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RESUMO

A malaria é uma parasitose de prevaléncia mundial, causada por parasitos do género
Plasmodium spp. Apesar da existéncia de tratamentos para a doenga, o surgimento de
resisténcia dos parasitos destaca a importincia da descoberta de novos candidatos com
atividade antimalarica. Nesse contexto, as enzimas enolase (Pfeno) e piruvato quinase II
(PfPKII) de P. falciparum sdo alvos promissores no desenvolvimento de quimioterapicos
antimalaricos. A Pfeno ¢ importante para a produgdo de energia em parasitos como o
Plasmodium spp. e desempenha fungdes ndo glicoliticas ou “moonligthing”. A PfPKII
estd associada a uma organela do parasito denominada como apicoplasto, sendo
fundamental para a produgdo de derivados nucleosideo trifosfato (NTP), utilizados em
diversas vias metabolicas. Na busca por novos inibidores da Pfeno e PfPKII, ¢ relevante
a investigagdo dos produtos naturais, em que varios metabolitos secundérios sdo
conhecidos como farmacos antimaldricos. A Dalbergia miscolobium Benth. (Fabaceae) ¢
uma planta endémica do Cerrado conhecida como “jacaranda-do-cerrado”. Espécies
desse gé€nero possuem atividade antiplasmodial e antioxidante, tendo como metabodlitos
secundarios isoflavonas e neoflavonas. O extrato etandlico de D. miscolobium (DmCcE)
apresentou potencial inibitorio frente a cepa 3D7 (ICs0*P” = 9,0 pg/mL) obtido pelo ensaio
de SYBR green 1. Esse resultado promissor levou a selecao dessa espécie para o estudo
quimico guiado por ensaios in vitro em P. falciparum e investigacdo das fragdes e
compostos isolados frente as enzimas Pfeno e PfPKII, em busca de novos inibidores
enzimaticos como potenciais agentes antiplasmodiais. A prospec¢do quimica desse
extrato bruto através do experimento de CLUE-EM/EM, permitiu a desreplicagdo de seis
compostos da classe dos flavonoides, terpenoides e derivados fendlicos. Através do
experimento de CG-EM da fragdo hexanica ativa (DmCcH, ICs0*®” = 1,7 ug/mL) foram
identificadas trés substancias da classe dos ésteres. O estudo fitoquimico da fracdo ativa
de acetato de etila, guiado por atividade antiplasmodial (DmCcA, ICs¢*"’ = 8,4 pg/mL),
levou a obtencdo de subfracdes ativas e ao isolados quatro compostos através de técnicas
cromatograficas, a epicatequina (I), composto II (epitaxifolina e cis-
dihidroquercetagetina, ICso*®’ = 24,0 pg/mL), a lupenona (III, ICs¢*®’ = 26,6 uM) e
lupeol (IV, 1Cs¢°°7 = 33,3 uM), identificados por RMN 1D/2D. Além disso, as subfragdes
A19, A20 (epitaxifolina e cis-dihidroquercetagetina, composto II) ¢ A21 foram
promissoras frente a PfPKII, com inibi¢des acima de 90% (200 pg/mL).

Palavras-Chave: Malaria, Pfeno, PfPKII, Dalbergia miscolobium.
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ABSTRACT

Malaria is a worldwide prevalence parasitosis caused by parasites of the genus
Plasmodium spp. Despite the existence of treatments for this disease, the emergence of
parasite resistance highlights the importance of discovering new candidates with
antimalarial activity. In this context, enolase (Pfeno) and pyruvate kinase II (PfPKII)
enzymes from P. falciparum are promising targets in the development of antimalarial
chemotherapeutics. Pfeno is extremely important for the production of energy in parasites
such as Plasmodium spp. and also performs non-glycolytic functions, called
"moonlighting" functions. PfPKII is associated with an organelle of the parasite called
apicoplast, being essential for the production of nucleoside triphosphate (NTP)
derivatives, which is used in several metabolic pathways. In the search for new Pfeno and
PfPKII inhibitors, the investigation of natural products is relevant, where several
secondary metabolites are well known as antimalarial drugs. Dalbergia miscolobium
Benth. (Fabaceae), is an endemic plant of the cerrado popularly known as “jacaranda-do-
cerrado”. Species of this genus have antiplasmodial and antioxidant activity, with
isoflavones and neoflavones as secondary metabolites. The ethanolic extract of D.
miscolobium (DmCcE) showed inhibitory potential against the 3D7 strain (ICs0°?” = 9.0
pg/mL) obtained by the SYBR green I assay. This promising result led to the selection of
this species for the chemical study guided by in vitro tests on P. falciparum and
investigation of fractions and compounds isolated against Pfeno and P/PKII enzymes, in
search of new enzymatic inhibitors as potential antiplasmodial agents. The chemical
prospection of this crude extract through the CLUE-MS/MS experiment allowed the
dereplication of six compounds from the class of flavonoids, terpenoids and phenolic
derivatives. Through the GC-MS experiment of the active hexane fraction (DmCcH,
IC50°®7 = 1.7 pg/mL), three substances of the ester class were identified. The
phytochemical study of the active ethyl acetate fraction guided by antiplasmodial activity
(DmCcA, IC50*P” = 8.4 pug/mL), led to the obtainment of active subfractions. From them,
four compounds were isolated through chromatographic techniques, epicatechin (I),
compound II (epitaxifolin and cis-dihydroquercetagetin, ICso*"7 =

(IT1, IC50°P7 = 26.6 uM) and lupeol (IV, IC50°"7 = 33.3 pM), identified by 1D/2D NMR.

24.0 pg/mL), lupenone

Furthermore, subfractions A19, A20 (epitaxifolin and cis-dihydroquercetagetin,
compound II) and A21 were promising against P/PKII, with inhibitions above 90% (200
ng/mL). Keywords: Malaria, Pfeno, PfPKII, Dalbergia miscolobium.
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1. INTRODUCAO

A maléria ¢ uma parasitose de prevaléncia mundial caracterizada por alta
mortalidade. No ano de 2020 cerca de metade da populacdo do globo estava em risco de
contrair a doenga, ¢ nesse mesmo periodo a maldria acometeu 241 milhdes de pessoas,
14 milhdes a mais de casos se comparado com 2019. Com relagdo ao nimero de mortes,
a doenca ceifou 627 mil vidas no ano de 2020, 69 mil mortes a mais que o ano anterior
(WHO, 2021).

Os dados epidemiologicos revelam a importancia da manuten¢do de
medidas preventivas e tratamentos eficazes no controle da malaria. No ano de 2020, o
maior numero de casos e mortes causados pela parasitose estiveram relacionados com a
interrup¢ao dessas medidas de controle da doenca durante a pandemia de COVID-19
(WHO, 2021).

Quanto a ocorréncia, a malédria é prevalente nas regides tropicais e
subtropicais do globo. A regido mais afetada pela doenga é a Africana, abrigando o
equivalente a 95% dos casos e mortes pela doenga. Além disso, a parasitose é registrada
no Sudeste Asiatico, Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental ¢ nas Américas (WHO,
2021).

Os agentes causadores da malaria sao os parasitos do género Plasmodium
spp., € sua transmissdo ocorre através da picada de mosquitos fémeas infectados do
género Anopheles spp. Existem cinco espécies de plasmoédio de importancia
epidemiologica, o P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. Entre essas
espécies, o P. falciparum e P. vivax sao mais prevalentes (WHO, 2022).

O ciclo de transmissao do Plasmodium spp. inicia-se com a picada de um
mosquito Anopheles spp. infectado, o qual transmite os parasitos na forma de
esporozoitos ao homem. Em seguida, os esporozoitos invadem os hepatdcitos do
hospedeiro e se desenvolvem como esquizontes, dando origem a milhares de merozoitos
(FIGURA 1). Esse ciclo ¢ denominado como pré-eritrocitario, sendo assintomatico

(KONING-WARD, GILSON ¢ CRABB, 2015; LULLMANN, MOHR ¢ HEIN, 2017).

Com o inicio do ciclo eritrocitario, os merozoitos migram para o sangue
do hospedeiro, invadindo os eritrocitos. Em sequéncia, os parasitas amadurecem dentro
de um vacuolo parasitoforo a partir de trofozoitos. Com o rompimento da membrana
eritrocitaria e vacuolar, os merozoitos do eritrocito infectado sdo liberados, infectando

mais hemacias e causando as crises febris no hospedeiro (FIGURA 1). Os primeiros
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sintomas da maldria normalmente sdo manisfestos entre 10 a 15 dias apds a picada do
mosquito infectado (KONING-WARD, GILSON e CRABB, 2015; LULLMANN,
MOHR e HEIN, 2017; WHO, 2022).

No interior dos eritrocitos, alguns parasitas sdo diferenciados em
gametocitos masculinos ou femininos (formas sexuais). Durante o repasto sanguineo,
outro mosquito ingere as formas sexuais do parasita, que sao fertilizadas dando origem a
um zigoto. Os oocinetos (zigotos moveis) invadem a parede intestinal do mosquito, se
desenvolvendo como oocisto. Com o amadurecimento do oocisto, ocorre a liberagdo de
esporozoitos, que migram para as glandulas salivares do mosquito (FIGURA 1). Dessa
forma, pode ocorrer a infec¢do de outro hospedeiro e perpetua-se o ciclo de transmissao

da malaria (KONING-WARD, GILSON e CRABB, 2015).

FIGURA 1. Ciclo de transmissao da malaria.
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Fonte: Adaptado de KONING-WARD, GILSON e CRABB, 2015.

As distintas fases no ciclo evolutivo do Plasmodium spp. se constituem
como alvos importantes para o tratamento da maldria. Em geral, os farmacos
antimalaricos atuam na interrup¢ao da multiplicagcao do parasito nas hemécias, destruigcao
das formas latentes (hipnozoitos) presentes nas espécies P. vivax, P. ovale ¢ também

impedindo o desenvolvimento dos gametocitos (formas sexuais) (BVSMS, 2020).
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Entre os farmacos existentes para o tratamento da maldria se destacam a
cloroquina (1), mefloquina (2), lumenfrantina (3), arteméter (4), atovaquona (5),

proguanil (6) e primaquina (7) (FIGURA 2) (LULLMANN, MOHR e HEIN, 2017).

FIGURA 2. Farmacos antimalaricos.

A cloroquina (1) atua no ciclo eritrocitario, acumulando-se no vactolo
digestivo dos esquizontes, impedindo a polimerizacao do heme proveniente da digestao
da hemoglobina. O heme livre liberado € toxico para os parasitos, causando a eliminagao
dos mesmos. O mecanismo de a¢ao da mefloquina (2) e lumefantrina (3) ¢ semelhante ao

descrito para a cloroquina (LULLMANN, MOHR e HEIN, 2017).

O provavel mecanismo de acdo dos derivados da artemisinina, como € o
exemplo do arteméter (4), envolve a reacdo entre o grupo epdxido e o ferro heme,
produzindo espécies reativas. Por outro lado, a atovaquona (5) atua bloqueando a cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial, interferindo na biossintese de bases pirimidinicas
(BIRTH, KAO ¢ HUNTE, 2014; LULLMANN, MOHR ¢ HEIN, 2017; OLLIARO et al.,
2001). Varios paises tém utilizado as TCAs (terapias combinadas a base de artemisinina)
para melhorar a eficacia e diminuir o surgimento de cepas resistentes (AGUIAR et al.,

2018).

Apesar da existéncia de tratamento para a maldria, ¢ necessario o
mvestimento em pesquisa para a formulacao de novos fairmacos antimalaricos. Esse fato
¢ evidenciado pela resisténcia que o P. falciparum tem apresentado frente aos

medicamentos utilizados, a exemplo das novas cepas resistentes aos derivados de



17

artemisinina, notificadas na sub-regido do Grande Mekong (Sudeste Asiatico) e Ruanda

(Africa Central) (ARIEY et al., 2014; UWIMANA et al., 2020).

1.1. Enolase de P. falciparum (Pfeno)

Na busca por novos candidatos com atividade antiplasmodial, as enzimas
glicoliticas constituem-se como alvos terapéuticos validados, por sua importancia
fundamental para a producdo de energia ¢ em outras funcgdes fisioldgicas do parasito
(BRADY ¢ CAMERON, 2004; PARTHASARATHY et al., 2002; ROBIEN et al., 2005,
SATCHELL et al., 2005; VIVAS et al., 2005). A fonte energética primdaria dos parasitos
assexuados Plasmodium spp. € a fermentacdo anaerdbia da glicose, que ocorre com a agao
das enzimas envolvidas na gliconeogénese e glicolise (BRADY e CAMERON, 2004;
GHOSH et al., 2011).

A enolase (EC 4.2.1.11) é uma metaloenzima da via glicolitica responsavel
por catalisar a desidratacao reversivel de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato durante a
glicolise e a gliconeogénese (FIGURA 3). No Plasmodium spp. a proteina possui 446

residuos de aminoacidos, com massa molecular de 48,7 kDa (GHOSH et al., 2011).

FIGURA 3. Reacio catalisada pela enzima enolase.
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A Pfeno esta presente em diferentes regides subcelulares, tais como
membrana plasmatica, citosol, citoesqueleto, vacuolo parasitoforo e nlcleo. Essas
localizagdes diferentes podem ser explicadas pela suscetibilidade da enzima a diversas
modifica¢des pds-traducionais (AVILAN et al., 2011; PAL-BHOWMICK et al., 2006;
VORA et al.,2009; SHEVADE et al., 2013). Nessas regioes, a enzima Pfeno desempenha
fungdes biologicas ndo glicoliticas, sendo denominadas como “moonlighting”, que a
tornam um alvo molecular ainda mais interessante para o design de drogas antimalaricas

(PAL-BHOWMICK, VORA ¢ JARORI, 2007; SHEVADE et al., 2013).

Entre as fungdes desempenhadas pela Pfeno se destacam a propriedade

antigénica, envolvimento no processo de invasdao da parede intestinal do mosquito e

distribuicao subcelular diversa (GHOSH et al., 2011; HERNANDEZ-ROMANO et al.,
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2011; PAL-BHOWMICK, VORA e JARORI, 2007; PAL-BHOWMICK et al., 2007;
PAL-BHOWMICK et al., 2009). A avaliagdo de propriedades antigénicas da Pfeno

indicou que a enzima pode ser usada no desenvolvimento de vacinas frente a malaria

(MALUF, 2015; NAVARRO et al., 2007).

A enzima enolase de organismos patogénicos (tripanossomatideos) tem
sido explorada como alvo terap€utico para a descoberta de candidatos a farmacos
antiparasitarios. Nesse sentido, analogos do substrato 2-fosfoglicerato foram
desenvolvidos como inibidores, com destaque para o fosfonoacetohidroxamato, inibidor
da enolase de Trypanosoma brucei (Ki = 15 nM) (FIGURA 4) (AVILAN et al., 2011;
NAVARRO et al., 2007).

FIGURA 4. (A) Inibidor fosfonoacetohidroxamato (B) Enolase de 7. brucei em complexo
com o inibidor.
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Fonte: Adaptado de AVILAN et al., 2011.

A estrutura 3D inédita de Pfeno foi determinada, como também a estrutura
da enzima em complexo com o substrato 2-fosfoglicerato e produto fosfoenolpiruvato

(FIGURA 5) (MALUF, 2015).
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FIGURA 5. (A) Estrutura 3D da enzima enolase (B) Pfeno em complexo com o substrato
2-fosfoglicerato (2-PG, roxo) e produto fosfoenolpiruvato (PEP, amarelo).

Fonte: Adaptado de MALUF, 2015.

A comparagdo da estrutura primaria da Pfeno e enzima homologa humana
indica, aproximadamente, 70% de identidade sequencial. Entre as principais diferengas,
destaca-se a presenca de um inserto na regido dos aminoacidos 104-108, importante para
a atividade catalitica, além de outros aminoacidos que diferem e que podem ser
explorados na busca de novos inibidores seletivos (DAS et al., 2011; SHEVADE et al.,
2013).

1.2. Piruvato quinase de P. falciparum (PfPK)

A piruvato quinase (EC 2.7.1.40) ¢ uma enzima envolvida na via
glicolitica, responsavel por catalisar a transferéncia irreversivel de um grupo fosfato de
seu substrato fosfoenolpiruvato para uma molécula de ADP, formando os produtos
piruvato e ATP, na ultima etapa da glicélise (MAEDA et al., 2009; ZHONG et al., 2020)
(FIGURA 6).

FIGURA 6. Reagao catalisada pela enzima piruvato quinase.
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fosfoenolpiruvato piruvato

No P. falciparum foram descobertas duas isoformas da enzima piruvato
quinase: a PKI e a PKII. A piruvato quinase I (PfKI) possui 511 residuos de aminoacidos,

com massa molecular de 55,6 kDa, atuando principalmente na via glicolitica. Por outro
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lado, a piruvato quinase II (PfPKII) possui 745 residuos de aminoicidos e massa
molecular de 86,6 kDa. A PfPKII estd localizada em uma organela do parasito
denominada como apicoplasto, envolvida na sintese de lipideos. Ambas as enzimas sao
expressas nos estagios eritrocitarios durante a infec¢ao por malaria (CHAN, TAN e SIM,

2007; MAEDA et al., 2009; ZHONG et al., 2020).

A PfPKII ¢ de fundamental importancia na manuten¢do do apicoplasto,
uma vez que, através da atividade catalitica dessa enzima, sdo gerados derivados de
nucleosideo trifosfato (NTP). Esses produtos sio empregados em diversas vias
metabdlicas, como na sintese de acidos graxos, isoprenoides, além da transcrigdo e
traducao de proteinas. Também foi constatado que na auséncia da PfPKII, os niveis de
NTP sao reduzidos, ocasionando a ruptura dessa organela e morte do parasito. Nesse
sentido, a manutencdo do apicoplasto ¢ importante nos estdgios eritrocitarios do P.
falciparum e as vias metabolicas que ocorrem nessa organela sao distintas das humanas,
sendo promissor para o design de novos farmacos antimalaricos (GOODMAN e

MCFADDEN, 2013; MUKHERJEE e SADHUKHAN, 2016; SWIFT et al., 2020).

Com relagdo as enzimas piruvato quinase humanas, a PfPKII apresentou
19,7% de identidade na sequéncia de aminoacidos. Entre as diferengas da PfPKII e as
piruvato quinases humanas, destacam-se as regides dos aminoacidos 419, 421, 461, 469,

que podem ser exploradas na busca de inibidores seletivos (CHAN, TAN e SIM, 2007).

1.3. Produtos naturais e atividade antiplasmodial

Os PNs sao uma fonte excelente na busca de diversidade estrutural e
atividade biologica (NEWMAN e CRAGG, 2012), tendo uma grande representatividade
dentre os farmacos utilizados atualmente (DIAS, URBAN e ROESSNER, 2012;
PASCOLUTTI e QUINN, 2014).

A artemisinina (8), descoberta em 1979, ¢ um exemplo de produto natural
utilizado em formulag¢des de farmacos (FIGURA 7). Esse principio ativo foi obtido da
Artemisia annua, sendo bastante eficiente contra o parasita mais letal da malaria (P.
falciparum). A descoberta salvou milhdes de vidas e deu o prémio Nobel em Fisiologia e
Medicina a cientista chinesa Youyou Tu, em 2015. Atualmente, os derivados de
artemisinina sao amplamente usados em terapias combinadas no tratamento da malaria
(TCAs — terapias combinadas a base de artemisinina), principalmente em casos de

resisténcia do parasito aos fairmacos existentes (AGUIAR et al., 2018; TU, 2011).
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Outros PNs serviram como principio ativo para o desenvolvimento de
farmacos antimalaricos, tais como a quinina (9) (compostos quinolinicos, ICso = 0,12 uM)
isolada das cascas de Cinchona sp. e o lapachol (10) (compostos com quinonas e
quinolonas), naftoquinona isolada pela primeira vez de Tabebuia avellanedae (FIGURA

7) (BONIFACE ¢ FERREIRA, 2019; FERNANDEZ-ALVARO et al., 2016).

FIGURA 7. Produtos naturais oriundos de plantas como farmacos antimalaricos.

Os flavonoides também possuem atividade antiplasmodial reportada, a
exemplo da quercetina-3-O-B-D-xilopironasideo (11) e quercetina-3-O-a-L-
arabinopironasideo (12) (folhas, cascas, frutos de Psidium acutangulum); 1-4',11-4'1-5,11-
5,1-7,11-7-hexaidroxi-I-3,11-8-biflavanona (13) e 11-3,1-4'11-4'1-5,11-5,1-7 11-7-
heptaidroxi-1-3,11-8-biflavanona (14) (sementes de Garcinia kola) (TABELA 1,
FIGURA 8) (BONIFACE e FERREIRA, 2019).

TABELA 1. Flavonoides de P. acutangulum e G. kola com atividade antiplasmodial.

Compostos Nome F.M ICs0 (nM)
1 quercetina-3-0-B-D-xilopironasideo CaoH15011 5,5
" quercetina-3-0-a-L-arabinopironasideo CroH1501, 6,9
3 1-4,[I-4,1-5,II-5,177,Il-7-hexa1drox1-l-3,11'8' C30H22010 0,6
biflavanona
14 11-3,1-4' [1-4',1-5,11-5,I-7,11-7-heptaidroxi-I-3,l1-8-  CsHOn 01

biflavanona
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FIGURA 8. Estruturas quimicas dos flavonoides de P. acutangulum e G. kola com
atividade antiplasmodial.

1.4. Plantas do Cerrado brasileiro para investigaciao frente a Pfeno

As plantas do Cerrado brasileiro s3o uma fonte promissora de PNs com
atividade antiplasmodial (APISANTIY AKOM et al., 2004; MUNOZ et al., 2000; SILVA
et al.,2011). O dominio ¢ o segundo maior do territdrio brasileiro, constituindo-se como
um dos hotspots da biodiversidade mundial. Sua vegetacdo ¢ dominante no Planalto
Central brasileiro (Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Tocantins, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul), contendo um arsenal de plantas com quimiodiversidade para investigacao

quimica e biologica (KLINK e MACHADO, 2005; LIMA et al., 2010).

1.4.1. Género Dalbergia

As plantas do género Dalbergia pertencem a familia Fabaceae,
compreendendo cerca de 300 espécies, as quais sdo encontradas nas regides tropicais ¢
subtropicais do planeta, sendo em sua maioria, importantes arvores de madeira,
valorizadas por sua beleza decorativa ¢ ricas em 6leos aromaticos (SAHA et al., 2013;
VASUDEVA et al., 2009).

Diversas espécies de Dalbergia sao amplamente empregadas no
tratamento de doengas em diferentes comunidades do mundo. Dentre as atividades

bioldgicas reportadas, incluem-se antibacteriana, antioxidante, antiosteoporose,
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antiplasmodial, antitumoral etc. Os metabolitos secundarios caracteristicos sdo
flavonoides, isoflavonas, isoflavanonas, neoflavonas, sesquiterpenos/oides e
arilbenzofuranos (TABELA 2, FIGURA 9) (BELDJOUDI et al., 2003; THE, 2017,
VASUDEVA et al., 2009).

TABELA 2. Metabdlitos secundarios identificados em diferentes espécies do género

Dalbergia.
Compostos Classes Nome F.M Espécie

15 Elavonmde 7,4’-diidroxi-3’-metoxiisoflavona Ci16H1205 D. louvelli

(isoflavona)
16 flavonoide

(isoflavanona) (3R)-vestitona CisHisOs  D. odorifera
17 flavonoide (R)-4"’-metoxidalbergiona CisH140 D. louvelii

(neoflavona) & TR ‘
18 Sesquiterpenoide 6a-hidroxiciclonerolidol CisHO2  D. odorifera
19 Arilbenzofurano 6-metoxi-5,2°,4’-triidroxi- C17H140¢

3-benzoilbenzofurano D. odorifera

FIGURA 9. Estruturas quimicas dos compostos identificados em diferentes espécies do
género Dalbergia.

A espécie D. louvelii ¢ tradicionalmente usada para a maldria, em
Madagascar. Os flavonoides do caule desta planta (15 e 17) apresentaram atividade

antiplasmddica com ICso de 6,8 ¢ 5,8 uM, respectivamente (BELDJOUDI et al., 2003).

1.4.1.1. Espécie Dalbergia miscolobium

Dalbergia miscolobium Benth. [sinonimia botanica: D. violacea (Vog.)
Malme], ¢ uma planta endémica do Cerrado, popularmente conhecida como “jacaranda-

do-cerrado”, “sapuvussu” ou “cavitna-do-cerrado”. Essa 4rvore ¢ amplamente
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encontrada nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (BUZATTI,
CHICATA e LOVATO, 2016; LORENZI, 1992).

O estudo quimico do extrato n-hexanico da cortica de D. miscolobium
conduziu a identificacdo de derivados de 4cidos carboxilicos (20-24), dlcoois graxos
primarios (25), fitoestereoides (26-27) e triterpenoides pentaciclicos (28-31) (TABELA
3, FIGURA 10) (SALATINO et al., 2020).

TABELA 3. Compostos identificados no extrato n-hexanico da cortica de D. miscolobium.

Compostos Nome F.M
20 acido palmitico Ci6H320,
21 acido oleico Ci3H340;
22 acido pentadecanoico Ci5H300;
23 acido estearico CigH360;
24 acido linoleico CisH320;
25 docosanol C22HysO
26 estigmasterol C2oHi30
27 p-sitosterol C29Hs500
28 germanicol C30Hs500
29 lupenona C30Has0
30 f-amirina C3oHs0O

31 acetato de lupeol C3,Hs50;
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FIGURA 10. Estrutura dos compostos identificados na espécie D. miscolobium.
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Dos extratos das folhas e galhos de D. miscolobium foram isolados cinco
isoflavonoides: prunetina (5,4’-diidroxi-7-metoxiisoflavona) (32); di-O-metildaidzeina
(7,4’-dimetoxiisoflavona) (33); 8-O-metilretusina (8,4 ’-dimetoxi-7-hidroxiisoflavona)
(34); duartina (7,5’-diidroxi-8,4’,6’-trimetoxiisoflavano) (35), sativana (7-hidroxi-2’,4’-
dimetoxiisoflavano) (36) (TABELA 4, FIGURA 11). Os compostos 35 e 36
apresentaram inibicdes de 89 e 88%, respectivamente, frente a catepsina V (cisteino
peptidase envolvida na progressdo do céancer, aterosclerose, diabetes tipo 1, doencas

autoimunes e neurolégicas) (SILVA et al., 2021).

TABELA 4. Isoflavonoides isolados de D. miscolobium.

Compostos Nome F.M
32 prunetina ('5,4 -diidroxi-7- C1cH120s
metoxiisoflavona)
33 d1-0.-met11d.e.11dzema (7,4°- CiH 1404
dimetoxiisoflavona)
8-O-metilretusina (8,4’-
34 dimetoxi-7-hidroxiisoflavona) CrH10s
duartina (7,5’-diidroxi-8,4°,6’-
35 trimetoxiisoflavano) CrsH2006
36 sativana (7-hidroxi-2’,4’- Ci-H1504

dimetoxiisoflavano)
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FIGURA 11. Estruturas quimicas dos isoflavonoides isolados da espécie D. miscolobium.

1.4.1.2. Isoflavonoides como marcadores quimiotaxonomicos da familia Fabaceae
(subfamilia Papilionoideae)

Os flavonoides sao metabdlitos secundarios muito comuns em plantas.
Esses compostos sao biossintetizados através das vias metabolicas do dacido
chiquimico/maldnico, sendo constituidos de maneira geral por dois anéis aromaticos (A,
B) ¢ um anel pirona (C). Além disso, essas substancias sdo divididas em diferentes
subclasses, com base no grau de oxidagao ou insaturagdo do anel C e no carbono em que
o anel B se encontra como substituinte (DEWICK, 2009; PANCHE, DIWAN ¢
CHANDRA, 2016) (FIGURA 12).
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FIGURA 12. Estrutura geral dos flavonoides e suas subclasses.
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Fonte: Autoria propria.

Dentre as subclasses de flavonoides, os isoflavonoides sdo metabolitos
secundarios caracterizados pela presenca do anel aromatico B como substituinte do
carbono 3. Através de modificagdes em sua estrutura, esses compostos podem dar origem
a estruturas mais simples (isoflavonas, isoflavononas) ou complexas (rotenoides,
pterocarpanos). Diversas atividades biologicas ja foram reportadas para os
isoflavonoides, como antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiparasitaria, além de
antiplasmodial (frente ao P. falciparum), relatada para a calicosina (37), genisteina (38)

e 5,7,5'-trihidroxi-2’,4'-dimetoxi-isoflavona (39) (AL-MAHARIK, 2019; CARVALHO
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etal., 2020; KRAFT ez al., 2000; PANCHE, DIWAN e CHANDRA, 2016; SONGSIANG
et al., 2009) (TABELA 5, FIGURA 13).

TABELA 5. Isoflavonoides com atividade frente ao P. falciparum.

Compostos Nome F.M ICso
37 Calicosina Ci6Hi120s 4,2 ng/mL
38 Genisteina Ci5Hi00s 2,0 ug/mL
39 5,7,5"-triidroxi-2',4'- Ci7H1407 8,2 pg/mL

dimetoxiisoflavona

FIGURA 13. Estrutura dos isoflavonoides com atividade frente ao P. falciparum.

Quanto a sua ocorréncia, os isoflavonoides sdo comumente encontrados
em soja e plantas leguminosas, sendo pouco comuns no reino vegetal. Esses compostos
sao considerados como marcadores quimiotaxondmicos da familia Fabaceae (subfamilia
Papilionoideae), sendo relatados em 31 espécies do género Dalbergia (PANCHE,
DIWAN e CHANDRA, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando a relevancia do estudo quimico de produtos naturais frente
a necessidade de descoberta de novos farmacos antimalaricos e tendo em vista a
resisténcia do P. falciparum aos farmacos existentes, como as terapias combinadas a base
de artemisinina; neste trabalho, foi proposta a descoberta de inibidores enzimaticos de P.
falciparum a partir do estudo quimico de D. miscolobium Benth. (Fabaceae), selecionada
apos realizacdo de uma triagem biologica dos extratos e fragdes das plantas do Cerrado,
tais como Qualea grandiflora, Myrcia lingua, Handroanthus ochraceus, Drimys
brasiliensis, Pterodon pubescens € D. miscolobium frente a cepa 3D7 de P. falciparum.
Considerando a atividade biologica promissora observada para o extrato etanolico da
referida planta, o pouco conhecimento quimico da espécie e que espécies do género como
a D. louvelii ja sao empregadas frente a maldria, a planta D. miscolobium foi selecionada
para prospeccdo quimica e investigacdo fitoquimica guiada por atividade em P.
falciparum, com a combinagdo de técnicas analiticas hifenadas a espectrometria de
massas como CLUE-EM/EM e CG-EM, para a investigagdo quimica das cascas do caule
de D. miscolobium ¢ a técnica de RMN de hidrogénio guiada pelos resultados dos ensaios
frente cultura in vitro de P. falciparum para isolamento dos compostos bioativos. Além
disso, foi proposta a investigagdo dos extratos, fragdes e compostos da planta frente aos
alvos enzimaticos Pfeno, PfPKII, uma vez que sdo alvos validados na busca por novos
candidatos com atividade antiplasmodial e que na literatura ndo ha relatos de inibidores

dessas enzimas.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa consistiu em investigar a espécie D.
miscolobium em busca de compostos bioativos com atividade antiplasmodial, através do
fracionamento quimico guiado por ensaio in vitro de P. falciparum e triagem de fracdes

e compostos isolados frente as enzimas enolase e piruvato quinase Il de P. falciparum.

3.1. Objetivos especificos

o Coletar D. miscolobium ¢ preparar o extrato etandlico para a triagem in vitro;

e Identificar os compostos presentes nos extratos e fracoes ativas de D. miscolobium

por CG-EM, CLUE-EM/EM, RMN 1D e 2D;
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e Investigar quimicamente o extrato ativo associado aos ensaios in vifro em P.
falciparum, para isolamento dos compostos ativos;

e Determinar a poténcia inibitdria (ICso) das subfracdes e compostos isolados contra
a Pfeno e PfPKII;

e Determinar a citotoxicidade e seletividade dos compostos estudados frente a

linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2).

4. METODOLOGIA
4.1. Materiais e métodos
4.1.1. Solventes usados no isolamento e identificacio dos compostos

e Deuterados para RMN das marcas DEUTERO GmbH, CAMBRIDGE ISOTOPE
LABORATORIES: metanol-ds, cloroformio-d;, acetona-ds € DMSO-dG;

e Para cromatografia Grau P.A. das marcas DINAMICA, SYNTH, VETEC: acetato
de etila, hexano, metanol e etanol;

e Para cromatografia a gas (CG): acetona ultrapura da marca Panreac.

4.1.2. Materiais cromatograficos

e Para cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE): coluna e pré-coluna
CortecsTM C18+ (100 x 2,1 mm - 2,7 pum, Waters);

e Para cromatografia em camada delgada (CCD): placas de silica gel em folha de
aluminio 60 A (20 x 20 cm, ¢ = 0,2 mm), Fas4 (reagente fluorescente) da marca
FLUKA;

e Para cromatografia em coluna (CC): silica gel comum 60 (70 - 230 Mesh)
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG; Sephadex® LH-20 Sigma-aldrich;
celulose; C18 (silica gel funcionalizada com octadecil, 200-400 mesh) Sigma-
aldrich.

e Para cromatografia a gas (CG): Coluna capilar HP-5MS — Agilent (5% fenil —
95% metilpolisiloxano: 30 m x 250 pm - 0,25 pm).

4.1.3. Reveladores de cromatografia em camada delgada (CCD)

e Solugdo acida de vanilina, preparada a partir de 15 g de vanilina dissolvida em
solugdo contendo 250 mL de etanol e 2,5 mL acido sulfirico concentrado;

e Lampada na regidao do UV (254 e 365 nm) (Spectroline, Modelo ENF-260C).
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4.1.4. Equipamentos

Triturador de residuos organicos TR-200 (marca TRAPP - 2932430);
Evaporadores rotativos (FISATOM, Modelo 801), equipados com bomba de
vacuo (Labtrix, Modelo ME 1C) e banho maria da marca FISATOM (Laboratorio
de Bioquimica e¢ Quimica Organica — LaBiOrg, Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Catalao - UFCAT);

Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) da marca BRUKER,
modelo ASCEND 400 MHz (Laboratorio de Multiusuarios, Instituto de Quimica
da Universidade Federal de Uberlandia — UFU);

Cromatografo gasoso (marca Agilient, modelo 7820 A) acoplado ao
espectrometro de massas (CG-EM), EM Series MSD 5975 (Agilient), com
operacdo em modo impacto de elétrons (IE, energia de ionizagdo 70 eV,
temperatura da fonte 230 °C) (Laboratério de Bioquimica e Quimica Organica —
LaBiOrg, Instituto de Quimica da Universidade Federal de Catalao - UFCAT);
Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado ao espectrometro de massas de
alta resolugao (CLUE-IES-QqTOF-EM/EM) da marca Agilent, modelo Infinity 11
1290, bomba binaria e auto injetor/forno de coluna. Equipado com sistema de EM
IMPACT HD™ (Bruker Daltonics), composto por fonte electrospray (ESI),
analisador hibrido de ions do tipo quadrupolo-tempo de voo (QqToF) e software
DataAnalysis (Departamento de Quimica, Universidade Federal de Sao Carlos —
UFSCar);

Leitor de placas SpectraMAX Plus 384 (A = 570 nm) (Instituto de Fisica,
Universidade de Sao Paulo - USP, Sao Carlos);

Leitor de placas SpectraMAX Gemini EM (A = 550 nm) — leitura por
luminescéncia (Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo - USP, Sao Carlos);
Leitor de placas SpectraMAX Gemini EM (excitacdo a 485 nm e emissdo a 535
nm) — leitura por fluorescéncia (Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo -

USP, Sao Carlos).

4.1.5. Reagentes e solucdes para os ensaios enzimaticos

Reagentes do Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo - USP, Sao Carlos:
Mix I: Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + p-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl,
(1,5 mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase - 6 U/mL + enolase (15 nM);
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e Kit Kinase Glo Plus (Promega);

e Mix II: Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + f-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCL
(1,5 mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase (6 U/mL);

e Mix III: Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + f-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl,
(1,5 mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase II (150 nM) + enolase (15 nM);

e MixIV: Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + f-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl,
(1,5 mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase (50 nM).

4.1.6. Reagentes e solucoes para o ensaio de atividade antiplasmodial

e Reagentes do Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo - USP, Sdo Carlos:

e Tampao PBS (NaCl 116 mM, NaHPO4 10 mM, KH2PO4 3 mM);

e Tampdo de lise (TrisBase 20 mM, EDTA 5 mM, 0,0008% (v/v) Triton X-100,
0,008% (m/v) saponina, pH 8).

4.2. Metodologia do estudo quimico
4.2.1. Coleta e identificacio do material botanico

As cascas do caule da planta D. miscolobium (FIGURA 14) foram
coletadas no dia 26 de maio de 2021, na cidade de Catalao-GO, Brasil (coordenadas:
S18°09°48.5”; W47°55°04.8”). A identificagdo do material vegetal foi realizada em
colaboracdo com o Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro (Unidade Académica Especial de
Biotecnologia — UFCAT). Posteriormente, a exsicata do material botanico foi preparada

e depositada no Herbario da Universidade Federal de Goids — UFG, Goiania.
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FIGURA 14. D. miscolobium Benth (Fabaceae).

Fonte: Imagem cedida por Thiago Sousa.

Apds a coleta, o material botanico foi seco em estufa a 40 °C por uma
semana ¢ moido em um triturador de residuos organicos para o preparo do extrato

etanolico.

4.2.2. Obtencao do extrato etandlico de D. miscolobium

O extrato etanolico das cascas do caule de D. miscolobium (DmCcE) foi
preparado a partir de 1,2 kg de cascas em etanol (grau P.A.). O material foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, em uma temperatura de
aproximadamente 40 °C. Esse processo foi realizado a cada trés dias por quatro vezes,

totalizando 12 dias (FIGURA 15).

Em seguida, 70 gramas do extrato seco (DmCcE) foram utilizados para a
particdo liquido - liquido. Esse extrato bruto foi dissolvido em 500 mL de uma solugao
etanol/agua (1:3, v/v) e transferido para um funil de separagdo. Trés extragdes foram
realizadas com 250 mL de hexano (750 mL de solvente). Em sequéncia, seis extragdes
com 250 mL de acetato de etila (1500 mL). Dessa forma, foram obtidas as fracdes
hexanica (DmCcH), acetato de etila (DmCcA) e hidroalcdolica (DmCcHi) (FIGURA
15).
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FIGURA 15. Particéo liquido-liquido do extrato bruto das cascas do caule de D.
miscolobium.

Maceragao em etanol de
CASCAS DO CAULE 3 em 3 dias por 4 vezes
m= 1,2 kg

L

Filtragao

I

Rotaevaporacao a pressao
reduzidae 40 °C

|

Extrato DmCcE

L+ 1C5,®7 = 9,0 £ 0,1 pg/mL

migta=T0g CLUE-EM/EM
Extracao hexano Extracao AcOEt
Fracao Hexanica Fracao Acetato de Etila Fragao Hidroalcéolica
m=0,54¢ m=57g m=7,86g
L1C5,™7 =1,7 £ 0,6 pg/mL L I1C5,®7 = 8,4 % 0,7 pg/mL
CG-EM Estudo fitoquimico bioguiado

O extrato etanolico bruto das cascas do caule de D. miscolobium (DmCcE)
foi investigado quimicamente pela técnica de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucio (CLUE-EM/EM) para
desreplicacdo dos metabolitos secundarios. A fragdo hexanica (DmCcH) foi selecionada
para o experimento por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) e a fragdo acetato de etila (DmCcA) foi submetida ao estudo fitoquimico bioguiado

por atividade em P. falciparum.

4.2.3. Isolamento dos constituintes quimicos de D. miscolobium

A fragdo ativa de acetato de etila (DmCcA, 1Cso*®” = 8,4 ng/mL) foi
submetida aos experimentos por cromatografia em coluna, com o intuito de chegar ao
isolamento dos constituintes quimicos das cascas do caule de D. miscolobium

biologicamente ativos. Os fracionamentos realizados foram guiados pelos ensaios in vitro
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em P. falciparum, proporcionando o isolamento dos compostos I, II, IIT e IV. No

ANEXO 1 ¢ apresentado o fluxograma geral para isolamento das substancias.

4.2.3.1. Fracionamento da DmCcA e isolamento dos compostos I e 11

O fracionamento da fracdo de acectato de ctila foi feito através de
cromatografia liquida em coluna (¢ = 5,7 cm; h= 26,5 cm), tendo como fase estacionaria
Sephadex LH-20, e como fase movel isocratica 100% MeOH (FIGURA 16). A fase
estaciondria foi selecionada pela andlise qualitativa de DmCcA por CCD, que

demonstrou a separag¢do dos constituintes quimicos nessa condigdo experimental.

Dessa coluna foram obtidas 57 subfragdes, que foram submetidas a andlise
por CCD, sendo reunidas em 21 subfragoes (Al a A21), de acordo com as semelhancgas
apresentadas. Esse fracionamento proporcionou o isolamento do composto I (subfracao
A16) e II (mistura de compostos, subfracio A20, ICso*®” = 24,0 pg/mL), identificados

por espectroscopia de RMN de hidrogénio e por técnicas de correlagao heteronuclear.

FIGURA 16. Fracionamento da DmCcA e obtencio das subfracoes A1-A21.

DmCcA
m=476g
1C5,*P7=8,4 £ 0,7 pg/mL

$=5,7cm; h=26,5 cm
Sephadex
Isocratica: 100% MeOH

Al A3 A5 A7 A9 All A13 Al5 A17 A19 A21
5,6 mg 6,0 mg 31,2mg 153,6 mg 3423 mg 126,3 mg 93,5 mg 102,5mg 66,8 mg 353 mg 143,4 mg

42%02 3,7%0,7 1,803 7%1pg/mL 4010 203

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

A2 Ad A6 A8 A10 Al2 Al4 Al6 A18 A20
0,4 mg 27,3 mg 82,5mg 101,6 mg 40,8 mg 227mg 99,9 mg 43,8mg 77,7mg 1,07g
> 50 pg/mL 64102 1,66 0,09
ng/mL pg/mL

I

' ! I Composto II

4.2.3.1.1. Fracionamento da subfracio A9 e isolamento do composto 11T

A subfracio A9 (ICs50*®7 = 4,2 ug/mL) foi fracionada através de
cromatografia liquida em coluna (¢ = 2,5 cm; h = 22 cm), utilizando como fase
estacionaria silica gel (70-230 Mesh) e como fase movel isocratica Hex/AcOEt (9:1 v/v)

(FIGURA 17). O eluente e fase estaciondria foram selecionados ap6s andlise qualitativa

de A9 por CCD.

I 1C,27=24%7 pg/mL |
|
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O fracionamento de A9 proporcionou 69 subfracdes, que foram
submetidas a analise por CCD, sendo entdo reunidas em 26 subfracdes (A9.1 a A9.26),
de acordo com as semelhangas apresentadas. Esse fracionamento proporcionou o
isolamento do composto III (subfragio A9.11, ICs50*®7 = 26,6 uM), identificado por

espectroscopia de RMN de hidrogénio e por técnicas de correlagdo heteronuclear.

FIGURA 17. Fracionamento da subfracao A9 e obtencao das subfracoes A9.1-A9.26.

A9
m= 274,2mg
1C5,"7=4,2 £ 0,2 pg/mL

$=2,5cm; h=22 cm
Silica gel (70-230 mesh)
Isocratica: Hex/AcOEt (9:1 v/v)

A9.1 A9.3 A9.5 A9.7 A9.9 A9.11 A9.13 A9.15 A9.17 A9.19 A9.21 A9.23 A9.25
1,1 mg 3,2mg 2,6 mg 9,3 mg 9,7 mg 3,6 mg 7,3 mg 12 mg 6,1 mg 4,1 mg 1,9 mg 1,1mg 69,7 mg
39%0,5 >50
ng/mL pg/mL
A9.2 A9.4 A9.6 A9.8 A9.10 A9.12 A9.14 A9.16 A9.18 A9.20 A9.22 A9.24 A9.26
0,3 mg 13 mg 7,2 mg 75m 19,4 mg 11 mg 6,3 mg 6,4 mg 11,6 mg 6,5 mg 1,0 mg 2,8 mg 5,9 mg
4,7%0,8 3,9%0,7
png/mL ng/mL
I Composto 11 :
I IC4*®=11,3+0,2 pg/mL |
1 (26,6 nM) |

4.2.3.1.2. Fracionamento da subfraciao A15

Para o fracionamento da subfragdo A15 (ICso*®” = 7,0 ng/mL) foi utilizada
cromatografia liquida em coluna (¢ = 2,5 cm; h = 20,5 cm), com fase estacionaria C18
(200-400 Mesh) e fase movel isocratica Hex/AcOEt (4:1 v/v) (FIGURA 18). O eluente
e fase estaciondria foram selecionados através da analise qualitativa de A1S por CCD.
Essa coluna cromatografica proporcionou 87 subfra¢des, que foram reunidas em 14
subfracoes (A15.1 a A15.14) ap6és a CCD, que demonstrou as semelhangas entre as

amostras obtidas por cromatografia.
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FIGURA 18. Fracionamento da subfracao A15 e obtencio das subfracoes A15.1-A15.14.

Al5
m=102,5 mg
I1C5,*?7=7,0 £ 1 pg/mL

¢= 2,5 cm; h=20,5 cm
C18 (200-400 mesh)
Isocratica: Hex/AcOEt (4:1 v/v)

Al15.1 Al153 A15.5 Al5.7 A15.9 A15.11 A15.13
7,3 mg 4,6 mg 2,7mg 42 mg 1,6 mg 4,2mg 3mg

IC,*7=3,0
+0,2 pg/mL

Al15.2 Al5.4 Al5.6 Al5.8 Al5.10 Al15.12 Als.14
3,5mg 5,9mg 5,5mg 1,8mg 6,6 mg 3,8mg 7,9 mg

4.2.3.2. Fracionamento da DmCcA

Foi realizado também outro fracionamento da fragdo de acetato de etila
através de cromatografia liquida em coluna (¢ = 5,7 cm; h = 18,50 cm), tendo como fase
estacionaria celulose, e como fase movel isocratica Hex/AcOEt (1:1 v/v) (FIGURA 19).
A fase estacionaria e eluente foram selecionados através da analise qualitativa de DmCcA
por CCD. Dessa coluna obteve-se 7 subfragdes, que foram investigadas por CCD e entdo
reunidas em 6 subfracdes (B1 a B6), de acordo com as semelhancas observadas entre as

amostras.

FIGURA 19. Fracionamento da DmCcA e obtencao das subfracoes B1-B6.

DmCcA
m=10,54¢g
IC5°P"=8,4+0,7 pg/mL

$=5,7 cm; h=18,50 cm
Celulose
Eluicio isocratica: Hex/AcOEt (1:1 v/v)

B1 B2 B3 B4 B5 B6
0,19¢ 2,68¢g 021g 0,30g 0,17g 0,662
IC53P7=32%
0,04 pg/mL

4.2.3.2.1. Fracionamento da subfraciao B2 e isolamento do composto IV

O fracionamento da subfragio B2 (ICs°®” = 3,2 pg/mL) foi realizado

através de cromatografia liquida em coluna (¢ = 3,7 cm; h = 17 cm), tendo como fase
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estaciondria silica gel (70-230 Mesh), e como fase movel isocratica Hex/AcOEt (9:1 v/v)
(FIGURA 20). A fase estaciondria e eluente foram selecionados através da analise

qualitativa de B2 por CCD.

Dessa coluna obteve-se 128 subfracdes, que foram submetidas a andlise
por CCD e entdo reunidas em 34 subfragdes (B2.1 a B2.34), de acordo com as
semelhangas apresentadas. Esse fracionamento proporcionou o isolamento do composto
IV (subfracio B2.8, ICs0’"” = 33,3 uM), identificado por espectroscopia de RMN de 'H.
Os experimentos de correlagao heteronuclear (HSQC e HMBC) também foram realizados

para confirmagdo estrutural.

FIGURA 20. Fracionamento da subfracao B2 e obtencao das subfrac¢oes B2.1-B2.34.

B2
m= 2,6761g
IC5;*7=3,2 £0,04 pg/mL

$=37em;h=17cm
Silica gel (70-230 Mesh)
Isocratica: Hex/AcOEt (9:1v/v)

||

INENINEEEEENEEE
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| B2 ||| B3 ||| B2s ||| B27 B2.33
434 mg 33mg 2,6 mg 5,1 mg 121,6 mg
7£1 142 44504 5%1 47£0.6 51 31 mg >50
pg/mL ng/mL ng/mL pg/mL pg/mL pg/mL ng/mL pg/mL
‘ B2.2 B24 B26 B28 B2.10 B2.12 B2.14 B2.16 B218 B2.20 B2.22 B2.24 B2.26 | B2.28 B2.30 ’ B2.32 B2.34
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20206 3312 1013 44106 48%08 || 44206 >50
jg/mL jg/mL ng/mL pg/mL ng/mL ng/mL jg/mL

r

1 Composto IV 1
1 1C™=142402 pg/mL |
1 (33,31M)

4.2.3.2.2. Fracionamento da subfracao B2.19

A subfragdo B2.19 (ICs50°"7 = 4,4 pg/mL) foi fracionada por cromatografia
em coluna (¢ = 1,4 cm; h = 17 cm), com fase estacionaria C18 (200-400 mesh) e fase
movel isocratica Hex/AcOEt (4:1 v/v) (FIGURA 21), selecionadas a partir da analise
qualitativa por CCD. A partir desse fracionamento foram obtidas 65 subfragdes, reunidas
em 10 subfragdes (B2.19.1 a B2.19.10) apos a investigacdo por CCD e observacdo das

semelhancgas apresentadas.




FIGURA 21. Fracionamento da subfracao B2.19 e obtencio das subfracoes B2.19.1-

B2.

19.10.

B2

IC5307=4,4

m=179,3 mg

.19

£ 0,4 pg/mL

$=1,4cm; h=17cm
C18 (200-400 mesh)
Isocratica: Hex/AcOEt (4:1 v/v)

4.2.3.2.3. Fracionamento da subfracao B2.22

O fracionamento da subfracdo B2.22 foi

B2.19.1 B2.19.3 B2.19.5 B2.19.7 B2.19.9
3.9 mg 2,3mg 5.8mg 1,1 mg 7,2 mg
IC,*P7=2,7
£ 0,3 pg/mL
B2.19.2 B2.19.4 B2.19.6 B2.19.8 B2.19.10
3,7mg 1,8mg 13,4 mg 5.9 mg 3,.8mg
1C..3D7=
50
4,0£0,2
ng/mL

realizado através
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de

cromatografia liquida em coluna (¢ = 3 cm; h = 62,5 cm), tendo como fase estacionaria

Sephadex LH-20, selecionada pela analise qualitativa por CCD, e como fase movel

isocratica 100% metanol (FIGURA 22). Dessa coluna obteve-se 28 subfracdes, que

foram investigadas por CCD e entdo reunidas em 15 subfragdes (B2.22.1 a B2.22.15) de

acordo com as semelhancas apresentadas.

FIGURA 22. Fracionamento da subfracao B2.22 e obtencio das subfracoes B2.22.1 -
B2.22.15.

B2.22
m=199,9 mg
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4.2.3.2.4. Fracionamento da subfracio B2.31

O fracionamento da subfracdo B2.31 foi realizado através de
cromatografia liquida em coluna (¢ =3 cm; h = 62,5 cm), tendo como fase estacionéria
Sephadex LH-20, e como fase movel isocratica 100% metanol (FIGURA 23). Dessa
coluna obteve-se 47 subfragdes, que foram submetidas a analise por CCD e entao reunidas

em 14 subfracdes (B2.31.1 a B2.31.14) de acordo com as semelhangas apresentadas.

FIGURA 23. Fracionamento da subfracao B2.31 e obtencio das subfracoes B2.31.1-
B2.31.14.

B2.31
m=237,7 mg

$=3cm; h=62,5cm
Sephadex
Isocratica: 100% MeOH

B2.31.1 B2.31.3 B2.31.5 B2.31.7 B2.31.9 B2.31.11 B2.31.13
6,9 mg 5,4 mg 44 mg 6,6 mg 5,4 mg 5,4 mg 68,1 mg

B2.31.2 B2.31.4 B2.31.6 B2.31.8 B2.31.10 B2.31.12 B2.31.14
6,4 mg 5,7mg 4,8 mg 6,5mg 7,4 mg 3,7mg 66,6 mg

4.3. Prospecc¢io quimica de DmCcE por CLUE-IES-QqTOF-EM/EM

A andlise de DmCcE por cromatografia de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo foi realizada em colaboracdo com a Profa.
Dra. Quezia Bezerra Cass no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar), Sao Carlos, SP. O extrato bruto foi injetado em uma concentragao de
500 pg/mL, em solugdo de 20% metanol em dgua. Uma coluna analitica CortecsTM C18+
de (2,7 pm tamanho da particula; 100 x 2,1 mm) foi utilizada, com fase movel 0,1% acido
formico em agua (A) e 0,1% v/v acido féormico em acetonitrila (B). O regime de eluigcdo
foide 5 a 100% de B em 26 minutos com volume de injecdo de amostra 5 pul e vazio de

0,4 mL.min"!, na temperatura de 40 °C.

Os experimentos de ionizacdo foram conduzidos nos modos positivo
[M+H]" e negativo [M-H], utilizando-se os seguintes pardmetros de fonte de ionizagido
por EM: voltagem do capilar: 4500V; energia do quadrupolo: 5 eV; energia da cela de

colisdo: 5 eV; tempo de transferéncia: 50 e 90 ps; tempo de pré pulso: 6 pus; pressdo de
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nebulizacdo: 4 bar; vazao do gés de secagem: 8 L/min; temperatura da fonte: 180 °C e

faixa de varredura completa-EM de m/z 50-1300.

A aquisi¢do dos resultados foi obtida no modo automatico EM/EM (modo
ciclo de tempo de 3s) em experimentos com energia de colisdo de 20, 25, 30, 35 ¢ 40 eV
para toda faixa de m/z analisada. Para a calibragdo interna, utilizou-se o formiato de sodio
(1 mM). Os softwares DataAnalysis 4.0 ¢ Bruker Smart Formula (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) e as bases de dados do software CompoundCrawler juntamente com
os dados na literatura foram utilizados como ferramentas para a identificacdo dos

compostos presentes nas cascas do caule de D. miscolobium.
4.4. Analise de DmCcH por CG-EM

Para a analise dos constituintes quimicos da fragao hexanica (DmCcH) por
CG-EM, 5 mg de amostra foram dissolvidos em 1 mL de acetona ultrapura e injetada em

um Cromatdgrafo Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massas (CG-EM).

As injegoes foram realizadas no modo split, com condi¢des de temperatura
do forno em 60 °C por 2 min, com rampas de 4 °C/min até 70 °C, 25 °C/min até 200 °C
e 4 °C/min até 300 °C, mantendo uma isoterma por 2 min. Foi utilizado hélio como gas
de arraste em um fluxo constante de 1,0 mL/min. Para a separacdo dos constituites
quimicos da amostra foi utilizada uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 250 pm e filme

0,25 pm).

A deteccao e identificacdao dos constituintes quimicos foram realizadas por
um EM Series MSD 5975 (Agilent), com operagdao em modo impacto de elétrons (IE,
energia de ionizacdo 70 eV, temperatura da fonte 230 °C). A aquisicdo dos dados foi
realizada no modo de varredura (faixa de m/z 50 - 600). Os cromatogramas e espectros
de massa foram processados pelo software Enhanced ChemStation (MSD ChemStation

E.02.02.1431, Agilent Technologies).

A identificacdo dos compostos da fracdo hexanica foi realizada pela
comparagdo dos espectros de massas experimentais com os da biblioteca NIST Mass
Spectral 2.0 e através da determinacdo do indice de retengdo com padroes de
hidrocarbonetos (adquiridos comercialmente da Sigma — Aldrich) injetados nas mesmas

condi¢des de analise por CG-EM.
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4.5. Analises por Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de RMN foram feitos no Laboratorio de Multiusudrios
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia, MG;
Para a realizagdo das analises de RMN de hidrogénio foram utilizados cerca de 10 mg das
subfragdes obtidas por cromatografia em coluna, sendo essas solubilizadas em solventes
deuterados (metanol-dy, cloférmio-d;, acetona-ds e DMSO-ds). Os experimentos foram
realizados em temperatura ambiente, utilizando-se um espectrometro de ressondncia
magnética nuclear (RMN). Para a confirmacgao estrutural dos compostos isolados também

foram realizados experimentos de RMN bidimensionais (HSQC ¢ HMBC).

4.6. Ensaios biologicos das fracoes e subfracdes de D. miscolobium

Os ensaios biologicos descritos foram realizados em colaboracdo com o
Prof. Dr. Rafael Victorio Carvalho Guido, do Centro de Pesquisa e Inovacdo em
Biodiversidade e Farmacos — CIBFar, no Instituto de Fisica, Universidade de Sdo Paulo

(USP), Sao Carlos, SP.

4.6.1. Ensaio de inibicio SYBR green I para estagio assexuado de P. falciparum

A cepa 3D7 de P. falciparum foi mantida em cultura em uma incubadora
umidificada a 37 °C em meio RPMI-1640, 25 mM NaHCOs3, 25 mM HEPES (pH 7,4), 11
mM glicose, 3,67 mM hipoxantina e 50 pg/mL gentamicina suplementado com 0,5%
(m/v) Albumax II. O meio de cultura foi trocado diariamente e a parasitemia percentual
mantida abaixo de 10% a um hematdcrito de 2,5% em eritrocitos humanos O™.

Para a montagem dos experimentos, os parasitos foram sincronizados
através de tratamento com D-sorbitol 5% (m/v) estéril durante 10 minutos a 37 °C para
enriquecimento em estagio de anel. As culturas de parasito foram peletizadas através de
centrifugacdo a 600xg por 5 minutos. As parasitemias das culturas celulares foram
determinadas através de microscopia a partir da coloragdo de esfregacos de sangue com
Giemsa 10% apds fixagdo com metanol. A parasitemia foi calculada a partir de 1000
c¢lulas, sendo as culturas diluidas a 0,5% de parasitemia ¢ 2% de hematocrito através da
adicao de volumes apropriados de eritrocitos mantidos a um hematdcrito de 50% em meio

incompleto (meio de cultura sem Albumax).
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Para a realizagdo dos ensaios biologicos, as fracdes, subfragdes e
compostos de D. miscolobium foram diluidos a 20 e 10 mg/mL em DMSO, sendo

armazenados a -20 °C.

O ensaio antiplasmodial foi realizado distribuindo-se uma aliquota de 180
uL de parasitos em placas de 96 pogos pré-preparadas com 20 puL de solugdes dos extratos
ou fragdes 10x concentrados. Pogos de controle negativo correspondentes a eritrocitos
ndo parasitados e a cultivos de parasitos na auséncia de antimaldricos foram montados
paralelamente. As concentragdes de DMSO foram mantidas sempre abaixo de 0,05%. As

placas foram incubadas por 72 h a 37 °C em uma incubadora umidificada com 5% COo.

Apoés incubacdo, o meio de cultura foi removido, as células foram
ressuspendidas com 100 pL de tampdo PBS e lisadas com 100 pL. de tampao de lise
adicionado de 0,002% (v/v) SYBR green I. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 30 min e a fluorescéncia correspondente a densidade de parasitos foi
determinada, usando-se um leitor de placas SpectraMAX Gemini EM (excitagdo a 485
nm e emissdo a 535 nm) (SMILKSTEIN et al., 2004) (FIGURA 24). O 1Cs¢*?7 foi
determinado por analise de regressao nao-linear da curva de crescimento concentragao-

resposta resultante, através do software Origin 2016 (OriginLab Corporation).

FIGURA 24. Representacio do procedimento experimental realizado na determinacio da
atividade antiplasmodial das fracdes, subfracoes e compostos de D. miscolobium.

‘i Fragoes, subfragtes e

20 pL
180.L N 4—“-— f compostos de D.
10 trad miscolobium 20 e 10 mg/mL
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sineronizagao com D-sorbitol 5% (m/v)
estéril por 10 minutos a 37 °C l

| 30 min o
I . = 37°C -~
— ﬁ 4 SpectraMAX Gemini
ﬁ' ) _/ EM (exc. 485 nm;

T 72h | . em. 535 nm)

ressuspensac: 100 pL
cultura cepa 307 em incubadora de tampao PBS,
umidificada a 37 °C em meio 37°C 100 pL de tampao de
RPMI-1640 lise com 0,002% (v/v)
5% CO, SYBR green |

Criade com Biorender.com
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4.6.2. Citotoxicidade frente a linhagem de hepatocarcinoma humano HepG2

As fragdes, subfracdes e compostos de D. miscolobium tiveram sua
citotoxicidade avaliada frente a linhagem de células do hepatocarcinoma humano HepG2.
As células de hepatocarcinoma (HepG2) foram cultivadas em meio RPMI suplementado
com soro fetal bovino 10% (v/v) e penicilina/estreptomicina 0,2% (v/v). A adigdo de
antibidticos ao meio foi feita para eliminar potenciais interferéncias de contaminagdo
microbiana. As células foram cultivadas a 37 °C e 5% CO,. O meio suplementado foi
trocado a cada dois ou trés dias.

Para a montagem dos experimentos, as c€lulas foram transferidas a uma
placa de 96 pogos a uma concentragao de 10.000 células por pogo, e incubadas a 37 °C
por 24 h para adesdo a placa. Procedeu-se a adi¢do de uma dilui¢do dos candidatos a
inibidores, com a primeira fileira da placa sendo composta por pogos mantidos em
auséncia de inibidores (controle positivo de crescimento) e pogos em auséncia de células
(controle negativo de crescimento). As concentracdes de DMSO foram mantidas sempre

abaixo de 2%.

Posteriormente, as placas foram incubadas na presenca de diferentes
concentragdes do material avaliado (400 pg/mL — 1,6 ng/mL) por 72 ha 37 °C e 5% de
COas. Apos incubagdo, a placa foi inspecionada por microscopia, para avaliagdo da maior

concentragdo a ser considerada (auséncia de precipitagdo do composto avaliado).

A citotoxicidade foiavaliada em ensaio colorimétrico baseado na atividade
metabdlica celular na presenca de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol (MTT). Brevemente, enzimas mitocondriais foram capazes de converter o
corante MTT ao composto insoliivel formazan, de coloragdo roxa. Foram adicionados 20

uL de MTT a 5 mg/mL em cada poco da placa, seguido de 3 a 5 h de incubagdo a 37 °C.

Apds incubacdo, o sobrenadante foi removido, e os cristais de formazan
foram solubilizados em 100 pL. de DMSO. A absorbancia proporcional a quantidade de
c¢lulas viaveis foi determinada no leitor de placas SpectraMAX Plus 384 (A = 570 nm).
(MOSMANN, 1983). O CCs"®P“? foi determinado por analise de regressio ndo-linear da
curva de crescimento concentragdo-resposta resultante, através do software GraphPad
Prism 8. O indice de seletividade (IS) foi calculado como a razdo entre citotoxicidade e

atividade antiplasmodial (IS = CCso"P%2 / ICs0°"7).
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4.6.3. Clonagem, expressio e purificacio da enzima enolase recombinante de P.
falciparum (Pfeno)

A sequéncia codificante para a enolase de P. falciparum foi previamente
clonada em vetor de expressdo pETTrx-1a na cepa de expressdao E. coli BL21 Rosetta
(DE3). O crescimento bacteriano ¢ a expressdo proteica foram realizados em meio
autoindutor ZYM-5052. O processo de purificagdo consistiu das seguintes etapas:
cromatografia de afinidade em coluna de niquel, possibilitada pela cauda de hexa-
histidina ligada a proteina de fusdo Trx; cromatografia de exclusao molecular (desalting)
para troca de tampdo (remoc¢do do imidazol); clivagem da proteina de fusdo Trx;
cromatografia de afinidade para remog¢ao da proteina de fusdo Trx; e cromatografia de
exclusio molecular para garantir a homogeneidade do estado oligomérico
conformacional. Apds purificacdo, a proteina foi concentrada a 1,5 mg/mL em 25%

glicerol (MALUF, 2015).

4.6.4. Expressao e purificacio da enzima piruvato quinase II recombinante de P.
falciparum (PfPKII)

A sequéncia codificante para a piruvato quinase II (PfPKII) de P.
falciparum clonada em vetor de expressao pMAL-cHT foi doada pelo Professor Dr. Sean
Prigge, da Johns Hopkins University. Brevemente, a expressao da PfPKII se deu através
da cepa de expressao E. coli BL21 Rosetta (DE3) em meio LB com adi¢ao de plasmideo
suplementar pRIL. As colonias contendo ambos os plasmideos, pMAL-cHT-PKII
(ampicilina resistente) e pRIL (cloranfenicol resistente), foram selecionadas e crescidas
em meio LB a 220 rpm e 37 °C. Apo6s atingir uma D.O. de 0,6, 0,4 mM de IPTG foi
adicionado e as células foram incubadas por 4 horas a 27 °C. As células foram
centrifugadas a 4400 rpm por 40 minutos a 4 °C, e 1 litro de expressado foi ressuspendido
em 15 mL de tampao (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM, KCl) e armazenadas em um
freezer a -20 °C até a purificagdo.

As células congeladas foram solubilizadas em 50 mL de tampdo de lise
(20 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM KCl, 2 mg/mL lisozima, 50 pL/mL benzonase ¢ | mM
PMSF) ¢ lisadas em uma sonda de ultrassom (amplitude 25; pulse-on 25 seg; pulse-off 30
seg) por 10 minutos. Apos a lise, as cé¢lulas foram centrifugadas a 11000 g por 40 minutos
a 4 °C, a fracao soluvel foi utilizada para prosseguir no processo de purificagdo que
consistiu em 3 etapas: 1) Coluna MBPTrap 1 mL; 2) Clivagem com TEV; 3) Coluna

HisTrap 5 mL. Apds purificacdo, a proteina foi concentrada e armazenada em tampao de
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congelamento (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 10 % glicerol) (SWIFT et al.,
2020).

4.6.5. Ensaio enzimatico frente a enolase de P. falciparum e piruvato quinase de
mamifero

4.6.5.1. Ensaio acoplado 1 — Pfeno + piruvato quinase + luciferase

Para avaliar a inibigdo das fragdes, subfragdes e compostos de D.
miscolobium frente a Pfeno, utilizou-se o ensaio acoplado com as enzimas piruvato
quinase (PK) e luciferase (MOHAMMADI et al., 2011). Nesse ensaio, o substrato da
enzima enolase, 2PGA, ¢ convertido em PEP, o qual age como substrato para a enzima
piruvato quinase, que transfere um grupo fosfato de seu substrato PEP para uma molécula
de ADP, formando os produtos piruvato e ATP. Esse ultimo sendo por sua vez hidrolisado
pela enzima luciferase no processo de oxidacdo do substrato luciferina, gerando

oxiluciferina na sua forma eletronicamente excitada, a qual se desativa através da emissao

de luz visivel (FIGURA 25).

FIGURA 25. Reagdes quimicas envolvidas no ensaio acoplado envolvendo as enzimas
Pfeno, piruvato quinase e luciferase.
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A reagdo foi realizada com o Mix I (Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) +
f-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl, (1,5 mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase - 6
U/mL + enolase (15 nM)) a um volume final de 50 pL. Os ensaios de avaliagdo da inibigao

foram realizados a uma concentragao final das subfragdes e compostos de D. miscolobium

a 50 pg/mL.
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O ensaio foi realizado através da adi¢do de 0,5 uL. das amostras a uma
concentragdao de 5 mg/mL, 46,5 pLL do mix contendo a enolase, com incubagdo por 20
minutos a 37 °C. Ap6s o tempo indicado, adicionou-se 3 pL. do 2PGA a uma concentragado
final de 40 uM, seguido de incubacdo a 37 °C por mais 20 minutos. Apds o tempo
indicado, foram adicionados 50 pL do kit Kinase Glo Plus (Promega), com incubag¢do por
5 minutos, sendo realizada a leitura a 550 nm (FIGURA 26). Foi utilizado um controle
positivo (CP) e um controle negativo (CN). O controle positivo ¢ composto pelo Mix I e
2PGA, enquanto o controle negativo é composto apenas pelo mix. Para determinag¢do da

porcentagem de inibigdo, utilizou-se a formula abaixo:

SA —CN))

% Inibisao = 100 x (1 - (75 —ar

Em que SA ¢ a luminescéncia da amostra testada obtida a 550 nm, CN ¢ o controle

negativo e CP ¢ o controle positivo.

FIGURA 26. Representacio do procedimento experimental realizado no ensaio frente a
Pfeno das subfracdes, compostos de D. miscolobium.
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Mix I: Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + B-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl, (1,5 mM) + ADP (1,0 mM) +
piruvato quinase -6 U/mL + enolase (15 nM).

4.6.5.2. Ensaio acoplado 2 — piruvato quinase + luciferase

Para avaliar a inibicdo das amostras frente & enzima piruvato quinase de

mamifero, foi utilizado o ensaio acoplado com a enzima luciferase (MOHAMMADI et
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al., 2011). A reagdo foi realizada com o Mix II (Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + p-
mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl (1,5 mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase (6
U/mL)) a um volume final de 50 pL. Os ensaios de avaliacdao da inibi¢ao foram realizados
a uma concentrac¢ao final das subfracdes e compostos de D. miscolobium a 50 pg/mL.
Inicialmente, foram adicionados 0,5 pL das amostras a uma concentragdo
de 5 mg/mL, 46,5 uL. do Mix II, com incubagdo por 20 minutos a 37 °C. Apos o tempo
indicado, foram adicionados 3 pL do fosfoenolpiruvato a uma concentragdo final de 40
uM, seguido de incubagdo a 37 °C por mais 20 minutos. Apos o tempo indicado, 50 pL
do kit Kinase Glo Plus (Promega) foram adicionados e ap6s 5 minutos de incubagao foi
realizada a leitura a 550 nm. Foi utilizado um controle positivo (CP) e um controle
negativo (CN). O controle positivo ¢ composto pelo Mix II e PEP, enquanto o controle
negativo € composto apenas pelo mix. Para determinagdo da porcentagem de inibi¢do, foi

utilizada a mesma férmula descrita no tépico 3.3.5.1.

4.6.6. Ensaio enzimatico frente a piruvato quinase Il de P. falciparum
4.6.6.1. Ensaio acoplado 1 - Pfeno + PfPKII + luciferase

Para avaliar a inibi¢ao dos extratos frente a enzima piruvato quinase Il
(PfPKII) de P. falciparum também foi usado o ensaio acoplado envolvendo as enzimas
enolase, PfPKII e luciferase (MOHAMMADI et al., 2011). A reagao foi realizada com o
Mix I (Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + f-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl, (1,5
mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase II (150 nM) + enolase (15 nM)) a um volume
final de 50 pL. Os ensaios de avaliacdo da inibicao foram realizados a uma concentragdao

final das subfracdes e compostos de D. miscolobium de 200 pg/mL.

Foram adicionados 0,5 pL. das amostras a uma concentragdo de 5 mg/mL,
46,5 pL do mix contendo a enolase, incubando por 20 minutos a 37 °C. Apds o tempo
indicado, foram pipetados 3 uL do 2PGA a uma concentracao final de 40 uM, seguido de
incubagdo a 37 °C por mais 20 minutos. Apos o tempo indicado, foram adicionados 50
pL do kit Kinase Glo Plus (Promega) e apos 5 minutos de incubagio foi realizada a leitura
a 550 nm. Foi utilizado um controle positivo (CP) ¢ um controle negativo (CN). O
controle positivo ¢ composto pelo Mix III e 2PGA, enquanto o controle negativo ¢
composto apenas pelo mix. Para determina¢do da porcentagem de inibi¢do, utilizou-se a

formula abaixo:
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SA—CN)

% Inibicdo = 100 x (1 — (m

onde, SA ¢ a luminescéncia da amostra testada obtida a 550 nm, CN € o controle negativo

e CP ¢ o controle positivo.

4.6.6.2. Ensaio acoplado 2 — PfPKII + luciferase

A reagdo envolvendo as enzimas PfPKII e luciferase foi realizada com o
Mix IV (Tampao MOPS 100 mM (pH 7,4) + f-mercaptoetanol (1,0 mM) + MgCl: (1,5
mM) + ADP (1,0 mM) + piruvato quinase (50 nM)) a um volume final de 50 pL. Os
ensaios de avaliacdo da inibi¢do foram realizados a uma concentragao final dos extratos
a 200 pg/mL. Foram adicionados 0,5 pL dos extratos a uma concentracdo de 5 mg/mL,
46,5 pL do Mix IV, com incubag@o por 20 minutos a 37 °C. Ap6s o tempo indicado, 3 pL
do PEP foram adicionados a uma concentragao final de 40 uM, seguido de incubagdo a
37 °C por mais 20 minutos. Apds o tempo indicado, adicionou-se 50 pL do kit Kinase
Glo Plus (Promega) e apds 5 minutos de incubagao foi realizada a leitura a 550 nm. Foi
utilizado um controle positivo (CP) e um controle negativo (CN). O controle positivo ¢
composto pelo Mix IV e pelo PEP, enquanto o controle negativo é composto apenas pelo
mix. Para determinagdo da porcentagem de inibicdo, foi utilizada a mesma férmula do

topico 3.3.6.1.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtenciao dos extratos e fracoes de D. miscolobium

A partir de de 1,2 kg de cascas do caule de D. miscolobium (DmCc), foram
obtidos 92 g de extrato etanolico das cascas (DmCcE), sendo o rendimento calculado
através da massa desse extrato (92 g) emrelacdo a massa das cascas secas e moidas (1200

g) (TABELA 6).

A partigdo liquido-liquido foi realizada a partir de 70 g de DmCcE, sendo
os rendimentos das fracdes calculados utilizando suas respectivas massas em relagdo a

massa do extrato etanolico (TABELA 6).
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TABELA 6. Massa dos extratos/fracoes de D. miscolobium obtidas apdés a maceracio e
particao liquido-liquido com seus rendimentos.

Parte da Massa Rendimento Fracoes obtidas Massa Rendimento
Planta (kg) DmCcE (%) da particio (g) (%)
DmCcH 0,54 0,77
Cascas do 1.2 7,67 DmCcA 57 81,43
caule
DmCcHi 7,86 11,23

Legenda: DmCcE — extrato etandlico das cascas do caule de D. miscolobium; DmCcH — fragdo hexanica do extrato
etanolico das cascas do caule de D. miscolobium; DmCcA- fragdo acetato de etila do extrato etanolico das cascas do

caule de D. miscolobium; DmCcHi — fragdo hidroalcdolica do extrato etanolico das cascas do caule de D. miscolobium.

5.2. Atividade antiplasmodial/citotoxicidade do extrato etanoélico de D. miscolobium

A atividade antiplasmodial observada para o extrato, fragdes e compostos
de D. miscolobium foi classificada de acordo com os seguintes parametros: altamente
ativa/boa em ICso < 5,0 pg/mL; promissora entre 5,0-15,0 pg/mL; moderada entre 15,0-
50,0 pg/mL e inativa com ICso > 50,0 pg/mL (SINGH et al., 2018).

O extrato etanolico das cascas do caule de D. miscolobium foiavaliado em
uma triagem biologica frente a cultura in vitro de P. falciparum (cepa 3D7, sensivel a
cloroquina), apresentando inibi¢do de 93%, ICso*®” = 9,0 pg/mL e citotoxicidade frente a
células do hepatocarcinoma humano CCs¢"?%? = 53,0 pg/mL (TABELA 7). De acordo
com a classificacio empregada, esse extrato apresentou atividade antiplasmodial

promissora (ICso entre 5,0-15,0 ug/mL).

TABELA 7. Inibicdo percentual, atividade antiplasmodial (ICs’""), citotoxicidade
(CCs0"*“?) e indice de seletividade (IS) do extrato selecionado de D. miscolobium.

o 1Cs0*7 CCsMr¢? .
Cédigo Inibicao (%) (ng/mL) (ng/mL) 1
50 pg/mL Média + DP Média + DP
DmCcE 93,0+ 1,0 9,0+ 0,1 53,0+ 13,0 6

Legenda: *IS = indice de seletividade (CCso'P9%/ICs0°P7), DmCCE — Extrato etanélico das cascas do caule
de D. miscolobium.

5.2.1. Atividade antiplasmodial/citotoxicidade das fracoes de D. miscolobium

O processo de particdo liquido-liquido do extrato etandlico DmCcE
(tépico 4.2.2.), deu origem as fracdes hidroalcéolica, de acetato de etila e hexanica,

avaliadas quanto a sua atividade antiplasmodial e citotoxicidade (TABELA 8).
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Dentre as fragdes obtidas, a fracao de acetato de etila das cascas do caule
(DmCcA) foi escolhida para o fracionamento por cromatografia. A escolha foi baseada
em sua atividade inibitéria de P. falciparum (93% de inibi¢do, 50 ng/mL) (TABELA 8),

na quantidade de amostra disponivel para estudo quimico (57 g) e a sua média polaridade.

TABELA 8. Inibi¢io percentual, atividade antiplasmodial (ICs0°""), citotoxicidade
(CCs0™P?) e seletividade (IS) das fracdes do DmCcE. *Os resultados da fracfio escolhida
para estudo quimico estdo destacados em verde.

Inibicdo 1Cso™’ CCsp'r6?
Cadigo (%) (ng/mL) (ng/mL) IS*
50 pg/mL Média = DP Média + DP
DmCcHi 61,0£7,0 46,0 +3 54,0+ 16,0 1
DmCcA 93,0+ 1,0 8,4+0,7 59,0+ 11,0 7
DmCcH 95,0£2,0 1,7+ 0,6 30,0£3,0 17

Legenda: *IS = indice de seletividade (CCs0PS%/IC50°P7), DmCcHi — Fragdo hidroalcoolica
das cascas do caule de D. miscolobium; DmCcA — Fracao acetato de etila das cascas do

caule de D. miscolobium; DmCcH — Frag@o hexanica das cascas do caule de D. miscolobium

5.2.1.1. Atividade antiplasmodial/citotoxicidade das subfracées de D. miscolobium

Os fracionamentos da fracdo de acetato de etila e subfragdes de D.
miscolobium (descritos nos subtopicos de 4.2.3.) foram guiados pelos resultados dos
ensaios de atividade antiplasmodial e citotoxicidade, com a finalidade de isolar os

constituintes quimicos ativos com baixa atividade citotoxica.

Na TABELA 9 ¢ FIGURA 27 sao apresentados os resultados da atividade
antiplasmodial de 10 subfracdes obtidas do fracionamento de DmCcA. Essas amostras
foram avaliadas quanto a inibi¢do percentual na concentragdo de 50 pg/mL.
Posteriormente, a atividade antiplasmodial foi determinada por meio da curva
concentragdo-resposta. Para as subfragdes com ICso*®’ < 50,0 ug/mL foram determinados

a citotoxicidade frente a células HepG2 e o indice de seletividade (IS).

A partir do fracionamento da fragdo ativa DmCcA (ICs5*®7 = 8,4 ug/mL)

307 variando entre 1,8

(topico 4.2.3.1.), foram obtidas subfragdes com valores de ICso
(A13) e >50,0 pg/mL (A4). Com exce¢do da subfragio A4 (ICs0*®7>50,0 pg/mL), todas
as outras subfragdes apresentaram atividade antiplasmodial boa, promissora ou moderada

(A8, A9, Al1, A12, A13, A15, A19, A20, A21) (TABELA 9; FIGURA 27).
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TABELA 9. Inibicdo percentual, atividade antiplasmodial (ICs’""), citotoxicidade
(CCs0"P?) e seletividade (IS) das subfracdes DmCcA. *Os resultados da fracio de origem

.....

3D7

altamente ativa (ICsp” ' <5 pg/mL) estido destacadas em verde.

Inibicdo 1Cso™’ CCso"'er?
Cédigo (%) (ng/mL) (ng/mL) IS*
50 pg/mL Meédia = DP Meédia + DP
DmCcA 93,0+ 1,0 8,4+0,7 59,0+ 11,0 7
A4 50,0£11,0 >50,0 nd nd
A8 95,0£2,0 6,4+0,2 37,0+ 10,0 6
A9 93,0+ 1,0 4,2+0,2 15,0+2,0 4
All 93,0+ 1,0 3,7+£0,7 35,0+4,0 10
Al12 92,0+ 1,0 1,7+0,1 24,0 £2,0 15
Al3 93,3+0,4 1,8+0,3 28,0+4,0 15
Al5 94,6 £ 0,4 7,0+ 1,0 93,0+ 10,0 13
A19 69,0+2,0 40,0+10,0 160,0 £30,0 4
A20 84,7+0,5 24,0 £7,0 40,0 £5,0 2
(composto
)
A21 85,4 +0,4 20,0+3,0 40,0+ 10,0 2
ART nd 15,0+ 5,0 nd nd

Legenda: *IS = indice de seletividade (CCs0P9%/IC50°P7); ART — artesunato; DmCcA —
fragdo de acetato de etila das cascas do caule de D. miscolobium; A4, A8, A9, All, Al12,
Al13, A15, A19, A20 e A21 — Subfragdes oriundas do fracionamento de DmCcA.
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FIGURA 27. Atividade antiplasmodial (ICso’"") (A) e citotoxicidade (CCso"*“?) (B) das
subfracoes de DmCcA.
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As subfracdes que mais se destacaram quanto a atividade antiplasmodial
foram a A12 (ICs50*®7 = 1,7 pg/mL), A13 (IC50*®7 = 1,8 ug/mL), A11 (ICs50°Y7 = 3,7
ng/mL), A9 (IC5*®7 = 42 pg/mL) (TABELA 9; FIGURA 27). Essas amostras
apresentaram poténcia inibitoria de 5, 5, 2 e 2 vezes maior, respectivamente, que a fragdo
original (DmCcA, 1Cs0*®7 = 8,4 pg/mL), sendo classificadas como altamente ativas
(SINGH et al., 2018). A subfragao A16 foi identificada como epicatequina (composto I).
Apesar de ndo ter sido testada nos ensaios in vitro, a epicatequina ja foi reportada quanto
a atividade antiplasmodial (ICso > 50 uM) (TORRES-MENDOZA, 2006). Compostos
similares, como a epigalocatequina galato e epicatequina galato, também ja foram
avaliados, apresentado ICs*®7 = 37,24 e 10,90 uM, respectivamente (SANNELLA et al.,
2007).

Os flavonoides em mistura (epitaxifolina e cis-dihidroquercetagetina,
mistura de compostos - subfragio A20), obtidos por fracionamento cromatografico da

3D7=24,0 ug/mL, com baixa atividade citotoxica

fracdo ativa DmCcA, apresentaram ICso
(CCs0MP9% = 40,0 pg/mL). Na literatura, a taxifolina ja foi reportada quanto sua atividade
frente ao P. falciparum, com ICs¢°®” = 58,31 pM (GANESH et al., 2012). Entretanto, é a
primeira vez que ¢ reportada inibi¢do da mistura dos dois flavononols como inibidores de

piruvato quinase Il de P. falciparum.

Além disso, as subfragdes All e A13 apresentaram baixa atividade

citotoxica contra células HepG2 (CCso> 25,0 ng/mL), com indices de seletividades (IS)
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> 10. Na busca de compostos lideres antimalaricos, valores de IS > 10 sdo indicativos que

os compostos bioativos apresentam seletividade contra o parasito (CHUGH et al., 2015).

Para prosseguir os fracionamentos bioguiados por atividade
antiplasmodial, foram selecionadas as subfracdes ativas A9 (ICso*"’ = 4,2 ng/mL), A15
(ICs0°P" = 7,0 ng/mL), devido aos resultados bioldgicos promissores e pela quantidade de
amostra disponivel para os experimentos de cromatografia (topicos 4.2.3.1.1.5 4.2.3.1.2.).
As subfragdes resultantes, com massa suficiente, foram avaliadas quanto a inibi¢do,

atividade antiplasmodial, citotoxicidade e indice de seletividade (TABELA 10).

TABELA 10. Inibiciio percentual, atividade antiplasmodial (ICsy*""), citotoxicidade
(CCs0"P4?) e seletividade (IS) das subfracées oriundas de A9, A15 e dos compostos
isolados. * Os resultados das subfracoes de origem estido destacados em azul. *As

.....

estao destacadas em verde.

Inibicio ICs0™’ CCso"Pe?
Cédigo (%) (!Lg/mL) (!Lg/mL) IS*
50 pg/mL Média = DP Média = DP
A9 93,0+ 1,0 4,2+0,2 15,0+2,0 4
lupenona (A9.11, 91,9+0,5 11,3+0,2 (26,6 >100,0 >9
composto IIT) uM)
A9.12 93,0 £1,0 4,7+0,8 >50,0 >10
A9.16 93,1+0,1 3,9+0,7 >50,0 >13
A9.17 94,7+0,2 39+£0,5 34,0+ 17,0 9
A9.25 6,0+ 1,0 >50,0 nd nd
Al5 95,0+ 0,4 7,0+ 1,0 93,0+ 10,0 13
Al5.11 95,0+ 0,1 3,0£0,2 50,0 £ 10,0 16
ART nd 15,0+£5,0 nd nd

Legenda: *IS = indice de seletividade (CCs0"*9%/ICs0°"7); ART — artesunato; A9.11, A9.12, A9.16, A9.17 e A9.25 -
Subfra¢des oriundas do fracionamento de A9; A15.11 — Subfragdo A15.11 oriunda do fracionamento de Al5.

As subfracdes A9.12, A9.16 ¢ A9.17 apresentaram uma manutencio da

37 = 42 ng/mL), sendo

poténcia inibitéria com relagcdo a amostra de origem A9 (ICso
classificadas como altamente ativas, com baixa atividade citotoxica ¢ indices de
seletividade promissores. Entretanto, a subfracdo A9.25 foi classificada como inativa

(ICs0°?7 > 50 pg/mL) (TABELA 10).
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O composto lupenona (A9.11, composto III), isolado através das técnicas
cromatograficas, teve inibicao de 91,9% frente ao P. falciparum e foi classificado com
atividade antiplasmodial promissora (ICso®” = 11,3 ug/mL), apresentando baixa
atividade citotoxica (>100,0 pg/mL) (SINGH et al., 2018) (TABELA 10). Na literatura,
a lupenona possui atividade antiplasmodial reportada frente as cepas W2, D6 ¢ K1 de P.

falciparum (MANGURO, OWUOR e OCHUNG, 2018; SUKSAMRARN et al., 2003).

Também foi realizado o fracionamento da fracdo de acetato de etila ativa
(DmCcA - ICs¢°®” = 8,4 pg/mL), utilizando celulose como fase estacionéria (topico
4.2.3.2.). Através dessa coluna cromatografica, foi obtida a subfracio B2 (ICso*"7 = 3,2
png/mL), 3 vezes mais ativa que a fragdo de origem (DmCcA). Essa subfracao foi
selecionada para a continuacdo dos experimentos de cromatografia (4.2.3.2.1.), com a

finalidade de isolar os compostos ativos de D. miscolobium.

Foram investigadas 16 subfragdes provenientes do fracionamento de B2
(ICs0°P7 = 3,2 pg/mL), sendo determinadas as inibi¢des percentuais na concentragiio de
50 pug/mL. Posteriormente, a atividade antiplasmodial foi determinada por meio da curva
concentracdo-resposta. Para as subfracdes com ICs¢°P’ < 50,0 pg/mL foram determinados
a citotoxicidade frente a células HepG2 e o indice de seletividade (IS) (TABELA 11,
FIGURA 28).



56

TABELA 11. Inibicdo percentual, atividade antiplasmodial (ICso’"’), citotoxicidade
(CCs0"'%?) e seletividade (IS) das subfracées oriundas de B2 e dos compostos isolados.
* Os resultados das subfracoes de origem estao destacados em azul. *As subfracoes com

.....

em verde.
Inibicio ICs0*?’ CCso''er?
Cédigo (%) (!Lg/mL) (Vug./mL) IS*
50 pg/mL Meédia + DP Média = DP
B2 93,3+£0,3 3,2+ 0,04 30,0+ 1,0 10
lupeol (B2.8,
composto IV) 89,0+2,0 14,2 +£0,2 (33,3 >50,0 >4
uM)

B2.9 90,0+ 1,0 7,0+ 1,0 >50,0 >7
B2.10 94,8 + 0,6 2,0£0,6 17,0+ 5,0 8
B2.13 94,4+ 0,3 11,0+£2,0 77,0 £ 13,0 7
B2.14 81,0+3.0 33,0+£2,0 200,0 +90,0 6
B2.16 96,1 +0,1 10,0+ 3,0 160,0 + 80,0 16
B2.19 94,9+ 0,4 4,4+0,4 28,0+2,0 6
B2.20 95,3+0,3 4,4+0,6 40,0 £4,0 9
B2.21 96,4 +0,5 5,0+£1,0 28,0+ 7,0 5
B2.23 96,8 +£0,8 4,7+0,6 35,6 +0,3 8
B2.24 96,8 +£0,1 4,8+0,8 23,0+ 12,0 5
B2.25 95,5+0,7 50+ 1,0 36,0+2,0 7
B2.26 95,0+2,0 4,4+0,6 22,0+ 5,0 5
B2.27 95,7+ 0,4 3,0+ 1,0 20,0+ 5,0 6
B2.33 43,0+2,0 >50,0 nd nd
B2.34 340+ 1,0 >50,0 nd nd

Legenda: *IS = indice de seletividade (CCs0"P9%/ICs0°P7); ART — artesunato; B2.8, B2.9, B2.10, B2.13, B2.14, B2.16,
B2.19, B2.20, B2.21, B2.23, B2.24, B2.25, B2.26, B2.27, B2.33 ¢ B2.34 — Subfragdes oriundas do fracionamento de
B2.
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FIGURA 28. Atividade antiplasmodial (ICso’"") (A) e citotoxicidade (CCso""“?) (B) das
subfracoes provenientes do fracionamento de B2.
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Subfragoes Subfracoes

De forma geral, o fracionamento de B2 produziu subfracdes (ICso*>7 3-5
ug/mL) que mantiveram a poténcia inibitdria original (B2 - ICs50*®7 = 3,2 pug/mL), com
valores de citotoxicidade variando entre CCso"P5? = 2040 pg/mL. A subfracio com
maior destaque foi a B2.10, (ICs50*®7 = 2 pg/mL; CCso"P%% = 17 pg/mL). Entretanto, foi
observada uma diminui¢do da atividade em B2.8, B2.9, B2.13, B2.14, B2.16, B2.33 ¢
B2.34 (TABELA 11; FIGURA 28).

O composto lupeol (B2.8, composto 1V), isolado através das técnicas
cromatograficas, apresentou inibicao de 89,0% frente ao P. falciparum e foi classificado
com atividade antiplasmodial promissora (ICso°®’ = 14,2 pg/mL ou 33,3 uM) (SINGH et
al., 2018). Além disso, o mesmo teve baixa atividade citotoxica (>50,0 pg/mL)
(TABELA 11; FIGURA 28). O lupeol possui atividade frente ao P. falciparum relata na
literatura, no ensaio de maturagdo de esquizontes (SINGH et al., 2018).

Também foi realizado o fracionamento da subfracdo ativa B2.19 (ICs*"’
= 44 pnug/mL) (topico 4.2.3.2.2.). Foram determinadas a inibicdo, atividade

antiplasmodial, citotoxicidade e indice de seletividade das amostras resultantes com

massa suficiente para os ensaios biologicos (TABELA 12).
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TABELA 12. Inibicio percentual, atividade antiplasmodial (ICsy*""), citotoxicidade
(CCs0"“?) e seletividade (IS) das subfracées oriundas de B2.19. *Os resultados das

.....

classificada como altamente ativa (ICso"”’ < 5 pg/mL) estiio destacadas em verde.

Inibicdo 1Cs0*"’ CCso"'er?
Codigo (%) (ng/mL) (ng/mL) IS*
50 pg/mL Média + DP Média = DP
B2.19 94,9 +£0,4 44 £04 28,0 £2,0 6
B2.19.6 93,8 £0,1 40+0,2 >50,0 >13
B2.19.9 93,0+£1,0 2,7£0,3 >50,0 >19
ART Nd 15,0£5,0 nd nd

Legenda: *IS = indice de seletividade (CCso™®P%%/ICs0°P7); ART — artesunato; B2.19.6, B2.19.9 —

Subfragdes oriundas do fracionamento de B2.19.

As subfragdes B2.19.6 (ICso*®” = 4,0 pg/mL) e B2.19.9 (ICs°"7 = 2,7
ng/mL) foram classificadas como altamente ativas (ICso < 5 pg/mL). Além disso, as
mesmas apresentaram indices de seletividade promissores, com baixa atividade citotoxica

(TABELA 12).

O aumento da atividade antiplasmodial com o fracionamento do extrato
ativo por técnicas cromatograficas, como também o isolamento do lupeol (89% de
inibi¢do P. falciparum, 1Cs°®’ = 14,2 pug/mL ou 33,3 uM) e da lupenona (91,9% de
inibi¢do P. falciparum, 1Cs¢°®” = 11,3 ug/mL ou 26,6 uM), compostos ativos de DmCcA,
demonstraram que a metodologia de estudo fitoquimico bioguiado por atividade biologica

frente ao P. falciparum foi eficiente.

5.3. Atividade do extrato etandlico de D. miscolobium frente a Pfeno

O extrato etandlico de D. miscolobium (DmCcE, 1Cso°P” = 9,0 pg/mL) foi
avaliado quanto sua atividade frente a enzima enolase de P. falciparum (Pfeno) no ensaio
acoplado (enzimas enolase + luciferase + piruvato quinase de mamifero) (TABELA 13).

TABELA 13. Inibicao percentual do extrato etanélico de D. miscolobium (50 pg/mL.)
frente a Pfeno.

Cédigo Inibicao (%)

50 png/mL

DmCcE 65,0+ 3,0

Legenda: DmCcE — Extrato etanolico das cascas do caule de D. miscolobium.
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Conforme observado pela TABELA 13, o extrato avaliado apresentou
inibicdo de 65% frente a enzima enolase de P. falciparum. Como a amostra ndo atingiu
inibi¢cdo significativa (~80%), ndo foi realizado o ensaio desacoplado com as outras

enzimas envolvidas no ensaio.

As subfracdes provenientes do fracionamento de DmCcA foram avaliadas
frente a Pfeno, mas ndo apresentaram diferengas inibitérias significativas quando
realizado o ensaio desacoplado, demonstrando que s3o inibidoras das outras enzimas

envolvidas no ensaio in vitro, a piruvato quinase e luciferase.

5.4. Atividade das subfracdes e compostos de D. miscolobium frente a PfPKII

Como as subfragdes de DmCcA testadas ndo apresentaram inibi¢ao frente
a Pfeno, as mesmas foram testadas frente a enzima piruvato quinase Il de P. falciparum
(PfPKII).

As subfragoes A19, A20 (flavonoides A e B, composto II) e A21
apresentarem atividade inibitoria acima de 90% frente a enzima P/PKII (200 pg/mL),

sendo a fracdo DmCcA promissora na busca de inibidores da enzima piruvato quinase II.

Entretanto, apesar de possuirem atividade inibitéria elevada frente a
enzima PfPKII, essas subfracdes apresentaram moderada atividade antiplasmodial
(ICs50°P7 > 15 pg/mL) conforme apresentado no tépico 5.2.1.1. Esse resultado ndo tdo
promissor frente ao P. falciparum pode ser devido a falta de permeabilidade celular dos
compostos presentes nas subfracdes ativas para atingir o alvo bioldgico (PfPKII) que esta
situado no apicoplasto, uma organela do parasito (MAEDA et al., 2009). Por outro lado,

no ensaio enzimatico a enzima esta isolada e ndao ha influéncia desse fator.

5.5. Prospecc¢ido quimica do extrato DmCcE ativo por CLUE-IES-QqTOF-EM/EM

O extrato etanodlico das cascas do caule de D. miscolobium (DmCcE,
IC50°°’=9,0 £ 0,1 pg/mL) foi analisado por CLUE-IES-QqTOF-EM/EM para ampliar o
conhecimento quimico dessa espécie, ¢ verificar se haveria a presenca de compostos ja

conhecidos pela atividade antiplasmodial.

O uso da CLUE-EM/EM ¢ muito adequado para a andlise de amostras

complexas, pois permite uma separagao mais eficiente e de maior sensibilidade, além de
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alta resolugdo permitindo identificar compostos em baixissimas concentragdes

(GUILLARME e VEUTHEY, 2013; HUANG et al., 2014).

Os ions fragmentos (m/z) obtidos na andlise de EM/EM foram comparados
com as bibliotecas do software CompoundCrawler (bases de dados ChEBI, ChemSpider,
KEGG, PubChem) e dados presentes na literatura (BARNABA et al., 2016; FETNI,
BERTELLA ¢ OUAHAB, 2020; SUAREZ-MONTENEGRO et al., 2021; TIAN et al.,
2020; WANG et al., 2021; WANG et al., 2022; YANG et al., 2017; YUSUAK,
BALLINGTON e XIE, 2018). A eficiéncia desse método ¢ evidenciada pela precisdo de
até 5 ppm para os compostos identificados no extrato etandlico das cascas do caule de D.

miscolobium.

A prospecgdo quimica do extrato DmCcE por espectrometria de massas de
alta resolucao permitiu a identificagdo de oito metabodlitos secundarios, pertencentes as
classes dos flavonoides, derivados fendlicos e terpenoides. Na TABELA 14 sao
evidenciados os tempos de retencdo, ions moleculares desprotonados, formulas
moleculares e ions fragmentos caracteristicos dos compostos ¢ no ANEXO 2 sao

apresentados os espectros de massas das substancias.

A limitacdo da espectrometria de massas € que ndo possibilita a distingdo
de isdbmeros e a determinacdo da estereoquimica dos compostos identificados. Dessa

maneira, os metabolitos secundarios foram parcialmente caracterizados.
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5.5.1. Flavonoides

Foram identificados seis flavonoides no extrato etanolico das cascas do
caule de D. miscolobium (DmCcE). Dentre esses, dois derivados de flavan-3-ol (dimero
e trimero) (1E, 2E), trés isoflavonas (3E, 4E, SE) ¢ uma flavona (6E) (FIGURA 29). Os
isoflavonoides sdo marcadores quimiotaxondmicos da familia Fabaceae (subfamilia
Papilionoideae), ¢ ja foram identificados em 31 espécies do género Dalbergia (PANCHE,
DIWAN e CHANDRA, 2016).

FIGURA 29. Flavonoides identificados no DmCcE.

5.5.1.2. Procianidinas ou taninos condensados

O composto 1E apresentou o pico do ion molecular [M — H]  em m/z
575,1195 e formula molecular C3;0H24012, com fragmentos caracteristicos de
procianidinas em m/z 449,0879; 423,0707; 289,0710; 109,0306. O ion produto em m/z
449,0879 (-126,0316 Da), presente no espectro EM? ¢é referente a uma fissdo
heterociclica de anel, muito recorrente em flavonoides. Por outro lado, o pico observado
em m/z 289,0710 ¢ resultado de uma clivagem direta na unidade superior da procianidina.
Também foi observado um mecanismo retro-Diels-Alder (RDA) ocorrendo no anel da
unidade inferior, com a perda de 152,0488 Da ¢ formagao do ion produto m/z 423,0707
(FIGURA 30) (ENGEMANN et al., 2012; RUSH et al., 2018).
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FIGURA 30. Fragmentacoes observadas para a procianidina (composto 1E).
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Fonte: Autoria propria.

O composto 2E foi identificado como tanino cinamo, apresentando o pico
do ion molecular [M — H] em m/z 863,1829 e formula molecular C4sH3601s, com ions
fragmentos caracteristicos em m/z 711,1378; 573,1039; 451,1016; 411,0717; 289,0717.
O padrao de fragmentagdo desse tanino condensado ¢ muito parecido com o observado
para o composto 1E. Os ions produtos em m/z 573,1039 (-290,079 Da) e 289,0717 (-
574,1112 Da) sdo oriundos de clivagens diretas. O mecanismo de fissdo heterociclica é
evidenciado pelo ion produto em m/z 451,1016 (-412,0813 Da). Também foi observado
um mecanismo (RDA) com a perda de 152,0451 Da e formagao do pico em m/z 711,1378
(RUSH et al., 2018).

Na literatura ndo ha relatos da ocorréncia de dimeros e trimeros de flavan-
3-ol no género Dalbergia ou espécic D. miscolobium, sendo pela primeira vez

identificados.

A procianidina B2, estruturalmente similar a procianidina identificada

(composto 1E), possui atividade antiplasmodial reportada na literatura, com ICso = 5,3
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uM (ATTIOUA et al., 2011). Os compostos 1E e 2E ja foram isolados das folhas de Ixora
coccinea, sendo reportados como agentes antioxidantes e empregados no tratamento de

uma variedade de infecgdes (LIFONGO et al., 2014).

5.5.1.3. Isoflavonas e flavona

O composto 3E foi identificado como biochanina, apresentando o pico do
ion molecular [M — H] em m/z 283,0612 e formula molecular Ci¢Hi20s, com ions
fragmentos caracteristicos de isoflavonas em m/z 268,0372; 240, 0415; 239,0345;
211,0400. No espectro EM? do composto 3E foi observado [M — 15] referente a perda de
CH; resultando no ion produto em m/z 268,0372. A partir desse ion produto, obteve-se o
fragmento em m/z 240,0415, resultado da perda de CO [M — 28]. Com a saida de um
hidrogénio radicalar formou-se o ion produto em m/z 239,0345. Por fim, a partir desse
fragmento ocorreu a perda de CO [M — 28] resultando no pico em m/z 211,0400, pico
base do espectro (FIGURA 31) (KANG, HICK e PRICE, 2007).

FIGURA 31. Fragmentacdes observadas para a biochanina (composto 3E).
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Fonte: Autoria propria.

O composto 4E foi identificado como cajanol, apresentando pico do ion
molecular [M — H] em m/z 315,0874 e formula molecular Ci7Hi60s, com ions
fragmentos caracteristicos de isoflavonas em m/z 300,0576; 285,0397; 257,0459;
135,0088. O padrao de fragmentacdo do cajanol ¢ semelhante ao observado para o
composto biochanina (3E). No espectro EM? foi observado o fon produto com m/z
300,0576 obtido da perda de um CHs. A partir desse ion produto a perda de 15 Da leva
ao pico m/z 285,0397, evidenciando a perda da outra metila presente na estrutura do
cajanol. Além disso, o pico m/z 257,0459 ¢ referente a perda de CO [M — 28] a partir do
fragmento em m/z 285,0397 (KANG, HICK e PRICE, 2007).
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O composto SE foi identificado como formononetina, apresentando pico
do ion molecular [M — H] em m/z 267,0663 ¢ formula molecular CicHi204, com
fragmentos caracteristicos de isoflavonas em m/z 252,0419, 224,0457; 223,0401. O
padrdo de fragmentagdo da formononetina ¢ semelhante ao observado para o composto
biochanina (3E). No espectro de EM? do composto SE, o ion produto observado em m/z
252,0419 ¢ referente a perda de uma metila [M — 15]. A partir desse fragmento ocorreu a
perda de CO [M — 28], formando o pico em m/z 224,0457. Com a saida de um hidrogénio
radicalar formou-se o ion produto em m/z 223,0401, que € o pico base do espectro. Por
fim, a partir desse fragmento, ocorreu a perda de CO [M — 28] resultando no pico em m/z

195,0453 (KANG, HICK e PRICE, 2007).

O composto 6E foi identificado como crisoeriol, trata-se de uma flavona.
Essa molécula apresentou o pico do ion molecular [M — H]  em m/z 299,0561 ¢ formula
molecular Ci6H120s, com fragmentos caracteristicos de flavonas em m/z 284,0308;
283,0232; 256,0337; 255,0294. No espectro de EM? do composto 6E, o ion produto
observado em m/z 284,0308 ¢ referente a perda de uma metila [M — 15]. A partir desse
fragmento ocorreu a perda de CO [M — 28] formando o pico em m/z 256,0337. A saida
de um hidrogénio radicalar foi responsavel pelo ion fragmento observado em m/z
255,0294, que ¢ o pico base do espectro. O padrao de fragmentagdo da flavona ¢

semelhante ao das isoflavonas (KANG, HICK e PRICE, 2007).

Compostos das classes isoflavona e flavona sdo muito comuns no género
Dalbergia. A biochanina e formononetina ja foram identificadas em D. odorifera (THE,
2017). Além disso, na espécie D. miscolobium, também ja foram identificados compostos
quimicos pertencentes a classe das isoflavonas, inclusive com atividade frente a catepsina
V (SILVA et al., 2021). O cajanol (4E) e crisoeriol (6E) foram pela primeira vez

reportados no género D. miscolobium.

A biochanina (3E) ¢ formononetina (S5E) j& possuem atividade
antiplasmodial reportada na literatura, frente a cepa sensivel a cloroquina de P.
falciparum poW. O composto 3E possui ICso™V 46,8 ug/mL ¢ o composto SE ICs5oPV =
> 50 ug/mL (KRAFT et al., 2000). Além disso, o cajanol (4E) ja foi investigado
anteriormente quanto a atividade antiplasmodial e possui 1Cso > 100 pM (DUKER-
ESHUN et al., 2004).
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5.5.2. Outras classes de metabolitos

No extrato etandlico das cascas do caule de D. miscolobium (DmCcE)
também foram identificados um composto da classe dos terpenoides, a fituberina (7E), e

um derivado fendlico, a acetosiringona (8E) (FIGURA 32).

FIGURA 32. Terpenoide (7E) e derivado fenélico (8E) identificados em DmCcE.

O

O composto 7E apresentou o pico do ion molecular [M — H] em m/z
293,1758 e formula molecular Ci17H2604, com ions fragmentos caracteristicos do
sesquiterpeno fituberina em m/z 236,1050; 221,1545; 192,1155. No espectro EM? do
composto 7E foi observada a perda da unidade acetato (-57,0708 Da), evidente pelo pico
em m/z 236,1050. A partir desse fragmento, foi gerado o ion produto em m/z 221,1545,
pico base do espectro, proveniente da perda de uma metila [M — 15]. O pico em m/z
192,1155 foi gerado pela perda do grupo acetato de isopropilo (-101,0603 Da) (SUAREZ-
MONTENEGRO et al., 2021).

O composto 8E foi identificado como acetosiringona através das
informagdes do pico do ion molecular [M — H] em m/z 195,0664, formula molecular
Ci10H1204, com ions fragmentos caracteristicos em m/z 180,0414; 167,0347; 152,0105;
136,0161; 135,0091; 121,0296. No espectro de EM? do sesquiterpenoide 8E foi
observada a perda da porg¢ado acetila da molécula (-43,0558 Da), evidente pelo pico em
m/z 152,0105. A partir desse fragmento, foi gerado o ion produto em m/z 135,0091
proveniente da perda de uma hidroxila [M — 17]. O ion produto em m/z 180,0414 ¢
referente a perda de uma metila [M — 15] (BARNABA et al., 2016).

Compostos da classe sesquiterpenoide e derivados fenolicos ja foram
identificados anteriormente na espécie D. odorifera (THE, 2017). Porém, na espécie D.
miscolobium ¢ o primeiro relato de substancias dessas classes de metabolitos secundarios.
A fituberina (7E) ja foi identificada em Cyphomandra betacea e a acetosiringona (8E)

possui inibi¢do frente ao crescimento de bactérias como Pseudonomas (BARNABA et
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al., 2016; SZATMARI et al; 2021), mas nao ha relatos de atividade antiplasmodial na

literatura para nenhum dos compostos (7E e 8E).

5.6. Prospeccio quimica da fraciio hexanica (DmCcH) de D. miscolobium por CG-
EM

A fragdo hexanica ativa de D. miscolobium (inibigdo P. falciparum = 95%;
ICs50°?" = 1,7 £ 0,6 ug/mL) foi avaliada quanto a sua composi¢do quimica para a
desreplicacdo dos metabdlitos secundéarios presentes e responsdveis pela atividade

biologica observada.

A analise por CG-EM foi realizada conforme descrito no topico 4.4. A
identificacao dos compostos foi baseada no indice de retengao (IR). O IR foi determinado
para uma mistura de alcanos com diferentes nimeros de carbono (C8-C30) nas mesmas
condi¢cdes de andlise da fragdo hexdnica. Os valores de IR obtidos para os compostos
foram comparados com os valores encontrados na literatura para a coluna HP-5MS
(ADAMS, 2017). A identificacdo também foi realizada com base na similaridade entre
os espectros de massas obtidos experimentalmente e contidos na biblioteca NIST

(ANEXO 3).

Através da analise por cromatografia gasosa foi possivel a obtengdo do

cromatograma representado pela FIGURA 33.
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FIGURA 33. Cromatograma obtido para a fracio DmCcH apds analise por cromatografia

gasosa.
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Os compostos identificados por espectrometria de massas na fragdo
hexanica pertencem a classe dos ésteres (1H, 2H, 3H) (FIGURA 34, TABELA 15). Ja
foram reportados derivados de acidos carboxilicos estruturalmente similares na espécie
D. miscolobium (SALATINO et al., 2020). As substancias também possuem atividades
biologicas reportadas pela literatura, como antibacteriana e antioxidante (1H)
(OLUYORI et al.,, 2022; TYAGI ¢ ARGAWAL, 2017). Além disso, a atividade
antiplasmodial foi relatada como mais promissora para os compostos derivados de acidos

carboxilicos com um maior grau de insaturagdo (OKOKON, et al., 2017).

FIGURA 34. Esteres identificados por GC-EM na fracio DmCcH.
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O padrao de fragmentagdo dos compostos identificados ¢ similar ao
descrito para o composto 1H (FIGURA 35), com ions fragmentos caracteristicos de
ésteres (PAVIA, 2009). O composto 1H foi identificado como hexadecanoato de etila,

apresentando o pico do ion molecular em m/z 284 e féormula molecular Ci1sH3602, com
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ions fragmentos caracteristicos em m/z 55; 73; 88; 101; 157; 241. Dentre esses, 0 pico em
m/z 88 ¢ resultado de um rearranjo McLafferty (-196 Da), a partir desse ion fragmento

ocorreu a perda de CH3, formando o ion produto em m/z 73.

FIGURA 35. Fragmentacdes observadas para o hexadecanoato de etila (1H)

+

H +
H H O/
_(CH2)10_CH2_C|:j (O -196 Da | H2
[l C C
HCC3C .~ H,C” o7 R
g, o (CH,) H
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5.7. Elucidaciio estrutural dos compostos isolados das fracdes e subfracdes da
DmCcA ativa

As analises por ressonincia magnética nuclear foram realizadas para a
elucidagao estrutural dos compostos quimicos isolados da fragao ativa de acetato de etila
das cascas do caule (DmCcA). O estudo quimico de D. miscolobium guiado por ensaio
in vitro em P. falciparum permitiu o isolamento de trés metabodlitos secundarios
(compostos I, III e IV) das classes flavonoide e terpenoide, além de uma mistura de
flavononols (composto II) (FIGURA 36). A separacdo dos flavonoides em mistura
(composto IT) sera realizada por cromatografia em coluna (CC) para ensaios no parasito
e frente as enzimas. A elucidacgao estrutural destes compostos (I-IV) foi feita através dos

experimentos de RMN uni e bidimensionais.

FIGURA 36. Compostos isolados a partir do fracionamento de DmCcA.

OH
H
OH Q OH OH
OH O p

5.7.1. Composto I — Flavonoide

O composto I foi isolado na subfracio A16 (43,8 mg), proveniente da
fracdo acetato de etila (DmCcA), conforme descrito no item 4.2.3.1. (pagina 35). Esse
flavonoide da classe dos flavanols (flavan-3-ol) teve sua estrutura caracterizada através
do experimento de RMN de hidrogénio (metanol-d4, 400 MHz) e comparagdo com dados

da literatura (LOBO et al., 2008), sendo identificado como epicatequina (FIGURA 37).
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FIGURA 37. Estrutura da epicatequina (composto I).
OH
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Pela andlise do espectro de RMN de hidrogénio de I (FIGURA 38),
observaram-se os sinais na regido de hidrogénios alifaticos: nos deslocamentos quimicos
de 6 2,71 (1H, dd, J=2,8 Hz ¢ 16,9 Hz) ¢ 6 2,84 (1H, dd, J = 4,8 Hz ¢ 16,9 Hz) foram
observados dois sinais de duplos dupletos caracteristicos dos hidrogénios H-4b, H-4a,
respectivamente, que caracterizam a presenca do flavan-3-ol. Além disso, nessa regido
observou-se um multipleto em & 4,16, referente ao hidrogénio H-3. A diferenga entre a
catequina e epicatequina pode ser visualizada pelos valores das constantes de
acoplamento dos hidrogénios H-3 e H-4, caracteristicos da epicatequina (LOBO et al.,

2008).

Na regido de deslocamentos quimicos de hidrogénios aromaticos, os sinais
em 6 6,75 (1H, d, J= 8,0 Hz), 6 6,79 (1H, dd, J=2,0 Hz e 8,0 Hz) ¢ 5 6,97 (1H, d, J =
1,8 Hz) referem-se aos hidrogénios H-5’, H-6" e H-2’, respectivamente. Os dois dupletos
centrados em 6 5,92 (1H, d,J=2,2 Hz) € 6 5,94 (1H, d, J = 2,2 Hz), foram atribuidos aos
hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente. Esse conjunto de sinais na regido dos
hidrogénios aromaticos caracterizam um sistema de acoplamento AMX. Na TABELA
16 observa-se a comparacao dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios com os valores

descritos pela literatura para a epicatequina.
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FIGURA 38. Espectro de RMN de hidrogénio da epicatequina (composto I) (400 MHz, metanol-d,).
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TABELA 16. Dados de RMN de hidrogénio da epicatequina (composto I).

H on® on lit ©
o(ppm) J (Hz) 6(ppm) J (Hz)
H-4b 2,71 (dd, 2,8 € 16,9) 2,72 (dd, 2,4 € 16,8)
H-4a 2,84 (dd, 4,8 ¢ 16,9) 2,85 (dd, 4,5 ¢ 16,8)
H-2 - 4,82 (s)
H-3 4,16 (m) 4,17 (s)
H-5° 6,75 (d, 8,0) 6,75 (d, 8,1)
H-6’ 6,79 (dd, 2,0 ¢ 8,0) 6,79 (dd, 1,2 ¢ 8,1)
H-2’ 6,97 (d, 1,8) 6,97 (d, 1,2)
H-8 592 (d, 2,2) 591 (d, 1,8)
H-6 5,94 (d, 2,2) 5,93 (d, 1,8)

(a) metanol-dy; (400 MHz) (b) metanol-ds; (300 MHz) (LOBO ef al., 2008).
5.7.2. Composto II — Mistura de flavononols

A partir da subfracao A20 (1,07 g), proveniente do fracionamento de
DmCcA (item 4.2.3.1.; pagina 35), isolou-se o isolamento do composto II, um so6lido
marrom constituido por uma mistura de dois flavononols, a epitaxifolina (cis-
dihidroquercetina) (A) e cis-dihidroquercetagetina (B) (FIGURA 39). Esses flavononols
foram isolados pela primeira vez na espécie D. miscolobium, sendo sua identificagdo em
mistura proposta através da analise do espectro de RMN de hidrogénio e dos espectros
bidimensionais de HSQC e HMBC.

FIGURA 39. Estrutura do composto I — mistura de epitaxifolina (A) e cis-
dihidroquercetagetina (B).
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Pela analise do espectro de RMN de hidrogénio (FIGURA 40), observou-
se sinais de hidrogénios aromaticos caracteristicos do anel A de flavonoides. Os sinais
dos hidrogénios do anel A tetrassubstituido presentes na estrutura da epitaxifolina foram
observados através dos dupletos em 6 6,06 (J = 2,4 Hz, 1H, H-8) ¢ 6 5,96 (J = 2,2 Hz,
1H, H-6), com constantes de acoplamento em meta. A presenca do simpleto em 6 6,13

(1H) indica a presenca de um anel pentasubstituido, presente na estrutura da cis-
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dihidroquercetagetina, tendo um hidrogénio aromdatico sem acoplamento com
hidrogénios vicinais. Os sinais dos hidrogénios do anel pirona (C) foram observados
através do simpleto em & 4,95 (H-2) e do dupleto em & 4,32 (3,4 Hz, H-3). A presenca do
segundo anel pirona foi confirmada pelo sinal em 4,13 (d, 3,4 Hz, H-3). A estereoisomeria
dos compostos foi confirmada através dos valores das constantes de acoplamento para os
H-2 e H-3. Para a epitaxifolina (composto com isomeria cis) sdo esperadas constantes de
acoplamento de 2,8 Hz (H-2), 2,8 ¢ 5,7 Hz (H-3). No caso da taxifolina (composto trans)
os valores sdo de 11,3, 3,9 Hz (H-3) e 11,3 Hz (H-2) (KIEHLMANN ¢ EDMOND, 1995).

A integra¢do dos sinais entre 6 6,8 — 7,5 na regido dos hidrogénios
aromaticos do anel B, revelou a presenca de seis hidrogénios. Os dupletos observados em
0727(J=2,0Hz, 1H) e 7,18 (J=2,2 Hz, 1H), apresentaram constantes de acoplamento
de hidrogénios em meta, caracteristicos de H-2’ do anel B. Os dupletos em 6 6,82 (J =
49 Hz) e 6 6,84 (J = 5,0 Hz) sao referentes aos hidrogénios 5°, com constantes de
acoplamento em orto. Esses sinais e os dois duplos dupletos em & 7,03 (J=15,7¢ 2,2 Hz
- H-6) e 0 7,06 (J = 5,6 e 2,2 Hz - H-6") indicam a presenca de anéis aromaticos
trissubstituidos (acoplamentos em meta e em orto), sendo o nimero de hidrogénios na
regido mais desblindada do espectro um indicativo da presenca de dois anéis B

aromaticos.

As ampliagdes do espectro de RMN de hidrogénio da mistura de
flavononols sdo apresentadas no ANEXO 4. Na TABELA 17 estdo demonstrados os
valores de deslocamento quimico de carbono, obtidos através dos mapas de contorno de
HSQC e HMBC (ANEXO 5) e hidrogénio para a mistura de flavononols em comparagdo
com dados da literatura (AGRAWAL et al., 1981; KIEHLMANN ¢ EDMOND, 1995;
NONAKA et al., 1987; PICCINELLI et al., 2004).



00 O'T 0'¢c 0'€ o't 0’9 Ndd
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 1 | 1
~NO o~ o en ~ <+ o
<M o o LN o n ~NM
o N o oo o n oo
—— S o o N oo

™ D~ Mmoo~ ~
— D wo DN F < 0 ©
< —_— aeeoe *x
A_U — — NN o

‘(9p-eu03dde ‘ZHA 00%) (9) eunoge)ddranboapiyip-s1o 3 (v) eurojixeyrds ap eanjsiu ‘I1 03sodwrod op orudoapiy 3p NIAY 2p 0393dsyq 0y VINOIA

9L



77

TABELA 17. Deslocamentos de RMN de hidrogénio e de *C da mistura de epitaxifolina +
cis-dihidroquercetagetina (composto II).

H/C o @ dnlit © dc M) dclit@
d(ppm), J (Hz) o(ppm), J (Hz) o (ppm) o (ppm)
2 4,95 (s) 5,42 (d, 2.8) 81,3 82,2
3 413(d,3,4)/432(d,3,4) 427 (dd,2,8;5,7) 65,7/67,2 72,5
4 - -- -- 196,1
5 - - 171,0 165,4
6 5,96 (d, 2,2) 5,96 (d, 2,1) 97,6 95,7
7 - - - 167,4
8 6,06 (d, 2,4)/ 6,13 (s) 6,00 (d, 2,1) 96,0 96,7
9 - - - -
10 - - - -
r - - 130,7/132.,4 128,4
2> 7,27(d, 2,0)/7,18 (d, 2,2) 7,10 (d, 1,9) 115,8/115,3 115,4
3 - - 145,0 1454
4 . - - 145,8
5  6,82(d, 4,9)/6,84 (d, 5,0 6,81 (d, 8,2) 115,1 115,6
Hz)
6 7,03 (dd, 5,7; 2,2 )/7,06 6,90 (dd, 8,2; 1,9) 119,8 119,9
(dd, 5,6;2,2)

s- simpleto, d- dupleto, dd- duplo dupleto (a) acetona-ds (400 MHz); (b) acetona-ds (400
MH?z); (¢) Me2CO-ds (400 MHz); (d) Me2CO-ds (400 MHz) (KIEHLMANN ¢ EDMOND,
1995).

* valores obtidos através das proje¢des de *C do HSQC ¢ HMBC

O composto II (mistura de flavonoides) apresentou ICso°P” = 24,0 pg/mL
¢ inibi¢ao acima de 90% frente a PfPKII (200 pg/mL), conforme descrito no topico 5.4.,

sendo importante o isolamento e realiza¢do dos ensaios destes compostos isolados.
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5.7.3. Composto III - Triterpenoide

O composto III foi isolado como um so6lido branco na subfragao A9.11
(3,6 mg), proveniente do fracionamento de A9, uma das subfragdes ativas de DmCcA
(item 4.2.3.1.1.; pagina 35). Através dos experimentos de RMN de 'H, foram observados
sinais caracteristicos de triterpenoides na regido de hidrogénios alifaticos e vinilicos.
Essas informagdes, em conjunto com as analises de correlacdo heteronuclear (HSQC,
HBMC) e dados da literatura (AHN e OH, 2012; PRACHAYASITTIKUL et al., 2010),
permitiram a identificagdo do composto IIl como sendo a lupenona (FIGURA 41), ja

identificada anteriormente em D. miscolobium (SALATINO et al., 2020).

FIGURA 41. Estrutura da lupenona (composto III).

29

Pela analise do espectro de RMN de hidrogénio do composto III
(FIGURA 42) foram observados sinais em campo alto, caracteristicos dos grupos
metilicos de esteroides, em 6 0,98 (s, 3H) e 6 1,02 (s, 3H), referentes aos hidrogénios H-
24 e H-23. Além disso, os sinais em 6 1,89 (m, 2H) e & 2,20 (m, 1H), foram atribuidos
aos hidrogénios H-21 e H-19. Também foram observados sinais na regido de hidrogénios
vinilicos: em 6 4,68 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-29a) e 06 4,55 (m, 1H, H-29b). As ampliacdes
do espectro de RMN de hidrogénio sdo apresentadas no ANEXO 6.
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No espectro de HSQC do composto III (ANEXO 7) foram observadas as
correlagdes entre os carbonos em 6 48,7 (C-19), 6 29,7 (C-21) e os multipletos em 6 2,20
(H-19) e 8 1,89 (H-21), respectivamente. O sinal em o 16,4 (C-25) correlacionou com o
hidrogénio 6 0,84 (H-25). Além disso, o carbono & 14,9 (C-27) apresentou correlagdo

heteronuclear com o simpleto em 6 1,00 (H-27).

Também foram observadas as correlagdes heteronucleares entre os
carbonos em 6 16,0 (C-28), 5 19,0 (C-30) e os hidrogénios ¢ 0,74 (H-28) e 6 1,68 (H-30),
respectivamente. Os sinais dos hidrogénios vinilicos foram confirmados através das
correlagdes entre o dupleto em 6 4,68 (H-29a) e multipleto 6 4,55 (H-29b), com o carbono
em d 109,6 (C-29) (FIGURA 43).

FIGURA 43. Correlacdes HSQC da lupenona (composto I1I).
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No espectro de HMBC do composto III (ANEXO 7), foram observadas
as correlagdes heteronucleares dos carbonos em 6 39,5 (C-22), 6 48, 7 (C-19) com os
hidrogénios em o 0,74 (H-28) e o 1,68 (H-30), respectivamente. O sinal em o 1,68 (H-
30) também correlacionou com os carbonos & 109,6 (C-29) e 6 151,6 (C-20). Além disso,
a carbonila presente na estrutura da lupenona foi comprovada através do carbono em 6
216,8 (C-3), que apresentou correlacdo com os simpletos em ¢ 0,98 (H-24) e 6 1,02 (H-
23) (FIGURA 44). Na TABELA 18 sdo demonstrados os sinais de RMN de hidrogénio

¢ de '3C da lupenona.



FIGURA 44. Correlacoes HMBC da lupenona.
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TABELA 18. Dados de RMN de hidrogénio e de "C da lupenona (composto III).
H/C on @ dulit © dc M= dclit®

o(ppm) J (Hz) 6(ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm)

1 - -- 39,5 39,6
P - -- 35,1 34,1
3 - -- 216,8 2182
4 -- -- -- 47,3
5 - -- 55,5 54,9
6 - -- -- 19,2
7 - -- 34,7 33,5
8 -- -- -- 40,7
9 - -- -- 49,7
10 -- -- 35,0 36,8
11 -- -- -- 21,4
12 -- - - 25,1
13 - -- 38,1 38,1
14 -- -- 42,2 42,8
15 -- -- 28,5 27,4

16 -- - 34,7 35,5
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Continuacao TABELA 18.

17 - - -- 42,9
18 - - - 48,2
19 2,20 (m) 2,24-2,52 (m) 48,7 47,9
20 - - 151,6 150,8
21 1,89 (m) 1,84-1,97 (m) 29,7 29,6
22 - - 39,5 39,4
23 1,02 (s) 1,04 (s) - 26,6
24 0,98 (s) 1,00 (s) - 21,0
25 0,84 (s) 0,90 (s) 16,4 15,9
26 1,27 (s) 1,22 (s) - 15,7
27 1,00 (s) 0,93 (s) 14,9 14,9
28 0,74 (s) 0,77 (s) 16,0 17,9
29 4,68 (d, 2,36); 4,55 (s) 109,6 109,3
4,55 (m) 4,66 (s)
30 1,68 (s) 1,66 (s) 19,0 19,6

s- simpleto, d- dupleto, m- multipleto (a) acetona-ds (400 MHz); (b) acetona-ds (400 MHz); (c)
cloroformio-d; (500 MHz); (d) cloroférmio-d; (500 MHz) (PRACHAY ASITTIKUL et al., 2010).

* valores obtidos através das projegdes de carbono do HSQC ¢ HMBC
5.7.4. Composto IV - Triterpenoide

Um s6lido branco foi isolado na subfragdao B2.8 (9,5 mg), proveniente de
B2 que também foi obtida da fragcdo ativa DmCcA, conforme descrito no método de
fracionamento (item 4.2.3.2.1. da pagina 37). Através dos experimentos de RMN de
hidrogénio verificou-se sinais caracteristicos de triterpenoides na regido de hidrogénios
alifaticos. Eem comparagdo com dados da literatura identificou-se o composto I'V como
lupeol (FIGURA 45) (BUAKAEW et al., 2021; LAGHARI et al., 2011; SHWE et al.,
2019). Os experimentos de correlagdo heteronuclear (HSQC, HMBC) também foram
realizados para confirmagdo da estrutura proposta. O lupeol ja foi isolado anteriormente

de D. miscolobium (SILVA et al., 2021).
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FIGURA 45. Estrutura do lupeol (composto IV).
29

Pela analise do espectro de RMN de hidrogénio do composto IV
(FIGURA 46) observaram-se os sinais na regido de hidrogénios vinilicos: os dois
dupletos observados em o 4,61 (1H, d, J = 1,6 Hz) ¢ 6 4,49 (1H, d, J = 1,0 Hz) sdo
referentes aos hidrogénios H-29a e H-29b. O duplo dupleto em 6 3,14 (1H, dd, J=5,2 Hz
e 11,1 Hz) € referente ao H-3. Os sinais de multipletos em 6 2,34 (1H, m) ¢ 6 1,90 (1H,
m) referem-se aos hidrogénios H-19 e H-21, respectivamente (BUAKAEW et al., 2021;
LAGHARI et al., 2011; SHWE et al., 2019). As ampliacdes do espectro de RMN de
hidrogénio do lupeol podem ser observadas no ANEXO 8.
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No espectro de HSQC do composto IV (ANEXO 9) observou-se a
correlacdo entre os dois hidrogénios em & 0,83 (H-1a) e 1,60 (H-1b) com o sinal de
carbono em 6 37,5 (C-1); os hidrogénios 6 1,54 (H-2a) e 1,64 (H-2b) com o carbono 6
26,3 (C-2). O duplo dupleto em 6 3,14 (H-3) apresentou correlagdo com o seu carbono
respectivo em 6 78,0 ppm (C-3). O hidrogénio em & 0,61 (H-5) correlacionou com o
carbono 9 54,3 (C-5). Também foram observadas as correlagdes entre os hidrogénios em
d 1,44 (H-6) com o carbono em ¢ 18,0 ppm (C-6), ¢ o deslocamento quimico de ¢ 1,41
(H-7) correlacionando com o carbono em 6 34,6 ppm (C-7), o sinal em & 1,23 (H-9)

apresentou correlagdo com o carbono em ¢ 49,5 ppm (C-9).

Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos C-11, C-12 (6 20,0
ppm, & 25,0 ppm, respectivamente) também foram confirmados pelas correlacdes
heteronucleares observadas com seus hidrogénios respectivos em & 1,16 (H-11a), 1,40

(H-11b), § 1,02 (H-12a), 1,53 (H-12b).

Os hidrogénios centrados em 6 1,0 (H-15a), 1,55 (H-15b) apresentaram
correlagdes com o carbono 6 26,0 (C-15); os sinais 6 1,30 (H-16a) e 1,41 (H-16b) com o
carbono em 6 35,0 ppm (C-16). Os multipletos em 6 2,34 (H-19) e em 6 1,90 (H-21)

correlacionaram com seus respectivos carbonos 6 47,0 ppm (C-19) e 6 29,0 ppm (C-21).

Os sinais de hidrogénios em & 1,16 (H-22a) e 1,34 (H-22b)
correlacionaram-se com o carbono ¢ 39,0 ppm (C-22); o hidrogénio 6 0,91 (H-23) com o
carbono centrado em & 27,0 ppm (C-23). O simpleto em & 0,76 (H-24) apresentou
correlagdes com o carbono o 15,0 (C-24); o sinal 6 0,84 (H-25) com o carbono 6 17,6
ppm (C-25). Também observou-se as correlagdes entre o simpleto 6 0,96 (H-27) e
carbono em 6 15,3 (C-27); do sinal em & 0,79 (H-28) e carbono § 18,6 (C-28), além dos
dois dupletos 6 4,61 (H-29a), 4,49 (H-29b) com o carbono em 6 108,4 ppm (C-29). Os
valores de carbono obtidos pelas correlagdes observadas no experimento de HSQC
descritas confirmam a estrutura do esqueleto lupano do lupeol e podem ser observadas

resumidamente na FIGURA 47.
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FIGURA 47. Correlacoes HSQC do lupeol (composto IV).

No espectro de HMBC (ANEXO 9) foi possivel observar a correlagao
entre os hidrogénios 6 1,54 (H-2a); 3,14 (H-3); 0,61 (H-5); 1,23 (H-9) e o carbono em &
37,5 (C-1). O hidrogénio 6 0,91 (H-23) correlacionou-se com o carbono & 26,3 (C-2).

Os hidrogénios 6 1,54 (H-2a); 1,64 (H-2b); 0,91 (H-23), correlacionaram
com o carbono em 6 78,0 ppm (C-3). Os hidrogénios em o 0,91 (H-23); 0,76 (H-24)
apresentaram correlacdo com o carbono em 6 38,7 (C-4); o sinal em o 1,60 (H-1b)

correlacionou com o carbono & 54,3 (C-5).

Os hidrogénios em ¢ 0,61 (H-5), 6 1,16 (H-11a) apresentaram correlagao
com os carbonos em o 18,0 (C-6) e 6 49,5 ppm (C-9), respectivamente. Os deslocamentos
quimicos em o 1,54 (H-2a); 1,44 (H-6); 0,61 (H-5); 1,23 (H-9) correlacionaram com o
carbono 9 37,2 ppm (C-10).

Os sinais 6 1,23 (H-9), 6 0,96 (H-27) correlacionaram com os carbonos em
6 20,0 (C-11), 6 38,0 ppm (C-13), respectivamente. Os deslocamentos quimicos 6 1,30
(H-16a); 1,41 (H-16b) correlacionaram com o carbono 6 26,0 ppm (C-15).

Os hidrogénios & 1,30 (H-16a) e 1,41 (H-16b) apresentaram correlagao
com o carbono o6 47,4 ppm (C-17); em d 4,61 (H-29a); 4,49 (H-29b) com o carbono 6
47,0 ppm (C-19). Também foi observado os hidrogénios 6 2,34 (H-19); 1,16 (H-22a)

correlacionando com o carbono em 8 29,0 (C-21).

O deslocamento em & 1,90 (H-21) apresentou correlagdo com o carbono o
39 ppm (C-22); o duplo dupleto & 3,14 (H-3) com o carbono em & 27,0 ppm (C-23). Os
hidrogénios 6 3,14 (H-3); 0,61 (H-5); 0,91 (H-23) correlacionaram com o carbono o 15,0
ppm (C-24). Também foi observada a correlagdo entre o hidrogénio 6 2,34 (H-19) e

carbono 108.,4 (C-29). As correlagdes de HMBC confirmam a estrutura do esqueleto



87

lupano do lupeol e podem ser observadas resumidamente na FIGURA 48. Na TABELA

19 sio demonstrados os sinais de RMN de hidrogénio e de '*C do lupeol.

FIGURA 48. Correlacoes HMBC do lupeol (composto IV).

TABELA 19. Dados de RMN de hidrogénio e de "*C do lupeol (composto IV).

H/C on @ dulit © 3¢ dclit@
o(ppm) J (Hz) o(ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm)
0,83, 1,60 (0) 0,94, 1,65 (0) 37,5 39,0
1,54, 1,64 (0) 1,53, 1,68 (0) 26,3 27,6
3,14 (dd, 5,2; 11,1) 3,19 (dd, 5,0; 10,7) 78,0 79,2
. - 38,7 38,9
0,61 (0) 0,67 (0) 54,3 55,4
1,44 (0) 1,36, 1,53 (0) 18,0 18,2
1,41 (0) 1,39 (0) 34,6 34,4
- - - 41,0
1,23 (0) 1,25 (0) 49,5 50,6
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

1,16, 1,40 (o)

1,02, 1,53 (0)

1,0, 1,55 (o)

1,30, 1,41 (0)

2,0 (m)

1,90 (m)
1,16, 1,34 (o)
0.91 (o)
0,76 (s)

0,84 (0)

0,96 (s)

0,79 (o)

4,61 (d, 1,6 Hz), 4,49 (d,

1 Hz)

1,61 (o)

1,20, 1,40 (o)
1,08, 1,62 (0)

1,65 (o)

1,05, 1,60 (o)

1,36, 1,45 (0)

1,37, 1,38 (0)

2,38 (m)

1,91 (m)
1,17, 1,38 (o)
0,94 (s)
0,76 (s)
0,83 (s)
1,03 (s)
0,96 (s)

0,79 (s)

4,69 (d, 2,5 Hz), 4,56 (dq,
2,8 ¢ 1,4 Hz)

1,68 (s)

37,2
20,0
25,0

38,0

26,0
35,0

474

47,0
150,0
29,0
39,0
27,0
15,0

17,6

15,3
18,6

108,4

37,3
21,1
25,3
38,2
43
27,6
35,7
48,1
485
48,1
151,1
30,0
40,2
28,1
15,5
16,3
16,1
14,7
18,5

109,5

19,5

o-overlap, s- simpleto, d- dupleto, m- multipleto, dd- duplo dupleto, dg- duplo quartupleto (a) cloroférmio-d; (400
MHz); (b) cloroformio-d; (400 MHz); (c) cloroférmio-d; (400 MHz); (d) cloroférmio-d; (100 MHz) (BUAKAEW et

al., 2021).

* valores obtidos através das projegdes de carbono do HSQC e HMBC
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho foi realizada a investigacdo bioldgica e quimica das
cascas do caule da planta D. miscolobium. Essa espécie ainda ndo havia sido investigada
frente a cultura in vitro de P. falciparum e aos alvos enzimaticos Pfeno e¢ PfPKII, sendo
pela primeira vez investigada quanto sua atividade antiplasmodial. O extrato etandlico da

referida planta apresentou ICs0*”’= 9,0 pg/mL e citotoxicidade CCso"P%? = 53 pg/mL.

Através do estudo fitoquimico da espécie D. miscolobium, foram
produzidas subfragdes ativas, sendo isolados quatro compostos: I (epicatequina), II
(epitaxifolina e cis-dihidroquercetagetina, ICso*”’ = 24,0 ug/mL), III (lupenona, ICs¢>"’
= 26,6 uM) e IV (lupeol, ICs50*®7 = 33,3 uM). Além disso, as subfracdes A19, A20
(composto 11, epitaxifolina e cis-dihidroquercetagetina) e A21 apresentaram inibi¢des
acima de 90% frente a P/PKII (200 pg/mL), contribuindo para a descoberta de compostos
inibidores da enzima PfPKII.

A desreplicacdo do extrato etandlico de D. miscolobium por
espectrometria de massas de alta resolugdo revelou a presenga de compostos das classes
flavonoides (1E-6E), terpenoides (7E) e derivados fenolicos (8E), e a analise por
espectrometria de massas da fracdo hexanica (DmCcH, 1Cso°P” = 1,7 ug/mL), permitiu a
identificacdo de trés compostos da classe dos ésteres (1H, 2H, 3H). A investigacdo
quimica e estudo fitoquimico de D. miscolobium trouxeram contribuicdes
quimiossistematicas a espécie, com pouco conhecimento quimico referente as cascas do

caule.
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ANEXO 1 - Fluxograma geral para isolamento dos compostos I, IL, IIl e IV

DmCcA
153 ¢
Condicdo 1 ¢ =5,7cm; h=26,5cm
m= 4.76 Sephadex
2708 | 1socritica: 100% MeOH
Al - A8 A9 | A10 - Al14 Al5 Al6 Al17 - A19 A20 A21
274,2 mg 102,5 mg
_________ 1 [P S —
$=2,5cm; h=22 cm ! 1 ! ]
Silica gel (70-230 mesh) : Composto I , : Composto I :
Isocratica: Hex/AcOEt (9:1 v/v) : 43,8 mg : 1 1,07 g -:
I ¢$=2,5 cm; h=20,5 cm
A9.1-A9.10 A9.11 A9.12 - A9.26 C18 (200-400 mesh) Condicéo 2
Isocratica: Hex/AcOEt (4:1 v/v) m=10,54 g
| 1
| I
| COmSol | ¢=5,7 cm; h=18,50 cm
1 36mg Al15.1 - A15.14 Celulose;

Eluigio isocratica:
Hex/AcOEt (1:1 v/v)

B1 B2 B3-B6
2,68 ¢g
¢=3,7cm; h=17 cm
Silica gel (70-230 Mesh)
Isocratica: Hex/AcOEt (4:1 v/v)
B2.1 - B2.7 | B2.8 | B2.9 - B2.18 | B2.19 B2.20 -B2.21 B2.22 B2.23 - B2.30 B2.31 B2.32 - B2.34
179,3 199,9 237,7
___________ mg mg mg

Composto IV
9,5 mg

¢=1,4 cm; h=17 cm
C18 (200-400 mesh)
Isocratica: Hex/AcOEt (4:1 v/v)

¢=3 cm; h=62,5 cm
Sephadex

B2.19.1 - B2.19.10

B2.22.1 - B2.22.15

Isocratica: 100% MeOH

Sephadex

B2.31.1 - B2.31.14

$=3 cm; h=62,5 cm

Isocratica: 100% MeOH
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ANEXO 2 - Espectros de massas obtidos por EM/EM de alta resolucgio

ESPECTRO 1E (40 ¢V, modo negativo)

Intens. 1 0.5-DMCCE_neg_40eV_P1-A-3_01_3295.d: -MS2(575.1279), 40.0eV, 6.6-6.7min #777-789
E 285.0398
1500
1000 125.0251
] 423.0707 533.0979
500 165.0196 245.0823 327.0527
3 4711103 gp4 9185
04 : ¢
100 200 300 400 500 600 mz
Intens. 0.5-DMCCE_neg_40eV_P1-A3_01_3295.d:-MS2(575.1279), 40.0eV, 6.6-6.7min £777-789
E 285.0398
1500
10003
539.0979
423.0707
5001  245.0823 327.0527 449.0879
366.0735 387.0492 4711103489 1177 514.1185 .
0 T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 mz

ESPECTRO 2E (35 eV, modo negativo)

ntens ] 0.5-DNICCE_neg_35eV_PL-A3_01_3294.d: M52(862.1780), 35.0eV, 5.3-5.4min #618-630
200 411.0717
] 289.0717
2000 451.1016
] 573.1039 7111378 863.1837
1000 L
125.0245
04 L 1 r [ n AL Ly l " J r . .
200 400 600 800 1000 1200 mz

ESPECTRO 3E (40 eV, modo negativo)

Intens‘i 0.5-DMCCE_neg_40eV_P1-A3_01_3295.d:-M52(283.0640), 40.0eV, 9.1.9.3min #1067-1082
X10%] 211.0400
0] 239.0345
135.0088 268.0372
051 1840526
91.0186

‘ h ‘ H ‘ 251.0349 ‘

0.0 , , , . — i Ll ' L i y A . ) | |

T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 miz
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ESPECTRO 4E (40 eV, modo negativo)

Intens. 0.5-DMICCE_neg_40eV_P1-A-3_01_3295.d:-MS2(315.0872), 40.0eV, 9.5-9.8min #1115-1144
E 135.0088
2000
15003
10004 91.0186 149.0243
] 1760123 2270353 285.0397
500 109.0305121.0306 1 7239.0339  257.0459
] | | 199.0397 213.0526 | : . 298.0124
04 | .|| 1 1l 1 m Ll A uliy EN || i L |
T T N T T T T T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 mz
Intens. § 0.5-DMCCE_neg_40eV_P1-A-3_01_3295.d: MS2(315.0872), 40.0eV, 9.5-9.8min #1115-1144
] 298.0124
150
100
50 297.0020 300.0576
] l ‘ I 301.0287 305.3241 3245403
0 T I L N T I L T I T |‘ T L T
295 300 305 310 315 320 325miz

ESPECTRO 5E (40 eV, modo negativo)

Intens‘i ] 0.5-DMCCE_neg_40eV_P1-A-3_01_3295.d:-M52(267.0703), 40.0eV, 11.7-11 9min #1371-1393
x10% 223.0401
3]
] 195.0453
2 132.0219 251.0347
17
1 91.0188 153.0194 ‘
0] [ L P R (- . R
T T T T T T
100 150 200 250 300 350 miz

ESPECTRO 6E (40 eV, Modo negativo)

Intens. 0.5-DMCCE_neg_40eV_P1-A-3_01_3295.d: -MS2(299.0556), 40.0eV, 7.1-7.3min #837-852
] 255.0294
1500 4 211.0397
] 240.0415
1000: 148.0161 183.0453
] 199.0395
500 172.0516 283.0232
] [ 267.0313 |
0 ] J | . |. || (3
T T T T T T T T T T
150 200 250 300 350 400 mz

ESPECTRO 7E (25 eV, Modo negativo)

Intens.
%104

081
061
04-
02-
004

192.1155

221.1545

236.1050

0.5-DMCCE_neg_25eV_P1-A3_01_3292.d: -MS2(293.1784), 2506V, 13.7-15.2min #1608-1787

180

T
200

T
220

T T T T T
240 260 280 300 320 mz



ESPECTRO 8E (40 eV, Modo negativo)

104

Intens. |

4000

2000

93.0341

80.0265
!

I

108.0215

121.0296

136.0161

1520105 167~10347
1.l

0.5-DMCCE_neg_25eV_P1-A3_01_3292.d:-M52(195.0664), 25.0eV, 8.0-8.0min #934-943

195.0664
¢

L

75

T
100

T
150

T
175

T T T T
200 225 250 275 mz

Intens.

300
200

100

180.0414

183.0104

|

0.5-DMCcE_neg_25eV_P1-A3_01 3292.d: -MSZ(leé(%GggthS.OeV, 8.0-8.0min #934-943

194.0809 196.0694
190.2137 ‘ 197.0716
L | L

T
1775

T
180.0

T
1825

T
185.0

T
1875

T T T T
190.0 192.5 195.0 197.5 mz
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ANEXO 3 - Espectros de massas obtidos pelo experimento CG-EM

100+ =
101
50- m
55
73 157
241
115 143 213
¥ 1A |‘l| ‘|| il b 1 [ | |.| /- |\ g 327341 339
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Espectro de massas obtido experimentalmente para o composto 1H.
1001 s
0
\/\/\/\/v\/\/W/ N
0
101
50
43
29 55
61 £ 157
oLt ) L ) 139 | 7 185109 213 g7 || 25 g |
| TR PR Yl fiole ik LR E SRR 6 R UL S L \""

20 40 60 8|0 100 120 140 160 180 200 22{] 240 260 280 300

Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para o composto 1H.
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00l 67 81
95
55
50- :
109
135
150 6 207 263
L 20, 53| 281 308
5 Il | 24 T L 405
60 9 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390
Espectro de massas obtido experimentalmente para o composto 2H.
1001 4
81 /\/\/
41 55 0 \\
95
7 45
/\0
123135 150164 475 263 308
0_ |ll||| 1%1 Ll l?%o 2:?7 |||

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para o composto 2H.
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100/
69
83 g7
!I88 .
50
281
: 0 3w a5 am
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
Espectro de massas obtido experimentalmente para o composto 3H.
100+ 5
///KxHq//ﬁ\\\,//H\\,/’ﬁ“\wgfﬁ O//A\\\
69 88
50+
83
101
110 a
teg 137 155166 180 &2 310
; 194 235246 281292 |

A0 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para o composto 3H.
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ANEXO 4 — Amplicac¢des do espectro de RMN de hidrogénio da mistura de
flavononols (composto 11, epitaxifolina e cis-dihidroquercetagetina) entre 4,0-7,5

ppm

N

1€8°0
L8L°T
9€0°T
[444a1

T T T T T T T T T T T T T T

PPM 4.90 4.80 4.70 4.60 4.50 4.40 4.30 4.20

Espectro de RMN 'H da mistura de flavononols — Ampliagdo entre 4,0-5,5 ppm

SpinWorks 4: A20 (20221109)

-
nd

8€6°0
€46°0
L50°€
€180

vSS'C
SS0'T
€660

PPM 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0

Espectro de RMN 'H da mistura de flavononols — Ampliacdo entre 5,5-7,5 ppm
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ANEXO 5 — Mapas de contorno de HSQC e HMBC da mistura de flavononols
(composto II, epitaxifolina e cis-dihidroquercetagetina)
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Mapa de contorno de HSQC da mistura de flavononols
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Mapa de contorno de HMBC da mistura de flavononols
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ANEXO 6 — Amplia¢ées espectro de RMN '"H da lupenona (composto III)

L /,

I tn IS IS [ r IS
o fa ) o P i w
® & 15 g g 88 & & 3
I ' I T I ! [ ' I ' I T I ' I ' I ' I
PRIV 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4

Espectro de RMN 'H da lupenona - Ampliacdo entre 0,6-2,2 ppm

44 D

T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T
FFM 4.60 4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50 3.40 3.30 3.20

AFC°T
- e

Espectro de RMN 'H da lupenona - Ampliagdo entre 3,0-5,0 ppm
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ANEXO 7 — Mapas de contorno HSQC e HMBC da lupenona (composto III).

10
20
e = ; 30

. e a0

- W — 50

" " &0
_—?D
& a0
a0
100
R —110
120
130

FFM

PRM (F2) 44 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 16 1.2 0.8 04 0.0

Mapa de contorno de HSQC da lupenona - Ampliagdo entre 0 e 5,0 ppm
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S N D A R e I A L L
PPM (F2) 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0,4 0.2 oo -0,z

Mapa de contorno de HSQC da lupenona - Ampliagdo entre 0 e 3,0 ppm
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Mapa de contorno HMBC da lupenona
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ANEXO 8 — Ampliac¢oes espectro de RMN de hidrogénio do lupeol (composto IV)

TH Multiplé Presatiratior]

1 7.296pPM
fregs: 7.296ppm. 1. .. Lo e mlee m e pereee o olole cooo o |o|e o
o bifininthin 7 Raaaai | Wl b N Db b b obbboh lo o bk beek 2 |9|a 2
o ahubugb s BaasRl | R R R N |Bn 53 382888 B 8zl 2332 5 N3 3
QEETREAR S BUEESS | B8 3 R |22 ¥ 8 3ITBZEGE [ B SE EReR 2 (B9 S

T°L9'sS
§96'S
€18'C
[
206’y
819’
ST6't
€86’

P WYY Y

690°9
20S°€
- 687°€

PPM 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4

1H Multiple Presaturation }
freqsg 7.296ppm

[RTN NN o
A @b o il (i i e
:3 LERE BT ARSI RSB S
N ) B U0V O W U OR- (b o

Sl HHHHH-HH

f

BN

o = = = o w oww ;U ; BAN UL
o N o g @ 4 Sl o oo i o0 wan in
8 o 2 3 8 o VB I WS 822 & &
o o ~N ~N ~ B OoN TN W N N o Wy w

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

PPM 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0

Espectro de RMN 'H de hidrogénio do lupeol - Ampliacéo entre 0-5,0 ppm
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ANEXO 9 - Mapas de contorno HSQC e HMBC do lupeol (composto 1V)

10
o ep o “D-W’ -
- R~ qp% __30
v ‘?.,.. w |
' - ll" _—50
el
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L s
L
-
[ | PPM (F1)

I e e
PREM (F2) 4.2 4,0 3.8 3.6 3.4 3,2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6

Mapa de contorno HSQC do lupeol - Amplia¢do entre 0 e 5,0 ppm
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PPM (F2) 2,20 2,102,000 1,20 1,801,70 1,60 1,50 1,401,230 1,20 1,10 1,00 0,90 0,20 0,70 0.0

Mapa de contorno HSQC do lupeol - Ampliagdo entre 0 e 5,0 ppm
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Mapa de contorno HMBC do lupeol - Ampliagao entre 0 e 5,0 ppm
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Mapa de contorno HMBC do lupeol - Ampliagdo entre 0,5 e 2,0 ppm



