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RESUMO

Os alcaloides indolicos constituem uma classe de metabdlitos secundarios
extensivamente investigada devido a sua importancia terapéutica. Dentre 0s géneros
capazes de sintetizar estes compostos, Psychotria L. (Rubiaceae) destaca-se pela
complexa taxonomia e pela variedade de produtos biologicamente ativos, com
destaque para os alcaloides indol monoterpenos (MIAs) descritos para as espécies
neotropicais (subg. Heteropsychotria). Estudos in vivo e in vitro tém demonstrado os
efeitos de alguns desses alcaloides sobre o SNC, onde eles parecem atuar sobre
diferentes alvos, a saber, receptores serotonérgicos 5-HT,,c, glutamatérgicos NMDA
e opioides. Nesse contexto, considerando a presenca de MIAs em espécies de
Heteropsychotria e as atividades bioldgicas atribuidas as substancias pertencentes a
esta classe, torna-se relevante a investigacdo de espécies do género buscando a
identificacdo de compostos capazes de interagir com alvos enzimaticos relacionados
com doencas neurodegenerativas. Assim, este trabalho propds (i) a investigacao
quimica de Psychotria suterella e P. laciniata e (ii) a avaliacdo dos efeitos de fracdes e
alcaloides isolados de espécies neotropicais de Psychotria sobre as enzimas
acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase (BChE), e monoamina oxidases A e B
(MAO-A e MAO-B). Os MIAs angustina, valesiacotamina lactona, E-valesiacotamina,
Z-valesiacotamina, lialosideo, pauridiantosideo e estrictosamida foram isolados de
fracdes de alcaloides obtidas por extracdo acido-base a partir de folhas de P. suterella
(SAE) e P. laciniata (LAE). Além disso, o alcaloide (E)-O-(6’)-cinamoil-4-hidroxi-
3”,5”-dimetoxi-lialosideo também foi identificado em ambas as espécies. Nesse
trabalho verificou-se que fracdes de P. suterella e P. laciniata (SAE, LAE e sub-
fracOes), juntamente com os MIAs lialosideo e estrictosamida, foram capazes de inibir
as enzimas MAO-A e MAO-B de fragdes mitocondriais de encéfalos de ratos. Os
resultados obtidos indicam seletividade para inibicdo da MAO-A e atividades mais
potentes para as fracbes SAE, LAE e sub-fracbes contendo alcaloides do tipo
valesiacotamina, que apresentaram valores de ICg, entre 0,57 — 2,02 pg/mL para
inibicho da MAO-A, e entre 51 — 133 pg/mL para inibicdo da MAO-B.
Adicionalmente, 13 alcaloides isolados de espécies neotropicais de Psychotria foram

avaliados quanto a seus efeitos sobre as enzimas AChE de Electrophorus



electricus,BChE de soro equino e MAO-A e MAO-B humanas. Nesses experimentos,
os alcaloides quaternarios prunifoleina e 14-oxoprunifoleina foram capazes de inibir
ndo-competitivamente as enzimas EeAChE e egqBChE (ICsy entre 3,39 e 100 uM) e
irreversivelmente a enzima hMAO-A (ICs, de 7,41 e 6,92 uM, respectivamente). Os
MIAs angustina, valesiacotamina lactona e E/Z-valesiacotamina também inibiram a
eqBChE (ICsq entre 3,47 e 14 uM) e a hMAO-A (ICs, entre 0,85 e 2,14 uM). Com
relacdo ao perfil de inibicdo da hMAO-A, angustina comporta-se como um inibidor
reversivel e competitivo, enquanto que os alcaloides do tipo valesiacotamina parecem
atuar como inibidores irreversiveis. Simulacdes de docking molecular foram realizadas
com o objetivo de verificar possiveis interacdes entre 0s compostos ativos e os alvos
proteicos. Essa abordagem permitiu a obtencdo de informagdes relacionadas com a
orientacdo dos ligantes no sitio ativo das enzimas e interacBes hidrofdbicas,
hidrofilicas e covalentes. Analisados em conjunto, os dados do presente trabalho
representam uma nova contribuicdo para o estudo quimico de espécies neotropicais de
Psychotria L. e apontam para as potencialidades dos alcaloides encontrados nessas
espécies como ligantes capazes de atuar sobre mdltiplos alvos enzimaéticos

relacionados com doengas neurodegenerativas.

Palavras chave: Psychotria suterella, P. laciniata, alcaloides indol monoterpenos,
monoamina oxidases, acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, docking molecular.



ABSTRACT

Psychotria alkaloids: multi-active compounds on enzymatic targets related to

neurodegenerative diseases

The indole alkaloids are a group of secondary metabolites extensively investigated due
to their therapeutic importance. Among the species of flowering plants that are able to
produce these compounds, Psychotria L. (Rubiaceae) is distinguished by its complex
taxonomy and by the variety of biologically active products, especially monoterpene
indole alkaloids (MIAs), which are described for the Neotropical Psychotria species
(subg. Heteropsychotria). In vivo and in vitro studies have been demonstrated the
effects of some MIAs from Heteropsychotria on the CNS, as for example the alkaloids
psychollatine and strictosidinic acid, which seem to act on different targets, namely
serotonin 5-HT,ac, glutamate NMDA and opioids receptors. In this context,
considering the presence of MIAs in Heteropsychotria species and the biological
activities described for substances belonging to this class, it becomes relevant to
investigate Psychotria species aiming at identifying compounds able to interact with
enzyme targets related to neurodegenerative diseases. Therefore, this study aimed at (i)
the chemical investigation of Psychotria suterella and P. laciniata, and (ii) the
assessment of fractions and alkaloids isolated from Heteropsychotria species on
acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BChE), and monoamine oxidases
A and B (MAO-A and MAO-B) activities. The MIAs angustine, vallesiachotamine
lactone, E-vallesiachotamine, Z-vallesiachotamine, lyaloside, pauridianthoside, and
strictosamide were isolated from alkaloid fractions obtained from leaves of P. suterella
and P. laciniata. Furthermore, the alkaloid (E)-O-(6)-Cinnamoyl-4°’-hydroxy-3",5"’-
dimethoxy-lyaloside was identified in both species. In this study it was found that
fractions of P. suterella and P. laciniata (SAE, LAE, and sub-fractions), together with
the MIAs lyaloside and strictosamide, were able to inhibit MAO-A and MAO-B
obtained from rat brain mitochondria. These experiments also indicated that SAE,
LAE, and fractions containing vallesiachotamine-like alkaloids were the most potent
for MAO-A and MAO-B inhibition (MAO-A ICs ranging from 0.57 to 2.02 p/mL;
MAO-B ICg, ranging from 51 to 133 pg/mL), possessing some degree of selectivity



for MAO-A. Additionally, 13 indole alkaloids from Heteropsychotria were evaluated
regarding their effects on AChE from Electrophorus electricus, BChE from equine
serum, and human MAO-A and MAO-B. In these experiments, the quaternary -
carboline alkaloids, prunifoleine and 14-oxoprunifoleine, were able to irreversibly
inhibit the hMAO-A (ICso of 7.41 and 6.92 UM, respectively). Both alkaloids also
inhibited the EeAChE (I1Cso of 10 and 3.39 puM, respectively) and the eqBChE (ICs, of
100 and 11 pM, respectively) in a non-competitive way. For the MIAs angustine,
vallesiachotamine lactone and E/Z-vallesiachotamine, it was observed eqBChE
inhibition with ICs, values ranging from 3.47 to 14 puM, and MAO-A inhibition with
ICso values ranging from 0.85 to 2.14 uM. concerning their modes of inhibition,
angustine seems to act as a reversible and competitive MAO-A inhibitor while the
vallesiachotamine-like alkaloids behave as irreversible inhibitors, such as prunifoleine
and 14-oxoprunifoleine. Docking simulations were performed in order to investigate
possible interactions between the active compounds and the protein targets. This
theoretical approach afforded complementary information related with binding’s mode
and possible hydrophobic, hydrophilic or covalent interactions. Taken together, the
data from this study consist of a new contribution for the knowledge of the chemistry
of Neotropical Psychotria L., and point at MIAs and B-carboline alkaloids as potential
scaffolds for the development of multifunctional compounds against

neurodegeneration.

Keywords: Psychotria suterella, P. laciniata, monoterpene indole alkaloids,
monoamine oxidase, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, molecular docking.
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I. INTRODUCAO







A pesquisa por metabdlitos obtidos a partir de fontes naturais, como plantas,
animais e micro-organismos, consiste em uma das abordagens empregadas para o
desenvolvimento de farmacos. O interesse por esses produtos, atribuido
principalmente a caracteristicas como diversidade estrutural, complexidade quimica e
capacidade de interacdo com alvos bioldgicos, pode ser mensurado a partir de
levantamento indicando que aproximadamente 50% dos farmacos aprovados pelo
FDA entre 1981-2010 eram produtos naturais ou compostos sintéticos derivados destes
(NEWMAN e CRAGG, 2012). Adicionalmente, estimativas do ano de 2008 apontam
que 122 derivados de produtos naturais estavam em fases I, Il e 11l de ensaios clinicos,
sendo a maioria destes para o tratamento de cancer, doencas infecciosas e condicGes
relacionadas com o sistema nervoso central (SNC), como doencgas neurodegenerativas
e neuropsiquiatricas (HARVEY, 2008). Ainda, levantamento dos farmacos aprovados
para comercializagdo no mundo inteiro entre os anos de 2005 e 2010 apontou que 19

farmacos consistiam em produtos naturais ou derivados (MISHRA e TIWARI, 2011).

Os alcaloides indolicos constituem uma classe de metabdlitos secundarios
extensivamente investigada quanto a uma série de efeitos biologicos, como inibicéo de
alvos enzimaticos, além de atividades citotoxica, anti-inflamatoria, antimalarica,
antiviral e antibacteriana (CORDEL et al., 2001). Dentre os géneros capazes de
sintetizar estes compostos, Psychotria L. (Rubiaceae) destaca-se pela variedade de
produtos biologicamente ativos. Espécies pantropicais de Psychotria (subg.
Psychotria) caracterizam-se pela presenca de alcaloides pirrolidino indolinicos,
enguanto que as espécies neotropicais (subg. Heteropsychotria) parecem sintetizar
alcaloides indol monoterpenos (MIAs). O nucleo indol desses compostos pode ser
classificado como [-carbolinico (BC), diidro-B-carbolinico (DHBC) ou tetraidro-p3-
carbolinico (THPC); as suas porgdes terpénicas podem ser glicosiladas ou nao
glicosiladas (LOPES et al., 2004); e, eventualmente apresentam-se como derivados
diretos de iridoides e ndo de seco-derivados. Adicionalmente, é possivel haver N-
glicosilacdo na posicdo N-1 do ndcleo indol (HENRIQUES et al., 2004).
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A similaridade estrutural verificada entre os MIAs isolados de espécies de
Heteropsychotria ¢ outros compostos B-carbolinicos pode sugerir o envolvimento
desses metabolitos na neurotransmissdo serotonérgica. Alcaloides inddlicos PBCs,
DHPCs ou THBCs, como harmina (1), harmalina (2), tetraidro-harmina (3) e harmano
(4) séo encontrados em plantas utilizadas por diversas culturas, como alguns povos
indigenas da América do Sul, devido as suas propriedades psicotrépicas (McCKENNA,
2004). Substancias pertencentes a esta classe podem apresentar efeitos farmacoldgicos
variados como ligacdo a receptores benzodiazepinicos, imidazolinicos, serotonérgicos
(5-HT,a € 5-HTyc) e opioides, bem como inibicdo das enzimas monoamina oxidase
(HERRAIZ, 2007; SAMOYLENKO et al., 2010), catecol-O-metil-transferase
(YALCIN e BAYRAKTAR, 2010), acetilcolinesterase e butirilcolinesterase
(KHORANA et al., 2012; TORRES et al., 2012). Adicionalmente, outras atividades
tém despertado o interesse nesses alcaloides, com destaque para potente atividade

antitumoral e atividades antiviral, antimicrobiana e antiparasitaria (CAO et al., 2007).

T T e e :

Doencas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, como Doenca de
Parkinson (DP) e Doenca de Alzheimer (DA), sdo condi¢cbes complexas
desencadeadas por multiplos fatores. Assim, considerando a etiologia multifacetada
dessas doencas, novas estratégias terapéuticas baseadas no desenvolvimento de
compostos que atuem em diferentes alvos bioguimicos e neuronais tém sido
investigadas para o tratamento do déficit cognitivo, da disfuncdo motora, da depressédo
e da neurodegeneracéo relacionados com a DP e a DA (YOUDIM E BUCCAFUSCO,
2005; GELDENHUYS et al., 2011). NOVAROLI e colaboradores (2005) propuseram
abordagem baseada em triagem experimental e virtual visando a descoberta de

substancias capazes de atuar em dois ou mais alvos associados a essas doencas. Os
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alvos selecionados consistem nas enzimas acetilcolinesterase (AChE), monoamina
oxidase (MAO) e catecol-O-metil-transferase (COMT), a deposi¢do de proteina -
amiloide, e o estresse oxidativo. Dentre esses alvos, trés sdo comuns para ambas as
doencas (AChE, MAO e estresse oxidativo), e 0s outros dois sdo especificos para DP
(COMT) e para DA (deposi¢do de proteina B-amiloide). Apos a triagem inicial, 0s
compostos capazes de interagir com dois ou mais alvos sdo selecionados para a
realizacdo de ensaios complementares objetivando investigacdo de seus mecanismos

de acéo (Figura I1).

’Doenga de Parkinson Doencade Alzheimer
IAChE
inativo — | I ativo
" IMAO IMAO
g inativo ativo inativo ativo
S / AN y= >~
S ICOMT ICOMT IB-amildide IB-amiléide
= | | ‘ | agregacao agregacéo
3 ! '
= Hatio atvo e aivo inativo ativo inativo ativo
2 \ \ \’ v v v v v
T Antioxidante Antioxidante Antioxidante Antioxidante Antioxidante Antioxidante
| | | | | | |
inativo ativo inativo ativo inativo ativo inativo ativo
Né&o é hit N&o é hit
X multifuncional X multifuncional
[}
T
2 . o
ST Modelos Farmacodindmicos e Farmacocinéticos Complexos
o =
(O]

4

Colecéo de
Moléculas Lideres
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Figura I1. Abordagem proposta para triagem experimental e virtual visando a avaliagdo de potenciais
compostos multifuncionais de interesse para o tratamento das Doencas de Parkinson e de Alzheimer.
IAChE (inibidores da acetilcolinesterase); IMAO (inibidores da monoamina oxidase); ICOMT
(inibidores da catecol-O-metil-transferase); IB-amiloide agregacdo (inibidores da agregagdo da
proteina [B-amiloide). Em vermelho estdo representados os alvos disponiveis para estudos de
modelagem baseada em receptor; em roxo estdo apresentados os alvos disponiveis apenas para estudos
de modelagem baseada na estrutura do ligante; em verde esta representado alvo para o qual ainda ndo
existem modelos para modelagem molecular. Esquema adaptado de NOVAROLI e colaboradores
(2005).
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Justificativa

Considerando a presenca de alcaloides indol monoterpenos com nucleos BCs e
THBCs em espécies de Psychotria (subg. Heteropsychotria) e as atividades biologicas
atribuidas as substancias pertencentes a esta classe, torna-se relevante a investigacao
de espécies do género buscando a identificacdo de compostos capazes de interagir com
alvos enzimaticos e neuronais relacionados com a etiologia de doencas

neurodegenerativas.

Os estudos realizados até 0 momento com alcaloides isolados de Psychotria indicam
que essas substancias sdo capazes da atuar sobre o SNC afetando, principalmente, os
sistemas serotonérgico, dopaminergico e glutamatérgico. Adicionalmente, ndo existem
dados na literatura relacionados a possiveis efeitos neuroprotetores e neurotoxicos
apresentados por esses compostos. De forma semelhante, ndo ha relatos da atividade
desses alcaloides sobre as enzimas MAO e COMT e sobre parametros relacionados
com estresse oxidativo. Entretanto, estudos realizados com alcaloides BCs e THPBCs
isolados das espécies Peganum harmala e Banisteriopsis caapi demonstraram que
essas substancias, e 0s extratos obtidos desses vegetais, apresentam atividades
inibitérias sobre as enzimas COMT e MAO (YALCIN e BAYRAKTAR, 2010;
SAMOYLENKO et al., 2010).
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1. OBJETIVOS







O objetivo geral do presente trabalho consiste na investigacdo de espécies

pertencentes ao género Psychotria subg. Heteropsychotria (Rubiaceae) visando a
identificacdo de substancias capazes de aturem em multiplos alvos enzimaticos

relacionados com a patologia de doencas neurodegenerativas.

Os objetivos especificos incluem:

e A investigacdo quimica das espécies Psychotria suterella Mull. Arg. e P.
laciniata Vell.;

e A avaliacdo do efeito de fragGes e alcaloides de P. suterella e P.
laciniata sobre as enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-

B) obtidas de fragdes mitocondriais de encéfalos de ratos;

e A avaliagdo do efeito de alcaloides isolados de Psychotria sobre as
enzimas MAO-A humana (hMAO-A), MAO-B humana (hMAO-B),
acetilcolinesterase  de  Electrophorus electricus (EeAChE) e

butirilcolinesterase de soro equino (eqBChE);

e A determinacdo dos mecanismos de inibicdo para os alcaloides que
apresentarem efeitos sobre os alvos estudados através de ensaios in vitro
e simulagdes de docking molecular;

A investigacdo de parametros de viabilidade e morte celular em culturas de astrocitos
tratadas com os alcaloides que apresentarem atividade nos alvos enzimaticos.
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I1l. REVISAO DO TEMA







I11.1 Familia Rubiaceae

Rubiaceae é a quarta maior familia dentro do grupo das Angiospermas,
compreendendo cerca de 650 géneros e 13000 espécies. Rubiaceae & composta por
arvores de grande, médio ou pequeno porte, arbustos, subarbustos e ervas perenes ou
anuais, distribuidas principalmente nas regides tropicais (ROBBRECHT, 1988),
representando uma grande parte da vegetacdo lenhosa dos tropicos, especialmente das
florestas chuvosas (ROBBRECHT, 2005; ROBBRECHT e MANEN, 2006).

Segundo CORDELL e colaboradores (2001), 677 alcaloides foram isolados a
partir do estudo de 181 espécies distribuidas em 57 géneros pertencentes a Rubiaceae.
Desses, destacam-se 0s alcaloides isoquinolinicos com 44 compostos, 0s quinolinicos

com 70 substancias e os indolicos com 391 estruturas elucidadas.

Os alcaloides indol monoterpenos (MIAs) sdo um importante grupo de
metabdlitos secundarios principalmente identificados em Rubiaceae e em outras duas
familias da ordem das Gentianales: Apocynaceae e Loganiaceae. Todos os alcaloides
pertencentes a este grupo apresentam origem biossintética comum. O precursor da
maioria dos compostos conhecidos € a estrictosidina (7), formada através da
condensacdo de uma molécula de triptamina (5) com o monoterpeno (seco-iridoide)
secologanina (5) por reacdo de Pictet-Spengler catalisada pela enzima estrictosidina
sintetase. A estrictosidina é o intermediario central para a sintese de, pelo menos, 3000
alcaloides, com destaque para os compostos indol monoterpenos. Entretanto variagcdes
nas etapas biossintéticas sdo possiveis; um exemplo é a condensacédo de triptamina (5)
com iridoides precursores tais como geniposideo (8) e loganina (9) na forma ativa
aldeido, conforme descrito para espécies de P. subg. Heteropsychotria Steyerm.
(KERBER et al., 2001; KERBER et al., 2008) e Palicourea Aubl. (DUSMAN et al.,
2004; NARINE e MAXWELL, 2009).
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Classificagfes internas dentro de Rubiaceae baseadas em caracteristicas
botanicas foram propostas por autores como BREMEKAMP (1934, 1966),
VERDECOURT (1958) e ROBBRECHT (1988, 1993), sendo que este ultimo sugeriu
a divisdo de Rubiaceae em quatro subfamilias (Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae
e Antirheoideae) que, por sua vez, compreendiam 44 tribos. A Ultima subdivisdo
proposta para Rubiaceae (BREMER e EEIKSSON, 2009) foi realizada através de
analises filogenéticas de 534 taxons e 329 géneros (cerca de metade dos géneros
classificados dentro da familia). Os dados observados nesse estudo levaram os autores
a suportar a divisdo de Rubiaceae nas subfamilias Rubioideae, Cinchonoideae e

Ixoroideae, e a distribuicdo dessas subfamilias em 44 tribos.

O género Psycotria, que € objeto de investigacdo desta Tese e de outros projetos do
grupo de pesquisa, esté classificado dentro da tribo Psychotrieae, incluida na Alianca
Psychotrieae da subfamilia Rubioideae (BREMER e ERIKSSON, 2009).
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I11.2 Tribo Psychotrieae, Género Psychotria

Psychotria L. é o maior género dentro da tribo Psychotrieae (familia Rubiaceae,
subfamilia Rubioideae) compreendendo cerca de 2000 espécies de distribuicdo
pantropical (DAVIS et al.,, 2001). Este género € amplamente reconhecido pela
presenca de espécies que produzem alcaloides bioativos, e por sua complexidade
taxonémica, que pode ser atribuida a auséncia de caracteres morfoldgicos suficientes
para a delimitacédo de grupos (MORAES et al., 2011).

STEYERMARK (1972), considerando aspectos botanicos e distribuicdo
geografica, sugeriu a divisdo de Psychotria em trés subgéneros: P. subg. Psychotria L.
(espécies de distribuicdo pantropical que apresentam similaridade morfol6gica com a
espécie tipo P. asiatica L.), P. subg. Tetramerae (Hiern) R. Petit (espécies de
ocorréncia no continente africano, incluindo a ilha de Madagascar), e P. subg.
Heteropsychotria Steyerm. (espécies de ocorréncia no continente americano
apresentando semelhancas com o género neotropical Palicourea). Com relacdo a
Psychotria neotropicais, ANDERSSON (2002), a partir de abordagem filogenética,
propds a classificacdo das espécies dentro de dois subgrupos: (i) espécies referidas por
STEYERMARK (1972) como P. subg. Psychotria e (ii) espécies referidas por
STEYRMARK (1972) como P. subg. Heteropsychotria, que constituem um clade
exclusivamente neotropical com algumas espécies atualmente reconhecidas como

pertencentes a Palicourea.

No contexto desta Tese, e de outros trabalhos do grupo de pesquisa envolvendo
a investigacdo quimica e bioldgica de Psychotria, as espécies estudas enquadram-se na
classificacdo P. subg. Heteropsychotria (STEYERMARK, 1972; ANDERSSON,
2002). Portanto, os itens desta revisdo relacionados ao género irdo abordar
predominantemente 0s aspectos quimicos e bioldgicos de P. subg. Heteropsychotria e

também de Palicourea.
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111.2.1 Aspectos quimicos

Os alcaloides constituem o principal grupo de metabdlitos secundarios
encontrados em Psychotria. As espécies de ocorréncia pantropical, cujos aspectos
morfoldgicos se assemelham aos da espécie-tipo P. asiatica., sdo caracterizadas pela
presenca de compostos com nuacleo pirrolidino indolinico formados através da
condensacdo de duas ou mais unidades de Nyp-metil-triptamina (10). Exemplos dessa
classe sdo os compostos hodgkinsina (11) e calicantina (12) (VEROTTA et al., 1998).
Além disso, alcaloides pirrolidino indolinicos também foram descritos em
Maragaritopsis cymuligera (Mull. Arg.) C.M. Taylor (= P. birotula L.B. Sm. &
Downs) (BRAND et al., 2012), que foi transferida de Psychotria para Mararitopsis C.
Wright com base em analises filogenéticas (ANDERSSON, 2001).
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As espécies neotropicais de Psychotria (subg. Heteropsychotria), por sua vez,
sdo caracterizadas pela presenca de alcaloides indol monoterpenos (MIAs) (Tabelas
111 e 1112) (LOPES et al., 2004).

Tabela I111. Espécies de P. subg. Heteropsychotria investigadas quanto sua composic¢ao quimica.

P. subg. Heteropsychotria (Espécie) Referéncia

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor SOLIS etal., 1993

P. carthagenensis Jacqg. LEAL e ELISABETSKY, 1996
P. suterella Mall. Arg. DE SANTOS et al., 2001

P. bahiensis DC. PAUL et al., 2003

SIMOES-PIRES et al., 2006
P. myriantha Mdll. Arg.
FARIAS, 2006

P. nuda (Cham. & Schltdl.) Wawra FARIAS et al., 2008
FARIA et al., 2010

P. prunifolia (Kunth) Steyerm.
KATO et al., 2012
LOPES, 1998

P. leiocarpa Cham. & Schltdl.
HENRIQUES et al., 2004

P. correae (Dwyer & M.V. Hayden) C.M. Taylor ACHENBACH et al., 1995
KERBER, 1999

P. brachyceras Miill. Arg.
KERBER et al., 2001
KERBER, 1999

P. umbellata Vell.
KERBER et al., 2008

PIMENTA et al., 20102
P. stachyoides Benth. PIMENTA et al., 2010b

PIMENTA et al., 2011
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Tabela 1112, Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P. dichroa SOLIS et al., 1993
P. suterella DE SANTOS et al.. 2001
P. bahiensis PAUL et al.. 2003
P. myriantha TARIAS, 2006
) P. nuda FARIAS et al., 2008
P. prunifolia FARIA et al., 2010
i OGlc prunif
P. leiocarpa LOPES, 1998
P. leiocarpa HENRIQUES et al., 2004
&l H
c I OGic
N ,p-D-Glicopiranosil-vincos amida (15)
P. dichroa SOLIS et al., 1993
H,COOC
Estrictosidina (16)
COOH
OGlc
P. bahiensis PAUL et al.. 2003

H,COOC
Sa-carboxi-estrictosidina (17)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.

Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie

Referéncias

P. myriantha

HOOC
Acido estrictosidinico (18)

SIMOES-PIRES et al., 2006

P. myriantha

HOCC
Miriantosina(19)

SIMOES-PIRES et al., 2006

P.suterella

H,COOC
Lialosideo (20)

DE SANTOS et al., 2001

O
\ N
/AN
N P. suterella DE SANTOS et al., 2001
H —
H,COOC
Naucletina (21)
o]
\ N
/ \N P. dichroa SOLIS et al., 1993
N P. bahiensis PAUL et al., 2003
H —

———

Angustina (22)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P.dichroa SOLIS et al., 1993
P. bahiensis PAUL et al., 2003
P. bahiensis PAUL et al., 2003

P.dichroa SOLIS et al., 1993
P. bahiensis PAUL et al., 2003

Baienosideo A (R = Hp) (26)
Baienosideo B (R = Ha) (27)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P. correae ACHENBACH et al., 1995
H,COOC
Isodolicantosideo (28)
R

P. correae ACHENBACH et al., 1995

o~ "0Gle

Corre antosideo (R = H) (29)

10-Hidroxi-Correantosideo (R = OH) (30)

P. correae ACHENBACH et al., 1995

Correantina B (¢CHO) (31)

20-Epi-correantina B (BCHO) (32)

P. correae ACHENBACH et al., 1995

Correantina C (33)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P. correae ACHENBACH et al., 1995
P. brachyceras KERBER et al., 2001
H,COOC
Braquicerina (35)
P. umbellata KERBER et al., 2008
H,COOC
Psicolatina (36)
P. umbellata KERBER, 1999

H,COOC
3,4-dehidro-18,19-p -e poxi-psicolatina (37)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P. umbellata KERBER, 1999
H,CO0C
N’ -[1-(2-o-hidroxi-propil)]-psicolatina (38)
N’ -[1-(2-p-hidroxi-propil) |-psicolatina (39)
P. stachyoides PIMENTA et al,, 2010a
07 “oGle
Correantosina E (40)
Correantosina F (A*) (41)
P. stachyoides PIMENTA et al., 2010b
07 0Gle
Estaquiosideo (42)
O
P. stachyoides PIMENTA et al.. 2010b

0~ "0Glc
Nor-metil-23-oxo-correantosideo (43)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P. stachyoides PIMENTA etal., 2011
"1
07 “0OGle
N-Desmetil-corre antosideo (44)
P. prunifolia FARIA etal., 2010
P. prunifolia FARIA etal., 2010
P. prunifolia KATOetal., 2012
OH
P. prunifolia KATOetal., 2012

10-Hidroxi-antirhina (48)
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Tabela 1112 cont. Estruturas dos alcaloides descritos para espécies neotropicais de Psychotria subg.
Heteropsychotria.

Alcaloide Espécie Referéncias

P. prunifolia KATOet al., 2012

N-éxido-10-hidroxi-antirhina (49)

O alcaloide indol monoterpeno estrictosamida (13) foi descrito em seis das
especies apresentadas no paragrafo anterior: P. dichroa, P. suterella, P. myriantha, P.
nuda, P. prunifolia e P. bahiensis (Tabela 1112). Este composto foi inicialmente
identificado em espécies de Nauclea L. como N. pobeguinii (Hua ex Pobég.) Merr.
(ZECHES et al., 1985), N. orientalis (L.) L. (ERDELMEIER et al., 1991), N. latifolia
Sm. (SHIGEMORI et al., 2003; KAKUGUSHI et al., 2009) e N officinalis (Pierre &
Pit.) Merr. & Chun (XUAN et al., 2004). O isolamento de estrictosamida em P. subg.
Heteropsychotria sugere que essa substancia pode ser um marcador quimiotaxondmico
para 0 género e aponta para uma relacdo estreita entre os géneros Psychotria e
Nauclea; este Gltimo caracterizado pela presenca de MIAs glicosilados (FARIAS et
al., 2008).

Também ha descricdo da presenca de MIAs em espécies pertencentes ao género
neotropical Palicourea. De Palicourea crocea (Sw.) Roem. et Schultes, coletada na
regido sul do Brasil, DUSMAN e colaboradores (2004) isolaram dois alcaloides
denominados croceainas A (50) e B (51). JA NARINE e MAXWELL (2009), a partir
da mesma espécie coletada na Costa Rica, isolaram croceaina A (50), psicolatina
(Tabela 1112, 36) e 3,4-dihidro-1-(1-B-D-glucopiranosiloxi-1,4a,5,7a-tetrahidro-4-

metoxi-carbonil-ciclopenta[c]piran-7-il)-B-carbolina-N2-6xido (52). Considerando que
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psicolatina foi obtida previamente de P. umbellata, suporta-se a hipdtese da fuséo de

Psychotria subg. Heteropsychotria e de Palicourea em um Gnico género.

De outra espécie, Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum, foram isolados um
alcaloide THBC glicosilado (53) (DO NASCIMENTO et al., 2008), calicantina (12),
acido epi-estrictosidinico (54), uma cetona derivada da estrictosidina (55), e &cido
estrictosidinico (Tabela 1112, 18) (DO NASCIMENTO et al., 2006). STUART e
WOO-MING (1974), ao investigarem Palicourea alpina (Sw.) DC, obtiveram o MIA
glicosilado palinina (56). Através de estudos com Palicourea rigida Kunth,
VENCATO e colaboradores (2006) obtiveram E-valesiacotamina (Tabela 1112, 23),
enquanto que de Palicourea adusta Standley foram isolados lialosideo (Tabela 1112,
20) e seus derivados (E)-O-(6")-cinamoil-4”-hidroxi-3-metoxi-lialosideo (57) e (E)-
O-(6”)-cinamoil-4-hidroxi-3”,5”-dimetoxi-lialosideo (58) (VALVERDE et al., 1999).
Recentemente, BERGER e colaboradores (2012) identificaram diversos alcaloides de
Palicourea acuminata (Benth.) Borhidi (=Psychotria acuminata Benth.), incluindo
baienosideo B (Tabela 1112, 27), 5a-carboxi-estrictosidina (Tabela 1112, 17), desoxi-

cordifolina (59) e o inédito lagambosideo (60).
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111.2.2 Aspectos bioldgicos

A utilizacdo popular e tradicional de Psychotria ocorrendo em regides tropicais
da Asia, Africa, Oceania e Américas foi revisada por ADJIBADE (1989). De acordo
com esta revisdo, 0s principais usos descritos para espécies de Psychotria sdo
tratamento de afeccbes do aparelho reprodutor feminino, doencas bronquicas,
disturbios gastrointestinais (uso interno), tratamento de afecgdes cutaneas, “tumores”,
Ulceras, disturbios oculares, e febre (uso externo). Além disso, ha relatos da utilizacdo
de algumas espécies sul americanas no tratamento de doencas do SNC e também como
alucindgenos (ADJIBADE etal., 1989; LEAL, 1994).

Extratos etanolicos de 10 espécies de Psychotria de ocorréncia na Mata
Atlantica no sudeste do Brasil foram submetidos a ensaios para avaliacdo de atividade
antimicobacteriana e anti-inflamatoria in vitro. P. pubigera Schitdl., P. ruellifolia
(Cham. & Schltdl.) Miill. Arg., e P. stachyoides apresentaram importante atividade
contra Mycobacterium bovis e M. tuberculosis, com valores de 1Cs, inferiores a 4
ug/mL. Adicionalmente, P. suterella, P. stachyoides e P. capitata Ruiz & Pav. (100
ug/mL) apresentaram atividade anti-inflamatoria caracterizada pela inibigdo da
producéo de 6xido nitrico (NO) em macrofagos (MORAES et al., 2011).

Folhas de P. viridis Ruiz. & Pav. e P. carthagenensis Jacq. sdo utilizadas por
indios sul americanos, juntamente com Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) C.V.
Morton, no preparo da bebida alucinégena denominada ayahuasca. A analise quimica
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dessas espécies revelou a presenca de N,N-dimetil-triptamina (DMT) (61) em P.
viridis (RIVIER e LINDGREN, 1972) e a auséncia de alcaloides em P. carthagenensis
(LEAL, 1994; LEAL e ELISABETSKY, 1996).
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Extratos, fracdes de alcaloides e compostos isolados de seis espécies de P. subg.
Heteropsychotria de ocorréncia no Rio Grande do Sul (P. leiocarpa, P. myriantha, P.
suterella. P. brachyceras, P. umbellata e P. carthagenensis) foram submetidos a
ensaios in vitro e in vivo com o objetivo de avaliar seus possiveis efeitos analgésicos,
anti-inflamatorios, antioxidantes, anticolinesterasicos, e outras atividades sobre o SNC.
Extratos etanodlicos de P. brachyceras, P. leiocarpa, P. myriantha, P. suterella, P.
umbellata e P. carthagenensis apresentaram moderada atividade analgésica em
camundongos (100 — 500 mg/kg). Para os extratos de P. umbellata esse efeito
analgésico mostrou-se dose-dependente (350 e 500 mg/kg) e reversivel por naloxona,
indicando atividade do tipo opioide (LEAL, 1994).

FracOes de alcaloides de P. myriantha e P. nuda, juntamente com os alcaloides
acido estrictosidinico (Tabela 1112, 18) e miriantosina (19), isolados de P. myriantha; e
estrictosamida (13), composto majoritario de P. nuda (FARIAS et al., 2008)
apresentaram  atividade inibitéria sobre a quimiotaxia de leucdcitos
polimorfonucleares, sugerindo potencial acdo anti-inflamatoria (SIMOES-PIRES et.
al., 2006; FARIAS et al., 2008). Nesses ensaios, as fracOes de alcaloides de P.
myriantha e P. nuda, assim como os MIAs 13, 18 e 19 inibiram a migracdo
leucocitaria em percentuais superiores a 85%, quando testados na concentragéo de 100
pg/mL. O alcaloide &cido estrictosidinico (18) também demonstrou um interessante

perfil em modelos in vitro e in vivo relacionados com o SNC, como atividade
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anticolinesterasica (150 pug/mL), atividade analgésica do tipo opioide (FARIAS, 2006)
e alteracBes nos sistemas dopaminérgico e serotonérgico em estruturas cerebrais de
roedores (FARIAS et al., 2010; FARIAS et al., 2012).

Psicolatina (nas doses de 200 e 300 mg/kg) (Tabela 1112, 36), alcaloide indol
monoterpeno glicosilado isolado das folhas de P. umbellata, apresentou atividade
analgésica moderada em camundongos. Esses efeitos parecem estar associados com a
ativacdo de receptores opioides e com o antagonismo de receptores glutamatérgicos
NMDA em modelos de dor induzida por estimulos térmicos e quimicos (BOTH et al.,
2002). O composto também foi avaliado em modelos comportamentais de ansiedade
(atividade ansiolitica nas doses de 7,5 e 15 mg/mL), depressdo (atividade
antidepressiva nas doses de 3 e 7,5 mg/kg), tremor (supressdo de tremores induzidos
por oxotremorina nas doses de 3 a 15 mg/kg), memoria (comprometimento de
memoria na dose de 100 mg/kg) e sedacdo (100 mg/kg), relacionados com a
neurotransmissdo serotonérgica, gabaérgica, glutamatérgica e dopaminérgica. Nesses
ensaios, psicolatina apresentou um complexo perfil psicofarmacolégico associado com
a modulacdo de receptores serotonérgicos 5-HT,ac, glutamatérgicos NMDA e
dopaminérgicos D, (BOTH et al., 2005; BOTH et al., 2006).

Psicolatina (7.5 e 30 mg/kg), administrada por via intraperitoneal em
camundongos, também provocou alteracbes em parametros de estresse oxidativo em
ensaios com homogeneizados de cortex e hipocampo. Administracdo intraperitoneal
aguda do alcaloide foi capaz de reduzir os niveis de radicais livres em cortex, bem
como de aumentar a capacidade antioxidante total (TAR) em cortex e hipocampo
(BOTH, 2005). O efeito de psicolatina sobre o tecido hipocampal também foi avaliado
em modelo empregando fatias de hipocampos de ratos submetidos a privacdo de
oxigénio e glicose (POG). Nestes ensaios, o alcaloide (50 e 100 uM) apresentou
efeitos toxicos caracterizados por aumento da liberacdo de LDH intracelular
(KONRATH, 2005). Recentemente, o efeito de tratamento i.p. com psicolatina (7,5
mg/kg) sobre os niveis de aminoacidos excitatérios e inibitorios foi avaliado em

homogeneizados de cortex pré-frontal e de hipocampo de ratos e camundongos.
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Importantes alteraces nos niveis de aminoacidos excitatorios foram verificadas em
cortex pré-frontal de ambas as espécies de roedores, consistindo em mais um
indicativo da atividade dessa substancia sobre o SNC. Além disso, esses resultados
reforcam a hipdtese de envolvimento do sistema glutamatérgico nos efeitos centrais
verificados para psicolatina (PASSOS, 2008).

A similaridade estrutural verificada entre os MIAs com nucleo THRC e BC
isolados das espécies de Psychotria do sul Brasil ¢ compostos B-carbolinicos pode
sugerir o envolvimento desses metabolitos na neurotransmissdo serotoneérgica.
Alcaloides indolicos BCs ou tetraidro-f-carbolinicos, como harmano (4), harmina (1) e
harmalina (2), sdo compostos encontrados em plantas utilizadas por diversas culturas,
como alguns povos indigenas da América do Sul, devido as suas propriedades
psicotropicas (McKENNA, 2004). Estas substancias podem apresentar efeitos
farmacoldgicos variados como ligagdo a receptores benzodiazepinicos,
imidazolidinicos, serotonérgicos e opioides, bem como inibicdo da monoamina
oxidase (HERRAIZ, 2007).

111.2.3 Psychotria suterella e P. laciniata

Psychotria suterella Mll. Arg. (Rubiaceae; sinbnimo P. estrellana Mill. Arg.)
é um arbusto com aproximadamente 2 m de altura, que ocorre nas florestas tropicais
do sul e sudeste do Brasil, ocorrendo nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parand, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo (SMITH e
DOWNS, 1956; DILLENBURG e PORTO, 1985; TAYLOR, 2010). No Rio Grande
do Sul ocorre na floresta atlantica, na encosta meridional do planalto (SOBRAL et al.,
2006) e na regido do Alto Uruguai (DILLEMBURG e PORTO, 1975).

A investigacdo quimica das folhas de P. suterella levou ao isolamento dos
MIAs lialosideo (20) e estrictosamida (13) e de um alcaloide piridino-indol-
quinolizidinico, provavelmente naucletina (21). A fracdo de alcaloides (FA) e os
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produtos isolados foram avaliados em modelo de dor induzida por estimulos térmicos
(tail-flick), onde nédo foi verificada atividade analgésica. Além disso, FA apresentou
toxicidade, caracterizada pela morte de 66% dos animais, na dose mais alta testada
(300 mg/kg) (DE SANTOS et al., 2001).

Psychotria laciniata Vell. (Rubiaceae; sindnimos P. kleinii L.B. Sm. & Downs
e P. stenocalyx Mull. Arg.) é um arbusto ou subarbusto que ocorre nas regides sul e
sudeste do Brasil, sendo descrita nos estados de Santa Catarina, Parana e Sao Paulo
(TAYLOR, 2010). A ocorréncia da espécie no Rio Grande do Sul também ja foi
documentada. Neste estado a planta ocorre no litoral, habitando a mata pluvial costeira
e mata da planicie litoranea (DILLEMBURG e PORTO, 1975).

P. suterella e P. laciniata sdo espécies morfologicamente semelhantes. Os
caracteres botanicos descritos para diferenciar as duas espécies sdo o tamanho do
calice floral (3 — 18 cm para P. suterella; e 16 — 28 cm para P. laciniata) e o tamanho
das bréacteas da inflorescéncia (1 — 3 cm para P. suterella; e 4 — 7 cm para P. laciniata)
(KLEIN et al., 2005; GOMES, 2007).

I11.3 Compostos multifuncionais para o0 tratamento de doencas

neurodegenerativas associadas ao envelhecimento

As doencas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, como doenca de
Alzheimer (DA) e doenca de Parkinson (DP), sdo resultantes de mdltiplas vias
patofisiologicas que contribuem para a cascata neurodegenerativa. Desta forma,
compostos multifuncionais, caracterizados por atuarem sobre mdaltiplos alvos
terapéuticos, podem ser considerados como novas alternativas para o tratamento
sintoméatico de DA e DP. O desenvolvimento de farmacos multifuncionais pode
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reduzir a utilizacdo concomitante de medicamentos com distintas propriedades
farmacocinéticas e, desta forma, diminuir a incidéncia de interacdes medicamentosas.
Além disso, farmacos capazes de interagir simultaneamente com diferentes alvos
podem fornecer maior efeito terapéutico devido a efeitos sinérgicos (NOVAROLI et
al., 2005).

As novas estratégias terapéuticas para o tratamento de DA e DP compreendem
candidatos a farmacos capazes de atuar sobre multiplos alvos neuronais e bioquimicos
objetivando o tratamento do comprometimento cognitivo, da disfuncdo motora, da
depressdo e da neurodegeneracdo associadas com essas doencas. Exemplos incluem o
desenvolvimento de entidades quimicas que combinem duas ou mais das seguintes
propriedades: (i) inibicdo da acetilcolinesterase; (ii) ativacdo ou inibicdo de subtipos
especificos de receptores de acetilcolina ou receptores a-adrenérgicos; (iii) atividade
antiinflamatoria; (iv) inibicdo de monoamina oxidases; (v) inibicdo da catecol-O-
metil-transferase; (vi) producdo de éxido nitrico; (vii) neuroprotecdo; (viii) atividade
anti-apoptética; e (ix) ativacdo de genes mitocondriais (YOUDIM e BUCCAFUSCO,
2005).

NOVAROLI e colaboradores (2005) propuseram abordagem baseada em screening
experimental e virtual objetivando a identificacdo de novas moléculas multifuncionais.
Nesta abordagem, os alvos selecionados pelos pesquisadores foram as enzimas
acetilcolinesterase (AChE), monoamina oxidase B (MAO-B) e catecol-O-metil-
transferase (COMT), e, também, formacdo de placas [B-amildides e parametros
relacionados ao estresse oxidativo (Figura 11). Trés desses alvos sdo relevantes para
DA e DP (AChE, MAO e estresse oxidativo) e os outros dois especificos para DA
(formacdo de placas p-amiloides) e para DP (COMT).
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111.4 Monoamina Oxidases (MAOQOSs)

A monoamina oxidase (MAO; EC 1.4.3.4) é uma enzima mitocondrial
encontrada no cérebro e em tecidos periféricos, que catalisa a desaminacdo oxidativa
de aminas biogénicas, como neurotransmissores, aminas Vvasoativas e aminas
xenobidticas (YOUDIM e BAKHLE, 2006; HERRAIZ, 2007). A oxidacdo de aminas
biogénicas pela MAO resulta na producdo de peroxido de hidrogénio e de aldeidos,
produtos que podem provocar dano celular oxidativo (COHEN et al.,1997) (Figura
111).

A MAO ¢é responsavel pela inativacdo de muitas substancias bioativas,
incluindo dopamina, serotonina, norepinefrina e tiramina, sendo encontrada em duas
isoformas: MAO-A, que apresenta maior afinidade por serotonina, sendo inibida de
forma seletiva por clorgilina e moclobemida; e MAO-B, que apresenta maior afinidade
por benzilamina e feniletilamina, sendo seletivamente inibida por L-deprenil, pargilina
e rasagilina (YOUDIM et al., 2005; HERRAIZ e CHAPARRO, 2006). Por outro lado,
tiramina, dopamina e triptamina parecem ser substratos para ambas as isoformas na
maioria das espécies de mamiferos (SHIH et al., 1999; YOUDIM et al., 2006) (Tabela
113).

MAO-A e MAO-B estéo localizadas na membrana externa das mitocondrias da
maioria dos tecidos de mamiferos. No entanto, as proporc¢des entre as duas isoenzimas
costumam variar em diferentes 6rgdos e tecidos. No cérebro humano existem
diferencas regionais na atividade das MAQOSs: o0s nlcleos da base (corpo estriado) e o
hipotalamo apresentam atividade elevada, enquanto que no cerebelo e no neocortex
verifica-se baixa atividade. Estudos imunistoquimicos indicam que neurbnios
serotonérgicos e astrocitos apresentam predominantemente MAO-B, enquanto que
neurdnios catecolaminérgicos contém principalmente MAO-A (YOUDIM et al.,
2006). No cérebro de roedores, a MAO-A esta presente em células gliais, em astrocitos

e em neurdnios dopaminérgicos, estando envolvida no metabolismo da dopamina
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intraneuronal e também no metabolismo do neurotransmissor liberado na fenda
sinaptica e recaptado (YOUDIM e BAKHLE, 2006).

Tabela 1113. Especificidades de diferentes substratos pelas enzimas MAO-A e MAO-B humanas no

cortex cerebral.

Substrato MAO A MAO B
Vimax Vinax/Km Vinax Vinax/Km
Km (uM)  pmol min™ mg umol M™* min™ Km (uM)  pmol min™ mg pmol M™* min™
proteina'1 mg protein'1 proteina'1 mg protein'1
Adrenalina 125+42 379454 3,03+1,11 26619 465161 1,75+0,23
Dopamina 212+33 680£123 3,21+0,77 22933 702+158 3,07+0,82
Serotonina 137+24 228+31 1,66+0,37 1093420 6,64+1,3 0,006+0,001
Noradrenalina 284+17 561+42 1,98+0,19 238+30 321£13 1,3540,18
2-Feniletilamina 14022 2048 0,14+0,06 442 309+24 77,3+39,1
Triptamina 3516 5845 1,66+0,32 3518 10812 2,84+0,60
Tiramina 127+18 182+28 1,43+0,30 107+21 34348 3,21+0,77

Km, constante de Michaelis-Menten; V., velocidade maxima. Dados retirados de YOUDIM e colaboradores

(2006).
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Figura Il111. Esquema representando o0 mecanismo da desaminagdo oxidativa de monoaminas
catalisado pela MAO mitocondrial. O produto primario da reacdo, o aldeido correspondente a
monoamina oxidada, é posteriormente oxidado em reacdo catalisada pela enzima aldeido
desidrogenase (ADH). O ciclo FAD-FADH, gera perdxido de hidrogénio (H,0O,) que, por sua vez, é
inativado pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase. Esquema reproduzido de YOUDIM e

BAKHLE (2005).
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MAO-A e MAO-B estéo localizadas na membrana externa das mitocondrias da
maioria dos tecidos de mamiferos. No entanto, as proporg¢des entre as duas isoenzimas
costumam variar em diferentes o0rgdos e tecidos. No cerebro humano existem
diferencas regionais na atividade das MAOs: os ganglios da base (corpo estriado) e o
hipotdlamo apresentam atividade elevada, enquanto que no cerebelo e no neocortex
verifica-se baixa atividade. Estudos imunistoquimicos indicam que neurbnios
serotonérgicos e astrocitos apresentam predominantemente MAO-B, enquanto que
neurdnios catecolaminérgicos contém principalmente MAO-A (YOUDIM et al.,
2006). No cérebro de roedores, a MAO-A esta presente em astrocitos e em neurdnios
dopaminérgicos, estando envolvida no metabolismo da dopamina intraneuronal e
também no metabolismo do neurotransmissor liberado na fenda sinéptica (YOUDIM e
BAKHLE, 2006).

MAO-A e MAO-B constituem dois alvos interessantes para o desenvolvimento
de novas moléculas bioativas. Inibidores da MAO-A sdo empregados no tratamento de
depressdo e transtornos de ansiedade, enquanto que inibidores da MAO-B séo
utilizados em associacdo com L-DOPA ou agonistas dopaminérgicos para o tratamento
sintomatico da Doenca de Parkinson (LA REGINA et al., 2008). Ambas as isoformas
da enzima parecem estar envolvidas na etiologia da Doenca de Alzheimer (DA),
havendo relatos relacionados ao aumento da atividade da MAO-B ou ao aumento da
expressdao do mRNA que codifica esta enzima em hipocampos e cortex cerebrais de
pacientes com DA. As alteragdes na MAO-A induzidas pela DA parecem ser mais
complexas, uma vez que atividade enzimatica aumentada ou expressdo elevada de
MRNA sdo observadas em um maior nimero de areas cerebrais, incluindo o lobo
frontal do neocdrtex, o cortex parietal, o cortex occipital, o cortex temporal e o cortex
frontal (KENNEDY et al., 2003).

A atividade da MAO pode ser determinada por ensaios fluorimétricos com o
emprego de substratos que, apds sofrerem oxidacdo, produzem compostos

fluorescentes, como por exemplo, kinuramina, substrato nao-seletivo para MAO-A e
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MAO-B (HARAGUCHI et al., 2004; YAN et al., 2004; DITTMANN et al., 2004; LA
REGINA et al., 2008; CHIMENTI et al., 2006; VAN DIERMEN et al., 2009). A
reacdo catalisada pela MAO converte kinuramina no produto fluorescente 4-
hidroxiquinolina (4-OH), facilmente detectado por fluorescéncia com Aeye = 315 Nnm e
Xem = 380 nm (MASSEY e CHURCHICH, 1977; HARAGUCHI et al., 2004). Muitos
protocolos para avaliacdo da atividade da MAO j& foram descritos. Preparacdes
enzimaticas contendo ambas as isoformas, MAO-A e MAO-B, podem ser obtidas de
tecidos como cérebro, figado e rim de roedores, enquanto que a placenta humana pode
ser empregada como fonte de MAO-A. Esses homogenatos, embora sejam
amplamente utilizados, apresentam limitacGes importantes, como moderada atividade
especifica e a turbidez dos pellets microssomais, que podem afetar a exatiddo dos
resultados obtidos por espectrofotometria. Estes problemas podem ser contornados
pela utilizacdo de enzimas recombinantes expressas em leveduras (DITTMANN et al.,
2004). Os protocolos utilizados para a investigacdo de compostos inibidores da MAO
foram inicialmente desenvolvidos para a avaliacdo de substancias isoladas. Entretanto,
a pesquisa de extratos de plantas e de fragcbes purificadas apresenta problemas
relacionados com as caracteristicas destes materiais que, além de serem constituidos
por misturas complexas de compostos desconhecidos, apresentam coloracdo que pode

interferir em analises espectrofotométricas (DITTMANN et al., 2004).

I11.5 Colinesterases

111.5.1 Hipotese colinérgica da Doenga de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é uma condicdo caracterizada por perda severa e
progressiva da memoria e danos nas funcbes cognitivas, sendo ambos os fatores

associados com morte neuronal. A maioria das teorias propostas para explicar a DA
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baseia-se em fatores individuais e, desta forma, estas hipoteses falham na tentativa de
explicar adequadamente todos os aspectos relacionados com a doenga (CRAIG et al.,
2011; SHEN, 2004). Dentre as caracteristicas moleculares observadas na DA incluem-
se a formagdo de depositos extracelulares de peptideo B-amiloide (conhecidos como
placas neuriticas ou senis), a presenca de emaranhados neurofibrilares intracelulares,
disfuncdo colinérgica, além de perda neuronal intensa e alterac@es sinapticas no cortex
cerebral, hipocampo e outras regiGes cerebrais associadas com cogni¢cdo e memoria
(PARIHAR e HEMNANI, 2004).

A hipotese colinérgica foi a primeira teoria proposta na tentativa de explicar os
mecanismos envolvidos na DA (BARTUS et al., 1982; BARTUS, 2000), levando ao
desenvolvimento dos Unicos farmacos atualmente aprovados pelo FDA para o
tratamento dos sintomas moderados desta doenca (HANSEN et al., 2008). Esta teoria
baseia-se em experimentos relatando perda de atividade colinérgica em cérebros de
pacientes com DA e em estudos com seres humanos e primatas, que sugerem a funcao
do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em processos de aprendizagem e memoria.
Nestes trabalhos, foi demonstrado que o bloqueio da atividade colinérgica no SNC
poderia causar déficits de memdria similares aqueles associados ao envelhecimento.
Também foi demonstrado que tratamento com agonistas colinérgicos poderia reverter
0 comprometimento de memdria. Esta teoria levou aos primeiros ensaios clinicos que
avaliaram os efeitos de inibidores da AChE sobre a memdria de pacientes sofrendo de
DA (CRAIG et al., 2011).

Dentre os inibidores de colinesterases aprovados pelo FDA para o tratamento
sintomatico da DA incluem-se: donepezil (Aricept®), rivastigmina (Exelon®),
galantamina (Reminyl®) e tacrina (Cognex®). Ensaios clinicos tem demonstrado que
esses farmacos causam melhoras estatisticamente significativas das fung¢des cognitivas
(SMITH et al., 2011). Entretanto, essa melhora parece ser bastante discreta quando os

grupos tratados e os grupos placebos sdo comparados.
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111.5.2 Acetylcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE)

As colinesterases, enzimas classificadas como acetilcolinesterase (AChE, EC
3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8), sdo serina hidrolases que catalisam
a hidrolise de acetilcolina (AChE e BChE) e de outros ésteres de colina (BChE). A
importancia da AChE no SNC ja é bastante estabelecida e o papel da neurotranmisséo
colinérgica na DA foi apresentado no item anterior. Embora a BChE tenha muitas
funcdes em comum com a AChE, o seu papel no SNC ainda ndo esta completamente
elucidado (GREIG et al., 2005). A BChE, que é encontrada em concentracdes elevadas
em tecidos periféricos e também no plasma, ndo tem sido considerada na maioria dos
estudos investigando o papel de inibidores de colinesterases em doencas
neurodegenerativas (DARVESH et al., 2003).

A BChE é conhecida por catalisar a hidrolise de ACh, de forma menos eficiente
que a AChE, e de outros ésteres como cocaina, acido acetilsalisilico e heroina. Além
disso, esta enzima parece exercer um papel importante na inativacdo de substancias
anticolinesterasicas, como fisiostigmina e organofosforados. Com relacdo a
distribuicdo no SNC, estudos bioquimicos tem demonstrado que existem niveis
elevados de BChE no cérebro, e que estes niveis poderiam estar alterados em doencas
neurodegenerativas e/ou em decorréncia do envelhecimento. Estes trabalhos, que
envolviam o isolamento da enzima e a utilizacdo de inibidores desta, poderiam,
entretanto, apresentar dados subestimados da distribuicdo da BChE no SNC. Estudos
empregando técnicas histoquimicas permitiram uma demonstracdo mais acurada da
presenca de BChE em neur6nios, células gliais e em células endoteliais do cérebro
humano (DARVESH et al., 2003).

No cérebro humano saudavel a atividade da AChE é predominante quando
comparada com a da BChE, embora esta ultima possa estar subestimada (LI et al.,
2000). Uma caracteristica importante utilizada para distinguir a AChE da BChE é a
sua resposta cinetica a concentragdes de ACh. A BChE e menos eficiente na hidrdlise

da ACh em baixas concentracbes, mas, quando o substrato encontra-se em
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concentracOes elevadas, a AChE comeca a ser inibida pela ACh. Nestas situacOes, a
BChE torna-se altamente eficiente na hidrolise deste neurotransmissor (LI et al.,
2000). Portanto, uma possivel funcdo para a BChE no SNC, principalmente quando
associada com a glia, é a hidrolise de ACh em condicdes de elevada atividade cerebral,
quando os niveis do neurotransmissor podem atingir concentracdes da ordem de
micromolar. Nestas situacOes, a atividade da BChE glial poderia auxiliar a manutencgéo

da funcéo colinérgica normal (GREIG et al., 2005).

A AChE parece estar reduzida em aproximadamente 85% em regibes
especificas de cérebros de pacientes sofrendo de DA. Por outro lado, a BChE parece
estar aumentada em condi¢Ges semelhantes. Em cérebros normais estima-se que a
razdo BChE/AChE corresponda a 0,2 vezes, engquanto que na DA essa razdo pode
corresponder a até 11 vezes (GIACOBINI, 2003). Estas diferencas na distribuicédo das
duas enzimas em condi¢cBes normais e patologicas poderiam sugerir um papel
adicional para a BChE na DA, além da hidrdlise do excesso de ACh. Assim, a inibicédo
seletiva da BChE no SNC poderia consistir em uma estratégia para combater a

diminuicdo do déficit colinérgico associado com a DA (GREIG et al., 2005).

Conforme estudos histoquimicos, alguns neurénios colinérgicos expressam
BChE ao invés de AChE. Estima-se que 10 — 15% das células colinesterase-positivas
da amigdala e do hipocampo do cérebro humano sejam reguladas pela BChE
independentemente da AChE (DARVESH et al.,, 1998). O aumento na fungdo
colinérgica através da inibicdo desses dois alvos pode, portanto, apresentar
importancia terapéutica, como demonstrada por ensaios clinicos com rivastigmina
(Exelon, Novartis). Neste estudo foi observado que rivastigmina pode diminuir a perda
de memoria em pacientes com DA em estagio inicial e que essa inibicdo maultipla de
AChE e BChE parece estar associada com essas melhoras na funcdo cognitiva
(GIACOBINI et al., 2002). Adicionalmente, niveis elevados de BChE nos cérebros de
pacientes sofrendo de DA parecem estar relacionados com a presenca de placas senis e
emaranhados neurofibrilares (GUILLOZET et al., 1997).
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Abstract

Alkaloid fractions of Psychotria suterella (SAE) and P. laciniata (LAE) as well as two
monoterpene indole alkaloids (MIAs) isolated from these fractions were evaluated
against monoamine oxidases (MAO-A and -B) obtained from rat brain mitochondria.
SAE and LAE were analysed by HPLC-PDA and UHPLC/HR-TOF-MS leading to the
identification of the compounds 1, 2, 3 and 4, whose identity was confirmed by NMR
analyses. Further, SAE and LAE were submitted to the enzymatic assays, showing a
strong activity against MAO-A, characterized by 1Csy values of 1.37 + 1.05 and 2.02 £+
1.08 ug/mL, respectively. Both extracts were also able to inhibit MAO-B, but in
higher concentrations. In a next step, SAE and LAE were fractionated by RP-MPLC
affording three and four major fractions, respectively. The RP-MPLC fractions were
subsequently tested against MAO-A and -B. The RP-MPLC fractions SAE-F3 and
LAE-F4 displayed a strong inhibition against MAO-A with 1Cs, values of 0.57 + 1.12
and 1.05 £ 1.15 pg/mL, respectively. The MIAs 1 and 2 also inhibited MAO-A (ICs
of 50.04 + 1.09 and 132.5 + 1.33 ug/mL, respectively) and -B (I1Csq of 306.6 + 1.40
and 162.8 + 1.26 pug/mL, respectively), but in higher concentrations when compared
with the fractions. This is the first work describing the effects of MIAs found in
neotropical species of Psychotria on MAO activity. The results suggest that species
belonging to this genus could consist of an interesting source in the search for new
MAO inhibitors.

Keywords: Rubiaceae, Psychotria suterella, P. laciniata, monoterpene indole
alkaloids, MAO-A, MAO-B
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Abstract

Thirteen Psychotria alkaloids were evaluated regarding their interactions with
acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BChE), and monoamine oxidases
A and B (MAO-A and MAO-B), which consist in enzymatic targets related with
neurodegenerative diseases. Two quaternary [-carboline alkaloids, prunifoleine (12)
and 14-oxoprunifoleine (13), inhibited AChE, BChE and MAO-A with ICs, values
corresponding to 10 and 3.39 uM for 12 and 13 on AChE, 100 and 11 uM on BChE,
and 7.41 and 6.92 uM on MAO-A. Both compounds seem to behave as
noncompetitive AChE inhibitors and time-dependent MAO-A inhibitors. In addition,
the monoterpene indole alkaloids (MIAs) angustine (1), vallesiachotamine lactone (2),
E-vallesiachotamine (3) and Z-vallesiachotamine (4) inhibited BChE and MAO-A
with 1Csq values ranging from 3.47 to 14 puM for BChE inhibition and from 0.85 to
2.14 uM for MAO-A inhibition. Among the tested MIAs, angustine (1) is able to
inhibit MAO-A in a reversible and competitive way while the vallesiachotamine-like
alkaloids (2-4) display a time-dependent inhibition on this target. Docking calculations
were performed in order to understand the binding mode between the most active
ligands and the selected targets. Taken together, our findings established molecular
details of AChE, BChE and MAO-A inhibition by quaternary (-carboline alkaloids
and MIAs from Psychotria, suggesting these secondary metabolites as scaffolds for the

development of multifunctional compounds against neurodegeneration.

Keywords: Psychotria suterella; P. laciniata; P. leiocarpa; P. umbellata; P.
myriantha; P.prunifolia; Rubiaceae; monoterpene indole alkaloids; quaternary-p-
carboline alkaloids; acetylcholinesterase; butyrylcholinesterase; monoamine oxidases;

molecular docking
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Abstract

The in vitro citotoxicity of the Psychotria alkaloids E-vallesiachotamine (1) and
prunifoleine (2) were evaluated in primary culture of rat hippocampal astrocytes after
24 hours of incubation in the presence or absence of each alkaloid (1, 10 and 100 uM).
Alkaloid 1 decreased astrocyte viability only at 100 uM observed by metiltetrazolium
(MTT) reduction (viability corresponding to 8.09 = 0.75 %), neutral red uptake
(viability corresponding to 22.15 + 0.84 %), and propidium iodide exclusion. Alkaloid
2 did not affected cellular viability. The present work demonstrated for the first time
that E-vallesiachotamine 100 uM is citotoxic to astrocyte cells, suggesting that high

concentrations of this compound could impair astrocyte viability and CNS functions.

Keywords: E-vallesiachotamine, prunifoleine, astrocyte cells, cell viability, cell

integrity.
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VII. DISCUSSAO GERAL







A delimitagdo de espécies dentro de Psychotria L. é um tdpico controverso
entre especialistas em taxonomia de Rubiaceae (TAYLOR et al., 2010;
ANDERSSON, 2002; ROBBRECHT e MANEN, 2006; BREMER, 2009; BREMER e
ERIKSSON, 2009). O grande numero de espécies de ocorréncia pantropical
classificadas dentro do género e a falta de caracteres botanicos suficientes para a
definicdo de subgrupos podem ser considerados os principais fatores responsaveis pela
complexidade atribuida a Psychotria. Levando-se em consideracdo a distribuicdo
geografica, aspectos botanicos e estudos de filogenética (ANDERSSON, 2001;
ANDERSSON, 2002), Psychotria pode ser dividido em P. stricto sensu (que inclui
espécies de ocorréncia na Africa, Asia e Oceania, apresentando similaridades com a
espécie-tipo P. asiatica L.) e Heteropsychotria. (que inclui espécies de ocorréncia no
continente americano, apresentando proximidade com o género neotropical Palicourea

e diferindo consideravelmente de P. stricto sensu).

Com relagdo as espécies neotropicais de Psychotria, STEYERMARK (1972)
sugeriu sua divisdo nos subgéneros Psychotria, que se aproxima morfologicamente de
P. asiatica (P. stricto sensu), e Heteropsychotria, cujas espécies apresentam relacdo
estreita com Palicourea, diferindo claramente de P. stricto sensu e de outros géneros
africanos pertencentes a tribo Psychotrieae (PETIT, 1964). Adicionalmente, estudos
filogenéticos com individuos da tribo Psychotrieae (ANDERSSON e ROVA, 1999;
NEPOKROEFF, 1999; ANDERSSON, 2002) parecem sugerir sua divisdo em dois
grupos majoritarios: Psychotria, que esta relacionado com a classificacdo de PETIT
(1964) para P. stricto sensu, e Palicourea, que inclui P. subg. Heteropsychotria, P.
sect. Notopleura Oerst., Chassalia (Poir) Comm., Chazaliella (E.M.A. Petit & Verdc)
E.M.A. Petit, Geophila D. Don, Margaritopsis C. Wright, Readea Gillespie e Rudgea
Salisbh. Ainda, conforme ANDERSSON e ROVA (1999), NEPOKROEFF (1999) e
ANDERSSON (2002), o grupo Palicourea pode ser classificado dentro de trés
subgrupos: (i) grupo formado pelos géneros Notopleura e Rudgea; (ii) grupo formado
pelos géneros P. subg. Heteropsychotria e Palicourea; e (iii) um terceiro grupo

compreendendo o0s géneros Chassalia, Chazaliella, Geophila, Hymenocoleus,
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Margaritopsis, e outras espécies de Psychotria dos neotropicos, Asia, e Oceania que
nédo se enquadram em P. stricto sensu (ANDERSSON et al., 2002).

Neste contexto, a investigagdo dos perfis quimicos de espécies da tribo
Psychotrieae, e do género Psychotria, pode consistir em critério complementar aos
caracteres botanicos e analises filogenéticas para fins de classificagdo e delimitagdo. A
maioria dos estudos publicados sobre a quimica de Psychotria descreve a identificacdo
de alcaloides derivados do triptofano. No entanto, apesar de todos esses alcaloides
derivarem do mesmo aminoécido precursor, espécies da Asia e Oceania enquadradas
na classificacdo P. stricto sensu tendem a sintetizar compostos com nucleo pirrolidino
indolinico (BERETZ et al., 1985; ROTH et al., 1985; ADJIBADE et al., 1986; LIBOT
et al., 1987; ADJIBADE et al., 1992; LAJIS et al., 1993; JANNIC et al., 1999;
TAKAYAMA et al., 2004; ZHOU et al., 2010; LI et al., 2011), enquanto que espécies
de P. subg. Heteropsychotria parecem produzir predominantemente alcaloides indol
monoterpenos, assim como muitas espécies de Palicourea que ja tiveram sua
composi¢cdo quimica avaliada (ver Revisdo do Tema). Entretanto, algumas excecgdes
sdo observadas com relacdo a distribuicdo de alcaloides em Psychotria (latu sensu)
neotropicais e Palicourea. P. viridis Ruiz & Pav, que ocorre na regido amazénica e é
utilizada no preparo da bebida alucin6gena ayahuasca, apresenta apenas N,N-dimetil-
triptamina (61) em pequenas concentragfes (CALLAWAY et al., 2005; MOURA et
al., 2010). P. colorata (Willd. ex Roem. & Schult.) Mull. Arg. (VEROTTA et al.,
1998) e P. glomerulata (Donn. Sm.) Steyerm. (SOLIS et al., 1997) sdo espécies
neotropicais de Psychotria ocorrendo na América do Sul e América Central que
parecem sintetizar apenas alcaloides pirrolidino indolinicos. Finalmente, alcaloides
ndo foram detectados em estudo quimico de P. carthagenesis Jacq. (LEAL e
ELISABETSKY, 1996).

Conforme mencionado anteriormente, a investigacdo quimica de espécies de
Heteropsychotria e Palicourea tem levado ao isolamento e identificacdo de alcaloides

inddlicos em ambos os géneros, com destaque para os alcaloides indol monoterpenos
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(MIAs). Além disso, MIAs ndo derivados da estrictosidina e que parecem apresentar
rotas biossintéticas diferenciadas foram descritos para as espécies Psychotria
brachyceras (KERBER et al.,, 2001), P. umbellata (KERBER et al., 2008) e
Palicourea crocea (DUSMAN et al., 2004; NARINE e MAXWELL, 2009). Dentre 0s
compostos identificados em espécies pertencentes a estes dois géneros incluem-se
lialosideo (VALVERDE et al., 1999; DE SANTOS et al, 2001), E-valesiacotamina
(SOLIS et al., 1993; PAUL et al., 2003, VENCATO et al., 2006; BERGER et al.,
2012) e outros alcaloides citados na revisédo deste trabalho. Assim, com base nos dados
disponiveis até o momento, é possivel sugerir a utilizacdo desses MIAs como
caracteres quimiotaxonémicos para a classificacdo de Psychotria subg.
Heteropsychotria e Palicourea, visto que sua distribuicdo pode suportar os estudos
botanicos que sugerem a transferéncia de espécies de um género para outro ou a fusdo
desses dois géneros (TAYLOR et al., 2010; BORHIDI, 2011).

Em continuacdo ao estudo sistematico de espécies neotropicais de Psychotria
(subg. Heteropsychotria) realizado por nosso grupo de pesquisa, 0 presente trabalho
propds a investigacdo quimica de P. suterella Mull. Arg. (que ja havia sido objeto de
trabalho anterior do grupo) e P. laciniata Vell. Ambas as espécies ocorrem nas regides
sul e sudeste do Brasil e apresentam similaridades morfolédgicas que dificultam sua
classificagdo como P. suterella ou P. laciniata de acordo com as descrigdes botanicas
constantes na Flora llustrada Catarinense (KLEIN et al., 2005) e na Flora
Fanerogamica do Estado de S&o Paulo (GOMES, 2007), que estabelecem o
comprimento do calice floral e o tamanho das brécteas das inflorescéncias como

critérios de diferenciacao.

As analises cromatograficas das fragdes obtidas por extracdo acido-base a partir
de folhas secas de P. suterella (fracdo denominada SAE) e P. laciniata (fracédo
denominada LAE) indicaram perfis qualitativos semelhantes (Artigo 1). Nos
experimentos por HPLC-DAD as fracbes SAE e LAE apresentaram cinco picos

majoritarios cujos espectros de UV sdo indicativos de ndcleos BC, THBC e B-N-
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acrilato (DJERASSI et al., 1966). Adicionalmente, nos cromatogramas por
UHPLC/HR-TOF-MS foram verificados quatro picos majoritarios para ambas as
fragdes. Os ions pseudo-moleculares [M + H]® observados para esses picos
correspondem aos MIAs lialosideo (pico 1); (E)-O-(6”)-cinamoil-4”-hidroxi-3”,5"-
dimetoxi-lialosideo (pico 2); estrictosamida (pico 3) e E/Z-valesiacotamina (pico 4). A
posterior realizacdo de técnicas cromatograficas preparativas (RP-MPLC,
Chromatotron®, RP-HPLC, Sephadex LH-20) permitiu o isolamento e caracterizacio
inequivoca de sete MIAs a partir de SAE e LAE: angustina, valesiacotamina lactona,
E-valesiacotamina, Z-valesiacotamina, lialosideo, pauridiantosideo e estrictosamida
(Figura VI1; Artigos | e Il). Ainda, a presenca de (E)-O-(6’)-cinamoil-4-hidroxi-
3”,5”-dimetoxi-lialosideo (Figura VI1; Artigos 1 e 2) nas duas fracbes pode ser
fortemente sugerida pelos resultados obtidos por UHPLC/HR-TOF-MS (m/z 733.2667
[M + H]"; Artigo 1), pelo espectro de RMN de *H de mistura contendo lialosideo e este
derivado do acido sinapico (Anexo 1), e pela comparacdo desses dados experimentais
com aqueles descritos para 0 mesmo alcaloide isolado de Palicourea adusta
(VALVERDE et al., 1999).

A presenga de estrictosamida e lialosideo, juntamente com naucletina, em
folhas de P. suterella havia sido relatada em trabalho anterior do grupo de pesquisa
(DE SANTOS et al., 2001). Neste estudo, outros seis MIAs foram identificados em P.
suterella, sendo pauridiantosideo e (E)-O-(6’)-cinamoil-4”-hidroxi-3”,5”-dimetoxi-
lialosideo inéditos dentro do género Psychotria. Além disso, a identificacdo desses
mesmos alcaloides em P. laciniata pode sugerir a fusdo destas duas espécies.

Entretanto, estudos mais abrangentes sao necessarios para suportar esta hipotese.
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Figura VII1. Estruturas dos MIAs isolados de P. suterella e P. laciniata. O alcaloide (E)-O-(6’)-
cinamoil-4"-hidroxi-3”,5”-dimetoxi-lialosideo foi identificado em ambas as espécies, mas seu
isolamento ndo foi possivel.
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A similaridade estrutural verificada entre os MIAs isolados de espécies de
Heteropsychotria ¢ outros compostos B-carbolinicos pode sugerir o envolvimento
desses metabdlitos na neurotransmissdo serotonérgica. Além disso, experimentos in
vivo e in vitro demonstraram os efeitos dos alcaloides psicolatina (BOTH et al., 2002;
BOTH et al., 2005; BOTH, 2005; BOTH et al., 2006; PASSOS, 2008) e &cido
estrictosidinico (FARIAS et al., 2010; FARIAS et al., 2012) sobre SNC. Desta forma,
0 presente trabalho também teve como objetivo a avaliagdo dos efeitos de fragdes e
alcaloides de Heteropsychotria sobre alvos enzimaticos relacionados com doencas
neurodegenerativas: as enzimas colinesterases (EeAChE e egBChE) e monoamina
oxidases (rMAO-A, hMAO-A, rMAO-B e hMAO-B).

Inicialmente, as fragdes SAE e LAE, assim como os alcaloides isolados em
trabalhos anteriores do grupo, foram submetidas a ensaios de triagem para a avaliagdo
de seus efeitos sobre os alvos selecionados. Em etapas posteriores as fragdes obtidas
por RP-MPLC e os alcaloides isolados de P. suterella e P. laciniata também foram
submetidos a experimentos de triagem e, ap6s analise dos resultados, 0s compostos
mais ativos foram avaliados quanto a suas concentrac@es inibitorias e mecanismos de
inibicdo. Além disso, simulacBes de docking molecular foram utilizadas como
ferramenta auxiliar para o entendimento das interacGes entre os alcaloides de

Heteropsychotria e as macromoléculas proteicas.

Os ensaios para avaliacdo da atividade de MAO-A e MAO-B foram realizados
em fracbes mitocondriais de encéfalos de ratos (Artigo 1) e também em enzimas
humanas (BD Gentest, BD Supersomes'™) (Artigo 2). A comparacdo dos percentuais
de inibicdo e dos valores de 1Csq para SAE, LAE, fracbes de RP_MPLC e para 0s
MIAs lialosideo, estrictosamida e é&cido estrictosidinico (FARIAS et al., 2012;
ANEXO) sugere que tanto as fracdes quanto os alcaloides avaliados séo capazes de
inibir as enzimas de rato e humana apresentando poténcias semelhantes e seletividade
frente a isoforma MAO-A (Tabela VI1). De acordo com os dados cristalograficos

depositados até 0 momento na base de dados Protein Data Bank (PDB), as enzimas
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hMAO-A e hMAO-B apresentam aproximadamente 70% de homologia estrutural,
enquanto que a identidade entre as sequéncias de aminoacidos da hMAO-A e da
rMAO-A é superior a 90% (SON et al., 2008). Adicionalmente, a existéncia de co-
cristais de hMAO-A, hMAO-B e rMAO-A com alguns de seus inibidores seletivos
fornecem informacgdes importantes relacionadas com as caracteristicas estruturais das
moléculas seletivas e os tipos de interacbes envolvidas na ligacdo proteina-inibidor.
Desta forma, os resultados deste trabalho que indicam inibicdo equipotente da hMAO-
A e rMAO-A por fracbes e MIAs de Psychotria estdo em conformidade com a
homologia sequencial descrita para enzimas dessas duas espécies de mamiferos. A
presenca de compostos com nucleo B-carbolinico (ou THBC) em Heteropsychotria
consiste em indicativo de seletividade para a isoforma MAO-A, estando de acordo
com dados descritos na literatura (SAMOYLENKO et al., 2010). Além disso, SON e
colaboradores (2008), em trabalho descrevendo um co-cristal da hMAO-A com
harmina, estabeleceram os residuos de aminoacidos localizados nos sitios ativos das
duas MAOs que estdo relacionados com a seletividade para diferentes substratos e

inibidores.

Os alcaloides mais potentes frente 8 hMAO-A foram angustina, valesiacotamina
lactona, E-valesiacotamina, Z-valesiacotamina, prunifoleina e 14-oxoprunifoleina.
Todos esses compostos foram capazes de inibir a hMAO-A em percentuais superiores
a 95%, com valores de ICs, variando entre 0,8 ¢ 7,5 uM. Com exce¢do de angustina,
que parece ser um inibidor reversivel e competitivo, todas as substancias testadas
demonstraram um perfil tempo-dependente, sugerindo fortemente inibicéo irreversivel
da MAO-A (Artigo 2).

Os perfis de inibicdo das enzimas MAO-A e MAO-B por alcaloides de
Psychotria consistem em uma significativa contribuicdo para o estudo dos efeitos de
compostos B-carbolinicos sobre estes importantes alvos terapéuticos. Com relagdo aos
mecanismos de inibicdo, os compostos testados podem ser divididos em dois grupos:

inibidores  reversiveis competitivos (angustina) e inibidores irreversiveis
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(valesiacotamina lactona, E/Z-valesiacotamina, prunifoleina e 14-oxoprunifoleina).
Ainda, com base nas fungdes quimicas presentes nas moléculas e nos modos de
ligacdo, os inibidores irreversiveis podem ser subdivididos em: propargylamine-like
(alcaloides quaternarios) e acetylsalicilic acid-like (alcaloides com nucleo

valesiacotamina).

Tabela VII1. Tabela comparativa da inibicdo das enzimas MAO-A e MAO-B de rato e humana por
fracBes e alcaloides isolados de P. suterella e P. laciniata.

Enzimas de rato Enzimas humanas
MAO-A MAO-B MAO-A MAO-B
Inibicéo (%0)?
SAE 61,90 30,78 62,98 54,78
LAE 58,06 22,72 76,60 43,48
SAE-F4° 71,09 32,97 42,30 31,47
LAE-F5° 61,00 S.I. 51,44 45,04
1Cso (LM)

Lialosideo 117,5 724,4 181,97 > 100
Estrictosamida 132,5 645,5 141,25 > 100
Acido estrictosidinico® 474,67 > 1000 >100 >100
Clorgilina 0,01 0,004

Pargilina 0,11 0,13

#Esses percentuais de inibicdo foram obtidos para concentragGes equivalentes a 4 pug/mL para
inibicdo da MAO-A e 40 pg/mL para inibicdo da MAO-B.

SAE-F4 corresponde a fracdo SAE-F3 do artigo.

‘LAE-F5 corresponde a fragcdo LAE-F4 do artigo 1 e LAE-F5 do artigo 2.

9As atividades do 4cido estrictosidinico sobre IMAO-A e rMAO-B estéo descritas em FARIAS
et al., 2012 (Anexo 2).
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As simulacdes de docking molecular corroboraram os dados experimentais,
sugerindo inibicdo reversivel para angustina (interacdes hidrofdbicas e hidrofilicas) e
irreversivel para os demais alcaloides. Além disso, com base nas analises dos
resultados de docking, é possivel supor a formacao de ligacdo covalente entre MAO-A,
através de seu co-fator FAD (N-5), e os alcaloides de Heteropsychotria. Para os MIAs
valesiacotamina lactona e E/Z-valesiacotamina o0 mecanismo proposto assemelha-se a
inibicdo irreversivel de ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) pelo acido acetilsalicilico
(MARNETT, 2002). Considerando a orientacdo desses ligantes no sitio ativo da
MAO-A, o0s seus grupos carboxi-metil poderiam sofrer ataque nucleofilico do N5 do
FAD. Ja para os alcaloides quaternarios prunifoleina e 14-oxoprunifoleina, o
mecanismo de inibicdo proposto assemelha-se aquele descrito para as propargilaminas
(clorgilina, pargilina, seleginina rasagilina) sobre MAO-A e MAO-B (DE COLIBUS
et al, 2005; BINDA et al., 2004; BINDA et al., 2005). Finalmente, o perfil de inibi¢do
reversivel e competitivo observado para angustina estd em concordancia com o
descrito para os alcaloides B-carbolinicos harmina e harmano (SON et al., 2008;
HERRAIZ et al., 2010).

Considerando a busca por compostos capazes de atuar sobre multiplos alvos
relacionados a doencas neurodegenerativas, as fracdes obtidas de P. suterella e P.
laciniata e os 13 alcaloides isolados dessas fracdes e de outras espécies de
Heteropsychotria foram avaliados quanto a seus efeitos sobre as enzimas
acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (EeAChE) e butirilcolinesterase de soro
equino (eqBChE). Os primeiros experimentos realizados consistiram em testes de
triagem e, em um segundo momento, ensaios complementares para avaliacdo de

mecanismos de inibicdo foram realizados para os alcaloides mais promissores.

Os alcaloides B-carbolinicos quaternarios prunifoleina e 14-oxoprunifoleina
(Figura V12), descritos em P. prunifolia (FARIA et al., 2010), foram os Unicos capazes
de inibir AChE e BChE com valores de 1Cs, inferiores a 100 uM. Esses dados estéo

consistentes com os perfis de inibicdo ja& descritos na literatura para substancias
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pertencentes a esta classe obtidas de fontes naturais e por semi-sintese (BECHER et
al., 2005; BECHER et al., 2009; GEISSLER et al., 2010; SCHOTT et al., 2006;
TORRES et al., 2012). Com relacgéo a seletividade, prunifoleina parece ser um inibidor
ndo seletivo para as duas colinesterases, enquanto que 14-oxoprunifoleina apresenta
maior afinidade pela AChE (cerca de 10 vezes). Além disso, estudos de cinética
enzimatica indicaram que ambos 0s compostos atuam como inibidores néo-
competitivos da AChE (Artigo 2). Este mesmo perfil de inibicdo ¢ descrito para a B-
carbolina quaternaria nostocarbolina (63) (BECHER et al., 2009) e para sais sintéticos
derivados do harmano (64,65) (TORRES et al., 2012).

Prunifoleina (45) 1 4-Oxoprunifoleina (46)
Cl N— N—R
N/ N\ /
N N
H H
63 64R=CH;

65R = CH,CH,
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Os MIAs avaliados neste estudo ndo foram capazes inibir a AChE em
percentuais superiores a 50% quando testados na concentragdo de 100 uM. Por outro
lado, angustina, valesiacotamina lactona e E/Z-valesiacotamina foram capazes de
inibir a BChE com valores de 1Cs, entre 3,57 e 14,12 uM. Estes resultados estédo em
concordancia com trabalho publicado recentemente por BRUNHOFER et al. (2012),
no qual os alcaloides inddlicos nitrarina (66), hirsutina (67), rauwolsina (68) e
catarantina (69) inibiram as BChEs de soro equino e humana com poténcias
semelhantes (ICso entre 4,97 e 10,63 uM) as apresentadas pelos alcaloides de
Psychotria. Também para as enzimas AChE e BChE, as simulacdes de docking
molecular complementaram o entendimento dos resultados experimentais, sugerindo

possiveis modos de ligacdo entre os alcaloides e as proteinas estudadas (Artigo I1).

68 69 R =COOCH;
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O conceito doenca neurodegenerativa inclui tanto condi¢des de natureza
crénica, como doencga de Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP) e doenca de
Hungtington, quanto condi¢des originadas por insultos agudos, como lesGes cerebrais
e isquemia. A complexidade e heterogeneidade dessas doencas podem ser
evidenciadas pela inexisténcia, até 0 momento, de farmacos desenvolvidos com 0s
objetivos de prevenir 0 processo neurodegenerativo ou recuperar neurbnios que
sofreram dano. Até 0 momento, pesquisas na area farmacéutica tém levado apenas ao
desenvolvimento de medicamentos capazes de modular os sintomas associados com
essas condicdes clinicas (GELDENHUYS et al., 2011).

Esta lacuna no desenvolvimento de farmacos neuroprotetores e/ou
neurorrestauradores pode ser atribuida as abordagens empregadas em muitos
laboratdrios, na indlstria farmacéutica e no meio académico, que buscam entidades
quimicas altamente potentes e seletivas para um Unico alvo, visando a diminuicéo de
efeitos adversos (GELDENHUYS et al., 2011). Entretanto, essa abordagem “uma
doenca, um alvo” pode ndo ser a mais adequada na pesquisa de farmacos para o
tratamento de condi¢cdes complexas como as anteriormente citadas, e também cancer,
diabetes e doencas autoimunes (ZIMMERMANN et al., 2007).

Confirmando a tendéncia que aponta para a investigacdo de substancias
possuindo mdaltiplos mecanismos de acdo, estudo de revisdao publicado em 2005
(MORPHY e RANKOVIC, 2005) identificou 300 trabalhos publicados entre 1990 e
2004 em revistas da area de quimica medicinal, nos quais foram apresentados
compostos delineados com o objetivo de atuarem sobre dois ou mais alvos
terapéuticos. Além disso, muitos estudos recentes tém proposto o delineamento de
substéncias capazes de atuarem, de forma néo seletiva, sobre os alvos investigados no
presente estudo (BOLEA et al., 2011; SAMADI et al., 2012).

Os resultados apresentados nesta Tese demonstram as atividades de alcaloides de
especies neotropicais de Psychotria sobre alvos enzimaticos associados com

doencas neurodegenerativas: AChE, BChE, MAO-A e MAO-B. Levando-se em
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conta os perfis de inibicdo observados, os alcaloides estudados podem ser
divididos em dois grupos majoritarios: f-carbolinas quaternarias e MIAs. Os
alcaloides [B-carbolinicos quaternarios apresentaram poténcias semelhantes para
inibicdo das enzimas AChE, BChE e MAO-A. Os MIAs, por outro lado, foram
capazes de inibir as enzimas BChE e MAO-A com poténcias na ordem de 1 e 10
MM, respectivamente. Adicionalmente, considerando-se 0s mecanismos de inibi¢ao
da hMAO-A, os MIAs poderiam ainda ser subdivididos em MIAs inibidores
reversiveis e competitivos da MAO-A (angustina) e MIAs inibidores irreversiveis
da MAO-A (valesiacotaminas). Analisados em conjunto, estes dados constituem
uma importante contribuicdo para o estudo das atividades biologicas desses
compostos sobre 0 SNC. Além disso, essas substancias podem ser consideradas
scaffolds para o desenvolvimento de inibidores enzimaticos com multiplos

mecanismos de ac¢do para o tratamento de doengas neurodegenerativas.
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VIIl1. CONCLUSOES







A investigacdo quimica de duas espécies neotropicais pertencentes ao género
Psychotria L., P. suterella e P. laciniata, levou ao isolamento e/ou identificacdo de
oito alcaloides indol monoterpenos (MIAS): angustina, valesiacotamina lactona, E-
valesiacotamina, Z-valesiacotamina, lialosideo, pauridiantosideo, estrictosamida e (E)-
O-(6”)-cinamoil-4”-hidroxi-3”,5”-dimetoxi-lialosideo. =~ Dentre  esses compostos,
lialosideo e estrictosamida haviam sido isolados de folhas de P. suterella em estudo
anterior do grupo de pesquisa. Além disso, os MIAs descritos no presente trabalho
também ocorrem em outras espécies de Psychotria e/ou em espécies pertencentes a

outros géneros da familia Rubiaceae, como Palicourea.

FracOes obtidas de P. suterella e P. laciniata (frag0es de alcaloides e fragdes de
RP-MPLC), juntamente com os MIAs lialosideo e estrictosamida, foram testados
quanto a sua atividade sobre as enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-
B) de encéfalos de ratos. Anteriormente a realizacdo dos testes de inibicdo, os
pardmetros para a realizacdo dos ensaios enzimaticos foram otimizados: determinacgéo
do K., do substrato diidrobromidato de kinuramina, determinacdo da concentracdo de
proteinas e dos valores de ICs, para os inibidores seletivos da MAO-A (clorgilina) e da
MAO-B (pargilina). As fracdes de alcaloides de P. suterella e P. laciniata, assim
como fragbes contendo MIAs do tipo valesiacotamina, apresentaram atividade sobre a
MAO-A com valores de ICsy entre 0.57 ¢ 2.02 pug/mL. Apesar das fragdes também
inibirem a MAO-B, os valores de ICsy determinados correspondem a
aproximadamente 50 vezes aqueles verificados para a MAO-A, sugerindo certo grau
de seletividade para a isoforma A. Contrariamente ao observado para as fracoes,
lialosideo e estrictosamida apresentaram fraca inibicdo sobre a MAO-A, com valores
de 1Csy correspondendo a 118 e 123 uM, respectivamente. Para inibicdo da MAO-B,

os valores de ICs, determinados para esses dois MIAs aproximam-se de 1 mM.

Em etapa posterior, 13 alcaloides isolados de Heteropsychotria foram testados
quanto as suas atividades sobre as enzimas EeAChE, eqBChE, hMAO-A e hMAO-B.

Nesses experimentos, os alcaloides B-carbolinicos quaternarios prunifoleina e 14-
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oxoprunifoleina foram capazes de inibir as enzimas EeAChE (ICso = 10 e 3.39 uM,
respectivamente), egBChE (ICso = 100 ¢ 11 uM, respectivamente) e hMAO-A (ICg =
7.41 ¢ 6.92 uM, respectivamente). Estudos de cinética enzimatica sugerem que esses
dois compostos inibem a EeAChE de forma ndo competitiva e hMAO-A de forma
irreversivel. Adicionalmente, os MIAs angustina, valesiacotamina lactona e E/Z-
valesiacotamina inibiram as enzimas eqBChE (I1Csg = 3.47 — 14 uM) ¢ hMAO-A (1Cs
= 0.85 — 2.14 uM). Com relagdo aos modos de inibicdo, angustina parece inibir a
hMAO-A de forma reversivel e competitiva, enquanto que os alcaloides do tipo
valesiacotamina parecem atuar como inibidores irreversiveis, conforme observado em
experimentos avaliando os efeitos de diferentes tempos de incubacédo entre enzima e
inibidores sobre a atividade da hMAO-A. Simulagdes de docking molecular foram
realizadas objetivando o estudo das interacdes entre as substancias ativas e os alvos
estudados. Assim, foram obtidas informacgOes relacionadas com as orientagdes
preferenciais dos ligantes nos sitios ativos da AChE, BChE e MAO-A e também
informacdes relacionadas a possiveis interacdes hidrofilicas, hidrofébicas e covalentes

entre os alcaloides e as macromoléculas proteicas.

Finalmente, os alcaloides prunifoleina e E-valesiacotamina foram selecionados
para a realizacdo de ensaios de viabilidade e morte celular em culturas primarias de
astrocitos de ratos. Ambos os compostos foram testados em trés diferentes
concentragbes (1, 10 e 100 uM) por periodo de incubagdo de 24 horas. As
concentragcOes testadas compreendem os valores de ICsy determinados nos ensaios
enziméticos para inibicdo da EeAChE, eqBChE e hMAO-A. Os resultados desses
experimentos indicaram que prunifoleina, nas trés concentracdes, e E-valesiacotamina,
nas concentragdes de 1 e 10 uM, ndo comprometem a viabilidade e a integridade
celular, conforme verificado nos experimentos de reducdo de MTT, captacdo de
vermelho neutro e captacdo de iodeto de propidio. Por outro lado, E-valesiacotamina
100 uM reduziu a viabilidade celular para aproximadamente 20% (calculados em

relacdo ao controle) apos 24 horas de incubacao.
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IX. PERSPECTIVAS







Os resultados obtidos levam as seguintes perspectivas de continuacdo deste

trabalho:

e Avaliacdo dos efeitos de alcaloides de Heteropsychotria sobre a enzima catecol-
O-metil-transferase (COMT), cujos inibidores sdo utilizados no tratamento da
Doenca de Parkinson;

e Investigacdo dos efeitos de alcaloides de Heteropsychotria sobre outros alvos
relacionados com doencas neurogenerativas, como as enzimas histonas
desacetilases (HDACS);

o Realizacdo de ensaios objetivando a investigacdo dos efeitos de prunifoleina e
E-valesiacotamina sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH) e sobre a
atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) em
culturas primarias de astrocitos submetidas a dano induzido por H,0;

e Continuidade dos estudos quimicos em P. suterella e P. laciniata visando o
isolamento e identificacdo de seus alcaloides minoritarios;

e Estudo quimico e bioldgico de outras espécies de Heteropsychotria, e também
de espécies pertencentes ao género estreitamente relacionado Palicourea,
objetivando a identificacdo de alcaloides que apresentem atividades sobre alvos

enzimaticos relacionados com doengas neurodegenerativas.
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