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RESUMO

O aumento de casos de resisténcia aos antimalaricos comuns cloroquina e TCA
(Tratamentos Combinados baseados na Artemisinina) favorece a busca por novas
substancias com atividade antiplasmodial. Em 2007, o Laboratério de Principios
Ativos da Amazobnia (LAPAAM) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia
(INPA) descobriu a atividade antimalérica in vitro contra Plasmodium falciparum do
alcaloide inddlico elipticina (10). Um levantamento bibliogréafico revelou que diversos
alcaloides inddlicos de estruturas relativamente simples possuem atividade
antimalarica in vitro e in vivo. No presente estudo, substancias relacionadas
estruturalmente a 10 foram obtidas por isolamento ou semi-sintése e sua atividade
antimalérica in vitro foi investigada. 10 e 2-metil-1, 2, 3, 4-tetraidroelipticina (12)
foram isoladas a partir dos extratos alcalinos das cascas de carapanauba
(Aspidosperma vargasii, Apocynaceae) por cromatografia em coluna. Andlise por
UPLC-ESI-MS revelou a presenca de 10 e 12 em uma infusdo das cascas de A.
vargasii. As reacoes de nitracdo (HNO3z/HOAc) e bromacao (Bro/CHCI3) utilizando 10
como material de partida levou a formacao dos produtos de substituicao eletrofilica
aromatica 7-nitroelipticina (20, substancia inédita) e uma mistura 3:1 de 7,9-
dibromoelipticina (17, substancia inédita) e 9-bromoelipticina (18), respectivamente.
Todas as substancias inibiram a cepa K1 de P. falciparum in vitro apresentando
valores de ICso de 0,19 (10); 1,10 (12); 0,43 (20) e 0,30 (17+18) pg/mL. As
substancias 10, 12, 17, 18 e 20 nao exibiram toxicidade para fibroblastos humanos
(ICso > 50 ng/mL). 10 via oral exibiu elevada atividade in vivo no teste de supressao
de 4 dias contra P. berghei em camundongos e inibiu em 92 % a parasitemia no
quinto dia na dose de 10 mg/kg/dia. Futuramente, 17, 18 e 20 deverdo ser

preparados em maior quantidade e avaliados para atividade antimalérica in vivo.

Palavras-chave: elipticina, 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina, 7-nitroelipticina, 7,9-
dibromoelipticina, 9-bromoelipticina, Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei,

malaria.



ABSTRACT

The growing number of cases of resistance to the common antimalarials chloroquine
and the ACTs (artemisinin-based combined therapy) favors the search for new
substances with antiplasmodial activity. In 2007, the Amazonian Active Principles
Laboratory (LAPAAM) at the National Institute for Amazon Research (INPA)
discovered the in vitro antimalarial activity of the indole alkaloid ellipticine (10)
against Plasmodium falciparum. A bibliographic search revealed that many indole
alkaloids of relatively simple structure exhibited in vitro and in vivo antimalarial
activity. In the present study, substances that are structurally related to 10 were
obtained by isolation or semi-synthesis and their in vitro antimalarial activity was
investigated. 10 and 2-methyl-1, 2, 3 ,4-tetrahydroellipticine (12) were isolated from
the alkaline extracts of the bark of carapanauba (Aspidosperma vargasii,
Apocynaceae) by column chromatography. UPLC-MS analysis revealed the
presence of 10 and 12 in an infusion of A. vargasii bark. Nitration (HNO3s/AcOH) and
bromination (Bro/CHCI3) reactions using 10 as starting material formed electrophilic
aromatic substitution products 7-nitroellipticine (20, new substance) and a 3:1
mixture of 7,9-dibromoellipticine (17, a new substance) and 9-bromoellipticine (18),
respectively. All substances inhibited the K1 strain of P. falciparum in vitro as
evidenced by 1Csp values 0,19 (10), 1,10 (12), 0,43 (20) and 0,30 (17+18) pug/mL.
Compounds 10, 12, 17, 18 and 20 were not cytotoxic to human fibroblasts (ICso > 50
ug/mL). 10 administered by mouth was highly active in the 4 day suppressive test
against Plasmodium berghei in mice and inhibited parasitemia by 92% on the 5th day
at a dose of 10 mg/kg/day. In the future, 17, 18 and 20 will be prepared in larger

quantity and evaluated for in vivo antimalarial activity.

Keywords: ellipticine, 2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroellipticine, 7-nitroellipticine, 7,9-
dibromoellipticine, 9-bromoellipticine, Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei,

malaria.
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18
INTRODUGAO

A maléria é considerada um dos mais graves problemas de saude publica em
todo mundo, ocorrendo em mais de 100 paises e territdrios, principalmente em
regides de clima subtropical e tropical. Atualmente as situacbes mais graves se
concentram na Africa subsaariana. Em todo mundo cerca de 500 milhdes de
pessoas sao infectadas, a doenca chega a matar entre 1,5 a 2,7 milhdes de pessoas

ao ano, sendo a maioria criangas (OMS, 2010).

Legend
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Figura 1. Mapa mundial da ocorréncia da malaria. (fonte: OMS, 2010)

Os paises que mais sofrem com a malaria carecem de estrutura e
financiamento necessarios para combater a doenca e o vetor. Segundo o Relatério
Mundial da Malaria (2010), o financiamento internacional para o controle da malaria
cresceu consideravelmente na ultima década. Em 2010, paises como os Estados
Unidos chegaram a desembolsar cerca de 1,8 bilhdes de dolares destinados a
medidas preventivas e tratamento da doenca, sendo grande parte deste valor
destinado aos paises epidémicos da Africa.

No Brasil, a regido de maior risco localiza-se na Amazdnia Legal, que
compreende os estados do Acre (AC), Amapéa (AP), Amazonas (AM), Maranhao
(MA), Mato Grosso (MT), Para (PA), Rondbénia (RO), Roraima (RR) e Tocantins
(TO). Segundo dados do Ministério da Saude, entre o periodo de 2000 a 2011,
99,7% dos casos de malaria registrados no pais, foram nesta regido. Neste mesmo
periodo foram notificados, cerca de 420 mil casos por ano (Boletim Epidemiolégico
Secretaria de Vigilancia em Saude - Ministério da Saude, 2013). O risco de



19

infeccdo em cada regidao € medido pela Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) que
analisa o numero de exames positivos, a cada mil habitantes, em um determinado
intervalo de tempo. Este indice classifica as areas de transmissdo em regides de alto
risco para valores igual ou superiores a 50, médio quando o IPA esta na faixa de
10,0 a 49,9, e baixo risco associado a valores de até 9,9. Segundo Boletim
Epidemioldgico Secretaria de Vigilancia em Saude e Ministério da Saude (2013), na
coleta de dados do periodo entre 2010 — 2011, nenhum dos estados brasileiros foi
classificado como regido de alto risco. No entanto os estados do Amazonas, Acre,

Rondénia e Roraima ainda possuem IPA elevados (Figura 2).
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Figura 2. Grafico com dados do indice Parasitario Anual das areas endémicas no
periodo de 2010 e 2011. [Fonte: Boletim Epidemiolégico Secretaria de Vigilancia em
Saude - Ministério da Saude, 2013].

7

Para amenizar o grande numero de casos nesta regido, é importante o
desenvolvimento de novas pesquisas. Atualmente o nimero de estudos na area,
vem crescendo consideravelmente, seguindo esta tendéncia, esse trabalho teve
enfoque em produtos naturais e derivados semi-sintéticos preparados a partir da
elipticina com atividade antimalarica. O primeiro relato sobre a atividade
antiplasmodial da elipticina foi publicado em 2007, por Andrade-Neto e
colaboradores, no qual foi comprovado que a substancia possui excelente atividade

em teste in vitro contra cepas de Plasmodium falciparum.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MALARIA

A malaria € uma doenca infecciosa, cujos principais sintomas sao ataques de
febre, com temperaturas acima de 40 °C, seguidas de calafrios, tremores e intensas
dores de cabeca, além de nauseas, delirios e dores gastricas (Manual de
diagnosticos da malaria, 2009). A doenga é causada por protozoarios unicelulares
do género Plasmodium. A transmissao dos parasitos ocorre por meio da picada da
fémea infectada do mosquito do género Anopheles. Os sintomas comecam a
aparecer entre 10 e 12 dias apds a picada. Existem mais de 100 espécies de
Plasmodium, mas apenas cinco espécies podem causar a malaria humana: P
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (Singh, 2009). No Brasil,
somente as especies P. vivax, P. falciparum e P. malariae sdo encontrados. Dados
recentes da Secretaria de Vigilancia da Saude e Ministério da Saude (2013)
mostram que entre 2010/2011, dos casos notificados na regido amazobnica, a grande

maioria ocorreu por contaminagao pelo P. vivax, como pode ser visto na figura 3.

3%

12%

P.falciprum
M P.vivax

m P. malarie

Figura 3. Proporcao de casos de malaria em relacao aos trés tipos de protozoarios
presentes no Brasil, entre 2010/2011. (Fonte: Boletim Epidemiolégico Secretaria de
Vigilancia em Saude - Ministério da Saude, 2013)
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As porcentagens de cada espécie de Plasmodium sao semelhantes em outras
regides do pais. A doenca causada pelo P. vivax € considerada de baixo risco,
porém, tém gerado preocupagdes aos érgaos publicos devido ao crescente numero
de relatos do aumento da gravidade clinica e de resisténcia dos protozoarios aos
antimaléricos atuais. A maléria causada pelo Plasmodium falciparum é o tipo mais
grave, cujo principal sintoma é a destruicdo dos glébulos vermelhos, provocando

estados anémicos e em alguns casos levando a morte (Valente, 2010).

1.2 CICLOS DA MALARIA

A malaria humana apresenta dois ciclos de reprodugdo, um sexuado que
acontece no mosquito e outro assexuado que ocorre no hospedeiro vertebrado
(Figura 4). No ciclo sexuado ocorre a diferenciacdo dos merozoitos em gametas
machos e fémeas, a partir dai inicia-se a reprodugcdo sexuada ou esporogbnica, que
ocorre no estdbmago do inseto. Através do cruzamento dos gametas ocorre a
formacdo zigoto, que origina ao oocineto. Esse ultimo migra até a parede do
intestino do inseto, e forma o oocisto, onde havera a formagdo dos esporozoitos.
Este ciclo tem tempo de duragdo em média de 11 dias, dependendo da espécie do
Plasmodium. Depois de formados, os esporozoitos migram até as glandulas
salivares do mosquito e ficam prontos para serem transferidos para o hospedeiro
vertebrado (Manual de diagnésticos da malaria, 2009)

O ciclo assexuado, também denominado ciclo esquizogbnico, ocorre no
hospedeiro vertebrado e se divide em duas fases: pré-eritrocitico e eritrocito. Através
da picada do mosquito infetado ocorre a inoculagdo dos esporozoitos, que migram
pela corrente sanguinea até atingirem os hepatécitos, dando inicio a fase pré-
eritrocitico. Nesta etapa ocorre a formagdo dos esquizontes, que rompem o0s
hepatocitos e liberam os merozoitos na corrente sanguinea. O tempo de duracao
desta fase varia dependendo da espécie do Plasmodium. Apds terem sido liberados,
0s merozoitos se alojam nas hemacias iniciando a segunda fase do ciclo, o
chamado de ciclo eritrocitico ou sanguineo. No interior das hemécias o parasito se
desenvolve num periodo que varia entre 48 e 72 h, decorrido o tempo necessario
para a maturagado ocorre a ruptura das hemacias e a liberacao de novos parasitos na
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corrente sanguinea. Esta fase do ciclo explica a periodicidade dos sintomas da
malaria nos pacientes contaminados (Franca et al., 2008).

Alguns merozoitos sofrem modificagbes se transformando em gametdcitos
machos e fémeas, estes gametdcitos tornam-se infectantes aos mosquitos, para que
ocorra a perpetuacao da espécie.
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Figura 4. Ciclo de vida de espécies de Plasmodium [Adaptado de Franca et al.,
2008].

1.3 ANTIMALARICOS

Os principais antimalaricos utilizados atualmente apresentam em sua
estrutura o esqueleto quinolinico. Essa subestrutura é encontrada na quinina e tem
origem biossintética no amino&cido triptofano. Esse dltimo, apds sofrer uma
descarboxilacdo, origina a triptamina, que para dar origem ao grupo quinolinico
perde do grupo amino e rompe o0 anel indoélico gerando um anel de seis membros,
caracteristicos desta classe (Dewick, 2002).
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Entre os antimalaricos pertencentes ao grupo dos quinolinicos, que também
sdao chamados de alcaloides 4-aminoquinolinicos, destaque-se a quinina (1),
cloroquina (2) e mefloquina (3). 1 € um alcalbide que foi isolado pela primeira vez em
1829, das cascas da “"cinchona” (Cinchona spp.) que tem origem em Peru e Bolivia e
depois as sementes foram levadas para estabelecer plantios fora da América do Sul.
Por volta de 1944, dois quimicos americanos, Robert B. Woodward e William Von
Eggers Doering (Azevedo, 2004), sintetizaram o composto 1 em laboratério, foi a
primeira vez que uma molécula com tamanha complexidade teve sua sintese
completa. Apesar da sintese total, devido a complexidade e custos associados a
sintese, 1 hoje & obtido por isolamento de exiratos das cascas de Cinchona spp..
Antimalaricos 2 e 3 sdo farmacos sintéticos. Atualmente 2 é a droga mais utilizada
contra a malaria em todo mundo. O crescente numero de casos relatando o
aparecimento de cepas de Plasmodium spp. Resistentes a essas drogas, tem
sugerido que novas pesquisas sejam desenvolvidas, visadas descobertas de
terapias alternativas.

HNJ\/\/'\{/ " H

OCH3 N N
/
P
cl N N CF3
CF3
1 2 3

Figura 5. Compostos 4-aminoquinolinicos quinina (1), cloroquina (2) e mefloquina
(8) (Francisco e Vargas, 2010).

Desde 2005, a Organizacdo Mundial da Saude passou a recomendar 0 uso
das TCAs (terapias combinadas baseadas na artemisinina) a todos os paises nos
quais, existam casos de resisténcia a cloroquina. Essa combinacdo tem sido
clinicamente eficaz até o momento, porém, pelo histérico associado a tratamentos

antimalaricos é possivel prever que é apenas uma questdao de tempo até para novos
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parasitas resistentes aparecam (Ekland et al., 2008). A artemisinina (4) € uma
lactona sesquiterpénica, isolada a partir da Artemisia annua, apresenta em sua
estrutura uma ligacdo endoperoéxido, que segundo estudos parece ser crucial para
sua atividade antimalérica (Francisco e Vargas, 2010). Os derivado semi-sintéticos
de 4, artesunato de sédio (5), fenozan 50F (6), também sado toxicos ao parasito da

malaria (Figura 66).
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Figura 6. Estrutura da artemisinina (4), derivado semi-sintético 5 e analogo sintético
6 (Francisco e Vargas , 2010)

1.4  Aspidosperma spp.

O género Aspidosperma pertence a familia Apocynaceae. Suas espécies
podem ser encontradas em todo continente americano, se concentrando
principalmente na América do Sul. No Brasil, encontram-se cerca de 50 espécies ja
catalogadas e distribuidas em todas as regides do pais. Popularmente séao
conhecidas por amargoso, carapanauba, guatambus, pau-pereiro, perobas e quina
(Jacomé et al., 2006; Oliveira et al., 2009). Espécies deste género além de despertar
interesse econémico, por serem fornecedoras de madeira nobre, ainda sdo alvos de
muitas pesquisas por serem reconhecidamente bioprodutoras de alcaldides
inddlicos, substancias famosas por seu grande potencial bioldégico (Gomes e
Cavalcanti, 2000; Pereira et al., 2007). Algumas substancias que ja foram isoladas
do género sdo mostradas na Figura 7 (Arnd et al, 1967, Robert et al., 1983,
Guimaraes et al.,2012).
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Figura 7. Alguns alcaléides que ja foram isolados de espécies do género
Aspidosperma.

Na medicina popular, infusbes das cascas de espécies do género
Aspidosperma sao comumente utilizadas no tratamento de varias enfermidades,
como leishshmaniose, febre, tratamento de canceres, reumatismo (Pereira et al.,
2007; Aguiar et al., 2010). Varios estudos cientificos realizados nas ultimas décadas
comprovam atividades bioldgicas como: antibactericida, antiplasmodial, bloqueador
o—adrenérgica, relaxante do musculo esquelético, antitumoral, citotoxica,
parasiticida, antimicrobiana, anestésico, entre outras (Deutsh et al., 1994, Tanaka et
al, 2006; Andrade-Neto et al., 2007, Oliveira et al., 2009). Muitas destas atividades
sao atribuidas aos alcaloides encontrados nas espécies, pois ha muito tempo sabe-
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se que substancias alcaloidicas, devido sua estrutura quimica, atuam diretamente
em sistemas bioldgicos.

Até meados dos anos 50, apenas quatro alcaldides indélicos eram conhecidos
em Aspidosperma spp., na década seguinte, Gilbert e colaboradores (1965)
identificaram cerca de 40 alcaloides deste tipo em 12 espécies do género.
Recentemente Pereira et al, (2007) catalogou em uma revisdo, mais de 200
alcalbdides inddlicos de diversos tipos de esqueletos. O grande numero substancias
encontradas, suas atividades biologicas e potencial farmacoldgico justificam o
grande interesse fitoquimico, analitico, sintético em estudar e analisar

Aspidospermas spp. em geral.
1.4.1 Aspidosperma vargasii

E considerada uma arvore de grande porte, podendo chegar a 20 m de altura,
apresenta ramos finos com terminacao estreita nas cascas. As folhas séo eliptica ou
oval, cujo comprimento varia entre 5-12 e 3-6 cm de largura (Figura 88). Sua
distribuicdo se da em toda América do Sul.

Figura 8. Sementes, folhas e tronco de Aspidosperma vargasii. [fonte: ecofog, 2008
e acervo pessoal]

Poucos estudos sdo encontrados sobre a composi¢cdo quimica de A. vargasii.
Segundo a literatura apenas dois grupos de substancias ja foram isolados desta
espécie, o grupo das olivacinas que compreende a prépria olivacina (7), além da 9-
metoxiolivacina (8) e 2-metil-1,2,3,4-tetraidroolivacina (9). E o grupo das elipticinas,
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sendo a elipticina, representada pela estrutura 10, a 9-metoxielipticina (11) e a 2-
metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina (12). (Burnell e Della Casa, 1967; Pereira et al., 2007,
Henrique et al., 2010).

Olivacinas Elipticinas
R, 1 \2N/R1 R2 1\‘?\1/R1
3
Sa®Y: (3 st
4 4
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H H
R1 Rz I:{1 RZ
H 10 H
MeO 11 MeO
CHS H 15253!4 12 CH3 H 1525354
tetraidro tetraidro

Figura 9. Classe das olivacinas e elipticinas isoladas a partir de Aspidosperma
vargasil.

1.5 ALCALOIDES

O nome alcaloide, deriva do termo alkali, que significa “basico ou alcalino”.
Em geral, os alcal6ides sao substancias organicas normalmente de carater basico e
que apresentam uma cadeia ciclica contendo um ou mais atomos de nitrogénio
(heterodatomo). A maioria destas substancias € de origem vegetal e apenas uma
pequena porcentagem € produzida por animais, como por exemplo, a samandrina,
um alcaloide téxico que € excretado pela Salamandra maculosa Laurenti, também
conhecida por salamandra do fogo. Além deste exemplo, existem outros nos quais
alcaloides sédo produzidos por fungos ou bactérias. (Abelha, 2009).

Esta classe de substancias sempre despertou imenso interesse ao homem
devido ao seu grande potencial bioldgico. Esses compostos sao formados por

diversos tipos de esqueleto e sua classificagdo pode ser dada de acordo com o
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aminoacido que lhe deu origem. Segundo Dewick 2002, existem mais de 3000
substancias com esqueleto inddlico, representando a maior classe de alcalbides
encontrados na natureza, sendo encontrados principalmente nas familias
Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae. Como ja foi citado anteriormente, o
triptofano sofre uma descarboxilagdo pela acao da enzima triptofano descarboxilase

formando a triptamina, que por sua vez origina seis esqueletos diferentes, mostrado

na Figura 10.
CO,H
N > N
H -CO, H
Triptofano triptamina
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AN Y !
Pirroloinddlicos Inddlicos terpendides Quinolinicos

Figura 10. Classes de alcaloides derivados do aminoécido triptofano.

As substancias 7-12 encontradas em A. vargasii sdo alcaloides indélicos
monoterpénicos (alcaloides terpendides), cujo esqueleto € formado a partir da
combinagdo do aminoécido triptamina e do terpendide secolaganin, pertencente ao
grupo dos secoiridoides. Apds uma sequéncia de reagbes dara origem ao
stemmadenina. Esta estrutura é o principal precursor para obtencao deste tipo de
esqueleto, também chamados de esqueletos piridocarbazdlicos. O esquema para
formacdo da elipticina pode ser observado na Figura 11 (Dewick, 1997, p.325 e
333).
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Figura 11- Biogénese para a obtencao elipticina a partir da stemmadenina.(Dewick,
2002).

1.5.1 Alcaloides com Atividade Antimalarica

Sao muitos os estudos relatando atividade antimalérica in vitro e / ou in vivo
de alcaloides na literatura, destes destaca-se grupos que apresentam o nucleo
inddlico, carbolinico e benzo-carbolinico. Em um breve levantamento foi possivel
identificar inUmeras substancias com atividade comprovada, cujas fontes de
obtencdo variam entre compostos extraidos de plantas terrestres, algas marinhas,
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esponjas ou através de reacdes de sintese organica. Na tabela 1, foram mostrados
alguns destes alcaloides, organizados de acordo com sua estrutura, para cada uma
foi identificados os 1Csp (concentragao inibitéria mediana) em micromolar (uM), para

testes in vitro em cepas de P. falciparum.

Quadro 1. Alcaloides que apresentam nucleo indélico e atividade antimalarica in

vitro contra P. falciparum.

Estrutura / Nome

Faixa de ICs (uM) €

cepas P. falciparum

Referéncias

acrisorcin

0,05-0,31 (3D7)

Ekins et al., 2011;
Shahinas et al., 2010.

bisnicalaterine C

0,05 (3D7)

Nugroho, 2011

13.0,12 (sal HCI)
0,11-044 (K1)

Baelen et al., 2009;
Frederich et al,
2008; Galopan et al.,

14. 0,03 (K1) 2011; Onyeibor et al.,
2005
13. R1=Ry = H criptolepina
14. R4=Cl, R»=Br 7-bromo-2-
clorocriptolepina
dihidrousambaresine 0,03 Frederich et al., 2008

Elipticina (10)

0,07-1,13 € 0,60 (sal
HCl)

Andrade-Neto et
al.,2007; Passemar,
et al.,2011 Rocha-
Silva etal, 2012

flinderole B 1,61 (K1) Fernandez etal.,
2009
flinderole C 0,08 (K1) Fernandez et al.,

2009
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Quadro 2 (continuacao). Alcaloides que apresentam nucleo inddlico e atividade

antimalérica in vitro contra P. falciparum.

Estrutura / Nome

Faixa de ICso (UM) €

cepas P. falciparum

Referéncias

10- metoxi-elitpticina

1,15

Passemar et al., 2011

Q\:Q“\
N

0,34mM (sal HI) (K1)

harman 7,14 -12,1 (W2, D6) Azas, 2002 eta.,;
~ Ancolio et al, 2002;
Fiot et al., 2006;
\ /N ? 1
H Baelen efal, 2009.
harmina 0,02 - 0,05 (3D7) Ekins etal., 2001;
— Shahinas ef al, 2010;
\ N Takasu et al., 2005
MeO
N
Harmalina 25,1 (3D7) Astula, et al.,, 2008
MeO \ N
N
H
1-metil-6-carbolina 0,48 (K1) Baelen et al., 2009
\ 0,38 (sal HI)
=(
\\ T
N
2-metil-B-carbolina 0,45 Baelen et al., 2009

18-hydroxysossungucine 0,14 (W2) Frederich et al., 2001
Isoborreverine 0,33 (K1) Fernandez et al., 2009
nicalaterine A 0,11 (3D7) Nugroho et al., 2011

strychonogucine 0,08 Frederich et al.,, 2008
strychnogucine B 0,08 (W2) Frederich et al., 2001
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1.5.2 Elipticina

A elipticina (10), de nome sistemético 5,11-dimetil-6H-pirido [4,3b] carbazol
(F.M = C47H14Ny>), foi isolada pela primeira vez das folhas da Ochrosia elliptica Labell
(Apocynaceae) por Goodwin e colaboradores (1959). Entre as décadas de 60 e 70
descobriu-se sua promissora atividade citotoxica frente a diferentes linhagens de
células tumorais, com efeitos colaterais reduzidos e auséncia de efeitos
hematologicos (Melo, 2008). Desde entdo, importantes estudos foram
desenvolvidos, em relacao a sintese da prépria elipticina e / ou derivados (Dalton et
al., 1967, Besseliere et al., 1981, Devraj et al., 1996, Dracinsky et al., 2007), além de
varios estudos de ordem biologica (Kano 1981, Kibal'nyi et al, 2001). Atualmente
estd sendo usada como droga antitumoral em teste, principalmente contra
melanomas, leucemia, cancer de mama e sarcoma.

Quando se busca o desenvolvimento de novos farmacos € muito importante
que se conhega 0 mecanismo de agao da droga no organismo. No caso da elipticina,
este mecanismo ainda nao foi totalmente elucidado, no entanto, sabe-se que a
droga atua ligando-se ao DNA das células tumorais (Melo, 2008). A interagdo droga-
DNA se da por uma intercalacdo, que ocorrem devidos interacdes eletroestaticas
externas a dupla hélice ou por formacao de ligacbes covalentes (interacdo de Van
der Waals, interacdes hidrofébicas ou ligagdes de hidrogénio) entre a droga e o DNA
da célula cancerigena, esta interacao faz com que ocorra uma diminuicao torcional
da dupla hélice, inibindo a acado da topoisomerase I, dificultando a multiplicagéo
celular.

Inimeros trabalhos cientificos tém sido desenvolvidos com a finalidade de
sintetizar e mapear derivados da elipticina com atividade citotdxica, no entanto,
pouquissimo se sabe sobre sua atividade antimalarica. Em 2007, Andrade-Neto e
colaboradores, constataram que a elipticina possui significativa inibicado in vitro
contra cepas do Plasmodium falciparum (concentracao inibitéria mediana, Clso = 73
uM) apresentando potencial antimalarico consideravel (Andrade-Neto et al., 2007;
Polhit et al., 2012). Esta atividade foi confirmada por Passemar et al. (2011), neste
mesmo trabalho outros derivados da elipticina foram testados e se mostraram
promissores. Recentemente foi verificada significativa atividade in vivo da elipticina e

olivacina contra Plasmodium berghei em camundongos (Rocha e Silva et al., 2012).
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1.5.3 Analogos da elipticina com relevancia para este trabalho

A olivacina (7) € um isbmero da elipticina (10) (Figura 9), cuja estrutura difere
apenas na posicao de uma das metilas. Segundo literatura (Burnell e Della Casa,
1967) também pode ser encontrado na A. Vargasii, assim como 10, outra
semelhanca observada entre estes dois compostos € o considerado potencial
antitumoral (Jasztold-Howorko et al., 2004).

Outra substancia que apresenta bastante semelhanga com a elipticina é o
alcaléide indoloquinilinico criptolepina (13), isolado a partir da Cryptolepis
sanguinolenta (Periplocaceae), originaria da Africa, uma espécie muito utilizada na
medicina tradicional contra maléria. A substancia 13, seus analogos e derivados
representam um grupo de substéncias amplamente explorado devido ao grande
potencial contra Plasmodium falciparum e Trypanossoma cruzi. Apesar de serem
compostos com relevante atividade antiparasitaria também apresentam alta
citotoxicidade e toxicidade in vivo. (Arzel et al., 2001; Jonckers et al., 2002, Baelen et
at., 2009, Rocha e Silva et al., 2012).

Os derivados bromados 14, 15, e 16 (Figura 12) sdo compostos normalmente
sintetizados, pois aparentemente sao estruturas com uma o6tima atividade e é
relativamente menos téxico, além de apresentarem uma degradagao mais lenta,
fator que favorece o tempo da droga no organismo e auxilia na diminuicdo da dose.
(Onyeibor et al., 2005, Wright, 2007; Frederich et al., 2008, Galopan et al., 2011,
Rocha e Silva et al, 2012),

R, \ . 13. criptolepina R;= R,= H

N~ 14. 7-bromo-2-clorocriptolepine R ;= Cle R, = Br
\ y R; 15. 2-bromoelipticina R,= Bre R, =H
N 16. 2,7-dibromoelipticina R = Bre R, = Br

H

Figura 12. Criptolepina (13) e seus derivados bromados 14, 15 e 16.
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1.6 SINTESE

O processo de semi-sintese a partir de produtos naturais tem sido uma
importante ferramenta para o desenvolvimento e a preparacao de varias moléculas
comercialmente Uteis. O estudo e o desenvolvimento de novas rotas sintéticas e
semi-sintéticas, além de biotransformacdes, tem oferecido ao mercado um grande
namero de novos medicamentos para o tratamento de diversas doencas, entre elas
a maléria (ex. cloroquina (2), mefloquina (3) e derivados da artemisinina). Desde a
descoberta da elipticina como agente com potencial antitumoral em 1967, a
substéncia tem sido alvo de inUmeros estudos, visando encontrar a sintese total da
molécula e derivados. Apesar de aparentemente se tratar de uma molécula simples,
as rotas sintéticas determinada sdo na maioria divididas em varias etapas
(Konakahara et al., 2010, Miki et al., 2001). Em muitos procedimentos a principal
dificuldade encontrada é o baixo rendimento das reacdes, que pode estar sendo
limitado pela baixa solubilidade da elipticina, fator que dificulta nao sé o processo de
sintese como também de purificacdo. Em 1962, Cranwell e Saxton (Figura 13)
propuseram uma rota sintética baseada na reagéo entre o 1,4 dimetilcarbazol (A) e o
N-metilformanilida em oxicloreto de fésforo, formando o 3 formil-1,4 dimetilcarbazol
(B), que sofre uma condensagao com o 2,2-dietoxietilamina produzindo a azometina
(C). A partir dai ocorre a ciclizagdo da azometina que gera um intermediario
saturado (D) que é reduzido, assim gerando como produto a elipticina (E). Anos
depois, Dalton e colaboradores (1967) obtiveram o mesmo produto com apenas trés
etapas. O procedimento de ambos os grupos foram bem similares, com excecao da
terceira etapa (ciclizagdo do azometina). No primeiro caso, o fechamento do anel
ocorre na presenca do HCI seco, enquanto que no segundo utiliza-se o &cido
ortofosférico, estd mudancga parece ser importante, pois além de diminuir etapas na
reacdo ainda melhorou o rendimento final (Cranwell e Saxton, 1967; Dalton et al.,
1967).
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OEt
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Figura 13. Resumo da rota sintética de Cranwell e Saxton (1962) para producao da
elipticina.

Quando se trata de derivados da elipticina, mais de setenta ja foram
sintetizados, sendo que as principais modificagbes realizadas sao através de
reacdes de hidroxilagdo nas posicdes C7 e C9 e alquilagao nos nitrogénios e/ou no
C1 (Cirino et al, 2005). A literatura oferece um numero consideravel de rotas
sintéticas para a obtencéo de derivados, entre elas destacam- se mecanismos para
formagao de compostos como: 9-metoxi, 9-nitro, 9-metil, 9-bromo e 9-metoxi-6-metil-
elipticina. Porém, muitos dos artigos que descrevem procedimento sobre derivados
nao partem da elipticina e sim de analogos ou intermediarios, obtidos em reagdes
previas (Cranwell e Saxton, 1967; Dalton et al., 1967). Dracinsky e colaboradores
(2007) descrevem derivados analogos da elipticina, a partir do 1,4 dimetilcarbazol
(A), (Figura 14). Sao cinco os produtos obtidos, o primeiro B é formado a partir de
reacao de halogenacdo, que ocorre de acordo com o mecanismo de reacao de
substituicdo aromatica, comum a este tipo de esqueleto. Para obtencao de C, ocorre
a oxidagao do carbono de uma das metilas presentes em B, seguido de acetilagdo
formando o produto denominado de 4-acetoximetil-3, 6,8-tribromo-1-metilcarbazol
(C). O composto A também foi submetido a reagé@o de nitracéo, formando o produto
dinitrado D, que ao reagir com cloreto de estanho em acido cloridrico sofreu uma

reducao formando o produto E.
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Figura 14. Rota sintética para obtengédo de derivados 8-substituidos a partir do 1,4-
dimetil-carbazol. [Adaptado de Dracinsky et al., 2007]

A posicao de entrada dos substituintes € bem classica quando se trata de
compostos inddlico, isso ocorre porque compostos nitrogenados quando ligado a um
anel aromético pode ser considerado um bom grupo ativante para reagdes de
substituicao eletrofilica. Essas propriedades ocorrem devido a capacidade de
doacéo eletrénica do atomo de nitrogénio, particularidade que faz com que todo o
anel fique carregado eletronicamente e mais suscetivel a reagées quimicas.

No presente trabalho, de posse do levantamento acima, procurou-se sintetizar
novos derivados da elipticina para testar a atividade antimalarica in vitro contra o P.

falciparum.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Investigar a agdo antimalarica da elipticina e seus derivados obtidos a partir
de reacbes de modificagdes estruturais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar elipticina e 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina de extratos das cascas de
Aspidosperma vargasii utilizando técnicas cromatograficas.

Desenvolver métodos de anadlise qualitativa de alcaloides indélicos em infuséo
de A. vargasii por UPLC-ESI-MS.

Sintetizar derivados utilizando elipticina como material de partida em reagdes
de acetilagdo, bromagéo, nitragcdo e oxidagao e determinar a estrutura dos produtos
formados utilizando métodos espectroscépicos.

Avaliar elipticina, 2-metil-1, 2, 3,4-tetraidroelipticina e derivados sintetizados a
partir da elipticina para atividade antimalarica in vitro contra Plasmodium falciparum.

Avaliar elipticina e 2-metil-1, 2, 3,4-tetraidroelipticina para atividade in vivo
contra o Plasmodium berghei em camundongos.
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3 MATERIAIS

Este estudo gerou alguns alcaloides indélicos de origem sintética ou natural.
Também, foram adquiridos alguns padrdes de substancias inddlicas por doacdes ou

por compra direta, para analises.

3.1 ALCALOIDES INDOLICO

3.1.1 Elipticina

v" 100 mg - (Sigma-Aldrich)

v' 20 mg — doacao (Henrique, 2007)

v' 56,45 mg —isolada de A.vargasii
3.1.2 Olivacina

v" 150 mg doacao (Dr. Angelo C. Pinto, UFRJ).
3.1.3 2-metil-1, 2, 3,4-tetraidroelipticina

v' 59,9 mg (isolada A. vargasii)

3.1.4 loimbina

v Sigma-Aldrich.

3.2 METODOS

e Reacdes sintéticas - Reacdes de nitracao, bromacao, acetilacao e oxidacao.
e Cromatografia em camada delgada (CCD).
e Cromatografia em coluna (CC).
e Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).
e Testes antimalaricos.
v in vitro - cepas K1 de Plasmodium falciparum. Software Microcal Origin e
Biostat 1,0 MCT-CNPq.

v"in vivo - camundongos infectados com Plasmodium berghei NK65.
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Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplado a Espectrometria de
Massas (UPLC-MS)-Acquity Waters, espectrometro Quattro Micro Waters,
ionizacdo por electrospray.

Espectrometria de Massas de Alta Resolugao- HRMS (marca Waters, modelo
Xevo).

Ressonancia Magnética Nucelar (RMN)-Equipamento Varian Inova 500 MHz,
e Bruker Avance, 400 MHz.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANALISE PARA VERIFICAR A PUREZA DA ELIPTICINA, OLIVACINA E
IOIMBINA.

A elipticina comercial (Sigma-Aldrich) foi submetida a analises para
verificagdo de sua pureza. Inicialmente foram realizadas CCD, em varios sistemas
de solventes. A substancia apresenta fluorescéncia bem caracteristica, no
comprimento de onda A 366 nm e Rr0,48 no sistema DCM: MeOH: Et;NH (9,8: 0,1:
0,1). A olivacina (doada) foi submetida aos mesmos testes para verificagdo da
pureza. No sistema DCM: MEOH (9:1) apresentou Rr 0,57. Além disso, foram
gerados os espectros de massas de alta resolucao (HR-ESI-MS-XEVQO) para ambas.
Para a ioimbina (Sigma- Aldrich) as analises de pureza se restringiram ao uso das
técnicas de UPLC-ESI-MS e HR-ESI-MS-XEVO.

4.2 |SOLAMENTO DA ELIPTICINA E 2-METIL-1, 2, 3,4-TETRAIDROELIPTICINA.

Isolamento fitoquimico foi realizado a partir de extratos / fragcbes da casca de
Aspidosperma vargasii do banco de extratos do LAPAAM / INPA. Estes extratos e
fragcdes foram produzidos por Marycleuma Campos Henrique durante o seu trabalho
experimental de mestrado (Henrique, 2007), por maceracao em EtOH/ NH,OH 1%,
filtracdo e evaporagdo. O extrato seco foi dissolvido em AcOEt e submetido a
particdo acido-base, resultando em fragdes pH 8, 10 e 12, AcOEt e aquosa
(Henrique, 2007; Henrique et al., 2010).

O desenvolvimento do processo de fracionamento da A. vargasii foi adaptado
a partir do procedimento descrito por Henrique (2010). Primeiramente foram
analisados através de CCD (cromatografia de camada delgada) todos os extratos e
fracbes de Aspidosperma vargasii presentes no banco de extratos do LAPAAM
(Extrato MeOH, extrato H>O e fracdes da particao acido-base pH 8 e 12, AcOEt e
fragdo H.0), para verificar as amostras que continham elipticina. Detectou-se
elipticina em todos, exceto nas fracbes AcOEt e HO. Optou-se por trabalhar
especificamente com a fragdo de pH 8, que apresentou um perfil mais simples para
o isolamento. Nas analises em CCD foi observada a presenca majoritariamente de
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dois alcaloides, sendo um deles a elipticina, cuja identidade foi comprovada baseada
em Rg em CCD (comparacdo com padrao), UPLC-ESI-MS, HR ESI-MS-Xevo e
RMN.

4.2.1 Fracionamento Cromatografico da fracao MHV8 (pH 8)

Para o fracionamento foram utilizados 700 mg de material submetido a
cromatografia de coluna (¢ x h de 2,5 x 25 cm) com silica gel 60 (0,040-0,0063 mm
mesh) previamente ativada sob temperatura de 100 °C por 4 h. Como eluente
utilizou-se o sistema de solvente CHCIl3;: MeOH, em gradiente 9:1, 8:2 e 7:3, 50
fragcbes (16 mL cada) foram coletadas e analisadas por CCD. Foram utilizados como
reveladores uma camara de iodo, solucao de anisaldeido e solugdo de Dragendorff
(revelador especifico para alcalbides). As 50 fra¢des foram reunidas de acordo com

o perfil cromatografico em 4 grupo (Figura 15).

MHV8 (700mg)

CC em silica flash
Sistema CHCI;:MeOH

50 fragbes
MeOH
8:2 73 Puro
21-28 29-40 41-50
AMV8C-37B AMV8C-37C AMV8C-37D
(70,7mg) (32,9mg) (20,8mg)

Figura 15. Fracionamento da fragdo MHV8

4.2.2 Fracionamento da fracao AMV8C-37A (elipticina)

A fragdo AMV8C-37A apresentava coloracdo laranjada com pequenos cristais
com massa de 353,5 mg. Esta fracao foi submetida a cromatografia de coluna. Para
o fracionamento foram utilizados 3,6 g de silica gel 60 (0,040-0,0063 mm),
previamente ativada, sob a temperatura de 100 °C por 4 h. A coluna apresentava as

dimensdes (¢ x h de 2,5 x 25 cm). O sistema de solvente utilizado foi isocratico
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CHCl3: MeOH: EtoNH 9:0, 9:0, 1. Foram coletadas 33 fragbes (16 mL cada), as quais
foram analisadas por CCD, utilizando como reveladores: camara de iodo, solugdo de
anisaldeido e solugcédo de Dragendorff. Foram combinadas em cinco fragdes reunidas

baseado no seu perfil cromatogréfico (Figura 16).

CC em silica flash
Sistema: DCM:MeOH: Et,NH
Gradiente: 9:0,9:0,1

33 fragdes
3-7 8-9 10-11 12-20 21-33
AMV8C-41.1 AMV8C-41.2 AMV8C-41.3 AMV8C-41.4 AMV8C-41.5
(10,8mg) (100mg) (24,5mg) (16mg) (14,6mg)

Figura 16. Fracionamento da fragdo AMV8-37A

4.2.3 Recristalizacao da amostra AMV8C-41.2 (elipticina)

Apb6s evaporacdo do solvente a fragdo AMV8C-41.2 (100 mg) apresentava
cristais amarelos que foram submetidos a CCD e apresentavam algumas impurezas.
Devido a elipticina ter como caracteristica a baixa solubilidade, optou-se por
recristalizacdo para a purificagdo. O solvente utilizado para a recristalizagdo foi o
diclorometano (DCM), os cristais foram dissolvidos a quente e deixado em repouso
no freezer a aproximadamente -3°C, por 24 h. Decorrido este tempo os cristais
formados foram separados do sobrenadante utilizando filtro e algod&o, os cristais
retidos no algodao foram lavados com DCM gelado e depois foram dissolvidos em
CHCI3: MeOH 1:1. Ap6s evaporar o solvente o resultado obtido foi 56,45 mg de

cristais amarelos em forma de agulha.

4.2.4 Fracionamento das fracoes AMV8C-37B e MV8C-41.3 (2-metil-1, 2, 3, 4-
tetraidroelipticina).
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Por apresentarem o mesmo perfil cromatogréafico, reuniram-se as fragbes
AMV8C-37B (70,7 mg) e MV8C-41.3 (24,5 mQ) resultantes da primeira e segunda
cromatografia de coluna realizada (4.2.1 e 4.2.2), respectivamente. A amostra
resultante (95,2 mg) foi fracionada por coluna cromatografica. Foram utilizados 9,6 g
de silica gel 60 (0,040-0,0063 mm mesh, Merck), previamente ativada sob a
temperatura de 100 °C por 4 h. A coluna apresentava as dimensées (¢ x h de 0,7 x
25 cm). O sistema de solvente utilizado foi DCM: MeOH: Et.NH 9,5: 0,4: 0,1. (Figura
17)

AMV8C-37B (70,7mg) e
AMV8C-41.3 (24,5mg)

6-9 10-14 15-21 21-29
2AMV8-50.1 2AMV8-50.2 2AMV8-50.2 2AMV8-50.2
(67,9mg) (5,4mg) (7,8mg) (2,3mg)

Figura 17. Fracionamento das fragdes MHV8C-37B e MHV8C-41.3

4.2.5 Recristalizacao da fracao 2AMV8-50.1 (2-metil-1, 2, 3,4-
tetraidroelipticina).

Verificou-se a presenga de um segundo alcaloide impuro por CCD na fragao
2AMV8-50.1 que cristalizava em forma de soélido branco amarelado. Os cristais
foram dissolvidos em MeOH a quente e deixados em repouso no freezer a
aproximadamente -3°C, por 24 h. Decorrido este tempo o material formado foi
separado do sobrenadante utilizando filtro e algoddao. Ap6s evaporar o solvente,
foram obtidos 59,9 mg de sélido branco, que foi lavado com i-PrOH gelado, apés a

evaporacao do solvente resultou em cristais brancos.

43 REACOES
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Foram testados métodos de sintese de derivados utilizando elipticina como
material de partida. As reacdes testadas foram bromacéo, nitracdo, acetilacdo e

oxidagao.
4.3.1 Bromacao

Trés métodos de bromacéo da elipticina foram explorados.

Método 1 (baseado em Dracinsky et al., 2007): A reacao de elipticina (1 mg) e
excesso de Br, em CHCI; a 0 °C resultou em uma mistura heterogénea e reacao
incompleta, fato que pode estar associado a formacédo do subproduto HBr, que
precipita durante a reagéo.

Método 2 (baseado em descri¢cdo do procedimento de bromacao a compostos
aromaticos, descritos no livro de praticas de organica Vogel's (1989), foram feitas
algumas alterag6es no procedimento 1): A elipticina (1 mg) foi solubilizada em CHCI3
e piridina e depois houve adicdo do Bry liquido. Observou-se que ocorreu
degradacao do produto formado, além de nao haver a conversdao completa da
elipticina em produtos.

Método 3 (adaptado de Holt e Petrow, 1967): Na reacgao foi utilizado elipticina
(16,4 mg; 66,6 umol) isolada a partir das cascas da Aspidosperma vargasii. A
elipticina foi dissolvida em 40 uL de AcOH glacial gelado e colocada em banho de
gelo. Uma segunda solucao foi preparada a partir da mistura de Br, (168,4 mg; 1,05
mmol) e AcOH glacial gelado (450 pL). Logo em seguidas, as duas solugdes foram
misturadas. Imediatamente ap6s a combinacdo das duas solucdes, houve a
formacdo de um precipitado de cor ambar. O baldo com a mistura foi levado ao
banho-maria a 70 °C por 1 h. A reagdo foi acompanhada por CCD. Como reveladores
foram utilizados UV 254 e 366 nm, camara de iodo e solucao de p-anisaldeido. O
sistema de solvente utilizado foi CHCl3: MeOH 9:1. Apds 1 h, a mistura reacional foi
transferida para um vidro de relégio e evaporada sob um Bécker contendo H,O
fervente até a secura total do material (Figura 18).
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Figura 18. Sistema para a reacdo de bromacao da elipticina e procedimento pos-

reacional.

Essa mistura de produtos foi submetida a coluna cromatografica em silica gel
60 (0,040-0,0063 mm mesh, Merck) utilizando o sistema isocratico de CgHe: EtOH:
Eto2NH (8:1: 1) baseado em literatura (Devraj et al,, 1996), no entanto ndo houve
sucesso na separagdao dos produtos. Apds a verificagdo de varios sistemas de
solventes, o que apresentou uma melhor separacao foi CHCI3: EtOEt: AcOH (9:0,
5:0, 5 e 8:1: 1). Baseado em analises por CCD, a mistura de produtos foi submetida
a CCDP (cromatografia de camada delgada comparativa) e CC (cromatografia de
coluna). A mistura foi caracterizada por RMN de 'H, UPLC-ESI-MS e HRMS.

4.3.2 Nitracao

Em um baldo de 5 mL devidamente pesado, foi adicionado 18 gotas de
CH3COOH glacial (m= 0,2447g), sob agitacao foi adicionado 4,5 mg de elipticina de
origem natural, logo apds a solubiliza¢édo total da elipticina foi acrescentado 425 mg
HNO3; 65% gelado. A mistura foi para o banho de gelo e a reacao se processou sob
agitacdo magnética por 1 horas. Durante a reacao aliquotas foram retiradas para o
acompanhamento por CCD. Para interromper a reacao foram adicionado 8 mL de
agua destilada gelada, em seguida a reacao foi basificada até pH 10, com NaCQO3;
anidro. A solucéo foi extraida com CHClI;: MeOH 9:1 e seca com Na SO, anidro,
apods o solvente foi rotaevaporado.
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A purificacdo da mistura pds-reacional foi realizada por CC flash utilizando
como fase mével CHCl3: i-PrOH nos gradientes 9,8: 0,2 € 9,5: 0,5. O produto obtido
foi analisado por UPLC-ESI-MS e RMN 'H, 500 MHz em DMSO-d,

4.3.3 Acetilacao

O procedimento da acetilagdo foi basicamente adicionar elipticina em Ac.0,
sob agitacdo e aquecimento. A reacdo foi realizada varias vezes, modificando
apenas trés variaveis: temperatura, tempo de reacéo e concentracdo de Ac,O. Para
cada tentativa foram utilizados 1 mg (4,06 umol) de elipticina e 182,2 mg (1,78
mmol) de Ac.O (inicialmente). O procedimento pds-reacional para todas as reagdes
foi realizado da mesma forma. A solucao era transferida para um vidro de relégio
sob um Bécker com HxO fervente, para evaporacdo do excesso de Ac,O e do
CH3COOH formado durante o processo (Figura 19). A reunido de cinco dos produtos
formados por essas reagoes foram submetidos a CCDP de fase reversa (C-18) em
ACN: H20 + 1% CH3COOH.

Figura 19. Experimento para reacao de acetilacdo e evaporacdo do produto em um

vidro de reldgio.

Com caréter investigativo andlises de UPLC-ESI-MS, foram realizadas sob as
condi¢oes: H,O+ 0,1 % CHOOH: MeOH [t = 0 min. (90:10); t = 18 min. (5:95); t =
18,5 min. (95:5); t = 19 Min. (90:10), fluxo 0,350 mL/min., injecdo de 1ul], para

verificar a formacéao de produto (s) acetilado (s).
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4.3.4 Tentativa de Sintese de N-Oxidos da Elipticina

O procedimento para formacdo de N-6xido da elipticina foi realizado de
acordo com metodologia descrita por Boogaard e colaboradores (1994). A elipticina
(1 mg; 4,06 umol) foi dissolvida parcialmente em DCM (0,2 mL, seco previamente
com NaS0O,) utilizando ultrassom (1 h). A solucéo levada para banho de gelo e sob
agitacdo magnética foi adicionado o acido 3-cloroperoxibenzoico (m-CPBA; 1,5 mg;
8,69 umol)). A reacdo seguiu por 6 h. Para o procedimento pés-reacional, foi
adicionada solucao saturada de NaHCOs3 (1 mL), e deixou-se sob agitacdo por 30
min. Apés este tempo a mistura foi deixada em repouso e foi separadas a fase
aquosa e a organica. Para garantir que tudo havia sido extraido da fase aquosa,
esta foi lavada mais 3X com CHCI;. As fases orgéanicas foram reunidas e lavadas
com 1 mL de solucdo de NaHCOQO; (2X), seguidas de lavagens com solucao de NaCl
e por fim seca com NaxSOa.

A mistura reacional obtida nesse procedimento foi submetida a analises de
massas no UPLC-ESI-MS, por infuséo direta.

4.4 ANALISE CROMATOGRAFICA DE INFUSOES DE Aspidosperma vargasii

As infusbes de A. vargasii foram preparadas utilizando cascas secas e
moidas, extraidas com agua fervente, seguido de filtracdo e evaporacao total por
Marycleuma Campos Henrique durante seu trabalho experimental para o mestrado
(Henrique, 2007; Henrique et al., 2010). As infusdes foram analisadas por UPLC-
ESI-MS e os cromatogramas gerados foram comparados com cromatogramas de
quatro alcal6ides indélico adotados como padrées: a elipticina (10), 2-metil-1, 2,
3,4-tetrahidroelipticina (12), isoladas neste trabalho, além da olivacina (7) e a
ioimibina (20). Para as analises de UPLC-ESI-MS, as amostras (infusdo e padrées)
foram dissolvidas em MeOH, com os volumes necessérios para se obter em todas
as amostras a concentracado de 1 000 pug/mL. As condigdes utilizadas foram HxO+
0,1 % CHOOH: MeOH [t = 0 min. (90:10); t = 5 min. (5:95); t = 6 min. (95:5);t =7
min. (90:10), fluxo 0,350 mL/min., inje¢do de 1pL]. A infusdo foi diluida para
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concentracdo de 200 ug/mL. Para os padrdes foram preparadas quatro diluicoes,

cujas concentragdes foram: 1000, 100, 10 e 1 ug/mL.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1 Teste in vitro

O teste antimalarico in vitro foi realizado na Fundacéo de Medicina Tropical do
Amazonas sob a responsabilidade de Prof. Luiz Francisco Rocha e Silva e
colaboradores. Nos ensaios realizados foram testados os compostos 7, 10, 12, 19, e
a mistura de 17+18. As substancias foram analisadas frente a cepa multi-resistente
K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virginia) e 3D7 sensivel a
cloroquina, ambas mantida em cultivo continuo segundo método de Trager e Jensen
(1976).

O periodo de incubagéo do parasita com as drogas foi de 24 h a temperatura
de 37 °C. Os controles positivos usados foram cloroquina e quinina. Para o
microteste foi utilizada uma parasitemia inicial de 1-2% e hematocrito de 3%. As
substancias foram dissolvidas em DMSO, na concentracdo estoque de 5 mg/mL, e
posteriormente diluidas em meio completo para obtengcdo das concentragdes de
teste que variaram entre 100 pg/mL e 3,2 x 10 pg/mL.

O teste foi realizado como descrito por Andrade-Neto et al, (2007). As
diluicbes das amostras foram aplicadas em pogos de micro-placa contendo

hemacias parasitadas. Cada concentracdo foi testada em triplicata. Apds a

incubacao, o contetido dos pocos foi avaliado mediante microscopia éptica.

Figura 20. Garrafa com o meio de cultura e o Plasmodium falciparum, microplacas

de teste na camara incubadora e analise de um esfrega¢co no microscopio.
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O efeito parasitario foi avaliado pela porcentagem de inibicao do crescimento
do protozoério. A inibicdo do crescimento dos parasitos foi determinada pela

comparagao com os controles de crescimento sem amostra, segundo férmula:

% inibicdo = (parasitemia do controle — parasitemia com amostra) x 100

parasitemia do controle

4.5.2 Teste in vivo

O teste foi realizado no Laboratério de Biologia da Malaria e Toxoplasmose
(LABMAT), da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Valter Andrade-Neto e colaboradores. As substancias
usadas como drogas foram a elipticina (10) e o 2-metil-1, 2, 3,4-tetraidroelipticina
(12).

Para realizagdo do bioensaio foram necessérios 48 camundongos albinos,
com massas entre 24-32 gramas. O inoculo foi preparado com o sangue de um
camundongo infectado pelo P. berghei, cuja parasitemia foi calculada em 25,7%. O
sangue foi retirado da calda do camundongo escolhido, cerca de 2 mL e a partir
deste, foi preparada uma solugdo com DMSO, com volume total de 14 uL. Esta
solucéo foi utilizada para contaminar os animais. Apds 24 h iniciou-se o tratamento
dos camundongos com as drogas 10 e 12, usando duas vias de administracao (oral
e subcutéanea).

Figura 21. Administragdo das drogas nos testes in vivo, utilizando as vias oral e
subcutanea.
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4.6 ANALISES UPLC-ESI-MS E HRMS

UPLC-ESI-TQ-MS: marca Acquity Waters Quattro Micro Waters, ionizacao
por eletrospray (ES+) Accurate Mass, solventes MeOH + 0,1% HCO.H:H,O grau
HPLC. Volume da injecdo entre 1uL e 5 ulL, energia de ionizacdo 0,2 eV,
temperatura 40 °C, HRMS: Waters Xevo QTof (Central Analitica, Instituto de
Quimica, UNICAMP), Analisador de massas TOF. Programa para tratamento dos
dados MassLynx 4.1 SCN 714.

Condicoes para andlises das substancias 10 e 12: tempo total de analise 7
minutos, injecdo 1 plL, concentracdo 1 pug/ mL, sistema de solventes: H,O com 0,1%
de acido férmico (bomba A) e MeOH (bomba B). Fluxo da inje¢cdo 0,35 mL/min.
Faixa de massa selecionada m/z 150-300. A rampa foi obtida com a seguinte
variacao do gradiente: tempo 0 min (90:10); 5 min (5:95); 6 min (5:95); 7 min (90:10).
Para os produtos (17+18) e 0 19 as condi¢des foram as seguintes: 12 min de tempo
de analise, injecdo automatica de 5 ulL, concentracdo 1 pg/ mL, sistema de
solventes: H,O com 0,1% de acido férmico (bomba A) e MeOH (bomba B). Fluxo da
inje¢cdo 0,35 mL/min., com variacdo do gradiente de acordo com tempo [t=0 min.
(90:10). t=12 min. (5:95); t = 12,5 min. (5:95) e t = 13 min. (90:10)]. Faixa de massa
selecionada m/z 150-600.

Apenas para elipticina e olivacina comercial foram obtidos espectros de
massas de alta resolugcao (HR-ESI-MS-XEVO).

4.7 ANALISES DE RMN
Equipamentos de Ressonancia Magnética Nuclear marca - Varian Inova (500

MHz para 'H e 125 MHz para '*C) e Bruker Avance [400 MHz e 100 MHz (*°C)].
Solvente para solubilizar as amostras: CD3;OD ou DMSO-dk.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 TESTES DE PUREZA DA ELIPTICINA, OLIVACINA, IOIMBINA E
ALCALOIDE 12

Para a olivacina (natural) e elipticina (comercial), o espectro de massas HR-
ESI-MS-XEVO (Figura 22 e 23) apresentou o ion molecular [M+H] * m/z 247,1222
(valor tedrico calculado para Ci7H1sN2" m/z 247,1229; A = 2,83 ppm). Outra técnica
utilizada para identificacdo e verificacdo de pureza foi UPLC-ESI-MS, além da
olivacina (7) e da elipticina comercial (10), também foram gerados espectrogramas
para a ioimbina (27) (Sigma-Aldrich) e para 2-metil -1, 2,3 4-tetrahidroelipticina (12),

isolado, confirmando a pureza a autenticidade das quatro substancias (Figura 24).

DE09T1_EUPTICIMNA_RMMS 12 (0.222) AM (Top,2, HL,S000 0,000,100 Srm (hn, 22 00, Cm (11213}
247 1222 1_.08e3
100
;
CorHuNo'H
=2
;
CiHiuNy'D |
o T T T | T T mez
2496 245 248 249 250

Figura 22. HRMS da elipticina Ci7H14N2" (Sigma-Aldrich), HR-ESI-MS-XEVO,
[M+H]" m/z 247,1222
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Figura 23. HRMS da olivacina isolada Ci7H4sN2", HR-ESI-MS-XEVO, [M+H] ™ m/z
247,1222.
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Figura 24. Espectrograma UPLC-ESI-MS da ioimbina (Sigma-Aldrich), 2-metil-1, 2,3
4-tetrahidroelipticina (natural), elipticina (Sigma-Aldrichl), olivacina (natural),
respectivamente.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS ALCALOIDES ISOLADOS (SUBSTANCIAS 10 E
12)

O fracionamento cromatografico levou ao isolamento de dois alcaloides,
sendo um deles caracterizado por cristais em formato de agulhas de cor amarelo
intenso, e o outro sélido amorfo de coloracdo branca. Ambos os compostos foram

submetido a analises em CCD com co-eluicdo com padrao de elipticina comercial.
5.2.1 Analises dos dados obtidos para elipticina

Através da co-eluicdo em CCD da elipticina padrao (10) (Sigma-Aldrich) com
os extratos/fragdes (pH 8, 10 e 12), sabia-se de antemdo que a fracdo pH 8 do
extrato das cascas de A. vargasii continha uma substdncia com as mesmas
caracteristicas fisicas/cromatograficas de 10, como Rf e fluorescéncia na luz UV-vis
366 nm. Apds o isolamento (56, 45 mg), foram utilizadas técnicas de UPLC-ESI-MS
e MS/MS para confirmagédo dos dados obtidos por CCD e explorar as propriedades
de fragmentacéao de 10.

O espectrograma obtido por UPLC-ESI-MS (Figura 25), mostrou um pico com
tr de 4,14 minutos com ion aduto [M+H] m/z 247, valor consistente com a massa da
formula C17H1sN2" [M+H]* referente a molécula de elipticina protonada.

Analisando o espectro MS/MS (Figura 26), destacam-se os ions em m/z
2471, 232,1 e 204,1. A primeira perda de 15 unidades [M"H — 15] indica a saida de
uma metila (m/z 232,1 referente ao ion [CieH12N2"]). O m/z 231,1 refere-se a perda
de um hidrogénio. A medida que o ion m/z 231,1 vai sendo formado é possivel
verificar a presenga de um novo fragmento de m/z 204,1 [C4sH1oN"], indicando a
perda de HCN [M*H — 27]. Estas fragmentagdes ocorrem segundo mecanismo de
retro Diels-Alder. As condi¢des utilizadas foram: energia de colisdo de 50 eV, ions
selecionado para fragmentacdo: 247,5, 231,3 e 204,4; tempo de retencdo (tr)
selecionado 4 - 4,6 min.
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Figura 25. Espectrograma UPLC-ESI-MS sistema: H,O + 0,1 % de CHOOH: MeOH

do 2-metil-1, 2,3 4-tetrahidroelipticina (natural) (12) e
respectivamente.

elipticina

natural (10),

|060911_ELIPTICINA_MSMS 21 (0.376) AM (Top,2, Ht.5000.0,0.00,1.00); Sm (Mn, 2x2.00); Cm (12:23)
247 1
‘0‘9 171'115IN2 248 1
O e e e e e MYZ
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 250
060911_ELIPTICINA_MSMS 96 (1.657) AM (Top,2, Ht 5000.0,0.00,1.00); Sm (Mn, 2x2.00); Cm (94:104) CiaHi5Ns
00 2321 047 1
o 231.1 | 233 1
32 w / © 2461 ‘ f248'1
0 '\"”|”"|'”w'”'\"”|”"|”'w'”'\"”|‘"‘|”'w'”'\"”|‘"‘|”'w""\""|‘"'|”"|""\""|\‘"'|mt"Z
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
060911 ELIPTICINA MSMS 174 (2.989) AM (Top,2, Ht,5000.0,0.00,1.00); Sm {(Mn, 2x2.00); Cm (160:175)
231.1
¢ 204.1 2301 || 2331 245.1.247 1
O T T T e T T T e e e M2
140 200 230 240 250
060011 ELIPTICINA MSMS 184 (3.160) AM (Top.2, Ht5000.0,0.00,1.00); Sm (Mn, 2x2.00); Cm (182:202)
100 CisHioN* 231.1
0 2321
& 0\4'1 0171 2300 ([Tosz1 2451
O 0 e e o S e oo e miyfz
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Figura 26. Espectro MS-MS da elipticina (10), selecionando a fragmentagdao dos

principais m/z 247,5; 231,3; 204,1.
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5.2.2 Analise dos dados obtidos para 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina.

O segundo alcaloide foi isolado, na forma de um sélido branco amorfo, cuja
massa obtida foi de 59,9 mg. Para elucidagao estrutural foram utilizadas técnicas de
RMN 'H e ®C e comparados os dados com os da literatura (Henrique, 2007;
Henrique et al., 2010), além de dados analiticos de UPLC-ESI-MS (figura 25), que
apresentou um pico com tg de 3,53 min e [M+H]'m/z 265, referente ao 2-metil-
1,2,3,4-tetraidroelipticina (12). Ao analisar o perfil de fragmentagdo (Figura 27),
observam-se majoritariamente os m/z 265,4, 236,3 e 222,3. O m/z 265,4 indica a
féormula molecular protonada [C1gH21N2"], 0 segundo fragmento m/z 236,3, [M*H - 29]
referente a saida do grupo N-CH3. O m/z 222,3 referente ao ion [CigH1gN"], este
valor mostra a perda de 43 unidades [M+H — 43], indicando a saida do grupamento
[CH3-CH=NH ou H>C=N-CHj3]. A fragmentagdo também ocorre segundo mecanismo
de retro Diels-Alder.

RCZS_AM CCREA MSMS 31 (4.312) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x2.00); Cm (27:45) 1. Daughters of 265ES+
2223 3.03e5]
100+
+
CieH16N
+
Ci7H1saN
N 236.3
2083
+
C1gH21N2
2243
26854
2193
427
250.3
Hrrrrrrrr T T T T T O T T A T T .......|.........................n'.fz
20 40 60 &0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 27. Espectro MS-MS da substancia 12, selecionando a fragmentagcé&o dos
principais m/z 265,5, 236, 3 e 222 4.
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Para elucidacdo estrutural da molécula, a substancia foi submetida a
experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear. No espectro de RMN '3C
(ANEXO 1) observaram-se 18 sinais de carbonos referentes ao alcaloide.
Analisando a ampliagdo da regido & 107 a 142, regido caracteristica de carbonos
aromaticos, é possivel verificar a presenga de 12 sinais de carbonos (Figura 28). Os
outros seis carbonos no espectro de RMN de '3C estdo na regido caracteristica de
carbonos alifaticos como pode ser observado na ampliagao (Figura 29). Observa-se
também a presenca de um pico com & 53, este sinal € de resquicios de DCM, o
solvente utilizado na recristalizacdo da amostra. Estes dados foram comparados
com a literatura (Tabela 2) e estdo de acordo com os dados para a substancia 2-

metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina (12).
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Figura 28. Ampliacdo da regido aromatica do espectro de RMN " C (150MHz) em
CD3;OD do composto 12.
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Figura 29. Ampliagdo da regido & 8-64 de RMN ' C (150MHz) em CD3;OD do
composto 12. As impurezas (x) sdo DCM e CD3;OD.

Espectro “full’ de RMN "H (ANEXO 2). Para um melhor detalhamento algumas
regides do espectro foram ampliadas e estdo apresentadas no texto. Analisando a
regiao entre & 2,40 e 2,70 observa-se a presenca de trés singletos, integrando para
3H cada um (6 2,4, 2,5 e 2,6), indicando se tratar dos hidrogénios metilicos, os quais
foram atribuidos a H-13, H-2’e H-12, respectivamente (Figura 30). Entre 6 2,80 e
3,10 foram observados dois tripletos, ambos com J =6 Hz e § 2,8 e 3,0, integrando
para dois hidrogénios, que foram atribuidos aos H-3 e H-4 do anel piperidinico, mais

deslocado observa-se o sinal do H-1 na forma de um singleto em & 3,7.
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Figura 30. Regido de & 2,40 a 3,80 do espectro de RMN 'H (400 MHz) em CD3OH
do composto 12.

Em o 7,1 e 7,3 observam-se dois multipletos complexos que tem a forma de
dois duplo duplo dubletos (ddd), ambos com J; ~ Jo = 8 Hz e J;3 = 1 Hz, estes sinais
foram atribuidos aos hidrogénios H-9 e H-8. O H-8 acopla com o H-7 e H-9 e a longa
distancia com H-10, o mesmo ocorre com o H-9, que acopla como H-10 e H-8 e a
longa distancia com o H-7, esta caracteristica faz com que ambos sejam
apresentados na forma de um multipleto, que lembra um ddd (Figura 31). Em 6 7,45
e 8,13 nota-se a presencga de dois dubletos com integracdo para 1H, ambos com J =
8,0 Hz, os quais, foram atribuidos aos H-10 e H-7 (Figura 32).
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Figura 31. Ampliacdo da regido de § 7,0 a 7,35 do espectro de RMN 'H (400 MHz)
em CD3OH do composto 12.
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Figura 32. Ampliagdo da regido de & 6,9 a 8,30 do espectro de RMN 'H (400 MHz)
em CD3OH do composto 12.
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Apéds as andlises realizadas e comparando os dados obtidos com a literatura
(Henrique et al., 2010) (Tabela 3), foi possivel concluir que o segundo alcaloide
isolado e 0 2—metil-1,2,3,4-tetrahidroelipticina (Figura 33).

Tabela 2. Dados de RMN 'C (100 MHz) obtidos para o alcaldide 12 em
comparagao com o 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina da literatura.

N’ Composto 12 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina
C (CD30D, 100 MHz) CDCI;:CD;0D, 125 MHz
(Henrique et al., 2010)

6a 140,6 140,8

4a 128,4 128,6

8 1241 124.6

10 122,0 122,3

11a 119,7 120,1

5 114,5 114,9

1 56,1 56,5

2’ 44,8 45,4

12 14,0 14,7
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Tabela 3. Dados de RMN 'H (400 MHz) para o alcaloide isolado 12 para o 2-metil-

1,2,3,4 tetrahidroelipticina da literatura.

No.
de H

Composto 12
(CDs;0D, 400 MHZ)

2-metil-1,2,3,4-tetridroelipticina
(CDCI;:CD;0D, 400 MHZ),
(Henrique et al., 2010)

H-10

d (multiplicidade, J)

2,4 (s)
2,5(s)
2,6 ()
2,8 (t,6 Hz)
3,0, (t, 6 Hz)
3,7 ()
7,4 (d, 8 Hz)
7,3 (m)
7,1 (m)
8,1 (d, 8 Hz)

d (multiplicidade, J)

2,4 (s)
2,6 ()
2,7 (s)
2,8 (t, 6 Hz)
3,0 (t, 6 Hz)
3,8 (s)
7,4 (d, 8 Hz)
7,3 (t, 8 Hz)
7.1 (t, 8 Hz)
8,2 (d, 8 Hz)

Figura 33. Estrutura numerado do 2-metil 1,2,3,4-tetrahidroelipticina (12)

5.3 REACAO

As reacoes foram executadas em geral em escala de um (1) miligrama de

material de partida e os produtos da reacao foram analisados basicamente por CCD

e UPLC-ESI-MS. Depois as escalas foram aumentadas para obter produtos para

caracterizacdo por RMN de 'H e ensaios biolégicos. Foi necessario determinar

procedimentos com condicdes reacionais favoraveis a obtencdo dos produtos

desejados. A obtencao dos derivados aqui descritos foi de acordo com mecanismos
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de reacOes de substituicdo eletrofilica aromatica em que o nitrogénio do nucleo
indélico ao mesmo tempo ativa o anel de benzeno do indol e direciona as
substituicbes para as posi¢coes orto e para. Tal direcionamento de substituicoes
eletrofilicas aromaticas estruturas inddlicas é conhecida em trabalhos anteriores por
outros (Devraj et al., 1996, Dracinsky et al., 2007)

5.4 BROMACAO

Inicialmente as tentativas de realizar a bromacao direta da elipticina foram
adaptadas do procedimento de Dracinscky e colaboradores (2007) que efetuaram a
bromacgao de 1,4-dimetil-carbazol (21, analogo estrutural da elipticina) gerando o
produto tribromado 22 com rendimento de 100% sob as condigdes de agitagdo a
temperatura ambiente, por 20 min (Figura 34). Tais condi¢cdes de reacéo aplicadas a

elipticina ndo levaram a formagdo de produtos bromados em bons rendimentos

(abaixo de 10%).
Br
Br
() ()
N
N Br H

H

21 22
Figura 34. Bromacéao de 1,4 dimetil-carbazol por Dracynscky et al. (2007).

Na bromacéao da elipticina, esperar-se-ia, a priori, a formagao principalmente
de trés produtos bromados em que o bromo deverd se ligar nas posi¢coées orto e
para, em relagdo ao atomo de N do nucleo inddlico, conforme esbocado na Figura
35. Nesse raciocinio, o anel piridinico estaria desativado para reacdes de
substituicao eletrofilica aromatica pelo atomo de N piridinico ser eletronegativo. Por
outro lado, o atomo de N do nucleo inddlico devera ativar o anel do indol,
direcionando a regioquimica das bromacoes.

Importante no caso da elipticina é a doacao de elétrons do atomo de N

inddlico gerando cargas negativas nas posi¢gdes orto e para favorecendo a adi¢ao
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inicial do E* (eletréfilo, Br') nestas posicoes (seguida da eliminacdo de H* para
completar a substituicdo). Substituicao eletrofilica nas posicdes meta em relacao ao
atomo de N inddlico ndo sdo observados em reacdes de elipticina e estruturas
analogas (Chaitanya e Nagarajan, 2011). Por analogia, o trabalho de Dracynscky e

colaboradores (2007), (Figura 34) mostrou que no caso da elipticina, poder-se-ia
Br
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Figura 35. Produtos previstos a priori na bromacgao direta da elipticina.

esperar a formacao de produto dibromado 17.
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O procedimento adotado para a bromacao da elipticina foi adaptado de Holts
e Pettrow (1947) que efetuaram a bromacéao da quindolina (23), um alcaloide que foi
muito estudado antigamente devido sua atividade antitumoral e que possui bastante
analogia estrutural com a elipticina. No procedimento de Holts e Pettrow, a
bromacao ocorre em meio acido e com aquecimento por 1 h e o resultado € a 7-

bromo-quindolina (24) (Figura 36).
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Figura 36. A quindolina e seu derivado bromado, descrito por Holts e Pettrow
(1947)

A mistura formada na bromacdo da elipticina, utilizando o procedimento de
Holts e Pettrow (1947), adaptado, foi caracterizada por um solido amorfo amarelo,
de baixa solubilidade em diversos solventes (EtOH; MeOH, CHCI3;, DCM, Acetona,
AcOet, iPrOH) e misturas de solventes orgéanicos. A dissolucdo dos produtos
ocorreu minimamente em uma mistura de AcOH e CHCI;3 (1:1). A baixa solubilidade
dos produtos formados parece ser uma caracteristica da reagéo (Dalton et al., 1967).
Este foi um dos fatores que impossibilitou a separacdo cromatografica e dificultou o
trabalho em geral com a mistura de produtos bromados.

Foram obtidos 28,1 mg de residuo seco, que submetido a CCD com o padrao
(elipticina R  0,37), no sistema de solvente CHCIl;:MeOH (9:1) verificou-se a
presenca de dois produtos, com Rr 0,71 e 0,42. Andlises de UPLC-ESI-MS (Figura
37) confirmaram o observado por CCD e revelaram um pico com m/z 405 [M+H]",
referente a um produto dibromado 17 e um pico apresentando m/z 325 [M+H]",
referente a um produto monobromado 18. Pelos dados obtidos foi possivel verificar
que a reacao de bromagéo levou a formacédo de uma mistura de dois compostos
bromados. Com tempos de retencao de 8,63 min para o produto monobromado (m/z
325) e de 10,25 min para o produto dibromado (m/z 405).

Para os picos dos produtos monobromado (tg = 8,63 min.) e dibromado (g =
10,25 min.), os espectros de massas correspondentes foram de acordo com o0s
respectivos espectros simulados utilizando o software da UPLC-ESI-MS (Waters) e
as formulas.

O espectro de massas do produto monobromado apresenta o par de sinais (m/z
325 e 327) (Figura 38) na proporgao de ca. 1:1, devido & presenca dos isétopos 'Br
e "°Br na sua abundancia natural caracteristica. No espectro de MS do produto
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dibromado (Figura 39), observam-se os sinais caracteristicos de moléculas contendo

2 4tomos de 'Br (m/z 407, intensidade 1), 1 4tomo de "°Br + 1

405, intensidade 2) e 2 4tomos de "°Br (m/z 403, intensidade 1).

RCZS AMREBR_39 UPLC 2 Sm (Mn, 2x3)

10.25 _
405

78826

Figura 37. Cromatograma UPLC-ESI-MS, sistema
da mistura de bromados.
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para o monobromado
' 325 377

326|328

Figura 38. Espectro de massas UPLC-ESI-MS do produto monobromado 18.
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Figura 39. Espectro de massas UPLC-ESI-MS do produto dibromado 17.
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Figura 40. Mecanismo de reagao para a formagao dos produtos bromados.
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O mistura reacional foi submetida a analises de RMN 'H (ANEXO 3). Para
facilitar a discussao algumas ampliacbes do espectro foram colocadas no texto. A
partir dos dados obtidos e em comparacédo a literatura (Devraj et al., 1996), foi
possivel atribuir os sinais dos produtos monobromado e dibromado, baseado nas
integrais dos picos. A relagdo existente entre os sinais do composto majoritario
dibromado e do minoritario monobromado estao na ordem de 3:1. Os dados de RMN
de "H obtidos e da literatura para o 9-bromoelipticina estdo apresentados na Tabela
3. Analisando a ampliagéo (Figura 41) da regido entre 2,72 e 3,20 ppm observa-se
trés singletos, dois deles com integral para valores menor que 1 € um com integral
para 6H. Os dois singletos com 6 2,89 e 3,17 sdo hidrogénio atribuidos ao produto
minoritario (m/z 325), ou seja, o composto 18, enquanto o sinal em 4 2,99 é atribuido
ao produto majoritario, o produto 17. Todos esses sinais mostrados na Figura 41
referem-se aos hidrogénios metilicos H-12 e H-13, sendo que os deslocamentos em
0 2,89 e 3,17, foram atribuidos aos hidrogénios do composto monobromado (18) e o

sinal em 2,99 foi atribuido as metilas do produto dibromado (17).

SLITE
— L666C
— £668°C

H-12 e H-13 (produto 17)

—

H-12 (produto 18) H-13 (produto 18)

Figura 41. Ampliacéo d faixa de § 2,72 a 3,20 do espectro de RMN 'H (500 MHz) em
DMSO-d6 da mistura de bromados.
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Na faixa entre 8 10,10 e 10,05, (Figura 43-A) observou-se a presenca de dois
singletos, na proporcdo aproximada de 1:3, ou seja, um destes sinais corresponde
ao H-1 do produto majoritario (17) e o outro ao H-1 do minoritario (18), de acordo
com a literatura. O multipleto observado em 6 8,52, indica que ocorre a sobreposi¢ao
de picos refere-se aos hidrogénios dos dois produtos (Figura 41-B). Esse tipo de
sinal também foi observado por Devraj e colaboradores (1996) ao identificar o
composto 9-bromoelipticina (18) discutido em seu trabalho, baseado neste dado e
nas integrais observadas, pode se concluir que este multipleto refere-se aos
hidrogénios piridinicos H-3 e H-4 de ambos os produtos (17 € 18).
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Figura 42. Ampliacdo das regides referentes ao anel piridinicos do espectro de
RMN "H (500 MHz) em DMSO-d6da mistura de bromados.

Os outros dois sinais mostrados na Figura 44 refere-se a hidrogénios do anel
benzénico do grupo inddlico. Através da ampliacao destas regides observam-se a
presenca de um dubleto em & 8,60, com integracdo para 1,4 H, cuja constante de
acoplamento € de J = 1,6 Hz, esse valor de J indica acoplamento meta, este sinal foi
atribuido ao H-10, no caso a interacao ocorre entre o H-10 e o H-8 ( Figura 44-A)

Analisando a ampliacao entre § 7,60 e 7,86 (Figura 44-B) é possivel observar
a presenca de dois sinais, sendo um deles um duplo dubleto em & 7,82, atribuido ao
H-8, com J= 1,9 Hz e 8,6 Hz. Estes valores de constantes de acoplamento sugerem
acoplamento em orto (J = 8,6 Hz) e em para (J = 1,9 Hz). O segundo sinal
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observado é um dubleto em & 7,66 e J = 8,6 Hz que foi atribuido ao H-7. E para
finalizar a estrutura observa-se um pequeno singleto em 6 12,3 (s), pertence ao NH
do anel inddlico. Apds estas andlises e a comparacdo com dados da literatura
(Tabela 3) é possivel concluir que o produto monobromado 18 formado € o 9-

bromoelitpcina.
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Figura 43. Ampliacdo do anel substituido do espectro de RMN 'H da mistura de

bromados.
Para confirmar a estrutura do produto dibromado, foi crucial observar a

auséncia do sinal referente a H-7, indicando que o C-7 estaria substituido. Junto a
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isso, um dubleto em 6 8,10 com J = 1,6 Hz, caracteristico de acoplamento meta, foi
atribuindo ao H-8, confirmando assim a estrutura do produto 17, como sendo a
substancia 7,9-dibromoelipticina, inédita na literatura quimica. O sinal em 6 11,8 foi

atribuido ao NH do anel indélico.

H-8 (produto H-17)

— #90T'E
— SE0T'®

g

@
r~— 117717 71 TT7171
8,130 8.120 &.110 B8.100 8.030 B.080

Figura 44. Regido de 58,08 a 8,13 do espectro de RMN 'H (500 MHz) em DMSO-
d6da mistura de bromados.

5 10,1 (s)

™
o 5 2,99 (s)
Br &11,8(s)

58,10 (d,J=16Hz) s

17

Figura 45. 7,9-bromoelipticina com os sinais atribuidos, multiplicidades e constantes
de acoplamento de RMN 'H, 500 MHz em DMSO-dé.
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Figura 46. 9-dibromoelipticina com os deslocamentos, multiplicidades e constantes
de acoplamento de RMN 'H (500 MHz,DMSO-d).

Tabela 3. Dados de RMN 'H (500 MHz) para o 9-bromoelipticna e 7,9-
bromoelipticina em comparacdo com dados da Literatura.

N® H 9-bromoelipticina 7,9-bromoelipticina Devraj et al., 1996
(DMSO-ds, 500 MHz) (DMSO-ds, 500 MHz)  9-bromoelipticina
(18) (17) (DMSO-ds, 300 MHz)
8, multiplicidade, J d, multiplicidade, J o, multiplicidade, J
13 2,89, s 2,76, s
12 3,17, s 3,00 s 3,20, s
9 ——— — ———
7 7,66, d, 8,6 Hz 7,50, d, 8,5Hz
8 7,82,dd,1,8e8,6Hz 8,10, d, 1,6 Hz 7,66, dd, 1,5e 8,5 Hz
10 8,61,d, 1,8 Hz 8,61,d, 1,6 Hz 7,91, d, 6Hz
3e4 8,52 (sobrepostos) 8,52, m 8,43 (sobrepostos)
8,54, m
1 10,10, s 10,10, s 9,69, s

6 12,30, s 11,80, s 11,83, s
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55 NITRACAO

Alguns procedimentos obtendo a elipticina nitrada ja foram descritos na
literatura, no entanto observa-se que geralmente o produto de partida ndo é a
elipticina e sim um precursor biossintético ou sintético da mesma (Dalton et al.,
1967), ou compostos com estruturas similares (Holt e Petrow, 1947). Dracinsky e
colaboradores (2007) relataram o procedimento de nitracdo a partir da elipticina e
HNO3; e AcOH em banho de gelo, sob agitacdo por 45 min, com rendimento de 73%.
O mesmo procedimento foi reproduzido neste trabalho, mas o resultado n&o foi
totalmente reprodutivel. Assim que o HNOj3; entrava em contato com solugéo de
AcOH e elipticina havia a formacado de um precipitado. Inicialmente a reacéo era
interrompida com agua e neutralizada com NaHCO3; até pH 8, depois se passou a
utilizar Na,CO; até pH 10 e observou-se uma maior rendimento final. O
procedimento adotado apresentou baixo rendimento (28%). Isto deve estar
relacionado a baixa solubilidade, tanto da elipticina quanto do produto formado. Além
de apresentar discrepancias nos dados de rendimento, o produto obtido na reagao
realizada por Dracinsky e colaboradores (2007) formou produto diferente do obtido

no presente trabalho, como sera mostrado mais abaixo.

—N O,N .

(XS~ . IS
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H H
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Figura 47. Produto obtido por Dracinsky e colaboradores (2007)

Foram obtidos 39,5 mg de produto bruto, o qual foi purificado em um coluna
cromatografica flash utilizando como fase moével CHCI3:-PrOH em um gradiente
9,8:0,2 € 9,5:0,5. Foram obtidos 1,5 mg de mistura de produtos (Rr 0,42), 1 mg do
produto nitrado puro (19, 30 %, Rr 0,65) e 1,7 mg de elipticina (62 % de converséo
da elipticina, Rr 0,31). O sistema usado pra determinar os R foi C HCl3:MeOH 9:1.

Fatores que dificultam esta reagao é o baixo rendimento, caracteristica que pode ser
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atribuida a baixa solubilidade tanto da elipticina quanto do produto formado, ja que
uma das caracteristicas desta reacao é que assim que se adiciona o HNOj3 ocorre a
precipitagcdo de parte do material de partida. Analises de UPLC-ESI-MS revelaram
um pico cromatografico majoritario com tg = 6,58 min contendo como ion aduto
[M+H] m/z 292, ion de um produto mononitrado, cuja estrutura a priori, acreditava—
se ser uma das duas mostradas abaixo (Figura 49).
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Figura 48. Cromatograma UPLC-ESI-MS, sistema: H,O + 0,1 % de CHOOH: MeOH
e estrutura de possiveis produtos nitrados.

O produto com m/z 292 foi analisado por RMN de 'H, para se determinar a
estrutura. O espectro integral € mostrado no ANEXO 4. Para uma melhor discussao
as ampliagdes mais importantes para a elucidagdo da molécula sdo apresentadas no
texto. Os sinais em & 3,3 e 2,51, sdo atribuidos a HDO (impureza comum quando se
utiiza DMSO-ds), e resquicios de solvente residual, respectivamente (Gottlieb,
1997). Em 6 2,95 observou-se a presenca de um singleto com integracao para 3H,
que foi atribuido a uma das metilas caracteristicas da elipticina, a segunda metila foi
encoberta pelo sinal de HDO (Figura 49).
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Figura 49. Regido de & 2,20 a 3,60 do espectro de RMN 'H da substancia 18
(DMSO-ds, 500 MHz).

Para elucidar a estrutura do produto nitrado a regido mais importante esta na
faixa entre & 7,4 e 11,5 (Figura 51). O deslocamento de 11,25 ppm foi atribuido ao

NH do anel inddlico. Ampliagdes na regidao o 7,4 e 9,88 sao mostradas figuras 52 e
53.
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Figura 50. Regido de & 7,4 a 11,6 do espectro de RMN 'H (500 MHz) em DMSO-d6
do produto nitrado 18.
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Analisando a regido atribuida aos hidrogénios piridinicos (Figura 51), observa-se
a presenca de dois dubletos em & 8,55 e 8,06, ambos com integral para 1H e J= 6,0
Hz, indicando acoplamento entre si, estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios
H-3 e H-4, o singleto em & 9,83 foi atribuido ao H-1.
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Figura 51. Ampliagdes dos picos de RMN 'H (500 MHz) em DMSO-d6
correspondentes aos hidrogénios piridinicos do produto mononitrado.
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De acordo com o mecanismo da reagdo o grupo nitro poderia se ligar em
posicdes orto e/ou para, ou seja, no C-7 e/ou C9, respectivamente. Esperava-se a
formagdo do produto 9-nitrado, como em Dracinsky et al. (2007). No entanto pelo
padrao de acoplamento e multiplicidades observados a posicao que foi substituida
na reagao efetuada no presente trabalho foi a C-7. Isso foi constatado pela presencga
do tripleto em & 7,5 (J = 8 Hz) e dois dubletos em 6 8,43 (J=8 Hz) € 8,86 (J= 7,6
Hz). O tripleto citado corresponde ao H-9 e os dois dubletos estéo relacionados aos
H-10 e H-8 (Figura 53). Estes dados foram cruciais para determinar a estrutura do

composto 20, como sendo o 7-nitroelipticina, composto inédito na literatura.
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Figura 52. Ampliacdo do espectro de RMN 'H da regido dos hidrogénios indélicos
do produto mononitrado
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Figura 53. Estrutura do 7-nitroelepticina (20), com os deslocamentos, multiplicidade
e constante de acoplamento de RMN 'H, 500 MHz em DMSO-d6.

O mecanismo de reacdo (Figura 55) sugerido para obtengdo do produto 7-
nitroelipticina 20 inicia-se com a formagao do ion nitrénio (NO, *) seguido do ataque
do par de elétrons wdo anel benzénico do grupo indol, formando um complexo
n, este por sua vez perde um H para uma base, no caso o acetato presente no

sistema, restabelecendo a aromaticidade do anel e formando o produto 20.

10 Complexo &t
Da0®
/ J
O2N N
H
20

Figura 54. Mecanismo de reacao para formacao de 7-nitroelipticina.
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Tabela 4. Comparacdo dos dados de RMN 'H 500 MHz, solvente DMSO-d6 com
literatura para o 7-nitroelipticina (20).

N°H 7-nitroelipticina (20) Dracinsky et al., 2007
(DMSO-d6, 500 MHz) 9-nitroelipticina
(DMSO-d6, 400 MHz)

9, multiplicidade, J. o, multiplicidade, J,
H-13 2,95, s 2,81, s,
H12 e 3,26, s
H-9 751t8Hz -
H7 7,65,d, 7,8 Hz
H-4 8,55, d, 6 Hz 7,93, d; 6,2 Hz
H-8 8,86, d, 8 Hz 8,38;dd; 9,0 Hz e 2,0 Hz
H-3 8,00, d, 6 Hz 8,47,d, 6,1 Hz
H-10 8,43,d 8 Hz 9,07, d, 2,0Hz
H-1 9,83, s 9,73, s
H-6 11,25, s 12,16, s

5.6 ACETILACAO

O produto formado (AMRAc 57 -1) na acetilacao foi um sélido amorfo de
coloracao amarela, soluvel em MeOH. Dos produtos sintetizados neste trabalho,
este foi 0 que apresentou melhor solubilidade.

Com carater investigativo analises de UPLC-ESI-MS, para verificar se houve
a formacgéao de produto (s) acetilado (s), e segundo os resultados obtidos foi possivel
confirmar que ocorre a acetilagdo da elipticina. Este fato foi constatado pela
presenca do ion aduto [M+H] m/z 289 [M+H], tg 11,08 min. A amostra analisada foi a
AMRAc 57 -1 (1,1 mQ), que aparentemente estava mais pura (Figura 55).



79

RCZS AMRAC 57_1 UPLC 2 Sm (Mn, 2x3) Scan ES+
1004 M08 _ BRI
280 1.67€7]
2235880 Areal

]

10.53
8925

- 360

897 487 066
6.01 7.95 419 egr7e 1@ o0
419 39458 20804

T T T T T T T T T T r Time

100 | 200 | 300 | 400 s00 | 600 7.00 8.00 900 | 1000 | 1100 | 1200

Figura 55. Cromatograma UPLC-ESI-MS sistema: H2O + 0,1 % de CHOOH: MeOH
do produto da reagéo de acetilagédo da elipticina.

De acordo com o resultado obtido nas analises de UPLC-ESI-MS foi possivel
verificar que ocorre a entrada de um grupo acetil na molécula de elipticina, fato
observado pela presengca do ion aduto [M+H] m/z 289 majoritariamente. A
elucidagéo da estrutura do produto monoacetilado, no entanto ndo foi possivel, pois
o produto néo estava puro o suficiente pra realizar outras analises, além disso, ndo
havia massa suficiente para tentar uma nova purificagéo.

A reacao de acetilacdo segue 0 mesmo mecanismo das anteriores, trata-se
de uma substituicdo eletrofilica aromatica, onde o eletréfilo é o grupo acetil, que
ataca a priori os carbonos C7 e C9. E possivel que ocorra o ataque aos nitrogénios
do anel inddlico e também do anel piridinico, se o grupo acetato substituir o
hidrogénio do anel inddlico estara formando uma amida, grupo funcional bastante
estavel, ja no caso do ataque ao nitrogénio do anel piridinico 0 mesmo nao pode ser

dito, ja que formaria um sal quaternario, com carga positiva (Figura 57).
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Figura 56. Alguns produtos possiveis para a reacao de acetilagéo.

5.7 N-OXIDO
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A metodologia adotada para esta reacéo foi de acordo com o procedimento

descrito por Boogaard et al. (1994), e visava a obtencdo do produto 26. A mistura



81

reacional obtida nesse procedimento foi submetida a analises em CCD e em UPLC-
ESI-MS, por infusdo direta (

Figura 58). Nas placas de CCD foi possivel verificar que havia a formagéo de
um produto, mas sobrava muita elipticina no sistema (RF elipticina 0,68 e para o
produto formado 0,42, sistema DCM:MeOH 8:2). O espectro de MS gerado
confirmou a formacéao a do N-6xido ([M+H] m/z 246) e da elipticina ([M+H] m/z 247)
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Figura 57. Estrutura do N-6xido obtido por Boogaard et al. (1994).
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Figura 58. Espectro de massas UPLC-ESI-MS por infusdo direta da mistura
reacional de formacao do N-6xido.

6 ANALISE POR UPLC-ESI-MS DA INFUSAO DAS CASCAS DE Aspidosperma
vargasii.

De acordo com a literatura, o género Aspidosperma é grande bioprodutor
alcaloides inddlico, compostos com esse tipo de esqueleto sdo considerados

marcadores quimiotaxonémicos de espécies deste género (Oliveira et al., 2009). A
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caracterizagdo da infusdo implica em identificar e quantificar os alcaloides
majoritarios a partir de padrdes, seja eles isolados da planta ou ndo. Para analises
foi utilizado a técnica de UPLC-ESI-MS, na qual a amostra da infusdo foi avaliada
em com quatro padrdes, elipticina (10), olivacina (7), 2-metil-1,2,3,4
tetrahidroelipticina (12), ioimbina (27), todos estes alcaloides ja foram isolados de
alguma espécie de Aspidosperma (Burnell e Della Casa, 1967; Henrique et al., 2010,
Pereira et al., 2007).
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Figura 59. Alcaloides usados como padrao para determinacdo do perfil
cromatografico das Aspidospermas.

Ja se imaginava que dois dos alcaloides (10 e 21) usados como padrao
estariam presentes na infusdo. Mas de acordo com a literatura, substancias como a
olivacina ou derivados também poderia estar presente na espécie (Burnell e Della
Casa, 1967). No entanto, de acordo com as andlises realizadas confirmou-se
majoritariamente a presenga do pico com tr 3,51 minutos e m/z 265, além destes
destacam-se os picos com tr 2,11 m/z 369, tr 3,09 m/z 281 e o tr 4,15 e m/z 247,
para cada padrao foi estabelecido uma faixa de limite de deteccdo (Anexos 5-8)

sendo que, para elipticina, 2-metil-1,2,3,4-tetridroelipticina, ioimbina nao foram
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detectados com concentracdo abaixo de 100 pL/mL (Anexo 12, 13 e 14) , para a
olivacina o limite de detec¢do observado em concentragdes abaixo de 10 ug/ mL.

O injecao dos padrées mostrou quatro picos m/z 355 (tr 2,51) pertence a 27,
m/z 265 (tr 3,52) refere-se a estrutura 12, m/z 247 (tr 3,98) é a substancia (7) e o
m/z 247 (tr 4,15) pertencente a substancia 10, cada um deste padrdes foi analisado
separadamente. Baseado em comparagao € possivel verificar que o extrato aquoso
contém o pico referente ao 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina inquestionavelmente. O
pico m/z 247 foi aferido a elipticina devido ao tempo de retengcédo, apesar de as
substancias 7 e 10 apresentarem a mesma massa, o tempo de retencao entre elas

difere, sendo possivel diferencia-las (Figura 61).
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Figura 60. Cromatograma UPLC-ESI-MS da infusdo das cascas de A.vargasii,
utilizando os solventes H2O + 0,1 HCOOH:MeOH e o mix dos padrdes 7,10,12,e 27.

Com objetivos de fazer uma estimativa sobre os picos m/z 369 e 281, foi feito
uma busca bibliografica sobre estruturas inddlicas isoladas de Aspidospermas spp.
na tentativa de aferir alguma informacao sobre este picos e foram encontrado dois

alcaloides, sendo eles a 3,4,5,6 - tetradesidroioimbina (C22H2sN20O3) com m/z 367, e
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o razinilam (CygH24N2) com m/z 281, ambas as substancias ja foram isoladas da

espécies A.marcgravianum (Pereira et al., 2007).

razinilam

3,4,5,6-tetradesidroioimbina

Figura 61. Estrutura de dos alcaloides inddlicos 3,4,5,6-tetradesidroioimbina sendo
com m/z 357 e o razinilam m/z 281.

7 ENSAIO in vitro

Para realizagdo do teste in vitro contra P. falciparum foram utilizadas trés
substancias puras: elipticina (10), 2 - metil-1, 2, 3, 4 - tetraidroelipticina (12), 7 -
nitroelipticina (20) e a mistura de bromados (17 e 18), a cloroquina foi usada com
droga padrao. Para os ensaios foram utilizados dois tipos de cepas diferentes, sendo
elas a K1 (resistente a cloroquina) e a 3D7 (sensivel a cloroquina), os resultados
obtidos sdo mostrados na Tabela 5. Os testes de citotoxicidade foram realizados
com fibroblastos de pulméao fetal e o resultado mostrou que todas as substancias
apresentam baixa citotoxidade.

Para uma substancia ser considerada ativa, seu Clso deve ser inferior a 1
pug/mL . Os valores encontrados nos testes in vitro reforgam o trabalho ja realizado
por Andrade-Neto et al., (2007) em relacdo a elipticina, além de mostrar que os

derivados sintéticos da elipticina continuam ativos contra o Plasmodium.
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Tabela 5. Inibicdo do crescimento in vitro da cepa K1 de P. falciparum frente as
substancias abaixo.

Substancia Clso (ng/mL) DP Citotoxicidade
(Clso)
K1 3D7
17+18 0,3 0,2 > 50 pg/ml
20 3,9 4,9 > 50 pg/ml
10 0,19 0,08 > 50 pug/ml
12 1,1 3,5 > 50 pg/ml
Cloroquina 0,17 0,06

*Bertani et al. (2005) adotaram a seguinte classificacao: ICso < 0,1 ug/mL = muito
ativo; entre 0,1 a 5 pg/mL = ativo; entre 5 a 10 ug/mL = atividade moderada; > 11

pg/mL = inativo.

8 ENSAIO in vivo.

Para os ensaios in vivo, dados foram coletados no quinto e sétimo dia apo6s a
infecgcdo dos camundongos. A parasitemia foi medida a partir de uma relagao, entre
0 numero de heméacias totais pelo niumero de hemacias parasitadas. A elipticina
demonstrou excelente atividade in vivo contra P. berghei em via oral, com inibic&o
de 90% da parasitemia, no quinto dia. Por motivo ainda desconhecido houve um
crescimento da parasitemia no sétimo dia. J4 na via subcutdnea o processo foi
inverso, no sétimo dia houve uma diminuicdo da parasitemia. Esses dados
revelaram o grande potencial para substancia 10 (Rocha e Silva et al. 2012).

Os testes in vivo com os produtos obtidos via sintese ndo foram possiveis
devido a pequena quantidade de produtos obtidos nas reacdes.

Recentemente o 2-metil-1,2,3,4-tetrametilelipticina (12) foi testada em dose
Unica de 25 mg/Kg/dia, e a substancia se mostrou inativa nesta concentragéo.

Futuramente novos testes seréo realizados com uma concentragao maior.



Tabela 6. Resultados dos ensaios para o teste in vivo contra P. berghei.

Substancia / dose Via oral Via subcutanea

5°dia 7° dia 5°dia 7° dia

Elipticina 67 61 0 40
1mg/Kg/ dia
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9 CONCLUSAO

Este estudo apresentou o isolamento de dois alcaloides inddlico obtidos a
partir da Aspidosperma vargasii, sendo eles a elipticina e a 2-metil-1,2,3,4-
tetraidroelipticina, que apods o isolamento foram usadas junto com outros alcaloides
inddlico (olivacina e ioimbina) como padrdes para o desenvolvimento de um método
para analise qualitativa de infusdo de espécies de Aspidosperma spp. A partir da
elipticina foram propostos 4 derivados, sendo que um deles foi isolado e identificado
como sendo o 7-nitroelipticina, substancia inédita na literatura. Também foram
obtidos dois produtos bromados na forma de mistura, identificados com sendo 7-
bromoelipticina e o 7,9-bromoelipticina, sendo a segunda substancia inédita na
literatura, além destas também foram sintetizados produtos acetilados e um produto
N-6xido que ainda estao sendo estudados.

Foi confirmada a atividade in vitro e in vivo contra o Plasmodium falciparum e
P.berghei, respectivamente da elipticina e o 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina. O
derivado nitrado e a mistura de dibromado demonstraram importante atividade
antimalarica in vitro. Todas as substancias estudadas possuem atividade
antimalarica in vitro significativa devido a presenca do nucleo inddlico
presumivelmente. De todas as substancias estudadas neste trabalho, a elipticina foi
a que apresentou maior potencial para ser usada no desenvolvimento de novos

farmacos.
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ANEXOS
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ANEXO 1. Espectro completo de RMN *C (150MHz) em CD3OD, para o composto 12 ( 2-metil-1,2,3,4 tetrahidroelipticina)
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Anexo 2- Espectro integral de RMN 'H (400 MHz) em CD3sOH do composto 12 (2-metil-1,2,3,4 tetrahidroelipticina)
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Anexo 3. Espectro de RMN 'H de 500 MHz em DMSO-d6, mistura de bromados (17 e 18).
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Anexo 4. Espectro de 1H de 500 MHz em DMSO-d6, do produto 7-nitroelipticina.
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ANEXO 5. Cromatogramas de UPLC-ESI-MS da elipticina (10) em trés diluicdes para determinar o limite de deteccao.
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ANEXO 6. Cromatograma UPLC-ESI-MS do 2-metil-1,2,3,4-tetraidroelipticina (12) em trés diluicdes para determinar o limite de

deteccéao.
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ANEXO 7. Cromatograma UPLC-MS, de ionizacao por eletrospray da ioimbina (27) e o limite de deteccao.
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ANEXO 8. Cromatograma UPLC-MS, de ionizagao por eletrospray da olivacina (7) e o limite de detec¢ao.




