Introducéo: Os alcaloides inddlicos constituem uma classe de metabdlitos secundérios
extensivamente investigados 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).
Considerando a presenga de MIAs com nucleos B-carbolinicos (BCs) ou tetraidro-f-
carbolinicos (THPCs) em Heteropsychotria e as atividades biologicas atribuidas as
substancias pertencentes a esta classe, torna-se relevante a investigacado de espécies do género
buscando a identificacdo de compostos capazes de interagir com a enzima catecol-O-metil-
transferase (COMT). Métodos: Fragdes (4 e 40 ug/mL) e alcaloides isolados (10 e 100 uM)
de P. suterella e P. laciniata foram submetidos a ensaios enzimaticos objetivando a
identificacdo de inibidores da COMT. O protocolo para avaliacdo da atividade da COMT foi
adaptado e validado a partir de método previamente descrito (Journal of Molecular Catalysis
B: Enzymatic, v. 64, p. 162-166, 2010). As reacdes enzimaticas foram conduzidas em placas
de 96 pocos brancas (Microfluor™ 96-Well Fluorescence Plates). O ensaio baseia-se na
formacdo do produto fluorescente escopoletina a partir do substrato aesculetina (6,7-
diidroxicumarina) em reacdo de metilagdo catalisada pela COMT. As reacOes foram
realizadas a 37 °C e acompanhadas por leitura de fluorescéncia com comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo de 355 e 450 nm, respectivamente. As incubacfes foram realizadas em
tampédo fosfato de potassio 100 mM (contendo MgCl, 5 mM, L-cisteina 20 mM, pH 7,4)
considerando volume final de 200 pl e concentracdo final de DMSO de 2%. Todos os
reagentes e amostras foram solubilizados na mesma solucdo tampdo. A concentracdo de
enzima (COMT isolada de figado de porcos, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)
utilizada em todos os experimentos foi mantida constante em 11 pg/ml (concentracdo de
proteina). Por outro lado, cinco diferentes concentracGes de aesculetina (2 — 6 uM) e S-
adenosil-metionina (SAM) (10 — 100 uM) foram avaliadas. Como controle positivo (100%
atividade) utilizou-se DMSO 2% e como controle negativo, o inibidor 3,5-dinitro-catecol
(3,5-DNC) em concentracBes correspondentes ao ICsy (50% inibicdo) e 100 vezes o ICso
(100% inibicéo). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Resultados: As fragdes de
alcaloides totais de P. suterella e P. laciniata (SAE e LAE) e os alcaloides lialosideo (1),
estrictosamida (2), valesiacotamina lactona (3), e E/Z-valesiacotamina (4 e 5) foram
submetidos a testes in vitro objetivando a identificacdo de inibidores da COMT. O ensaio
utilizado mostrou-se adequado para a realizacdo de triagem com extratos vegetais e MIAs.



