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INTRODUGAO

A malaria ou paludismo é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, de evolugdo crdnica, com manifestacdes
episddicas de carater agudo, que acomete milhGes de pessoas nas zonas tropicais e subtropicais do globo. Os
parasitas da malaria pertencem ao género Plasmodium, da familia Plasmodiideae, filo Apicoplexa, classe
Sporozoea, ordem Eucocciida. Das 150 espécies de Plasmodium descritas, prioritariamente seis parasitam o
homem: P. malarie, P. vivax, P. falciparum, P. ovale e os mais recentemente descritos P. knowlesi e P. cynomolgi (Ta
et al. 2014). A transmissdo natural ocorre por meio da picada de fémeas infectadas de mosquitos do género
Anopheles, sendo o Anopheles darlingi a espécie mais importante para Amazénia (Ministério da Saude 2010). A
complexidade do ciclo de vida do parasita aliada a resisténcia que os parasitos tem apresentado aos antimalaricos
tradicionais tem contribuido para as enormes dificuldades experimentadas no controle e erradicacdo da doenga
(Gama et al. 2011).

Os alcaloides inddlicos sdo substancias naturais com larga atividade bioldgica, e nas ultimas décadas vem sendo
estudadas no contexto da maldria. Estudos de screening tem revelado que varias substancias desta classe
apresentam atividade antimalarica in vitro com Clsy (concentragdo inibitdria mediana) na faixa submicromolar e
com otimos indices de seletividade. (Frederich et al. 2008; Kaur et al. 2009). A elipticina é um alcaldide inddlico
natural isolado das cascas de Aspidosperma vargasii, cuja atividade antiplasmodial foi descoberta pelo nosso grupo,
e exibiu uma significativa atividade antimalarica in vitro frente a cepa multi-resistente K1 de P. falciparum, com um
Clsy de 73 uM. (Andrade-Neto et al. 2007; Henrique et al. 2010; Pohlit et al. 2013). Rocha e Silva et al (2012),
confirmaram a atividade antimalarica in vitro de elipticina e revelaram atividade antimalarica in vivo deste e de
outros alcaloides inddlicos, mostrando que esta classe de substdncias apresentam grande potencial para se
tornarem protétipos de novos antimalaricos. Este trabalho teve por objetivo geral avaliar a atividade antimalarica
in vitro de alcaloides inddlicos e seus derivados semissintéticos frente a cepa K1 de P. falciparum.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado mediante parceria interdisciplinar e interinstitucional entre a Fundagdo de Medicina
Tropical — Heitor Viera Dourado-FMT-HVD (Geréncia de Malaria), e Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia —
INPA, (Laboratério de Fitoquimica — COTI). Os alcaloides inddlicos estudados foram obtidos comercialmente ou
ainda derivados semi-sintéticos produzidos no LAPAAM (Laboratdrio de Principios Ativos da Amazonia/ INPA). As
substancias testadas foram carbazol, harmano, harmina, harmalina e hidrocloreto de harmalina di-hidratada e
quatro derivados dessas substancias CAEPI-123, HOPI- 119, HA- 1,HL-1 hidrocloreto de harmalina di-hidratada. A
metodologia de cultivo in vitro de P. falciparum utilizada é uma modificagdo da técnica de Trager e Jensen (1976)
adaptado pelo laboratdrio de malaria da FMT-HVD e baseia-se no desenvolvimento laboratorial dos estagios
eritrocitdrios desta espécie parasitaria. Foi utilizada a cepa K1 cloroquino-resistente. Apds a realizagdo do
descongelamento os parasitos foram mantidos a 37 °C em garrafas de poliestireno sob mistura de gases (5% de
CO,, 5% de O, e N, balanceado), suspensao de eritrécitos e meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de
plasma humano tipo A+. A parasitemia foi monitorada pela contagem microscépica dos parasitos num total de
1000 hemacias em esfregaco sanguineo.

O bioensaio de atividade antiplasmaddicas foi originalmente desenvolvido por Desjardins et al. (1979). Inicialmente,
foram preparadas solu¢cdes mae das substdncias de interesse, em DMSO (Dimetilsulféxido) na concentragdo de 5
mg/mL. Esta solugdo foi posteriormente diluida para as concentracées de teste. Em uma microplaca de 96 pogos,
foram adicionados 20 plL das solugdes teste e acrescentados 180 pL de suspensdo de hemacias parasitadas com
parasitemia inicial de 1% e hematdcrito de 2%, encerrando um volume final no pogo de 200uL. Pogos controle
presentes na placa ndo recebem as substancias testes e representaram 100% do crescimento. As placas foram
incubadas por 48h a 37°C e baixa tensdo de O, (mistura carbogénica) em camara acrilica e estufa bacterioldgica.
Foram feitos e corados esfregacos sanguineos do conteddo dos pocos da placa seguindo-se a leitura microscépica
para contagem dos parasitas. As parasitemias resultantes dos pogos teste foram comparadas com as parasitemias
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dos pogos controle para se avaliar o potencial de inibicdo de cada concentragcdo de amostra. A inibicdo do
crescimento dos parasitos foi determinada pela comparagdao da média de duplicata de cada concentragdo, com a
média dos controles sem droga, e a Clsy (concentragdo que inibe 50% do crescimento) foi calculada mediante
regressao linear utilizando o software Wicrical Origin®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As substdncias estudadas foram selecionadas por apresentarem ntcleos indélicos (carbazdlicos) tal como alguns
alcaloides com notéria atividade antimalarica in vitro e in vivo, como a elipticina, olivacina e criptolepina, as quais
sdo heterociclos constituidas por quatro anéis. As cinco substancias estudadas inicialmente foram carbazol,
harmano, harmina, harmalina e harmalina HCI,H,0 constituidas por trés anéis, sendo estruturalmente mais
simples que as primeiras substancias citadas. Posteriormente foram preparados derivados desmetilados de
harmina e harmalina e derivados epoxidados de carbazol e harmano. As estruturas das substancias testadas estdo
representadas na Figura 1.
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Figura 1. Alcaldides inddlicos e derivados.

Os alcaloides inddlicos foram ensaiados para atividade antimalarica in vitro frente a cepa K1(cloroquino-resistente)
de P. falciparum. A Tabela 1 apresenta a Clsy das substancias em pg/mL e uM. Entre as substdncias comercialmente
adquiridas, os que apresentaram os melhores resultados foram o harmano, a harmalina e a harmina com atividade
antiplasmodial significativas in vitro (Clsy 2,48, 3,38 e 3,60 pg/mL, respectivamente). Os derivados semi-sintéticos
HL- 1, HOPI- 119, CAEPI-123 preparados respectivamente a partir de harmalina, harmano e carbazol apresentaram
atividade inferior aos seus produtos originais.O derivado HA -1 preparado por desmetilagdo da harmina foi o Unico
derivado que apresentou um pequeno aumento de atividade em relagdo ao produto original. A Figura 2 apresentou
a curva de concentragdo-resposta do harmano que foi o composto mais ativo entre os testados.
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Tabela 1. Concentragdo inibitéria 50% (Cl so) in vitro de alcaldides inddlicos frente a cepa K1 de P. falciparum.

Codigos (PM) Classificagdo* da atividade Clso (ug/mL) Clsg (LM)
Carbazol (167) | 6,56 392
Harmina (212) AM 3,38 15,9
Harmalina (214) AM 3,60 15,7
Harmalina HCI 2H,0 (289) AM 5,8 20,2
Harmano (182) | 2,48 13,6
HA -1(Harmina) (198) AM 3,05 15,4
HL- 1(Harmalina) (200) | 6,85 34,2
HOPI- 119 (Harmano) (238) | 12,04 50,05
CAEPI — 123 (Carbazol) (223) | 24 107,6
Difosfato de Cloroquina (515) - 0,114 0,21
Sulfato de Quinina (345) - 0,112 0,34

0.1 < Clsg< 5 pM= ativo (A); Clsy 5- 20 uM = atividade moderada (AM); Clso > 20.0 uM = inativo (). (Dos Santos
Torres et al. 2013).
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Figura 2. Curva de concentracdo-resposta do harmano frente a cepa K1 de P. falciparum.
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O principal interesse nas propriedades farmacolégicas dos carbazdlicos relaciona-se com a planaridade do sistema
heterociclico e consequentemente maior capacidade de interagdo com DNA e/ou interagdo/inibicdo da formacdo
da hemozoina no parasito. Os alcaloides inddlicos carbazélicos aqui testados apresentaram importante atividade
antimaldrica e suas estruturas podem servir de modelos para semi-sintese de novas drogas antimaldricas. O
derivado semi-sintético HA-1 foi o que apresentou melhor atividade em relagdo ao seu composto original harmina.
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