencion-
defict hyperativity disorder — ADHD) (ARNSTEN e Li, 2005; PLISZKA, 2005).
Polimorfismos nos receptores D4 e no transportador dopaminérgico DAT-1 também
estao relacionados com ADHD, cujo tratamento envolve o uso de psicoestimulantes
capazes de bloquear a recaptagao do transportador e aumentar a liberacdo de DA a

partir das vesiculas de armazenamento (VALLONE et al., 2000).

As vias dopaminérgicas, juntamente com a noradrenérgica e serotonérgica,
constituem a segunda linha de moduladores da memdéria, agindo em receptores do
tipo D4, principalmente no cértex pré-frontal (BEAR, 2002; GONZALEZ-BURGOS et
al., 2002; YAMASHITA e TANAKA, 2005). A ativacéo dos receptores por agonistas
dopaminérgicos facilita os processos de memdéria, enquanto antagonistas os
prejudicam (RAMAEKERS et al., 1999; KIMBERG e D’ESPOSITO, 2003). Além de
possuir uma fungdo importante no controle motor, através da via nigro-estriatal, DA

também esta relacionada a memdria de procedimentos, o que pode ser verificado
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pela participacédo do estriado, rico em neurdnios dopaminérgicos, na formacgao deste
tipo de memoria (YAMASHITA e TANAKA, 2005). O sistema serotonérgico pode
modular a transmissdo dopaminérgica central, o que pode ser observado pelo fato
de inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina sensibilizarem os receptores
mesolimbicos de dopamina, resultando nos efeitos extrapiramidais apresentados por
estes farmacos (MILLAN et al., 2000).

A neurotransmissdo dopaminérgica € importante nas doencgas
neurodegenerativas, agindo de forma direta ou ainda através de sua ligagdo com os
sistemas serotonérgico e noradrenérgico e glutamatérgico, tornando-se assim, uma
importante ferramenta de estudo na busca por substancias para o tratamento de

disturbios cognitivos.

[11.1.2. Serotonina (5-HT)

Serotonina (5-HT; 5-hidroxitriptamina) encontra-se amplamente distribuida no
reino animal, sendo que apenas 1% do conteudo corporal de 5-HT é encontrado no
cérebro; entretanto, este neurotransmissor desempenha um papel central na

hegemonia neuroquimica (RANG et al., 2004).

O precursor de 5-HT é o aminoacido essencial triptofano, que é convertido em
5-hidroxitriptofano pela triptofano hidroxilase (SANDERS-BUSH e MAYER, 2001;
RANG et al.,, 2004). O 5-hidroxitriptofano formado & descarboxilado em 5-HT por
uma enzima aminoacido descarboxilase inespecifica. Apés a liberagcdo, 5-HT é
recaptada e degradada pela MAO, formando 5-hidroxindolacetaldeido, que é
convertido em seu metabdlito majoritario, acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), pela
enzima aldeido desidrogenase (SANDERS-BUSH e MAYER, 2001; BEAR et al.,
2002; RANG et al., 2004), de acordo com a figura 111.4.

Os neurénios que contém 5-HT ocorrem na parte superior do bulbo, areas
conhecidas como nucleos da rafe (RANG et al, 2004). Os nucleos da rafe ventrais

inervam as regides do cérebro anterior, os caudais projetam-se com o tronco e a
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medula espinhal, enquanto o nucleo mediano inerva o sistema limbico (BLOOM,

2001).
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Figura lll.4: Metabolismo da serotonina (RANG et al., 2004).

O neurotransmissor 5-HT esta envolvido em muitos processos fisioldgicos,
influenciando numerosas fungdes cerebrais, como controle de emocgdes, sono,
percepgao sensorial, atividade motora, regulagdo de temperatura, nocicepgao,
apetite, comportamento sexual, secrecdo hormonal e humor (BUOHT et al., 2000;
SANDERS-BUSH e MAYER, 2001).

Serotonina esta intimamente relacionada a ansiedade e depressao, visto que
os antidepresivos empregados na terapéutica objetvam o aumento da

disponibilidade do neurotransmissor na fenda sinaptica. Disturbios do sono,
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sintomas freqlentes em pacientes ansiosos e deprimidos, estdo associados a baixo
niveis de 5-HT, sendo que a terapia com inibidores da recaptacdo da serotonina
restabelece o equilibrio entre 5-HT e acetilcolina, reorganizando a arquitetura do

sono nestes pacientes (LAM, 2006).

Foram identificados 14 subtipos distintos de receptores de 5-HT, agrupados
em multiplas classes. Os subtipos 5-HT1a sdo encontrados em regides como o
sistema limbico, hipotalamo, hipocampo e amigdala, estando associados ao humor,
emocgdes e ansiedade (DANIELS et al.,, 2000). O tipo 5-HTp ocorre no cortex e
estriado, sendo relacionado com a funcdo motora. A classe 5-HT, esta presente no
neocortex, sistema limbico e bulbo olfatério, areas implicadas no controle de humor
e emogdes, comportamento estereotipado e alucinagdes. O subgrupo 5-HT; é
expresso na area postrema e no sistema limbico e relaciona-se com ansiedade,
émese e agdes antinociceptivas (BLOOM, 2001; RANG et al., 2004).

Receptores 5HT possuem a capacidade exercer efeitos modulatérios sobre a
transmissdo dopaminérgica, afetando o controle motor, humor e cognicdo (BARNES
e SHARP, 1999). 5-HTa ocorrem no estriado e nucleo acumbens, estando em maior
quantidade apds a degeneragao nigro-estriatal (BLACKBURN, 2004). Receptores
5HTe sao altamente expressos no estriado e cértex, sugerindo uma ligacdo com a
funcdo dopaminérgica, através de um mecanismo ainda ndo estabelecido, embora
seja possivel que esses receptores afetem os niveis de DA por modulacdo da
acetilcolina (MITCHELL e NEUMAIER, 2005).

Um extensivo déficit serotonérgico esta associado a doenca de Alzheimer,
caracterizada pela perda de memoria, sendo também responsavel por sintomas
como hostilidade, impulsividade e agressividade (LANCTOT et al., 2002). O
comportamento agressivo e ansiedade, associados a doenga, podem estar
relacionados a diminuicdo na densidade dos receptores SHTg expressos no cortex
frontal e temporal (MITCHELL e NEUMAIER, 2005).

Muitos artigos cientificos demonstram a ligagdo entre a neurotransmisséo
serotonérgica e memoéria. MATSUKAWA et al. (1997) sugerem que serotonina e
acetilcolina desempenham papel central na manutengado das sinapses hipocampais

e aquisicdo de memodria em ratos. Segundo OKADO et al. (2001), 5-HT facilita a
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formagdo e manutencdo das sinapses, representando um ponto fundamental na

aquisicao de aprendizado e memodria.

Serotonina e seus receptores representam alvos potenciais para o
desenvolvimento de farmacos que possam atuar de forma favoravel no tratamento
de déficits de memoria e cognicao, além de depressao, ansiedade e doengcas como

Alzheimer, Parkinson e esquizofrenia.

llI.2. Aminas biogénicas nas doencas neurodegenerativas e
processos de memboéria

l11.2.1. Doencga de Alzheimer

A doenga de Alzheimer é uma enfermidade neurodegenerativa que se
caracteriza pela formacdo de placas senis e emaranhados neurofilbrilares,
particularmente no neocodrtex e no hipocampo (FRANCIS et al., 1999; MACCIONI et
al., 2001; ACKL et al, 2005), produzindo um comprometimento gradual e
progressivo da capacidade cognitiva, que afeta inicialmente a memoria recente
(VIANA, 1999; STANDAERT e YOUNG, 2001). Com a progressao do disturbio, sao
atingidas as habilidades visioespaciais, a capacidade de fazer calculos, 0 manuseio
de objetos e ferramentas comuns, ocorrendo alteragdes de comportamento e
personalidade. Os sintomas tipicos do estagio severo da doenga sao: incontinéncia,
dificuldade de degluticdo, alteragdes no humor, agressividade e deméncia (VIANA,
1999; STANDAERT e YOUNG, 2001).

STORGA et al. (1996) sugerem que, além do déficit colinérgico, Alzheimer
apresente uma deficiéncia nos demais sistemas neurotransmissores, principalmente
o dopaminérgico. De acordo com DRINGENBERG (2000), a interagdo entre os
sistemas colinérgicos e monoaminérgicos é responsavel pelas alteragdes cognitivas

e corticais tipicas da doenca.
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Mudangas na neurotransmissdo serotonérgica podem estar ligadas aos
disturbios comportamentais descritos para Alzheimer, tais como depressao,
agressividade e disfuncdo cognitiva (FRANCIS et al., 1999; LANCTOT et al., 2002).
Analisando areas corticais de 22 pacientes, GARCIA-ALLOZA et al. (2005)
demonstraram que o desequilibrio entre os sistemas colinérgico e serotonérgico
contribuia para os sintomas da doenca e que o alto conteudo de serotonina esta
diretamente relacionado a hiperatividade e psicose.

Os dados apresentados evidenciam a importancia das catecolaminas e
indolaminas neurotransmissoras na patologia da doengca de Alzheimer,
demonstrando que o estudo destes sistemas neuronais representa uma ferramenta
indispensavel para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento desta

enfermidade.

[11.2.2. Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno psiquiatrico crénico caracterizado por delirios,
alucinagdes, agitagdo psicomotora e quadros psicoticos (GRAEFF et al., 2001). A
patogénese da doencga esta relacionada com a “hipétese dopaminérgica”, segundo a
qual o aumento na transmissao central de DA resulta na psicose esquizofréncia
(STIP et al., 2005). Dessa forma, a maioria dos farmacos empregados no tratamento
desta desordem neuropsiquiatrica atua sobre os receptores de dopamina
(WERKMAN et al., 2006). Segundo reviséo publicada por WILSON et al. (1998), a
reducdo dos sintomas por agentes antipsicoticos € mediada pelo bloqueio dos
receptores D,. Pacientes esquizofrénicos apresentam deficiéncias na memoria de
trabalho, que conduzem a uma falha na condugao de comportamentos e formacéao
de idéias (MANOACH, 2003).

A investigagdo sobre os efeitos da administragdo cronica de antipsicoticos
atipicos sugere a existéncia de uma ligagdo entre a transmissao serotonérgica e
esquizofrenia, uma vez que farmacos utilizados no tratamento da doenca

demonstram afinidade por receptores 5-HT (WERKMAN et al., 2006), como é o caso
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da clozapina, que atua como um antagonista 5-HT¢ (MITCHELL e NEUMAIER,
2005). O mecanismo da patofisiologialogia da esquizofrenia baseou-se, por muitos
anos, na “hipétese dopaminérgica”. Contudo, o conhecimento atual aponta para o
fato de que, além da transmissao dopaminérgica, outros neurotransmissores podem

ser responsaveis pelos disturbios comportamentais tipicos da doencga.

[11.2.3. Doenca de Parkinson

A doencga de Parkinson é uma condigado neurodegenerativa caracterizada pela
intensa redugdo dos niveis de DA nigro-estriatal, devido a degeneracéo neurdnios
dopaminérgicos (VALLONE et al., 2000). Os sintomas tipicos s&o: rigidez muscular,
tremores, bradicinesia e distonia (CALNE et al., 1994). O tratamento da doenca
consiste principalmente na administragdo de L-DOPA (L-diidroxifenilalanina), o
precursor metabdlico de DA. Agonistas dopaminérgicos também tem sido
empregados para aumentar a atividade motora e reduzir a progressédo dos sintomas
associados com a doenga (TRUONG et al., 2003).

Os disturbios de ansiedade frequentemente ocorrem junto com a doenga de
Parkinson, podendo atuar como importantes causas de morbidade entre individuos
acometidos por esta enfermidade. Pacientes com Parkinson tém demonstrado alta
prevaléncia de sintomas como fobia social e transtorno do pénico, estreitamente
relacionados com a ansiedade e os niveis cerebrais de serotonina (STEIN et al.,
1990; RICHARD, 2005). Farmacos inibidores seletivos da recaptagado da serotonina,
utilizados no tratamento da ansiedade e depressdo, podem reduzir os efeitos
extrapiramidais da doenga de Parkinson, ja que o sistema serotonérgico central atua
como um modulador da transmissdao dopaminérgica nigro-estriatal, indicando a
interacdo entre os sistemas neurotransmissores (PIRES et al.,, 2005). Além dos
disturbios motores, Parkinson tém sido associada a déficits de memoéria e
aprendizado, principalmente no que diz respeito ao aprendizado de habilidades
motoras (VINGERHOEST et al., 2005).

112



[11.2.4. MemOéria e aprendizado

Memoria pode ser conceituada como a retencdo e evocacio de informacgdes
adquiridas (BEAR et al.,, 2002; IZQUIERDO e IZQUIERDO, 2004), podendo ser
dividida em dois grandes grupos: declarativa ou explicita, que depende da evocagao
consciente de um dado, fato ou evento, e nao declarativa (implicita, de
procedimentos ou procedurais), que independe da acdo da consciéncia (SQUIRE,
1987; TULVING e MARKOWITSCH, 1998; BEAR et al., 2002).

As memodrias declarativas referem-se a fatos e eventos, ou a episddios vividos
(BEAR et al., 2002), sendo processadas no lobo temporal medial, que contém o
hipocampo e areas corticais adjacentes: cortex entorrinal, perirrinal e para-
hipocampal (SQUIRE e ZOLA, 1991). As memodrias de procedimentos constituem as
memorias para o desempenho de tarefas motoras, aprendizado de habilidades,
formagdo de habitos e comportamentos (BEAR et al, 2002), e envolvem
principalmente o estriado e o cerebelo (BEAR et al, 2002; IZQUIERDO e
IZQUIERDO, 2004).

As vias dopaminérgicas, juntamente com a noradrenérgica e serotonérgica,
constituem a segunda Ilinha de moduladores da memoria, agindo
predominantemente em receptores do tipo D4 no cortex pré-frontal (BEAR, 2002;
GONZALEZ-BURGOS et al., 2002; YAMASHITA e TANAKA, 2005). A ativagcdo dos
receptores por agonistas dopaminérgicos facilita os processos de memodria,
enquanto antagonistas os prejudicam (RAMAEKERS et al., 1999; KIMBERG e
D’ESPOSITO, 2003).

Os neurbnios do mesotelencéfalo e da substdncia negra sao bastante
relevantes na retencao de memoarias declarativas de curta e longa duragao, (HEFCO
et al., 2003). Segundo SHOHAMY et al. (2005), o déficit dopaminérgico no
mesencéfalo pode ocasionar os disturbios de memoria e aprendizado observado em

pacientes com doencga de Parkinson.
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[11.3. Plantas medicinais e distUrbios do sistema nervoso central

A medicina tradicional tem sido empregada por séculos no tratamento das
mais diversas doengas, tornando-se uma importante fonte para a descoberta de
novos compostos bioativos. Assim, o estudo etnofarmacolégico permitiu a
publicacdo de muitos artigos referentes a utilizacdo de plantas no tratamento de
disturbios cognitivos e doencas neurodegenerativas (tab. 1ll.1) como Alzheimer, que
apresenta a perda de memdéria como sintoma primario (GRAFMAN et al., 1990;
FORSTL et al., 1995; DESGRANGES et al., 1998).

Tabela IIl.1: Espécies utilizadas pela medicina traicional para o tratamento de
doengas neurologicas e degenerativas e suas atividades
farmacoldgicas sobre o sistema nervoso central.

Espécie Uso tradicional Atividade farmacolégica
tratamento de epilepsia, histeria, Tratamento agudo - aumento nos niveis
sincopes e fragilidades mentais de 5-HT e 5-HIAA em cérebros de ratos
(PRABHU et al., 1994) (PRABHU et al., 1994)
Tratamento cronico - aumento nos niveis
de NA, DA, 5-HT e 5-HIAA
(PRABHU et al., 1994)

estimulante do intelecto e Melhora nos processos de memoria e
fortalecedor da memdria aprendizado (NALINI et al., 1995)

(HOWES e HOUGHTON, 2003) Aumento no Q.l. em criangas com
deficiéncias mentais (NALINI et al., 1995)
Reversao do déficit cognitivo induzido
por escopolamina (GATTU et al., 1997)

antioxidante Intensificacdo da cognigéo, através de
seu mecanismo antioxidante no sistema
nervoso central (KUMAR e GUPTA, 2002)
Atividades tranquilizante, sedativa,
antidepressiva e colinomimética

in vivo (HOWES e HOUGHTON, 2003)

antiepilética e intensificadora india || Propriedades adaptogénicas e
da memodria (SIRIPURAPU et al., 2005) antiamnésicas em modelos de estresse
(SIRIPURAPU et al., 2005)

perda de memdria (HEINRICH e Nigéria [ atividade inibidora da acetilcolinesterase
TEOH, 2004 HOUGHTON et al., 2004) ( HOUGHTON et al., 2004)
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Na revisao bibliografica publicada por HOWES e HOUGHTON (2003), sao
citadas varias plantas utilizadas nas medicinas tradicionais da india e China para
melhorar a memoaria e fungdes cognitivas, tais como Clitoria ternatea, Ginkgo biloba,
Polygala tenuifolia, Salvia miltiorrhiza, Magnolia officinalis, Lycoris radiata e Huperzia

serrata.

Entre os alcaldides, destaca-se huperzina A, isolado de Huperzia serrata,
constitui um dos mais promissores agentes para o tratamento da doenca de
Alzheimer, devido a sua capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase de forma
seletiva, reversivel e potente (TANG e HAN, 1999). Em ensaios com roedores, este
alcaldide atenuou o déficit cognitivo e o dano neuronal no hipocampo, apds isquemia
global transitoria (ZHOU et al.,, 2001). Huperzina A elevou os niveis corticais de
acetilcolina e a atividade da acetilcolinesterase em ratos, sendo mais potente que
donepezil e rivastigmina, dois farmacos empregados no tratamento clinico da
doencga de Alzheimer (LIANG e TANG, 2004), e apresentou menor toxicidade que
donezepil e tacrina (SHU, 1998). Este composto afeta os sistemas
neurotransmissores, favorecendo o processo de memoaria, principalmente memoaria
de trabalho (OU et al., 2001), além de melhorar o déficit cognitivo causado pela
hipoperfusdo cerebral em ratos (WANG et al., 2000). Este alcaléide tem sido
submetido ao teste clinico duplo cego controlado por placebo em pacientes com
Alzheimer, com significativo aumento na funcdo cognitiva e qualidade de vida
(ZANGARA, 2003).

Psicolatina, alcaldide indol monoterpénico isolado das folhas de Psychotria
umbellata, apresentou efeito ansiolitico nas doses de 7,5 e 15 mg/kg, sem afetar a
atividade locomotora ou potencializar o sono barbiturico. Na dose de 100 mg/kg,
psicolatina prejudicou a aquisicao do aprendizado e consolidacdo da memdria, sem
interferir no processo de evocacdo. Os resultados obtidos para este alcaldide
indicam um mecanismo de agdo modulado por receptores do tipo SHT2ac (BOTH et
al., 2005).
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Il.4. MATERIAIS E METODOS

l11.4.1. EQuipamentos

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, composto por bomba Waters 510,
injetor manual Rheodyne (loop de 20 pnl), detector eletroquimico Waters 464. A
analise dos dados foi realizada com auxilio de Empower Softwear, homogeneizdor

Ultra Turrax, Phmetro Noxtron.

l11.4.2. Metodologia para determinacao de aminas biogénicas

111.4.2.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 200 — 250g, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul ou pela
Fundacado Estadual de Produgédo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e pelo Biotério da
Fundagcdo Universidade Federal de Rio Grande (FURG). Antes do inicio dos
experimentos, os animais foram adaptados por 72 horas no biotério de passagem da
Faculdade de Farmacia — UFRGS, mantidos em caixas plasticas com no maximo
cinco animais, com livre acesso a agua e alimento em ciclos de claro/escuro de 12
horas (7:00 — 19:00 h), em ambiente com temperatura controlada (23 + 2 °C) e
umidade monitorada. A manipulagdo animal foi realizada seguindo os principios

éticos para a experimentagao animal relatados por GOLDIM (1995).

Apos receberem o tratamento com acido estrictosidinico, os animais foram
decapitados por guilhotina isoladamente dos demais e seus cérebros foram
dissecados, sendo o equipamento limpo antes da decapitacdo de cada animal. O

material biolégico restante foi acondicionado em sacos plasticos e colocado sob
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refrigeragdo, utilizando freezer especifico p/ este fim, at¢é o momento do

recolhimento, realizado por empresa especializada no descarte deste material.

[11.4.2.2. Tratamento

O tratamento intracerebral foi realizado de acordo com o método descrito por
IZQUIERDO et al. (2000), com a colaboragao da Profa. Dra. Daniela Marti Barros do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Fundacdo Universidade Federal de Rio
Grande e as estruturas cerebrais congeladas foram enviadas para a Faculdade de

Farmacia (UFRGS), para analise.

A administragao intracerebral foi realizada pela infusao de solugdo contendo
acido estrictosidinico através de canulas implantadas nos hipocampos dos ratos
efixadas ao cranio com material acrilico dentario. Os animais foram anestesiados
com tiopentato de sédio (40 mg/kg) e as canulas foram implantadas bilateralmente, 1
mm abaixo da camada de células piramidais da subregido CA1 do hipocampo
dorsal, com o auxilio de equipamento estereotaxico, sendo que as coordenadoas (A:
-4,2; L: £3,0; V: +1,3) foram obtidas de acordo com atlas de anatomia de PAXIMOS
e WATSON (1986). Os ratos foram sacrificados 15 minutos apds a injecao, tendo

seus hipocampos e cortices retirados.

Inicialmente, foi realizado um experimento piloto, onde os animais foram
divididos em um grupo controle (n = 4) e quatro grupos tratados. Os grupos tratados
receberam injegdes intra-hipocampais bilaterais de 1 uL de acido estrictosidinico
dissolvido em solugao salina nas concentragées de 5 (n=3), 10 (n=4),20 (n=4) e
50ug/uL (n = 6), enquanto os controles receberam apenas solu¢do salina. Apos a
verificagao dos dados obtidos com as doses testadas, o tratamento que apresentou

o melhor resultado foi repetido.

O experimento utilizando administragdo intraperitoneal (i.p.) aguda do
alcaldide isolado foi realizado com doses iniciais de 100, 50, 25 e 10 mg/Kg de acido

estrictosidinico em solugao salina, sendo esta ultima a dose de escolha para a
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realizagao do experimento. Depois de transcorridos 60 minutos da administragéo do
alcaldide, os ratos foram decapitados para a remogao dos hipocampos, cértices e
estriados. Os animais controle receberam administragdo i.p. de solugédo salina,
sendo que todas as estruturas cerebrais isoladas foram congeladas até o momento

do processamento.

111.4.2.3. Preparacdo das amostras a partir das estruturas cerebrais

Os animais controle e tratados foram decapitados, as calotas cranianas foram
abertas, os cérebros expostos e rapidamente dissecados sobre gelo. As estruturas
cerebrais de interesse foram congeladas em gelo seco e armazenadas a —70°C até

a sua utilizagao.

As diferentes estruturas cerebrais estudadas foram homogeneizadas com
acido perclorico 0,1fM em homogeneizdor Ultra Turrax. As amostras foram
centrifugadas 1400 x g por 40 minutos a 4°C e os sobrenadantes filtrado através de
filtros de 0,2 um de poro. Os filtrados resultantes foram analisados por cromatografia

liquida de alta eficiéncia, acoplada a detector eletroquimico (CLAE/DEQ).

111.4.2.4. Estabelecimento dos parametros cromatograficos

Os parémetros cromatograficos de partida foram descritos por STEFFEN
(1994) e sofreram algumas modificacdes. A fase médvel foi feita de acordo com
DiBUSSOLO et al. (1983), modificada por STEFFEN (1994) e consiste em 100 mM
de acido férmico, 1 mM acido citrico; 0,36 mM de 1-heptanosulfonato de sédio; 0,1
mM de EDTA e 2,5% de dietilamina. Esta fase moével tem o pH ajustado a 4,2 -4,5¢
€ adicionada de acetonitrila na proporgao de 98:8 V/V. A eluigdo cromatografica foi

realizada em modo isocratico com fluxo de 0,8 mL/min, utilizando uma coluna
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Spherisord ODS1 Cqs (3,9 x 250 mm). O detector foi ajustado com potencial (E) de
800 mV e sensibilidade de 100 pA.

111.4.3. Validacdo do método analitico para quantificacdo de aminas

biogénicas

O método foi validado para os padrdes de linearidade, limites de deteccao e
quantificacdo e precisdo. Os parametros analiticos avaliados foram determinados
segundo codigos oficiais como a Farmacopéia Americana (USP, 1999), International
Conference on Harmonization (ICH, 1996) e a Resolugdo da Agéncia de Vigilancia
Sanitaria RE - N° 899 (ANVISA, 2003). Foram preparados e analisados o0s
homogeneizados de hipocampo e estriado de ratos controle, para a verificacdo dos
perfis cromatograficos das estruturas cerebrais, bem como a identificagcdo das
aminas biogénicas presentes. As areas dos picos dos cromatogramas obtidos foram
comparadas as resultantes da injecdo de uma mistura de padrées com concentragéao
de 500 ng/mL de cada amina e seus metabdlitos, para que fosse possivel estimar as
concentracbes basais desses compostos nos tecidos cerebrais. A partir dos
resultados, foram preparadas as solugcbes para a realizacdo das curvas de
linearidade destas substancias. Os resultados obtidos foram submetidos ao

tratamento estatistico de analise de varidncia (ANOVA).

[11.4.3.1. Linearidade

A faixa de linearidade para cada substancia foi determinada a partir de curvas
de calibragdo com pelo menos cinco niveis de concentracdes diferentes. As curvas
foram obtidas em trés dias consecutivos, sendo que foram realizadas trés inje¢des
(20 ul cada) para cada concentragao, a partir de solugdes distintas. Para cada curva,

foram determinados a inclinagao (a), a interseccéo (b) e o coeficiente de correlagéao
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(r). Para a aceitagdo das curvas de calibracdo, os coeficientes de correlagao linear
foram iguais ou superiores a 0.98 (ICH, 1996; USP, 2000, ANVISA, 2003).

111.4.3.2. Limites de deteccao (LD)

O limite de detecgdo (LD), considerado como a menor concentragdo da
substancia capaz de ser detectada nas condi¢cdes experimentais, foi estimado a

partir das curvas de calibragéo através da férmula: LD = DPa x 3 / IC, onde:

e DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo Y (b) de, no mimino, trés

curvas de calibracio;

e |C é a inclinagdo (a) da curva de calibragado (ICH, 1996; USP, 2000,
ANVISA, 2003).

111.4.3.3. Limites de quantificacdo (LQ)

O limite de detecgéo (LQ), menor concentragdo da substancia capaz de ser
quantificada com precisao e exatidao aceitaveis, foi estimado a partir das curvas de

calibracéo através da formula: LD = DPa x 10/ IC, onde:

e DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo Y (b) de, no mimino, trés

curvas de calibragao;

e |C é a inclinagdao (a) da curva de calibragao (ICH, 1996; USP, 2000,
ANVISA, 2003).
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111.4.3.4. Repetibilidade e Precisédo Intermediéria

A precisdo de um método analitico € geralmente avaliada através da
repetibilidade, que avalia a variabilidade do método dentro de um mesmo dia, e da
precisao intermediaria, que verifica a variagcdo da metodologia em diferentes dias de

analise.

Para a determinacéo da precisdo do método, foram determinadas as médias
das areas dos picos de seis injecbes consecutivas dos homogeneizados de
hipocampo e estriado dentro de um mesmo dia (repetibilidade ou precisao intradia) e
em trés dias consecutivos (precisdo intermediaria ou interdia) e foram calculados os
desvios padrédo relativos (DPR) ou coeficientes de variagdo (CV%), conforme
preconizado pela ANVISA (2003).

l11.4.4. Quantificacdo de aminas biogénicas e seus metabalitos

As concentragdes de aminas biogénicas nas estruturas cerebrais foram
calculadas com o uso de curvas de calibracdo obtidas mediante a injegdo de
padrées puros. A verificagdo das alteragdes nos niveis de aminas biogénicas nos
animais resultou da comparagao das areas dos picos de cromatogramas obtidos de

animais tratados e controles, através do método estatistico “t” Student.

Foram preparadas solugbes padrao de dopamina (DA) e seus metabdlitos 3-
metoxitiramina (3-MT), acido 3,4-didroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico
(HVA); 5-hidroxitriptamina (5-HT) e o derivado de metabolizacdo &acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) e o padrao interno 3,4-diidroxibenzilamina (DHBA), na
concentragdo de 1 mg/mL de cada substancia em HCIO4 0,1 N (solugbes estoque),
sendo que aliquotas destas foram diluidas e utilizadas para a otimizagdo dos

parametros cromatograficos e validagdo do método analitico.
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111.5. RESULTADOS

[11.5.1. Estabelecimento dos parametros cromatograficos

A quantificagdo das aminas biogénicas utilizando os parametros descritos
resultou no cromatograma apresentado na figura 1ll.5, onde é possivel verificar a

presenca de sete picos, referentes as aminas e seus metabdlitos.

Figura 1ll.5: Cromatograma da mistura de aminas biogénicas e seus metabdlitos, pH 4,2; fluxo 0.8
mL/min.

Apos a otimizacdo dos parametros analiticos, foram preparados e analisados
os homogeneizados de hipocampo e estriado de ratos controles, para identificar as

substancias presentes nestas estruturas cerebrais.
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[11.5.2. Validacdo do método analitico para quantificacdo de aminas

biogénicas

As areas dos picos dos cromatogramas obtidos a partir da injecao de 20 pl
dos homogeneizados foram comparadas as obtidas com uma mistura de
substancias padrdao com concentragdo de 500 ng/ml. Dessa forma, foi possivel
estimar as faixas de concentragao a serem utilizadas para a construcdo das curvas
de linearidade de cada composto. As concentragdes basais dos neurotransmissores

e seus produtos de metabolizagao variaram de acordo com a estrutura cerebral.

[11.5.2.1. Linearidade

A amina biogénica DA apresentou faixa de linearidade de 1500 - 2700 ng/mL,
enquanto 3-MT, um de seus produtos de metabolizacédo, foi linear entre 500 e 1000
ng/mL. A indolamina 5-HT foi linear entre 50 e 500 ng/mL. Os metabdlitos DOPAC,
HVA e 5HIAA mostraram-se lineares na faixa de 50 - 250 ng/mL. Para todas as
curvas os valores obtidos para r* foram superiores a 0,99 (tab. 111.2) e a analise de
variancia apresentou diferengas significativas (p < 0.01) entre as concentracdes e
para a regressao linear, enquanto o desvio da linearidade nao foi significativo. Os
coeficientes de variagdo (CV%) ou desvios padrao relativos entre as curvas dessas
substancias nao foram superiores a 5%, de acordo com os limites estipulados pela
ANVISA (2003). Os valores de CV% para os neurotransmissores avaliados s&o

apresentados na tabela I11.3.
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Tabela 11.2:

Resultados das curvas de calibragdo para a quantificacdo de
monoaminas em estriado e hipocampo de ratos.

Monoamina Equacédo da curva Valor® de r? Linearidade
de calibragédo® (ng/mL)
y = 9394,2x - 5820960 1500-2700
y = 6175,6x + 95084 0,9995 50-250
y = 6785,9x - 461299 0,999 500-1000
y =6577,2x + 116318 1 50-250
y = 6878,8x + 252832 0,9999 50-500
y = 3472x + 40463 0,9996 50-250

% = area do pico; x = concentragdo da monoamina e/ou metabdlito
®Coeficiente de correlagédo da curva de calibragao

Tabela I111.3: Desvios padrao relativos entre as curvas de calibragao construidas a
partir das solugdes padréo para a analise de linearidade.

Desvio Padrao Relativo (%)
Concentragcdo (ng/ml) DA 3-MT 5-HT 5-HIAA DOPAC
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111.5.2.2. Limites de deteccao (LD)

Os limites de deteccao calculados sdo apresentados na tabela I11.4.

Tabela lll.4: Limites de deteccao de dopamina, serotonina e metabdlitos.

Composto Limite de Detecgéo
(ng/mL)

111.5.2.3. Limites de quantificacéo (LQ)

Os valores dos limites de quantificagédo para as aminas e seus metabdlitos

estao descritos na tabela lll.5.

Tabela I11.5: Limites de quantificagdo de dopamina, serotonina e metabdlitos.

Composto Limite de Quantificagao
(ng/mL)

125



[11.5.2.4. Repetibilidade e Precisédo Intermediéaria

A precisdo de um método analitico € o grau de concordancia entre os
resultados de testes individuais quando o método € aplicado repetidamente a
diferentes amostragens (ICH, 1996; USP, 2000, ANVISA, 2003). Repetibilidade é a
concordancia entre resultados obtidos em um curto periodo de tempo, empregando
0 mesmo analista e instrumento, ao contrario da reprodutibilidade, que se refere a
conformidade entre os resultados obtidos com a mesma amostra em diferentes
laboratdrios e diferentes analistas (ICH, 1996; USP, 2000, ANVISA, 2003, MELO et
al., 2004). Para este trabalho, foram determinados os parametros de repetibilidade e
precisdo intermediaria. Repetibilidade foi expressa como o desvio padrao relativo
(DPR) ou coeficiente de variagcao (CV%). Os neurotransmissores e seus metabdlitos
apresentaram CV% inferiores a 5% para a repetibilidade e 15% para preciséo
intermediaria, de acordo com o preconizado pela ANVISA (2003), indicando baixa

variabilidade dos valores obtidos para cada concentragao (tab. 111.6).

Tabela 111.6: Valores de CV% de repetibilidade e precisdo intermediaria para
homogeneizados de hipocampo e estriado de ratos.

Monoamina Coeficientes de variacao (%)

Estriado Hipocampo
Repetibilidade Preciséo Repetibilidade Precisao

intermediaria intermediaria
0,18 1,25 1,52 3,09
1,08 1,6 1,34 2,26
0,73 3,98 0,79 0,88
2,94 5,02
1,67 7,5 3,79 3,33
3,39 3,4 3,23 3,5
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[11.5.3. Quantificacdo de aminas biogénicas e seus metabdlitos

Acido estricitosidinico, alcaldide isolado das folhas de Psychotria myriantha,
foi administrado em ratos para a verificacdo de sua atividade sobre as aminas
biogénicas no sistema nervoso central desses animais. Foi realizado um
experimento piloto, com injegao intra-hipocampal bilateral aguda do alcaldide nas
doses de 5, 10, 20 e 50 ug/uL, para investigar as possiveis alteragdes nos niveis de
DA, DOPAC, 3-MT, HVA, 5-HT e 5-HIAA nos hipocampos e cortices destes animais.
Nao foram observadas diferencas nos niveis das catecolaminas e indolaminas dos
grupos que receberam injecdo intracerebral de 5, 10 ou 50 pg/ulL, quando
comparados a um grupo controle. O grupo tratado com uma dose aguda de 20 ug/uL

apresentou reducao nos niveis de 5-HT.

Os dados obtidos no experimento inicial conduziram a realizacdo de um
experimento agudo com injecao intra-hipocampal de acido estrictosidinico na dose
de 20 pg/uL. Foram analisados os hipocampos e cértices dos animais tratados e

controles e os resultados s&o apresentados na tabela Ill.7.

Como observado no ensaio preliminar, houve uma redugao de 83,48% nos
niveis de serotonina dos hipocampos em comparagdo com o grupo controle. A
quantificacdo dos neurotransmissores nos cortices demonstrou uma redugao
estatisticamente significativa nos niveis de DOPAC (35,9%), 3-MT (24,7%) e 5-HIAA

(9%), embora os niveis de DA e 5-HT tenham permanecido inalterados.

Tabela I1l.7: Resultados do tratamento intra-hipocampal bilateral com acido
estrictosidinico sobre hipocampo e coértex de ratos, apresentando os niveis de
aminas biogénicas (ng/g tecido), expressos como média + desvio padrao da média.

Tratamento intra-hipocampal agudo (20 ug/uL)
hipocampo (ng/g) cortex (ng/g)
controle (n =5) tratado (n =8) controle (n=5) tratado (n=6)

3125,3 + 145,8 3070 + 128,8 2328,2 +125,6 2245 +191,5
330,5 £ 16,8 211,6 £ 21,3**
1630,3 + 207,2 1648,8 + 207 2276,5 + 185,7 1713,6 + 183,6*
237,5 £ 20,1 39,2 + 8,4** 268,1+7,7 255,2+31,3
624,5 £ 45,2 593,9 £ 55,8 457,3 + 35,9 416,1 = 20,7*
*p< 5% *p<1%
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Para o tratamento intraperitoneal agudo, foram testadas as doses iniciais de
acido estrictosidinico de 100, 50, 25 e 10 mg/kg. O animal que recebeu a dose de
100 mg/g apresentou sinais intensos de sofrimento e foi sacrificado imediatamente.
Nas doses de 50 e 25 mg/kg foram observadas fortes contor¢ées abdominais e,
embora esses animais tenham sido decapitados antes de completarem 60 minutos
de tratamento, as estruturas cerebrais de interesse foram dissecadas e analisadas.

Dessa maneira, o grupo restante recebeu o tratamento i.p. com a dose de 10 mg/kg.

Foram isolados os hipocampos, cortices e estriados dos animais tratados e
controles. Os cértices apresentaram resultados bastante heterogéneos, sendo por
essa razao descartados. De acordo com o verificado no tratamento intra-hipocampal,
houve redugao de 63,4% nos niveis de 5-HT nos hipocampos, contudo também foi
observada uma alteracdo estatisticamente significativa (p < 0,01) nos niveis de
DOPAC, representando uma reducédo de 67,4% nos niveis observados no grupo

controle (tabela Il1.8).

A analise dos cromatogramas obtidos para os estriados permitiu verificar
alteragdbes em DA, 5-HT e seus respectivos metabdlitos (tab. I11.8). Houve
modificagdo no sistema serotonérgico, com redugdo nos niveis de 5-HT (28,7%),
como nos demais experimentos, mas com um aumento semelhante em 5-HIAA
(29,4%). No sistema dopaminérgico, apenas o metabdlito 3-MT permaneceu
inalterado. Foi observada uma diminuicdo nos niveis de DA (8%) e aumento de
DOPAC (21,5%) e HVA (52,5%).

Tabela 111.8: Resultados do tratamento intraperitoneal agudo com &acido
estrictosidinico (10 mg/Kg) sobre hipocampo e estriado de ratos, apresentando os
niveis de aminas biogénicas (ng/g tecido), expressos como meédia + desvio padrao
da média.

Tratamento intraperitoneal agudo (10 mg/kg)
hipocampo estriado

controle (n =4) tratado (n =5) controle (n=6) tratado (n=5)
1427,9 + 144,01 1209,1 + 56,9 4955,9 + 321 4557+ 82,6*

288,6 £ 14,7 94,2 + 14,6** 644,6 £ 42,3 783,4 + 31,2**
1423,8 £ 136,5 1203,1 £ 161,6 2018,2 + 68 2121,4 £ 127,4
249+ 24,7 379,7 £ 22,7**

252,9 + 21,1 92,5+ 6,4 484,3 + 32,5 345,4 + 24,4**
108 £ 19,3 134,7 + 12,8 422,2 + 22,3 546,6 + 41,4**

*p<5% **p<1%
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1l.6. DISCUSSAO

As aminas biogéncias sao moléculas de fundamental importancia para a
manutencdo das fungdes cerebrais normais, estando envolvidas em diversas
doencas que acometem o sistema nervoso central. Dessa forma, os niveis de
aminas biogénicas e seus metabdlitos, em tecidos e fluidos bioldgicos, tém sido
largamente investigados para uma variedade de estados fisioldgicos e patoldgicos.
Cromatografia liquida acoplada a detector eletroquimico (CLAE/DEQ) tem sido
amplamente empregada para a deteccdo simultdnea de monoaminas
neurotransmissoras e seus metabdlitos em fluidos e tecidos cerebrais (KNOWLES e
JOHNSON, 1983; CASSONE et al., 1993; GAMACHE et al., 1993; VIZUETE et al.,
1993; PRABHU et al., 1994; STEFFEN et al., 1995, QU et al., 1997; PAGEL et al.,
2000; PATEL et al., 2005).

O uso da CLAE/DEQ foi introduzido por KISSINGER et al., nos anos 70,
apresentando relativa simplicidade, especificidade, versatilidade e sensibilidade
(CHENG e KUO, 1995; NIKOLAJSEN e HANSEN, 2001). Por ser muito sensivel,
torna-se uma excelente técnica para a analise e separacdo de componentes em
matrizes complexas, permitindo a injegao direta de homogeneizados em uma coluna
analitica, sem a necessidade de exaustivos processos de purificagdo (QU et al.,
1997; Patel et al., 2005). A deteccao fluorimetrica, por exemplo, apresenta o
inconveniente de exigir a derivatizagdo prévia da amostra (SOME et al., 2004), em
decorréncia da baixa sensibilidade da fluorescéncia natural dos compostos
(NIKOLAJSEN e HANSEN, 2001), o que envolve maior tempo de preparagdo da
amostra antes da andlise cromatografica. Segundo SOME et al. (2004), a
comparacgao de resultados entre a deteccao fluorimétrica e eletroquimica indica que
esta ultima é mais sensivel, embora ambos os métodos possam ser precisos e
exatos. Pelas vantagens apresentadas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector eletroquimico foi o0 método escolhido para a quantificacao de

DA, 5-HT e metabdlitos respectivos neste trabalho.

As quantificagdes das catecolaminas e indolaminas em tecidos cerebrais
foram baseadas nos paréametros cromatograficos descritos por STEFFEN (1994)
com modificagdes na composicao da fase movel, pH e sensibilidade do detector, que

facultaram a obtengdo de um cromatograma com boa resolugédo e separagéo para
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os picos referentes ao padrdo interno e aos sistemas dopaminérgico e

serotonérgico, permitindo a correta identificagdo dos mesmos.

A etapa seguinte a otimizagédo das condi¢gbes cromatograficas foi a validagéo
do método analitico, cujos parametros avaliados foram selecionados de acordo com
a Resolugcao 899 da ANVISA (2003) e codigos oficiais como ICH (1996) e USP
(2000). O procedimento analitico foi validado quanto a linearidade, precisao e limites
de deteccdo e quantificagdo, apresentando resultados satisfatorios para todos os

parametros.

Com relacao a linearidade, de acordo com as recomendacdes estabelecidas
pelos cédigos oficiais (ICH, 1996; USP, 2000; ANVISA, 2003), as solugdes utilizadas
na construcdo das curvas de linearidade devem ser preparadas separadamente,
partindo de pesagens distintas da substancia padrao ou de referéncia. Considerando
o alto custo dos padrées de aminas biogénicas, na validagdo do presente método,
foram preparadas solugbes padrao de cada monoamina ou metabdlito (solugéo
estoque), na concentragdo de 1 mg/mL, baseadas nas quais foram realizadas as
curvas de linearidade. As curvas de calibragéo foram realizadas em triplicata, a partir

de distintas diluicbes dos estoques.

A estabilidade das aminas biogénicas foi avaliada de forma preliminar.
Primeiramente, foram utilizados homogeneizados de hipocampos armazenados por
mais de um ano em freezer, sendo que, nos cromatogramas resultantes da analise
por CLAE/DEQ, foi possivel a identificagdo dos picos referentes a DA e 3-MT.
Analises cromatograficas realizadas com homogeneizados de hipocampos obtidos
imediatamente apos a decapitagdo dos animais, ou conservados sob temperatura de
— 70 °C por um periodo de dois meses, permitiram a identificacdo de DA e seus
metabdlitos, 5-HT e 5-HIAA. As informacgdes preliminares indicam que o tempo de
armazenamento das estruturas cerebrais constitui um fator relevante para quimica

das aminas biogénicas.

Foram realizadas inje¢cdes alternadas de homogeneizados de animais
tratados e o respectivo controle, garantindo as mesmas condigdes da analise para
ambos 0s grupos, permitindo a comparagdo entre os mesmos através do teste

estatistico “t” de Student.
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A quantificacao dos niveis de aminas biogénicas, utilizando a metodologia
validada, permitiu a verificagdo da influéncia do acido estrictosidinico sobre os niveis
de DA, 5-HT e seus respectivos metabdlitos em hipocampos e cértices de ratos
tratados por via intra-hipocampal, e hipocampos e estriados de animais tratados por

via intraperitoneal.

Serotonina atua em diversas fungdes cerebrais, entre as quais se destacam
memoria e aprendizado, humor, ansiedade e depresséo. Baixos niveis de serotonina
ou alteragbes no seu metabolismo tém sido associoados a condigcoes
neuropsiquicas bastante sérias, tais como as doengas de Parkinson e Hungtinton,
distonia neuromuscular, disturbios do sono, depressao, ansiedade, agressividade,
comportamento compulsivo problemas afetivos (Van PRAAG, 2004; De BOER e
KOOLHAAS, 2005; HOU et al., 2006).

O papel da serotonina no aprendizado e memodria nao esta completamente
esclarecido. Contudo, estudos tém evidenciado a facilitacdo da memdria com o uso
de antagonistas 5-HT e a debilitacdo deste processo cognitivo pelos agonistas.
(FARR et al., 2000; NAGHDI e HAROONI, 2005). SHIMIZU et al. (1999) verificaram
um aumento no consumo de 5-HT em homogeneizados de hipocampo, cortex e
estriado de ratos, sugerindo a facilitagdo da atividade serotonérgica nestas
estruturas, o que foi relacionado com o déficit de aprendizado apresentado pelos
animais no teste da esquiva inibitoria. SEMBA et al. (2005) relacionam a
intensificagdo do metabolismo serotonérgico estriatal em ratos com a amnésia

retrograda provocada pelo tratamento com midazolan ou propofol.

O 6leo das sementes de Celastrus paniculatus, utilizado na india como um
fortalecedor da memoria e promotor da inteligéncia, promoveu o decréscimo dos
niveis de 5-HT e 5-HIAA em homogeneizados de cérebros de ratos, atribuido aos
efeitos favoraveis sobre a memodria (NALINI et al., 1995). BOTH et al. (2005)
avaliaram a atividade do alcaldide psicolatina, isolado de folhas de P. umbellata,
sobre a memoria de camundongos submetidos ao teste de esquiva inibitoria.
Psicolatina na dose de 100 mg/kg prejudicou a aquisigdo do aprendizado e a
consolidacdo da memoria, atuando sobre receptores 5-HToac. Psicolatina e acido

estrictosidinico pertencem a classe dos alcaldides indol monoterpénicos e possuem
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similaridade estrutural, sendo ambos isolados de espécies do subgénero

Heteropsychotria, coletados no sul do Brasil.

A razao 5-HIAA / 5-HT é frequentemente empregada como um indicador do
metabolismo serotonérgico, por estabelecer a relagdo entre o consumo de 5-HT e a
formagdo de seu produto de metabolizagdo (Van PRAAG, 2004). Os resultados
obtidos nas analises com homogeneizados de hipocampos de animais tratados por
injecao intra-hipocampal bilateral (20 pg/uL) ou intraperitoneal (10 mg/kg) com acido
estrictosidinico resultaram na diminuicdo dos niveis teciduais de 5-HT, sem o
consequente aumento nos niveis 5-HIAA, indicando que ndo houve intensificagdo do
metabolismo da serotonina nessa estrutura. Uma hipotese possivel € que o
resultado obtido pode ter sido uma decorréncia do bloqueio de sua sintese, o que
esta em concordéncia com os resultados demonstrados por SANTUCCI et al. (1996)
e BANIK e LAHIRI (2005), que realizaram experimentos onde a inibicdo da sintese
de 5-HT, induzida por p-cloroanfetamina, ocasionou a redugcdo nos niveis desta

indolamina nas estruturas cerebrais avaliadas.

O triptofano € o precursor da biossintese de 5-HT (5-hidroxitriptamina),
através da acdo da triptofano hidroxilase. A disponibilidade deste aminoacido
essencial e a atividade da enzima sdo os principais processos reguladores da
formgao de 5-HT (SANDERS-BUSH e MAYER, 2001; RANG et al., 2004). Assim, a
caréncia de triptofano pode levar a uma deficiéncia de 5-HT no cérebro (Van
PRAAG, 2004). Os alcalbides indol monoterpénicos sédo biossintetizados a partir da
descarboxilagao do triptofano, demonstrando a existéncia de um precursor comum
entre 5-HT e acido estrictosidinico. Dessa forma, torna-se possivel conjecturar sobre
uma agao do acido estrictosidinico sobre as enzimas precursoras de 5-HT, o que
poderia justificar a redugcdo dos seus niveis nos hipocampos dos ratos submetidos

ao tratamento intra-hipocampal com acido estrictosidinico.

Nos hipocampos de animais tratados acido estrictosidinico intraperitoneal (10
mg/kg) apresentaram, associada a redugao nos niveis de 5-HT, uma diminuigdo das
concentragbes de DOPAC. Além disso, foi abservada uma tendéncia a redugéo nos
niveis de DA, apesar da nao ter havido diferenga significativa. Nos cértices de
animais tratados com acido estrictosidinico intra-hipocampal (20 ug/uL) ndo houve

alteragdes significativas nos niveis de DA e 5HT.
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Entre as inumeras fungdes de DA, destaca-se o controle dos movimentos,
que resulta da ativagao da via nigro-estriatal, caracterizada pela predominancia de
neurénios dopaminérgicos e receptores dos subtipos D¢ e D, (EMILIEN et al., 1999).
O estriado situa-se numa localizacdo chave para o circuito motor, recebendo
aferentes do cértex frontal e parietal e enviando eferentes aos nucleos talamicos e
areas corticais envolvidas no movimento (BEAR, 2002). Os niveis de DA nesta
regido cerebral foram mais elevados que aqueles observados em hipocampo e

cortex, tornando possivel a deteccéo e quantificacdo de todos os seus metabdlitos.

O estriado constitui uma estrutura importante para a formagcao da meméaria de
procedimentos, envolvida na formacao de habitos comportamentais (BEAR, 2002),
onde é responsavel pela coordenagao e execugao de programas motores complexos
(GENGLER et al., 2005). Pacientes afetados pela doenga de Huntington
apresentaram dificuldade no aprendizado de tarefas em que uma resposta motora
esta associada a um estimulo (SALMON e BUTTERS, 1995; BEAR, 2002). De
acordo com SHOHAMY et al. (2005), pacientes com Parkinson apresentam
dificuldades na aquisigdo de habilidades motoras, sugerindo que a perda de DA
pode levar a déficits de aprendizado, que sdo amenizados pelo tratamento com L-

DOPA, seu precursor biossintético.

O tratamento intraperitoneal agudo com acido estrictosidinico demonstrou
diminuicdo nos niveis de DA, com elevagdo dos niveis de DOPAC e HVA, e um
aumento do metabolismo serotonérgico, evidenciado pela diminuigdo dos niveis de

5-HTcom consequente elevacao de 5-HIAA.

FREITAS et al. (2003a) observaram aumento nos niveis de HVA e redugéo
em DA, 5-HT, DOPAC e 5-HIAA de estriados de ratos jovens apods estado epiléptico
induzido por pilocarpina. A inducdo da epilepsia em animais adultos resultou na
reducao nos niveis de DA, 5-HT e DOPAC, aumento na concentracao de 5-HIAA e
niveis inalterados de HVA (FREITAS et al., 2003b). Foram observadas redugdes nos
niveis de DA e 5-HT em estriados de animais tratados com acido estrictosidinico,
assim como nos resultados de FREITAS et al. (2003a e 2003b). Contudo, acido
estrictosidinico causou aumento nos niveis de 5-HIAA, DOPAC e HVA, sem alterar
as concentragdes de 3-MT. Psicolatina, alcaléide indol monoterpénico isolado de P.

umbellata (subg. Hetropsychotria), apresentou atividade ansiolitica e antidepressiva,
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atuando em receptores 5HT24,c (BOTH et al., 2005) e NMDA (BOTH et al., 2006). Os
resultados indicam que este alcaléide indol monterpénico atua em diferentes

sistemas de neurotransmissao.

As aminas biogénicas estdo envolvidas em varios processos fisiologicos e
patoldgicos do sistema nervoso central (BERGQUIST et al.,, 2002), sendo que
muitos destes envolvem a interacdo entre diferentes sistemas neurotransmissores,
como por exemplo, ansiedade, atividade locomotora e memoria (AMADIO et al.,
2004; COSTA-CAMPOS et al., 2004; ARNSTEN e LI, 2005), além das doengas de
Parkinson, Alzheimer e esquizofrenia (PIRES et al., 2005; CROPLEY et al., 2006).

Regides cerebrais como cortex pré-frontal, hipocampo e nucleos da rafe
demonstram a conexdo entre os sistemas glutamatérgico, serotonérgico e
dopaminérgico, ja que o antagonismo de receptores NMDA nessas regides estimula
a liberacdo e o metabolismo da serotonina e a modulagdo da atividade
dopaminérgica (CARLSSON et al., 1999, BREESE, et al., 2002). Pesquisas recentes
indicam que a interagao funcional entre os sistemas dopaminérgico e serotonérgico
pode explicar a acao antidepressiva dos inibidores da recaptacdo de serotonina e
antagonistas 5-HT, (ESPOSITO, 2006). A modulagao da fungao de receptores 5-HT,
por farmacos que influenciam a funcdo dopaminérgica na substancia negra parece
atuar sobre a ativagdo motora, motivagado e recompensa (ESPOSITO, 2006). O fato
de a doenca de Parkinson, caracterizada por reducdo nos niveis de DA e pela
presenca de disturbios motores, comumente apresentar a depressao como uma
condicdo associada e que agentes antidepressivos, como sertralina e outros
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, sédo utilizados frequentemente no
tratamento deste sintoma nestes pacientes, corroboram a hipotese da interagao

entre os sistemas monoaminérgicos (PIRES et al., 2005).

Segundo FREITAS et al. (2003b) os niveis de neurotransmissores podem ser
alterados de diferentes formas em resposta a uma estimulagdo colinérgica.
Considerando que acido estrictosidinico apresentou atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase, embora pouco pronunciada (capitulo Il), € possivel que as
modificagdes nas concentragbes das monoaminas nas estruturas cerebrais
avaliadas constituam um rearranjo de neurotransmissores decorrente do aumento

nos niveis de acetilcolina nos tecidos estudados.
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De uma forma geral, o alcaléide indol monoterpénico acido estrictosidinico
parece atuar sobre a sintese de 5-HT, demonstrado pela redu¢cdo em seus niveis
hipocampais, sem alteragcbes em 5-HIAA, e sobre o sistema dopaminérgico em
cértices e estriados dos animais tratados, além de aumentar o metabolismo da
serotonina nesta estrutura. Considerando a importancia destes neurotransmissores
para o desempenho das fungdes centrais e seu envolvimento nas doengas
neurodegenerativas, os resultados apresentados neste trabalho indicam que acido
estrictosidinico apresenta grande potencial farmacolégico, podendo ser investigado
quanto a diferentes atividades cerebrais que envolvam os sitemas dopaminérgico
e/ou serotonérgico, como por exemplo: acdo antidepressiva, ansiolitica e efeitos

sobre os processos de locomogédo e memoria.
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DISCUSSAO GERAL






O género Psychotria possui taxonomia complexa, sendo que a delimitacdo de
suas fronteiras ainda gera polémica entre os pesquisadores (NEPOKROEFF et al.,
1999). A divisdo de Psychotria entre os subgéneros Tetramerae, Psychotria e
Heteropsychotria constituiu uma tentativa de facilitar a classificagdo das espécies
através de analises de sua morfologia e distribuicdo geografica (PETTIT, 1964 E
1966; STEYERMARK, 1972). Neste contexto a avaliagdo de sua quimiotaxonomia

torna-se uma ferramenta altamente relevante.

Espécies do subgénero Psychotria, pantropical, parecem estar envolvidas
com a producdo de alcaldides inddlicos poliméricos, o que é evidenciado pelo
isolamento de isopsicotridina C, psicotridinae e quadrigeminas A e B (ROTH et al.,
1985 e 1986), calicantina, isocalicantina e mesoquimonantina em P. forsteriana
(ABJIBADE et al., 1992); psicoleina e quadrigemina C (GUERITTE-VOEGELEIN,
1992), hodgkinsina, isopsicotridinas A e B, psicotridina, quadrigemina |, oleoidina e
caledonina em P. oleoides (JANNIC et al., 1999); quadrigemina B, calicantina,
hodgkinsina, calicosidina e quimonantina em P. rostrata (LAJIS et al., 1993); e
glomerulatinas A, B e C em folhas de P. glomerulata (SOLIS et al., 1997).

Em contrapartida, alcaldides polinddlicos ndo tém sido encontrados em
espécies pertencentes ao subgénero neotropical Heteropsychotria, com excecao de
P. colorata, que permirtiu o isolamento de calicantina e isocalicantina, além de
quadrigemina C (CARVALHO, 1993). A avaliagcdo dos alcaldides presentes em 15
espécies de Heteropsychotria (LOPES et al., 2004), bem como o isolamento de
psicolatina (psicolatina) a partir de folhas de P. umbellata (KERBER, 1999);
braquicerina, de P. brachyceras (KERBER et al., 2001 e 2003); lialosideo e
estrictosamida, de P. suterella (De SANTOS et al., 2001) e N-B-D-glicopiranosilsil-
vincosamida, de P. leiocarpa (HENRIQUES et al., 2004), sugerem que este

subgénero produza alcalbides indol monoterpénicos.

O isolamento de estrictosamida, acido estrictosidinico e miriantosina, além da
provavel presenca de vincosamida, em P. myriantha permitiu o conhecimento da
composi¢cao quimica da espécie, corroborando a hipotese de producéo de alcaldides
indol monoterpénicos e incluindo formalmente a espécie no subgénero

Heteropsychotria.
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A analise dos extratos de P. myriantha e seus alcaldides isolados
possibilitaram a avaliagdo do perfil farmacolégico da espécie. Os alcalbides
estrictosamida, isolado previamente em Cephaelis dichroa (SOLIS et al, 1993),
Rhazia stricta (RAHMAN et al., 1991), espécies de Nauclea (ERDELMEIER et al.,
1991) e raizes de Ophiorrhiza pumila (KITAJIMA et al., 2002), em P. suterella e P.
bahiensis, e acido estrictosidinico, isolado de Rhayza orientalis (SMITH et al., 1968),
Hunteria zeylanica (SUBHADHIRASAKUL et al., 1994) e Ophiorriza filistipula
(ARBAIN et al., 1993) ja possuiam atividades descritas na literatura. Estrictosamida
apresentou atividades moluscicida, antibacteriana e antifungica (ERDELMEIER et
al., 1991), enquanto acido estrictosidinico apresentou efeito analgésico periférico
(REANMONGKIOL et al., 2000).

O presente trabalho demonstrou que o extrato butandlico de alcaldides de P.
myriantha, estrictosamida, acido estrictosidinico e miriantosina apresentaram
atividade inibidora da migracdo de leucécitos, sugerindo potente atividade
antiinflamatoria e efeito anticolinesterasico, sendo que substancias que apresentam
a combinacao dessas duas acdes podem ser ferramentas importantes no tratamento
de doengas neurodegenerativas (NIZRI et al.,, 2005; YOON et al., 2005). EBA e
acido estrictosidinico apresentaram atividade analgésica opidide, contrariando os
dados descritos na literatura (REANMONGKOL et al.,, 2000). Por essa raz&o, o
alcaldide acido estrictosidinico, isolado em maior quantidade, foi avaliado quanto a
seus efeitos sobre os niveis de aminas biogéncias em estruturas cerebrais de ratos.
Acido estrictosidinico demonstrou, predominantemente, uma reducéo nos niveis de
serotonina em hipocampos, cortices e estriados de animais tratados, sugerindo atuar
por bloqueio da sintese de 5-HT (SANTUCCI et al, 1996; BANIK e LAHIRI, 2005). O
alcaléide isolado também promoveu alteragées no sistema dopaminérgico no cortex
e estriado, sendo que o mecanismo pelo qual acido estrictosidinico causa tais
alteragbes ainda nao foi esclarecido. Contudo, a literatura descreve a conexao entre
os sistemas glutamatérgico, serotonérgico e dopaminérgico, sendo que o
antagonismo de receptores NMDA em regides como cértex, hipocampo e nucleos da
rafe pode estimular a liberacdo e metabolismo da serotonina e a modulagado da
atividade dopaminérgica (CARLSSON et al., 1999, BREESE, et al., 2002).

Este trabalho demonstra a importancia dos alcaldéides como substancias
bioativas, apontando os indol monoterpénicos, em especial, como uma fonte para a

descoberta de compostos com atividade sobre o sistema nervoso central.

140



CONCLUSOES E PERPECTIVAS






O género Psychotria € marcado pela auséncia de similaridades morfoldgicas
e anatbmicas que permitam a delimitagdo de suas fronteiras. Dessa forma, a busca
por caracteristicas que possam estabelecer padrbes comuns entre as espécies
fundamenta e impulsiona a investigacdo quimica do género. Neste contexto, o
isolamento dos alcaldides indol ~monoterpénicos estrictosamida, acido
estrictosidinico e miriantosina em Psychotria myriantha representa um importante
resultado, que parece evidenciar uma tendéncia de produgao de alcaldides indol
monoterpénicos pelo subgénero Heteropsychotria, através de rotas biossintéticas
diferenciadas, sugerindo a existéncia de um critério quimiotaxondmico para a

classificagao do género.

A potente inibicdo da migracdo de leucdcitos descrita para P. myriantha,
associada a diminuicdo da dor observada no teste da capsaicina, podem indicar uma
acao antiinflamatéria, ainda nado relatada para espécies do subgénero

Heteropsychotria.

A avaliagcdo de espécies do subgénero Heteropsychotria em testes de
nocicepgao tem demonstrado efeitos analgésicos centrais. O alcaldide acido
estrictosidinico, isolado de P. myriantha, apresentou atividade analgésica do tipo
opidide, da mesma forma que psicolatina, de P. umbellata, para a qual é relatado
também o envolvimento de receptores NMDA e agao antidepressiva e ansiolitica.
Contudo, acido estrictosidinico apresentou efeito analgésico em doses muito
menores, quando comparado a psicolatina. Emboraas doses letais para o acido
estrictosidinico ainda ndo tenham sido estabelecidas, a presenca de atividade em

baixas concentra¢des se torna uma vantagem.

O alcaléide acido estrictosidinico foi capaz de inibir a enzima
acetilcolinesterase e promover alteragdes nos sistemas dopaminérgico e
serotonérgico de ratos tratados pela vias intracerebral e intraperitoneal,
demonstrando potencial atividade central. Considerando que substancias que
aumentam a disponibilidade de acetilcolina sdo importantes para o tratamento da
doenca Alzheimer e que o0s neurotransmissores dopamina e serotonina estéo
envovidos em disturbios neurolégicos e neurodegenerativos como: depressao,
esquizofrenia e Parkinson, entre outras, os resultados obtidos para P. myriantha,

juntamente com a atividade ansiolitica e antidepressiva e efeito analgésico central
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de P. umbellata, podem sugerir que estas duas espécies do subgénero atuem
predominantemente sobre o sistema nervoso central. Estes aspectos indicam que o
género Psychotria apresenta perpectivas positivas para a identificagdo de novos

produtos com importantes atividades bioldgicas.

De forma geral, apesar de ainda ser possivel o isolamento e elucidagao
estrutural de outros alcaldides e investigagdo de diferentes atividades
farmacologicas em P. myriantha, o presente trabalho viabilizou a realizagcdo de
estudo envolvendo aspectos fitoquimicos, quimiotaxondmicos e
farmacoldgicoscontribuindopara a disponibilizagdo de dados referentes ao
subgénero Heteropsychotria. Os resultados obtidos indicam novas perspectivas para
continuidade do trabalho, em especial a determinagcdo das vias biossintéticas de
formagao da miriantosina, um aspecto relevante a ser investigado, contribuindo para
a taxonomia deste grupo vegetal. Adicionalmente, a da toxicidade do acido
estrictosidinico e investigacdo de possiveis atividades ansioliticas, antidepressivas,
acdes sobre a memoaria e outras atividades relacionadas a receptores NMDA podem
contribuir com novas informacdes relevantes sobre sua agao e potencial

farmacoldgico.
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Solucéo Salina de Hanks

Solucéo estoque

NAC et 40 g
S RS UUURRRR 20g
NagHPO4 ............................................................................................. 0,5 g
KH2P04 ................................................................................................ 0,5 g
e [0 E= T 0 <70 o JE SR 500 mL

Solucéo Tris 1 M (hidréxi-aminoetano)

1 PP PUPPPPPPPRR 1219
AGUA G- P. oot 1000 mL
pH 7,3 ajustado com HCI

Solucéo de CaCl, (1,1 M)

CAClg e ————————— 12 g
AGUA 05D oo 100 mL
Solucdo de MgSO4

MgSO47 HoO e 999¢
AGUA 05D oo 100 mL
No momento da utilizagao

SOIUGE0 ESTOQUE.....ceeeiieeice et 100 mL
SOIUGAO THIS TM .o 2,75 mL
Solugado de CaCly (1,1 M) o 170 pL
S0luGa0 de MOS0y .., 200 pL
AGUA 05D oo et 1000 mL

pH 7,35 ajustado com HCI 0,1 N e adicdo de 220 mg de dextrose



Reagentes utilizados para coloracédo dos filtros no ensaio da
camara de Boyden

1) etanol @bSOIULO ......coooviiiiiii 5 minutos
2) AQUA i 2 minutos
3) solugao de hematoxilina .............cooooiriiiiiiiiiccccccce e 45-60 segundos
=T | U= TSP PPPPPPPPPPPPRR 2 minutos
5) solugao de “Tap water™ ........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiee e, 10 minutos
6) €tanNOl 70 %0 coeeeeeeeeeeeee e ————— 10 minutos
7)€tanol 95 Yo cooooeiiiiieee 10 minutos
8) butanol : etanol (4:1 V/IV) ..o 10 minutos
9) XIlOl e —————— 12 horas

*solugao de Tap water: sobrenadante de uma solugao saturada de carbonato
de litio.
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Fesultados do tratamento intraperitoneal com acido estrictosidinico em estriados de ratos tratados com dose de 10 mgikg.




