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1. Resumo Geral

A busca por novos agentes terapéuticos tem levado a comunidade
cientifica no Brasil a investigar plantas ja utilizadas na medicina popular, como
Psychotria carthagenensis Jag., empregada como alucinégena por comunidades
misticas do Cerrado brasileiro. Validar seu potencial terapéutico e contribuir com
informacdes que possam ser utilizadas nas Préticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Saude contempla a linha de pesquisa
Sociedade, Ambiente e Desenvolvimento Regional Sustentavel. Nesse sentido,
objetivou-se avaliar os efeitos do extrato das folhas frescas e secas de
Psychotria carthagenensis na espécie Rattus novergicus, as alteracfes
bioquimicas decorrentes do ensaio com as doses de 200 ug kg* de peso de
animal, as altera¢des morfolégicas do figado e rins assim como a expressao da
enzima acetilcolinesterase (AChE) e relacionando com seus constituintes
quimicos. A planta foi coletada na Reserva Bioldgica da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Apés secagem, o
material foi triturado e o0 extrato submetido a analise quimica. Os ensaios
biolégicos foram realizados apOs aprovagdo do Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal e seguiram as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal. Nos ensaios pré-clinicos, os animais foram divididos em
4 grupos: planta fresca, planta seca, controle negativo (agua) e controle positivo
(clonazepam= 0,5 mg kg! de peso do animal). Os animais foram pesados
inicialmente, foi realizado controle do consumo de agua e apés o tratamento, por
15 dias, via gavagem (1 mL?) com infusédo de planta teste (200 pg kg de peso
do animal), o sangue foi coletado para analise de aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), dosagem de acetilcolina, ureia, creatinina e
acido urico. Na eutanasia coletou se o figado e o0s rins coletados para
procedimentos padrdes para analise histoloégica. Os extratos da planta
apresentaram testes positivos para taninos, flavondides, alcaloides, aglcares
redutores, triterpenos, com destaque aos compostos fendlicos, antraquinonas e
esteroides. A dosagem de ALT e AST, mostrou uma tendéncia no aumento de
producdo das enzimas hepaticas, porém, ndo foram estatisticamente
significativos. A analise histolégica dos rins e figado dos animais nao

evidenciaram alteragbes morfolégicas. Entretanto, as infusées de folhas secas



de P. carthagenensis inibiram os niveis da AChE, o que demonstra um potencial
farmacoldégico.

Palavras-chave: Recursos naturais; Bioma Cerrado; Psycotria carthagenensis;
“Ayahuasca”; Bebida alucindégena; Morfologia tecidual.
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2. General Summary

Toxicological and chemical profile of Cerrado plants with pharmacological
potential: toxicity, mutagenicity and histology. The search for new
therapeutic agents has led to a scientific community in Brazil, the research is
already used in folk medicine, such as Psychotria carthagenensis Jag., also used
as hallucinogenic by mystical communities of the Brazilian Cerrado. Valves of its
therapeutic potential and use with information that can be used in the Integrated
and Complementary Practices in the Unified Health System include the research
line Society, Environment and Sustainable Regional Development. The objective
is extra risk and biological seeds of Psychotria carthagenensis ratiopharm and
ratiopharm in the Rattus novergicus, the biochemical changes; kidneys as well
as the expression of the enzyme AChE, relating to its chemical constituents. The
plant was collected in the Biological Reserve of the Federal University of Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, Mato Grosso do Sul. After drying, the material
was crushed and the extract submitted to chemical analysis. The biological tests
were carried out after the approval of the Committee of Ethics in Animal
Experimentation and after the norms of the Brazilian College of Animal
Experimentation. In the pre-clinical trials with R. Novergicus, the animals were
divided into 4 groups: fresh plant, dry plant, negative control (water) and positive
control (clonazepam = 0.5 mg kgt animal weight). Blood samples were collected
for analysis of aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
acetylcholine, and aminotransferase (ALT), respectively. After 15 days of gavage
(1 mL) with test plant weight (200 pg kg* body weight) urea, creatinine and uric
acid. The animals were then euthanized, their livers and kidneys had and
submitted to standard procedures for histological analysis. A production of
positive acids, flavonoids, alkaloids, reducing sugars, triterpenes, compounds to
the fossil, anthraquinones and steroids. Through the dosage of ALT and AST,
there was a trend in increased production of liver enzymes; but were not
statistically significant. The history of the kidney and liver of the animals exposed
in extract did not evidence pathological changes. However, as dry leaf infusions
are AChE levels, which demonstrates pharmacological potential.

Keywords: Natural Resources; Cerrado Biome; Psycotria carthagenensis;
“Ayahuasca”; Hallucinogenic Drink; Morfology Biology.
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3. Introducgéo Geral

No Brasil, existem vérias espécies botanicas com uma diversidade de
principios ativos de eficacia terapéutica. Em 2006, o Ministério da Saude
publicou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Salde (SUS). Este tem por finalidade ampliar as opgdes
terapéuticas oferecidas aos usuarios do SUS, com garantia de acesso a plantas
medicinais, fitoterapicos e outros servicos relacionados, com seguranca, eficacia
e qualidade (BRASIL, 2006).

Com isto, os produtos de origem vegetal tém demonstrado enorme
potencial como fontes de compostos bioativos, como por exemplo, algumas
espécies citadas na Portaria GM/MS N° 971 de 03 de maio de 2006, anexo |.
Entre estas existem as que possuem comprovada atividade: adstringente,
analgésica, antialérgica, antiasmatica, antiemética, anti-inflamatéria,
antinociceptiva, antiespasmaddica, antigripais, antibacteriana, antiulcerosa,
antidiarreica nao infecciosa, antisséptica, antitussigena, antiparasitaria,
broncodilatadora, calmante, colagoga, cicatrizante, diuréticas,
descongestionante, estimulante, expectorante, hipotensora, laxativa suave,
redutora do colesterol e, vasoprotetora (BRASIL, 2010).

Contudo, o uso de qualquer produto natural pela medicina popular ou sob
orientacdo do SUS, merece atencdo, pois a toxicidade de medicamentos
preparados a partir de plantas e derivados, podem trazer sérios prejuizos a
saude. Logo, qualquer material botanico usado in natura ou derivados que venha
a desencadear reacdes adversas por varios aspectos, como a diversidade e
concentracfes de seus constituintes, a interacdes destes constituintes com
outros medicamentos ou alimentos e também relacionados com as
caracteristicas do paciente, tais como idade, sexo e condi¢des fisioldgicas, que
devem ser investigados (BADKE et al., 2012).

Assim, no Brasil, existem varias plantas de uso popular com principios
ativos de eficacia terapéutica. Porém, se faz necessario conhecer os efeitos
toxicos destas plantas e relacionar com seus constituintes quimicos. Dentre as
espécies de uso popular no Estado de Mato Grosso do Sul estd Psychotria
carthagenensis Jacq. (Rubiaceae), que possui, por exemplo, acao antiepilética,
anti-inflamatéria, antitumoral e anticancerigena, cujos efeitos foram relacionados

com &cido ursolico, um triterpeno tetraciclico. E muito popular na regido do
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Pantanal (CARDOSO et al., 2000; CRISPIM et al., 2002; KOCH et al., 2010) e
Cerrado brasileiro, onde é conhecida popularmente como sanhacaiba ou erva-
de-galha. E descrita como uma planta invasora, comum em épocas de secas
(CONSOLARO, 2008). Alem disso, é usada como alucindégena, ndo apenas no
Brasil, mas em outros paises da América do Sul, em cultos e rituais religiosos
(MCKENNA et al., 1984).

Por outro lado, os ensaios pré-clinicos apontam para a toxicidade da
planta em diferentes concentracdes (ELISABETSKY, 1995; BARCELLOS, 2014;
BERGAMIN, 2016). Os efeitos alucinégenos foram relacionado aos alcaloides,
isolados também de outras espécies de Psychotria (BERGER et al., 2015), como
a Psychotria viridis, que em algumas regides brasileiras suas folhas in natura ou
secas utilizadas na preparacdo da bebida alucinégena ayahuasca. Na auséncia
desta espécie, os usuarios utilizam P. carthagenensis (LEAL e ELISABETSKY,
1996).

No Brasil, 0 uso da bebida ayahuasca e as pesquisas que tem por objetivo
validar o uso terapéutico da espécie P. viridia foi oficialmente reconhecido e
protegido por lei em 2004 (BRASIL, 2004). A oficializacdo foi necessaria, pois
varias seitas religiosas, dentre elas o Santo Daime, Santa Maria, Unido do
Vegetal e Barquinha surgiram no pais, misturando elementos do cristianismo e
de religides africanas ou indigenas e usam a bebida como método para a
elevacdo espiritual (FRESCKA et al., 2016).

O potencial terapéutico da ayahuasca foi evidenciado para o tratamento
de distarbios como a depressdo (ANDERSON, 2012), ansiedade (SARRIS et al.
2013) e disturbios neurodegenerativos (PASSOS et al., 2013ab; KLEIN-JUNIOR
et al., 2016). Estes efeitos foram relacionados com os alcaloides e sugerem que
este grupo de metabdlitos estdo envolvidos na neurotransmissao
serotoninérgica.

Estas informacdes sugerem que as plantas deste género Psychotria
possam atuar como neurotransmissores e consequentemente, inibir a enzima
acetilcolinesterase (AChE), o que pode favorecer no tratamento de doencas
neurodegenerativas, como por exemplo, Azheimer (PASSOS et al., 2013ab).

Embora P. carthagenensis possa ter efeitos toxicos, por tratar-se de uma
planta de uso na medicina popular no Pantanal e Cerrado, € necessario

investigar uma dose que possibilite a inibicdo da AChE, sem efeitos em érgéo
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vitais, como figado e rins. Portanto, a realizacéo dos testes toxicoldgicos béasicos,
seguindo as exigéncias da legislacdo brasileira, sdo necessarios para que a
espécie tenha aplicabilidade farmacolégica e em formulacfes fitoterapicas
(BRASIL, 2004).

Diante disto, objetivou-se avaliar os efeitos do extrato das folhas frescas
e seca de Psychotria carthagenensis Jacq. na espécie Rattus novergicus, suas
alteracdes bioquimicas decorrentes do ensaio com as doses de 200 ug kg™ de
peso de animal, as alteracdes morfolégicas do figado e rins assim como e a
expressdo da enzima AChE, correlacionando com os constituintes quimicos da
planta.

Como objetivo especifico, (1) determinar os constituintes quimicos da
planta, (2) avaliar a hepatoxicidade e nefrotoxicidade em ratos Wistar, (3) realizar
analises bioquimicas do sangue periférico de ratos Wistar e, (4) avaliar in vitro a
atividade inibitéria da AChE.
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4. Reviséo de Literatura

O Pantanal e Cerrado tem recebido as atencdes de estudiosos das
diversas areas de conhecimento, preocupados com o acelerado processo de
perturbacao que afeta diretamente as espécies utilizadas na medicina tradicional
mato-grossense e sul-matogrossense (KLINK e MOREIRA, 2002; HENRIQUES,
2003; KLINK e MACHADO, 2005; AGRA et al., 2007). As acdes antropicas levam
ha uma necessidade urgente de se conhecer 0os usos de plantas nativas como
remédios, incentivando a conservacdo e verificacdo cientifica de plantas
medicinais raras e menos conhecidas (MARONI et al., 2006; AGRA et al., 2007).

Dentre estas plantas se destaca o género Psycotria, Rubiaceae, com
cerca de 2000 espécies de arbustos e subarbustos. S&o encontrados em
margens de rios, em regides tropicais do mundo todo, apresentando taxonomia
complexa (PIRES et al., 2010). No Brasil, a espécie mais comum é Psycotria
carthagenensis, catalogada por Guarim Neto (1984,1987), que cita a mesma por
seu uso medicinal pelo homem pantaneiro.

No Brasil, 0 género Psychotria € conhecido pelo nome vulgar “Sayaca-
iba” ou “Sanhagaiba”, “fruta-de-sanhacgo” (porque os frutos lembram frutos do
sanhago, cagezinho-de-cacho, erva-de-passarinho, jaruvarana ou cafeeiro-do-
Mato). E conhecida também como mata-ratos devido sua toxidade
(NEPOKROEFF et al., 1999; COELHO et al., 2006; SILVA, et al., 2015). A
toxicidade das espécies de Psychotria esta associada a classe de metabdlitos
secundarios, em geral as saponinas e aos alcaloides (TOKARNIA et al., 2000).

Estudos fitoquimicos de diferentes espécies do género reportam que 0s
alcaloides sédo caracteristicas de certos subgéneros, tais como os alcaloides poli-
inddlicos, isolados de espécies do subgénero Psychotria (pantropical) e os
alcaloides  indol-monoterpénicos  (MIAS), isolados do  subgénero
Heteropsychotria (neotropical). E comum a presenca de alcaloides bioativos,
sobretudo os alcaloides monoterpenos indodlicos. Investigagbes bioldgicas e
farmacoldgicas com foco nos MIAS de Psychotrias mostraram um numero
significante de atividades, em especial relacionada ao sistema nervoso central
(QUEIROZ, 2017).

A presenca da classe de alcaloides em diferentes espécies de Psychotria
gera controvérsias sobre a sua posicdo taxondmica, pois 0s subgéneros

Psychotria e Heteropsychotria apresentam distingbes quanto ao tipo de
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alcaloides presente em sua constituicdo, sendo que um produz alcaloides

poliméricos e o outro, alcaloides inddlicos monoterpenos.

4.1. Psychotria carthagenensis (Rubiaceae): carateristicas botanicas,
biologicas, farmacolégicas e quimicas

A espécie é conhecida pelos nomes populares carne-de-vaca, cafeeiro-
do-mato e maria-mole (FARIAS, 2006). Pode ser identificada pela presenca de
estipulas apicais lanceoladas e alguns trabalhos populacionais tem apresentado
variacdes distilica com perdas parciais ou totais dos padrbes de distilia
(CONSOLARO, 2008; VITARELLI e SANTOS, 2009), dois morfos florais
equilibrados de 1:1 e monomorfismo longistilo, no qual é retratado as espécies
da P. carthagenensis e P. mapourioides. A variacdo de distilia parece estar
relacionado com as taxas e populacdes devido as for¢cas de integridade do
supergene e aos fatores ambientais no qual estdao submetidos (LI e JHONSON
2001; COELHO e BARBOSA, 2003)

P. carthagenensis (Figura 1A) assemelha-se com P. mapourioides (Figura
1B) pelo tipo de inflorescéncia em paniculas terminais e pela corola branca,
diferenciando-se pelo comprimento do pedunculo da inflorescéncia e pela forma
do limbo, sendo 3,5-6 cm, com limbo obovado em P. carthagenensis e 2,8-13
cm, com limbo largamente lanceolado em P. mapourioides (TAYLOR et al.,
2004).

Além da complexidade dentro do préprio género, relacionada a diferenca
do tamanho do peciolo, Psychotria tem sido estreitamente relacionada a outros
géneros como Palicourea e Cephaelis (TAYLOR, 1996) e Calycodendron e
Calycosia (LIBOT et al., 1987). No entanto, devido ao grande numero de
espécies e a falta de caracteres morfolégicos para estabelecer claras
delimitacdes, ndo ha uma classificacdo precisa desse género, considerado
taxonomicamente complexo (TAYLOR, 1996; NEPOKROEFF et al., 1999).

Apesar de sua complexidade taxonb6mica, muitas dessas plantas
apresentam potencial econbémico e interacdes ecoldgicas (GUARIM NETO,
1991). O interesse etnobotanico do género estd no conteudo de N,N-
dimethiltriptamina (NEWMAN, 2016), encontrado no cha alucinbgeno “Santo
D Aime”, o qual contém o extrato de P. carthagenensis (RIVER e LINDGREN,
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1972). J& foi constatado também a atividade antioxidante, anticolinsterasica e

antibacteriana para actinobactéria Streptomyces (LIMA, 2011).

Figura 1. Folhas e frutos de Psychotria carthagenensis Jacq. (A) e Psychotria

mapourioides DC. (B).

Nas Américas, P. carthagenensis apresenta a distribuicdo desde a Costa
Rica até a Argentina; no Brasil, do Par4d ao Rio Grande do Sul (VITARELLI e
SANTOS, 2009).

Fonseca et al. (2017) avaliaram a regeneracdo natural da mata ciliar em
area de restauracdo ecolégica em Cachoeirinha, Rio Grande do Sul e P.
carthagenensis foi classificada como uma das espécies consideradas de
referéncia e riqueza para area de restauracédo com plantio.

De acordo com relatos de River e Lindigren (1972), o extrato das folhas
de P. carthagenensis (Figura 2) revelaram quantidades subtanciais do alcaloide
N,N-Dimetiltriptamina (DMT), tracos de N-Monomtiltriptamina e 2-metil-1,2,3,4-
tetrahidro-B-carbolina (Figura 2), justificando sua acgéo.

: N N_,\\\
N~ \s

Figura 2. Alcaloides N,N-Dimethiltriptamina (DMT), tracos de N-
onomethiltriptamina e 2-metil-1,2,3,4-tetrahidro--carbolina.
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A acao da DMT no SNC ocorre devido a sua semelhanga estrutural com
0 neurotransmissor serotonina, interagindo de forma agonista com os receptores
5-HT2 do cérebro (GIL et al., 2014). No entanto, a acdo da DMT depende da
inibicdo da monoamina oxidase (MAQO), enzima que degrada o alcaloide DMT no
figado e intestino (PIRES et al., 2010).

Em relacdo a P. carthagenensis, existe uma grande variacdo nas suas
caractariristica quimicas. Isto ocorre devido sua grande distribui¢ao territorial no
Brasil. Desta maneira, a espécie possui grupos quimicos distintos, dependendo
da regido onde foi coletada. Em amostras coletadas no Estado do Rio Grande
do Sul, foram encontrados alcaloides para as espécies P. carthagenensis, P.
brachyceras, P. leiocarpa, P. myriantha, P. suterella e P. brachypoda. Porém em
outro estudo espécies de Psychotria obtidas da regido de Porto Alegre — RS,
foram detectados como constituintes majoritarios os triterpenos (LOPES et al.,
2004).

Lima (2011) observou que a atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase € maior do que a atividade antioxidante em extratos das
folhas e caules da P. carthagenensis.

Monks et al. (2002), realizaram screening antitumoral e cita para a P.
carthagenensis, coletada da regido de Porto Alegre, como promissora. Formagio
et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante das folhas de P. carthagenensis,
e relacionaram com a presenca de compostos fendlicos, flavonoides, taninos
condensados e flavonol detectados no extrato.

Lima (2011), coletou amostras de folhas de P. carthagenensis na
EMBRAPA Gado de corte de Campo Grande (MS), em 2008, com a andlise
guimica indicando a presenca de terpendides, metil éster saturado, alcano, etil

éster insaturado e acido carboxilico insaturado.

4.2. Breve Revisdo do Género Psychotria

As investigacOes biolégicas e farmacolégicas do género Psychotria
demonstraram um numero significativo de atividades, como antioxidantes
(FORMAGIO et al., 2014), antibacterianos (MORAES et al., 2011),
antiparasitarios (KATO et al., 2012), antitumoral (GERLACH et al., 2010ab), anti-
inflamatorio (INIYAVAN et al., 2012), ansiolitico e antidepressivo (FARIAS et al.,
2012) e atividades antiepilépticas (AWAD et al., 2009).
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Segundo, Taylor et al. (2007) e Taylor (2012), espécies de Psychotria, sdo
utilizadas tradicionalmente por nativos para dores de ouvido e abdominais,
sendo as flores usadas para problemas auriculares, os frutos e raizes com efeito
colagogo (ELISABETSKY e CASTILHOS, 1990). Extratos dessas espécies de
Psychotria apresentam principios ativos como a Hodkinsina e a Quimonantina
gue mostram a acdo analgésica com mecanismo de acao opidide e antagonismo
de receptores glutamatérgicos, semelhantes ao da morfina (AMADOR et al.,
2000; VEROTTA et al., 2002; KODANKO et al., 2007). Outro principio ativo
encontrado, a psicotridina também apresentou atividade analgésica dose-
dependente, porém com um mecanismo de acdo possivelmente ndo opiodide
(AMADOR et al., 2001). Apesar de apresentar grande atividade analgésica, ela
possui compostos que apresentam toxicidade principalmente aos bovinos,
demonstrando acdo abortiva em vacas (MOURA e MARUO, 2014).

Both (2001) evidenciou que a psicolatina (Figura 3), um alcaloide
biologicamente ativo com atividade analgésica moderada, e que possivelmente
essa acédo é devida a dois mecanismos de acao que envolvem a ativacdo dos
receptores opidide e antagonismo dos receptores glutamatérgicos N-metil-D-
aspartato (NMDA).

Figura 3. Férmula estrutural da psicolatina (C27H32N205), alcaloide indélico.

Dentre suas acOes farmacoldgicas, destaca-se sua acado emética e
amebicida, sendo esta Ultima, por exercer uma acdo toéxica direta sobre a
Entamoeba histolytica (BRUNETON, 1995).

Nas raizes, o0 componente bioativo encontrado em maior propor¢cado na
planta foi o alcaloide emetina (Figura 4), responsavel pelo tratamento de
disenteria amebiana (AKINBOYE e BAKARE, 2011).
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Figura 4. Férmula estrutural da emetina.

Estudos quimicos sobre espécies de Psychotria relataram a presenca de
alcaloides inddlicos de monoterpenolalosido: (1) (E) -O- (6 ') - cinamoil-4 "-
hidroxi-3", (2) 5 "-dimetoxilalosalida, (3) strictosamide, (4) pauridianthoside, (5)
vallesiachotamine lactona, (6) E-valvicachotamina e (7) Z-valaliachotamine 7
(Figura 4) (PAUL et al.,2003; FARIA et al.,, 2009; PASSOS et al., 2013ab;
BERGER et al., 2015;).

Figura 5. Alcaloides monoterpenos inddlicos (estruturas de 1-7) identificados da

fracdo alcaloidicas de Psychotria spp.

Os alcaloides pirrolidinoindolinicos (Figura 6 e 7) sao considerados a
principal classe de metabdlitos encontrados em espécies do género Psychotria,
porém apresentaram também os alcaloides quinolinicos (ELISABETSKY et al.,
1995; VEROTTA et al., 1998).
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Figura 6. Alcaloides pirrolidinoindolinicos isolados de Psychotria spp.

Na regido amazobnica, foram isolados os alcaloides emetina, cefalina e
psicotrina, encontrados principalmente nas raizes de Psychotria; porém a
interacdo bioquimica especifica através da qual a droga produz um efeito
farmacoldgico, com o0s seus metabdlitos ainda sdo desconhecidos (ASSIS e
GIULIETTI, 1999; LAMEIRA, 2002).
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Figura 7. Alcaloides quinolinicos isolados de Psychotria spp

4.3. Doengas Neurodegenerativa
4.3.1.Mal de Alzheimer (MA)

E uma doenca neurodegenerativa progressiva a fatal do sistema nervoso
central, que atinge primeiramente a memoria, posteriormente provoca
disfuncdes intelectuais e motoras acentuadas, levando ao oObito (PEREIRA,
2011). E considerada a quarta maior causa de morte em pessoas acima de 65
anos. O numero de diagnosticos tem crescido juntamente com o aumento da
expectativa de vida da populacdo, aliado a drastica reducdo das taxas de
natalidade, que transformam o MA num grave problema de saude publica, um
dos maiores do século (TOUCHON et al., 2002; CASTRO-CALDAS e
MENDONCA, 2005; PEREIRA, 2011)
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Embora a etiologia ndo seja clara, a causa do desenvolvimento do MA
esta associada a deficiéncia na transmissao colinérgica, uma vez que a atividade
colinérgica no SNC se encontra reduzida em portadores do MA ((BARBOSA,
2006; FINNIE, 2015). A acetilcolina esta envolvida na transferéncia de sinais nas
sinapses (INGKANINAN et al., 2003).

O MA é sintomatico e progressivo e leva a atrofia cerebral. Uma das
abordagens consiste no tratamento colinérgico da doenca, restaurando a funcao
colinérgica, o método que demonstrou maior eficacia clinica foi o uso de
inibidores diretos da enzima acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela
desativacdo do neurotransmissor acetilcolina por hidrélise, produzindo colina e

acetato (Figura 8).

\ { ACt \N+/ /k
/N\/\o e & \/\OH N H

o o” "o

acetilcolina colina acido carboxilico

Figura 8. Reacédo de catalise da acetilcolina.

Alguns compostos tém sido utilizados como inibidores da AchE, mas
devido aos efeitos colaterais e elevados custos econdmicos que nao se limitam
ao preco do medicamento, mas a consulta médica, a incapacidade de se cuidar,
aos meios de diagndsticos, ao internamento, a fisioterapia, ao trabalho dos
cuidadores, a perda da produtividade do doente o cuidador, e a perda da saude
(PEREIRA, 2011). Assim sendo, ainda ha grande interesse em encontrar
melhores inibidores para esta enzima, isto pode ser feito através de bioensaios
com a enzima AChE utilizando as metodologias de Ellmann e Marston, além do
teste falso positivo. Por estas carateristicas, os extratos naturais sdo uma fonte
promissora de inibidores da AChE (TREVISAN et al., 2003; BARBOSA, 2006).

4.3.2.Doenca de Parkinson (DP)
E uma doenca neurodegenerativa com maior indice entre os individuos
da terceira idade, que provoca tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade

postural. Nao existe etiologia que defina a ocorréncia da degeneracéo, os fatores
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sd0 genéticos e ambientais, que podem ser causados por exposicdo a
substéancias toxicas (FERRAZ e BORGES, 2012). No entanto, esta relacionada
com a lesdo degenerativa dos neuronios dopaminérgicos havendo uma
diminuicao na producdo da dopamina na substancia nigra que € liberada para o
corpo estriado, sendo essa substancia responsavel pelo controle dos
movimentos do homem (BARRETO et al., 2018). Dentre os sintomas nao
motores, estdo os cognitivos, que podem evoluir de forma diferente e progressiva
(KUDLICKA et al., 2011).

Com a diminuicdo dos niveis de dopamina, acaba por ocorrer um
desequilibro entre a dopamina e a acetilcolina, também presente no corpo
estriado. Desta maneira ocorrem 0s caracteristicos sintomas motores da DP
(GONCALVES, 2013).

O Parkinsonismo estd relacionado com a desativagcdo dos catecdis,
processo este dependente da metilacao que ocorre através da enzima conhecida
como catecol-O-metiltransferase (COMT), (BONIFACIO et al., 2003).

A funcéo primaria da COMT é desativar catecois biologicamente ativos
como 0s heurotransmissores catecolaminicos (dopamina e epinefrina), levodopa
(I-DOPA), carbidopa e flavondéides (CHEN et al., 2005; BONIFACIO et al., 2007;).
Nas terapias atuais para a doenca de Parkinson, a COMT seletiva inibidores,
principalmente compostos sintéticos de nitrocatecol (entacapone e tolcapone),
utilizados em combinacdo com I|-DOPA e dopa descarboxilase inibidores,
embora existam varios efeitos adversos efeitos colaterais dessas drogas (CHEN
et al., 2005; BONIFACIO et al., 2007), os pesquisadores se concentraram sobre
a poténcia dos produtos naturais com capacidade de inibir COMT. Entre varias
fontes naturais, as catequinas das folhas de Psychotrias presentes no cha tém
sido investigadas por varios grupos de pesquisa (MANDEL et al., 2004; CHEN
et al., 2005; KADOWAKI, et al., 2005).
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6. Artigos

Artigo |

Toxicidade e efeito inibitorio da acetilcolinesterase de Psychotria
carthagenensis Jacq., Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil

Giovana Coutinho Zulin Nascimento

Resumo

Psychotria carthagenensis Jacq., € utilizada como ingrediente da
Ayahuasca, bebida alucinbgena consumida em rituais religiosos. Efeitos da sua
toxicidade in vivo tém sido relatados com a utilizacdo da infusdo da planta. Este
estudo objetivo avaliar os efeitos do extrato aquoso das folhas frescas e secas
de P. carthagenensis na espécie Rattus novergicus, as alteragdes bioquimicas
decorrentes da administragcdo dos extratos, a expressdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e relacionar com o0s constituintes quimicos. As
analises quimicas do extrato aquoso mostraram a presenca majoritaria de
esterdides, compostos fendlicos e alcaloides. Para os ensaios pré-clinicos, apos
a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal, foram preparadas
duas infusbes com folhas secas e frescas da planta, administradas em Rattus
novergicus, via gavagem diariamente por 15 dias na concentragao de 200 pg kg
1 de peso do animal, divididos em 4 grupos: planta fresca, planta seca, controle
negativo (agua) e controle positivo (clonazepam= 0,5mg kg de peso do animal).
Os efeitos da toxicidade foram avaliados através das andlises bioquimicas
coletadas do sangue, dosagem da enzima AChE e analises histolégicas do
figado e rins. Através da dosagem de Alanina aminotransferase (ALT) e Asparto
aminotransferase (AST), foi verificada uma tendéncia no aumento da producéo
de enzimas hepéticas, porém sem achados morfofuncionais. A analise
histoloégica dos rins e figado ndo evidenciaram alteracbes patoldgicas.
Entretanto, as infusdes de folhas secas inibiram os niveis da AChE o que
demonstra um potencial farmacolégico para atuar no tratamento de doencas
neurodegenerativa como o Mal de Alzheimer e Parkinson.
Palavras-chave: Fitoquimica de plantas medicinais, Ensaios clinicos,

Colinesterases, Biologia tecidual.

37



Abstract

Toxicity and inhibitory effect of aacetylcholinesterase from Psychotria
carthagenensis Jacq., Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil.
Psychotria carthagenensis Jacq., Is used as an ingredient in Ayahuasca, a
hallucinogenic drink consumed in religious rituals. Effects of its in vivo toxicity
have been reported with the use of plant infusion. The objective of this study was
to evaluate the effects of the aqueous extract of the fresh and dry leaves of P.
carthagenensis on the species Rattus novergicus, the biochemical changes
resulting from the administration of the extracts, the expression of the enzyme
acetylcholinesterase (AChE) and to relate to the chemical constituents. The
chemical analyzes of the aqueous extract showed the presence of steroids,
phenolic compounds and alkaloids. For the pre-clinical trials, after the approval
of the Committee on Ethics in Animal Experimentation, two infusions were
prepared with fresh and dried leaves of the plant, administered in Rattus
novergicus, via gavage daily for 15 days at a concentration of 200 ug kg * of The
animals were divided into 4 groups: fresh plant, dry plant, negative control (water)
and positive control (clonazepam = 0.5mg kg* animal weight). The effects of
toxicity were evaluated through biochemical analyzes in the blood, AChE enzyme
dosage and histological analyzes of the liver and kidneys. Through the dosage of
Alanine aminotransferase (ALT) and Aspartato aminotransferase (AST), a
tendency was observed in the increase of the production of liver enzymes, but
without morphofunctional findings. Histological analysis of the kidneys and liver
did not show pathological alterations. However, dry leaf infusions inhibited AChE
levels, which demonstrates a pharmacological potential to act in the treatment of
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and Parkinson's.

Keywords: P. carthagenensis, Phytochemistry, Clinical Trials, Cholinesterases,

Tissue Biology.

Introducéo

A espécie arbustiva Psychotria carthagenensis (Rubiaceae), classificada
anteriormente como Palicourea deflexa, € uma planta pioneira, comum em areas
do Pantanal e Cerrado sul-mato-grossense (SOUZA e MONTEIRO, 2005;
KOCH, 2010; TAYLOR et al., 2015). Como ocorre com frequéncia em épocas de

seca, quando a disponibilidade de forrageiras € menor, € consumida pelos
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bovinos, levando a sua intoxicacdo na regidao pantaneira (NASCIMENTO et al.,
2007), onde é conhecida como Sanhacaiba ou erva-de-galha (MIMAKI et al.,
2001).

Apesar de sua toxicidade, a planta é utilizada na medicina popular como
antiepiléptica (CARDOSO et al., 2000; CRISPIM et al., 2002; KOCH et al., 2010).
Nas regides centro-oeste, norte e nordeste do Brasil, além de outros paises da
América do Sul, é usada em cultos e rituais religiosos como alucinégena
(MCKENNA et al., 1984) e por algumas populac¢des indigenas, com proposito
medicinal e ritualistico (ASSIS e RODRIGUES, 2018.)

Investigacdes cientificas demonstraram a eficicia de seus extratos como:
anti-inflamatéria, antitumoral e anticancerigena (ELISABETSKY, 1995;
BARCELLOS, 2014; BERGAMIN, 2016). A toxicidade e os efeito alucinégenos
desta planta foram relacionados aos alcaloides, os monoterpenos indolicos
(dimethiltriptamina e 2-metil-1, 2, 3, 4 tetra hidro-B-carbolina), isolados também,
de outras espécies de Psychotria (VALVERDE et al., 1999; SANTOS et al, 2001;
KERBER et al., 2001; DUSMAN et al 2004; KERBER et al, 2008; BERGER et
al., 2015), como a P. viridis, cujas as folhas in natura ou secas sao utilizadas na
preparacdo da bebida alucin6gena Ayahuasca, porém em algumas regides
brasileiras a P. viridis é substituida pela P. carthagenensis para o preparo da
Ayahuasca (LEAL e ELISABETSKY, 1996).

No Brasil, 0 uso desta bebida, bem como, pesquisas de sua utilizacao
terapéutica, em carater experimental, foram oficialmente reconhecidos e
protegidos por lei em 2004 (BRASIL, 2004). A oficializacdo foi necessaria, pois
varias seitas religiosas, dentre elas o Santo Daime, Santa Maria, Unido do
Vegetal e Barquinha surgiram no pais, misturando elementos do cristianismo e
de religibes africanas ou indigenas e fazem uso da bebida como alucindgeno
(FRESCKA et al., 2016).

Por estas caracteristicas, a Ayahuasca foi investigada quanto ao potencial
terapéutico para o tratamento de algumas doencgas, tais como ansiedade
(SARRIS et al. 2013), depressdo (ANDERSON, 2012) e também para a
prevencao do abuso de drogas (VARGAS-PEREZ e DOBLIN, 2013). Embora os
alcaloides presentes na planta para o preparo da Ayahuasca tenham efeitos
alucindégenos e estejam presentes em outras espécies de Psychotria, a eles

foram atribuidos a capacidade de inibir os disturbios neurodegenerativos
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relacionados as enzimas, como monoamina oxidases, catecol-O-etiltransferase
e colinesterases (PASSOS et al., 2013, 2015; KLEIN-JUNIOR et al., 2016).
Estes achados permitem apontar que esse grupo de metabdlitos estdo
envolvidos na neurotransmissao serotoninérgica.

Estas informacfes sugerem que as plantas deste Género possam atuar
COmo neurotransmissores e consequentemente, inibir a enzima AChE o que
pode favorecer no tratamento de doencas neurodegenerativas, como por
exemplo, Alzheimer (PASSOS et al., 2013).

Embora P. carthagenensis possa ter efeitos téxicos, € necessario
investigar uma dose que possibilite a inibigdo da AChE e n&o apresente efeitos
em 6rgao vitais como figado e rins. Com isto, objetivou-se avaliar os efeitos do
extrato das folhas frescas e secas de P. carthagenensis em espécie Rattus
novergicus, as alteragcbes bioquimicas decorrentes da administracdo dos
extratos e a expressdo da enzima AChE e relacionar com 0s constituintes

guimicos presentes na planta.

Material e Métodos
Coleta do material vegetal e analise fitoquimica

A coleta das folhas de Psychotria carthagenensis foi realizada na Reserva
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (-20.499559 S, -54.613459 W).
As folhas, ap6s secagem em estufa circuladora de ar 40 °C (MARCONI®, Modelo
MA35), foram trituradas em moinho de facas de aco inoxidavel (MARCONI®,
Modelo MA048).

Para determinacao das classes de metabdlitos secundarios, foi preparado
0 extrato aquoso do material botanico, utilizando 200 g do p6 das folhas secas.
Primeiramente, a solucdo foi submetida a banho de ultrassom (UNIQUE®,
Modelo 1450) por duas horas, seguido de maceracao estatica por 24 horas. O
solvente foi eliminado em rota evaporador para obtencao do extrato bruto aquoso
(ExtH20), este procedimento foi realizado até esgotamento da droga vegetal.

O extrato ExtH20 foi diluido no respectivo solvente (20%) e submetido a
analise quimica classica, seguindo metodologia adaptada de Matos (2009). As
analises foram executadas triplicatas e o0s resultados comparados e
contrastados observando a alteragao de cor e precipitacdo com o extrato ExtH20

original. A leitura dos resultados seguiu o protocolo Fontoura et al. (2015), com
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base na alteracdo de cor, intensidade e formacdo de precipitado, sendo
classificadas como: parcial (x = 10%), baixa intensidade (+ = 25%), mediamente
moderada (++ = 50%), moderado (+++ = 75%), alta intensidade (+++ = 100%) e,
negativa (- = 0%).

A confirmacdo dos grupos quimicos foi realizada por varredura no
espectro de UV-visivel, utilizando uma aliquota de 10 mg mL™* do extrato bruto o
espectro de absorcao foi determinado na faixa de comprimento de onda de 200
a 600 nm.

Os teores de fendis totais (FT) foram determinados pelo Método Folin-
Ciocalteu’s, utilizando 100 mg do extrato. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro na regido de 750 nm, seguindo a metodologia de Sousa et al.
(2007), em cubetas de quartzo. A analise foi executada por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo, construida com
padrées de acido galico (EAG 10 a 300 pg mL™1).

Para quantificacdo de flavonoides, o extrato (100 mg) foi submetido a
metodologia descrita por Sobrinho et al. (2008), utilizando como padrdo a
quercetina (QE = 0,5 mg mL) para construir a curva de calibracdo nas
concentracdes de 0,04; 0,2; 0,4; 2; 4; 8; 12; 16; e, 20 ug mL"1. As analises foram
realizadas por espectrofotometria, comprimento de onda de 420 nm, em cubetas

de quartzo.

Ensaios biolégicos com ratos Wistar

Os espécimes de Rattus norvegicus, linhagem Wistar de idade juvenil,
foram adquiridos do Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, sendo aclimatados no biotério da Unidade Agrarias,
Universidade Anhanguera—Uniderp, por 15 dias. A conducédo do experimento
seguiu os protocolos experimentais e obedeceram aos atuais preceitos éticos e
técnicos bem como contou com a aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Anhanguera Uniderp, sob nimero 3045 aprovado no
dia 03 de novembro de 2017 (BRASIL, 2004; BRASIL, 2018).

Dieta e Tratamento
Foram utilizados ratos Wistar albinos (Rattus novergicus) adultos, entre

08 a 12 semanas de vida e peso entre 300 - 400 g. Os animais foram mantidos
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no laboratério com exaustor e temperatura entre 23 °C a 25 °C, em gaiolas
plasticas em (49x31x21cm) e alimentados com racdo Nuvital© e agua filtrada ad

libitum com ciclo claro/escuro de 12 h.

Preparo do extrato aquoso de P. carthagenensis

A dose para o preparo do extrato aquoso foi de 200 pg kg animal, uma
vez que doses superiores ja foram testadas (1000 mg kg, 500 mg kg* e 300
mg kg?! animal) e apresentaram efeitos de sedacdo e toxicidade (LEAL e
ELISABETSKY, 1996).

Foram preparados diariamente 2 extratos, o primeiro com 50 mL de 4gua
destilada para uma infusao contendo folha fresca (PF) de P. carthagenensis e o
outro contendo 50 mL?! de agua destilada contendo folha seca (PS) de P.
carthagenensis, deixado em descanso por 20 minutos para posterior
administracao.

O delineamento experimental foi de vinte e quatro ratos distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de seis animais: grupo controle positivo (C+) =
1mL de solugéo de clonazepam 0,5 mg kg* animal mais via gavagem; grupo
controle negativo (C-) = 1 mL* de Agua mais via gavagem, grupo experimental
testado com a infusdo da planta fresca 200 ug kg animal mais via gavagem e
grupo experimental testado com a planta seca 200 pg kg? animal mais via
gavagem.

O delineamento experimental foi de vinte e quatro ratos distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de seis animais: grupo controle positivo (C+) =
1mL de solucdo de clonazepam 0,5 mg kg* animal mais via gavagem; grupo
controle negativo (C-) = 1 mL* de Agua mais via gavagem, grupo experimental
testado com a infusdo da planta fresca 200 pg kg animal mais via gavagem e
grupo experimental testado com a planta seca 200 pg kg? animal mais via
gavagem.

Durante o periodo do experimento os animais foram observados
diariamente para verificar os efeitos da toxicidade e letalidade. A coleta do
sangue para analises bioquimicas e dosagem de AChE ocorreu no 15° dia ap06s

0 inicio dos testes e posterior a eutanasia.
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Andlises Bioquimicas

Amostras de 5 mL* de foram coletadas antes da eutanasia dos animais,
por puncao cardiaca para determinacéo do volume total (hematocrito) (SOARES
et al., 2010; SUAREZ et al., 2010).

As amostras, imediatamente, apos a coleta, foram transferidas para o tubo
de hemdlise contendo 0,38 mL de solucéo fisiolégica de cloreto de sodio e
mantidas em banho de gelo. O plasma diluido foi separado por centrifugacéo a
2000 r.p.m., temperatura de 5 °C, por 10 minutos utilizando as aliquotas de 0,05
mL na reagdo. As absorbancias foram determinadas em 540 nm bem como os
niveis plasmaticos (AMORIM e PEREIRA, 1992).

As analises da funcao hepéatica foram realizadas pela dosagem dos niveis
de ALT e AST e da funcéo renal pela dosagem de ureia e acido Urico, ambas

com kits da marca Gold Analisa® e espectrofotdmetro Bioplus 200®.

Quantificacdo da Colinesterase Sérica

A dosagem de acetilcolina (Ach) foi realizada através quantificacdo da
colinesterase sérica. As colinesterases sdo enzimas da familia das esterases,
que realizam a hidrélise de ésteres carboxilicos e estdo localizadas
majoritariamente na membrana das células pdéssinapticas das terminacfes
nervosas (RANG et al., 2012), onde realizam a hidrélise da acetilcolina. A
acetilcolina € um neurotransmissor que atua tanto no sistema nervoso central,
quanto no sistema nervoso periférico (AMENTA e TAYEBATI, 2008). Quando
ocorre o0 envio de um potencial de acdo, na sinapse, a membrana da vesicula
contendo acetilcolina se funde com a membrana plasméatica da célula pré-
sinaptica e ocorre liberacdo de acetilcolina na fenda sindptica VENTURA et al.,
2010). Quando ocorre o0 bloqueio da enzima acetilcolinesterase o
neurotransmissor acetilcolina se acumula na fenda sinaptica, podendo acarretar
até mesmo na morte do organismo, uma vez que h& uma hiperexcitacdo do
neurdnio pos-sinaptico do sistema nervoso parassimpatico ou autbnomo (RANG
et al.,, 2012). Em vertebrados a inibicdo da colinesterase pode causar
convulsdes, inconsciéncia, secre¢cao glandular excessiva e faléncia respiratoria,
podendo levar a morte, enquanto que em invertebrados ha uma hiperexcitacédo
e morte por exaustdo (COLOVIC et al, 2013). A enzima acetilcolinesterase

(AChE) é utilizado como marcador bioquimico de neurotoxicidade e esta
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envolvida diretamente no processo de neurotransmissédo. O principio do método
utilizado esté estabelecido na reagéo colorimétrica, onde a colinesterase sérica
hidrolisa a propioniltiocolina, liberando o tiocolina que reage com o acido 5,5-
dithiobis-2- nitrozoico (DTNB, reagente de cor) levando a formacdo de um
composto amarelo com absorgcéo a 410nm (SOBOCISKIN e MCDEVITT, 1972;
SANTOS e MOSTARDEIRO, 2008)

Calculo do fator de calibracao

Um teste inicial de sensibilizagéo para estabelecer o fator de calibracao
foi realizado, utilizando 3 réplicas contendo agua destilada (4,0 mL™?), reagente
de cor (3,0 mL?) e enzima em p6 reconstituida (20 uL') estabelecida com 7 Ul
mL-1, associado foi acompanhado por um controle branco (negativo) contendo
apenas agua e reagente de cor nas mesmas condicdes. O material foi
homogeneizado e lido na faixa do azul ou 410 nm, tendo o espectro sido zerado
com o controle branco.

Os valores da leitura obtidos em absorbancia foram expressos em valor
médio, o qual foi aplicado na formula descrita a seguir, ja tendo definido o valor

de 7 como as unidades presentes em cada mL da solugcéo enzimética.

Curva de calibracao

A curva demonstra a linearidade da reacao até um valor maximo que
atende a Lei de Beer. Representada pela relacdo entre os valores de
absorbancia (y) contra os valores das concentracdes da diluicdo da enzima (x),
estes sdo avaliados quando a regressao linear com estabelecimento da equacao
da reta e determinacao do coeficiente de correlacéo (r2).

Os valores das diluigbes foram estabelecidos em 0, 1,875, 3,75, 7,0, 10,5,
14,0 e 17,5 Ul mL™, considerando o valor para o célculo do fator de calibragéo
fixo em 7 Ul mL? (Figura 1).
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Figura 1. Curva de calibracdo dos padrdes utilizados para quantificacdo da

dosagem da enzima, AChE.

Determinacgéo da inibicdo enzimética

A inibicdo enzimatica foi estabelecida numa reacdo contendo as
formulacdes na concentracdo de 1 g L', em triplicata para cada produto avaliado.
Os ensaios foram realizados em temperatura controlada de 37 °C e atividade
enzimatica estabelecida em 7 Ul mL. Nos ensaios 1,0 mL de propioniltiocolina,
3,0 mL* de DTNB e 20 uL* da amostra foi submetido a aquecimento em banho-
maria por 2 minutos e 30 segundos para induzir a quebra do substrato e reacao
com a amostra testada.

Logo apds o material foi homogeneizado e adicionado 20 pL? de solucédo
enzimatica, esperado um tempo de 30 segundos e retorno ao banho por mais 30
segundos com adicdo de 3,0 mL* de solucdo inibidora da reacdo. O material foi
entdo homogeneizado e submetido a leitura em espectrofotobmetro a 410 nm,
imediatamente ao tempo determinado da reacdo. O equipamento foi
previamente zerado com uma solucao contendo apenas agua e reagente de cor.

Cada bateria de teste, foi acompanhado e conduzido em conjunto com um
teste padréo positivo contendo substrato, reagente de cor, e enzima, e outro
definido como padrdo negativo contendo reagente de cor e amostra. O padrao
negativo foi estabelecido para eliminar possiveis contaminagfes e viés de

quantificacdes de falso-positivo.
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Determinacgéo da inibicdo enzimética e andlise estatistica
Os valores de absorbéancia encontrados para as réplicas (Testes), foram
tratados e comparados em termos de valores com estabelecimento do desvio

padrao (s) e do coeficiente de variacao (%).

Resultados e Discusséo
Andlise Fitoquimica

O extrato ExtH20 das folhas de P. carthagenensis, mostrou resultados
positivos para compostos fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides, acucares
redutores, esteroides, triterpenos e antraquinonas (Figura 2), com destaque aos
compostos fendlicos, antraquinonas e esteroides

O teor de fendis totais foram de 170,00 £ 0,01 mg e de flavonoides, 78,82
+ 0,0,16 mg, valores considerados elevados, quando comparados com outras
espécies descritas na literatura do género Psychotria (DEVADOSS et al., 2013;
FORMAGIO et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015).

Classe de Metabolitos Secundarios

Acucar Redutor | ——
Heterosideos cardioativos
Saponinas

Triterpenos

Esterdides

Alcaldides

Antraquinonas
Flavonodides

Taninos

Compostos Fenolicos

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Frequéncia (%)

Figura 2. Analise quimica do extrato aquoso de folhas de Psychotria

carthagenensis, coletadas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

Estes resultados apontam que a planta possui potencial antioxidante, logo

0s compostos fendlicos, apresentam atividade de oxirreducao, ou seja, quando
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h& uma troca entre moléculas, de ganho (oxidacdo), ou perda (reducdo) de
elétrons (ALVES et al.,, 2010). Esta troca de elétrons esta relacionada as
alteracdes bioldgicas e processos celulares, alteracdes no equilibrio quimico e
como consequéncia havera formacdo de radicais livres (COTINGUIBA et al.,
2013). Logo os compostos fendlicos e flavonoides estabilizam as trocas de
elétrons sugerindo acdo antioxidante e como consequéncia diminuindo a
formacdo de processos degenerativos metabdlicos. Os flavonoides sé&o
utilizados em varios processos farmacolégicas como antitumoral, antioxidante e
antiviral (SIMOES, 2003), o que confere efeito protegao celular.

De acordo com a atual classificacao sistematica, o género Psychotria
colocado dentro da subfamilia Rubioideae (ROBBRECHT e MANEN, 2006),
considerando as antraquinonas como marcadores taxonomicos (BOLZANI et al.,
2001). Ressaltando-se que cada subfamilia de Rubiaceae possui marcadores
taxondmicos caracteristicos.

A familia Rubiaceae possui uma diversidade de metabdlitos secundarios
como os iriddides, alcaloides inddlicos, antraquinonas e flavonoides, além de,
outros derivados fendlicos e terpendides (GADZA, 2004). Este perfil quimico esta
de acordo com o do extrato ExtH20 das folhas de P. carthagenensis, exceto para
os iriddides.

Os esteroides também séo citados para outras espécies do género, o que
corrobora com nossos achados. Este grupo quimico, atua a nivel de membrana
celular, isto ocorre pelas caracteristicas hidrofébica (grupo esteroidal e
triterpénico), do esqueleto basico que facilita a penetracdo na membrana celular
e dentro da célula a parte polar (glicosidica) contribui para a solubilidade das
moléculas. O metabolismo das saponinas, que apesentam formato esteroidal ou
triterpenicas podem gerar a liberacdo da aglicoma e com isto estes grupos
atuarem de forma toxica (ATHAYDE et al., 2017).

Em outras espécies de Psychotria, também foram isoladas saponinas
triterpénicas que em bioensaios in vivo mostraram que todos os triterpendides
testados reduziram a viabilidade de células cancerigenas e a morte celular
apoptética (ZHANG et al., 2013). A atividade citotdxica das saponinas, se por um
lado, sdo importantes para a morte das células cancerigenas, por outro podem

ser prejudiciais ao organismo, se consumido em grande quantidade,
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apresentando feitos colaterais nocivos, hemolise e téxico ao meio ambiente
(peixes).

Foi detectada através de triagem fitoquimica de plantas nativas do
Uruguai, dentre elas a P. carthagenensis, a presenca de triterpenos, esteréides,
flavonoides, terpenos de baixo peso molecular, saponinas, glicosideos,
antocianinas e taninos (BERTUCCI et al., 2008), mesmas caracteristicas
guimicas apresentadas no presente em Mato Grosso do Sul, no Brasil.

Os heterosideos cardiotonicos, sdo esteroides constituidos em seu
esqueleto basico por hidroxilas que podem ser glicosiladas, produzindo os
heterosideos cardiotdnicos, importantes agentes terapéuticos para doencas
cardiovasculares (RATES et al., 2017). Os heterosideos sdo mais potentes do
que as geninas correspondentes, porém tem efeito similar de toxicidade e a
porcdo aglicona retém a atividade cardiaca mesmo quando isolada, ja o
glicosideo por sua solubilidade facilita a absorcéo e distribuicdo das moléculas.

Ja os acUcares redutores, normalmente nao sao translocados no floema
(TAIZ e ZEIGER, 2013), contudo o seu acumulo deve ocorrer como amino,
desoxiacucares, acUcares metilados e aclUcares com cadeia carbbnica
ramificada), produtos da oxidacédo ou reducdo de outros metabdlitos (KREIS et
al., 2017), como as saponinas e os heterosideos cardiotbnicos que sofrem
hidrélise com o processo de extracao e liberar o glicosideo (ATHAYDE et al.,
2017; RATES et al., 2017) o que justifica a presenca destes acucares no extrato
avaliado.

Contudo nesta espécie, dos constituintes encontrados, os alcaloides séo
citados para diversas espécies do Geénero, como: Psychotria correa
(ACHENBACH et al., 1995), P. brachyceras (KERBER et al., 2001), P. myriantha
(FARIAS, 2006), P. prunifolia (FARIA, 2009), P. calocarpa (ZHOU et al., 2010),
P. stachyoides (PIMENTA et al., 2010). Estudos realizados com as espécies P.
correa por Achenback et al. (1995), P. alba, P. barbiflora, P. brachyceras, P.
deflexa, P. hancorniifolia, P. kleinii, P. leicocarpa, P. longipes, P. myriantha, P.
nuda, P. pleiocephala, P. pubigera, P. suterellae P. umbellata por Lopes et al.,
(2004), P. ipecacuanha por Garcia et al., (2011), P. umbellata por Both (2005),
P. myriantha por Farias (2006), P. prunifolia por Faria (2009), P. brachyceras por
Porto (2009), P. stachyoides por Pimenta et al. (2010) e P. calocarpa por Zhou
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et al. (2010) revelaram a presenca de alcaloides, em sua maioria indol
monoterpénicos.

Em diferentes espécies de Psychotria j& foram descritas atividades
bioldgicas dos alcaloides isolados como: analgésica inespecifica em ratos e
camundongos (extrato P. leiocarpa) e de dose-dependente (extrato P. myriantha)
(ELISABETSKY et al.,, 1995; FRAGOSO, 2007; FARIAS, 2006), acao
alucinégena (DE SOUZA, 2011); hepatotoxica em ratos (ROTH et al., 1986); anti-
inflamatérias (NASCIMENTO et al., 2007); analgésica e antidepressiva (BOTH
et al., 2005).

Em relacdo ao peso dos ratos (Tabela 1), constatou-se que ocorreu
alteracdo no peso dos animais relacionados ao grupo controle negativo, 13% a
maior. Os outros grupos apresentaram menor aumento, o que pode estar
associada ao efeito sedativo ou antidepressivo causada pelo controle positivo e
extratos testes. O consumo de 4gua e alimentos podera ser alterados quando
ha presenca de estresse ou dor, com a reducdo desses consumos indicam
alteracdes homeostaticas no animal (quando ha reducdo do consumo de agua),
podendo gerar desidratacdo (FRAGOSO, 2007; BOTH et al., 2005; FARIAS,
2006).

Nos 15 dias do experimento, 0s animais testados consumiram menos
agua do que o controle negativo, quantidade esta considerada habitual para

consumo diario normal da espécie (15mL100g de peso) (LAPCHIK et al., 2010).

Observacdes macroscoépicas
A necropsia efetuada apos 15 dias do inicio dos testes ndo mostrou
alteracdes macroscopicas nos rins e figado dos animais tratados com extrato

aquosos de folhas frescas e secas, na concentragéo de 200 pg kg-1 animal
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Tabela 1. Peso médio inicial dos ratos Wistar e apés 15 dias de ensaio clinico
utilizando controle positivo e negativo e extratos das folhas frescas e secas de
Psychotria carthagenensis, coletadas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul,

porcentagem em relacdo peso inicial e consumo médio diario de agua

Grupo ensaio Pl (g9) PF(g) (% pci) CMDA (mL)
C+ 360 403 12 42
C- 340 386 13 44
FF 370 412 11 36
FS 382 422 10 41

Pl=Peso inicial; PF=Peso final; pci=Porcentagem em relacdo ao consumo inicial,
CMDA=Consumo médio diario de agua; C+=Controle positivo; C-=Controle

negativo; FF=Folhas frescas; FS=Folhas secas.

Andlise histolégica do figado e rim dos ratos Wistar

A leitura das laminas dos grupos testados com folhas secas (PS) e folhas
fresca (PF), em relacdo ao C - e C +, considerou-se padréo histolégico de
normalidade para o figado: bom estado de conservacao, homogeneidade de
aspecto, identificacéo de I6bulos hepaticos integros, espaco porta integro e veias
hepaticas bem definidas; corddes sinusdides presentes integros, confluindo para
veia centro-lobular. Nos capilares sinusoides, entendeu-se como normal a
presenca de algumas hemécias. Nas células hepaticas, consideraram-se
normais aquelas com um ou mais nucleos integros, em geral centralizados e,
nucléolos bem evidentes. No citoplasma, foi considerado padrao de normalidade
encontrar areas basdfilas e eosinofilas.

Nos animais dos grupos PS e PF, ndo apresentaram alteracdes, nao
havendo alteragcdo morfofuncional, esta pode apresentar se com a elevacao
desta enzima no qual é demonstrada em 94% dos casos, com trato biliar extra-
hepatico e calculos intra-hepaticos (SCHEWARTZ et al., 1991). Logo os achados
histolégicos corroboraram e confirmaram a normalidade de todos os grupos
analisados.

Os achados microscoépicos no figado foram minimos, apenas uma leve
congestdo vascular com precipitacdo proteica na periferia do vaso sanguineo
(Figura 3, representado na imagem D). Os hepatoécitos, de uma forma geral,

apresentam nucleo ativo, com cromatina frouxa e nucléolo bem evidente em toda
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a superficie do 6rgao. A triade portal (Virchow) também se mostrou preservada

(Figura 3, imagem B). N&o foram observamos a presenga de infiltrado

inflamatorio, areas de degeneracao e necrose.

Figra 3. Ftdmicrograﬁd Iu01: ()Secgéi()gica de figagup
controle negativo (C-) mostrando nulcleos dos hepatocitos com morfologia
habitual (setas). (B) Seccéo histologica de figado de grupo controle positivo (C
+) mostrando triade postal (Virchow) com padrdo habitual e vénula hepatica
(asterisco). (C) Seccdes histologicas de figado de grupo folhas frescas, P.
carthagenensis, exibindo nucleos dos hepatécitos com morfologia habitual
(setas). (D) Seccédo histologica de figado de grupo folhas secas, P.
carthagenensis exibindo congestéo vascular e precipitacdo proteica na periferia

(seta). Coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Aumento de 40x.

Nos rins, a normalidade obedeceu aos quesitos: bem conservados,
apresentando corpusculos renais (glomérulos) e tabulos contorcidos proximais e
distais integros. Os glomérulos sao formados por capilares sanguineos, células
endoteliais e mesangiais sem alteracfes histoldgicas. A capsula de Bowman
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apresenta-se integra, revestido por epitélio simples pavimentoso. Os tubulos
renais apresentam revestimento de células cubicas ou poliédricas, apresentando
citoplasma eosinofilo e nucleo arredondado. Na regido medular, analisaram-se
as alcas de Henle junto aos capilares e tubulos coletores, estes com citoplasma
bem delimitado e nucleo esférico, conferindo aspecto habitual para estas
estruturas. Morais (2014) verificou alteragdes histopatoldgica hepéticas e renais
nos animais tratados durante 15 dias com cha de ayahuasca nas doses de 1Xx,
2x e 8x a dose utlizada em rituais religiosos (0,3 mg kgt DMT
(Dimetiltriptamina), 3.3 mg kg?, harmina e 0,26 mg de harmalina), estas
alteracdes foram consideradas de grau leve. Alteracfes das enzimas hepaticas
e renais dos animais tratados com ch& de ayahuasca cronicamente,
demonstraram haver algum grau de comprometimento da funcédo hepatica
(SANTOS et al., 2013). Estas alteracfes hepaticas podem estar associadas a
metabolizacdo hepatica do DMT, que por via oral sofre degradacao pela MAO
(Monoaminoxidase) presente no figado (BUCKHOLTZ e BOGGAN,1977).

Os dados microscopicos renais nos grupos estudados, de maneira geral,
indicaram perda do espaco da capsula de Bowman (Figura 4, imagens A e C),
tumefagdo celular com diminuicdo da luz tubular (Figura 4, imagem A),
congestédo vascular (Figura 4, imagem B) e, precipitacdo proteica no interior de
alguns vasos sanguineos (Figura 4, imagem D). Ndo foram observados a
presenca de infiltrado inflamatério, areas de calcificacdo e necrose nas amostras
analisadas.

Os achados microscopicos de todos os animais dos grupos estudados no
figado foram minimos, onde observamos apenas uma leve congestdo vascular
com precipitacdo proteica na periferia do vaso sanguineo (representado na
imagem D). Os hepat6citos de uma forma geral apresentam nucleo ativo, com
cromatina frouxa e nucléolo bem evidente em toda a superficie do 6rgao
analisado. A triade portal (Virchow) também se mostra preservada (imagem B).
N&o observamos a presenca de infiltrado inflamatério, &reas de degeneracgéo e

necrose nas amostras analisadas.
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Figura 4. Fotomicrografia de luz 02: (A) Seccéo histologica de rim do grupo

controle negativo (C -) mostrando diminuicdo do espac¢o da capsula de Bowman
(cabeca de seta) e tubulos renais com estreitamento da luz (setas). (B) Seccao
histol6gica de rim de grupo controle positivo (C +) mostrando congestao vascular
(seta). (C) Seccbes histologicas de rim de grupo folhas frescas exibindo
diminuicdo do espaco da capsula de Bowman (seta). (D) Seccéo histologica de
rim de grupo folhas secas exibindo precipitagdo proteica na periferia (seta).

Coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Aumento de 20x.

Analises Bioquimicas ALT e AST

Os niveis plasmaticos das enzimas AST e ALT ndo sao érgao-especificas,
mas sdo alterados mais frequentemente em lesdes hepaticas. As enzimas
podem sofrer alteracdo por fatores inflamatérios em outros oOrgdos, sendo
significativas de origem hepatica. Analisando os resultados apresentados na
tabela 2 foi observado que os niveis de AST e ALT dos animais tratados com
extrato ExtH20 de P. carthagenensis na concentragdo de 200 pg kg animal

apresentam niveis aumentados com relagdo aos grupos controle.
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Tabela 2. Resultados bioguimicos dos pré-testes realizados durante 15 dias:
ALT e AST, das folhas de Psychotria carthagenensis, na concentracao de 200

ug kgt, coletadas em Campo Grande — MS

Data Sexo [Grupo] ALT AST Padrao U/I*
25/07/18 M C- 40 82 23-48
25/07/18 M C+ 55 85 23-48
25/07/18 M PS 66 115 23-48
25/07/18 M PF 64 100 23-48

*Padréo U/l utilizado de acordo com o Canadian Council Animal Care (CCAC).

As aminotransferases (ALT e AST) sdo enzimas essenciais envolvidas no
metabolismo central de todos os organismos. Sua alteracdo e presenca nos
tecidos e sangue ird alterar a homeostasia corporal. O objetivo das reacdes de
transaminacao € coletar os grupos amino de muitos aminoacidos diferentes, na
forma de apenas um, o L-glutamato, que funciona como doador de grupos amino
para as vias biossintéticas ou para as vias de excrecao que levam a eliminacdo
dos produtos nitrogenados (LEHNINGER, 2006).

A relacao entre estes marcadores fornece uma perspectiva clinica sobre
varias doencas hepaticas e sistémicas. Isto ocorre pela presenca de AST em
tecido hepético, cardiaco, renal e no muasculo esquelético; e, pela alta
predominancia de ALT no hepatdcito. Sendo assim, o aumento de ambas denota
maior especificidade para dano hepéatico (EDOARDO, 2005). Nos hepatécitos, a
AST é encontrada no citoplasma (40%) e na mitocondria (60%), podendo
qualquer leséo tissular ou doenca que afete o parénquima hepatico resultar em
liberacdo de maior quantidade dessa enzima para a corrente sanguinea, com
consequente aumento dos niveis séricos de AST (MOTTA, 2009).

Como demonstrado na figura 5 (A, B) foi observado aumento significativo
dos niveis plasmaticos de AST e do ALT no grupo PS e PF que recebeu o
tratamento, demonstrando bioquimicamente os impactos hepatocelulares. Desta
maneira, € possivel inferir que o tratamento pode gerar danos hepaticos.

Os dados das analises bioquimicas demonstraram maior concentracao
nos niveis da (AST) (mU mL') no grupo PS em relacéo aos outros grupos (PS =
115,00 + 32,10 > C- = 82,05; PF= 100,08 + 18,03 > C- = 82,05).
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Figura 5. Avaliacéo dos efeitos do extrato aquoso da planta seca e fresca de P.
carthagenensis, controle positivo (clonazepam) e como controle negativo (agua)
nos niveis de AST (A) e ALT (B). A concentracao sérica de AST (A) e ALT (B) foi
avaliada nos grupos controle e animais que receberam o extrato de P.
carthagenensis com ensaios utilizando kits Gold Analisa. Os resultados foram
expressos como meédia + EPM de mg/dl de plasma (n=5). *p < 0,05 quando

comparado ao grupo controle (ANOVA seguido Newman Keuls).

Anélises Bioquimicas Ureia e Acido Urico

O nivel de ureia no plasma é afetado, entre outros fatores, pela fungéo
renal. Apesar de sofrer variagcdes devido a outros fatores, como por exemplo, o
estado de hidratacdo, este marcador ainda serve como um bom indice preditivo
da insuficiéncia renal sintomatica (MOTTA, 2009).

Os resultados obtidos demonstraram reducao significativa dos niveis de
ureia no grupo que recebeu o tratamento com a folha seca em 58% e 55% para
folha fresca (Figura 6-A). Desta maneira, o tratamento ndo afetou a fungéo renal
dos animais tratados. Niveis estes que foram comprovados e comparados com
os niveis de referéncia minima de ureia que é até 51mL dL?, em um animal
saudavel. No entanto, tem que se levar em consideracdo os niveis de ureia
abaixo da referéncia minima, estes resultados corroboram com o indicio de dano
hepatico grave; entretanto, esse parametro € mais usado em associagao com a
dosagem de creatinina, como prova de funcéo renal (MELO-DINIZ, 2000).

O é&cido drico é o produto final do metabolismo das purinas. A
hiperuricemia é definida por uma concentracédo sérica de acido Urico igual ou
superior a 6,8 mg dL. E causada por uma producdo excessiva de &cido Urico,

uma diminuicdo da sua excrec¢do ou por uma combinacao de ambos (AKKINENI
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et al., 2014). Os niveis plasmaticos do acido urico ndo demonstraram alteracoes
significativas dos niveis deste substrato nos grupos estudados (Figura 6). Desta
maneira, 0 tratamento ndo afetou a excrecdo de &acido dUrico e
consequentemente, a funcéo renal dos animais tratados. Dados consideraveis,
pois, foi e identificado niveis mais altos de ureia nos animais apos tratamento
cronico com ayahuasca diluida a 50% (dose padrao de 100ml contem 24mg de
DMT, Harmina, 1,37mg, Harmalina, 0,62mg, Tetra Hidro Harmina, 0,35mg)
sugerindo haver um indicativo de dano renal (FIGUEROA, 2012).
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Figura 6. Avaliagdo dos efeitos do extrato aquoso da folha seca e fresca de P.
carthagenensis, controle positivo (clonazepam) e como controle negativo (aAgua)
nos niveis de ureia (C) e acido urico (D). A concentracao sérica da ureia e de
acido urico foram avaliadas nos grupos controle e animais que receberam o
extrato de P. carthagenensis com ensaios utilizando kits Gold Analisa. Os
resultados foram expressos como média + EPM de mg/dl de plasma (n=5).

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (ANOVA seguido Newman Keuls).

Dosagem de acetilcolinesterase

Com base nos resultados (Tabela 3) pode se considerar que 0 ensaio
realizado com o extrato do grupo planta fresca (5,572 ug mL™!) apresentou menor
guantidade da concentracdo enzimatica da acetilcolinesterase em relacdo ao
controle negativo (6,900 pyg mL™?). Apresentando resultado semelhante ao
controle positivo. O grupo que utilizou o extrato aquoso das folhas secas
apresentou uma maior concentracdo enzimatica de AChE porém menor

concentracdo em relacéo ao controle negativo.
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Tabela 3. Resultados da concentragdo enzimatica de acetilcolina no plasma
sanguineo dos ratos Wistar no ensaio clinico, durante 15 dias, com o extrato

aquoso de P. carthagenensis na concentragdo de 200 pug kg animal
]

Resultados da [Enzimatica]

Padrao C+ G~ PF PS
[Enzimas] |
) 5,649 5,767 6,900 5,572 6,096
(¢4 mL-Y)
Des 40V % 0,1331 0,0841 0,198 0,114 0,064
: 2527% 19,67% 38,176 27,25 14,03
a a c a b

DesvPad = desvio padrdo; CV% = Coeficiente de variacdo; a = padrdo de

referéncia interna.

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor bastante difundido por todo o
sistema nervoso. No sistema nervoso periférico, ela é liberada por todos os
neurénios motores do sistema nervoso somatico e, no sistema nervoso
autdbnomo, por todos os neurénios pré-ganglionares, além dos pds-ganglionares
do sistema nervoso parassimpatico e dos pos-ganglionares que inervam as
glandulas sudoriparas, pertencentes ao sistema nervoso simpatico.

J& no sistema nervoso central, a ACh é amplamente distribuida por todo
o encefalo, particularmente nas regides do cértex cerebral, pro-encéfalo basal,
hipocampo, diencéfalo, ponte e, em menor quantidade, no cerebelo. Os
neurdnios colinérgicos estdo relacionados com importantes funcées como o
alerta, o controle motor, o aprendizado e a memdria, e todas essas acles
exercidas pela ACh estdo prejudicadas quando ha deficiéncias na secrecdo
desse neurotransmissor (VINUTHA et al., 2007).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima cuja acdo € crucial na
propagacédo do impulso nervoso. A AChE inativa a agdo do neurotransmissor
acetilcolina hidrolisando-o em acetato e colina. A acetilcolina é sintetizada e
armazenada em vesiculas no neurdnio pré-sinaptico, sendo que a liberacéo
depende de alteracbes ibnica e elétrica da membrana plasmatica. A
despolarizacdo da membrana plasmatica do neurdnio pré-sinaptico promove o

influxo de Ca?* seguida de fusdo de vesiculas sinapticas com a membrana
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plasmatica. Essa fusdo promove a liberacéo de acetilcolina na fenda sinptica e
difusdo até o receptor localizado na membrana plasmatica do neurbénio pés-
sinaptico. Antes que ocorra nova liberacdo de acetilcolina, a molécula
previamente liberada deve ser hidrolisada pela AChE.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a P. carthagenensis inibe
a AChE, corroborando com os achados de OH et al. (2004), que relata que
inibidores da AChE propiciam uma melhora em pacientes com Alzheimer. Na
doenca de Alzheimer (DA), complexa e progressiva doenc¢a neurodegenerativa
multifatorial, que atinge primordialmente a populagdo com mais de 65 anos de
idade (ADAMS et al.,, 2007) sdo observados déficits cognitivos e funcionais.
Evidéncias demonstram que esses déficits se relacionam com a degeneracéo do
sistema colinérgico, devido principalmente a diminuicdo dos niveis plasmaticos
de acetilcolina (VINUTHA et al., 2007). Os inibidores da AChE aumentam os
niveis de acetilcolina presentes nas sinapses entre neurbnios colinérgicos
(JUNG e PARK, 2007).

Um ndmero reduzido de farmacos é utilizado no tratamento da DA (LIN et
al., 2008), entre eles, os medicamentos sintéticos tacrina, donepezila e
rivastigmina e principios extraidos de plantas como galantamina (4aS,6R,8aS) -
5,6,9,10,11,12- hexahydro- 3-methoxy- 11-methyl- 4aH- [1]benzofuro[3a,3,2-€ef]
[2] benzazepin- 6-0l. A rivastigmina (Exelon®) € obtida a partir do alcaloide
fisioestigmina, também inibidor da AChE (MUKHERJEE et al., 2007).

A galantamina pode ser isolada de diversas espécies dos géneros
Galanthus e Narcissus da familia Amaryllidaceae, mas atualmente produzido
sinteticamente, é considerada a mais efetiva no tratamento da doenca de
Alzheimer. Esses medicamentos apresentam diversos efeitos colaterais tais
como hepatotoxicidade, problemas gastrintestinais e relacionados com a
biodisponibilidade deste farmaco, como a tacrina, com curta meia vida
(MUREBWAYIREA et al., 2009). Além disso, a eficiéncia desses medicamentos
€ somente sobre a fase leve e moderada da doenca, que representa um periodo

curto.

Conclusodes

Como base nos resultados pode-se apontar que:
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O extrato aquoso de Psychotria carthagenensis possui como

constituintes majoritarios os compostos fendlicos, antraquinonas e

triterpenos;

e O extrato aquoso das folhas frescas e secas ndo possui
hepatoxicidade e nefrotoxicidade em ratos;

e As analises bioquimicas demostraram leve alteracdo nas enzimas
hepaticas.

e O extrato aquoso das folhas frescas e secas in vivo foi considerado

inibidor da enzima AChE in vivo.
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6. Consideracg0Oes Finais

O estudo apresentou a menor dose estudada, sem apresentar por 15 dias
hepato e nefrotoxicidade em Rattus novergicus. Pelas analises realizadas com
as folhas da P. carthagenensis conclui se que, a fitoquimica detectou os
alcaloides de forma significativa (++). O aumento das enzimas hepéticas na
corrente sanguinea sugeriu que novos estudos serdo necessarios para excluir a
hipétese de lesdo hepatica causadas pela utilizacdo crénica da infusdo das
folnas de P. carthagenensis. Os niveis das enzimas renais ndo sofreram
alteracdes fisiologicas A P. carthagenensis evidenciou importante inibicdo da
enzima acetilcolinesterase sem causar alterac6es na morfologia dos rins e figado
dos ratos Wistar, podendo ser utilizada em novos e promissores estudos de

farmacos a serem utilizados no tratamento de doencas neurodegenerativas.
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