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RESUMO: Os estudos etnofarmacoldgicos abrangem 10% das espécies de Psychotria conhecidas e
foram realizados com plantas de diferentes origens geograficas, mostrando que elas séo utilizadas na
medicina tradicional para uma grande variedade de indicagtes terapéuticas, incluindo tratamento de
dores de ouvido e calmante de dores abdominais. Dando continuidade ao estudo do género Psychotria
guanto a seus aspectos fitoquimicos e atividade biolégica, extratos alcaloidicos de diferentes espécies
de Psychotria (P. pubigera, P. nuda e P. myriantha), foram avaliados quanto a atividade analgésica em
camundongos, através da andlise da resposta ao estimulo térmico no aparelho da placa quente. O
unico extrato que apresentou atividade analgésica foi o de P. myriantha Miell. Arg. na dose de 200
mg/kg. O extrato alcaloidico de P. pubigera mostrou-se altamente téxico, com 100% de letalidade nas
doses de 50 e 150 mg/kg. O dado é de interesse por sugerir forte atividade bioldgica, indicando a
conveniéncia de se isolar os compostos para melhor avaliagao de seu perfil farmacoldgico. Os dados
sdo discutidos no contexto da associagdo de etnofarmacologia com guimiotaxonomia na busca de

novos analgesicos que unam eficacia e menores efeitos adversos.
Palavras-chave: Rubiaceae, analgesia, alcaldides, plantas medicinais

ABSTRACT: Evaluation of analgesic activity of alkaloid extracts of Psychotria species.
Ethnopharmacological studies cover 10% of the Psychotria species known, and were carried out with
plants of different geographic origins, showing that they are used in traditional medicine for a great
diversity of therapeutic indications, including treatment of earache and for calming abdominal pain. In
this study of the genus Psychotria with regard to its phyto-chemical aspects and biological activity,
alkaloid extracts of various species of Psychotria (P. pupigera, P. nuda, and P. myriantha) were evaluated
for analgesia with the hot plate model. The only extract presenting analgesic activity was that of P.
myriantha Muell. Arg., at the dose of 200mg/kg. The alkaloid extracts from P. pupigera were highly toxic,
with 100% lethality with doses of 50 and 150 mg/kg. These data are interesting because they suggest
strong biological activity, indicating the convenience of isolating the compounds for better evaluation of
its pharmacological profile. The data are discussed in the context of associating the ethno-pharmacology

and the chemo-taxonomy in the search for new analgesics.
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INTRODUGAO

Psychotria (Rubiaceae) € um dos maiores
géneros das angiospermas. Sua delimitagéo é
incerta, incluindo, segundo alguns autores, até
2000 espécies (Nepokroeff et al., 1999),
distribuidas nos extratos arbustivos das matas
tropicais (Roth ef al., 1985). Com base em suas
caracteristicas morfoldgicas, Psychotria foi
dividida em 3 subgéneros: Psychotria
(pantropical), Teframerae (incluindo espécies
Africanas e de Madagascar) e Heteropsychotria
(incluindo as espécies restantes de Psychotria,
neotropical).

O género é caracterizado principalmente
pela presenca de alcaldides polindolinicos
derivados da condensagéo de varias unidades N-
metiltriptpamina. Este grupo de metahdlitos
caracteriza o subgénero Psychotria. Diversas
espécies nativas do sul do Brasil, do subgénero
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Heteropsychotria, foram analisadas e apresentam
alcaldides indélicos monoterpénicos (Lopes, 1998,
Kerber, 1999; Lopes, 2000).

A Unica espécie brasileira que apresentou
alcaldides do grupo pirrolidinico foi Psychotria
colorata Muell. Arg. (Verotta et al., 1998),
tradicionalmente usada como analgésica por
caboclos da Amazdnia (Elisabetsky & Castilhos,
1990; Elisabetsky et al, 1995). Estudos in vivo
(placa gquente e retirada da cauda ao estimulo
térmico) e in vitro (binding) demonstraram que a
hodgkinsina, alcaléide isolado de P colorata,
apresenta atividade analgésica com duplo
mecanismo de agao, envolvendo a ativag@o de
receptores opidceos e o antagonismo de
recepteres glutamatorgicos NMDA (Amador ot al.,
2000). Outro alcaléide da mesma espécie, a
psychotridina, também tem atividade analgésica,
porém destituida de atividade opidide e mantendo
a interagdo com receptores nmpa glutamatérgicos
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{Amador et al., 2001). Esses dados justificaram a
continuidade da busca por novos compostos
analgésicos em especies de Psychotria, numa
abordagem que associa etnofarmacologia com
quimiotaxonomia na busca de novos compostos
analgésicos (Elisabetsky ef al, 1997).

Espécies de Psychotria nativas do Estado
do Rio Grande do Sul (P. leiocarpa, P. myriantha,
P suterella, P. brachyceras, P. umbellata e P.
carthagenensis) foram investigadas quanto a
toxicidade e ao efeito analgésico de seus extratos
etandlicos em camundongos. Na avaliagao da
analgesia, na qual foi utilizado o ensaio da retirada
da cauda ao estimulo térmico, o extrato de P
umbellata foi o Unico a apresentar atividade dose-
dependente e reversivel pela prévia administragao
de naloxena, enquanto P, leiacarpa, P. myriantha,
F. suterella e P. brachyceras demonstraram uma
atividade nao dose-dependente e nao reversivel
por naloxona (Leal, 1994; Leal & Elisabetsky,
1996). Estudos fitoquimicos posteriores com P
umbellata demonstraram a presenga de quatro
alcaldides indol-monoterpénicos, sendo
umbelatina a substéncia majoritaria (Kerber,
1999). Atividade analgésica dose-dependente e
parcialmente reversivel por naloxona foi
encontrada com umbelatina utilizando modelos
de dor com estimulos térmicos (placa quente e
teste da retirada da cauda ao estimulo térmico) e
quimicos (capsaicina e formalina), sugerindo a
ativagéo de receptores opidides e a participagao
do sistema glutamatérgico (Both, 2001, Both et
al., 2001).

Dando continuidade a esta linha de
pesquisa, e considerando os estudos preliminares
com extratos etandlicos brutos, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade analgésica dos
extratos alcaloidicos de P. pubigera, P. nuda e P.
myriantha.

MATERIAL E METODO

Material Vegetal

Partes aéreas de P. nuda e P. pubigera,
foram coletadas no municipio de Blumenau (SC)
e P. myriantha, na reserva florestal do Turvo,
municipio de Derrubadas (RS) ambas em margo
de 2000, e identificadas por Marcos Sobral sob
numero de coleta 8911 para P. pubigera, 8913 para
P. nuda e 9044 para P. myriantha. Uma exsicata
de cada espécie foi depositada no herbario do
Departamento de Botanica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (ainda sem
numero).

Extracao de alcaldides

As folhas secas e trituradas de F. nuda,
P. myriantha e F. pubigera foram maceradas em
uma mistura de etanol/faménia 2% até o

esgotamento do material vegetal e os extratos
etandlicos obtidos foram concentrados em
evaporador rotatorio (Rotavapor) a temperatura de
40° C. Para P. myriantha e P. nuda, os extratos
foram concentrados e, entao, retomados em acido
cloridrico a 5%, obtendo-se os alcaléides na forma
de cloridrato, os quais foram extraidos com
diclorometano para a remocéo das impurezas. As
fases organicas foram desprezadas e as fases
aquosas alcalinizadas a pH=10 com hidrdxido de
amoénio para liberar os alcaldides na forma de
base. Posteriormente as fases aquosas foram
extraidas com diclorometano. Os extratos
organicos obtidos foram concentrados até a
secura (40°C) para a obtengao dos alcalodides
totais. Para P. pubigera, o macerado etandlico foi
acidificado e, posteriormente, extraido em extrator
lfquido-liquido com diclorometano, devido a
formacgao de uma emulsdo persistente apds a
alcalinizagao.

Os extratos alcaloidicos resultantes foram
submetidos & cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), empregando um cromatégrafo
Alliance, constituido por modulo de separacao
Waters 2690 e detector PDA (Photodiode Array)
Waters 996. Para a andlise do perfil
cromatografico de P. nuda e P. pubigera, foi
utilizada uma coluna de fase reversa C18 (5um,
150 x 3.9mm — Waters Nova Pak) eluida com
uma mistura de metanol:agua e metanol, de
acordo com a Tabela 1. Para P. myriantha,
empregou-se uma coluna C8 (5um, 250 x 4mm —
Merck), com o mesmo sistema eluente variando
gradativamente de 100% de A a 100% de B em
trinta minutos.

TABELA 1: Sistema gradiente para a analise de
especies de Psychotria.

Fluxo (ml/min) | tempo (min) A % B %
1 0 100 0
| 5 100 10
1 15 0 100
1 20 0 100

Eluente A =metanol:agua 40:60 V/V
Eluenta B = metanacl

Farmacologia
Animais

Foram utilizados camundongos albinos
machos da cepa CF1 do FEPPS (Fundagao
Estadual de Produgao e Pesquisa em saude). Os
animais foram transferidos para o biotério do
Laboratdrio de Farmacologia, apos o desmame
(21 dias) @ usados com 2 a 3 meses (30-35 g). Os
animais foram mantidos a 2212°C, ciclo de.luz
de 12 horas (das 7 as 19 horas), e com agua e
comida ad libitum.

Quarenta e cinco minutos antes dos
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experimentos, os animais foram individualmente
colocados em caixas de acrilico (20 x 20 x 20
cm), as quais também serviram para observagao.
Este periodo de habituagao visa reduzir o
comportamento exploratdério (aumento de
movimento) e fator novidade, conhecido por
liberar opidides enddgenos (Netto et al,, 1987).

Teste da placa quente

A metodologia adotada foi adaptada de
Woolfe e Mac Donald (1944) e Eddy et al. (1950).
Os animais foram submetidos ao aparelho
desligado (1 min para cada animal) durante
habituag@o nas caixas de acrilico individuais.
Foram realizadas duas medidas na placa quente
(55,0+1,0°C), uma medida basal (pré-droga) e
outra apos administragao das drogas (pds-droga).
O teto maximo de resposta foi estabelecido como
30 seg e os animais que na medida pré-droga
ultrapassaram 12 seg nao foram usados no
experimento. Os animais foram colocados sobre
a placa quente e o tempo despendido entre a
colocagao do animal no aparelho e a lambida da
pata traseira ou salto foram tomadas como
laténcia de resposta. Os tratamentos (salina 0,9%,
Tween 80, morfina 6mg/kg e extratos alcalofdicos
de P. pubigera 25 mg/kg, P. nuda 50 e 100 mg/kg
e P. myriantha 130 e 200 mg/kg) foram
administradas i.p. imediatamente apés a medida
basal e 30min apos foi feita a medida pos-droga.
Os dados sdo apresentados com % de Efeito
Méximo Possivel (% EMP), obtido através da
seguinte formula: % EMP =Tq1-Tg /T2 - To x
100, onde T1 = média pos-droga, Tg = média
pré-droga, T2 = teto maximo do experimento (10
seg) (Gardmark et al,, 1998). A andlise estatistica
utilizada em todos os experimentos envolveu
andlise de varidncia (ANOVA), seguida de Student
Newman Kewus (SNK).

RESULTADO

O rendimento dos extratos de alcalides
totais de P. myriantha, P. nuda e P. pubigera foi

de 0.080%, 0.077% e 0.0/6%, respectivamente.

A analise por CLAE/PDA dos extratos das
3 espécies permitiu verificar a presenga de
diversos alcaldides que apresentaram cromoforo
caracteristico para indéis terpénicos ou estendido
para [3- carbolinicos, grupo este ja caracterizado
anteriormente em espécies da regido sul do Brasil
(Lopes, 1998; De Santos, 1999; Kerber, 1999;
Lopes, 2000). Nota-se a auséncia total de
cramoloro caracleristico para poliindolinas.

A andlise de P myriantha demonstrou a
presenga de alcaléides com grupamento

croméforo indélico e B-carbolinico, sendo que foi
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possivel observar a presenca de um alcaldide
majoritario.

Na analise cromatografica do extrato de
P. nuda verificou-se somente a presenga de
alcaldides do tipo inddlico.

A analise por CLAE/PDA de P. pupigera
apresentou um alcaloide majoritario, e foram
evidenciados croméforos do tipo inddlico e f-
carbolinicos.

Os resultados da avaliagdo dos extratos
alcaloidicos de P. myriantha, P. nudae P. pubigera
no teste da placa quente s&o apresentados como
% EMP (Figura 1). O tnico extrato que apresentou
atividade analgésica na dose de 200 mg/kg (i.p.),
comparavel & morfina 6 mg/kg (i.p.) foi o de P,
myriantha. Complementando dados preliminares
de nosso laboratério obtidos com extrato etandlico
bruto, o extrato alcaloidico de P. myriantha
apresentou atividade analgésica, aparentemente
dose-dependente e ganho de atividade ja que o
extrato etandlico bruto desta espécie s6
apresentou atividade no teste de retirada ao
estimulo térmico com a dose de 350 mg/kg.

O extrato de P nuda nao apresentou
atividade no modelo da placa quente. O extrato
alcaloidico de P. pupigera mostrou-se altamente
téxico, com 100% de letalidade nas doses de 50
e 150 mg/kg.

Placa Quente

80 -
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FIGURA 1: Efeito de extratos alcaloidicos de P,
pubigera (PP), P. nuda (PN) e P. myriantha (PM)
no teste da placa quente em camundongos. PP25
= B pubigera 26 mg/kg, PN60 @ PN100 - B nuda

50 e 100 mg/kg e PM130 e PM200 = P. myriantha
130 e 200 mag/Kg. Colunas representam % EMP
(média £ EP, N = 6-7). * = p<0,05, ANOVA/SNK.

DISCUSSAO

A importancia dos conhecimentos
adquiridos por populagdes rurais, indigenas,
caboclas e outras comunidades tradicionais em
todo o mundo, pode ser avaliada através do
reconhecimento dos iniUmeros medicamentos
usados na terapéutica moderna cu de seus
precursores, que foram obtidos de fontes naturais
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e ja usados por estas populagdes.

Existem na literatura e na terapéutica
moderna inimeros exemplos de medicamentos
que surgiram a partir de produtos naturais. A
descoberta da morfina motivou a descoberta de
outros compostos farmacologicamente ativos como
a codeina. Uma série de outros compostos podem
sercitados para reforgar aimportancia da pesquisa
de produtos naturais como fonte de novos
compostos terapéuticos: quinina, acido acetil
salicilico, atropina e os alcaldides vimblastina e
vincristina (Svendsen e Scheffer, 1982).

Os opidides continuam sendo a classe
mais importante dentre estes farmacos, e diversos
compostos com propriedades farmacolégicas
semelhante a estes foram desenvolvidos nestes
ultimos anos. A busca foi centralizada
principalmente na possibilidade de se encontrar
analgésicos que mantivessem a mesma eficacia
no tratamento da dor com menos efeitos

indesejaveis (Prado, 1999).

A espécie Psychotria myriantha, como

outras especies deste género, se mostrou uma
fonte de alcaldides que podem ser aproveitados
para as pesquisas de opidides, incentivando a
busca de novos compostos bioativos que tenham
potencial utilidade na clinica médica ou ainda que
sirvam de modelos para a sintese de novos
compostos, que venham ser aproveitados
terapeuticamente.
Novos estudos com P. myriantha sao necessarios
para definir a reversao por naloxona e melhor definir
o perfil de atividade analgésica. Estes resultados
justificam o isoclamento dos alcaldides para
realizacao de novos experimentos.

A elevada toxicidade encontrada com o
extrato alcaloidico de P. pupigera & um dado de
interesse por sugerir forte atividade bioldgica,
indicando a conveniéncia de se isolar os
compostos para melhor avaliagdo de seu perfil
farmacolégico.

A metodologia etnofarmacoldgica, bem
direcionada e coerentemente interpretada, aliada
a quimiotaxonomia tem dado provas de que pode
ser a mais eficaz estratégia na procura de novas
drogas de origem vegetal (Gottlieb, 1982).
Diversas espécies do género Psychotria, um
género botanico rico em plantas usadas
tradicionalmente na medicina popular, tem se
mostrado importante fonte de compostos bioativos
(Elisabetsky et al., 1997).
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