WOMINEMAVOERE
\ Vv v

UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA

REBECA LOPES SANTOS

Deguelia costata (Benth.) A. M. G. AZEVEDO: TRIAGEM
FITOQUIMICA, ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS,
ANTIPROTOZOARIAS E ANTITUMORAIS

SALVADOR- BAHIA
2021



HoMINEMAVOFRE
D vV v

REBECA LOPES SANTOS

Deguelia costata (Benth.) A. M. G. AZEVEDO: TRIAGEM
FITOQUI’MICA, ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS,
ANTIPROTOZOARIAS E ANTITUMORAIS
Dissertacao apresentada a Universidade do Estado da
Bahia, como parte das exigéncias do Programa de Pds-

Graduacao em Quimica Aplicada, para obtencdo do

titulo de Mestre em Quimica Aplicada.

Orientadora: Lourdes Cardoso de Souza Neta

SALVADOR-BAHIA
2021



FICHA CATALOGRAFICA
Sistema de Bibliotecas da UNEB

S237d Santos, Rebeca Lopes

Deguelia costata (Benth.) A. M. G. Azevedo: triagem fitoquimica,
atividades antimicrobianas, antiprotozoarias e antitumorais / Rebeca
Lopes Santos. - Salvador, 2021.

92 fls 1l

Orientador(a): Prof2 Dr? Lourdes Cardoso de Souza Neta.

Inclui Referéncias

Dissertacao (Mestrado Académico) - Universidade do Estado da
Bahia. Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra. Programa de
Pos-Graduacdo em Quimica Aplicada - PGQA, Campus |. 2021.

1.Fabaceae. 2. Isoflavonoides. 3.Trypanosoma Cruzi.
4 Leishmanose. 5.Protozoarios.

CDD: 547




UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA

Autorizagao Decreto n°® 9237/86. DOU 18/07/96. Reconhecimento: Portaria 909/95, DOU 01/08-95

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS EXATAS E DA TERRA  A—
CAMPUS | - SALVADOR PGOA

POS-GRADUACAO EM
Quimica arPLiCcaDa

FOLHA DE APROVAGAO
"DEGUELIA COSTATA (BENTH.) A. M. G. AZEVEDO: TRIAGEM
FITOQUIMICA, ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS, ANTIPROTOZOARIAS
E ANTITUMORAIS."

REBECA LOPES SANTOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Quimica Aplicada — PGQA,
em 21 de dezembro de 2021, como requisito parcial para obtencao do grau de Mestra em
Quimica Aplicada pela Universidade do Estado da Bahia, conforme avaliacdo da Banca
Examinadora:

Rocurmdan Cordoam da SRuac Wi
Professor(a) Dr.(a) LOURDES CARDOSO DE SOUZA NETA
UNEB
Doutorado em Quimica
Universidade Estadual de Campinas

/

L7 <
[ ¥ { SRS o A P >

Professor(a) Dr.(a) EDSON DE JESUS MARQUES
UNEB

Doutorado em Quimica

Universidade Federal da Bahia

~ N - " F

T outa W k\cw'&r

Professor(a) Dr.(a) FLORICEA MAGALHAES ARAUJO
Ufba - UFBA

Doutorado em Quimica

Universidade Federal da Bahia




AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, por ter me sustentado e permitido concluir essa etapa;

A minha orientadora, professora Dra. Lourdes Cardoso de Souza Neta, por todo o apoio,
paciéncia, conselhos, cuidado e pelo privilégio de ter recebido sua orientacdo ao longo
desses anos;

Aos meus pais, Edson e Eliana, que com paciéncia sempre me apoiaram e incentivaram
a continuar;

Aos meus irmaos, Rafaela e Raphael, por todo apoio e carinho;

Aos meus amigos do grupo de pesquisa: Andreza Santos, Julia, Ana Luisa, Rodrigo,
Aiane, Lilian e Samantha pelo companheirismo, risadas, conselhos, apoio nos mais
diversos momentos dessa jornada e auxilio nos experimentos;

Aos meus amigos pelo carinho, incentivo, suporte emocional e descontragdo nos meus
melhores e piores momentos;

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB) pelo apoio financeiro;

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Quimica Aplicada (PGQA) pelo suporte e apoio
financeiro e ao Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra I, da Universidade do Estado
da Bahia pela infraestrutura para a realizacdo do trabalho;

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
concedida;

Ao mestre Heiter Valverde Magalhdes Boness pela realiza¢do dos experimentos de RMN
feitos no Laboratdrio Baiano de Ressonancia Magnética (LABAREM);

A Profa. Dra. Tanira Matutino Bastos e a Karoline Almeida Felix de Sousa da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica e da Instituto Gongalo Moniz (Fiocruz-Ba) pela
realizacdo dos experimentos com T. cruzi e macrofagos peritoneais;

A Profa. Dra. Izaltina Silva-Jardim e a Julyanna Oliveira Castro da Universidade Estadual
de Santa Cruz (UESC) pelos ensaios com L. amazonensis;

A Profa. Dra. Milena Botelho Pereira Soares e ao Prof. Dr. Cassio Santana Meira do
Instituto Gongalo Moniz (Fiocruz-Ba) pela realizacéo do ensaio frente a células tumorais
HL-60;

Ao Prof. Dr. Paulo Roberto Ribeiro de Jesus pela realizagéo dos experimentos de RMN
feitos no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar);

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacéo desse trabalho.



“Talvez nado tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para
gue o melhor fosse feito. Ndo sou o que deveria ser, mas Gragas
a Deus, ndo sou o que era antes”.

(Martin Luther King)

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nado ¢ sendo uma
gota de &gua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma
gota”.

(Madre Teresa de Calcutd)



Resumo

As doencas infecciosas e o cancer ainda sao responsaveis por altos indices de mortalidade
em todo mundo. Estudos que visem a descoberta de potenciais agentes anti-infecciosos,
especialmente de espécies de Fabaceae, sdo necessarios para o tratamento destas doencas.
Neste trabalho foram investigadas as atividades antiprotozodria, antibacteriana,
antifangica e citotoxica frente a linhagem HL-60 dos extratos em diclorometano
(EDFDC) e metanol (EMFDC) das folhas, em etanol das raizes (EERDC), em
diclorometano (EDCsDC) e etanol (EECsDC) das cascas, de algumas fracGes destes
extratos e substancias de Deguelia costata (Fabaceae), bem como a anélise do perfil
quimico desses extratos. Os EERDC e EDFDC de D. costata e seus respectivos
compostos escandenina e 4’-O-metilderrone foram avaliados contra Trypanosoma cruzi
e Leishmania amazonensis. Todas as amostras testadas foram ativas para a forma
amastigota de T. cruzi com valores de ECso na faixa de 34,5 a 9,8 ug mL ™. Destes, apenas
o EDFDC inibiu a forma tripomastigota (ECso de 22,3 pug mL™?). JA quanto a agéo
leishmanicida contra promastigota de L. amazonensis, 4’-O-metilderrone e escandenina
apresentaram melhor efeito em relacdo aos extratos, com valores de 1Cso de 43,26 pg mL"
e 45,92 ug mL1, respectivamente. As amostras mostraram indice de seletividade acima
de 1, para ambos os parasitas e ndo foram citotoxicas para macréfagos. Os EERDC,
EDFDC, EMFDC, fragdes de EMFDC e as substancias escandenina, 4’-O-metilderrone
e 4’-O-metilalpinumisoflavona foram testados em células HL-60. Desses, 0 EDFDC e 4’-
O-metilalpinumisoflavona foram os mais ativos frente a linhagem HL-60 com ICso de
19,7 ug mL e 34,9 pg mL?, respectivamente. Adicionalmente, os EMFDC, EDCsDC,
EECsDC e algumas de suas frages foram testados quanto ao efeito antimicrobiano.
Desses, 0 EECsDC e sua fracdo 5-8 foram ativos frente Candida albicans e as fracdes do
EMFDC foram ativos frente Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
B. subtilis e C. albicans. O estudo fitoquimico do EMFDC resultou no isolamento de 4°-
O-metilderrone e 4’-O-metilalpinumisoflavona, cujas férmulas estruturais foram
identificadas por RMN de 'H e comparacdo com dados da literatura. As atividades
bioldgicas encontradas para os extratos e fracbes de D. costata podem ser inferidas a
presenca de isoflavonas e 4-hidroxi-3-fenilcumarinas, previamente relatados nesta
especie. Assim, esses resultados indicam que o estudo fitoquimico de D. costata é uma
estratégia promissora para descoberta de potenciais isoflavonoides para o tratamento do
cancer e de doencas infecciosas.

Palavras-chave: Fabaceae, isoflavonoides, Trypanosoma cruzi, leishmaniose e
protozoarios.



Abstract

Infectious diseases and cancer are still responsible for high mortality rates worldwide.
Studies aimed at discovering potential anti-infective agents, especially Fabaceae species,
are necessary for the treatment of these diseases. In this work, we investigated the
antiprotozoal, antibacterial, antifungal and cytotoxic activities against the HL-60 strain
of extracts in dichloromethane (EDFDC) and methanol (EMFDC) from leaves, in ethanol
from roots (EERDC), in dichloromethane (EDCsDC) and ethanol (EECsDC) from the
bark, some fractions of these extracts and substances from Deguelia costata (Fabaceae),
as well as the analysis of the chemical profile of these extracts. D. costata EERDC and
EDFDC and their respective compounds scandenin and 4'-O-methylderrone were
evaluated against Trypanosoma cruzi and Leishmania amazonensis. All samples tested
were active for the amastigote form of T. cruzi with ECsg values ranging from 34.5 to0 9.8
ug mL. Of these, only EDFDC inhibited the trypomastigote form (ECso of 22.3 ug mL"
1. As for the leishmanicidal action against L. amazonensis promastigotes, 4'-O-
methylderrone and scandenine showed better effect compared to the extracts, with 1Cso
values of 43.26 pg mL™ and 45.92 ug mL?, respectively. The samples showed a
selectivity index above 1 for both parasites and were not cytotoxic to macrophages.
EERDC, EDFDC, EMFDC, EMFDC fractions and the substances scandenine, 4'-O-
methylderrone and 4'-O-methylalpinumisoflavone were tested in HL-60 cells. Of these,
EDFDC and 4'-O-methylalpinumisoflavone were the most active against the HL-60 strain
with ICso of 19.7 pg mL™? and 34.9 ug mL™?, respectively. Additionally, EMFDC,
EDCsDC, EECsDC and some of their fractions were tested for antimicrobial effect. Of
these, the EECsDC and its fraction 5-8 were active against Candida albicans and the
EMFDC fractions were active against Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, B. subtilis and C. albicans. The phytochemical study of EMFDC resulted
in the isolation of 4'-O-methylderrone and 4'-O-methylalpinumisoflavone, whose
structural formulas were identified by *H NMR and comparison with literature data. The
biological activities found for D. costata extracts and fractions can be inferred from the
presence of isoflavones and 4-hydroxy-3-phenylcoumarins, previously reported in this
species. Thus, these results indicate that the phytochemical study of D. costata is a
promising strategy for the discovery of potential isoflavonoids for the treatment of cancer
and infectious diseases.

Keywords: Fabaceae, isoflavonoids, Trypanosoma cruzi, leishmaniasis and protozoa.



Lista de Espectros

E.1. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fragdo EMFDC 7...........ccccovninnne 72
E.2. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fracdo EMFDC 7.8 (4’-O-
MetilalpinuMmISOTIAVONA) .........coveiiieec e 73
E.3. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 8.............ccccveineen. 74
E.4. Espectro de RMN de 1H (CDClz, 500 MHz) da fracdo EMFDC 8.6 (4’-O-
MELHABITONE) ..ottt e st et e s e s reenbe e e e areenee e 75
E.5. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fracdo EMFDC 8.7 (4’-O-
MetilalpinuMmISOTIAVONA) .........cccveiiiieece e 76
E.6. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fragdo EMFDC 9..........cccccoiiivnnns 77
E.7. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 9.3-5 (4’-O-
MELHAEITONE) ...t te et e e e te e b e s reesraenteeneesreenreens 78
E.8. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fragdo EMFDC 9.14..................... 79
E.9. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fragdo EMFDC 10............ccccvvnene 80
E.10. Espectro de RMN de 1H (CDClIs, 500 MHz) da fragdo EMFDC 10.4 (4’-O-
MELHABITONE) ..ttt e s te e e e s re e s reenteeneeaneenreens 81
E.11. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 400 MHz) da fragdo EMFDC 10.11-12.0........... 82
E.12. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 400 MHz) da fragdo EMFDC 10.11-12.3........... 83
E.13. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 12.............ccc.... 84
E.14. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 12.5 (4’-O-
METHIUEITONE) ..ttt 85
E.15. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 400 MHz) da fragdo EMFDC 12.8-9.0............... 86
E.16. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 13............ccceneee 87
E.17. Espectro de RMN de 1H (CDClIs, 400 MHz) da fragao EMFDC 13.20.0°.0............ 88
E.18. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 15.............cccvueee 89
E.19. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da fracdo EMFDC 16....................... 90
E.20. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) do extrato em etanol das cascas de D.
COSEALA (EECS)...ciiiiiiiiii it 91

E.21. Espectro de RMN de 1H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EECSDC 5-8..................... 92



Lista de Figuras

Figura 1. Ciclo evolutivo da lIeisShmaniose............cccevveiiiiiicie e 16
Figura 2. Ciclo evolutivo do Trypan0SOMa CrUZI. .........ccceeeerererisenieieiesie e 17
Figura 3. Formulas estruturais dos quimioterapicos utilizados no tratamento da doenca de
Chagas € de 1eISNMANIOSE. .........coiveieiiecie e 18
Figura4. Formulas estruturais dos quimioterapicos utilizados no tratamento dos diversos
TIPOS U8 CANCET ...ttt bbbt ettt b et 21

Figura 5. Formulas estruturais de alguns medicamentos anticancer aprovados no periodo

de 1946-2019 derivados de produtos NALUFAIS..........cceevveieereerieseeseeiesee e eee e e 22
Figura 6. Formulas estruturais dos derivados de isoflavonoides com atividade frente a HL-
B0, e ettt oLt h et et a e b et et Re b et et e be et et eneete et et ereerenrenenears 25
Figura 7. Formulas estruturais dos compostos isolados de D. costata............cc.ccocerveenene. 27

Figura 8. Formulas estruturais das substancias isoladas do extrato metandlico das folhas
(0L I oo L - L - USRS 45



Lista de Fluxogramas

Fluxograma 1: Grupos de fragOes obtidas a partir do fracionamento do Extrato em

Metanol das FOINas de D. COSLALA. ..........eieriiiiiiiiieieie e 31
Fluxograma2: Subfrac6es obtidas da analise cromatograficade EMFDC 7..................... 32
Fluxograma 3: Subfracfes obtidas da analise cromatograficade EMFDCS..................... 33
Fluxograma 4: SubfracGes obtidas da anélise cromatogréafica do EMFDC 9.................. 33
Fluxograma 5: SubfracGes obtidas ap6s analise cromatogréafica de EMFDC 10............. 34
Fluxograma 6: Andlise cromatografica de EMFDC 10.11-12..........ccccccveviiiieieeniesiennn, 34
Fluxograma 7: Andlise cromatografica de EMFDC 12..........cccoeiiviieiicve e, 35
Fluxograma 8: Anélise cromatografica de EMFDC 13..........cocooiiiinniinienincneeeiees 36

Fluxograma 9: Grupos de fragdes obtidas a partir do fracionamento do Extrato em

Etanol das cascas do CAUle de D. COSTALA. ... ...eveeeeee et ee e e 37



Lista de Tabelas

Tabela 1. InformagGes sobre as amostras de D. costata que foram selecionadas para os
ENSAI0S DIOIOGICOS. ......eeieiiccee e rs 40
Tabela 2. Comparagdo dos dados de RMN de *H de EMFDC 7.8 com os dados da 4’-O-
metilalpinumisoflavona da literatura (MIGUEZ, 2018) e (MOHAN RAO; IYER; IYER,

Tabela 3. Comparagdo dos dados de RMN de *H de EMFDC 8.6 com os dados da 4’-O-

metilderrone da literatura (MIGUEZ, 2018) e (NDEMANGOU et al., 2013) ................. 49
Tabela 4. Atividade antimicrobiana de extratos, fracdes e substancias de D. costata

(valores de CIM, CBM e CFM em pg ML™) oo 53
Tabela 5. Atividades antiprotozoarias e citotoxicas dos extratos e Compostos................ 54

Tabela 6. Atividade citotéxica das amostras de D. costata contra células HL-60........... 56



Lista de Abreviaturas e Simbolos

CBM Concentragdo Bactericida Minima

CC Cromatografia em Coluna

CCso Concentracdo Citotoxica 50%

CCF Cromatografia em Coluna Filtrante

CCD Cromatografia em Camada Delgada

CCDP Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
CFM Concentracdo Fungicida Minima

CIM Concentracao Inibitéria Minima

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

d Dubleto

DTN Doenca Tropical Negligenciada

ECso Concentragdo Efetiva 50%

EDF Extrato em Diclorometano das Folhas

EECs Extrato em Etanol das Cascas

EER Extrato em Etanol das Raizes

EMF Extrato em Metanol das Folhas

Hz Hertz

ICso Concentracéo Inibitoria de 50% de uma populacao
IDH indice de Desenvolvimento Humano

INCA Instituto Nacional do Cancer

J Constante de Acoplamento

OGC Observatorio Global do Cancer

OMS Organizagdo Mundial de saude

RMN 'H Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
s Singleto

6 Deslocamento quimico



SUMARIO

1.0 INTRODUGAOD ..ottt 15
2.0 OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt e nenneeneens 29
2.1 ODJELIVO GEIAl....cveceicie e e 29
2.2 ODjJetivOs ESPECITICOS .....cviiiiiiiiiieieesc e e 29
3.0 MATERIAIS E METODOS ......cooooiiieieieeeieeieses s sesisses s sesssses s ses s sessnsenns 30
3.1 EStUAO FItOQUIMICO.....cviieiieieiieieesie et 30
3.1.1 ODbtenGa0 A0S EXLIALOS.......ccveieieeieeie et nas 30
3.1.2 Materiais ULIlIZAd0S ........ccoiieieiieiiee e 30
3.1.3 Fracionamento do extrato metanolico das folhas............ccccveniiiiiiinnns 31

3.1.4. Andlises cromatograficas do extrato metandlico das folhas (EMFDC) . 32
3.1.4.1. Isolamento de 4’-O-metilderrone e 4’-O-metilalpinumisoflavona do
extrato metandlico das folhas (EMFDC)........ccccoiiiiiiiiiieeseeeseseeesie s 32
3.1.4.2. Analises cromatogréficas de fracGes selecionadas para avaliacao

DIOIOGICA. ... 34
3.1.5 Fracionamento do extrato em etanol da casca do caule ...........c..ccccevuvnene 36

3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)...........cccccovrueneen. 38
3.3 Atividades antibacteriana e antiflngica ............cccccccveevvive i 38
3.4 Atividade antileiSNmania...........cooviiiiiiiiie e 41
3.5 Atividade anti-Trypan0SOMa CrUZI .........cceiveiueeiueeieeireesieeieseesteeeeseesre e saee e 41
3.6 Toxicidade em células de mamiferos..........cccovviereinineiee e 43
3.7 Determinacéo dos contetdos de taninoS...........cccccveieeieeieseece e 43
3.8 Atividade antitumoral para linhagens celulares.............ccooooeiiiiiiiinnnee. 44
3.8.1 Ensaio de atividade citotdxica frente a linhagem celular HL-60.............. 44

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot eeee e 45
4.1 Identificagiio da 4’-O-metilalpinumisoflavona.............ccoceveveiiiiiiciincnen, 45
4.2 Identificagdo da 4’-O-metilderrone............ccoovevv e 47
4.3 Atividade antimiCrobIiana..........cccciiiiiiiiiiiie e 50
4.4 Atividades antiprotozoarias € CItOTOXICAS ..........cccerereriereeieeieiese e 54
4.4.1. Atividade antiprotozoaria e citotoxicidade em macrdéfagos.................... 54
4.3.2 Atividade citotoxica em linhagem HL-60............ccooviriiiiniieniiesencns 56

5.0 CONCLUSOES.........ooieeieiieeteeeee ettt esas s sn e, 58
6.0 PERSPECTIVAS . ..ottt e e e e aae s 59
REFERENCIAS ..ottt 60

ANEXO A et 72



1.0 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTN’s) atingem pessoas de baixa renda,
principalmente, que vivem em condi¢Ges precarias de moradia, onde 0 acesso ao
saneamento basico ainda € inadequado (DIAS et al., 2013; ENGELS; ZHOU, 2020;
FEASEY et al., 2010; HOTEZ; FUJIWARA, 2014). Segundo a OMS, as DTN’s afetam
mais de 1 bilhdo de pessoas em 149 paises por diversos agentes etioldgicos, como
bactérias, vermes filariais, helmintos, micobactérias e protozoarios, transmitidos por
vetores (ENGELS; ZHOU, 2020; FEASEY et al., 2010; HOTEZ; FUJIWARA, 2014).

A leishmaniose ¢ uma DTN causada por protozoarios do género Leishmania, cujos
vetores sdo fémeas de flebotomineos (CHEUKA et al., 2017; OMS, 2021a; RODRIGUES
et al., 2015). As principais espécies de Leishmania responsaveis pelas formas clinicas
visceral, ou kala-azar, sio Leishmania donovani (india, Asia e Africa Oriental) e L.
infantum (Europa, Norte da Africa e América Latina). Dentre as leishmanioses, ainda ha
em muitos paises incidéncia de leishmaniose cutanea, ou tegumentar americana, cujos
agentes etioldgicos sdo Leishmania major, L. tropica, L. braziliensis, L. amazonensis, L.
mexicana; da mucocutanea, a qual é decorrente de infeccdo por L. braziliensis, L.
amazonensis, L. panamensis e L. guyanensis; e da visceral, causada pelas espécies L.
donovani e L. infantum (BEKHIT et al., 2018; CHEUKA et al., 2017). O ciclo evolutivo

do protozoario e 0 modo de transmissdo constam na figura 1.
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Figura 1. Ciclo evolutivo da leishmaniose.
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Outra DTN é a Doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase americana,
cujo agente etioldgico é o Trypanosoma cruzi, 0 qual é transmitido ao ser humano por
dejetos de insetos triatomineos infectados, transfusdo sanguinea, vias congénita e oral
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; SANTOS, Soraya et al., 2020; STANAWAY;
ROTH, 2015; ZINGALES, 2018). O ciclo de vida do protozoario e a transmissdo se

encontram na figura 2.
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Figura 2. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: CDC, 2019.

Uma pessoa infectada por T. cruzi pode desenvolver as formas clinicas aguda e cronica.
A fase aguda €, geralmente, assintomatica, mas alguns sintomas como febre, mal-estar,
anorexia, edema, arritmia, mialgia e erupcgdo cutanea podem ser observados. Dentre 0s
infectados cerca de 30% entram na fase cronica, esta é caracterizada por sequelas
cardiovasculares e digestivas (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019; SANTOS, Soraya et
al., 2020; STANAWAY; ROTH, 2015).

A OMS (2021a, 2021b) estima que 30 mil novos casos de leishmaniose visceral e 1
milhdo de leishmaniose cutdnea ocorram no mundo anualmente e que cerca de 6 a 7
milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas por T. cruzi, em sua maioria, de forma
assintomatica. No Brasil, seqgundo o Ministério da Saude, no periodo de 2003 a 2018,
cerca de 300 mil pessoas foram acometidas por leishmaniose cutanea e 51 mil pessoas
por leishmaniose visceral, onde as regides Norte e Nordeste apresentaram 0s maiores

indices. Em 2019 foram notificados 2.827 casos de leishmaniose visceral e 16.922 casos
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de leishmaniose cutanea (BRASIL, 2020a, 2020b). Em relagéo a Doenga de Chagas, entre
2003-2018, o Brasil registrou 4.556 casos da fase aguda, com registros de 383, 386 e 142
casos em 2018, 2019 e 2020, respectivamente, com maior incidéncia na regidao Norte,
desde 2007 (BRASIL, 2019, 2020c).

A quimioterapia para o tratamento de doenga de Chagas é realizada com nifurtimox (1) e
benzonidazol (2), enquanto para Leishmaniose sdo administrados antimoniais
pentavalentes (3 e 4), miltefosina (5), paramomicina (6), pentamidina (7), anfotericina B
(8) ou anfotericina B lipossémica, contudo esses apresentam alta toxicidade e diversos
efeitos colaterais, tais como cardiotoxicidade, nausea, nefrotoxicidade, febre, anorexia,
distarbios neuroldgicos, dentre outros (CHEUKA et al., 2017; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018; SANTOS, Soraya et al., 2020; TIWARI etal., 2019; ZINGALES, 2018;
ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).

Figura 3. Férmulas estruturais dos quimioterapicos utilizados no tratamento da doenca
de Chagas e de leishmaniose.
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A busca por novos quimioterapicos se faz necessaria devido aos efeitos adversos destes
e ao surgimento de cepas de protozoarios resistentes (DE FUENTES-VICENTE et al.,
2018; DIAS et al., 2013; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; PONTE-SUCRE et al.,
2017; SANTOS, Soraya et al., 2020; TIWARI et al., 2019; ZINGALES, 2018). Além das
doencas tropicais negligenciadas, o cancer é outra doenca que atinge milhdes de pessoas
anualmente e esta entre as principais causas de mortes antecipadas da populacdo. Essa
doenca decorre do crescimento desordenado de células no corpo que podem se espalhar
formando os tumores e afeta pessoas de diversas classes sociais que residem em paises

com diferentes indices de Desenvolvimento Humano (IDH).

Atualmente, existem mais de 100 tipos de cancer que se formam em tecidos e/ou 6rgéos
e 0 numero de casos e mortes vem crescendo ao longo dos anos, o que pode ser associado,
em alguns casos, ao desenvolvimento socioecondmico da populacdo (BRAY et al., 2018;
INCA, 2019, 2020; NCI, 2021; SINGH et al., 2018). O Observatorio Global do Cancer
(OGC) estimou cerca de 19,3 milhdes de novos casos com 9,96 milhGes de mortes em
2020 e prevé que em 2040 sejam 30,2 milhGes novos casos com 16,3 milhdes de morte

em todo o mundo. Dentre os tipos de cancer, o de mama € o que teve maior incidéncia de
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2,26 milhdes, com taxa de mortalidade em torno de 685 mil, seguido do céncer de
traqueia, bronquio e pulméo com incidéncia de 2,21 milhdes e com nimero de mortes
estimado em 1,80 milhdes em 2020 (OGC, 2020a).

Outros tipos de céancer, além destes, como o de figado e dutos biliares intra-hepaticos
mostraram 906 mil casos em 2020, com previsdo de até 1,44 milhdes de novos casos em
2040, com estimativa de taxa de mortalidade de 1,33 milhdes, em 2040. Ja a leucemia
mostrou uma incidéncia de 474 mil casos em 2020 e uma previsao de 647 mil novos casos
com taxa de mortalidade de 460 mil, para 2040 (OGC, 2020a).

A estimativa do OGC é de que em 2040 o Brasil registre 995 mil novos casos, sendo o
cancer de préstata com maior incidéncia (178 mil) seguido do cancer de mama (130 mil).
Para esse mesmo ano sao esperados 470 mil obitos, desses, 65 mil associados ao cancer
de traqueia, brénquio e pulmao, 41 mil ao cancer de prostata, 33 mil ao cancer de mama,
22 mil ao céncer de figado e dutos biliares intra-hepaticos e 14 mil a leucemia (OGC,
2020b, 2020c).

As principais estratégias utilizadas para o tratamento do céncer sdo a cirurgia,
quimioterapia, terapia imunologica, terapia de radiacdo, terapia hormonal e terapia
direcionada e outros tipos de terapia estdo sendo sugeridas com base no tipo de céancer e
do seu avanco, como por exemplo o desenvolvimento e modo de acdo das células
cancerigenas. Dentre os medicamentos usados na quimioterapia (Figura 4) tem-se
topotecano (9), ibuprofeno (10), aspirina (11), emetina (12), androstenediona (13)
(SINGH et al., 2018), cisplatina (14), doxorrubicina (15), citarabina (16), idarrubicina
(17) etc (ONCOGUIA, 2020a, 2020b). Esses possuem alvos diferentes e tem por efeitos
colaterais diarreia, nausea, vobmito, anemia, disfuncdo hepética, alopecia, dano
gastrointestinal, dor nas articulacdes e musculos. Contudo, mesmo com a quimioterapia
disponivel, os tumores podem ndo responder de imediato ao tratamento e/ou podem
apresentar resisténcia (ADEM et al., 2019; KRUSHKAL et al., 2021). Dos
quimioterapicos supracitados a citarabina e a idarrubicina s&o utilizadas no tratamento da
leucemia mieloide aguda (ONCOGUIA, 2020b).
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Figura 4. Férmulas estruturais dos quimioterapicos utilizados no tratamento dos diversos
tipos de cancer.
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De todos os medicamentos anticancer produzidos e aprovados de 1946 até 2019 (Figura

5) cerca de 79,53% possuem relacdo direta ou indireta com o produto natural

(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Figura 5. Formulas estruturais de alguns medicamentos anticancer aprovados no periodo

de 1946-2019 derivados de produtos naturais.
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Cloridrato de irinotecano (22)

Solamargina (23)

Além dos protozodrios e das células cancerigenas, as bactérias também desenvolvem
resisténcia aos medicamentos administrados dificultando o tratamento de doencas
infecciosas ao longo dos anos. A resisténcia é decorrente de um processo natural,
geralmente, de alteracdo do DNA desses microrganismos, porém vem sendo acelerada,
principalmente, pelo uso indiscriminado de antibidticos (BALSALOBRE; DROPA;
MATTE, 2014; BIHAREE et al., 2020; GONZALEZ-BELLO, 2017; SILVA et al.,
2020). Como consequéncias dessa resisténcia tem-se o prolongamento do tempo de
internacdo dos pacientes, elevacdo dos custos no tratamento (BALSALOBRE; DROPA,
MATTE, 2014; BIHAREE et al., 2020) e altos indices de mortalidade (BIHAREE et al.,
2020).

Doencas resistentes a medicamentos representam cerca de 700 mil mortes por ano, com
estimativa de que em 2050 sejam 10 milhdes de ébitos por ano, segundo a OMS (2019)
(BIHAREE et al., 2020). Esse aumento nos indices de mortalidade indica que a resisténcia
antimicrobiana é uma ameaca a saude publica e que medidas como a busca por novas
fontes de medicamentos precisam ser tomadas (BALSALOBRE; DROPA; MATTE,
2014; BIHAREE et al., 2020; GONZALEZ-BELLO, 2017).

Os produtos naturais de origem vegetal sdo uma fonte promissora de compostos bioativos
(ATANASQV etal., 2015; NEWMAN; CRAGG, 2020; PATRIDGE et al., 2016; SINGH
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et al., 2018). Plantas da familia Fabaceae vém se demonstrando como uma dessas
possiveis fontes, com atividades relatadas contra protozoarios como Plasmodium
falciparium, Trypanosoma brucei brucei (RAJEMIARIMIRAHO et al., 2014), formas
promastigota de L. donovani (ARMAH et al.,, 2018; CHOUDHURY et al., 2016;
RAJEMIARIMIRAHO etal., 2014), L. amazonensis (ARAUJO etal., 2018; SANTANA
et al., 2015) e L. chagasi (ARAUJO et al., 2018) as formas contra T. cruzi . as formas
epimastigota, tripomastigota (BORTOLUZZI et al., 2021; GUZMAN et al., 2004) e
amastigota (BORTOLUZZI et al., 2021) de

Compostos isolados de Fabaceae também mostram reconhecidas propriedades
antifungica (CHOUDHURY et al., 2016; DO NASCIMENTO et al., 2020; ERHABOR
et al.,, 2020; MARTINS et al.,, 2019; SANTANA et al.,, 2015) e antibacteriana
(CHOUDHURY et al., 2016; CUELLAR et al., 2020; DO NASCIMENTO et al., 2020;
DZOYEM; MCGAW; ELOFF, 2014; ERHABOR et al., 2020), dentre outras.

Alguns destes compostos sao isoflavonoides, principalmente na subfamilia Papilonoideae
(VEITCH, 2013), que apresentaram atividades antibacterianas, antifungicas (AL-
MAHARIK, 2019; CHOUDHURY et al., 2016; VEITCH, 2013), citotoxicas (AL-
MAHARIK, 2019; MOREL et al., 2013), antiparasitarias, frente a P. falciparium
(MOREL et al., 2013), a formas promastigotas de L. major (MOREL et al., 2013), L.
donovani (CHOUDHURY et al., 2016), e tripomastigota de T. cruzi (GANAPATY etal.,
2008b; VEITCH, 2013).

Outro efeito bem investigado para os derivados de isoflavonoides é o antitumoral em
diferentes linhagens de células, como SNU-182 (cancer de figado) (XU et al., 2021),
HelLa (células de cancer cervical), AML-193 (leucemia monocitica humana), MDA-MB-
231 (cancer de mama) (CAYETANO-SALAZAR et al., 2021), PC3 (cancer de prostata)
(CAYETANO-SALAZAR et al., 2021; GBAWENG et al., 2018), DU145 (cancer de
prostata) (GBAWENG et al., 2018), A549 (carcinoma de pulmdo humano), KB
(carcinoma epidermoide), Colo205 (carcinoma colorretal) e NALM-6 (leucemia
linfoblastica aguda humana) (ITO et al., 2021), HepG2 (células de cancer de figado)
(CAYETANO-SALAZAR et al., 2021; LIU, Yang et al., 2021; XU et al., 2021), HL-60
(leucemia promielocitica aguda humana) (HIKITA et al., 2018; HSIAO et al., 2019;
HUANG et al., 2014; YANG et al., 2011).
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Dentre os isoflavonoides com atividade frente a HL-60 a glabridina (35), uma isoflavana,
inibe o crescimento e induz a apoptose celular (HUANG et al., 2014). As isoflavonas,
isoerysenegalensein-E (36), furowanin A (37) e warangalone (38) induzem a apoptose
celular (ITO et al., 2006), a alpinumisoflavona (39) foi citotoxica (LI et al., 2021), 3°,7-
dimetoxiisoflavanona-4’,5-di-O,B-D-glucopiranosideo (29) inibe as células tumorais
(ZHANG; YIN; LIANG, 2013) e a genisteina (26) causa a apoptose das células e redugdo
do tumor (HSIAO et al., 2019; SINGH et al., 2018). O pterocarpano (+)-(6aS, 11aS)-2,
3, 9-trimetoxipterocarpano (40) causa a inibicao da sintese do DNA e inducéo da apoptose
(FARIAS et al., 2020).

Figura 6. Formulas estruturais dos derivados de isoflavonoides com atividade frente a
HL-60.
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As espécies do género Deguelia (Papilonoideae, Fabaceae) sdo distribuidas em duas
secOes: Deguelia e Multiovulis, conforme caracteristicas de inflorescéncia e no nimero
de oOvulos por ovarios. Essas espécies, em relacdo ao perfil fitoquimico, sé&o
reconhecidamente produtoras de isoflavonoides, segundo Marques e colaboradores
(2015). Este comportamento biossintético tem sido confirmado pelo estudo fitoquimico
de D. costata (se¢do Multiovulis), que resultou no isolamento de nove derivados de
isoflavonoides (LEMES et al., 2019). Contudo, o estudo fitoquimico de D. duckeana
(secdo Deguelia) mostrou uma excecdo ao padrdo observado no género, onde foram
isolados alguns derivados de flavonoides ( CURSINO et al., 2016; LIMA et al., 2018).
As espécies da secdo Deguelia produzem, majoritariamente, rotenoides, estilbenos,
chalconas e flavanonas (CURSINO et al., 2016; LIMA et al., 2018, 2017; MAGALHAES
et al., 2001; MARQUES et al., 2015) que séo encontradas, em sua maioria, na floresta

Amazénica, Norte do Brasil.

Algumas espécies sdo empregadas tradicionalmente por povos indigenas desta regido por
apresentarem efeitos inseticida, ictiotoxico (CAMARGO; DE AZEVEDO TOZZI, 2014;
LIMA et al., 2013, 2017; MARQUES et al., 2015) e antimalarico (KFFURI et al., 2016;
LIMA et al., 2017). Enquanto as espécies da secdo Multiovulis produzem derivados de 4-
hidroxi-3-fenilcumarinas e de isoflavonas, preferencialmente (LEMES et al., 2019;
LIMA et al., 2017; MAGALHAES et al., 2001; MARQUES et al., 2015). Estes
mostraram efeitos antibacteriano (MAGALHAES et al., 2006, 2001; MARQUES et al.,
2015), antifingico (MAGALHAES et al., 2006, 2001) e antiprotozoério (DOS SANTOS,
Djalma et al., 2009), em ensaios in vitro.

O estudo fitoquimico prévio de D. costata, espécie pertencente a secdo Multiovulis,
resultou no isolamento de onze compostos (Figura 7): trés 4-hidroxi-3-fenillcumarinas:
escandenina (41), robustina (42) e isorobustina (43); seis isoflavonas (4-O-metilderrone
(44), 5-hidroxi-3’,4’-dimetoxi-2”,2”-dimetilpirano [5”,6”:7,6] isoflavona (45), 4-O-
metilalpinumisoflavona (46), gancaonina M (47), costatina A (48) e costatina B (49) e
dois derivados de triterpenos pentaciclicos (lupeol (50) e acido betulinico (51) (LEMES
etal., 2019).

Triterpenos pentaciclicos possuem atividades antifungica, antibacteriana (GALLO;
SARACHINE, 2009; SHAI et al., 2008) antiprotozoarias e antitumorais, com o lupeol
que foi ativo frente as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi e amastigota e
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promastigota de L. amazonensis, L. donovani e L. braziliensis (GALLO; SARACHINE,
2009) e antitumorais (LIU, Kai et al., 2021), frente as linhagens HepG2 (LI1U, Kai et al.,
2021; SIVEEN et al., 2014) e HL-60 (LIU et al., 2015). Ja o acido betulinico teve efeito
sobre as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi (SOUSA et al., 2017),
amastigota de L. donovani (ALAKURTTI et al., 2010) e promastigota de L. major.
(TAKAHASHI et al., 2004) e frente as diversas linhagens tumorais, dentre elas HepG2
(ORIAKHI et al., 2021; WANG, et al., 2019) e HL-60 (KHAN et al., 2016).

J& os derivados de isoflavonoides isolados de D. costata, como robustina, isorobustina e
escandenina apresentam atividade antibacteriana (HUSSAIN et al., 2015;
MAGALHAES et al., 2006). A escandenina foi antifingica (HUSSAIN et al., 2015) e
antiprotozoaria frente a T. brucei rhodesiense e P. falciparum (DOS SANTQOS, Djalma
et al., 2009); a 4-O-metillalpinumisoflavona possui atividade antibacteriana (POUMALE
et al., 2009) e anti-inflamatoria (LIM et al., 2012) e 5-hidroxi-3’,4’-dimetoxi-2”,2”-
dimetilpirano [5”,6”:7,6] isoflavona apresenta efeito citotoxico frente as linhagens de

células cancerigenas C26 e LL2.

Figura 7. Frmulas estruturais dos compostos isolados de D. costata.
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Considerando a potencialidade de producdo de fendlicos do género Deguelia e a
necessidade de novos agentes antimicrobianos e antitumorais, as atividades anti-
Trypanosoma cruzi, anti-Leishmania, antibacteriana, antifungica e citotoxica frente a
linhagem HL-60 de extratos, obtidos em diferentes solventes, das folhas, raizes e caules
de D. costata, e de suas fragdes e substancias foram investigadas. Adicionalmente, o0s

teores de taninos e andlise do perfil fitoquimico desses extratos foram estudados.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o perfil fitoquimico e as propriedades antibacteriana, antiflngica,
antiprotozoaria e citotoxica em linhagem tumoral e macrofagos dos extratos, fracoes e

substancias de Deguelia costata.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a triagem de extratos do caule e folhas, obtidos com diferentes solventes, e do
extrato em etanol das raizes em alvos como bactérias, fungos, protozoarios e linhagens
de células tumorais;

Fracionar os extratos e avaliar os efeitos biologicos das fracGes frentes aos alvos acima
citados;

Relacionar o perfil fitoquimico dos extratos e fracGes de D. costata com suas propriedades
bioldgicas;

Isolar substancias dos extratos em metanol das folhas e etandlico das cascas de D. costata;
Identificar e ou determinar as formulas estruturais das substancias;

Determinar o teor de taninos dos extratos.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudo Fitoquimico
3.1.1 Obtencao dos extratos

Folhas e fragmentos de raizes de D. costata foram coletados em remanescentes de Mata
Atlantica, em Vitdria, Espirito Santo, Brasil e identificado pela curadora Dra. Luciana
Dias Thomaz. O voucher (N° 26.414) do espéecimen foi depositado no herbario da
Universidade Federal do Espirito Santo (VIES). Folhas, raizes e cascas foram secas e
depois trituradas rendendo 1.717,0 g, 225,4 g e 777,90 g, respectivamente, e submetidas
a extracdo por percolacdo com n-hexano, diclorometano e etanol ou metanol, gerando,
dentre estes, os extratos brutos em diclorometano (29,9 g) e em metanol (28,6 g) das
folhas, em etanol das raizes (4,8 g) e em diclorometano (12,4 g) e em etanol (20,4 g) da
casca do caule, conforme descrito por Lemes (2015), Lemes e colaboradores (2019),
Miguez (2018) e Serafim (2014).

3.1.2 Materiais utilizados

Os extratos e fracdes foram analisados através das técnicas de cromatografia em coluna
(CC) [silica gel 60 (230-400 mesh, Merck)], cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) [placas de vidro de 20 cm x 20 cm com silica gel 60 (PF 254 +366,
Merck)], cromatografia de fase reversa (C18) [placas de vidro de 20 cm x 20 cm com
silica gel C18, com indicador fluorescente, Merck] e sephadex LH-20 [Sigma-Aldrich].
A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foi realizada em
cromatofolhas de aluminio [UV2ss fluorescente (Macherey-Nagel; Merck)]. Para o
sistema eluente foram utilizados solventes grau PA [Vetec, Merck, Dinamica, Synth e
FMaia]. A camara de UV [Boitton] com lampadas nos comprimentos de A 254 nm e A
365 nm e com solucédo de anisaldeido [etanol: anisaldeido: &cido sulfurico: &cido acético
(9:0,5:0,5:0,1)].
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3.1.3 Fracionamento do extrato metandlico das folhas

O extrato metandlico das folhas de D. costata foi fracionado por cromatografia em coluna filtrante (CCF) pela estudante de iniciacdo cientifica
Juliana Medrado Ribeiro, resultando em 16 grupos de frac6es (Fluxograma 1). Desses, as fragdes EMFDC 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 foram selecionadas

para futuros fracionamentos. A substancia gancoanina M foi identificada como majoritaria na fracdo EMFDC 11.

Fluxograma 1: Grupos de fracGes obtidas a partir do fracionamento do Extrato em Metanol das Folhas de D. costata.

Extrato em Metanol das Folhas de Deguelia costata
[EMFDC (4,438 g)]

CC Filtrante, silica gel 60 (0,04-0,063 mm/230-400 mesh)

Gradiente de polaridade [Hex: ACoEt (9:1)- MeOH 100%]

Revelagdo por UV

[ 16 fragées (EMFDC 1 -16) ]

EMFDC 7 EMFDC 8 EMFDC 9 EMFDC 10 EMFDC 11 EMFDC 12 EMFDC 13 EMFDC 15 EMFDC 16
(53,2 mg) (129,1 mg) (146,4 mg) (259,5mg) (88,6 mg) (103,4 mg) (607,5 mg) (1752,6 mg) (383,6 mg)
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3.1.4. Analises cromatograficas do extrato metandlico das folhas (EMFDC)

3.1.4.1. Isolamento de 4’-O-metilderrone e 4’-O-metilalpinumisoflavona do extrato
metanolico das folhas (EMFDC)

A fracdo EMFDC 7 (32,0 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), eluida com o sistema: Hexano: éter etilico: cloroférmio [(8,5:
1,0:0,5) x3], resultando em 11 subfracdes (Fluxograma 2). A subfracdo EMFDC 7.8
rendeu a 4-O-metilalpinumisoflavona (Fluxograma 2). Esta substancia e a 4’-O-
metilderrone foram isoladas do EMFDC 8 (84,0 mg) por CCDP (Fluxograma 3). A
subfracdo EMFDC 9.3-5 e a EMFDC10.4 também renderam a 4’-O-metilderrone,
respectivamente, apds analises por CC da fracdo EMFDC 9 (Fluxograma 4), seguida de
CCDP e CC da fragdo EMFDC 10 (Fluxograma 5).

Fluxograma 2: Subfra¢des obtidas da analise cromatografica de EMFDC 7.

Fracio 7 (32,0 mg)
[(EMFDC 7) (UDC 92)]

CCDP silica gel 60
Sistema eluente: [(Hex:EE:CHCl; 8.,5:1,0:0,5) x3]
Revelagao por UV

[ 11 subfracdes (EMFDC 7.0 - 7.8) }

EMFDC 7.8 [2,5 mg (UDC 178)]

1RMN

4’-O-metilalpinumisoflavona (2,5 mg)

UDC = Cadigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.
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Fluxograma 3: Subfra¢des obtidas da analise cromatografica de EMFDC 8.

Fracdo 8 (84,0 mg)
[(EMFDC 8) (UDC 93)]
CCDP, silica gel 60
Sistema eluente: [(Hex:EE:CHCI,; 8,5:1,0:0,5) x3]
Revelacdo por UV

[ 10 subfracées (EMFDC 8.0 - 8.7) ]

EMFDC 8.6 [7,3 mg EMFDC 8.7 [1,7 mg
(UDC 186)] (UDC 188)]
fron o
4’-O-metilderrone (7,3 mg) 4’-O-metilalpinumisoflavona (1,7 mg)

UDC = Cadigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.

Fluxograma 4: Subfracdes obtidas da analise cromatografica do EMFDC 9.

Fracio 9 (146,4 mg)
[(EMFDC 9) (UDC 94)]

CC, silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh)
Gradiente de polaridade: Hex: ACoEt (9:1) —MeOH (100%)
Revelagio por UV

[ 19 subfracées (EMFDC 9.1 - 9.19) ]

EMFDC 9.3-5 EMFDC 9.14
[9 mg (UDC 117)] [28,6 mg (UDC 118)]

lRMN

4-O-metilderrone (9 mg)

UDC = Cadigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.
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Fluxograma 5: Subfracdes obtidas apds analise cromatogréafica de EMFDC 10.

[(EMFDC 10) (UDC 95)]

CC, silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh)
Gradiente de polaridade: Hex: ACoEt (9,5:0,5) — MeOH (100%o)
Revelacdao por UV

[ Grupo 10 (159,4 mg) }

[ 14 subfracoes (EMFDC 10.1 - 10.13 sobrenadante) ]

EMFDC 10.4 EMFDC 10.11-12
[1,2 mg (UDC 132)] (145,1 mg)

lRMN

4-O-metilderrone (1,2 mg)

UDC = Cddigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.
3.1.4.2. Andlises cromatogréficas de fracGes selecionadas para avaliagdo bioldgica

As amostras de subfracdo EMFDC 10. 11-12 (145,1 mg) e a fracdo EMDFC 12 (73,7 mg)
foram submetidas a CCDP e CC, seguida de CCDP, respectivamente, conforme as

condi¢des mostradas nos fluxogramas 6 e 7.

Fluxograma 6: Analise cromatografica de EMFDC 10.11-12.

EMFDC 10.11-12
(145,1 mg)

CCDP, silica gel 60
Sistema eluente:[(Hex:ACoEt 8:2) x5]; Massa utilizada = 1134 mg
Revelagdo por UV

[ 8 subfra¢ées (EMFDC 10.11-12.0-10.11-12.6) }

~
EMFDC 10.11-12.0 EMFDC 10.11- EMFDC 10.11- EMFDC 10.11-12.3
[41,2 mg (MAC 1)] 12.1 (51,2 mg) 12.2 (6,7 mg) [17,1 mg (MAC 2)]

UDC = Cadigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.

MAC = Cddigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFSCar.
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Fluxograma 7: Analise cromatografica de EMFDC 12.

[(EMFDC 12) (UDC 96)]

CC, silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh)
Gradiente de polaridade: Hex: ACOEt (9:1) — MeOH (100%)
Revelacdo por UV

[ Grupo 12 (73,7 mg) }

[ 10 subfracdes (EMFDC 12.1 - 12.10) }

EMFDC 12.8-9
(59 mg)

EMFDC 12.5
[2,4 mg (UDC 135)]

CCDP, silica gel 60
lRMN Sistema eluente: [(Hex: ACoFEt 8:2) x3]
Revelagao por UV

4-O-metilderrone (2,4 mg)

[ 9 subfracoes (EMFDC 12.8-9.0 - 12.8-9.8) ]

EMFDC 12.8-9.0
[34 mg (MAC 3)]

UDC = Cadigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.

MAC = Cddigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFSCar.

Afracéo 13, EMFDC 13 (300 mg) foi fracionado por Sephadex LH-20 em MeOH (100%)
(Fluxograma 8). As 20 fraces obtidas foram reunidas em 4 grupos de fracdes, apds
monitoramento por CCDC. Em dois momentos a fracdo EMFDC 13.20 foi fracionada por
CCDP. O primeiro estudo cromatogréafico foi em 2019 (Fluxograma 8) e o outro em 2021
(Fluxograma 8). Embora tenham sido fracionadas sob as mesmas condigdes, o numero de
subfracdes obtidos foram diferentes, por isso estas foram codificadas de forma diferente
(Fluxograma 8). As origens de EMFDC 13.20.0 (17,1 mg) e EMFDC 13.20.0’ (77 mg),
foram fracionadas por CCDP em sistema Hex:Acoet [(8:2) x4], resultando em 9 e 10

fragdes, respectivamente.
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Fluxograma 8: Analise cromatografica de EMFDC 13.

Grupo 13 (300 mg)
[EMFDC 13 (UDC 97)]

Sephadex LH-20 (MeOH 100%)
Revelagdo por UV

EMFDC 13.10-19
[120 mg (UDC 190)]

EMFDC 13.20

EMFDC 13.1 EMFDC 13.2-9

(106,2 mg)

CCDP, silica gel 60
Sistema eluente: [(Hex: ACoEt 9:1) x3]
Revelagao por UV

1° momento 2° momento
Massa utilizada: 33 mg Massa utilizada: 73,3 mg
[ 5 subfragdes (EMFDC 13.20.0 - 13.20.4) ] [ 5 subfracdes (EMFDC 13.20.0°- 13.20.4°) ]
EMFDC 13.20.0 EMFDC 13.20.0°
[17,1 mg (UDC 199)] (77 mg)
CCDP, silica gel 60 CCDP, silica gel 60
Sistema eluente: [(Hex: ACoEt 8:2) x4] Sistema eluente: [(Hex: ACoEt 8:2) x4]
Revelagio por UV Revelagdo por UV

[ 9 subfragées (EMFDC 13.20.0.0— 13.20.0.8) ] [ 10 subfracdes (EMFDC 13.20.0°.0 - 13.20.0".8) ]

EMFDC 13.20.0.0 EMFDC 13.20.0°.0
(12,6 mg) [47 mg (MAC 5)]

UDC = Cadigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.

MAC = Cddigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFSCar.

3.1.5 Fracionamento do extrato em etanol da casca do caule

O extrato etan6lico da casca do caule de D. costata (EECsDC, 4,2590 g) foi inicialmente
fracionado pela estudante de iniciacdo cientifica Juliana Medrado Ribeiro por CCF, em
silica gel 60 (0,04-0,063 mm/230-400 mesh) por gradiente de polaridade, sendo obtidas
18 fracdes (Fluxograma 9). Dessas a fracdo 10 foi particionada por CCDP em sistema
Hexano: Acetato de etila [(9,5:0,5) x 10], resultando em sete fracbes. As fragdes 5, 6, 7 e
8 foram reunidas e submetidas a duas CCDP’s em sistema Hexano: Acetato de etila [(9:1)

x 3]. A primeira usando 51,7 mg da fragdo, a segunda 87,3 mg e renderam 6 fracGes.
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Fluxograma 9: Grupos de fragdes obtidas a partir do fracionamento do Extrato em Etanol

das cascas do caule de D. costata.

[4,2590 g (UDC 137)]

CC Filtrante, silica gel 60 (0,04-0,063 mm/230-400 mesh)
Gradiente de polaridade: Hex: ACoEt (8:2) — MeOH (100%)

Revelac¢do por UV

[ Extrato Etanodlico da Casca de D. costata ]

[ 18 fracées (EECsDC 1-17) ]

EECsDC 5-8
[139,4 mg (UDC 191)]

UDC = Cddigo atribuido as amostras analisadas no equipamento de RMN da UFBA.
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3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear de *H foram obtidos no Laboratério Baiano
de Ressonéncia Magnética Nuclear (LABAREMN) da Universidade Federal da Bahia e
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&do Carlos (UFSCar). As
analises no LABAREMN foram em espectrébmetro operando a 500 MHz (Varian
INOVA-500), para solubilizar as amostras dos extratos e fragdes foram utilizados
cloroférmio deuterado (CDCl3) e metanol deuterado (MeOD). Na UFSCar as analises
foram em um espectrometro BRUKER DRX de 400 MHz (9,4 Tesla), para a frequéncia
do hidrogénio, modelo AVANCE Il1I, equipado com cinco sondas: duas sondas de 2,5
mm BBO (Broad Band Observe) e BBI, duas sondas de 5 mm BBO e BBI e uma sonda
de 5 mm BBI com ATMA,; unidade de temperatura variavel, unidade geradora de
gradiente de campo e trocador automatico de amostra. As amostras foram solubilizadas

em cloroférmio deuterado (CDCl5).

3.3 Atividades antibacteriana e antifungica

O ensaio de microdiluicdo em caldo ocorreu segundo as normas CLSI (2002; 2003),
antiga NCCLS, com modificages (ARAUJO et al., 2017) frente as bactérias
Micrococcus luteus (ATCC 10240); Staphylococcus aureus (ATCC 6538); S. epidermidis
(Winslow & Winslow) Evans (CCT 1488; ATCC 12228); Bacillus subtilis (ATCC 6633);
B. cereus Frankland & Frankland (CCT 0096); Escherichia coli (ATCC 94863);
Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090; ATCC 27853) e Salmonela choleraesius (ATCC
14028) e os fungos Candida albicans (ATCC 18804), C. glabrata (CCT 0728) e
Fusarium oxysporum (CCT 3243). Todas as cepas foram adquiridas da Colecdo de
Culturas Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello. Estas culturas foram mantidas em
meios de cultivo agar nutriente (bactérias) e agar de levedura e malte (fungos), com
periddicos repiques e incubacéo por 72 horas (26 °C), para fungos e 24 horas (37 °C), para

bactérias.

As amostras testadas (Tabela 1) foram solubilizadas em DMSO 20% (v v'1), em algumas
foi preciso adicionar 5% de tween_80, e resultaram em solugfes estoques com
concentracéo de 2000 ug mL™* (extratos e fragdes com maior quantidade de massa) e 400
ug mL? para fracGes e compostos. O método de microdiluicdo em caldo consiste na
adicdo de 100 pL de meio de cultivo liquido [caldo nutriente (Acumedia) para bactérias;

caldo de levedura (BD), glicose (Anidrol) e malte (Acumedia) para as leveduras; extrato
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de batata (Acumedia) e glicose (Anidrol) para Fusarium oxysporum], 100 uL das
solugdes estoques das amostras foram adicionados em triplicata na primeira fileira de uma
placa de 96 pocos ou de Elisa. Em seguida, ocorreu a adigdo de 100 uL dos controles,
cloranfenicol (100 ug mL™) ou benzilpenicilina (100 pg mL™Y), para as bactérias Gram
positivas; garamicina (20 ng mL™ para as bactérias Gram negativas, ciclopirox olamina
(100 pug mL™1), para as candidas e, anfotericina B (250 ng mL™), para F. oxysporum. Uma
solugédo com o diluente, DMSO 20%, também foi adicionada a placa. A diluicdo seriada
foi realizada, com fator de dilui¢do de dois. Ap0s a dilui¢do seriada, preparou-se o indculo
do microrganismo, comparando sua turbidez até alcancar a escala 0.5 de McFarland
(aproximadamente 102 UFC mL™). Este indculo foi diluido em meio de cultivo na
proporcéao de 100 pL do indculo para 10 mL de meio de cultivo apropriado. Em seguida,

transferiu-se 100 pL desta suspensdo para cada pog¢o da placa de Elisa.

A placa foi selada e colocada para incubacgéo por 24 horas a 36 °C, para bactérias e 72
horas a 27 °C, para os fungos. Decorrido o tempo de incubagéo foi feita a leitura dos
resultados de forma visual para determinagdo da concentracéo inibitéria minima (CIM).
Em seguida, nos pocos que ndo apresentaram turbidez, ou seja, que ocorreram inibicao
do crescimento dos microrganismos testados foi retirada uma aliquota e feita a semeadura,
em placas de Petri contendo meio de cultivo sélido, apropriado para cada microrganismo,
nas mesmas condi¢des que foram preparados para os ensaios de microdiluicdo em caldo
com adicdo de agar (Kasvi). Posteriormente as placas foram seladas e incubadas nos seus
tempo e temperatura caracteristicos de crescimento para determinacdo da concentracao

bactericida minima (CBM) e concentragdo fungicida minima (CFM).
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Tabela 1. Informacdes sobre as amostras de D. costata que foram selecionadas para 0s
ensaios bioldgicos.

Cadigos das Significado **Concentragao
amostras testada (ug mL™?)
EDCsDC* Extrato em diclorometano da casca de D. costata 500

EDCsDC 10 Fracdo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 10 100

EDCsDC 10.18 Fragéo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 10.18 100

EDCsDC 10.19 Fragéo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 10.19 100

EDCsDC 10.21 Fracdo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 10.21 100

EDCsDC 15 Fracdo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 15 100

EDCsDC 15.21 Frag&o do extrato em diclorometano da casca de D. costata 15.21 100

EDCsDC 15.22 Fracdo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 15.22 100

EDCsDC 15.23 Fracdo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 15.23 100

EDCsDC 15.24 Fragdo do extrato em diclorometano da casca de D. costata 15.24 100

EECsDC Extrato em etanol da casca de D. costata 500

EECsDC 5-8 Fracdo do extrato em etanol da casca de D. costata 5-8 100

EECsDC 11-12 Fracdo do extrato em etanol da casca de D. costata 11-12 100

EECsDC 11.21 Fragdo do extrato em etanol da casca de D. costata 11-12.21 100

EECsDC 13-15 Fracdo do extrato em etanol da casca de D. costata 13-15 100

EECsDC 13-15.9 Fracdo do extrato em etanol da casca de D. costata 13-15.9 100
EECsDC 13-15.10 Fragdo do extrato em etanol da casca de D. costata 13-15.10 100
EECsDC 16 Fracdo do extrato em etanol da casca de D. costata 16 100
EECsDC 17 Fracdo do extrato em etanol da casca de D. costata 17 100
EMFDC 9 Fragdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 9 500

EMFDC 9.14 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 9.14 500

EMFDC 10 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 10 500
EMFDC 10.11-12.0 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 10.11-12.0 500
EMFDC 10.11-12.1 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 10.11-12.1 500
EMFDC 10.11-12.2 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 10.11-12.2 100
EMFDC 10.11-12.3 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 10.11-12.3 500

EMFDC 11.7-9.0 Fragdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 11.7-9.0 500
EMFDC 12 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 12 500
EMFDC 12.8-9.0 Fragdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 12.8-9.0 500
EMFDC 13 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 13 500
EMFDC 13.10-19 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 13.10-19 500
EMFDC 13. 20 Fragdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 13.20 100
EMFDC 13.20.0° Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 13.20.0° 100
EMFDC 13.20.0.0 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 13.20.0.0 100
EMFDC 13.20.0°.0 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 13.20.0°.0 500
EMFDC 15 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 15 500
EMFDC 16 Fracdo do extrato em metanol das folhas de D. costata 16 500

*Lemes (2015); ** Concentragdo maxima testada (ug mL™) no final do experimento.
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3.4 Atividade antileishmania

A avaliacdo da atividade antileishmania ocorreu no Laboratorio de Imunobiologia da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os ensaios foram realizados com base no
teste de MTT (REILLY et al., 1998) em promastigotas de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PHB8) que foram cultivadas em cultura axénica a 24 °C em RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) inativado pelo calor, 20mM Hepes
(N-2-hydroxyetrylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid), e 50 pg/mL de gentamicina. A

cultura era repicada a cada 5 dias para manutencéo da populacdo de parasitos.

Promastigotas, na concentracdo de 5x10° parasitos/pogo, foram distribuidas (100
uL/pogo) em placas de microtitulacdo de fundo plano com 96 pogos. As amostras testadas
(dissolvidas em DMSO) em diferentes concentragdes (3,1 a 100 ug mL™) foram
adicionados aos pog¢os contendo promastigotas. Apds 72 h de incubacdo, 10 pl de uma
solugdo de MTT (5 mg mL™) foram adicionados a cada pogo e incubados por 4 h. A
reacdo foi entdo interrompida com a adicdo de 100 pL de uma solucdo de
dimetilformamida e dodecilsulfato de s6dio a 10% (1: 1) e depois lida a 570 nm. A
anfotericina B foi utilizada como composto de referéncia. Todas as experiéncias foram
realizadas em triplicata. O percentual de inibic&o do parasito foi calculado pela seguinte

formula:
% de inibicdo = DO controle — DO amostras / DO controle x 100
DO Controle = Absorbéancia de promastigotas tratados com DMSO
DO amostras = Absorbancia de promastigotas tratadas com compostos testados

A concentracdo que inibiu 50% do crescimento do parasita (ICso) foi calculada ap6s
avaliacdo percentual da inibicdo do crescimento em diferentes concentracdes (software
Prisma). As amostras testadas foram 4’-O-metilderrone, escandenina, isolada por Miguez
(2018) e os extratos em diclorometano das folhas (EDFDC) e etanolico das raizes
(EERDC), trabalhados por Serafim (2014) e Miguez (2018).

3.5 Atividade anti-Trypanosoma cruzi

A avaliacdo da atividade frente ao Trypanosoma cruzi ocorreu em parceria com a Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica e com o Instituto Gongalo Moniz (Fiocruz-Ba).
Todos os experimentos foram realizados com a cepa Y do T. cruzi. A forma

tripomastigota foi obtida do sobrenadante de células LLC-MK2 infectadas e mantida em

41



meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) e penicilina-estreptomicina (100 U/mL) (todos da Gibco/Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA) a 37 °C com 5% de CO:..

O protocolo estabelecido anteriormente por Bastos e colaboradores (2019) foi utilizado
para avaliar o efeito de moléculas contra tripomastigotas. Os parasitas foram cultivados
em placas de 96 pocos (2 x 108 células/mL) na presenca ou auséncia de moléculas em
diferentes concentracbes por 24 horas. Parasitas viaveis foram contados em
hemocitémetro, e a atividade das moléculas foi expressa em concentracao efetiva de 50%

(ECs0), em comparagdo aos parasitas nao tratados.

As moléculas também foram avaliadas contra macréfagos infectados. Cinco dias ap6s a
injecdo de tioglicolato de sodio a 3% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), os
macrofagos foram obtidos por lavagem com solucdo salina na cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c. As células (5 x 10° células /mL) foram cultivadas em uma placa
de 96 pocos e mantidas durante a noite a 37 ° C com 5% de CO2. Apos 24 horas de
incubacdo, as células foram infectadas com tripomastigotas (10 parasitas: 1 célula
hospedeira) por 24 horas. Os tripomastigotas foram removidos por lavagens sucessivas
com solucdo salina e as células infectadas foram tratadas por 72 horas. As células foram
fixadas e coradas pela adicdo de 50 puL de uma solucdo contendo 4% de paraformaldeido
e 4 uM de corante de DNA Drag5 (BioStatus, Shepshed, UK) por pogo. A anélise foi
realizada em um microscopio confocal Operetta High Content Imaging System
(PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) usando uma objetiva de ar de 10X. A porcentagem
de parasitas intracelulares foi determinada e comparada ao controle negativo, e a atividade
antiparasitaria da molécula também foi expressa em ECso. Cada concentracdo de
molécula foi testada em triplicata, e trés experimentos independentes foram realizados. O
medicamento de referéncia, benznidazol, foi usado como controle positivo. A analise de
regress@o ndo linear foi usada para calcular os valores de ECso realizados com GraphPad
Prism verséo 5.01 (Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA). Os experimentos foram
conduzidos de acordo com as recomendagdes das Normas de Etica e Aprovados pelo
Comité de Etica em Animais (Instituto Gongalo Moniz, protocolo nimero: 001/2015). As

amostras testadas foram as mesmas do ensaio antileishmania.
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3.6 Toxicidade em células de mamiferos

Todas as amostras de extratos e substancias avaliadas quanto ao efeito antiprotozoario
foram testadas em macrofagos peritoneais. As células (5 x 10° células mL™) foram
semeadas em placas de 96 pocos e tratadas por 72 horas. Apos o tratamento, as células
foram lavadas duas vezes com solucdo salina e a viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. As leituras colorimétricas foram realizadas ap6s 24 horas a 570
e 600 nm. Os valores da concentracdo citotdxica de cinquenta por cento (CCs) foram
calculados usando pontos de dados recolhidos de trés experimentos independentes.
Violeta de genciana (Synth, S&o Paulo, Brasil) foi usada como controle positivo. A analise
de regressdo ndo linear foi usada para calcular os valores de CCso realizados com
GraphPad Prism versao 5.01 (Graph Pad Software). Esse experimento foi realizado em
parceria com a Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica e com o Instituto Goncalo

Moniz (Fiocruz-Ba).
3.7 Determinacéo dos contetdos de taninos

A determinacdo dos conteddos de taninos (TCs) dos extratos metandlicos foi por ensaio
de difusdo radial, segundo Hagerman (1987) e Maier (2017), com algumas modificacdes.
Um tampdo foi preparado pela mistura de solugdes de acido acético (0,5 uM) (Synth- PA)
e acido ascérbico (60 uM) (Synth-99,0%) até pH 5,0, ajustado pela adi¢do de NaOH (2
mol L?1). O meio sélido foi preparado com a mistura de agarose - tipo | (Sigma-Aldrich)
e uma aliquota da solucdo descrita anteriormente, em um banho de agua a 45°C, sob
agitacdo. Apos resfriamento, foram adicionados albumina de sérica bovina (Merck), sob
agitacdo, até total solubilizacdo. Aliquotas de 09 mL desta mistura foram distribuidas em
placas de Petri (9 cm de didmetro) para solidificacdo. As placas foram seladas e
armazenadas em freezer por alguns dias a 4 °C. Em seguida, foram feitos pocos de 7 mm
de didmetro, em cada placa. A curva de calibracdo foi preparada com o padrdo acido
tanico (Sigma-Aldrich) na faixa de concentracdes de 5 — 50 mg mL™. Aliquotas de 20 L
de cada solucéo de &cido tanico foram aplicados nos pocgos das placas, em triplicatas, e
estas foram incubadas por 72 horas a 30 °C. Posteriormente, os halos de precipitagéo
foram medidos, com o auxilio de uma régua. Solucbes estoques dos extratos etanolico
das cascas (EECsDC), metandlico das folhas (EMFDC), diclorometano das folhas
(EDFDC) e etandlico das raizes (EERDC), sendo os dois ultimos trabalhados por Serafim

(2014) e Miguez (2018), e foram preparadas na concentragio de 10 mg mL™, 50% (v/v).
¢
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Desta solucdo, aliquotas de 20 pL foram adicionados aos po¢os em triplicata e as leituras
foram feitas apos 72 horas de incubacdo a 30°C, semelhantemente ao procedimento

empregado para o acido tanico.

3.8 Atividade antitumoral para linhagens celulares
3.8.1 Ensaio de atividade citotoxica frente a linhagem celular HL-60

O ensaio foi realizado no Instituto Gongalo Moniz (Fiocruz-Ba). Nesse ensaio a
doxorrubicina (cloridrato de doxorrubicina, Laboratério IMA S.A.l.C., Buenos Aires,
Argentina) foi usada como droga anticancer de referéncia. Todos 0os compostos foram
dissolvidos em DMSO (PanReac, Barcelona, Espanha) e diluidos em meio de cultura de
células para uso nos ensaios. A concentracdo final de DMSO foi inferior a 0,5% em todos

0S experimentos.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método Alamar blue conforme descrito
anteriormente (SILVA et al.,, 2017). As amostras de D. costata testadas foram
escandenina, 4’-O-metilderrone, os extratos metanolico e diclorometanico das folhas,
etanolio das raizes e as fracGes do extrato metanolico das folhas EMFDC 11 e 13 e a sua
subfracdo: 13.20.0. Células HL-60 (leucemia promielocitica aguda humana) foram
semeadas em placas de 96 pogos para todos os experimentos (3 x 10° células /mL) em
meio RPMI suplementado com 10% de FBS e 50 pg mL™* de gentamicina e incubadas
por 24 h em 37 °C e 5% de CO2. Ap0s esse tempo, cada inibidor de teste foi adicionado
em oito concentragdes (100-0,78 pug mL™?), em triplicata e incubado por 72 h. Em seguida,
20 pL/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foram adicionados as placas por
4 h. A absorbancia a 570 nm e 600 nm foi medida usando o leitor de microplacas
SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A doxorrubicina (10-0,078 pg
mL1) foi usada como controle positivo. A concentracdo que inibe a atividade de 50% das
células (ICso) das amostras foi calculada com base em trés experimentos independentes e

em triplicata.

44



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato em metanol das folhas de D. costata resultou na
identificacdo estrutural das isoflavonas 4’-O-metilalpinumisoflavona ¢ 4’-O-

metilderrone (Figura 8).

Figura 8. Férmulas estruturais das substancias isoladas do extrato metandlico das folhas

de D. costata.

4’-O-metilalpinumisoflavona 4’-O-metilderrone

4.1 Identificacdo da 4’-O-metilalpinumisoflavona

Analisando o espectro de RMN de 'H da fragdo EMFDC 7 (UDC 92) do extrato
metandlico das folhas de D. costata (Anexo A, E.1, pag. 72) foram observados singletos
na faixa de 6 13,20-12,95 indicativos de hidrogénios de hidroxila (-OH), em anéis A de
derivados de isoflavonoides (MOHAN RAO; IYER; IYER, 1987), em ligacdo de
hidrogénio intramolecular com o oxigénio da carbonila do anel C, chamada de hidroxila
quelada. Sinais de hidrogénios arométicos foram observados na faixa de & 7,92 — 6,34.
Os sinais na faixa de 6 3,90- 3,85 indicam presenca de metoxilas (-OCHs), de 5 0,88 —
2,10 e de 6 5,64 - 4,09 hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos. Todos esses sinais
sugerem a presenca de no minimo 3 (trés) derivados de isoflavonas nessa fracdo. O
espectro de RMN de H (Anexo A, E.2, pag. 73) de sua subfracdo EMFDC 7.8 (UDC
178) apresentou singleto em 6 13,16 (s, 1H), caracteristico de hidroxila quelada (-OH). O
sinal em & 7, 83 (s, 1H) é indicativo do hidrogénio H-2 ligado ao carbono C-2 de um
derivado de isoflavona. Além disso os sinais observados na regido de hidrogénios
aromaticos [ 7,45 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 6 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H); & 6,33 (s, 1H)],
juntamente com os dos grupos 2,2-dimetilcromeno e metoxila [6 6,73 (d, J = 10,5 Hz,

1H), 5 5,62 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 6 1,47 (s, 6H) e em & 3,84 (s, 4’-OCHa)] sugeriram a
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presenca de 4’-O-metilalpinumisoflavona (Figura 8), nesta fragéo, que foi confirmada por
comparacdo desses dados com os da literatura (MOHAN RAO; IYER; IYER, 1987)
(tabela 2). Essa isoflavona ja havia sido isolada do extrato em diclorometano das folhas
de D. costata por Miguez (2018). Essa substancia também foi identificada no espectro de
RMN de 'H da fragdo EMFDC 8.7 (UDC 188) (Anexo A, E.5, pag. 76) resultando em
uma massa de 4,2 mg. A 4’-O-metilalpinumisoflavona ja foi isolada das espécies
Calopogonium mucunoides (Fabaceae) (NDEMANGOU et al.,, 2013), Maclura
tricuspidata (Moraceae) (LEE et al., 2019), Maclura cochinchinensis (Moraceae)
(POLBUPPHA et al., 2021) e Lonchocarpus glabrescens, sinonimia Deguelia densiflora,
(Fabaceae) (LIU et al., 2009).
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Tabela 2. Comparacéo dos dados de RMN de *H de EMFDC 7.8 com os dados da 4’-O-
metilalpinumisoflavona da literatura (MIGUEZ, 2018) e (MOHAN RAO; IYER; IYER,
1987).

EMFDC 7.8 (UDC 178) 4’-O-metilalpinumisoflavona

H (mult; J [Hz];

. « 'H (MOHAN RAO;
integracdo)

IH (MIGUEZ, 2018) [500

Posicao [500 MHz; CDCl] MHz; CDCl] }I()EORMIIIZE%I%?IZ])
2 7,83 (s; 1H) 7,84 (s; 1H) 7,85 (s; 1H)
3
4
5
6
7
8 6,33 (s;1H) 6,35 (s;1H) 6,36 (s;1H)
9
10
2' 7,45 (d; 8,5; 1H) 7,46 (d ;8,8; 1H) 7,48(d;8,0;1H)
3 6,98 (d; 8,5; 1H) 6,99 (d; 8,8; 1H) 7,00(d; 8,0; 1H)
N
5 6,98 (d; 8,5; 1H) 6,99 (d; 8,8; 1H) 7,00 (d; 8,0 1H)
6' 7,45 (d;8,5; 1H) 7,46 (d; 8,8; 1H) 7,48 (d;8,0;1H)
on
3" 5,62 (d; 10,0; 1H) 5,63 (d;10,0; 1H) 5,65 (d; 10,0;1H)
4" 6,73 (d; 10,5; 1H) 6,74 (d;10,0; 1H) 6,75 (d;10,0;1H)
5-OH 13,16 (s; 1H) 13,18 (s;1H) 13,16 (s; 1H)
4’-OCHjs 3,84 (s; 3H) 3,86 (s;3H) 3,86 (s;3H)
2XCHs3 1,47 (s; 6H) 1,49 (s; 6H) 1,44 (s; 6H)

4.2 ldentificacdo da 4’-O-metilderrone

No espectro de RMN de 'H da fragdo EMFDC 8 (UDC 93) do extrato metandlico das

folhas de D. costata (Anexo A, E.3, pag. 74) se observou singletos na faixa de 6 13,20-

12,95, similarmente a0 RMN de 'H da fragdo EMFDC 7, indicativos de grupos hidroxila

(-OH), em ligacdo de hidrogénio intramolecular com o oxigénio de grupo carbonila.

Outros singletos na regido de 6 9,54-8,56 sugeriram a presenca de hidrogénios de

hidroxila (-OH) ligados a anéis aromaticos. Sinais de hidrogénios aromaticos foram

observados na faixa de & 7,90-6,30. Os sinais na faixa de & 3,89- 3,64 indicam presenga

de metoxilas (-OCHa), na faixa de & 3,41-0,77 e 6 5,61-4,12 de hidrogénios metilicos,
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metilénicos e metinicos. Todos esses sinais sugerem a presenca derivados de isoflavonas.
Um destes foi identificado como a 4’-O-metilalpinumisoflavona na fracdéo EMFDC 8.7
(UDC 188), como citado anteriormente. No espectro de RMN de 'H da subfragdo
EMFDC 8.6 (UDC 186) (Anexo A, E.4, pag. 75) foram observados singletos em & 12,93
(s, 1H), 6 7,89 (s, H-2), 6 6,29 (s, H-6), 6 3,85 (s, 4’-OCH3) e 6 1,48 (s, 1H) e os dubletos
em 7,46 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 5 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 5 6,68 (d, J = 10,0 Hz, 1H) e &
5,59 (d, J = 10,0 Hz, 1H). A comparacdo desses dados com os da literatura (MIGUEZ,
2018; NDEMANGOU et al., 2013) (tabela 3) possibilitou a identificacdo da isoflavona
4’-O-metilderrone (Figura 8). Essa substancia ja havia sido isolada de D. costata do
extrato em diclorometano das folhas por Miguez (2018) e Serafim (2014) (28,4 g de
extrato e 6,5 mg de 4’-O-metilderrone isolada) e do extrato em hexano da casca do caule
(2582 g de extrato ¢ 2,7 mg de 4’-O-metilderrone isolada) por Lemes (2015). A 4’-O-
metilderrone ¢ um regioisdmero da 4’-O-metilalpinumisoflavona. Essa mesma substancia
foi identificada nos espectros de RMN de *H das fragdes EMFDC 9.3-5 (UDC 117)
(Anexo A, E.7, pag. 78), EMFDC 10.4 (UDC 132) (Anexo A, E.10, pég. 81) e EMFDC
12.5 (UDC 135) (Anexo A, E.14, pag. 85), a massa total de 4’-O-metilderrone isolada foi
de 19,9 mg. Essa substancia ja foi isolada de Maclura cochinchinensis (Moraceae)
(POLBUPPHA et al., 2021), Calopogonium mucunoides (Fabaceae) (NDEMANGOU et
al., 2013) e de mais 4 espécies de Fabaceae: Derris robusta (CHIBBER; SHARMA;
DUTT, 1981), Derris heyneana (GANAPATY et al., 2008a), Euchresta horsfieldi
(MIZUNO et al., 1990), Lotus polyphyllos (ABDEL-KADER et al., 2009).
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Tabela 3. Comparacéo dos dados de RMN de *H de EMFDC 8.6 com os dados da 4’-O-
metilderrone da literatura (MIGUEZ, 2018) e (NDEMANGOU et al., 2013).

EMFDC 8.6 (UDC 186)

4’-O-metilderrone

H (mult; J [Hz];

Posicio integracéo) H(MIGUEZ, 2018) [500 H (NDEMANGOU et al.,
[500 MHz; CDCls] MHz; CDCl3] 2013) 500 MHz; CDCls
2 7,89 (s; 1H) 7,90 (s:1H) 7,80 (s:1H)
3
4
5
6 6,29 (s:1H) 6,31 (s: 1H) 6,29, (s:1H)
Z
8
9
1
2 7,46 (d:8,5; 1H) 7,47 (d:8,8; 1H) 7,46 (d; 8,7: 1H)
3 6,98 (d:8,5; 1H) 7,00 (d:8,8; 1H) 6,99(d; 8,7; 1H)
2
5 6,98 (d:8,5; 1H) 7,00 (d:8,8; 1H) 6,99(d; 8,7; 1H)
6' 7,46 (d;8,5; 1H) 7.47 (d; 8,8; 1H) 7,46 (d; 8,7; 1H)
on
3" 5,59 (d; 10,0; 1H) 5,60 (d;10,0; 1H) 5,59 (d:10,0;1H)
4" 6,68 (d; 10,0; 1H) 6,70 (d;10,0; 1H) 6,64 (d;10,0,1H)
5-OH 12,93 (s; 1H) 12.94 (s:1H) 12,94 (s;1H)
4’-OCHs 3,85 (s; 3H) 3.86 (5;3H) 3,85 (5;3H)
2xCHs 1,48 (s; 6H) 1,49 (s; 6H) 1,48 (s; 6H)
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4.3 Atividade antimicrobiana

Um total de 37 amostras de D. costata [extratos em etanol e diclorometano das cascas do
caule e 0o metandlico das folhas de D. costata, incluindo algumas fragGes] (tabela 1) foram
testadas frente bactérias e fungos, dessas amostras 12 apresentaram atividade
antimicrobiana (tabela 4). O extrato em etanol da casca (EECsDC) (CIM = CBM = 500
ug mL?) e sua fragdo EECsDC 5-8 (CIM = CBM = 100 pug mL™?) apresentaram
seletividade para C. albicans com efeito fungicida e o extrato metandlico das folhas
EMFDC 10.11-12.0 (CIM = 500 pug mL™) fungiostatico. Essa acdo antifingica pode ser
devido a presenga majoritaria de 4’-O-metilderrone em EMFDC 10.11-12.0, como
identificado no seu espectro de RMN *H (Anexo A, E.11, pag. 82) (MAC 1). Ja que esse
composto também é fungiostatico para C. albicans (CIM = 100 ug mL™) (MIGUEZ,
2018). O espectro de RMN de 'H de EECsDC (UDC 137) (Anexo A, E.20, pag. 91)
mostrou se tratar de uma mistura de compostos com sinais na faixa de & 7,53-6,22,
caracteristicos de hidrogénios aromaticos, e muitos sinais de 6 5,39-0,75 que sugerem a
presenca de grupos metoxilas e de outros grupos de hidogénios alifaticos, dentre outros.
Ja no espectro de RMN *H (Anexo A, E.21, pag. 92) da fragdo mais ativa: EECsDC 5-8
(UDC 191) foram observados sinais em ¢ 12,93, indicativo de hidroxila quelada e em &
9,76-8,56, de hidroxilas fendlicas, além de sinais na mesma regido observada no espectro
do seu extrato. Esses dados reforcam que os derivados fendlicos podem ser os

responsaveis por suas atividades antifangicas.

As fragdbes EMFDC 15 e EMFDC 16 foram seletivas para B. cereus com efeito
bacteriostatico (CIM =500 pg mL™, ambas). Os sinais observados nos espectros de RMN
de 'H de EMFDC 15 (UDC 189) (Anexo A, E.18, pag. 89) [5 12,83; & 7,51-6,59; & 3,90-
3,76; 6 5,36-5,11; 6 3,39-0,87] e de EMFDC 16 (UDC 101) (Anexo A, E.19, pég. 90) [6
8,52; & 7,00-6,66; 6 3,90-3,31; & 2,39-0,90], juntamente com a quimiossistematica do
género Deguelia, sugerem a presenga de mistura de derivados de isoflavonoides nestas

fracoes.

A fragdo que mostrou a¢éo antimicrobiana para um maior nimero de microrganismos foi
EMFDC 9.14, do extrato metandlico das folhas, foi bacteriostatica frente as bactérias
gram postivas S. aureus (CIM =500 pg mL™1), M. luteus (CIM = 500 pg mL™1), B. subtilis
(CIM = 250 pug mL™1) e B. cereus (CIM = 250 pg mL1), com os menores valores de CIM
para as duas Gltimas. No espectro de RMN de *H de EMFDC 9.14 (UDC 118)] (Anexo
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A, E.8, pag. 79), foram observados sinais indicativos da presenca de grupos hidroxila,
hidrogénios aromaticos, hidrogénios em anel C de isoflavonas, metdxilas, dentre outros.
Esses dados sugerem a presenca de derivados de isoflavonoides como 4-hidrdxi-3-
fenilcumarinas e isoflavonas (MIGUEZ, 2018; SERAFIM, 2014). Embora o0 EMFDC
9.14 tenha sido antimicrobiano, sua fragéo de origem, EMFDC 9, n&o foi ativo. O espectro
de EMFDC 9 (UDC 94) (Anexo A, E.6, pag. 77) mostrou singletos em & 12,95-12,84,
indicativos de hidroxila quelada, sinais em & 9,53-8,50 caracteristicos de hidroxilas
ligadas a anéis aromaticos, hidrogénios aromaticos e do C-2 de isoflavonas na faixa de &
8,03-6,16 foram observados, além dos sinais em 6 5,61-5,14, 5 3,91-3,64 (4’-OCHs) e &
3,563-0,82. O conjunto desses sinais indica que a fracdo possui derivados de
isoflavonoides, dentre os quais a 4’-O-metilderrone, que foi também identificada fracdo
EMFDC 9.3-5 (UDC 117) (Anexo A, E.7, pég. 78).

O género de bactéria mais suscetivel as amostras testadas foi o Bacillus e dentre os
fungos, Candida. A fragdo EMFDC 10.11-12.3 foi bactericida para B. subtilis (CIM =
250 pg mLt; CBM =500 pug mL?) e B. cereus (CIM = 250 pg mLt; CBM =500 g mL-
1Y e fungiostatico para C. albicans (CIM = 125 pug mL™). Nos espectros de RMN H
(Anexo A, E.12, pég. 83) de (EMFDC 10.11-12.3, MAC 2) os sinais [ 13,71-12,85; &
10,30; 6 8,03-6,33; e em & 5,63-0,86], juntamente com os observados no espectro de
EMFDC 10 (UDC 95) (Anexo A, E.9, pag. 80) [5 13,70-12,64; & 9,62-8,60; & 7,92-7,83;
6 3,98-3,64; 6 3,46-0,68; 5 5,63-4,90, dentre outros] indicam a presenca de derivados de
isoflavonas e de 4-hidroxi-3-fenilcumarinas pelos hidrogénios em hidroxila quelada; de
H-2 do anel C de isoflavonas de do 4-OH do anel C de 4-hidroxi-3-fenil cumarinas,
dentre outros. Neste grupo foi identificada na fracdo EMFDC 10.4 (UDC 132) a 4’-O-
metilderrone (Anexo A, E.10, pag. 81).

A fracdo EMFDC 12.8-9.0 e sua fracdo de origem EMFDC 12 foram antibacterianos para
espécies de Bacillus e para C. albicans. Os compostos com efeito antimicrobiano,
provavelmente, estdo concentrados na fracdo EMFDC 12.8-9.0, ja que esta foi bactericida
contra B. subtilis (CIM = CBM =500 pg mL™) e B. cereus (CIM = CBM = 500 pg mL-
1y e, adicionalmente fungiostatico para C. albicans (CIM = 500 pg mL?). Os seus
espectros mostraram sinais nas regides de hidroxilas queladas, hidrogénios em anel C de
isoflavonas e hidrogénios aromaticos, dentre outros (Anexo A, E.15 e E.13, pégs. 86 e

84) [EMFDC 12.8-9.0 (MAC 3) o 13,29-12,64; & 8,02-7,83; & 7,48-6,29, dentre outros]
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e os de EMFDC 12 (UDC 96) [6 13,30-12,65; 6 8,59-8,55; 6 7,92-6,31; & 3,93-3,64 (4’-
OCHz); 8 5,36-4,91 e o 3,48-0,76]. Nesse grupo foi identificada 4’-O-metilderrone na
fragdo EMFDC 12.5 (UDC 135) (Anexo A, E.14, pag. 85).

A fracdo EMFDC 13.20.0°.0, similarmente a EMFDC 12.8-9.0, também concentrou os
compostos ativos contras espécies de Bacillus e Candida. J& que sua fracdo de origem, a
EMFDC13 foi menos ativa. EMFDC 13.20.0’.0 se mostrou bacteriostatica frente a B.
subtilis (CIM = 500 pg mL™) e B. cereus (CIM = 500 pg mL™) e fungicida para C.
albicans (CIM = 250 pug mLt; CBM =500 pug mL™). Nos seus espectros (Anexo A, E.16,
pag. 87) de RMN 'H, os sinais de EMFDC 13 (UDC 97) [§ 13,70-12,65; & 9,52-8,56; &
8,00-7,83; 6 7,50-6,29] ¢ de EMFDC 13.20.0°.0 (MAC 5) [ 13,68-12,83; 5 8,00-7,84; &
7,63-6,29; 6 3,84-3,80; dentre outros] (Anexo A, E.17, pag. 88).

Diante da quimiossisteméatica do género Deguelia, que revela a predominancia de
isoflavonoides como isoflavononas, isoflavonas e  4-hidroxi-3-fenilumarinas,
especialmente nas espécies da secdo Multiovulis, ao qual D. costata pertence, juntamente
com os dados observados nos espectros de RMN *H das amostras ativas, pode-se inferir
que os resultados de atividade antimicrobiana destas fracOes e extratos sdo devido ao
efeito sinérgico dos derivados dessas classes de compostos. Adicionalmente, os derivados
fenolicos sdo da classe dos isoflavonoides, ja que ndo foi detectada presenca de taninos,

pelo ensaio de determinag&o de taninos nestes extratos.
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de extratos, fragdes e substancias de D. costata (valores de CIM, CBM e CFM em pg mL™).

Microrganimos

Amostras Ml Sa Bc Bs Pa Ec Ca Cg Fo
CIM CBM| CIM |[CBM]J CIM |CBM| CIM [CBM] CIM | CBM CIM [CBM]J CIM |CFM | CIM |CFM ]| CIM | CFM
EECsDC >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 500 >500 >500
EECsDC 5-8 >100 >100 >100 >100 >100 >100 100 100 >100 >100
EMFDC 9.14 500 >500 | 500 | >500 ] 250 | >500 ] 250 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500
EMFDC 10.11- >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 | >500 | >500 >500
12.0
EMFDC 10.11- >500 >500 250 | 500 | 250 | 500 | >500 >500 125 | >500 | >500 >500
12.3
EMFDC 12 500 >500 | >500 >500 500 | 500 | >500 >500 250 500 >500 >500
EMFDC 12.8-9.0 >500 >500 500 | 500 | 500 [ 500 | >500 >500 500 | >500 | >500 >500
EMFDC 13 >500 >500 >500 500 | >500 | >500 >500 500 500 >500 >500
EMFDC 13.10-19 500 >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EMFDC >500 >500 500 | >500 | 500 | >500 | >500 >500 500 500 >500 >500
13.20.0°.0
EMFDC 15 >500 >500 500 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500
EMFDC 16 >500 >500 500 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500
Benzilpenicilina 0,78 0,78 | 0,19 | 0,19 25 25 0,08 | 0,08
Garamicina 0,62 | >5,00 1,25
Ciclopirox olamina 3,12 >25 3,12 >25
Anfotericina B 15,62 | 15,62

MI- Micrococcus luteus; Sa- Staphylococcus aureus; Bc- Bacillus cereus; Bs- Bacillus subtilis; Pa- Pseudomonas aeruginosa; Sc- Salmonela choleraesius; Ec- Escherichia coli; Ca- Candida
albicans; Cg- Candida glabra ta; Fo- Fusarium oxysporum. > Nao teve efeito na maior concentracéo testada. Controles positivos utilizados nos ensaios: Benzilpenicilina, para as bactérias gram
positivas, Garamicina, para as bactérias gram negativas, Ciclopirox olamina para C. albicans e C. glabrata, e Anfotericina B para F. oxysporum. CIM = Concentragao Inibitéria Minima, CBM =

Concentragao Bactericida Minima, CFM = Concentracdo Fungicida Minima.
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4.4 Atividades antiprotozoarias e citotoxicas
4.4.1. Atividade antiprotozoaria e citotoxicidade em macrofagos

Os resultados obtidos para as atividades antiprotozoérias e citotdxicas estdo dispostos na
tabela 5. A atividade anti-Trypanosoma cruzi foi avaliada frente a forma tripomastigota
e a forma intracelular (amastigota) através de macrofagos infectados. Para a forma
tripomastigota apenas EDFDC foi ativo com ECso de 22,3 ug mL™. Em relagio a
atividade contra os macréfagos peritoneais infectados EDFDC, EERDC, 4’-O-
metilderrone e escandenina foram ativas apresentando valores de ECsode 34,5 ug mL™,
9,8 ug mL?, 16,9 ug mL* e 23,4 ug mL* respectivamente. O Benznidazol utilizado como
controle apresentou ECso de 1,43 uM. No teste de citoxicidade avaliado em macrofagos
peritoneais ndo infectados, EDFDC mostrou CCso de 42,8 pug mL™ enquanto EERDC e
as substancias ndo apresentaram atividade citotoxica. O controle violeta genciana
apresentou CCso de 0,45 uM.

Tabela 5. Atividades antiprotozodrias e citotdxicas dos extratos e compostos.

T. cruzi L. . Citotoxicidade
amazonensis
Tripomastigota Infected M@ ° Promastigota M@ ¢ IS¢ IS (p)°©
Amostras ECso+ SEM2 ECso+ SEM @ ICs02 CCso+ SEM @

(ug mL™) (ug mL™) (ng mL™) (ug mLY)
EDFDC 22,3+6,54 345+508 182,27+5,39 42,8+13,09 1 0,23
EERDC NA 9,8+7,36 145,49 £9,71 >100 >10 >0,68
4’-O-metilderrone NA 16,9 + 3,49 43,26 £ 6,40 >100 >6 >2,31
Escandenina NA 23,4+ 6,60 45,92 + 2,02 >100 >4 >2,17

Benznidazol* 14,36 + 3,81 143+£0,21 >100 >70
VG* 0,45+ 0,04
Anfotericina B 1,25 +0,68 8,3

80s valores foram calculados com base em pelo menos trés experimentos distintos, realizados em triplicata. SEM =
Erro médio padrdo. "M@ = Macrdfagos peritoneais infectados. ‘M@ = Macrdfagos peritoneais ndo infectados. 9IS =
indice de seletividade contra macréfagos infectados. €IS = indice de seletividade contra promastigotas. *Concentragdo
em M. NA = Néo ativo na concentragdo maxima testada (50 pg mL™). NT = ndo testado. ND = ndo determinado. GV
= Violeta Genciana. Controles utilizados: Benznidazol, para os testes com T. cruzi, Violeta Genciana, para a atividade
citotoxica e Amphotericin B, para os testes com L. amazonensis.
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A avaliacdo da atividade antileishmania ocorreu contra a forma promastigota de
Leishmania amazonensis. Os extratos brutos EDFDC e EERDC tiveram menor acgao
leishmanicida, com 1Cso de 182,27 ug mL™* e 145,49 ug mL, respectivamente, quando
comparado com as suas substancias isoladas 4’-O-metilderrone (1Cso de 43,26 ug mL™?)
e escandenina (ICso de 45,92 pug mL™), que tiveram agdo semelhantes entre si e foram
mais ativas. E possivel que alguns compostos presentes nos extratos tenham produzido
efeitos antagonicos que reduziram sua atividade in vitro (NAFIS et al., 2019; ZUO et al.,
2018). A complexidade das interacdes entre as substancias presentes nos extratos com o
metabolismo do parasita e com a célula hospedeira é uma caracteristica que deve ser
considerada quando busca-se o tratamento de doencgas parasitarias (BEKHIT et al., 2018).
A anfotericina B, medicamento de referéncia utilizado como controle, apresentou 1Cso de
1,25 pg mL2,

O indice de seletividade (IS), que consiste na razdo entre a Concentragdo Citotoxica 50%
(CCso) para células murinas (macrofagos ndo infectados) e 1Cso para protozoarios, revela
0 quanto o extrato ou substancia é especifico para o parasita, ou seja, valores maiores que
1 indicam que o tratamento € mais ativo contra o parasita do que toxico para as células
do hospedeiro, caracteristica que o torna um composto promissor para o desenvolvimento
de farmacos (DE ALMEIDA et al., 2014). As substancias 4’-O-metilderrone e
escandenina possuiram um IS acima de 1 para ambos 0s parasitas, constatando sua maior
atividade contra os protozoarios em relacdo a citotoxicidade contra as células de
mamifero. Entretanto os extratos EDFDC e EERDC se mostraram seletivos apenas para
o tratamento do T. cruzi (IS > 1) e pouco especifico para L. amazonensis (I1S<1),
demostrando que existe diferenca no potencial antiparasitario desses extratos frente a

espécies diferentes de protozoarios.

As isoflavonas e 4-hidroxi-3-fenilcumarinas pertencem a classe dos isoflavonoides.
Atividades bioldgicas, tais como, antibacterianas, antifungicas, antitumorais e
antiprozoadrias sao relatadas para as isoflavonas (AL-MAHARIK, 2019; VEITCH, 2013,
2009); e antibacteriana (HUSSAIN et al., 2015; MAGALHAES et al., 2006) e
antitumoral (AL-MAHARIK, 2019) para as cumarinas. O extrato hidroetanolico de
Propolis vermelha inibiu promastigostas de L. amazonensis (ICso = 9,73 pug mL™?), esse
resultado foi associado a presenca de isoflavonas como a biochanina A e formononetina
em sua composicdo quimica (ARAUJO et al., 2018). A isoflavona biochanina A

apresentou efeito anti-Trypanosoma cruzi frente a forma tripomastigota com ECsp 18,32
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ug mL* (SARTORELLI et al., 2009). Foi observada inibicdo da atividade enzimatica da
proteina glicosdbmica GAPDH de T. cruzi pela isoflavona afrormosina (ICso = 84 puM)
(JANUARIO et al., 2005). No entanto, as atividades anti-T. cruzi e antileishmania das 4-
hidroxi-3-fenilcumarinas estdo sendo relatados pela primeira vez neste trabalho. Desta
forma, dado o efeito anti-T. cruzi obtido para a escandenina, estudos futuros devem ser
estimulados para avaliar o efeito antiprotozodrio dos derivados 4-hidroxi-3-

fenilcumarinas, compostos de rara ocorréncia na natureza.

4.3.2 Atividade citotoxica em linhagem HL-60

A citotoxicidade das amostras foi avaliada em linhagens de células cancerigenas HL-60
pelo método colorimétrico AlamarBlue. Conforme revelado na tabela 6, todas as
amostras, com excecdo de escandenina, 4’-O-metilderrone e EERDC, apresentaram
atividade citotoxica contra células HL-60, com valores de 1Cso entre 11,3 e 87,3 ug mL-
1 A 4-O-metilalpinumisoflavona (Figura 8) mostrou efeito inibitorio contra HL-60 com
ICso de 34,9 pg mL™? (+ 1,6). Nas mesmas condigdes, a doxorrubicina apresentou valor
ICso de 0,1 pg mL? para a linhagem de células cancerigenas HL-60.

Tabela 6. Atividade citotéxica das amostras de D. costata contra células HL-60.

Amostras ICso (Mg mL™?)

Escandenina >100
4’-O-metilderrone >100

4’-O-metilalpinumisoflavona 34,9 (£1,6)

Extrato MeOH folhas (EMFDC) 457 (£ 4,5)
Extrato EtOH raizes (EERDC) >100

Extrato DCM folhas (EDFDC) 19,7 (= 1,2)

EMFDC 11 11,3 (x2,2)

EMFDC 13 17,1 (+1,9)

EMFDC 13.20.0 18,7 (+ 2,1)

Doxorrubicina 0,1(x0,0)

Os valores representam a média £ D.P. e foram calculados a partir de trés experimentos independentes
realizados. I1Cso = concentragdo inibitoria a 50%. D.P. = Desvio padrdo. EMFDC 11 — fragdo 11 do extrato
metandlico das folhas.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos em metanol (EMFDC) e em diclorometano das
folhas de D. costata (EDFDC) apresentaram uma mistura rica em derivados de
isoflavonoides (MIGUEZ, 2018). Destes extratos, o mais ativo frente a HL-60 foi o
diclorometano das folhas, cujo estudo fitoquimico rendeu o isolamento das isoflavonas
4’-O-metilderrone e 4’-O-metilalpinumisoflavona (LEMES et al., 2019). A atividade

observada no extrato pode ser atribuida a presenga da 4’-O-metilalpinumisoflavona, que
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também foi ativa, ou ao efeito sinérgico dos compostos presentes na mistura. O extrato
em metanol das folhas foi moderadamente citotoxico contudo, sua fragio EMFDC 11
mostrou um maior efeito inibitorio frente HL-60, com ICso de 11,3 (+ 2,2) ug mL™. Esse

efeito pode ser sugerido pela presenca majoritaria da isoflavona gancoanina M, nesta

fracdo (MIGUEZ, 2018; LEMES et al., 2019).
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5.0 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato em metanol das folhas de D. costata resultou no
isolamento e 1identificacdo de duas isoflavonas, 4’-O-metilderrone ¢ 4’-O-
metilalpinumisoflavona, a primeira ja havia sido isolada do extrato em diclorometano das
folhas e do extrato em hexano da casca do caule e a segunda isolada do extrato em
diclorometano das folhas. Os extratos e fracdes avaliados quanto a atividade
antibacteriana e antifingica foram seletivos para bactérias Gram positivas e para Candida
albicans. Dentre as linhangens testadas, as de Bacillus foram mais suscetiveis. Os efeitos
antimicrobianos mais promissores foram obtidos para as fragdes EMFDC 10.11-12.3 e
12.8-9, ambas com ag¢do bactericida para B. subtilis ¢ B. cereus e para EECsDC5-8 que
foi fungicida para C. albicans. O efeito biologico destas fragdes foi inferido ao

sinergismo dos derivados de isoflavonoides presentes nestas fracdes.

A avaliagdo antiprotozodria frente as formas tripomastigota ¢ amastigota de 7. cruzi e
promastigota de L. amazonensis indicou que os compostos e extratos testados foram
ativos, com excecao para a forma tripomastigota de 7. cruzi onde somente o extrato em
diclorometano das folhas foi ativo. O menor ECso de 9,8 ug mL™! para a forma amastigota
foi obtido pelo extrato em etanol das raizes. Ja para L. amazonensis a 4’-O-metilderrone

foi mais ativa com ICso de 43,26 ug mL™.

O extrato em diclorometano das folhas e a 4’-O-metilalpinumisoflavona, dentre os
extratos e compostos testados, mostraram maiores efeitos inibitorios de crescimento das
células tumorais HL-60. Dentre as fracdes a mais citotoxica foi a EMFDC 11, a qual

apresenta como composto majoritario a gancoanina M.

Os dados de RMN 'H e a quimiossistemética do género sugerem que as atividades
biologicas mostradas nos extratos e fragdes sdo devido a presenga de derivados de
1soflavonoides nos mesmos, uma vez que essa classe de compostos possui reconhecidas
atividades antitumorais, antiparasitarias, antibacterianas e antiflingicas reportadas na
literatura. Assim, a quimiossistematica do género Deguelia, juntamente com o estudo
fitoquimico de D. costata contribuiram para a descoberta de amostras com propriedades

biologicas promissoras nesta espécie.
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6.0 PERSPECTIVAS

Continuar o estudo fitoquimico dos extratos bioativos e de suas fragdes a fim de isolar

isoflavonoides conhecidos e/ou inéditos com propriedades biologicas.
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E.1. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 7.
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E.2. Espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 7.8 (4’-O-metilalpinumisoflavona).
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E.3. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fracdo EMFDC 8.
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E.4. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 8.6 (4’-O-metilderrone).

75



©
b
™
T

UDC188_1H.ESP

6.27

3.42

|
l
0.97

|
|
pRSS— e R B G S

0.922.372.321.090.981.13

LI L L L L L L B LN LR L LR LR LR

o Te] o Lo o Lo
(92 N AN — — o

o o o o o o
AlIsualu| pazijew.loN

o

10

11

12

13

14

15

Chemical Shift (ppm)

E.5. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 8.7 (4’-O-metilalpinumisoflavona).
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E.6. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 9.
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E.7. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 9.3-5 (4’-O-metilderrone).
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E.8. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 9.14.
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E.9. Espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 10.
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E.12. Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 400 MHz) da fragdo EMFDC 10.11-12.3.
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E.13. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 12.
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E.14. Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 500 MHz) da fragdo EMFDC 12.5 (4’-O-metilderrone).
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E.15. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) da fragdo EMFDC 12.8-9.0.
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E.16. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragdo EMFDC 13.
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E.18. Espectro de RMN de 'H (CDCI3, 500 MHz) da fragdo EMFDC 15.
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E.19. Espectro de RMN de H (MeOD, 500 MHz) da fragdo EMFDC 16.
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E.20. Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 500 MHz) do extrato em etanol das cascas de D. costata (EECsDC).
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E.21. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fracdo EECsDC 5-8.
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