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Os alcalóides indólicos constituem uma classe de metabólitos secundários

extensivamente investigados devido a sua importância terapêutica1. Dentre os

gêneros capazes de sintetizar alcalóides indólicos, Psychotria (Rubiaceae) destaca-

se pela variedade de produtos biologicamente ativos2,3.

Monoamina oxidases (MAOs) são enzimas mitocondriais que catalisam a

desaminação oxidativa de aminas biogênicas e xenobióticas no cérebro e em

tecidos periféricos. MAOs podem ser encontradas como duas isoformas na

maioria dos tecidos de mamíferos, MAO-A e MAO-B, que diferem em seletividade

a diferentes substratos, sensibilidade por inibidores e distribuição nos tecidos4.

Considerando a importância dessas substâncias, o objetivo deste trabalho

consiste na investigação química de Psychotria laciniata Vell. e na avaliação da

atividade dos extratos obtidos sobre as enzimas MAO-A e B.

Introdução

Folhas de P. laciniata foram secas à temperatura ambiente e, em seguida,

foram submetidas à maceração estática com EtOH. As frações de alcalóides foram

obtidas através de procedimento de extração ácido-base (fig. 1) e, submetidas à

análise cromatográfica por CLAE/DAD. Após análises por CLAE/DAD as frações

EtOEt e CH2Cl2 foram reunidas por apresentarem perfis cromatográficos

semelhantes originando a fração de alcalóides totais (LAE).

A atividade da fração LAE sobre as enzimas MAO-A e B foi avaliada através

de ensaio fluorimétrico utilizando fração encefálica mitocondrial como fonte de

enzima (fig. 2), kinuramina como substrato não seletivo, clorgilina como inibidor

seletivo da MAO-A e pargilina como inibidor seletivo da MAO-B. Em uma etapa

subsequente, LAE foi fracionado por CLMP dando origem a seis frações, sendo

quatro majoritárias. A atividade destas frações sobre MAO-A e B também foi

avaliada empregando o mesmo ensaio enzimático.
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Fig.1. Obtenção dos extratos de alcalóides.

•Ratos machos Wistar

peso entre 250-300mg

+
Tampão

pH 7,4

1:10 (m/v)

•Tampão (Hepes 10mM, sacarose 68mM,

KCl 10mM, D-manitol 220mM, ASB 0,1%)

•Homogeinização com       
Potter-Elvehjem

•Centrifugação diferencial

5000 rpm; 10 min (4º)

11500 rpm; 15 min (4º)

•Fração mitocondrial 

+

PBS (pH 7,4)

•Determinação de proteínas

•Método de Lowry

•Armazenadas a -70°C

•Incubações realizadas em 
PBS (pH 7,4) a 37°C

OTIMIZAÇÃO

(a) Substrato (2,5 – 200 μM)

(b) Proteína (5 – 300 μg/mL)

(c) Inibidores MAO A e MAO B

•Pargilina (10 – 500 nM)

•Clorgilina (10 – 500 nM)

•Mayer (-)

•Dragendorff (-)

•Bertrand (-)

Extratos Brutos (EtOH)

Extratos Aquosos Ácidos

•Filtração

•Concentração em evaporador 
rotatório sob pressão reduzida

•HCl 1N

•EtOEt

Extratos Aquosos ÁcidosFrações EtOEt

•NH4OH

•pH 9 - 10

Extratos Aquosos Básicos

•EtOEt

Extrato EtOEtExtratos Aquosos Básicos

•CH2Cl2

•Extrato CH2Cl2Extratos Aquosos Básicos

•AcOEt

Extratos Aquosos Básicos Extratos AcOEt

•n-BuOH

Extratos Aquosos Básicos Extratos n-BuOH

Fig.2. Obtenção da fração mitocondrial.

Resultados e Discussão

As frações P. laciniata LAE, AcOEt, n-BuOH foram

submetidas a análises por CCD e CLAE/DAD para avaliação de

seus perfis cromatográficos. Em seguida, essas frações foram

submetidas a ensaio enzímático para avaliação de suas

atividades sobre as enzimas MAO-A e B. No ensaio enzimático,

LAE apresentou IC50 de 2,024 e 61,15 μg/ml frente a MAO-A e

B, respectivamente (Tabelas 1 e 2). A fração AcOEt apresentou

IC50 de 76,51 e 426,9 μg/ml e; a fração n-butanol apresentou

IC50 de 59,98 μg/ml para a MAO A e 306,6 μg/ml para a MAO

B.

Em etapa posterior, LAE foi submetido a fracionamento

por CLMP, permitindo a obtenção de 06 frações, das quais

quatro foram consideradas majoritárias (fig.3). As quatro

frações majoritárias foram avaliadas frente a MAO-A e B

(Tabelas 1 e 2).

As análises por CLAE/DAD permitiram a detecção de

alcalóides indol monoterpenos (MIAs) com núcleos βCs,

DHβCs, ou THβCs em todas as frações avaliadas. Ambos os

extratos foram capazes de inibir as duas isoformas da MAO,

com maior seletividade para MAO-A.
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Tabela 1. Atividade inibitória das frações de P.laciniata sobre MAO A.

0.995698.650.82401.05 ± 1.150,1-500LAE-F4

0.991699.090.82788.32 ± 1.120,1-500LAE-F3

0.988598.070.96912.15 ± 1.150,1-500LAE-F2

0.990999.081.12614.66 ± 1.100,1-500LAE-F1

0.9838   97.251.6062.02 ± 1.080,1-50LAEb

Amostra

R2Inibição
Máxima (%)

Coeficiente
de Hill

IC50μg/mLc

0.974790.421.14350.77 ± 1.200,1-500LAE-F4

0.979888.351.968133.1 ± 1.150,1-500LAE-F3

0.990995.391.32857.74 ± 1.080,1-500LAE-F2

0.984285.281.035116.1 ± 1.280,1-500LAE-F1

0.977472.032.88461.15 ± 1.061,0-250LAEb

Amostra

R2Inibição
Máxima (%)

Coeficiente
de Hill

IC50μg/mLc

Tabela 2.Atividade inibitória das frações de P.laciniata sobre MAO B.

μg/mL

μg/mL

bLAE: Fração de alacóidestotais de P.laciniata

C Concentrações testadas para determinação do IC50.
Fig.3 . Cromatograma obtido por CLAE/DAD do extrato de
alcalóides totais de P.laciniata. Também são apresentados
espectros de UV dos picos majoritários.
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