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RESUMO

Psychotria carthagenensis (Rubiacea) ¢ uma espécie arbustiva nativa do Cerrado
brasileiro, popularmente conhecida como carne-de-vaca. E um dos principais
ingredientes utilizados na bebida alucin6gena ayahuasca, bastante comum no Peru. O
material vegetal foi coletado no municipio de Corumbaiba-GO e identificado pelo
fazendeiro do local como a provavel causa das mortes de ruminantes. Inicialmente foi
preparado o extrato etanolico das folhas (EEFo) e flores (EEFI), que foram submetidos
a extragdo liquido-liquido, de onde foram obtidas as fragdes em hexano (FHFo e
FHFI), diclorometano (FDFo e FDFI), acetato de etila (FAFo e FAFI) e residuo
hidroalcéolico (FHAFo e FHAFI). A fragdo FDFo foi selecionada para cromatografia
em coluna que resultou em seis novas subfracdes que foram analisadas por RMN de
'H, 3C e DEPT 135, de onde foi possivel observar a presenca de compostos fendlicos.
Os extratos etandlicos e as fragcdes foram submetidos aos ensaios para avaliagdo da
atividade antioxidante (DPPH e FRAP), sendo que os melhores resultados foram
observados para as fracdes FAFo e FAFI, quando comparados com os controles
positivos. Essas fragdes apresentaram atividade antioxidante superior a 90% no
método de DPPH. As amostras também foram submetidas aos ensaios de inibi¢ao da
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). As fragdes FAFo ¢ FAFI
apresentaram valores de inibi¢ao superior a 79% para AChE e superiores a 61% para
BChE, proximos daqueles dos controles positivos (galantamina e rivastigmina). Os
extratos ¢ fragdes também foram submetidos ao ensaio para avaliacdo da atividade
citotoxica utilizando células NIH/3T3, sendo que os extratos e fragdes apresentaram
atividade citotdxica apenas na maior concentragdo testada (600 pg/mL), indicando
baixo potencial citotoxico neste ensaio. Dentre as amostras testadas, apenas as fragdes
FHFI e FDFI apresentaram citotoxicidade de 59 e 41%, respectivamente. Desse modo,
esses resultados sugerem que P. carthagenensis nao apresenta compostos com
potencial citotoxico em quantidade suficiente que pudesse ser detectada no ensaio
realizado, mas estudos adicionais sdo necessarios para confirmagdo, inclusive em
modelos animais. No entanto, os resultados de inibigado da AChE/BChE ¢ da atividade
antioxidante apresentados pelos extratos e fragdes indicam que P. carthagenensis ¢é
uma fonte promissora de compostos com potencial para o desenvolvimento de
farmacos anti-Alzheimer.

Palavras-chave: Psychotria carthagenensis, acetilcolinesterase, butirilcolinesterase,
citotoxicidade.



ABSTRACT

Psychotria carthagenensis (Rubiacea) is a shrubby species native to the Brazilian
Cerrado, popularly known as carne-de-vaca. It is one of the main ingredients used in the
hallucinogenic drink ayahuasca, which is quite common in Peru. The plant material was
collected in the municipality of Corumbaiba-GO and identified as the probable cause of
death of ruminants in this region. Initially, the ethanolic extract of the leaves (EEF1) and
flowers (EEFf) was prepared and submitted to liquid-liquid extraction, from which the
fractions in hexane (FHFo and FHFI), dichloromethane (FDFo and FDFI), ethyl acetate
(FAFo and FAFI) and hydroalcoholic residue (FHAFo and FHAFI) were obtained. The
FDFo fraction was selected for column chromatography which resulted in six new
subfractions that were analyzed by 'H, '3C and 135 DEPT NMR, from which the presence
of phenolic compounds could be observed. The ethanolic extracts and fractions were
submitted to antioxidant activity evaluation assays (DPPH and FRAP), and the best
results were observed for the fractions FAFo and FAFI, when compared to the positive
controls. These fractions showed antioxidant activity higher than 90% in the DPPH
method. The samples were also submitted to acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) inhibition assays. The fractions FAFo and FAFI presented
inhibition values higher than 79% for AChE and higher than 61% for BChE, close to
those of the positive controls (galantamine and rivastigmine). The extracts and fractions
were also submitted to a cytotoxic activity assay using NIH/3T3 cells, and the extracts
and fractions presented cytotoxic activity only at the highest concentration tested
(600 pg/mL), indicating low cytotoxic potential. Among the samples tested, only the
fractions FHFI and FDFI1 showed cytotoxicity of 59 and 41%, respectively. Thus, these
results suggest that P. carthagenensis does not present compounds with cytotoxic
potential in sufficient quantity that could be detected in the assay performed, but
additional studies are needed for confirmation even in animal models. However, the
results of AChE/BChE inhibition and antioxidant activity presented by the extracts and
fractions indicate that P. carthagenensis is a promising source of compounds with
potential for the development of anti-Alzheimer pharmaceuticals.

Keywords: Psychotria carthagenensis, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase,
cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quimica de produtos naturais

Héa registros do uso de plantas como recurso medicinal datados desde
60.000 anos a.C., estando presentes em diversas culturas, como a Egipcia, Hindu, Persa,
Grega e os povos da américa pré-colombiana, tornando as plantas medicinais uma das
formas mais antigas de tratamento medicinal. No Brasil esta pratica ¢ anterior a chegada
dos Portugueses sendo amplamente utilizada pelos povos indigenas com varias destas
praticas utilizadas até os dias atuais (ROCHA et al., 2015).

Na Idade média, além de técnicas medicinais, muitos venenos foram descobertos
na natureza, como o veneno de Hemlock (Conium maculatum) utilizado na execugao de
prisioneiros, inclusive o filosofo Sdcrates, durante o Império Grego (DEWICK, 2002).
Desta forma ¢ evidente como a natureza se torna uma enorme fonte de inspiragdo para o
estudo quimico de forma benéfica no cotidiano
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

As atividades farmacoldgicas presente em plantas ocorrem devido a presenga de
principios ativos capazes de desempenhar inlimeros papéis no organismo, combatendo ou
causando diversas enfermidades (CECHINEL E YUNES, 1998). No século XIX, com a
consolidagdo da quimica como ciéncia, surgem os primeiros trabalhos cientificos de
isolamento dos metabolitos secundarios, associando as propriedades biologicas afirmadas
pela cultura popular, com as estruturas quimicas do que chamamos de produtos
naturais (PNs) (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2014).

Os PNs desempenham um papel importante na evolucao dos vegetais e na interacao
com o0s seres vivos pois a incapacidade de locomocgdo das plantas pressionou as espécies
a desenvolverem mecanismos quimicos que possibilitem fungdes especificas sem
comprometimento das células e processos fisiologicos primdrios, pelo fato de serem
influenciadas ao longo do tempo pelos fatores biodticos e abidticos (ISAH, 2019). Em
geral, os PNs pertencem a trés principais classes de metabolitos: terpenos, compostos
fenolicos e nitrogenados (RASKIN et al., 2002). Sabendo do enorme potencial dos PNs
¢ importante entender a historia e a origem do estudo e isolamento destas substancias.

A Historia da quimica de PNs se assemelha a quimica medicinal, os primeiros

registros escritos sobre a utilizacdo de técnicas medicinais se encontra em tdbuas de argila
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da Mesopotamia e datam de cerca de 2600 a.C., entre as substancias utilizadas estavam
O0leos de espécies de Cedrus (cedro) e Cupressus sempervirens (cipreste),
Glycyrrhiza glabra (alcaguz), espécies de Commiphora (mirra) e Papaver
somniferum (papoula), todos ainda hoje em uso para o tratamento de sintomas como
tosses, resfriados, infecgdes parasitarias e inflamagoes. O registro farmacéutico egipcio
mais conhecido ¢ o papiro de Ebers, datado de 1.500 a.C., que documenta cerca de
700 medicamentos (principalmente plantas) e inclui métodos como gargarejos, rapés,
cataplasmas, infusdes, pilulas e pomadas, utilizando como veiculos de administragao oral
cerveja, leite, vinho e mel (CRAGG e NEWMAN, 2003). Com o desenvolvimento da
quimica organica moderna, compostos foram isolados e elucidados sendo
comercializados como fiarmacos importantes para o combate a doengas e outras
enfermidades.

Em 1804 o primeiro composto puro foi isolado de uma planta, a morfina (1), obtida
do opio (Papaver somniferum) por Friedrich Sertiirner (CONCHEIRO et al., 2014). Em
1820 Pelletier e Caventou isolaram a quinina (2) de uma espécie do género Cinchona
(Rubiaceae) sendo este e seus derivados sintéticos, a primaquina (3) e cloroquina (4), os
principais principios ativos utilizados contra a malaria (OLIVEIRA e SZCZERBOWSKI,
2009). Ap6s Johann A. Buchner em 1828 isolar uma pequena quantidade de salicilina (5)
da espécie Salix alba (Salicaceae) cientistas buscaram elevar o rendimento, até que em
1860, Hermann Kolbe sintetizou o 4cido salicilico (6) com propriedade analgésica
comprovada e seu sal sodico a partir do fenol; Em 1898, Felix Hofmann sintetizou o acido
acetilsalicilico (7) (Figura 1), que apresentava menos efeitos colaterais e mesma atividade
analgésica, este entdo ¢ o medicamento mais vendido da farmacéutica Bayer com nome

comercial Aspirina® (WEISSMANN, 1991).
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Figura 1 — Morfina, quinina (e derivados) e salicilina (e derivados).
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Fonte: O autor.

Diversos PNs foram descobertos € comercializados na forma de medicamentos
desde o primeiro isolamento de um principio ativo. Entre os 1211 novos prototipos de
baixo massa molecular conhecidos como new chemical entities (NCE) introduzidos no
mercado mundial como produtos farmacéuticos durante o periodo de 1981-2019, 68,6%
sao derivados de produtos naturais, miméticos (que imitam) ou projetados a partir de
estruturas de PNs (Figura 2), demonstrando que os PNs desempenham um papel
altamente significativo no processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos
(NEWMAN; CRAGG, 2020). Estes dados indicam também que biomas com alta

biodiversidade, como os encontrados no Brasil, sdo fontes promissoras de novos PNs.
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Figura 2 — Farmacos aprovados pelo FDA de janeiro de 1981 a setembro de 2019 (total de 1881).
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Nota: S*/MN: Sintético com grupo farmacoforico inspirado em produto natural; S*: Sintético com grupo
farmacoforico de produto natural; S/MN: Sintético inspirado em produto natural
(“imitacdo de produto natural”); S = Totalmente sintético, DN: Derivado de produto natural
(modificag@o semissintética); NB: Produto natural botinico (mistura definida); N: Produto natural
inalterado.

Fonte: Adaptado de Newman e Cragg (2020).

O mercado brasileiro de fitoterapicos ainda € pouco relevante, representado menos
de 5% do mercado mundial, fechado em 27 bilhdes de dolares americanos em 2014,
apesar da grande biodiversidade (DUTRA et al.,, 2016). O Brasil possui uma
biodiversidade extremamente rica, responsavel por aproximadamente 20% de todas as
espécies vivas conhecidas, que sdo encontrados em diversos biomas importantes, como a
Amazodnia, o Cerrado e as regides da Mata Atlantica (VALLI et al., 2013). O Brasil
contém diversos biomas e dois deles, o Cerrado ¢ a Mata Atlantica sdo considerados
“hotspots™ de preservacao mundial (Figura 3), que gracas a mudangas de habitats e sua
superexploragdo, polui¢do, espécies invasoras € em particular as mudancgas climaticas
estes biomas sofrem perdas anualmente de territério e diversidade tanto animal quanto

vegetal (MARCHESE, 2015).
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Figura 3 — Biomas considerados hotspots de preservacao global.

Fonte: Marchese (2015).

Neste contexto ¢ enfatizada a importancia do estudo fitoquimico para que cada vez
mais a flora brasileira seja reconhecida como fonte promissora para a descoberta de novos
PNs com potencial farmacoldgico. No entanto, ¢ importante salientar que além do
potencial farmacoldgico os PNs também podem apresentar toxicidade para os seres

humanos e animais.

1.2. Plantas téxicas para bovinos

O metabolismo das plantas é responsavel pela sintese de produtos quimicos para
protecdo contra insetos e parasitas, estas substancias podem ser uma das causas de tais
plantas apresentarem caracteristicas toxicas para animais, desta forma existe uma grande
variedade de espécies vegetais com esta capacidade (WINK, 2004). A natureza toxica de
uma espécie de planta varia de espécie para espécie, e depende de varios fatores, incluindo
quimico, fisico, bioldgico e ambiental (presenga de substincias quimicas, sua
concentragdo, idade da planta, parte utilizada, estado de maturacdo de seus frutos, tipos
de solos, temperatura, umidade, etc.) (MENDIETA et al., 2014). Estas plantas quando
ingeridas por animais podem causar diversos maleficios inclusive morte
(BARBOSA et al., 2007). A escassez de alimentos, de modo geral, ¢ a razdo que leva os

animais a ingerir plantas nocivas, afetando diretamente o agronegdcio com a morte de
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animais ou indiretamente com gastos veterinarios para o tratamento do animal
(JAMES; NIELSEN; PANTER, 1992).

O setor agropecudrio teve participagdo de 27,4% do PIB brasileiro em 2020
(CEPEA/USP, 2015), sendo que a exportagdo de carne bovina representa 30% do PIB
deste setor, cerca de 3% de toda a exportacao do pais (EMBRAPA, 2022). Desta forma ¢
evidente a importancia deste setor para o desenvolvimento do pais e nesse sentido o
conhecimento de potenciais plantas toxicas que podem causar intoxicacdo dos animais.

No Brasil sdo descritas pelo menos 88 espécies toxicas, pertencentes a 50 géneros,
este numero aumenta anualmente (RIET-CORREA et al.,, 2001). A presenga de
concentragdes elevadas de monofluoroacetato (MFA) em plantas ¢ uma das principais
justificativas para apresentarem toxicidade as tornando causadoras de morte subita em
ruminantes (OLIVEIRA NETO et al., 2017). Sabe-se que o MFA apresenta pouca
toxicidade celular em sua forma inicial, entretanto uma vez ingerido e absorvido, as
reagOes enzimaticas dentro das células convertem o fluoroacetato em fluoroacetil-CoA,
que na presenca de oxalacetato, ¢ convertido pela citrato sintase em fluorocitrato, um
potente inibidor da enzima aconitase, de grande importancia na via do acido citrico na
respiragdo aerobica dos seres vivos (TWIGG; MEAD; KING, 1986).

As principais referéncias de plantas toxicas que apresentam morte subita em
bovinos sdo pertencentes a trés familias: Rubiaceae, Malpighiaceae e Bignoniaceae
totalizando 22 espécies, estas mortes ocorrem sem que seja observado lesdes cardiacas
indicando intoxicacdo por MFA (NASCIMENTO et al.,, 2018). As espécies do
género Amorimia (Malpighiaceae):  A. amazonica,  A. exotropica,  A. pubiflora,
A. rigida e A. septentrionalis, apresentam toxicidade a ruminantes, todas apresentam
MFA (DUARTE et al., 2013). Nesta mesma familia as espécies do género Niedenzuella:
N. stannea, N. multiglandulosa e N. acutifolia sdo as responsaveis por esta atividade,
sendo que N. multiglandulosa e N. acutifolia mesmo apresentando MFA em sua
composi¢ao causam sintomas diferentes, se comparado as outras espécies que contém
MFA, como aborto e lesoes relacionadas ao sistema nervoso central, indicando conter
também outros compostos téxicos (ANDERSON, 2006).

A espécie Tanaecium bilabiatum (Bignoniacea) ¢ a segunda espécie com mais
registros como causadora de morte sibita em bovinos, atrds apenas da
Palicourea marcgravii,  ambas  apresentam MFA em sua  composi¢do

(KREBS; KEMMERLING; HABERMEHL, 1994). A concentracdo de MFA nas folhas
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desta espécie varia entre 0,0001% e 0,039% de acordo com o local de coleta (LIMA et
al., 2016).

No estado de Goids, no municipio de Corumbaiba ouve relatos de morte stibita em
Bovinos, uma planta que pertencia a dieta destes animais foi coletada e levada para
identificacao botanica, inicialmente acreditava-se ser a espécie
Palicourea hoffmannseggiana (Rubiaceae) que ja contem na literatura atividade toxica
contra ruminantes, inicialmente esta espécie era denominada
Psychotria hoffmannseggiana entretanto posteriormente a espécie foi reclassificada
pertencendo ao género Palicourea (Rubiaceae) (OHASHI e OLIVEIRA, 2020). Apos a
identificacdo a espécie coletada foi entdo confirmada ser outra espécie pertencente a
mesma familia a Psychotria carthagenensis, a proximidade filogenética entre as duas
espécies incentivou o estudo da espécie coletada para averiguagdo se ambas possuiam a
atividade toxica a bovinos.

As espécies do género Palicourea consideradas: P. marcgravii, P. aeneofusca,
P. juruana e P. grandiflora eram as Unicas relatadas com esta atividade toxica a
ruminantes até 1981, ambas apresentando MFA em sua composi¢ao
(TOKARNIA e DOBEREINER, 1981). Posteriormente outras oito espécies foram
relatadas contendo MFA e apresentando atividade toxica: P. amapaensis, P. longiflora,
P. barraensis, P.macarthurorum, P. nigricans, P. vacillans e P. juruana
(COOK et al., 2014). Desta forma fica destacado o potencial da familia Rubiaceae
contendo espécies toxicas a ruminantes, o género psychotria onde que compreende a
espécie estudada neste projeto € uma promissora fonte de estudos nessa area, visando sua

proximidade filogenética a outros géneros com potencial toxicidade.

1.3. Rubiaceae e o género Psychotria

A familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar em diversidade de Angiospermas, apos
as familias Asteraceae, Orchidaceae ¢ Fabaceac (DELPRETE e JARDIM, 2012). E
constituida de cerca de 44 tribos, 620 géneros envolvendo 13.526 espécies arboreas e
arbustivas. A américa do sul ¢ contemplada com quase um terco de todas as espécies
existentes da familia Rubidcea (CHIQUIERI et al. 2004).

Algumas espécies da familia Rubiaceae apresentam valores historicos e

econdmicos como o café (Coffea arabica L.) consumido em todos os paises, o jenipapo
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(Genipa americana L.) com seus frutos utilizados para pintura corporal em diversas tribos
indigenas e a quina (Cinchona calisaya Wedd.), que possui o quinino usado no tratamento
da maléria (RUHSAM, GOVAERTS, DAVIS, 2008).

Outro exemplo ¢ a espécie Uncaria tomentosa, conhecida popularmente como
unha-de-gato, usada ha muito tempo na medicina tradicional no tratamento de cancer,
feridas e artrite. Devido as suas propriedades anti-inflamatoéria, citotoxica, antioxidante,
e principalmente, imunoestimulante, esta espécie possui alto valor comercial no Brasil e
no mundo, sendo comercializada in natura ou como fitoterapico na forma de capsulas e
comprimidos (HEITZMAN et al., 2005).

Estudos em 154 taxons demonstraram que a familia Rubiaceae pode ser dividida
em trés subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae) também em 44 tribos com
base na proximidade filogenética (ROVA et al., 2002). As espécies de Rubiaceae
presentes na América do Sul apresentam uma caracteristica de adaptacdo aos mais
diferentes biomas, sendo encontradas na Bacia Amazonica, na Mata Atlantica brasileira,
no Cerrado, na caatinga e nas restingas (DELPRETE e JARDIM, 2012).

A subfamilia Rubioideae esta presente em todo o mundo e a maioria das tribos ¢
espécies sdo tropicais ou subtropicais, mas algumas espécies ocorrem nas regides
temperadas (BREMER e ERIKSSON, 2009). O género Psychotria pertence a familia
Rubiaceae e compreende mais de 2000 espécies, distribuidas predominantemente em
florestas tropicais e subtropicais (JUNIOR et al., 2016), sendo 251 nativas brasileiras
(ZAPPI et al., 2015), pertence a subfamilia Rubioideae e a tribo Psychotrieae
(MARQUES; LYRA; CONSERVA, 2013). O género ¢ encontrado em praticamente todas
as florestas e sub-bosques tropicais sendo em grande maioria arbustos ou pequenas

arvores (Figura 4) (SAKAI e WRIGHT, 2008).
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Figura 4 — Ocorréncia do género Psychotria no mundo.

Fonte: GBIF (2022a).

Enquanto em 1995 foram descritos cerca de 10 artigos cientificos, em 2014 foram
publicados mais de 50 sobre o género Psychotria, este nimero continua a aumentar
demonstrando a relevancia cientifica de pesquisas sobre este género (CALIXTO et al.,
2016).

O género Psychotria é conhecido por duas de suas espécies serem utilizadas em
uma decoccdo alucinégena no peru chamada “ayahuasca”, as espécies P. viridis e
P. carthagenensis. Os alcaloides dimetiltriptamina (8), Monometiltriptamina (9) e
2-metil-1,2,3,4-tetrahidro-f-carbolina (10) foram caracterizados em Psychotria viridis
por andlises em CG-MS (Figura 5) (RIVIER e LINDGREN, 1972). Entretanto
P. carthagenensis ndo possui alcaloides em sua biossintese tornando-a diferente da

P. viridis, a outra espécie utilizada na “ayahuasca” (ELISABETSKY e LEAL, 1990).

Figura 5 — Alcaloides presentes em P. viridis.
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Fonte: O autor.
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O interesse por plantas do género Psychotria aumentou consideravelmente, uma
vez que ¢ uma fonte abundante de varios produtos naturais interessantes como alcaloides,
cumarinas, flavonoides, terpenoides, taninos e peptideos ciclicos
(CALIXTO et al., 2016). Os alcaloides polindolicos sao considerados um dos principais
grupos de metabolitos secundarios encontrados em espécies do género Psychotria, as
substancias hodgkinsina (11), quadrigemina C (12), psicotridina (13) e quimonantina (14)
foram alcaloides pirrolidinoindolinicos isolados do extrato das flores de P. colorata

(Figura 6) (VEROTTA et al., 1998).

Figura 6 — Alcaloides pirrolidinoindolinicos presentes nas flores de P. colorata.

hodgkinsina (11) quadrigemina C (12)

psicotridina (13) quimonantina (14)

Fonte: O autor.

Do extrato etandlico das folhas de P. leiocarpa foi isolado o primeiro alcaloide
inddlico monoterpenico N-glicosilado o N-B-D-glicopiranosilvincosamida (15)
(HENRIQUES et al., 2004). Recentemente foram isolados dez alcaloides azepina-

indolicos do extrato alcaloidico das partes aéreas de P. nemorosa, a cimitripazepina (16),
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a fargesina (17), as nemorosinas A (18) ¢ B (19) e os nemorosinosideos A—F (20-25)

(Figura 7) (KLEIN-JUNIOR et al., 2020).

Figura 7 — Alcaloides presentes nas espécies de P. leiocarpa e P. nemorosa.
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Outras classes de substancias foram isoladas de espécies do género Psychotria, do
extrato etandlico das folhas de P. spectabilis foram isolados compostos da classe das
cumarinas como a cumarina (26), umbeliferona (27) e psoraleno (28), flavonoides como a
quercetina (29) e a quercetrina (30) (BENEVIDES; YOUNG; BOLZANI, 2005).
Terpenoides como os norisoprenoides: blumenol A (31), drummondol (32), e a
loliolida (33) (Figura 8) um tipo de sesquiterpeno derivado do acorano isolado da espécie

P. yunnanensis (LU; WANG; KONG, 2014).
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Figura 8 — Cumarinas, flavondis e terpenoides isolados de espécies do género Psychoria.
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Fonte: O autor.

1.4. Psychotria carthagenensis

Psychotria carthagenensis (Figura 9) pertence a familia Rubiaceae, popularmente
conhecida como ‘“carne-de-vaca”, ‘“cafeeiro-do-mato”, “erva-de-rato-branca” ou
“orelha-de-onga” ¢ um arbusto de aproximadamente 2 a 3 m de altura, que possui ampla
distribui¢do na América Central e do Sul, presente desde a Costa Rica até a Argentina

(Figura 10) (VITARELLI e SANTOS, 2009).
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Figura 9 — Flores e folhas de P. carthagenensis.

Fonte: Fotografia feita por Jodo Paulo - Fazendeiro de Corumbaiba-GO.

Figura 10 — Ocorréncia de P. carthagenensis no mundo.

Fonte: GBIF (2022b).

Um estudo quimico de P. carthagenensis, mostrou que as analises dos extratos das
folhas e culturas de células suspensas apresentavam dois principais triterpenos:
[-sitosterol (34) e acido ursolico (35) (Figura 11) caracterizados por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), outros triterpenos ou esteroides que nao
puderam ser totalmente caracterizados foram encontrados nestas amostras, a atividade da
triptofano descarboxilase (TDC) nao foi detectada nas células suspendidas da espécie,
esta enzima estd presente na biossintese de alcaloides, colaborando com o fato de nao se

ter alcaloides em seu metabolismo (LOPES; MORENO; HENIQUES, 2000).
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Figura 11 — Triterpenos identificados em P. carthagenensis.

R-sitosterol (34) acido ursdlico (35)

Fonte: O autor.

Analises qualitativas utilizando reagentes especificos determinaram a presenga de
taninos e compostos fenolicos, no extrato metanolico de P. carthagenensis, demonstrando
que esta espécie apresenta uma quantidade consideravel de taninos, flavonols e
flavonoides se comparado a outras espécies de Psychotria como P. leiocarpa,
P. capillacea e P. deflexa, também foi encontrado por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) e comparado com amostra de padrdo o acido p-cumarico (36)
(Figura 12) (FORMAGIO et al., 2014). Nao se tem outros estudos quimicos envolvendo
a espécie P. carthagenensis disponiveis na literatura demonstrando a necessidade de

pesquisas sobre este aspecto.

Figura 12 — Acido p-cumérico em P. carthagenensis.

O

N OH

HO
acido p-cumarico (36)

Fonte: O autor.

O extrato metandlico das folhas de P. carthagenensis foi avaliado no ensaio
antimicrobiano contra diferentes tipos de Staphylococcus aureus, o que resultou em
concentragdo inibitéria minima (CIM) superior a 500 pg/mL, indicando que o extrato
etanolico ndo possui atividade antimicrobiana contra este microrganismo, neste mesmo
estudo as espécies Eugenia mansoni, Eugenia uruguayensis, Myrcianthes cisplatensis e
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Myrrhinium atropurpureum, ambas pertencentes a familia Myrtaceae, apresentaram um
MIC menor que 7,8 pg/mL demonstrando apresentar esta atividade
(BARNECHE et al., 2011).

No estudo visando avaliar a toxicidade e a atividade de inibicdo da
acetilcolinesterase dos extratos etandlicos das folhas secas e frescas de P. carthagenensis,
no ensaio utilizando ratos (Rattus norvegicus) a de 200 pg/Kg, ndo foi observada
toxicidade nesta concentragdo, o extrato das folhas frescas apresentaram diminui¢ao da
colina no plasma sanguineo, demonstrando uma atividade de inibicdo da
acetilcolinesterase, que ¢ uma enzima relacionada a doengas neurodegenerativas,
demonstrando assim o possivel potencial farmacoldgico sobre o sistema nervoso central
(SNC) de compostos presentes nestas matrizes (NASCIMENTO et al., 2021). Desta
forma ¢ evidente a importancia de se realizar estudos sobre a atividade biologica desta

espécie, sabendo que a relatos sobre a sua atividade anticolinesterasica.
1.5. Hipotese colinérgica

A acetilcolina (ACh) ¢ um importante neurotransmissor, encontrado em
praticamente todos os mamiferos, sendo descoberto em 1920 tornando-o primeiro
neurotransmissor descoberto na historia da neurociéncia
(AMENTA; TAYEBATI, 2008). Ela atua em todo o cortex, ganglios basais e no
prosencéfalo basal (MESULAM, 2013). Sua biossintese nas células neurais ¢ catalisada
pela colina acetiltransferase (ChAT) a partir de colina (Ch) e acetilcoenzima A
(Acetil-CoA), principal metabolito derivado da via glicolitica (Figura 13)
(WILLIAMS; SORRIBAS; HOWES, 2011). Existe um consenso na literatura, no que diz
respeito a influéncia direta da acetilcolina sobre os receptores colinérgicos, relacionados

a aprendizagem e memorizagao (HASSELMO, 2006).

Figura 13 — Biossintese da ACh.
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Fonte: O autor.
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As colinesterases sao enzimas presentes no sistema nervoso de todos os vertebrados
e invertebrados, atuando na transmissdo sindptica entre neurdnios, que regulam a
concentragdo de neurotransmissores especificos, sendo as principais a acetilcolinesterase
(AChE) e a butirilcolinesterase (BChE) (ANAND e SINGH, 2013). A AChE presente no
cérebro e a BChE com maior concentragdo no figado sdao responsaveis pela reagao de
hidrolise da acetilcolina (ACh) em colina e d4cido acético (Figura 14)
(STEPANKOVA e KOMERS, 2008). BChE apresenta um sitio ativo de volume maior,
tornando-a pouco seletiva para acetilcolina, assim € responsavel pela hidrolise de diversos
outros €steres, porém em situagdes atipicas de concentragdes elevadas de acetilcolina, ela

pode atuar como um auxiliar da AChE (GREIG et al., 2005).

Figura 14 — Hidrolise da ACh.
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Desta forma as principais etapas que ocorrem nos neurénios pré-sinapticos (sintese
e liberagdo da acetilcolina) e pelos receptores colinérgicos pds-sinapticos (recaptagao do
neurotransmissor) fazem parte da sinapse colinérgica (Figura 15) (HAMPEL et al., 2018).
No sistema nervoso central (SNC) a sinapse colinérgica estd associada a fungdes
cognitivas e  respostas  emocionais  importantes do  corpo  humano

(VENTURA et al., 2010).
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Figura 15 — Sinapse colinérgica.
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Fonte: Adaptado de Hampel (2018).

O equilibrio de diferentes sistemas de neurotransmissores como a ACh,
noradrenalina, dopamina, 4acido gama-aminobutirico, serotonina e glutamato sao
essenciais para o bom funcionamento cognitivo, na aprendizagem e na memoria
(WATKINS et al., 1994). As substancias capazes de inibir a atividade da AChE sao
denominadas anticolinesterasicas, e elas apresentam atividades farmacologicas
importantes, a principal sendo a capacidade de retardar a degradacado cerebral pela doenca
de Alzheimer (DA) (HAMPEL et al., 2018). A substincia anticolinesterdsica inibe a
atividade da AChE diminuindo a degradacdo da ACh, possibilitando que o
neurotransmissor passe mais tempo na fenda sinaptica e assim intensificando a sinapse

colinérgica (Figura 16) (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).
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Figura 16 — Sinapse colinérgica na auséncia e a na presenca de inibidores de AChE.
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A deméncia ¢ uma ampla categoria de patologias neurodegenerativas que geram
diversos sintomas, cujo principal € a interferéncia na capacidade cognitiva capaz de
interferir nas atividades da vida diaria do portador (CALABRO et al., 2021). A DA é a
causa mais comum de deméncia em idosos no mundo (FRISONI et al., 2022). Obteve-se
uma estimativa de que em 2010 cerca de 35,6 milhdes de pessoas viviam com deméncia
em todo o mundo, com uma previsdao de aumento para 65,7 milhdes em 2030 e
115,4 milhdes em 2050, esta previsdo leva em consideragdo o envelhecimento da
populagdo nestas décadas (PRINCE et al., 2013).

A hipétese colinérgica revolucionou o campo de pesquisa sobre a doenga de
Alzheimer, incentivando estudos na drea de neurotransmissdo sinaptica
(HAMPEL et al., 2018). E sua correlagdo com a DA se inicia na década de 70 com a
demonstragdo de que os antagonistas colinérgicos prejudicam a memoria enquanto os
agonistas tém o efeito oposto (DRACHMAN e LEAVITT, 1974). E nos anos 80 quando
terapias com inibidores da colinesterase mostraram induzir melhora sintomadtica

significativa em pacientes com doenga de Alzheimer, esta teoria ganhou validacdo
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demonstrando que medicamentos com atividade anticolinesterasicas deviam ser
estudadas para combate a DA (SUMMERS et al 1986).

O primeiro medicamento aprovado pela FDA em 1993 para o tratamento de DA ¢
a tacrina (37) de nome comercial Cognex® inibidora de AChE e BChE (PARK, 2010).
Devido a presenga de varios efeitos colaterais como prisao de ventre, diarreia, gases,
perda de apetite, dores musculares, nduseas, dor de estdmago, vomitos, perda de peso, e
possivel hepatotoxicidade este medicamento ndo seguiu muito tempo no mercado
(FALCO et al., 2016). Atualmente trés medicamentos inibidores de colinesterases sao
comercializados como tratamento para DA a donepezila (38) de nome comercial Eranz®
aprovado em 1997 inibidor especifico de AChE, rivastigmina (39) de nome comercial
Exelon® aprovada em 1998 inibidora de AChE e BChE e galantamina (40) de nome
comercial Coglive® aprovado em 2000 inibidora especifica de AChE (FINK et al., 2018).
Tacrina, galantamina e donepezila sdo inibidores reversiveis da acetilcolinesterase de
duragdo curta, intermediaria e longa respectivamente, ja a rivastigmina ¢ inibidora
pseudo-irreversivel ou lentamente reversivel, (FORTALEZA, 2005). O metrifonato (41)
¢ um inibidor irreversivel de acetilcolinesterase que em 1998 foi administrada em
portadores de DA sendo informados efeitos adversos entre os pacientes testados
(BECKER et al., 1998). O metrifonato tem como principio ativo o 2,2,2-tricloro-1-
hidroxietildimetilfosfonato, € utilizado como inseticida, causador de neuropatia retardada
caso ocorra intoxica¢do aguda pelo mesmo (INOUYE e OLIVEIRA, 2004). Os estudos
sobre metrifonato relacionados a DA foram descontinuados pela FDA na fase III devido
sua toxicidade (FORTALEZA, 2005). O metrifonato anteriormente utilizado como
agrotoxico e vermifugo veterinario de nome Trichlorfon foi proibido no pais em 2010

(CANAL RURAL, 2010).
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Figura 17 — Medicamentos inibidores de acetilcolinesterase.
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Fonte: O autor.

Inibidores irreversiveis de AChE geralmente compartilham como caracteristica a
neurotoxicidade, sendo que a acetilcolina quando acumulada em terminagdes nervosas
causa estimulagdes elétricas desreguladas e elevadas, provocando danos no sistema
nervoso periférico e sistema nervoso central (JOKANOVIC, 2009). Duas classes de
agrotoxicos sdo conhecidas por apresentarem atividade inibidora de acetilcolinesterase de
forma irreversivel, os organofosforados (OPs) e os carbamatos (ARDUINI et al.; 2006).
Os pesticidas tém sua toxicidade dependente da sua estrutura quimica, os OPs mais
conhecidos sdo o malathion (42), malaoxon (43), paraoxon (44), methyl parathion (45),
diazinon (46), dichlorvos (47), methamidophos (48) e o omethoate (49) (Figura 18); Ja
os agrotoxicos carbamatos mais conhecidos sdo o carbaryl (50), carbofuran (51) e o
pirimicarp (52) (Figura 19) (PUNDIR e CHAUHAN, 2012). A intoxicagdo por estes
agrotoxicos causa disfungdes respiratorias € miocardicas podendo levar at¢ mesmo a
morte (CHAPALAMADUGU e CHAUDHRY, 1992). Estes sintomas se assemelham aos
sintomas encontrados nos ruminantes intoxicados, desta forma ¢é possivel associar a
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inibicao irreversivel da AChE e da BChE a possivel intoxica¢ao de animais, podendo ser

a causa da morte de ruminantes.

Figura 18 — Agrotoxicos organofosforados inibidores irreversiveis de AChE.
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Figura 19 — Agrotoxicos carbamatos inibidores irreversiveis de AChE.
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Dentro deste contexto, esse trabalho propode o estudo quimico do extrato etanoicos
das flores e folhas de P. carthagenensis e posterior avaliagdo quanto ao potencial de

inibicdo das enzimas AChE e BChE, e sua atividade citotdxica.

2. OBJETIVOS

Estudo do perfil quimico e biologico (avaliagdo da atividade -citotdxica,
anticolinesterasica e antioxidante) dos extratos etanolicos (folhas ¢ flores) e das
respectivas fragdes obtidas da extragdao liquido-liquido de Psychotria carthagenensis

(Rubiaceae).

2.1. Objetivos especificos

e Extragdao liquido-liquido dos extratos etandlicos das flores e folhas de
Psychotria carthagenensis (Rubiaceae);

e Estudo quimico e prospec¢ao quimica (por CCD) das fracdes obtidas da extra¢do
liquido-liquido;

e Avaliacdo da atividade anticolinesterasica dos extratos e fracoes;

e Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos e fragdes;

e Avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos e fragdes.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Solventes

e Metanol (MeOH): Synth P.A. ACS
e Hexano (CsH14): Vetec P.A.
e Acetato de etila (AcOEt): Vetec P.A.
¢ Diclorometano (CH2Clz): Vetec P.A.ACS
e Hidréxido de amoénio (NH4OH): Synth P.A. ACS
e Solventes de grau analitico (P.A.), purificados por destilagdo fracionada: etanol,
hexano, acetato de etila.
e Acido acético glacial (CH;COOH): Synth P.A. ACS
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e Solucdo aquosa de hidroxido de amdnio (NH4OH) 28%: Alphatec P.A. e Neon
P.A.
¢ Dimetilsulféxido (DMSO): Synth P.A. ACS

3.2. Solucoes utilizadas como reveladores

3.2.1. Solucao de vanilina sulftrica

Preparada a partir de 3,0 g de vanilina dissolvida em solu¢do contendo 135 mL de

agua destilada, 135 mL de metanol e 30 mL de 4cido sulfurico concentrado.

3.2.2. NP/PEG

Preparado a partir da mistura de 20 mL de uma solugdo do 4acido
f-etilaminodifenilbérico 1% em metanol, com 16 mL da uma solucdo de

polietilenoglicol-4000 (PEG) 5% em etanol.

3.2.3. Dragendorff

Preparado a partir da dissolu¢do de 0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0 mL de
acido acético glacial e adi¢do de 40,0 mL de dgua destilada sob aquecimento (Solugao
A). Esta solucdo foi misturada com a solu¢ao B contendo 8,00 g de iodeto de potassio em
30,0 mL de dgua, na mesma propor¢do para gerar uma solucdo estoque. A solucdo
reveladora foi preparada a partir de 1,0 mL da solucdo estoque, 2,0 mL de acido acético

glacial e 10,0 mL de dgua destilada.

3.2.4. Solucao de anisaldeido

Preparado a partir da dissolu¢do de 0,5 mL de anisaldeido em 10,0 mL de 4cido

acético glacial em banho de gelo, seguido da adi¢ao de 85 mL de metanol e 5 mL de 4acido

sulfurico concentrado.
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3.2.5. Solugao de KOH (5%)

Preparado a partir da dissolugdo de 2,5 g de KOH em 47,5 mL de metanol em banho
de gelo.

3.2.6. Liebermann-Buchard

Preparado a partir da dissolug¢ao de 49,0 mL de anidrido acético em 1,0 mL de acido

sulfirico em banho de gelo, seguido da adigdo de 1 mL de acido acético glacial.

3.3 Técnicas cromatograficas

3.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 (Macherey-Nagel), com 0,20
mm de espessura e indicador de fluorescéncia (UV 254 nm). As revelacdes foram feitas

por irradiacao ultravioleta (254 ou 365 nm) ou por nebulizagao de revelador especifico.

3.3.2. Cromatografia em coluna (CC)

Foi utilizado com fase estacionaria Silica gel (SiO;) para cromatografia flash

(40-63 um), diametro de poro 60 A, Merck.

3.4. Técnicas espectroscipicas

As andlises de ressondncia magnética nuclear (RMN) foram realizadas no
equipamento da marca Bruker AscendTM 400 Avance III HD (9,2 Tesla) do laboratorio
multiusudrio do Instituto de Quimica da UFU, operando em frequéncias de 400 MHz para
os nucleos de hidrogénio e 100 MHz para o carbono. Os experimentos foram realizados

a 25 °C, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrio interno (6tms 0,00).

36



3.5. Equipamentos utilizados

O Nucleo de Pesquisa em compostos bioativos (NPCBio) — IQ/UFU, também conta com

alguns equipamentos basicos mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Equipamentos disponiveis para realizacdo do projeto de pesquisa.

Equipamento Marca Modelo
Banho de aquecimento Fisatom 550
Balanca analitica Shimadzu AX 200
Balanga analitica Gehaka BG 200
Bomba de vacuo Prismatec 131B
Camara escura para luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) Solab SL-204
Centrifugador Eppendorf 5415C
Centrifugador Excela Baby Fanem Mod. 206
Banho ultratermostatico Quimis Q214M2
Linha de secagem de amostra a pressdo reduzida Edwards RVS5
(bomba)
Liofilizador Terroni LS3000
Rotaevaporador (componentes: rotavapor R-100, banho Buchi R-100

de aquecimento B-100, bomba de vacuo V-100 e
controlador I-100)

Sistema de exaustdo (capelas) (2 unidades)

Fonte: autor.

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1. Coleta do material vegetal e preparo do extrato etandlico

Os extratos etandlicos das folhas e flores de P. carthagenensis (EEFo-Pc e EEFI-
Pc) foram obtidos a partir dos materiais vegetais coletados, em novembro de 2019, na
Fazenda da Barra, zona rural do municipio de Corumbaiba-GO nas coordenadas
18°21'48"S e 48°21'08"W, sendo que uma exsicata (HUFU 80589) foi depositada no
Herbério Uberlandense (HUFU). As folhas (648,7 g) e flores (200,0 g), foram secas em

estufa com circulagdo de ar (35 °C) por 3 dias, trituradas em liquidificador e submetidas
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a extragdo com etanol (6 x 5,0 L). Os extratos etanodlicos foram monitorados por CCD
para verificar a eficiéncia e se 0s mesmos compostos estavam presentes em cada uma das

extracoes.

4.2. Extracao liquido-liquido

Parte do extrato etanolico (100,0 g) das folhas de P. carthagenensis (EEFo-Pc) foi
solubilizado em 500 mL de solugdo metanol/agua (9:1) e em seguida submetido a
extracdo liquido-liquido com hexano (5 x 300 mL), diclorometano (5 x 300 mL) e acetato
de etila (5 x 300 mL) respectivamente. A mesma metodologia foi utilizada para a
extracdo liquido-liquido do extrato etandlico das flores, porém a massa utilizada deste
extrato foi 7,0 g e os volumes dos solventes utilizados foram 40 mL para cada extragao.
Os solventes foram removidos por destilacido em evaporador rotativo sob pressdo
reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. As fragdes obtidas foram pesadas ¢
analisadas por CCD para verificar o perfil quimico e avaliar a eficiéncia do procedimento.
As cromatoplacas foram reveladas com vanilina sulfurica, KOH (5%), NP/PEG,

Liebermann-Burchard, anisaldeido e Dragendorff.

4.3. Extrac¢iio da galantamina a partir do bromidrato de galantamina® comercial

Os comprimidos (25 unidades), oriundos do medicamento Coglive® (bromidrato de
galantamina, 400 mg do principio ativo, 1,4 mmol), foram triturados com auxilio de um
graal e pistilo (Figura 20). O material pulverizado foi transferido para um béquer,
solubilizado em 20 mL de agua, com o auxilio do banho ultrassonico, filtrado e
adicionado NH4OH (pH 9). Em seguida a solugdo foi submetida a extracdo liquido-
liquido com CHClI; (5 x 10 mL). Os resquicios de 4gua foram retirados utilizando sulfato
de sodio anidro e o CHCIl3 foi removido em evaporador rotativo, sob pressao reduzida
(temperatura do banho a 40 °C). O produto foi analisado por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas em alta resolu¢do (CLAE/EM), para

confirmacao da estrutura.
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Figura 20 — Fluxograma de extracdo da galantamina.
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Fonte: O autor.

4.4. Atividades bioldgicas

Os ensaios para determinar a atividade anticolinesterasica e atividade antioxidante
(DPPH e FRAP) foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular
do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU (LABIBI) em Uberlandia aos cuidados do
Prof. Dr. Foued Salmen Espindola. A metodologia utilizada foi adaptada a partir dos
ensaios realizados por Marston et al. (2002), Ellman et al. (1961) e Rhee et al. (2001).

O ensaio de citotoxicidade em células NIH/3T3 foram realizados no laboratorio de
Imunologia e Parasitologia Aplicadas aos cuidados da prof. Dr®. Fernanda Maria

Santiago.

4.4.1. Atividade anticolinesterasica

As atividades inibitorias da AChE e BChE dos extratos etanolicos das folhas e

flores e das fragdes obtidas da extragdo liquido-liquido, foram avaliadas usando o método
de microplaca de 96 pocos (MARSTON et al., 2002; ELLMAN et al, 1961;
RHEE et al., 2001).
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Para os experimentos, 25 plL de solugcdo aquosa de iodeto de acetiltiocolina ou
iodeto de butiriltiocolina (3 mM), 125 pL de DTNB (3 mM) em tampao C, 50 uL de
tampao B e 25 pL da amostra diluida em tampao A foram adicionados a microplaca de
96 pocos, para dar concentracdes de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butiriltiocolina
a 100 pg/mL para o teste de inibicao e 30 a 1000 pug/mL para o teste de ICso, fragao
CHxCl; e fragdo AcOEt. A seguir, foram adicionados 25 pL de solugdo de enzima (AChE
ou BChE) de 0,2 U/mL e a absorbancia foi imediatamente medida a 405 nm a cada 30 s,
por 20 min (a temperatura foi mantida a 30 °C). Qualquer aumento na absorbancia devido
a hidrolise espontanea do substrato (ou aos cromoforos presentes nas amostras) que pode
ter ocorrido antes da leitura das absorbancias, foi corrigido subtraindo-se a taxa de reagdo
medida antes do inicio do experimento (isto €, antes da leitura a cada 30 s por 20 min) a
partir dos valores obtidos ap6s o inicio do experimento. A percentagem de inibi¢do foi
calculada em comparacdo com um branco (MeOH a 10% em tampdo A) e o controle
positivo utilizado foi a galantamina e a rivastigmina.

Foram utilizados os seguintes tampoes: tampao A: Tris-HCI 50 mM (pH 8); tampao
B: Tris-HCI 50 mM (pH 8) contendo fra¢do de albumina de soro bovino a 0,1%; tampao
C: Tris-HCI 50 mM (pH 8) contendo NaCl 0,10 M e MgCl>.6H>0O 20 mM. Todos os

reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

4.4.2 Atividade antioxidante pelo método de DPPH

O DPPH ¢ diluido em metanol em uma concentragdao de 0,06 mg/mL. O controle
positivo utilizado € 4cido ascorbico em 30uM e o controle negativo foi o veiculo (DPPH
e metanol).

Os extratos etanolicos e as fragdes obtidas por extragdo liquido-liquido das flores e
folhas foram analisadas neste experimento. Em uma placa de 96 pogos foram adicionados
75 pL de amostra a 1 mg/mL e 225 pL de solucao de DPPH e incubado por 30 minutos a
30 °C no escuro. Apos esse tempo, foi medida a absor¢do das amostras em 517 nm no

espectrofotometro. Esta metodologia € realizada em duplicata.
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4.4.3 Atividade antioxidante pelo método de FRAP

A redugdo do Fe’" a Fe?" é detectada através da adigdo de 250 uL do reagente FRAP
(10 vol. Tampao acetato + 1 vol. TPTZ + 1 vol. de Fe**) em 10 pL de cada amostra a
1 mg/mL e 25 pL de 4gua, onde o Fe?* é quelado pela 2,4,6-tri-(2 piridil)-s-triazida
(TPTZ) resultando em um complexo Fe**-TPTZ de coloragio azul intensa.

As amostras utilizadas foram os extratos etandlicos das flores e folhas, fragdes
obtitas por extracdo liquido-liquido e acido ascérbico como controle positivo. Foi
utilizado o reagente trolox, um analogo soluvel em agua de vitamina E, para a realiza¢ao
da curva padrdo nas concentracdes de 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 400, 800 ¢ 1000 uM.
A reacio foi realizada em microplaca, incubada por 6 minutos a 37 °C e posteriormente
feita a leitura a 593 nm no espectrofotometro. Este experimento € realizado em duplicata

e os resultados sdo obtidos em pmol de trolox eq/L.

4.4.4. Atividade citotdxica utilizando a linhagem celular NIH/3T3

As células de fibroblastos embrionarios de camundongos NIH/3T3, foram
cultivadas em garrafas plasticas de cultura celular de 75 cm? em meio RPMI completo
(10% de Soro Fetal Bovino, 20 mM de HEPES, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina). As células foram mantidas a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade.
Subculturas (repiques) foram realizadas de trés a cinco dias, quando foi realizada a
contagem das células viaveis pela metodologia de exclusao por corante vital azul de tripan
(0,4% p/v).

As células foram entdo incubadas (37 °C, 5% de CO, 24 horas) em placa de 96
pogos, em concentragdo ajustada para 1 x 10° células/pogo em meio RPMI completo, para
aderéncia aos pogos. Apds o periodo de incubagdo, o meio dos pocos foi esgotado e
adicionado as amostras diluidas em RPMI completo nas concentragdes de 600, 300 e 100
pg/mL. As culturas de células permaneceram expostas durante 24 horas (37 °C, 5% de
CO2»). Apos o periodo de incubagdo, os pogos foram esgotados, e foi adicionada solucao
MTT (Sigma Aldrich Co, EUA) 50 pg/pogo. As placas foram incubadas por 1 hora e 30
minutos (37 °C, 5% de CO»). Passado esse periodo foi adicionado DMSO para solubilizar
os cristais de formazana gerados, e as placas foram submetidas a leitura em

espectrofotometro (570 nm) (MOSMANN, 1983; DUTTA et al., 2005).
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5. Resultados e discussao

5.1. Preparacio dos extratos etanolicos e fracionamento

A partir do material vegetal seco (folhas 648,7 g e flores 200,0 g) de
P. carthagenensis, foram preparados os extratos etandlicos das folhas (EEFo, 128,0 g) e
flores (EEFI, 12,0 g). Uma parte do EEFo-Pc (99,0 g) foi submetido a extracdo liquido-
liquido com n-hexano, CH>Cl, e AcOEt. O EEFI-Pc (7,0 g) também foi submetido ao

mesmo procedimento de onde foram obtidas as fragdes respectivas (Tabela 2).

Tabela 2. Massas obtidas das extragdes liquido-liquido dos EEFo-Pc e EEFI-Pc.

Fragao Massa (g)
Hexano (folhas) - FHFo 5,2
Diclorometano (folhas) - FDFo 4,3
Acetato de etila (folhas) - FAFo 47,0
Hidroalcoéolica (folhas) - FHAFo 35,0
Hexano (flores) - FHF1 0,8
Diclorometano (flores) - FDFI 1,1
Acetato de etila (flores) - FAFI 2,5
Hidroalcoéolica (flores) - FHAFI 2,3

Fonte: O autor.

5.2. Prospecc¢io quimica dos extratos e fracoes

Uma aliquota de cada extrato e fracdo foi submetida a analise por CCD, que foi
inspecionada em camara de luz UV—Vis (254 e 365 nm) e revelada utilizando reagentes
quimicos especificos (vanilina sulfurica, Dragendorff, Liebermann-Burchard,
anisaldeido, KOH (5%) e NP/PEQG), para identificacdo das classes de metabolitos. Os
resultados foram comparados com aqueles obtidos por Wagner (2009) (Tabela 3).

Manchas vermelhas apds aspersao com solugao alcdolica de KOH 5%, que indica
a presenca da classe das antraquinonas, foram observados em algumas amostras, sendo
encontrados em maior concentracdo nas fracdes AcOEt. Ja os alcaloides ndo foram

observados nos extratos utilizando Dragendorff o que corrobora com os dados descritos
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na literatura para esta espécie, que ¢ conhecida por ndo apresentar alcaloides em sua
biossintese, (LEAL, ELISABETSKY, 1996). Outros reveladores podem ser utilizados

para averiguar a presenca de alcaloides.

Tabela 3. Prospeccdo quimica das fragdes obtidas da extracdo liquido-liquido das folhas e flores

de P. carthagenensis.

Liebermann- Vanilina
NP/PEG Dragendorff KOH ) Anisaldeido

Buchard sulfurica
EEFo n.a. n.a. + + ++ 4+
FHFo + - + + T+ .
FDFo + - + + + n
FAFo + — ++ + ++ ++
FHAFo + — + - ++ T+
EEFI n.a. n.a. + 4 4+ ++
FHFI n.a. — + + ++ ++
FDFI n.a. — + - - +
FAF1 n.a. - ++ + ++ 4+
FHAFI n.a. — - - 1+ ++

Nota: (n.a.) Ndo analisado, (-) ndo identificado, (+) identificado, (++) intenso. EEFo: Estrato etanolico das
folhas, FHFo: Frag¢do hexano das folhas, FDFo: Fragdo CH,Cl; das folhas, FAFo: Fracdo AcOEt das folhas,
FHAFo: Fragdo hidroalcoolica das folhas, EEFI1: Estrato etanolico das flores, FHFI: Fra¢do hexano das
flores, FDFI: Fragdo CH,Cl, das flores, FAFI: Fragdo AcOEt das flores, FHAFI: Fracdo hidroalcoolica das
flores.

Fonte: O autor.

Os reveladores quimicos de uma forma geral reagem com os componentes
especificos para tornar moléculas incolores visiveis para serem entdo detectadas ao olho
humano. O revelador de anisaldeido (anisaldeido, acido acético e 4cido sulfirico em
metanol) ¢ um revelador para CCD que indica a presenca de esteroides, saponinas e
propilpropanoides através de uma reagdo de condensagdo alddlica, que pode ser melhor
visualizado através do mecanismo (Figura 21), a vanilina sulfirica segue o mesmo
principio, ap6és a reagdo o grupo cromoforico do p-anisaldeido estabelece uma maior
conjugacdo, promovendo a absor¢do no espectro do visivel e facilitando a visualizagio
(KATO, 1964).
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Figura 21 — Mecanismo da reac@o alddlica entre a cortisona e o anisaldeido.
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Fonte: O autor.

O revelador Liebermann-Buchard ¢ um revelador para CCD que indica a presenca
de esteroides como o colesterol, o mecanismo contém uma etapa de iniciagdo com a
protonagdo do grupo hidroxila no esteroide e subsequente eliminagdo de uma molecula
de 4gua para formar o ion carbonio-3,5-colestadieno, em seguida na presenc¢a de anidrido
acético e trioxido de enxofre ocorre oxidagdes em serie formando dienos alternados
finalizando com uma sulfonacdo (Figura 22) (MESGARZADEH; AKBARZADEH;
RAHIMI, 2017).

44



Figura 22 — Reagdo de Liebermann-Buchard.
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Fonte: O autor.

O reagente de Dragendorff ¢ utilizado para detec¢ao de alcaloides, o reagente ¢ uma
solucdo de i1odeto de bismuto potdssico preparada a partir de nitrato de bismuto
[Bi(NO3)3], acido tartarico e iodeto de potassio (KI); Os alcaloides presentes na solugao
da amostra na presenca do reagene de Dragendorff produzem um precipitado laranja ou

vermelho alaranjado (Figura 23) (RAAL et al., 2020).

Figura 23 — Reacao de Dragendorft.

Formacéao do iodeto de bismuto: Bi* + 3KI—Bil; + 3K*

Formacéao do tetraiodobismuto potassico: Bil; + KI=>K][Bily]

Formacéo do complexo

+ . +roi 1- +
alcaloide-tetraiodobismuto: R3HN™ + K[Bil4] 2 [RsHN]'[Bil,]” + K

Fonte: O autor.
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5.2.1 Anadlise por cromatografia em coluna da fracdo diclorometano das folhas

(FDFo)

A fracdo FDFo (2,7 g), foi submetida a CC (PCDC1) (90,2 g, 22,0 x 3,0 cm d.1.)
utilizando como FE silica gel para cromatografia flash (40-263 um) e FM um gradiente
de solventes que iniciou com hexano/CH>Clz (99:1) até CH2Cl> 100%, e na sequéncia
CH2Cl/MeOH (99:1) até MeOH 100% (Figura 24). As fragdes coletadas (222) foram
analisadas por CCD utilizando vanilina sulfurica como revelador e reagrupadas de acordo

com a similaridade dos valores de Ry permitindo reagrupa-las em seis novas fragdes

(Figura 25).

Fonte: O autor.
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Figura 25 — Cromatoplacas das fragdes obtidas da CC (PCDC1).
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Nota: FE: silica, FM: hexano/CH,Cl> (3:7) (A e B), CH,Cl./AcOEt (7:3) (C e D), AcOEt (100%) (E e F)
e AcOEt/MeOH (7:1) (G e H). Inspegdo em luz UV 365 nm (A, C, E e G) e revelador vanilina sulfurica
(B, D, F ¢ H).

Fonte: O autor.

A fragdo FDCI1-Fi3s-194 (915,6 mg) foi submetida a CC (PCDC2) (79,0 g,
20,0 x 3,0 cm d.i.) utilizando como FE silica gel para cromatografia flash (40-263 pum) e
FM um gradiente de solventes que iniciou com hexano/CH2Cl: (9:1) até CH2Clz (100%),
CH:Cl2/AcOEt (9,5:0,5) até¢ AcOEt (100%), e AcOEt/MeOH (9:1) at¢ MeOH (100%).
As fracdes coletadas (124) foram analisadas por CCD e reagrupadas de acordo com a

similaridade dos valores de Ry (Figura 26 e 27).
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Figura 26 — Cromatoplacas das fragdes obtidas da CC (PCDC2).
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Nota: FE: silica, FM: CH,Cl»/AcOEt (38:2) (A e B), e AcOEt/MeOH (7:1) (C e D). Inspe¢do em luz UV
365 nm (A e C) e revelador vanilina sulfurica (B e D).

Fonte: O autor.

Figura 27 — Fluxograma do fracionamento cromatografico do FDFo de P. carthagenensis.

EEFo-FD
379

FE: silica gel para cromatografia flash (79,0 g, 20,0 x 3,0 cm d.i.)
FM: gradiente de hexano/CH,Cl, (99:1 até 0:100 até CH,Cl,:MeOH 99:1 até 100% de MeOH)

PCDC1-Fq.75 FDC1-F77.414 FDC1-Fi15.137 FDC1-F13g.194 FDC1-F1g5.201 FDC1-F202.222
53,7 mg 17,0 mg 13,1 mg 920,0 mg 251,3 mg 4,1 mg
FE: silica gel para cromatografia flash (79,0 g, 20,0 x 3,0 cm d.i.)
FM: gradiente de hexano/CH,Cl, (99:1 até 0:100 até AcOEt:MeOH 99:1 até 100% de MeOH)
| PCDC2-F 155 | FDC2-Fs4.75 | FDC2-F76.75 | FDCO02-F7g.90 | FDC2-Fg1.100 | FDCO02-F 191104, FDCO02-F 195108 FDC2-Fy9.112 FDCO02-F 13124
36,7 mg 1,4 mg 33,9 mg 11,9 mg 0,9 mg 38,2 mg 275,5 mg 34,2 mg 148,6 mg

Fonte: O autor.

5.2.2.1. Anélise por RMN das fragdes PCDC1-Fi_76 ¢ PCDC1-F77-114
As fragdes PCDCI1-Fi_76 (Figura 28-30) ¢ PCDC1-F77-114 (Figura 31-33) foram

submetidas a RMN 'H, '3C e DEPT 135 para avaliacio das classes de metabolitos

presentes.
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Figura 28 — Espectros de RMN 'H da fragdo PCDC1-F;_76 a 400 MHz em CDCls.
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Figura 29— Espectros de RMN 3C da fragdo PCDC1-F;_7 a 400 MHz em CDCls.
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Figura 30 — Espectros de RMN DEPT 135 da fracdo PCDC1-F_7sa 400 MHz em CDCls.
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Fonte: O autor.

A analise dos espectros de RMN 'H da fracio PCDC1-F;_7 (Figura 28), permitiu
observar a presenca de quatro sinais na regido de hidrogénios aromaticos em 6 7,14
(d,J=8,75Hz), § 7,37 (s), 8 7,155 (d, J= 8,75 Hz) ¢ § 7,74 (s), o RMN "3C (Figura 29).
Também foi possivel observar a presenca de quatorze sinais na regido de carbono
aromatico dos quais cinco (6 136,59; 138,01; 146,54; 147,08 e 147,15) ndo aparecem no
DEPT 135 (Figura 30), indicando que s3o carbonos quaternarios. Estes sinais indicam a

presenca de compostos aromaticos substituidos.
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Figura 31 — Espectros de RMN 'H da fragdo PCDC1-F77_114a 400 MHz em CDCl;.
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Figura 32 — Espectros de RMN '3C da fragdo PCDC1-F77-114 a 400 MHz em CDCl;,
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z em CDCl;

Figura 33 — Espectros de RMN DEPT 135 da fragdo PCDC1-F77-114 a 400 MH
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Fonte: O autor.

A analise dos espectros de RMN 'H 3C e DEPT 135 da fragdo PCDC1-F77-114
(Figura 31-33) permitiu observar sinais (hidrogénio e carbono aromaticos) equivalentes
aqueles observados na fragdo PCDC1-F 76, indicando que as mesmas substancias estao
presentes nas duas fragdes. Também foram observados sinais intensos, no RMN 'H
(Figura 31), na regido de § 1,27 (m) e nos RMN de '°C (Figura 32) e DEPT 135 (Figura
33) em 6 29,6, indicando a presenca de cadeias longas de metilenos (CH>) caracteristicos

de acidos graxos e derivados (PIETRO; MANNU; MELE, 2020).

5.3 Analise por CLAE-EM da galantamina

Como uma alternativa economicamente viavel para obtencao do controle positivo
(galantamina, 40) para os testes de inibicdo da acetilcolinesterase e buritilcolinesterase, o
principio ativo do fArmaco comercial Coglive® (bromidrato de galantamina), foi extraido
do medicamento e obtido na forma de base livre (Item 4.3) e analisado por CLAE-EM

(Figuras 34-35) para confirmacdo da estrutura.
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A analise permitiu observar a presenc¢a de um sinal majoritdrio no cromatograma
com fr 1,9 min (Figura 30). A andlise por EM-IES-(+) em alta resolugdo permitiu
estabelecer a formula molecular Ci7H21NO; para 40, com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a oito. O sinal referente a molécula protonada foi observado em

m/z 288,1594 [M + H]", calculado C17H22NOs3" (A 0,0 ppm) (Figura 31).

Figura 34 — Cromatograma (CLAE-EM) da galantamina.
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Fonte: O autor.

Figura 35 — EM-IES-(+) em alta resolucdo da galantamina.
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Fonte: O autor.

Quando o sinal de m/z 288 foi submetido a andlise sequencial (EM/EM-IES-
(+)) (Figura 36), foi observado o fragmento de m/z 270 atribuido a elimina¢do neutra de
H>0 (18 u) (Figura 37). Adicionalmente, foi observado o sinal de m/z 213, correlacionado
a conjugac¢ao do par de elétrons da metoxila (anel C), que auxilia a abertura do anel de
sete membros (anel D), contendo o nitrogénio protonado, seguido de um rearranjo de
hidrogénio e eliminagdo neutra de CsH7N (57 u). A sequéncia de eliminagdes
anteriormente mencionadas também pode ser invertida. Inicialmente a eliminac¢ao neutra
de C3H7N, levando ao ion fragmento de m/z 231, seguida de eliminacao neutra de H>O,

gerando o ion de m/z 213 (Figura 37) (MANNENS et al., 2002). Este perfil de
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fragmentacao ¢ semelhante aquele encontrado na literatura (MANNENS et al., 2002;
ZHOU et al., 2014).

Figura 36 - EM/EM-IES-(+) da galantamina.
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Fonte: O autor

Figura 37 — Proposta de fragmentacdo para a galantamina.

Fonte: O autor

5.3 Avaliacio da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase

(BChE)

Estudos anteriores demonstraram que P. carthagenensis € uma fonte em potencial
de substancias inibidoras da AChE, o que nos motivou para uma abordagem mais
direcionada para esta atividade. Desta forma, os extratos etandlicos, as fragdes hexano,

CH:Cl; e AcOEt das flores e folhas foram avaliados quanto ao potencial de inibi¢do da
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AChE (Figura 38) e BChE (Figura 39) utilizando o modelo de ensaio em microplaca
(MARSTON et al., 2002; ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001). Neste método, as
enzimas hidrolisam os substratos acetiltiocolina ou butiriltiocolina, para produzir
tiocolina que reage com 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), formando
2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocinoina e um composto que pode ser detectado a 405 nm o

5-tio-2-nitrobenzoato (Figura 40).

Figura 38 — Grafico de avaliagdo da atividade inibidora de AChE (%) dos extratos e fracdes.
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Nota: Controle positivo: galantina, EEFo: Extrato etanolico das folhas, FHFo: Fragdo hexano das folhas,
FDFo: Fragdo CH,Cl, das folhas, FAFo: Fragdo AcOEt das folhas, EEFI: Extrato etanolico das flores,
FHF]I: Fragao hexano das flores, FDFI: Fragdo CH,Cl, das flores, FAFI: Fracdo AcOEt das flores.

Fonte: O autor.
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Figura 39 — Grafico de avaliagao da atividade inibidora de BChE (%) dos extratos ¢ fracdes.
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Nota: Controle positivo: rivastigmina, EEFo: Extrato etandlico das folhas, FHFo: Fracdo hexano das
folhas, FDFo: Fracdo CH»Cl, das folhas, FAFo: Fracdo AcOEt das folhas, EEFI: Extrato etandlico das
flores, FHFI: Fragdo hexano das flores, FDFI: Fracdo CH»Cl; das flores, FAF1: Fracdo AcOEt das flores.

Fonte: O autor.

A partir dos resultados observados nas figuras demonstradas acima, € possivel notar
que os extratos etanolicos das folhas e flores e as fracdes acetato de etila de ambas
apresentaram potenciais de inibi¢ao da AChE promissores de 86% e 88% (extratos), das
folhas e flores respectivamente e as fragdes acetato de etila 81% e 79% respectivamente,
dentre as amostras testadas sdo os mais proximos dos valores obtidos pelo controle
positivo, a galantamina com valor de inibi¢do de 99%, as fragoes CH2Clz e hexano tanto
das flores quanto das folhas apresentaram inibi¢do inferior a 54% nesta enzima, esta
diferenca indica que compostos potenciais inibidores da AChE podem estar presentes nas
fragdes acetato de etila e que estes mesmos compostos estdo presente nos extratos
etanolicos.

Quanto aos valores de inibi¢gdo de BChE obtidos, o extrato etandlico das flores e as
fragdes acetato de etila de ambas as partes (folhas e flores) apresentaram inibi¢ao superior
a 61%, sendo as fragdes hexano e CH>Cl, tendo valores inferiores a 50%, indicando que
os potenciais compostos inibidores de BChE como demonstrado para a AChE podem
estar na frag¢do acetato de etila.

A galantina apresentou um maior valor de inibicdo da enzima AChE (99%) se

comparado ao valor de inibicdo da BChE (81%), o que difere da rivastigmina, que
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apresentou um maior valor de inibicdo da enzima BChE (88%), sendo maior que o valor

obtido para a AChE (53%).

Figura 40 — Reacdo entre o DTNB e a acetilcolina.
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Fonte: O autor

5.4. Atividade antioxidante pelo método de DPPH

Desequilibrios entre compostos oxidantes e antioxidantes seguida da geracao
excessiva de radicais livres em um organismo ocasiona um processo chamado de estresse
oxidativo (BARBOSA et al., 2010). Este mecanismo gera a oxidacdo inadequada de
biomoléculas ocorrendo a perda de sua atividade bioldgica gerando um dano oxidativo
em células e tecidos (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). Neste contexto para avaliar
a espécie, visando sua atividade antioxidante, ensaios utilizando o método de redugdo dos
radicais livres gerados por DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) neste método o elétron
desemparelhado do DDPH o confere uma cor violeta, e, quando ¢ reduzido, sua coloragdo
se torna amarelo e o método FRAP, baseado na capacidade da amostra reduzir o Fe** para
Fe?*. Ambos os extratos etanolicos e as fracdes hexano, CH>Cl, e AcOEt das flores e

folhas foram submetidas a andlise com DPPH e FRAP (Figura 41).
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Figura 41 — Atividade antioxidante pelo método DPPH.
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Nota: Controle positivo: Acido galico, EEFo: Extrato etandlico das folhas, FHFo: Fragdo hexano das
folhas, FDFo: Fracdo CH,Cl, das folhas, FAFo: Fracdo AcOEt das folhas, EEFI: Extrato etandlico das
flores, FHFI: Fragdo hexano das flores, FDFI: Fracdo CH,Cl; das flores, FAFI: Fracdo AcOEt das flores.

Fonte: O autor.

Nas concentragdes analisadas ambas as amostras apresentaram atividade
antioxidante proximos ao padrao positivo (acido galico atividade de 96%). Neste contexto

¢ notavel o potencial sequestrador de radical livie DPPH de ambas as amostras.
5.5. Atividade antioxidante pelo método de FRAP

Uma curva analitica, construida com trolox como padrdo, ¢ utilizada para
determinar a capacidade antioxidante (Figura 42). O ensaio de FRAP consiste na analise
do potencial redutor de um composto antioxidante pela sua reagdo com o complexo Fe*
TPTZ (forma férrica) reduzindo-o para um complexo Fe?*-TPTZ de coloragio azul escuro
(forma ferrosa), podendo ser quantificado por colorimetria a 593 nm. Os extratos
etandlicos (EEFo e EEF]) e as fragcdes em hexano (FHFo e FHFI), CH>Cl, (FDFo e FDFI)

e AcOEt (FAFo e FAFI) foram avaliados utilizando este método (Figura 43).
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Figura 42 — Curva analitica de trolox.
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Fonte: O autor.

Figura 43 — Avaliagdo da atividade antioxidante pelo método FRAP.
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Nota: Controle positivo: Acido ascorbico (AA), EEFo: Extrato etandlico das folhas, FHFo: Fragio hexano
das folhas, FDFo: Fragao CH,Cl, das folhas, FAFo: Fracao AcOEt das folhas, EEFI1: Extrato etanolico das
flores, FHFI: Fragdo hexano das flores, FDFI: Fracdo CH,Cl; das flores, FAF1: Fracdo AcOEt das flores.

Fonte: O autor.
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Das 10 amostras analisadas 4 apresentaram um potencial antioxidante superior a
500 pmol de trolox eq/L, que ¢ o valor obtido pelo controle positivo, os extratos
etandlicos das folhas e das flores e as fragdes AcOEt de ambas. Isto sugere que as
substancias responsaveis pela atividade antioxidante podem estar presentes na fragdo

AcOEt, e estas mesmas substancias estdo presentes no extrato etanolico.

5.6. Ensaio de citotoxicidade sobre a linhagem celular NIH/3T3

Ensaios baseados em biotransformagdes de sais de tetrazolio para determinar a
atividade enzimaticas de células vivas ¢ uma forma bastante atraente de quantificar
citotoxicidade, desta forma os extratos etandlicos e¢ as fragdes obtidas por extragdo
liquido-liquido das folhas e flores da espécie P. carthagenenses foram submetidas ao
ensaio de viabilidade celular utilizando biotransformacao de MTT. A citotoxicidade foi

testada nas concentragdes de 100, 300 e 600 pg/mL (Tabela 4).

Tabela 4. Citotoxicidade dos extratos etandlicos e das fragdes de P. carthagenensis em

porcentagem (%) de células mortas.

Concentragdo
Amostra
600 pg/mL 300 pg/mL 100 pg/mL

EEFo 21 0 0
FHFo 0 0 0
FDFo 0 0 0
FAFo 12 0 0
FHAFo 0 0 0
EEFI] 0 0 0
FHFI 59 0 0
FDFI 41 0 0
FAFI 0 0 0
FHAFI 5 0 0

Nota: EEFo: Extrato etandlico das folhas, FHFo: Fra¢dao hexano das folhas, FDFo: Fracao CH,Cl, das
folhas, FAFo: Fragao AcOEt das folhas, FHAFo: Fragdo hidroalcoolica das folhas, EEL: Extrato etandlico
das flores, FHFI: Frac¢ao hexano das flores, FDFI: Fragao CH,Cl, das flores, FAFI: Fracdo AcOEt das flores,
FHAF]I: Fragao hidroalcoolica das flores.

Fonte: O autor.
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A partir dos resultados do ensaio, foi possivel observar baixa citotoxicidade, uma
vez que morte celular so foi observada na maior concentracdo (600 pg/mL) testada, sendo
que nessa concentracao as fragdes FHF1 e FDFI1 apresentaram citotoxicidade de 59 e 41%,

respectivamente.

6. Conclusoes

Psychotria carthagenensis (Rubiaceae) ¢ uma espécie endémica do Cerrado
brasileiro, utilizadas na bebida alucinégena ayahuasca no Peru, e suspeita de causar a
morte de ruminantes em Corumbaiba-GO. Existem poucos estudos na literatura sobre o
perfil quimico, no entanto, ha relatos de potencial anticolinesterasico, o que direcionou
nossos estudos para essa atividade. Assim, extratos etanolicos das folhas e flores foram
preparados, submetidos a extragdo liquido-liquido e em seguida avaliados nos ensaios de
citotoxicidade, e atividades antioxidante e anticolinesterasica.

A andlise das fragdes obtidas da extragdo liquido-liquido do extrato etandlicos de
P. carthagenensis por CCD sugeriu a presenga de diversas classes de metabolitos como
compostos fenolicos, antraquinonas e esteroides com énfase na fragao acetato de etila das
flores e das folhas que apresentaram spots com alta intensidade nos reveladores (KOH,
Liebermann-Buchard, vanilina sulfirica e anisaldeido). As CCDs reveladas com
1odocloroplatinato e Dragendorff ndo apresentaram spots visiveis em nenhuma fragao
analisada, indicando que P. carthagenensis ndo contém alcaloides em concentragdes que
possam ser caracterizadas pelos reveladores. As analises de RMN de 'H, °C e DEPT
sugeriram a presenca de compostos fenolicos, devido aos sinais observados na regido de
hidrogénios e carbonos aromaticos.

Devido ao relato da possivel morte do gado pelo senhor Jodo Paulo (fazendeiro de
Corumbaiba-GO), que poderia estar associado a ingestdo de P. carthagenensis, os
extratos e fracdes obtidos foram avaliados no ensaio de citotoxicidade utilizando células
NIH/3T3 em trés diferentes concentragdes: 100, 300 e 600 pg/mL. Na maior
concentragdo (600 pg/mL) as fracdes hexano (FHFI) e diclorometano (FDFI) das flores
apresentaram citotoxicidade superior a 40%, indicando baixo potencial citotdxico.

Nos ensaios de avaliacdo da atividade inibidora da acetilcolinesterase e

butirilcolinesterase, os EEFo-Pc e EEFI-Pc e as fragdes FAFo e FAFI] apresentaram
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potenciais de inibicdo da AChE (> 79%) e BChE (> 61%), sendo valores proximos aos
controles positivos utilizados, indicando que estas fragdes sdo fontes potenciais de
metabolitos que podem ser inspiracao para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da doenga de Alzheimer, porém em quantidade elevada esses compostos
também podem atuar inibindo de forma irreversivel a AChE, o que causaria toxicidade.

Os extratos etanolicos e as fragdes também foram submetidos as andlises para
verificagdo da atividade antioxidante, utilizando os radicais livres estdveis de DPPH. Os
EEFo-Pc e EEFI-Pc apresentaram valores de inibicdo do DPPH proximo a 96% (proximo
ao obtido pelo controle positivo), sugerindo que € uma fonte de compostos com potencial
antioxidante. Os extratos e fragdes também foram avaliados no ensaio de FRAP, onde o
Fe*" é reduzido para Fe?". Dentre as amostras avaliadas, merecem destaque os EEFo-Pc
e EEFI-Pc e as fracoes FAFo e FAFI, que apresentaram potencial antioxidante superior a
500 pumol de trolox eq/L, mesmo valor apresentado pelo controle positivo, indicando a
presenga de compostos potencial antioxidante.

E importante destacar que a DA ¢ uma doenga multifatorial, acarretando além do
déficit cognitivo, causado pelo desequilibrio colinesterasico, processos inflamatorios e
nesse sentido, extratos e fragdes contendo compostos com potencial antioxidante e
anticolinesterasico podem atuar em sinergia para o tratamento da DA. Assim, a partir dos
resultados de inibi¢do da atividade anticolinesterasica e da atividade antioxidante
apresentados pelos extratos e fragdes de P. carthagenensis, fica evidente que essa espécie
¢ uma fonte promissora de compostos com potencial para o tratamento da DA, assim
merece um estudo direcionado para o melhor conhecimento dos constituintes quimicos

que possam atuar como inibidores de AChE/BChE e antioxidante.
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