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RESUMO 

O crescente reconhecimento da vasta diversidade química das florestas 

tropicais, associado com o desenvolvimento de novas técnicas para isolamento e 

elucidação de compostos químicos e suas propriedades farmacológicas, têm 

reacendido o interesse por produtos naturais pelas indústrias farmacêuticas. Entre 

as estratégias usadas para indentificação de espécies vegetais de interesse 

terapêutico, aparece a pesquisa do uso tradicional de plantas em medicina 

caseira, sendo a Amazônia e suas comunidades caboclas um cenário privilegiado 

deste conhecimento. 

Uma pesquisa etnofarmacológica sobre o uso de plantas no manejo da dor 

caboclos do Estado do Pará apontou a espécie Psychotria colorata (Willd. ex R. & 

S.) Muell. Arg. como sendo tradicionalmente usada para o tratamento de "dor de 

ouvido" e como "calmante de dor abdominal". Experimentos farmacológicos 

preliminares com extrato aquoso de folhas e flores, demonstraram que os 

alcalóides presentes nas folhas desta espécie são dotados de atividade 

analgésica, avaliada através dos testes de contorções abdominais induzida por 

ácido acético e formalina (fases precoce e tardia). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade analgésica dos alcalóides 

presentes nos extratos alcaloídico de folhas e flores, monitorar 

farmacologicamente o fracionamento de extrato alcaloídico de folhas com o 
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propósito de identificar os alcalóides ativos e analisar o efeito dos alcalóides do 

extrato de flores em ensaios correlatos neuroquímicos (in vitro) preliminares. 

Os resultados farmacológicos nos testes de Formalina e Tail Flick, 

indicaram que os alcalóides são os desencadeadores de resposta analgésica da 

planta. Em ambos os testes foi detectada um efeito analgésico, sendo que no 

teste de Tail Flick esse efeito foi reversível pela administração prévia de 

naloxona. Esses compostos também inibem a união específica de [3H]naloxona 

em membranas de estriado de ratos, inibe a atividade basal da enzima adenilato 

ciclase na produção de AMPc, sem no entanto afetar a união específica de 

[3H]GMP-PNP. 

Estes resultados indicam que a atividade antinociceptiva dos alcalóides 

presentes nos extratos de folhas e flores de Psychotria co/orata, é mediada via 

ativação de receptores opióides; reafirma o "status" da metodologia 

etnofarmacológica como ferramenta para a descoberta em plantas de novos 

compostos terapeuticamente úteis, e justificam estudos mais aprofundados 

através do isolamento dos alcalóides. 
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ABSTRACT 

The increasing recognition of the vast chemical diversity in tropical forests, 

associated with the development of revolutionary techniques for isolation and 

elucidation of chemical compounds and its pharmacological industries. The 

traditional use of plants as homemade medicines is among the strategies used to 

identify botanical species of therapeutic interest. The Amazonian "caboclos" 

communities are a privileged scenario of this knowledge. 

Survey of medicine plants used among Amazonian "caboclos" (State of 

Pará) pointed Psychotría colora ta (Willd. ex R. & S.) Muell. Arg., traditionally used 

for "treatment of earache" and "calming abdominal pain". Previous 

pharmacological experiments with aqueous extract of leaf and flower, 

demonstrated that Psychotria colorata has marked analgesic activity, as evaluated 

through the acetic acid-induced writhing and formal in test. 

This work intends to evaluate the analgesic activity of the alkaloids present 

in the alkaloids extracts of leaf and flower, to test pharmacologically the 

fractionating of the alkaloid extracts of the leaf, in arder to identify the active 

alkaloids and to analyze the eftects of the alkaloid extract of flower in preliminary 

neurochemical (in vitro) essays. 

The pharmacological results in formalin and tail flick tests indicated that the 

alkaloids are responsible for the analgesics eftects of the plant. Analgesia was 

detected in both tests and this eftect in tail flick tests was reversed by previous 

administration of naloxone. These compounds also inhibited the binding of [3HJ 

Naloxone in membranes of rat striata as well as a decreased adenylate cyclase 

basal activity, without having eftects on binding of [3HJGMP-PNP. 

This work indicates that the antinociceptive activity of the alkaloids present 

in the aqueous and alkaloid extracts of the leaf and flower de Psycotría colorata is 

mediated by activation of opioid receptors. Moreover, it confirms the status of the 

ethnopharmacological strategy, as a tool for the discovery of new therapeutically 

useful compounds, and supports further investigations through the isolation of the 

alkaloids of Psycotria colorata. 
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1.1. Analgésicos 

1.1.1. Componentes da dor e abordagem terapêutica 

O fato de a dor ser um fenômeno subjetivo, individualizado, apresenta 

dificuldades para que seja mensurada. A dor é um sintoma associado a diversos 

quadros patológicos e com frequência requer procura de auxílio médico. 

Estatísticas americanas, apontam que um terço da população experimenta dor 

que exige atenção médica e, em quase 50 milhões de pessoas, determina 

incapacitação total ou parcial (Wannmacher e Ferreira, 1992). 

A Associação Internacional para o Estudo da Dor, propõe a conceituação 

de dor "como uma experiência sensorial e emocional desagradável, relacionada 

com lesão tecidual real ou potencial, ou descrita em termos deste tipo de dano". 

Partindo deste conceito, pressupõe-se a existência de dois componentes: a 

sensação propriamente dita ou nocicepção e a reatividade emocional à dor 

(Lasagna, 1986a; Wannmacher e Ferreira, 1992). 

A nocicepção se refere à atividade do sistema nervoso aferente induzida 

por estímulos exógenos (mecânicos, químicos, físicos e biológicos) e endógenos 

(inflamação, aumento de peristaltismo, isquemia tecidual). Sua recepção a nível 

periférico se dá em estruturas específicas, situadas em terminais nervosos livres e 

denominadas nociceptores. Em tecidos normais, estes não respondem a 

estímulos leves. Porém, na presença de inflamação, podem ser sensibilizados 

(hiperalgesia) por prostaglandinas e dopamina, tendo como mediadores 

AMPcíclico e cálcio, cuja concentração aumenta nos terminais nervosos. Os 

nociceptores então, tornam-se mais sensíveis à ativação por bradicinina e 

histamina, substâncias endógenas indutoras da dor. Em sequência, os estímulos 

são conduzidos através de vias periféricas sensitivas até o Sistema Nervoso 
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Central (SNC), onde, a nível hipotalâmico e cortical, se faz a integração da 

sensação dolorosa. O cérebro modula a dor, mediante vias eferentes inibitórias, 

de forma que a sensação dolorosa é resultado destes dois processos 

antagônicos. A atividade nervosa está vinculada à presença de 

neurotransmissores e neuromoduladores, tanto nas vias aferentes (substância P, 

GABA, colecistonina, somatostatina, encefalinas) quanto nas eferentes 

(acetilcolina, dopamina, noradrenalina, serotonina e encefalinas) (Jaffe e Martin, 

1990; Wannmacher e Ferreira, 1992; Simone Hiller, 1994). 

A reação emocional à dor corresponde a interpretação afetiva dessa 

sensação, de caráter individual e influenciada por estados ou traços psicológicos, 

experiências prévias e fatores culturais, sociais e ambientais. O reconhecimento 

destes fatores é capaz de filtrar, modular ou distorcer a sensação dolorosa; esta 

sensação é aproximadamente normal em indivíduos que têm as vias nervosas 

íntegras (Graeff, 1989). 

As abordagens terapêuticas da dor levam em conta os componentes 

discutidos acima. O objetivo da terapêutica não se restringe apenas eliminar a 

sensação dolorosa, mas sim em aliviar a dor. Nesse contexto, as drogas usadas 

para o tratamento da dor se dividem em não-opióides e opióides (Wannmacher e 

Ferreira, 1992). 

Os analgésicos não-opióides são indicados para as dores de intensidade 

leve a moderada, de natureza tegumentar e localização diversificada (cefaléia, 

dismenorréia, dores múculo-esqueléticas), associadas ou não a processo 

inflamatório periférico. Em virtude do alívio produzido, esta classe de drogas tem 

consumo amplo, atingindo a cifra de 100 mil toneladas/ano (Ferreira, 1985). No 

Brasil, o uso de medicamentos do tipo aspirina é amplo, e associado a 

automedicação. Os tipos de dores citadas respondem a esses agentes que, se 

comparados aos opióides, apresentam a vantagem de não induzir efeitos 
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adversos, como tolerância e dependência física. Entretanto, a incidência de 

reações tóxicas por salicilato é alta, ocorrendo anualmente mais de 10.000 casos 

de intoxicação graves registradas nos Estados Unidos (Wannmacher e Ferreira, 

1992; Flower et ai, 1987). 

Os analgésicos não-opióides têm propriedades analgésica, antitérmica e 

antiinflamatória, relacionadas à inibição irreversível da enzima cicloxigenase, que 

converte ácido araquidônico em prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclina. As 

prostaglandinas, especialmente PGE2, sensibilizam o nociceptor periférico às 

ações de histamina (promove a reação inflamatória) e bradicinina (estimula 

terminações nervosas levando à nocicepção) (Fiower e Moncada, 1987). 

Os analgésicos opióides são indicados no tratamento de dores agudas, de 

moderada a intensa, que não respondem a analgésicos menos potentes ou que, 

por sua natureza, não são a eles suscetíveis. Também são eficazes no controle 

da dor crônica, sendo a tolerância e a dependência física fatores limitantes do uso 

prolongado. Cabe notar que em pacientes terminais com dor, o potencial de 

abuso passa a ter importância secundária. E em situações de dor severa (pós

operatória, de infarto do miocárdio, etc.) a preocupação primordial também é 

aliviar imediatamente a dor (Wannmacher e Ferreira, 1992). 

O ópio é um dos medicamentos mais antigos usado pelo homem. Sua 

eficácia no alívio da dor e diarréia é conhecida há centenas de anos. A partir do 

século dezenove, a morfina é reconhecida como sendo o principal alcalóide 

responsável pela maioria dos efeitos benéficos do ópio. Entretanto, também é 

responsável pelos seus efeitos indesejáveis, dos quais o mais importante é o 

desenvolvimento de adição (vício) após o uso crônico (Jaffe e Martin, 1990; 

Simone Hitler, 1994). 

Nas últimas duas décadas tem havido um desenvolvimento importante na 

elucidação dos aspectos neuroquímicos e neurofarmacológicos dos efeitos dos 
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opióides, sendo este um campo de pesquisa muito ativo. Laboratórios 

governamentais, industriais e de universidades têm-se esforçado na tentativa de 

encontrar um analgésico que mantenha as vantagens da morfina e seja destituído 

dos seus efeitos euforizantes e do potencial de adição (Simone Hiller, 1994). 

1.1.2. Estereoespecificidade da ação opióide 

O objetivo de se conseguir um analgésico livre dos efeitos indesejáveis da 

morfina, associado a hipótese de que seus diversos efeitos sejam mediados por 

receptores específicos, gerou um grande número de trabalhos sobre os requisitos 

estruturais necessários para as atividades farmacológicas. Foi reconhecido que 

muitas das ações dos opióides, tais como analgesia e adição, são 

estereoespecíficas, isto é, estas atividades residem em somente um dos 

enantiômeros de uma mistura racêmica. Também foi demonstrado que alterações 

relativamente pequenas em partes da molécula de morfina, resultam em 

mudanças drásticas na sua farmacologia. A mudança mais importante e 

interessante é a substituição da metila no grupo amino terciário por um grupo alil 

ou ciclopropilmetila, que dota de atividade antagonista específica e potente a 

molécula resultante, em oposição a muitas das ações farmacológicas da morfina e 

outros agonistas. Alguns antagonistas (nalorfina, ciclazocina) mantêm parte de 

seu efeito analgésico ou potência agonista (agonista-antagonista), enquanto 

outros, como por exemplo naloxona e naltrexona, tornam-se antagonistas puros, 

destituídos de propriedades agonistas (Simon e Hiller, 1994). 

A extraordinária estereoespecificidade destas drogas pode ser facilmente 

explicada pela existência de sítios de ligação, nos quais as drogas se fixam para 

exercer seus efeitos. A ligação nestes sítios ou "receptores" é o desencadeador 
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de uma série de reações, cujo somatório resulta nas respostas observadas. 

Apesar de os antagonistas possuírem alta afinidade para ligação a estes 

receptores, eles não são capazes de desencadear os eventos subsequentes. Em 

1973 três laboratórios simultânea e independentemente, apresentarem evidências 

bioquímicas da ligação opióide esteroespecífica (Pert e Snyder, 1973; Simon et 

ai, 1973; Terenius, 1973) em membranas cerebrais. 

1.1.3. Receptores opióides 

Os sítios de ligação opióide estão presentes no sistema nervoso central e 

em alguns tecidos periféricos (Stein, 1993; Simon e Hiller, 1994). Estudos 

detalhados da distribuição dos sítios de ligação de opióides têm sido realizados 

em diversas espécies, incluindo humanos, macacos, vacas, cobaias e ratos. 

Várias técnicas vêm sendo utilizadas para determinar esta distribuição, como a 

ligação específica com ligantes marcados e determinados através da técnica de 

"slice". Outra técnica usada no mapeamento dos receptores opióides é a 

autoradiografia (Leslie, 1987). 

Foram observados muitos resultados contraditórios entre os laboratórios 

que trabalham com mapeamento; entretanto isso pode ser justificado pela grande 

diferença nos níveis de receptores opióides na várias regiões do SNC. Apesar 

disso, as áreas ricas em receptores opióides tendem a estar relacionadas com o 

sistema límbico ou áreas que estejam envolvidas na percepção e modulação da 

dor. Existem evidências de que estes receptores podem ser tanto pré-sinápticos 

como pós-sinápticos (Simonds, 1988; Jaffe e Martin, 1990). Na Tabela I estão 

resumidas as regiões com maior densidade de receptores e as respostas 

mediadas por estas regiões. 



Tabela 1: Localização de receptores opióides propostos como mediadores 
de efeitos opióides específicos 

Efeito Opióde 

espinha 

trigeminal 

ANALGESIA 

supraespinhal 

REFLEXOS AUTONOMOS 

Localização dos receptores opióides 

lâmina I e 11 do corno dorsal 

substância gelatinosa do nervo trigeminal 

substância cinzenta periaquedutal, núcleo 
talâmico mediai, núcleo talâmico 
intralaminar, 
?estriado 

supressão da tosse, hipotensãc núcleo do trato solitário. comissuras. locus 
ortostática, inibição da secreçãc ceruleos e ambíguos · · 
gástrica 

depressão respiratória 

náusea e vômito 

mio se 

EFEITOS ENDOCRINOS 

inibição da secreção 
vasopressina 

efeitos hormonais 

EFEITOS NO 
COMPORTAMENTO E NO 
HUMOR 

RIGIDEZ MOTORA 

núcleo do trato solitário, 
núcleo parabraquial 

área postrema 

colículo superior, núcleo prétectal 

de pituitária posterior 

infundíbulo hipotalâmico, 
núcleo hipotalâmico, 

sistema óptico acessório, ?amígdala 

amígdala, núcleo estria! 
terminal, hipocampo, 
córtex, núcleo talâmico médio, 
núcleo acumbeo, 
?gânglio basal 

estriado 

Fonte: Simon and Hiller. Basic Neurochemistry, 321-339, 1994. 

7 
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As evidências para a existência de múltiplos receptores opióides existe há 

diversas décadas, tendo sido realizados experimentos farmacológicos utilizando 

uma série de agonistas e antagonistas para fundamentar esta hipótese (Martin, 

1976). Como resultado destas análises postulou-se a existência de três tipos 

diferentes de receptores, os quais foram denominados de J..l (por ligar morfina), K 

(ligando cetociclazocina) e cr (ligando N-alilnormetazocina ou SK 1 0047). Após a 

descoberta das encefalinas, foi descoberto um novo tipo de receptor, nomeado de 

8 (Lord et ai, 1977). 

Atualmente são aceitos os receptores J..l, 8 e K. O fato de os efeitos de cr 

não serem revertidos por naloxona, resultou na retirada deste receptor da 

classificação de receptores opióides. Por outro lado, surgem evidências da 

existência de subtipos de receptores (J..l1, J..l2, K1 , K2, 81, 82) (Wagner e Chavkin, 

1995). 

A descoberta das três famílias de peptídios endógenos (encefalinas, 

endorfinas e dinorfinas), propiciou o avanço nos estudos da farmacologia, 

fisiologia e bioquímica dos opióides. O estudo dos opióides endógenos têm 

movimentado muitos esforços para que se esclareçam aspectos anatômicos, 

fisiológicos e moleculares dos receptores que ligam estes peptídeos. A 

compreensão corrente sobre estes aspectos pode ser sumarizada como segue: 

(a) Os peptídeos opióides estão estocados em vesículas de neurônios 

específicos, que contêm trasmissores de ação rápida, como glutamato; os 

opióides agem como co-transmissores e servem para modular as ações de 

transmissores primários. (b) Os opióides são liberados nos espaços 

extracelulares após prolongada despolarização da membrana neuronal; desta 

forma, opióides modulam a trasmissão sináptica somente sob condições de 

intenso "input" aferente. (c) A estrutura da sinapse de peptídeos opióides pode 

ser maior que a de aminotransmissores de ação rápida, porque os peptídeos têm 
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que se difundir do seu sítio de liberação para o sítio de ação; isto é evidenciado 

pela cinética lenta dos peptídeos opióides (segundos até iniciar o efeito, minutos 

até cessar o efeito). Os opióides apresentam um grande raio de ação do sítio de 

liberação e maior afinidade pelos seus receptores quando comparada à afinidade 

dos aminotransmissores pelos seus receptores. (d) Opióides ativam uma 

variedade de processos de sinais de transmissão; diferentes mecanismos são 

evidentes em diferentes tipos células (Wagner e Chavkin, 1995). 

As propriedades farmacológicas dos peptídeos opióides podem ser 

resumidas partindo-se do pressuposto de que seus efeitos farmacológicos são 

similares aos dos alcalóides opiáceos sintéticos e derivados de plantas. Os 

papéis fisiológicos do sistema opióide parecem abranger áreas diversas que 

incluem a percepção de dor, mecanismo de estresse, regulação respiratória, 

controle da temperatura, desenvolvimento de tolêrancia e dependência física, 

bem como a modulação de funções diurética e cardiovascular. Os padrões de 

comportamento que parecem ser influenciados pelos peptídeos opióides incluem 

comportamento sexual, locomotor, ingesta líquida e sólida e "grooming" (Oison, 

1993). Os opióides também estão envolvidos com modulação de memória 

(lzquierdo e Netto, 1985). Tal como os seus correlatos exógenos interagem com o 

sistema endócrino, produzindo aumento na liberação do hormônio do 

crescimento, ACTH, prolactina, e hormônio diurético; diminuem na circulação os 

níveis de tirotropina, hormônio luteinizante e hormônio folículo estimulante 

(Brownstein, 1994; McEwen, 1994). 

A participação dos peptídeos opióides e seus receptores em um número de 

condições patológicas vem sendo investigado. Como exemplo pode-se citar a 

investigação nos estados de depressão e esquizofrenia. Duas hipóteses foram 

desenvolvidas para o papel dos peptídeos endógenos na esquizofrenia. Uma 

aponta os sintomas de catatonia como sendo resultado do excesso de peptídeos 
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opióides; outra hipótese argumenta que a deficiência destes pode ter importância 

na esquizofrania (Simon e Hiller, 1994). Estes dados são importantes por 

indicarem o quanto o sistema opióide tem imbricações com outros sistemas do 

SNC, o que vem gerando um grande número de trabalhos relevantes para a 

compreenssão deste sistema, que apesar de bastante estudado ainda mantém 

desconhecidas informações fundamentais da sua fisiologia e farmacologia. 

1.1.4. Relação entre as Proteínas-G e os sítios de ligação opióide 

A modulação da ligação a receptores opióides por sais fisiológicos, 

guanosina fosfatos, e a regulação das atividades de GTPase e adenilato ciclase 

têm sido extensivamente estudadas. Os resultados derivados de ensaios in vitro 

sugerem que estes receptores são provavelmente membros da super-família de 

receptores acoplados às proteínas-G. A união dos ligantes de todos os tipos de 

receptores opióides bem aceitos (J..L, 8, K) pode ser modificada pela adição de 

GTP aos ensaios de união com radioligantes. GTP diminui significativamente a 

afinidade dos sítios de ligação para agonistas opióides e afeta grandemente a 

ligação dos antagonistas. O íon sódio também diminui a união de agonistas, efeito 

este que é aditivo ao do GTP. Agonistas J..L, 8 e K têm sido relatados como 

estimuladores da atividade de GTPase de maneira naloxona-sensível. Em relação 

à atividade de adenilato ciclase, a grande maioria dos trabalhos demonstra uma 

inibição desta atividade, sendo que este efeito seria dependente de GTP. Os 

resultados apresentados sustentam a hipótese de que os receptores opióides 

estejam acoplados às proteínas-G (Childers, 1991 ). 

A questão sobre quais proteínas-G são ativadas ainda é bastante debatida. 

Têm sido demonstrado que efeitos do receptor opióide podem ser sensíveis à 

~f~~~ 
SETORIIiJ~ H 
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toxina pertussis, o que indicaria evidências do envolvimento de Gi eGo. Estudos 

com linhagens de células de neuroblastomas, também sugerem o envolvimento 

de Gs mediando os efeitos de receptores ~e 8 (Cruciani et ai, 1993). 

Os trabalhos de purificação e clonagem de receptor opióide, vêm trazendo 

mais indícios da participação destes receptores na super-família das proteínas-G 

(Kieffer et ai, 1992; Yasuda et ai, 1993). 

1.1.5. Mecanismos e sítios relevantes para indução de analgesia opióide 

O grupo dos analgésicos opióides abrange agonistas puros, agonistas 

parciais (agonistas/antagonistas mistos) e antagonistas, bem como os peptídeos 

endógenos com atividade opióide, embora estes últimos ainda não tenham sido 

explorados como agentes terapêuticos. Os fármacos desta classe, ligam-se aos 

receptores opióides localizados no SNC e em orgãos periféricos (Jaffe e Martin, 

1990; Wannmacher e Ferreira, 1992). 

Como mencionado anteriormente, aceita-se que a indução de analgesia 

por opióides deve-se a ações em diversos sítios no SNC. O sistema límbico 

possui alta concentração de receptores opióides e parece mediar a resposta 

afetiva aos agonistas opióides e a euforia, sensação irreal de bem estar, 

responsável em grande parte pelo potencial de abuso (Wannmacher e Ferreira, 

1992). 

Pelo menos três mecanismos parecem estar envolvidos: 

(1) receptores opióides nos terminais de nervos aferentes mediam a inibição de 

neurotransmissores, entre eles a substância P; 
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(2) morfina antagoniza os efeitos da administração de substância P exógena, 

exercendo ações inibitórias pós-sinápticas nos neurônios e interneurônios que 

carregam a informação nociceptiva para os grandes centros do cérebro; 

(3) tanto K quanto 8 parecem agir de forma similar; entretanto, a supressão de 

estímulos térmicos pelo receptor K é fraca, sendo sua maior atividade relacionada 

com a redução de estímulos químicos e viscerais (especialmente importante em 

analgesia modulada por receptores medulares) (Jaffe e Martin, 1990; Wollemann 

et ai, 1993; Menendez et ai, 1993). 

A morfina e os derivados opióides continuam sendo as substâncias mais 

eficazes que a terapêutica moderna dispõe para o alívio da dor. Embora os 

opióides sejam altamente efetivos para o manejo da dor crônica, sua 

aplicabilidade é limitada pelos graves efeitos colaterais, tais como tolêrancia, 

náusea, vômito, constipação, depressão respiratória abuso e dependência 

(Graeff, 1989; Jaffe e Martin, 1990). Estes fatores, entre outros, os impulsionaram 

nas últimas décadas os estudos para a compreensão do sistema opióide e a 

pesquisa de novas drogas analgésicas que viessem acrescentar alternativas ao 

arsenal terapêutico usado no manejo da dor. 

1.2. A abordagem etnofarmacológica na procura de novas drogas 

Entre as várias definições de etnofarmacologia, talvez a mais ampla seja: 

"Etnofarmacologia é a exploração científica interdisciplinar dos agentes 

biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo homem" 

(Holmstedt e Bruhn, 1983). Diversos pesquisadores, na discussão da importância 

histórica e do potencial contemporâneo da pesquisa etnofarmacológica têm 

enfatizado que tais estudos podem levar a descoberta de novas drogas protótipo 
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(Eiisabetsky e Shanley, 1994). O estudo de drogas de origem vegetal não sugere 

uma defesa ao retorno do uso destes remédios em sua forma original (Holmstedt, 

1991 ). Os objetivos da etnofarmacologia são o resgate e documentação de uma 

importante herança cultural em acelerado processo de deturpação e perda, e a 

investigação e avaliação científica dos agentes empregados (Holmstedt e Bruhn, 

1983; De Smet e River, 1989; Philipson e Anderson, 1989). 

O significado econômico dos produtos naturais pode ser observado através 

dos dados de Príncipe (1989), que estima que a porção derivada de plantas 

dentro do mercado de drogas alopáticas tenha sido de U$ 11 bilhões nos Estados 

Unidos em 1985, e de cerca de U$ 45 bilhões no conjunto de outros países 

desenvolvidos do mundo ocidental. Numa outra perspectiva, a China mantém 

400.000 hectares para o plantio de plantas medicinais, permitindo a existência de 

800 indústrias farmacêuticas. Bruhn (1989) relata que 51% de todas as drogas 

registradas na Suécia contém produtos naturais e ele estima que 50% de todas as 

drogas de países industrializados são produtos naturais. Em países como os 

Estados Unidos, 45% dos produtos farmacêuticos comercializados provém ou 

contém produtos naturais (Jaroszewski, 1984). 

Países subdesenvolvidos dependem excessivamente da importação de 

drogas (Geretti, 1983). No Brasil 84% de todas as drogas consumidas, são 

importadas (de Mello, 1987). Além disso, 60% de todas as drogas processadas 

são consumidas por apenas 23% da população (Gerez e Pedrosa, 1987), 

deixando os remédios caseiros, preparados a base de plantas, como a principal 

fonte de recursos terapêuticos para maioria da população brasileira. Este quadro 

se extende a países da Ásia, África e aos outros países da América Latina, onde 

por opção ou único recurso, as plantas são utilizadas com fins terapêuticos 

diretamente da natureza (Svendsen e Scheffer, 1982). 
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Os grupamentos culturais que ainda mantêm convivência direta com a 

natureza, observado-a mais de perto e empregando-a nas atividades do dia-a-dia, 

são os que ainda preservam viva essa herança cultural (Eiisabetsky e Posey, 

1986). A importância dos conhecimentos adquiridos por populações rurais, 

indígenas, caboclas e outras comunidades tradicionais em todo o mundo, pode 

ser avaliada através do reconhecimento dos inúmeros medicamentos usados na 

terapêutica moderna ou de seus precursores, que foram obtidos de fontes 

naturais e já usados por estas populações. 

Existem na literatura e na terapêutica moderna inúmeros exemplos de 

medicamentos que surgiram a partir de produtos naturais. A descoberta do 

princípio de Papaver somniferum, a morfina, motivou a descoberta de outros 

compostos farmacologicamente ativos, como a codeína utilizada como poderoso 

antitussígeno. A morfina foi ainda responsável pela descoberta de 

hipnoanalgésicos, como a peptidina e de substâncias do grupo das butiferonas, 

em que o haloperidol é o principal representante. 

Uma série de outros compostos podem ser citados para reforçar a 

importância da pesquisa de produtos naturais como fonte de novos compostos 

terapêuticos: estricnina, quinina, ácido acetil salicílico, atropina, cocaína, 

reserpina e os alcalóides vimblastina e vincristina (Svendsen e Scheffer, 1982; 

Korolkovas e Burckhalter, 1988; Barreiro, 1990). Estas substâncias se tornaram 

importantes na medicina, tanto por suas moléculas servirem de modelo para 

síntese de outras substâncias (drogas protótipo), como por contribuírem para o 

maior entendimento sobre sistemas fisiológicos até então pouco conhecidos. 

A Amazônia brasileira, apresenta o cenário ideal para o estudo do 

desenvolvimento de novos compostos com potencial terapêutico, seja por sua 

vasta diversidade biológica ou ainda pela presença de grupos culturais que se 

utilizam de sistemas de saúde baseados na utilização dos recursos naturais 
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(Eiisabetsky e Shanley, 1994). Esta região pode ser considerada como fonte 

inexplorada, já que das 80.000 espécies de plantas superiores da Amazônia, 

menos de 2% foram testadas quanto a atividade farmacológica (Gottlieb e Kaplan, 

1990; Eisner, 1992). 

A etnofarmacologia traz consigo o desafio de vencer e fundir a cooperação 

completa de campos diversos como botânica, antropologia, química, farmacologia 

e bioquímica (Elisabetsky e Shanley, 1994). Proporciona no entanto uma 

estratégia apropriada para países detentores de alta diversidade biológica e 

cultural e caracterizados pela escassez de pesquisa na área do desenvolvimento 

de novas drogas a partir de produtos naturais. 

1.2.1. A metodologia de pesquisa etnofarmacotógica 

De maneira geral, o estudo de cada espécie vegetal envolve os seguintes 

passos: 

1) Coleta e análise de dados etnofarmacológicos; 

2) Determinação botânica incluindo depósito de material voucher em 

Herbário; pequisa bibliográfica sobre espécie e gênero (etnomedicina, química e 

farmacologia). 

3) Análise química preliminar para classes de compostos presentes na 

parte da planta usada medicinalmente e na própria preparação tradicional; 

4) Estudo farmacológico de extrato(s) bruto(s) iniciais em modelos 

experimentais relevantes à ação farmacológica sugerida pela análise da 

informação popular; 

5) Fracionamento químico (seguido de análises químicas, cromatrográficas 

e espectroscópicas) e estudo farmacológico/toxicológico pré-clínico de frações 
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estandartizadas (e/ou compostos isolados), com objetivo de subsidiar os estudos 

clínicos; 

6) Elucidação de estruturas e estudo químico de substâncias isoladas, para 

orientação da farmacotécnica e controle de qualidade químico/biológico das 

frações estandartizadas do fitoterápico, além de fundamentar futuros estudos 

farmacológicos com princípios ativos semi-sintéticos (Malone, 1983; Elisabetsky, 

1985). 

A Figura 1 esquematiza a proposta metodológica da etnofarmacologia para 

o desenvolvimento de novas drogas, a partir de espécies vegetais. 



I ESTÁGIO I 
1 Verificar a História Popular 

Medicina Popular Etnofarmacologia 

2 Identificação das Espécies 

3 

Coleta de 
Exsicata 

Identificação 
Botânica 

Levantamento Bibliográfico 

Espécies Identificadas 
Indicação Popular Local 

X 
Usos outras culturas 

X 
Dados químicos/ 
farmacológicos 

4 EnsaioQualitativo Químico/Farmacológico 

6 

I 

Química: extratos c/ 
base no uso 

popular/Principais 
compostos 

Compostos Químicos 

Atividade Farmacológica 
alegada 

Fracionamento Químico/ 
Monitorado farmacologicamente 

Frações /Química Farmacologia 

Isolamento/ Estrutura do Composto 

Isolamento dos 
compostos ativos 

Farmacologia 

Mecanismo de Ação/ 
Neuro_guímica 

Figura 1: Esquema da proposta etnofarmacológica para o 

desenvolvimento de novas drogas. 
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que deve ser feita entre o uso popular e a classificação nosológica ocidental 

(Eiisabetsky and Castilhos, 1990). Estudos de cunho sócio-cultural têm mostrado 

que os conceitos de doença são influenciados culturalmente pelas crenças. Assim 

a correspondência entre categorias nosológicas pode ser feita com sucesso, 

quando se tem um conhecimento abrangente do cenário cultural e do sistema 

médico em que o uso tradicional está sendo descrito. 

No caso particular da procura de espécies que se apresentem como uma 

fonte para a obtenção de novos compostos terapêuticos que possam ser usados 

sem restrições culturais, ou seja, por qualquer população, a análise deve procurar 

plantas com usos indicativos prováveis, que sejam aproveitados 

independentemente da sociedade em que venha a ser aplicado. O fato de um 

número de culturas diferentes utilizarem a mesma espécie com a mesma 

finalidade ou ainda de relatos rigorosos sobre uma dada planta, pode ser um 

indicativo desta probabilidade (Eiisabetsky e Gely, 1987). 

Neste contexto, o trabalho do levantamento junto às comunidades 

tradicionais, deve ser complementado e subsidiado por uma pesquisa 

bibliográfica, que também pode ser usada para avaliar a especificidade da 

atividade farmacológica associada com os compostos ativos, já que se pode 

encontrar um padrão homogêneo de uso em várias culturas, ou que a mesma 

planta seja usada por diferentes culturas para propósitos totalmente diferentes. 

Após o levantamento junto à comunidade, a coleta e identificação botânica 

das espécies indicadas e o levantamento bibliográfico, são iniciados os testes 

químicos para posterior análise farmacológica. Neste estágio da investigação 

vários aspectos químicos devem ser considerados para o estudo de drogas 

usadas popularmente, como parte da proposta etnofarmacológica. Cabe salientar 

que não se trata de elucidar o perfil químico da espécie - como em fitoquímica 

clássica - e sim identificar o(s) composto(s) responsáveis pela atividade 
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farmacológica eventualmente detectada em extratos brutos e, em última análise, 

responsáveis pela ação terapêutica alegada. 

As plantas medicinais apresentam na sua composição uma mistura de 

princípios ativos principais, compostos ativos secundários e outras substâncias 

químicas - todos podem eventualmente alterar a atividade biológica benéfica e/ou 

induzir efeitos indesejáveis. O levantamento bibliográfico combinado com a 

informação etnofarmacológica sobre o modo de preparação do remédio 

tradicional pode proporcionar hipóteses sobre a composição química da 

formulação ou sobre a liberação e concentração dos compostos ativos, já que o 

modo de preparo reflete uma longa experiência do usuário. Desta forma, as 

"regras" da formulação popular devem ser levadas em consideração para o 

entendimento do significado químico. 

A interpretação destas informações deve ser usada quando da preparação 

dos extratos fitoquímicos. Por exemplo, plantas aromáticas geralmente são 

adicionadas à água quente e o chá é coberto (abafado) por alguns minutos antes 

de ser ingerido; neste caso a presença de óleo essencial e outros compostos 

voláteis devem ser considerados para a obtenção da atividade desejada. Ou 

quando, em outro exemplo, o material vegetal é adicionado à água a temperatura 

ambiente ou em fervura, indica que as substâncias voláteis não são importantes. 

As espécies botânicas que habitualmente são preparadas como "beberagens" 

alcoólicas que permanecem em infusão por vários dias, sugerem que a 

preparação dos seus extratos preliminares seja realizada em concentrações de 

água:etanol (Nunes, 1995). Estes exemplos mostram a importância da preparação 

popular para o sucesso da investigação química dentro da prosposta 

etnofarmacológica na busca de novas drogas. 

A interação entre os laboratórios de química e farmacologia, visa o 

monitoramento farmacológico do fracionamento químico. Assim, o trabalho 
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farmacológico multiplica-se por tantas vezes quantas forem as frações produzidas 

pelo laboratório de química. Na fase de monitoramento, apenas um "end point" 

farmacológico é selecionado com o objetivo de diferenciar as frações ativas das 

inativas. Eventualmente, uma propriedade específica pode ser investigada para 

subsidiar a decisão do quanto deve ser investido na continuidade dos estudos da 

espécie. O estudo farmacológico completo só é realizado com a fração, composto 

ou preparação galênica que se pretende usar em estudos clínicos (Farnsworth e 

Morris, 1976). 

1.2.2. Etnofarmacologia para identificação de novos analgésicos 

A aplicação da metodologia etnofarmacológica na busca de compostos 

analgésicos apresenta fatores complicadores específicos. Tem sido reconhecido 

que variáveis socioculturais e psicológicas desempenham um papel fundamental 

na definição, percepção e reação à dor. Segundo Lasagna (1986a, 1986b) uma 

mesma palavra pode ter diferentes significados, e reconhecer este fato pode ser 

útil para compreender porque as respostas podem variar dependendo da natureza 

da dor, quando se trata de caracterizar uma dose para um analgésico particular 

ou um placebo, apesar do uso de uma mesma palavra para descrever a 

intensidade da dor ou do efeito analgésico. 

A dor pode ser um sintoma comum de diversas doenças. Por este motivo, o 

fato de um informante referir-se ao efeito mais óbvio do remédio- que seria uma 

diminuição, melhora ou cessação da dor - pode se tornar em fator complicante ao 

se interpretar a informação popular, já que o efeito medicamentoso pode na 

realidade representar ação direta na causa da dor e não necessariamente um 

efeito analgésico. 
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A incerteza com relação ao significado da informação original pode ser 

minimizada se o tipo de dor e sintomas associados, descritos pelos informantes, 

são cuidadosamente analisados. Uma espécie de planta descrita como sendo 

eficaz para um único tipo de dor, pode ser uma sugestão que o efeito deste 

remédio não seja de analgesia. Por outro lado, se a espécie é indicada para um 

grande número de dores, aumenta a probabilidade de que esta planta tenha um 

verdadeiro efeito analgésico ao invés de, por exemplo, uma ação antiinflamatória. 

Outro aspecto que deve ser considerado, é quando as dores estão relacionadas a 

espasmos musculares (dor abdominal, cólica menstrual, indigestão); neste caso 

suspeita-se de uma atividade relaxante muscular que resulta na cessação da dor 

(Eiisabetsky e Castilhos, 1990). 

1.2.3. Seleção de Psychotria colorata como fonte de analgésicos 

Com o objetivo de direcionar a seleção de espécies vegetais com potencial 

para o desenvolvimento de novos compostos analgésicos, foi realizado um 

levantamento etnofarmacológico das espécies usadas tradicionalmente no manejo 

da dor, por caboclos do Estado do Pará (Eiisabetsky e Castilhos, 1990). 

Para a coleta dos dados etnofarmacológicos foi usado um questionário 

direcionado para obter informações sobre o tipo de dor tratado com cada espécie 

e outras informações etnofarmacológicas: nome comum da planta, parte da planta 

usada, métodos de preparação, modo de administração, posologia, mistura com 

outras espécies, efeitos colaterais e/ou condições específicas em que o uso é 

contra-indicado, fonte do conhecimento relatado, experiência pessoal, entre 

outras. Este questionário foi aplicado a vendedores de plantas medicinais do 

"Mercado do Ver-o-peso", que é o maior mercado da cidade de Belém e possui 
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uma seção exclusiva para a comercialização de plantas medicinais e outros 

remédios caseiros. Também foram entrevistados especialistas da medicina 

cabocla e usuários de diversas comunidades. Entre estas comunidades estão 

duas vilas localizadas no munícipio de Barcarena (Vila Nova e ltupanema), 

próximas a Belém. O trabalho nestas comunidades foi realizado entre os anos de 

1985 e 1986, por Amorozo e Gely (1988). As pesquisas levantaram uma lista de 

30 espécies, das quais 24 foram selecionadas para os estudos subsequentes 

(passos 2 e 3 da metodologia acima discutida). Destas, seis foram selecionadas 

para serem avaliadas em testes farmacológicos específicos para atividade 

antinociceptiva. 

Uma das espécies, considerada promissora por essa análise, foi Psychotria 

co/orata (Will. ex R. & S.) Muell. Arg., conhecida popularmente como "pérpetua

do-mato". Esta espécie foi indicada em 67% dos usos para o manejo da dor 

(Figura 2). 



$ de dor 

67$ 
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Figura 2: Porcentagem de usos para dor indicado por populações caboclas do 

Estado do Pará, para a espécie Psychotria colorata. 
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As flores de pérpetua-do-mato são usadas pelos caboclos de Barcarena 

para dor de ouvido, utilizando a seguinte receita de preparo: colocar a flor 

debaixo do riscado (cinza do fogão), amarrada dentro de uma folha de bananeira; 

deixar um pouquinho para amolecer. Tirar, lavar "para esfriar", fazer uma 

"boneca" com um pedaço de pano e pingar no ouvido (Amorozo e Gely, 1988; 

Elisabetsky e Castilhos, 1990). 

As raízes e frutos de Psychotria colorata também foram indicadas como 

sendo usadas para dores abdominais ou somente "dor". Neste caso, a raíz e os 

frutos são colocados em água e fervidos. A decocção é administrada por via oral 

(Corrêa, 1931; Elisabetsky et ai, 1995). 

Os testes químicos preliminares indicaram a presença de alcalóides como 

os principais compostos presentes nas folhas e flores da planta. Esta classe de 

compostos químicos tem importante significado na pesquisa de novos 

analgésicos. A avaliação farmacológica do extrato aquoso das folhas e flores de 

Psychotria colorata, em testes específicos para detecção de atividade analgésica 

(contrações abdominais induzidas por ácido acético, teste de formalina, e latência 

para retirada da cauda ao estímulo térmico- Tail Flick) evidenciou forte atividade 

antinociceptiva. A obtenção destes resultados determinaram a preparação de 

extratos alcaloídicos e sua avaliação farmacológica. 
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1.3. Objetivos 

Baseado na utilização popular da espécie Psychotria colorata por 

comunidades caboclas no manejo da dor, considerando-se que os resultados 

químicos preliminares indicaram a presença de alcalóides, e ainda os dados 

farmacológicos indicativos de atividade analgésica, o desenvolvimento deste 

trabalho relacionou as seguintes metas: 

a) avaliar a atividade analgésica dos alcalóides presentes nos extratos alcaloídico 

de folhas e flores; 

b) monitorar farmacologicamente o fracionamento do extrato alcaloídico de folhas, 

buscando a identificação do(s) alcalóide(s) ativo(s); 

c) analisar o efeito dos alcalóides do extrato de flores em ensaios neuroquímicos 

(in vitro) preliminares, com o objetivo de fundamentar a atividade in vivo e dar 

início à elucidação do modo de ação destes alcalóides. 



11. MATERIAL E MÉTODOS 
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O material vegetal foi coletado em diversos locais da cidade de Belém e 

outros munícipios do Estado do Pará. Material voucher foi depositado no New 

York Botanical Garden (ZC 23, NYBG) e a identificação confirmada pelo Dr. Brian 

Boom, do New York Botanical Garden. 

11.2. Drogas e reagentes 

11.2.1. Extratos, frações e amostras de alcalóides 

A pesquisa foi realizada de forma integrada entre os Laboratórios de 

Química de Produtos Naturais da UFPA e de Etnofarmacologia da UFRGS. A 

dinâmica da pesquisa integrada foi apropriada à metodologia etnofarmacológica, 

objetivando que os ensaios farmacológicos orientassem a investigação química, 

no sentido de racionalizar a busca pelos alcalóides responsáveis pelo efeito 

analgésico. 

O estudo fitoquímico de Psychotria colorata, foi objeto de uma dissertação 

de mestrado apresentada ao Curso de Pós-graduação em Química de Produtos 

Naturais da Universidade Federal do Pará (UFPA), por Carvalho (1993). 

O presente trabalho foi desenvolvido com os extratos e frações obtidos no 

decorrer do estudo fitoquímico integrado a este trabalho. Para permitir a 

compreensão sobre a obtenção dos alcalóides investigados nesta dissertação, o 

resumo do trabalho químico está descrito no Apêndice desta dissertação. 

Os resultados presentes neste trabalho se referem ao extrato alcaloídico 

inicial obtido a pH 7 de folhas (EAiFh-pH 7) e flores (EAiFr-pH 7); ao extrato 

alcaloídico obtido a partir da alcalinização das folhas pH 7 (EAa-pH 7) e as 

frações 20-24 (Fr. 20) e 26-32 (Fr. 26) obtidas do extrato EAa-pH7. 
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11.2.2. Reagentes 

As drogas usadas nos experimentos farmacológicos foram: Formalina 

(Merck); Ácido Acético (Merck); Tween - polisorbato 80 purificado (Rhodia); 

Sulfato de Morfina, gentilmente cedido pelo Dr.José Roberto Leite, da Escola 

Paulista de Medicina; Cloridrato de Naloxona (Sigma). 

Nos ensaios neuroquímicos foram utilizados os seguintes reagentes: 

[3H)Adenosina-3',5'-monofosfato-cíclico (AMPc 23Ci/mmol), B,y

lmido[3H)guanosina 5'-trifosfato (19.1 Ci/mmol) e [3H)naloxona (60 Ci/mmol) 

adquiridos da Amersham Life Science. Guanina-imidodifosfato (GMP-PNP) e 

Adenosina-5'-trifosfato (ATP) obtidos da Boehringer Mannhein. Proteína quinase 

de coração bovino, Albumina sérica bovina, 3'-5'-Monofosfato cíclico de 

adenosina (AMP cíclico) e Naloxona obtidos da Sigma Company, St. Louis, MO. 

Todos os outros reagentes de grau analítico foram obtidos de fornecedores 

padrões. 

11.3. Animais 

11.3.1. Ensaios in vivo- em todos os experimentos farmacológicos foram usados 

camundongos albinos (Swiss), machos e adultos, pesando entre 25-30g (comida 

e água ad libitum), fornecidos pelo Biotério do Instituto de Biociências da UFRGS. 

11.3.2. Ensaios in vitro- utilizou-se ratos Wistar, albinos, machos, adultos (60-90 

dias), mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com comida e água ad libitum, 

adquiridos do IB da UFRGS. 



11.4. Preparação das soluções de alcalóides 
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11.4.1. In vivo 

O extrato aquoso foi solubilizado diretamente em água destilada. O extrato 

alcaloídico de folhas e flores, e as frações do extrato de folhas foram 

solubilizadas em tween (68 J.lllml de solução). 

11.4.2. In vitro 

Pelo fato de não termos trabalhado com uma substância isolada, com 

estrutura e peso molecular definidos, não foi possível realizar concentrações 

molares com o extrato alcaloídico de flores. 

As soluções foram preparadas na concentração de 1.000 J.lQ/ml, diluídas 

numa proporção de 30 J.ll de tween/ml de solução para os ensaios da união 

específica de [3H]GTP-PNP e atividade de adenilato ciclase. 

Para o ensaio da união específica de [3H]Naloxona, o solvente tween 

mostrou-se incompátivel com a preparação. Após várias experiências na tentativa 

de encontrar um solvente adequado, optou-se pela solubilização dos extratos em 

2 J.ll de HCI 3 N para um volume final de 7 ml, o que mantinha o pH da preparação 

nas condições ideais para o estudo de receptores opióides e não precipitava o 

extrato. 

11.5. Ensaios in vivo 

Em todos os experimentos os animais foram colocados por 45 minutos, 

antes de iniciar os testes, em caixas de acrílico (20 x 20 x 20 em), com a 
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finalidade de evitar estresse e o fator novidade, reconhecidos por liberar opóides 

endógenos (Netto et ai, 1987). 

As soluções testadas foram administradas 30 minutos antes dos 

procedimentos algogênicos. Todas as substâncias testadas foram administradas 

por via intraperitonial (i.p.). 

Os resultados de todos os testes foram validados com sulfato de morfina, o 

opóide padrão. Para os grupos controle foram usados salina (morfina, naloxona) e 

solução de tween (extratos alcaloídicos e frações). 

11.5.1. Teste de Formalina 

Os experimentos foram realizados segundo o método descrito por 

Hunskaar e Hole (1987). Após a administração das substâncias testes, foi injetado 

subcutaneamente (s.c.) 3ml de uma solução de formalina 1 %, no dorso da pata 

traseira esquerda dos animais, usando uma microseringa com agulha de 20 

gauge. 

Os camundongos foram observados nas caixas de acrílico com um espelho 

de três lados, que permitiu uma visão ampla das patas; o tempo despendido pelo 

animal em lamber a pata (tempo de "licking") foi observado e registrado da 

seguinte maneira: nos 5 primeiros minutos após a injeção de formalina (fase 

precoce) e por 1 O minutos iniciados após 20 minutos da injeção na pata do animal 

(fase tardia). 

As duas fases do teste de formalina em camundongos parecem ser 

diferentes, envolvendo diferentes mecanismos de nocicepção. A reação dos 

animais na fase precoce é devido à ação direta de formalina em nociceptores, 

enquanto que na fase tardia, está relacionada à inflamação. 
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1.5.2. Teste de Tail Flick (latência para retirada da cauda ao estímulo 

térmico) 

A analgesia foi avaliada com equipamento de Tail Flick (Aibasch 

Equipamentos Eletrônicos). Os métodos de Netto et ai (1987) e Ramabadran et ai 

(1989) foi adaptado como segue. A linha de base de latência (tempo de reação) 

foi obtida com três medidas pré-droga, sendo a média das três medidas 

considerada o tempo de reação pré-droga. Animais com 2 medidas iguais ou 

acima de 6 segundos foram descartados. 

Os tratamentos foram administrados imediatamente após a última medida 

pré-droga. Após trinta minutos foram realizadas mais 3 medidas e a média destas 

foi considerada como tempo de reação pós-droga. O tempo de 1 O segundos foi 

estabelecido como o teto máximo em cada medida, para evitar dano tecidual. 

A dose dos alcalóides que apresentou maior atividade foi usada para a 

reversão com naloxona, que foi administrada (i.p.) 8 minutos antes da droga teste. 

Naloxona foi usada em duas doses (3,0 e 10,0 mg/kg), dependendo da resposta 

dos animais às doses de morfina. 

11.6. Ensaios in vitro 

11.6.1. Preparação de Membrana (união específica de [3H]Naloxona) 

A preparação de membrana foi realizada como descrito por Lee et ai. 

(1975). Os ratos foram decapitados, o cérebro dissecado e os estriados 

removidos rapidamente e pesados. A estrutura foi homogeneizada em 50 volumes 

de tampão Tris/HCI 50 mM (pH 7.4). O homogeneizado foi centrifugado a 
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1 OO.OOOxg por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado 

ressuspendido no mesmo volume de tampão e recentrifugado. 

O precipitado final foi suspenso no tampão, ajustando-se a concentração 

de proteína para 0,2 mg/ml. Estes procedimentos foram realizados a uma 

temperatura de 4°C. 

11.6.2. Ensaio da União Específica ("binding") de [3H]Naloxona 

A membrana (200 ~g de proteína) foi incubada por 5 minutos a 35°C num 

volume final de 500 ~I de meio de incubação contendo tampão Tris/HCI 50 mM 

(pH 7.4). Após este procedimento foi adicionado [3H]Naloxona e incubado por um 

período adicional de 15 minutos a 35°C. Os experimentos foram realizados em 

triplicata. A reação foi interrompida por filtração sob vácuo com filtros GF/8 

Sartorius e imediatamente lavados com 20 ml de tampão Tris/HCI 50 mM gelado 

(pH=7.4). Os filtros foram depositados em frascos (vial's plásticos) com 3 ml de 

líquido de cintilação (2 litros de tolueno, 1 litro de Triton X-1 00, PPO 16.5 mg e 

POPOP 250 mg) para a determinação da radioatividade com cintilador Wallac 

1409 Liquid Scintillation Counter. 

11.6.3. Preparação de Membrana (atividade de adenilato ciclase e união 

específica [3H]GMP-PNP) 

Membranas lisadas e lavadas foram preparadas por uma modificação do 

método usado por Souza e Ramirez (1991). Após a retirada e pesagem dos 

estriados, estes foram homogeneizados em 20 volumes de solução com sacarose 

0.32 M, Tris/HCI 10 mM e MgCI2 1 mM (pH 7.4). O homogeneizado foi 
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centrifugado a 1.000xg por 15 minutos, o sobrenadante (S1) foi reservado em 

gelo. O precipitado foi ressuspenso no tampão inicial e novamente centrifugado. 

O segundo precipitado foi descartado e S1/S2 foram juntados e 

centrifugados a 27.000g por 15 minutos. O precipitado resultante foi ressuspenso 

em 20 volumes do tampão Tris/HCI10 mM (pH 7.4) e permaneceu no gelo por 30 

minutos para que vesículas formadas durante a homogeneização com sacarose 

fossem lisadas. 

A seguir foi realizada nova centrifugação a 27.000xg por 15 minutos. Este 

procedimento foi repetido por mais três vezes, lavando-se sempre o precipitado 

com tampão Tris/HCI 1 O mM. Ao final o precipitado foi ressuspenso no tampão e 

ajustado para uma concentração final de proteína de 1 mg/ml. 

11.6.4. Ensaio da Atividade de Adenilato Ciclase (AC) 

A atividade da AC foi determinada de acordo com Paz et ai (1994), através 

da produção de AMPc a partir de ATP não radioativo. As incubações foram 

realizadas a 30°C em frascos de eppendorf, com volume final de 100 Jll, Tris/HCI 

20 mM, MgCb 1 O mM, ditiotreitol (OTT) 1 mM, 1 g% albumina sé rica bovina, 

GMP-PNP (exceto nos tubos controle) e os alcalóides de Psychotria colorata (10 

Jlg/tubo) ou solução de tween (1 O Jllltubo). A membrana foi pré-incubada por 15 

minutos, sendo que a reação foi iniciada pela adição de de ATP 1 mM e 

interrompida após 1 minuto através de fervura por 5 minutos. Após a interrupção 

da reação, os tubos foram centrifugados a 12.000xg por 5 minutos e o precipitado 

descartado. Alíquotas de 50Jll (amostra) do sobrenadante foram utilizadas para 

dosagem do AMPc formado. 



11.6.5. Dosagem do AMPc formado 
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O conteúdo de AMPc produzido foi dosado de acordo com Tovey et ai 

(1974) pelo método de "radio binding ensaio". Em frascos do tipo eppendorfs 

foram adicionados 50 Jll da solução de [3H]AMPc e 100 Jll da solução de proteína 

"binding" da AMPc (proteína quinase A). Os eppendorfs foram incubados a 4 o c 
(em gelo) de 14 a 18 horas. A incubação foi interrompida pela adição de 100 Jll de 

carvão ativado (650 mg de carvão, 500 rng de albumina e 25 ml de tampão do 

Kit). O tampão Kit foi preparado com Tris/HCI 1 M e 25 ml de EDTA). Os tubos 

foram centrifugados por 2 minutos a 12.000xg. Retirou-se uma alíquota de 120 Jll 

do sobrenadante, que foi pipetada em frascos (vial's plásticos) onde previamente 

havia sido adicionado 240 Jll de uma solução SDS 0.1 N/HCI 3 N/NaOH 1 N. 

Adicionou-se 3 ml da líquido de cintilação para a determinação da radioatividade 

em cintilador. Determinou-se a concentração de AMPc formado nas amostras, por 

comparação com a faixa linear de uma curva padrão com concentrações de AMPc 

que variavam de 1 a 16 pmolltubo. 

11.6.6. Ensaio da União Específica de [3H]GMP-PNP 

As medidas da união de [3H]GMP-PNP a membranas (200-300 Jlg de 

proteína) foram realizadas no seguinte meio de incubação: Tris/HCI 25 mM, MgCI2 

5 mM, DTT 1 mM, em volume final 500 Jll. As membranas foram incubadas a uma 

temperatura de 30°C por 15 minutos. A incubação foi iniciada pela adição da 

membrana e interrompida por centrifugação a 12.000xg por 2 minutos. O 

precipitado foi rapidamente lavado com H20 destilada fria (4°C) e tratado com 

SDS 0.1 g%. Após 14 a 18 horas, os frascos contendo as membranas incubadas 
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foram levados à estufa a 60°C por 15 minutos. Após agitação dos tubos, retirou

se uma alíquota de 240 J..LI da amostra que foi adicionada em fracos contendo 100 

J..LI de HCI 3 N. Após a adição de 3 ml de líquido de cintilação, os frascos foram 

levados ao cintilador para a determinação da radioatividade. 

A interação específica foi calculada pela diferença entre a os valores da 

união total e inespecífica (concentrações 1.000 vezes maiores de GMP-PNP não 

radioativo). 

11.7. Dosagem de Proteínas 

O conteúdo proteico foi determinado como descrito por Lowry et ai (1951 ), 

em alíquotas da suspenção final das preparações de membrana. Uma solução de 

albumina sérica 1 mg/ml foi usada para a curva padrão. 

11.8. Análise Estatística 

11.8.1. In vivo 

Os resultados do Teste de Formalina foram analisados por análise de 

variância (ANOV AIO MS) de uma via. 

No Teste de Tail Flick, os resultados das medidas pré e pós-tratamento 

foram comparadas pelo Teste de Wilcoxon. A diferença entre as medidas pós

droga entre os grupos foi analisada pelo Teste de ANOVAIDMS. 

11.8.2. In vitro 

Os resultados dos ensaios in vitro foram analisados pelo Teste 

ANOVAIDMS ou pelo Teste t de Student. 



111. RESULTADOS 
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111.1. Resultados in vivo 

111.1.1. Teste de Formalina 

Os resultados do EAiFh-pH 7 de Psychotria colorata no teste de formalina 

(precoce e tardia) comparados com os resultados iniciais obtidos com o extrato 

aquoso (EAq), podem ser vistos na Tabela 11. Os dois extratos apresentaram 

atividade em ambas as fases. Pode-se perceber que na fase precoce EAq 

apresentou uma resposta dose-dependente. Na fase tardia o efeito inibitório 

máximo deste extrato, é alcançado com a menor dose avaliada (15.6 mg/kg). 

O EAa-pH 7 (obtido a partir das folhas alcalinizadas) foi estudado somente 

na fase precoce do teste de formalina. Estes resultados podem ser observados na 

Figura 3; a maior dose (12,5 mg/kg) apresentou apenas uma moderada inibição 

do tempo dispendido em lamber a pata ("licking"). 
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Tabela 11: Efeito dos extratos aquoso e alcaloídico inicial (pH 7) de folhas 

Psychotria colorata no teste de Formalina (fases precoce e tardia) 
Tratamento Dose N Licking Inibição N Licking Inibição 

(mg/kg) (0-Smin) (%) (20-30min) (%) 

Salina - 17 130,4 ± 9,1 - 8 104,5 ± 17,6 -

Morfina 0,4 18 114,4 ± 6,8 12,2 11 64,6 ± 11,0 38, 1* 

0,8 12 78,3 ± 4,0 40,0* 12 61,1 ± 12,0 41,5* 

1,6 12 69,7 ± 6,7 46,5* 11 30,3 ± 11 ,O 71 ,0** 

EAq 15,6 12 113,3±11,0 13,2 4 1,9±1,9 98,2** 

62,5 4 76,0 ± 19,0 41,7 - - -

250,0 6 38,8 ± 5,8 70,3** 5 0,0 ± 0,0 1 00,0** 

500,0 5 9,0 ± 2,5 93, 1** - - -

Tw - 5 107,1 ± 7,0 - 6 47,1 ±6,4 -

EAi 15,6 6 83,7 ± 8,0 21,8 6 18,5±8,4 61 ,0** 

31,2 6 46,1 ± 3,4 57,0 ** 5 0,0 ± 0,0 1 00,0** 

Valores expressos em segundos (média ± erro padrão). * p< 0,05; ** p< 0,01 (ANOVA) 

em relação aos respectivos controles. 

Tw = tween; EAq = extrato aquoso; EAi = extrato alcaloídico inicial. 
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FIGURA 3: Efeitos analgésicos do EAa-pH 7 no teste de Formalina (fase 

precoce). Salina n= 18; tw n= 17; morfina n= 8; EAa-pH 7 n= 6 (7,3 

mg/kg) e 4 (12,5). As barras representam o erro padrão. * = p < 0.05-

ANOVA: comparação com os respectivos controles. 

S = salina; M = morfina; Tw = Tween; EAa = extrato alcaloídico de 

folhas alcalinizadas pH 7. 
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111.1.2. Teste do reflexo de retirada da cauda por estímulo térmico (Taíl Flick) 

A Figura 4 compara os efeitos analgésicos dos alcalóides dos EAa-pH 7 

(Figura 4a) e EAi-pH 7 (Figura 4b) de Psychotria colorata no teste de Tail Flick. 

Como pode ser observado, todos os tratamentos produziram analgesia reversível 

pela administração prévia de naloxona. 

O efeito analgésico das Fr. 20 e Fr. 26 (vide obtenção no Apêndice) está 

representado nas Figuras 5 e 6. A F r. 20, na dose de 10,0 mg/kg, apresentou um 

efeito analgésico comparável à morfina 3,5 mg/kg. A analgesia foi revertida 

quando administrada naloxona previamente. 
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FIGURA 4a: Efeitos analgésicos de EAa-pH 7 de Psychotria co/orata, morfina e a 

reversibilidade por naloxona. A reversão por naloxona foi testada 20 

mg/kg de EAa-pH 7. n= 5. As barras representam o erro padrão. ** = p 

< 0.01-ANOVA: comparação com os respectivos controles. 

S = salina; M = morfina; N = naloxona; Tw = Tween: EAa-pH 7 = 

extrato alcaloídico de folhas alcalinizadas pH 7. 
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FIGURA 4b: Efeito inibitório de EAiFr-pH 7 de Psychotria colorata, morfina e a 

reversibilidade por naloxona no teste de Tail Flick. A reversão por 

naloxona foi testada na dose de 50 mg/kg do extrato. n= 5. As barras 

representam o erro padrão.**= p < 0.01-ANOVA: comparação com os 

respectivos controles. 

S = salina: M = morfina: Tw = Tween: EAiFr-pH 7a = extrato 

alcaloídico de flores pH 7. 
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FIGURA 5: Efeito inibitório da Fr. 20 do EAa-pH 7 de Psychotria colorata, morfina 

e a reversibilidade por naloxona no teste de Tail Flick. A reversão por 

naloxona foi testada na dose de 1 O mg/kg do extrato. n= 5. As barras 

representam o erro padrão. ** = p < 0.01-ANOVA: comparação com os 

respectivos controles. 

S = salina; M = morfina; Tw = Tween; N = naloxona; Fr. 20 = fração 

20. 
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FIGURA 6: Efeito da Fr.26 do EAa-pH 7 de Psychotria coforata, morfina e a 

reversibilidade por naloxona no teste de Tail Flick. A reversão por 

naloxona foi testada na dose de 20 mg/kg do extrato. n= 5. As barras 

representam o erro padrão. ** = p < 0.01-ANOVA: comparação com os 

respectivos controles. 

S = salina; M = morfina: Tw = Tween; N = naloxona: Fr. 26 = fração 

26. 
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111.2. Resultados in vitro 

111.2.1. União específica de [3H] Naloxona 

Foi realizada uma curva de concentração (3H]Naloxona para validar a 

técnica em nosso laboratório, utilizando 25, 50 e 100 nM do radioligante. A 

interação específica foi calculada pela diferença entre os valores obtidos na 

ausência (união total) e na presença (união inespecífica) de naloxona não 

marcada em concentrações 1. 000 vezes maiores que a concentração de 

[3H]Naloxona. A Figura 7 demonstra que a união específica aumenta com o 

aumento das concentrações de [3H]Naloxona. 

A concentração de 100 nM foi selecionada para a pesquisa da interferência 

dos alcalóides de Psychotn'a colorata na união específica de [3H]Naloxona. A 

confirmação da especificidade do "binding" foi demonstrada pela curva de 

concentração de morfina inibindo a ligação do antagonista radioativo. A Figura 8a 

apresenta a curva de concentração de morfina (5-1 00 nM) inibindo a união 

específica de [3H]Naloxone de forma dose-dependente. O efeito dos alcalóides 

do extrato e flores de Psychotria co/orata (0,3-30~g/tubo) são apresentados na 

Figura 8b: eles inibem a ligação de [3H]Naloxona com um padrão dose

dependente, comparável ao efeito de morfina. 
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FIGURA 7: Curva dose-resposta da união específica de [3H]Naloxona (25, 50 e 

100 nM). Os valores foram expressos em pmol/mg de proteína. Cada 

ponto representa Média ± EPM de nove experimentos separados. 
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FIGURE 8a: Curva dose-resposta dos efeitos de morfina (5, 1 O, 25, 50, 100 nM) 

na ligação específica [3H]Naloxona 100 nM. Valores foram expressos 

em pmol/mg de proteína. Cada ponto representa Média± EPM de três 

experimentos. *= p<O.OS, **= p<0.01, ANOVA. 
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Figura 8b: Inibição da união específica de [~H] Naloxona pelo EAiFr-pH 7 (0.3, 

1, 3, 1 O e 30~g/tubo) de Psychotria colora ta. Valores foram expressos 

em pmol/mg de proteína. Cada ponto representa Média ± EPM de três 

experimentos. *= p<O.OS, **= p<0.01-ANOVA. 

EAiFr-pH 7 =extrato alcaloídico de flores pH 7. 
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111.2.2. Atividade de adenilato ciclase (AC) e União específica de [3H]GMP

PNP 

A Figura 9 demonstra que tanto EAiFr-pH 7 (10Jlg/tubo) de Psychotria 

co/orata quanto morfina, não interferem na atividade da enzima adenilato ciclase 

quando estimulada por GMP-PNP. Entretanto, EAiFr-pH 7 apresentou uma 

pequena inibição na atividade de AC basal. O extrato de Psychotria colorata não 

afetou a ligação de (3H]GMP-PNP. O resultado pode ser visto na Figura 1 O. 
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FIGURE 9: Efeito do EAiFr-pH 7 (1 O!lg/tubo) e de morfina (1 ,32 !lM) na atividade 

de (AC). Valores estão expressos em pmol AMPc/mg proteína/min. 

Cada valor representa Média ± EPM de três experimentos. A análise 

estatística: a) compara os níveis de AMPc entre Tween e EAiFr-pH 7 

(Teste t-Student, *= p<O.OS); b) os níveis de AMPc na presença ou 

ausência (basal) de GMP-PNP (ANOVA # = 0.01). 

EAiFr- pH 7 =extrato alcaloídico inicial de flores. 
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FIGURE 10: Comparação entre os efeitos de EAiFr-pH 7 de Psychotria 

colorata ( 5 e 50 ~tg/tubo) com H20 e tween na união específica de 

[3H]GMP-PNP (40 nM) . Valores foram expressos como pmol/mg de 

proteína. Cada valor representa a Média± EPM de três experimentos. 

Não foi observada diferença significativa. 

Tw = tween; EaiFr-pH 7 = extrato alcaloídico de flores pH 7. 



IV. DISCUSSÃO 
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A metodologia etnofarmacológica, bem direcionada e coerentemente 

interpretada, tem dado provas de que pode ser a mais eficaz estratégia na 

procura de novas drogas de origem vegetal. A espécie Psychotria colorata, 

pertencente a um gênero botânico rico em plantas usadas tradicionalmente na 

medicina popular, se afirmou neste trabalho como uma fonte importante de 

compostos bioativos. 

O gênero Psychotria encontra-se botanicamente classificado na grande 

família RUBIACEAE, extremamente bem representada no noroeste da Amazônia. 

Apesar de ser cosmopolita, muitas espécies são tropicais. A família é bem 

conhecida por ser fonte de café, quinina e ipeca. Esta família é rica em 

constituintes químicos com potencial atividade biodinâmica, incluíndo iridóides, 

diversos tipos de alcalóides, triterpenos e seus compostos glicosídicos, esteróis, 

antraquinonas, derivados naftalênicos, polifenóis, taninos, compostos 

cianogênicos, entre outros (Schultes e Raffauf, 1990). 

As espécies do gênero Psychotria têm gerado considerável interesse por 

apresentarem compostos biologicamente ativos, principalmente alcalóides e entre 

eles os de núcleo pirroloindolínico. Um levantamento bibliográfico, realizado por 

Leal (1994) apresenta uma visão geral das espécies de Psychotria que contêm 

alcalóides e sua distribuição geográfica (Tabela 111). Interessante ressaltar, que 

são minoria as espécies que apresentam estes compostos e que estas parecem 

estar restritas a territórios geográficos determinados, como América do Sul e Ilhas 

do Pacífico. 

U f !lii !l!H\l! 
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Tabela 111: Presença de alcalóides em espec1es de Psychotria. 
Origem Espécies Orgãos Presença Referências 
Geográfica testados de 

alcalóides 
BRASIL P. co/orata F,FL + Elisabetsky et ai, 1990 

P. lupulina F + Schultes et ai, 1990 
PERU P. patens F + Smolensky et ai, 1975 

P. carthagenensis F,Ca + Rivier et ai, 1972 
P. viridis F + 

GUIANA P. p/atypoda F,Ca, Rz + 
FRANCESA P. poeppigiana F, FI + Grenand et ai, 1987 

P. ulviformes F + 

PORTO RICO P. berteriana F,Ca - Fong et ai, 1972 
P. guadalupensis Pl -
P. eminiana PA -
P. kirkii F, Fr -
P. linearisepa/a F, Ca, Rz -

ZAIR E P. peduncularis F, C - Malaisse et ai, 1979 
P. plantaginoidea Pl -
P. spithamea PA,Rz -
P. succu/enta F,Fr,C -

FRANÇA P. bacteriophyla F -
P. emetica F - Rivier et ai, 1972 
P. undu/ata F -
P.angulata F, Ca, Fr - Amarasingham et ai, 
P. ca/ocarpa F, Ca, Rz, Fr - 1964 
P. griffrthii F,Ca -

MALÁSIA P. malayana F,Ca, C,Rz - Kiang et ai, 1961 
P. montana F,Ca,Rz - Adjibadé, 1989 
P. rostrata F + Willaman et ai, 1961 
P. sarmentosa F,Ca,Rz - Lajis et ai, 1993 
P viridiflora F,C - Willaman et ai, 1961 
P. expansa F + 

INDONÉSIA P. hirta F + Arbain et ai, 1989 
P. rostrata F + 

AUSTRALIA P. coelospermum F,Ca - Smolensky et ai, 1974 
P. amphytirsa F,Ca -
P. apiculata F, Ca,C -
P. beccarioides F,C + 
P. chaunantha F,Ca -

P. dip/ococca F,C -
P. djamuensis F,C -
P. dolichosepala F,Ca,C -
P. /eonardii F,Ca -

NOVAGUINÉ P. leptothyrsa F,Ca - Hartley et ai, 1973 
P. luteola F,C -
P. micra/abastra F,C -
P. multicostoides F,C -
P. olívacea F -
P. randiana F,C -
P. shumanii F,C,Fr -
P. stricta F,Ca -



Tabela 111 (continuação): Presença de alcalóides em espécies de Psychotria. 
Origem Espécies Orgãos Presença Referências 
Geográfica testados de 

alcalóides 
P. baillonií F,Ca,C -
P. ba/ansae F,Fr -
P. brachylaena F,Fr,C -
P. calorhamnus F -
P. cardiochlamys F,C -
P. co/Hna F,C,Fr + 

P. douarreí F,C,Rz + 

P. tuscopílosa F,Fr -
P. goniocarpa F,C -

NOVA P. laxíssíma F -
CALEDÔNIA P. /eratíi F,Ca,C -

P. leucococca F,C -
P. fígustrina F,Fr + 

P. fycioides F,C -
P. microglosa F,C - Adjibadé, 1989 

P. monanthos F - Paris et ai, 1969 

P. nummufarioides F, C -
P. o/eoides F + 

P. oubatchensis F.C -
P. pancheri F -
P. rubefacta F -
P. rupico/a 

F,C -
F -

P. serpenfforens 
F -

P. speciosa F -P. suaveofens F,C 
P. toninensii -
P. anethyensis F,Fr,Rz -
P. forsteriana F,C,Rz,Fr + 

V ANUA TU P. mifnei F + Adjibadé, 1989 
P. nacdado F,C -
P. trichostoma F,C + 

Rz- ra1z; Ca= caule; C-casca; F=folhas; FI- flores; Fr=frutos; Pl- planta mte1ra;PA= parte aerea 
+ = presente; - = ausente. 
Fonte: Leal, 1994 
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Os estudos químicos de espécies de Psychotria têm mostrado a ocorrência 

de diversas classes de compostos, tais como: alcalóides complexos, 

provavelmente derivados de um precursor triptamínico, naftoquinona, ácido 

ursólico e derivados, triptaminas, fitosterois e complexos metálicos de níquel 

(Carvalho, 1993). Uma variedade de compostos alcaloídicos foram isolados de 

diversas espécies de Psychotria. Os alcalóides poliindólicos chimonantina, 

hodkinsina, psychotridina, iso-psychotridina, quadrigemina A, quadrigemina B, 

foram isolados de folhas e/ou da planta inteira de Psychotria forsteriana (Roth et 

ai, 1985; Adjibadé et ai, 1986). Estes alcalóides comportam-se como potentes 

inibidores da agregação plaquetária humana, agindo em doses inferiores aos 

inibidores clássicos como dipiridamol e isobutilmetilxantina (Beretz et ai, 1985; 

Adjibadé, 1989). Recentemente, foram isolados das cascas do tronco desta 

espécie, calicantina e seus isômeros iso-calicantina e meso-chimonantina. A 

calicantina é um convulsivante eletrofisiologicamente semelhante a estricnina 

(Adjibadé et ai, 1991, 1992). 

Alcalóides pirrolidinoindolínicos, como hodkinsina, psychotridina, iso

psychotridina A, iso-psychotridina B e quadrigemina C, foram encontrados nas 

folhas de Psychotria oleoides da Nova Caledônia. Os três últimos foram avaliados 

quanto a atividade antibiótica, sendo que iso-psychotridina B foi o mais ativo 

(Libot et ai, 1987; Adjibadé, 1989). Ainda desta espécie, foi isolado outro alcalóide 

indólico, a psycholeína, que assim como outros alcalóides pirrolidinoindolínicos, 

inibem a liberação do hormônio de crescimento (Guéritte-Voegelein et ai, 1992). 

Outras espécies de Psychotria foram fonte para o isolamento de alcalóides 

poliindólicos: Psychotria beccarioides encontrada na Nova Guiné (Adjibadé, 

1989); Psychotria rostrata, comum na Malásia Peninsular, apresenta como 

componente principal a quadrigemina B, além de hodgkinsina, (-) calicantina, (+) 

chimonantina e calicantina (Lajis et ai, 1993). Esta espécie é usada 
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tradicionlamente na Malásia para o tratamento de constipação. A quadrigemina 8, 

apresentou atividade citotóxica para células HEP-2 e para linfócitos humanos 

normais; também foi observada atividade bactericida (Mahmud et ai, 1993); os 

alcalóides (-) emetina, cefaelina, emetamina e 0-metilpsicotrina, foram isolados de 

Psychotria granadensis (Cordell et ai, 1989); da espécie Psychotria tomentosa o 

alcalóide isoquinolínico (-) emetina (Willaman e Shubert, 1961). 

Os extratos de Psychotria colorata foram avaliados a princípio nos teste de 

Formalina e de contorções abdominais induzidas por ácido acético. O teste de 

contorções abdominais é mais sensível que o teste de formalina, porém menos 

específico que esse último (Hunskaar e Hole, 1987). No estudo desta planta, os 

ensaios farmacológicos iniciais indicaram que o extrato aquoso (EAq) das folhas 

possuía potente atividade analgésica, tanto no teste de Formalina quanto em 

Writhing induzido por ácido acético (Eiisabetsky et ai, 1995). A preparação de 

extratos contendo principalmente os alcalóides das folhas de Psychotria colorata 

(EAiFh-pH 7), proporcionou um ganho da atividade analgésica se comparado com 

a faixa de doses ativas encontradas nos ensaios preliminares realizados com o 

extrato aquoso. 

Na Tabela 11 podemos analisar a afirmação acima: na fase precoce do teste 

de Formalina, EAq exibia 41% de inibição do tempo dispendido em lamber a pata 

(licking) na dose de 62,5 mg/kg, enquanto que com a metade desta dose (31,2 

mg/kg) o extrato alcaloídico (EAiFh-pH 7) atinge 57% de inibição. A obtenção de 

extratos partindo-se de folhas alcalinizadas (EAa-pH 7), que concentrava ainda 

mais os alcalóides aumentando o rendimento da extração, propiciou os resultados 

de formalina (fase precoce) que estão na Figura 3, onde observa-se atividade 

estatisticamente significativa já na dose de 12,5 mg/kg (36% de inibição do tempo 

de licking). 
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Nesta fase do trabalho pode-se constatar que os alcalóides de Psychotria 

colorata eram, de fato, os componentes que conferiam a atividade analgésica a 

esta espécie. Os vários extratos e frações contendo alcalóides começaram então 

a ser analisados pelo teste de Tail Flick, o mais usado para detecção de atividade 

analgésica do tipo opióide, que tem como "end point" de observação um aumento 

de latência para a retirada da cauda, que pode ser induzido pela administração de 

drogas opióides (Kawakita e Funakoshi, 1987). 

É conhecido que os testes nociceptivos térmicos envolvem principalmente 

a ativação de receptores opióides do tipo !J. e de receptores K nos testes com 

algogênicos não-térmicos (Abbot e Young, 1988; Fürst et ai, 1988). Os alcalóides 

de Psychotria colorata foram eficientes em bloquear os reflexos dolorosos nos 

dois tipos de teste. 

Os extratos alcaloídicos de folhas e de flores (Fig. 4a e 4b) e as frações 

obtidas do extrato de folhas (Fig. 5 e 6) apresentaram uma clara atividade 

analgésica no teste de Tail Flick e este efeito foi reversível pela administração 

prévia do antagonista opióide naloxona. 

A ligação específica de neurotransmissores e o acoplamento aos seus 

receptores desencadeando eventos celulares, têm sido usado como uma 

relevante ferramenta para o estudo dos correlatos neuroquímicos dos efeitos 

observados in vivo de novas drogas (Sweetnam et ai, 1993). Neste trabalho 

utilizou-se técnicas da união de radioligante para determinar a interferência dos 

alcalóides de flores de Psychotna colorata na ligação de [3H]Naloxona a 

receptores opióides, na união específica de GMP-PNP, além dos efeitos sobre a 

atividade de AC em cérebro de ratos. 

Os resultados obtidos até aqui devem ser vistos como preliminares, mas 

verifica-se uma inibição, pelos alcalóides, da união específica de [3H]Naloxona, 

com um perfil semelhante ao da morfina (Fig. 8a e 8b, respectivamente). Estes 
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resultados reforçam os dados obtidos nos ensaios farmacológicos, de que os 

efeitos analgésicos dos alcalóides de folhas e flores de Psychotria colorata 

envolve a ativação de receptores opióides. 

A participação dos receptores opióides e de seus ligantes em eventos 

celulares importantes têm sido relatados em inúmeros trabalhos. Existem 

evidências que os três principais tipos destes receptores (j.!, K, õ ) utilizam AMPc 

como seu segundo mensageiro e que a ativação de receptores opióides pode 

inibir a atividade de adenilato ciclase via proteína-G (Simonds, 1988, Jaffe e 

Martin, 1990; Konkoy e Childers, 1993). 

Os ensaios realizados para observar a interferência dos alcalóides de 

Psychotria colorata na união específica de [3H]GMP-PNP a proteínas-G, indicam 

que nas condições usadas, os alcalóides não afetam esta ligação (Fig. 1 O). No 

entanto, quanto a atividade de AC, os alcalóides inibem a produção de AMPc 

basal, sem interferir na produção estimulada por GMP-PNP (Fig. 9). 

É aceito que muitas das ações dos opióides se devem a sua grande 

estereoespecificidade (Simon e Hiller, 1994). Os analgésicos opióides com 

atividade central, apesar de possuírem estruturas químicas diferentes, 

apresentam características comuns: (a) um átomo de carbono quaternário; (b) um 

anel fenílico ligado a este átomo de carbono; (c) um grupo amino terciário 

separado do anel por dois átomos de carbono terciários; (d) uma hidroxila fenólica 

em posição meta relativa à ligação do carbono quaternário, caso o nitrogênio 

terciário seja parte de um anel de seis membros. A configuração absoluta e 

quiralidade seriam condições imprescindíveis para a atividade opióide, e isto 

pode ser demonstrado analisando-se o fato de que nos derivados de morfina 

somente isômeros levógiros apresentam atividade analgésica (Korokolvas e 

Burckhalter, 1988). 
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Estudos farmacológicos demonstraram que (-) eserolina (Fig. 11a), 

apresenta atividade analgésica superior a de (-) morfina (Fig. 11b) e a 

comparação das estruturas moleculares destes dois compostos indica que (-) 

eserolina apresenta todos os requisitos estruturais necessários para desencadear 

a atividade analgésica (Fürst et ai, 1982; Galli et ai, 1982; Schonenberger et ai, 

1986). 

Partindo dos pressupostos acima relacionados para que uma droga atue 

no SNC como um analgésico opióde, Carvalho (1993) comparou, através de 

modelos moleculares, as estruturas de alcalóides indolínicos com as estruturas de 

(-) morfina e(-) eserolina, e sugere que dentre os alcalóides pirroloindolínicos que 

têm configuração absoluta conhecida, somente meso-chimonatina (Fig. 11c) e 

hodkinsina (Fig. 11d) apresentam as exigências estruturais necessárias para se 

ligarem a receptores opióides. 

Durante o estudo fitoquímico foi isolado das folhas de Psychotria colorata 

(vide Apêndice) o alcalóide calicantina. Apesar do baixo rendimento deste 

alcalóide, foi possível testá-lo no teste de Tail Flick para verificar se o composto 

apresentava atividade analgésica, além de orientar a tentativa de novos 

isolamentos. Os resultados obtidos no ensaio farmacológico (Fig. 12) e a 

comparação das estruturas moleculares, segundo a análise acima, apontando a 

calicantina com impedimento estérico indicaram a impossibilidade deste composto 

estar envolvido com a atividade analgésica apresentada pela espécie vegetal em 

estudo. 

As análises mais recentes da mistura de alcalóides das flores, (investigada 

nos ensaios neuroquímicos), através de espectros de cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE), indentificaram a presença de vários alcalóides 

pirrolidinoindolínicos, incluíndo o trímero hodkinsina, que contém uma unidade 
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indolínica sobreponível a (-) eserolina, um dos compostos que pode estar 

relacionado com a ativação de receptores opióides, desencadeando o efeito 

analgésico. 

Estes dados complementam a observação dos ensaios in vivo e in vitro 

apresentados neste trabalho e corroboram a idéia de que os alcalóides de 

Psychotria colorata se constituem numa fonte de moléculas com potencial ação 

analgésica do tipo opióide. O isolamento, a caracterização completa das 

estruturas químicas e avaliação neurofarmacológica destes compostos, 

proporcionarão o esclarecimento da sua utilidade clínica e se estes são capazes 

de oferecer vantagens sobre os compostos atualmente em uso na terapêutica 

analgésica. 
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Figura 11: Fómula estrutural de: a. (-)eserolina; b. (-)morfina; c. meso

chimonantina; d. hodkinsina 
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Figura 12: Comparação dos efeitos de morfina com o alcalóide (+)-calicantina no 

teste de Tail Flick. Salina n = 6: Morfina n = 8: Tween n = 6; (+)

calicantina n = 9; Naloxone n = 6. As barras representam o EPM. * = p 

< 0.05- ANOVA/DMS comparação com salina 

S = salina; M = morfina; N = naloxone; Tw = tween; (+)-cal = (+)-

calicantina. 
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V.1. Conclusões 

A busca de novos compostos bioativos que tenham potencial utilidade na 

clínica médica, ou que sirvam de modelos para a síntese de novos compostos 

úteis terapeuticamente, ou ainda, como ferramenta para estudos que levem à 

compreensão dos sistemas fisiológicos, cumpre um papel importante dentro das 

ciências biológicas. A otimização desta procura, através de metodologias que 

direcionem corretamente a pesquisa, é de fundamental importância, 

principalmente dentro das universidades brasileiras. O método etnofarmacológico 

têm apresentado resultados positivos neste contexto, já que facilita a seleção de 

espécies e a orientação da pesquisa. 

O conhecimento popular pode ser testado e os resultados químicos, 

farmacológicos e neuroquímicos apresentados neste trabalho reafirmam a 

relevância deste conhecimento para direcionar esse tipo de pesquisa. 

A espécie Psychotria colorata, como outras espécies deste gênero, se 

mostrou uma fonte de alcalóides que podem ser aproveitados para as pesquisas 

de opióides, visto que os alcalóides desta planta apresentam atividade analgésica 

reversível por naloxone e que os dados neuroquímicos preliminares, indicaram 

que eles inibem a união específica de [3H]Naloxone e parcialmente a atividade de 

AC, o que provavelmente constitui a base neuroquímica para a atividade in vivo. 
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V.2. Perspectivas 

Os parâmetros neuroquímicos avaliados neste trabalho precisam ser 

melhor padronizados com a obtenção das constantes de afinidade e "binding" 

máximo. Em relação ao ensaio da união específica de opióides, há necessidade 

do uso de agonistas marcados radioativamente. 

Os demais parâmetros relacionados a atividade opióide (atividade de AC, 

união específica de GMP-PNP) necessitam ser padronizados especificamente 

para a pesquisa de opióides. 

O isolamento dos alcalóides proporcionará a possibilidade de conhecer 

qual(is) de fato é(são) os alcalóides responsável(is) pela atividade analgésica e o 

seu mecanismo de ação, através da inibição da união específica opióide com os 

agonistas de subtipos de receptor(~. K e õ). 
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Evolução do Estudo Fitoquímico de Psychotria co/orata 

Com o objetivo de confirmar o uso tradicional e encontrar as substâncias 

responsáveis pelo efeito indicado, foi realizado um estudo fitoquímico 

aprofundado de Psychotria colorata. 

As análises fitoquímicas preliminares foram feitas com extratos obtidos pela 

seguinte sequência de solventes de polaridade crescente: hexano, éter etílico, 

acetato de etila, etanol e água. Os extratos etanólico e aquoso apresentaram 

reação positiva para alcalóides com os reativos de Mayer, Dragendorff, 

Silicotunguístico e Bouchardat. Os resultados destes testes são apresentados na 

Tabela A1. 

Tabela A1: Testes preliminares fitoquímicos para classes de compostos 
presentes nos extratos aquoso e etanólico de Psychotria 
co/orata 

Classes de Extrato Aquoso Extrato Etanólico Reativo 

Compostos Folhas Flores Folhas Flores usado 
ácidos 

orgânicos - - - - Pascová 
açucares 
redutores + + + + Fehlina 
alcalóides 
terciários + + - + D, 8, M, St 
alcalóides 

quaternários + + + + D, 8, M, St 
vanilina 1%, 

catequinas - - - - HCI cone. 

flavonóides - - - - HCI cone., fita 
de Mg 

cloridrato de 
lactonas - - - - hidroxilamina, 

KOH 10% em 
MeOH, HCI1N 

e FeCb 1% 
D=Dragendorff, B=Bouchardat, M=Mayer, St=Silicotunguístico 
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O passo seguinte foi a realização da marcha para obtenção dos extratos 

alcaloídicos iniciais, de flores e folhas nas faixas de pH 7 e 1 O, a partir do extrato 

etanólico. A marcha de obtenção está apresenta no Esquema no 1. 

As análises por cromatografia em camada delgada (CCD), mostraram que 

os extratos alcaloídicos em pH 7 e pH 1 O eram diferentes entre si, mas que não 

havia diferença qualitativa entre as substâncias dos extratos de folhas e flores. De 

posse deste resultado, optou-se por utilizar as folhas para o preparo dos extratos 

para os estudos mais aprofundados, visto que as flores não são encontradas 

durante todo o ano e quando o são não apresentam quantidade suficiente para a 

realização dos extratos. 

Os testes de toxicidade aguda com estes extratos, indicaram uma alta 

toxicidade dos extratos obtidos a pH 1 O. Por este motivo, o extrato alcaloídico pH 

7 de folhas (EA pH 7 FH) foi escolhido para as análises subsequentes. 

Nesta etapa realizou-se o fracionamneto de EA pH 7 FH, por cromatografia 

"flash" em sílica. Entretanto a técnica não se mostrou produtiva quanto ao 

rendimento das frações, o que levou a busca de um sistema mais adequado. 

A solução encontrada para incrementar a extração dos alcaloídes foi 

alcalinizar as folhas antes da extração com EtOH. O monitoramento em CCD, 

mostrou não haver alteração na composição em relação aos extratos anteriores. 

A obtenção do extrato alcaloídico de folhas alcalinizadas e suas frações, 

está representada no Esquema no 2, seguindo os passos abaixo: 

(a) extração com EtOH em Soxhlet. 

(b) marcha alcaloídica (como no Esquema no 1). 

(c) CCPD em sílica gel. 

( d) CC em sílica gel. 

(e) CC em alumina CHCI3:Ac0Et:MeOH. CCDP em sílica gel CH2Ct2:NH40H. 

(f) CC em sílica gel CHCI3:Me0H:NH40H 
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(g) CC em sílica gel CH2CI2:MeOH:NH40H 

(h) CCPD em alumina 60 HF254 básica Et20:hexano:MeOH 

Foram obtidos extratos alcaloídicos pH 7, pH10 e pH 10E (este obtido a 

partir da emulsão formada na extração). As diferenças entre os extratos pH 7 e pH 

1 O foram novamente confirmadas, enquanto que o extrato pH 1 OE continha 

componentes de ambos. 

O extrato alcaloídico pH 1 OE foi fracionado com o seguinte sistema 

eluente: MeOH/H20/NH40H. Este extrato foi selecionado para fracionamento com 

base na sua composição, visto que apresentava aproximadamente 50% dos 

mesmos componentes do EA pH 7 e por haver indícios analíticos que apontavam 

para uma razoável separação por métodos cromatográficos. 

Das frações obtidas pelo Esquema no 2, somente foram trabalhadas as 

frações 26-32, 36 e 34-54. As frações 20-24 e 26-32, mostraram-se idênticas 

quando analisadas por eco, mas não quando submetidas a cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE). A fração 34-40 apresentou em CCD analítica, além dos 

componentes do extrato alcaloídico pH 7, componentes do extrato pH 1 O, o que 

conferiu um grau indesejável de toxicidade nos experimentos farmacológicos, 

além de baixo rendimento. Estes fatores determinaram a concentração dos 

estudos monitorados somente com as frações 20-24 e 26-32. 

Entre as análises realizadas para a identificação dos compostos isolados 

de Psychotria colorata, foram feitas RMN 1H, RMN 13C. Segundo estas análises 

foram isolados quadrigemina C (F2-P1 ); iso-calicantina (FP-2E) e outro sugerido 

como sendo calicantina (FX-3E). 



1)AcOH2% 
2) geladeira 1 noite 
3) filtração 

soLH20 pH3 

1) NaHCO 3 pH3 
2) CHC1 3 

1) Na2C03pH10 
2) CHC13 

4) concentração 

CHC13 
pH 10 (f= 0,398g; fh:;:: 0,9004g) 

1)H20 
2) NaS04 
3) filtração 
4) concentração 

E.A. pH 10 

(f:;:: O, 120g; fh:;:: 0,232g) 

ESQUEMA N-º 1 
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I 

E.A pH7 
0,9958g 

c 

F olhas Alcalinizadas 

a 

Extrat:oEtOH 

b 

E.A pH 10E 
4,7266g 

d 

E.A pH 10 
4.4930g 

FP-2E 
18mg 

iso-c alyc antina 
r------r--~~------~ 

3-8 
O, 1771g 

FX-3E 
4,7mg 

calycantina 

ESQUEMAN2 2 

20-24 
0,5536g 

26-32 
0,6320g 

f 

34-40 
0,2379g 

F2-P1 
0,0220g quadrigemina C 




