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RESUMO 

Em Oriximiná, no Pará, um município com alto índice de malária, grupos tradicionais como 

povos remanescentes de quilombos puderam experimentar e conhecer plantas úteis contra a 

doença e seus sintomas. A Machaerium ferox é nativa da Amazônia e utilizada por comunidades 

tradicionais como fitoterápico no tratamento de doenças. O presente trabalho teve como 

objetivo estudar a composição química e avaliar a atividade antiplasmódica in vitro dos extratos 

de M. ferox frente a cepa K1 (resistente a cloroquina) de Plasmodium falciparum. Foram 

avaliados oito extratos obtidos do caule de M. ferox. O extrato que obteve melhor resultado, 

considerando rendimento e atividade antiplasmódica foi o extrato de acetona. O extrato de 

acetona apresentou concentração inibitória mínima (CI50) de 21,3 μg/mL (14,1 – 32,4 μg/mL), 

sendo considerado parcialmente ativo. O extrato de acetona foi submetido à extração líquido-

líquido e fracionamento utilizando coluna cromatográfica (CC). Da fração de acetato F.AcOEt 

foram obtidas 200 subfrações reunidas em 8 frações conforme seus perfis cromatográficos 

visualizados em CCD. A primeira fração reunida (37,1 mg) apresentou um bom nível de pureza 

e foi levada à análise de RMN (1D e 2D). Da análise da substância concluiu-se que se tratava 

do flavonóide epicatequina. Da fração clorofórmica foram obtidas 152 subfrações reunidas em 

5 frações. A sefunda fração reunida (4,7 mg) apresentou um bom nível de pureza e foi levada à 

análise de RMN (1D e 2D). Conforme análise, concluiu-se que a substância se trata de um 

triterpeno pentacíclico, porém não foi possível identificar a substância comparando-a com 

dados da literatura. Este é o primeiro relato da presença de epicatequina na espécie M. ferox. 

 

Palavras-chave: Epicatequina, Plasmodium falciparum, Machaerium ferox, malária, 

triterpeno. 
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ABSTRACT 

In Oriximiná, Pará, a municipality with a high rate of malaria, traditional groups such as 

remnant peoples from quilombos were able to experience and learn about useful plants against 

the disease and its symptoms. Machaerium ferox is native from Amazon and used by traditional 

communities as an herbal medicine to treat diseases. The present work aimed to study the 

chemical composition and evaluate the in vitro antiplasmodic activity of the extracts of the M. 

ferox species against the K1 (chloroquine resistant) strain of Plasmodium falciparum. Eight 

extracts obtained from the stem of the M. ferox species were evaluated. The extract that obtained 

the best result, considering yield and antiplasmodic activity was the acetone extract. Acetone 

extract had a minimum inhibitory concentration (IC50) of 21.3 μg/mL (14.1 – 32.4 μg/mL), 

being considered partially active. The acetone extract was subjected to liquid-liquid extraction 

and fractionation using column chromatography (CC). From the F.ACoET fraction, 200 

subfractions were obtained, divided into 8 fractions according to their chromatographic profiles 

visualized on CCD. The first fraction gathered (37.1 mg) showed a good purity level and was 

submitted to NMR analysis (1D and 2D). The analysis of the substance led to the conclusion 

that it was the flavonoid epicatechin. From the F.CHCl3 fraction, 152 subfractions were 

obtained, divided into 5 fractions. The second fraction gathered (4.7 mg) showed a good level 

of purity and was submitted to NMR analysis (1D and 2D). According to the analysis, it was 

concluded that the substance is a pentacyclic triterpene, but it was not possible to identify the 

substance by comparing it with literature data. This is the first report of the presence of 

epicatechin in the species M. ferox. 

 

Keywords: Epicatechin, Plasmodium falciparum, Machaerium ferox, malaria, triterpene. 
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1 INTRODUÇÃO 

A malária é uma doença causada por parasitas do gênero Plasmodium e é transmitida 

pela fêmea do mosquito do gênero Anopheles durante o repasto sanguíneo. Existem cinco 

espécies de Plasmodium que são de maior relevância epidemiológica para a malária humana, 

dos quais P. falciparum e P. vivax são os mais prevalecentes, sendo P. falciparum o mais 

perigoso (OMS, 2015). 

Apesar de evitável e tratável, a malária tem grande impacto na saúde e subsistência das 

pessoas. Em 2020 a doença acometeu pessoas em mais de 85 países. Nesse mesmo ano estimou-

se 241 milhões de casos e 627 mil mortes ao redor do mundo, 14 milhões de casos a mais que 

o ano de 2019. Os países afetados pela malária são principalmente de regiões tropicais e 

subtropicais (OMS, 2020). 

No Brasil, a transmissão concentra-se na região amazônica (Figura 1). Em 2019, foram 

notificados 157.454 casos de malária em todo o país, uma redução de 19% em relação a 2018. 

No primeiro semestre de 2020 foram registrados 60.713 casos de malária (BRASIL, 2020). 

A redução se deve, principalmente, à integração das ações de saúde realizadas pelo Governo 

Federal em parceria com os Estados, Municípios e a população contra a doença. 

Figura 1 - Mapa de municípios prioritários para malária no Brasil 
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Fonte: Brasil (2020) 

Em muitos países, o progresso da erradicação da doença é ameaçado pelo rápido 

desenvolvimento e resistência do mosquito aos inseticidas, além da resistência dos parasitos a 

medicamentos antimaláricos (OMS, 2016). Novos medicamentos com estruturas e mecanismos 

de ação únicos são urgentemente necessários para tratar cepas de malária resistentes. 

Historicamente, substâncias de origem natural representam uma fonte importante para 

a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos para diversas doenças. Alguns dos 

medicamentos utilizados nos tratamentos de primeira linha contra malária tiveram como origem 

plantas medicinais, como o medicamento artemisinina (1), isolado das folhas de Artemisia 

annua, planta medicinal nativa da Ásia, e a quinina (2), obtida a partir de cascas de 

cinchona spp., nativas da América do Sul (FAURANT, 2011).  

Figura 2 - Antimaláricos isolados de plantas 

 

Artememisinia (1) e quinina (2). 

As plantas medicinais exercem um papel importante na prevenção e no tratamento de 

diversas doenças. Além de serem utilizadas por povos tradicionais, podem ser estudadas como 

ricas fontes de substâncias com potencial para desenvolvimento de novas drogas (SHAKYA, 

2016). 

Ao longo dos séculos, os povos da região amazônica buscaram recursos florestais para 

o tratamento de doenças, incluindo a malária, resultando em conhecimentos terapêuticos 

experimentados tradicionalmente e que têm se provado eficientes em diversos estudos. Em 

Oriximiná, no Pará, um município com alto índice de malária, grupos tradicionais como povos 

remanescentes de quilombos puderam experimentar e conhecer plantas úteis contra a doença e 

seus sintomas. A maioria das espécies utilizadas é nativa, mostrando a conexão entre as 

comunidades tradicionais e a biodiversidade local (OLIVEIRA et al., 2015). Muitas plantas 

citadas por esta e outras comunidades tradicionais e indígenas vêm sendo estudadas na procura 

de moléculas que apresentam atividade contra Plasmodium, no entanto, ainda existem diversas 

espécies potencialmente eficazes a serem exploradas. 

(1) (2) 
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 A Machaerium ferox é nativa da Amazônia e utilizada por comunidades 

tradicionais como fitoterápico no tratamento de doenças (OLIVEIRA et al., 2015). Esse 

trabalho tem como intuito a investigação da atividade contra o parasito da malária, Plasmodium 

falciparum, dessa planta amazônica, bem como a descoberta de novas substâncias 

antimaláricas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Malária 

A malária é uma doença infecciosa cujo agente etiológico é um protozoário do gênero 

Plasmodium. As principais espécies associadas à malária humana são: Plasmodium falciparum, 

P. vivax P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. Outras espécies antes associadas apenas à malária 

em símios, atualmente já apresentam casos de infecções em humanos, entre elas, P. 

brasilianum, P. cynomolgi e P. simium, das quais P. brasilianum e P. simium já possuem relatos 

de infecções na Amazônia brasileira e venezuelana, respectivamente (JONGWUTIWES et al., 

2004; SINGH & DANESHVAR, 2013; LALREMRUATA et al., 2015; BRASIL et al, 2017).  

A malária manifesta-se como uma doença febril aguda. Em um indivíduo não-imune, 

os sintomas usualmente aparecem entre 10 a 15 dias após a picada do mosquito infectado. Na 

fase inicial da malária, os sintomas são semelhantes à maioria das síndromes febris agudas, 

como náuseas, tonturas, cansaço, febre contínua e sudorese, o que pode confundir 

profissionais de saúde e retardar o diagnóstico correto. Tal retardo, comum em áreas onde a 

doença não é endêmica, pode resultar em complicações como anemia grave, edema pulmonar, 

insuficiência renal aguda, malária cerebral e óbito (COSTA et al., 2010). 

A transmissão natural da malária ocorre por meio da picada do mosquito fêmea 

infectado do gênero Anopheles, sendo mais importante na Amazônia (brasileira) a espécie 

Anopheles darlingi, cujos criadouros preferenciais são coleções de água limpa, quente, 

sombreada e de baixo fluxo (BRASIL, 2010). A transmissão também depende das condições 

climáticas, que podem afetar o número e a sobrevivência dos mosquitos, tais como, padrões de 

precipitação, temperatura e umidade. Em diversos locais, a transmissão é sazonal, com pico 

durante e depois da estação de chuvas (OPAS, 2019). 

2.1.1 Ciclo de vida do Plasmodium 

Nos hospedeiros humanos, a infecção malárica inicia-se durante o repasto sanguíneo 

infectante do inseto vetor, no qual acontece a inoculação de 15 a 200 esporozoítos infectantes 

sob a pele do hospedeiro, permanecendo ali por 15 minutos antes de alcançarem a corrente 

sanguínea (Figura 3). Os esporozoítos migram por diferentes células até a infecção dos 

hepatócitos, onde irão desenvolver-se por aproximadamente uma semana para P. falciparum e 

P. vivax e cerca de duas semanas para P. malariae (NEVES et al., 2010). 
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Após a invasão do hepatócito, na fase hepática, os esporozoítos se diferenciam em 

trofozoítos pré-eritrocíticos que se multiplicam por reprodução assexuada do tipo esquizogonia, 

dando origem a esquizontes teciduais e posteriormente a milhares de merozoítos que invadirão 

os eritrócitos. Essa primeira fase do ciclo é também denominada exo-eritrocítica ou pré-

eritrocítica, pois precede o ciclo sanguíneo do parasito (NEVES et al., 2010). 

Fonte: Fundacion Io (2020). 

Nas infecções causadas por P. vivax e P. ovale, o mosquito vetor inocula esporozoítos 

que podem ficar em estado de latência no hepatócito, denominados hipnozoítos, sendo estes os 

responsáveis pelas recaídas tardias da doença. As recaídas ocorrem quando há esquizogonia 

tardia desses parasitos dormentes no interior do hepatócito (NEVES et al., 2010). 

A invasão dos eritrócitos pelos merozoítos tissulares inicia o ciclo eritrocítico. O 

desenvolvimento intra-eritrocítico se dá por esquizogonia, onde haverá formação de merozoítos 

que invadirão novos eritrócitos. Após algumas gerações de merozoítos, ocorre a diferenciação 

em estágios sexuados, os gametócitos, que seguirão seu desenvolvimento no mosquito vetor, 

dando origem ao esporozoíto (Figura 3) (NEVES et al., 2010). 

O ciclo sexuado inicia-se quando a fêmea do anofelino ingere as formas sanguíneas do 

parasito, dos quais apenas os gametócitos serão capazes de evoluir no inseto. No intestino do 

Figura 3 - Ciclo de vida do Plasmodium 
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mosquito, os gametócitos serão transformados em gametas. O gametócito feminino transforma-

se em macrogameta e o gametócito masculino dá origem a oito microgametas. A fecundação 

do macrogameta por um microgameta forma um ovo ou zigoto, que após 24 horas passa a 

movimentar-se, sendo denominado oocineto. No intestino médio, o oocineto se encista na 

camada epitelial, passando a ser chamado de oocisto. Após o processo de divisão esporogônica 

e crescimento do oocisto, ocorre a ruptura de sua parede, liberando os esporozoítos formados 

durante a esporogonia. Através da hemolinfa, estes migram até as glândulas salivares, onde 

serão injetados no hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva, durante o repasto sanguíneo 

infectante (NEVES et al., 2010). 

2.2 Resistência a antimaláricos 

O monitoramento da eficácia de drogas antimaláricas é um componente chave para o 

controle da malária. O surgimento da resistência de parasitos do gênero Plasmodium a 

medicamentos antimaláricos tem sido uma preocupação na luta contra a doença. A resistência 

ao antimalárico resulta em uma eliminação atrasada ou incompleta dos parasitas no sangue do 

paciente que está sendo tratado com o medicamento, aumentando os riscos de mortalidade da 

doença e a transmissão de parasitas resistentes para outros mosquitos (OMS, 2021).  

O problema da resistência aos antimaláricos é agravado pela ocorrência da resistência 

cruzada, cuja resistência a uma droga resulta na perda de eficácia de outros medicamentos que 

pertencem à mesma família química ou que têm mecanismos de ação semelhantes, como os 

antifolatos pirimetamina e proguanil (FRANÇA et al., 2008). 

O primeiro caso de resistência à cloroquina foi registrado na Tailândia em 1957, no qual 

o parasito P. falciparum apresentou resistência ao medicamento cloroquina, amplamente 

utilizado para o tratamento de malária na época. Desde então, a resistência de P. falciparum a 

antimaláricos comumente usados como a cloroquina (3), mefloquina (4) e sulfadoxina-

pirimetamina (5-6) (Figura 5) se propagou entre os continentes, resultando na inutilização 

destas drogas para o tratamento da malária causada por este parasita. Também já foram 

relatados casos de resistência de P. vivax à cloroquina e à mefloquina (ANTONY & PAJIRA, 

2016).  

A propagação da resistência a tratamentos monoterápicos contra malária fez com que a 

OMS recomendasse apenas tratamentos combinados. A mais utilizada atualmente é a TCA – 

terapia combinada à base de artemisinina. Apesar de ter sido, por vários anos, uma solução 
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eficaz contra a propagação da resistência dos parasitas, atualmente alguns países já relataram 

resistência a esse tratamento (OMS, 2016) (Figura 4).  

A resistência do Plasmodium aos medicamentos antimaláricos tem sido um dos maiores 

desafios para a erradicação da malária. A resistência à artemisinina já foi relatada em países do 

sudeste asiático, na região do grande Mekong, representando um risco iminente para o 

tratamento (OMS, 2016). 

Fonte: OMS (2016) 

2.3 Antimaláricos usados no tratamento de malária 

A escolha dos medicamentos a serem utilizados contra malária depende da espécie do 

plasmódio, idade do paciente, gravidade da doença e gestação (CAMARGO, 2003). De acordo 

com a OPAS (2019), a melhor opção terapêutica disponível, especialmente para malária 

causada por P. falciparum, é o tratamento combinado com derivados de artemisinina (TCA). 

Artesunato (7) e arteméter (8) são alguns dos derivados de artemisinina indicados para o TCA. 

Este método de tratamento é recomendado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) por ser 

uma alternativa ao problema de aumento da resistência dos parasitas a diversas drogas 

antimaláricas. 

No Brasil, existe o Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM) do Ministério 

da Saúde, que através do SUS (Sistema Único de Saúde), orienta a terapêutica e disponibiliza 

os medicamentos necessários para que haja um tratamento adequado da doença. O tratamento 

visa atingir o parasito em pontos chave do seu ciclo evolutivo, como a interrupção da 

esquizogonia sanguínea, responsável pela patogenia e manifestações clínicas da infecção, a 

Figura 4 - Países que apresentaram resistência de Plasmodium spp. à TCA 
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destruição de hipnozoítos das espécies P. vivax e P. ovale, para evitar recaídas da doença, e a 

interrupção da transmissão do parasito utilizando drogas que impedem a formação de 

gametócitos (BRASIL, 2010).  

Entre as drogas recomendadas pelo PNCM para o tratamento, a cloroquina e a 

primaquina são utilizadas combinadamente para casos de infecções por P. vivax e P. ovale, 

onde a cloroquina (3) age contra as formas eritrocitárias assexuadas e gametócitos, controlando 

os sintomas clínicos e a parasitemia, e a primaquina (9) atua como hipnozoiticida.  

Para infecções por P. falciparum ou infecções cruzadas, é utilizada a TCA. Várias 

combinações de drogas são sugeridas, como a ingestão simultânea de arteméter (8) e 

lumefantrina (10), ou artesunato (7) e mefloquina (4), geralmente combinadas com uma dose 

única de primaquina, pois esta combinação bloqueia a transmissão para os vetores, 

interrompendo o ciclo da doença (BRASIL, 2020). 

Figura 5 - Drogas utilizadas no tratamento de malária humana 

 

Cloroquina (3), mefloquina (4), sulfadoxina (5), pirimetamina (6), Artesunato (7), arteméter (8), primaquina (9), 

lumefantrina (10). 

(3) (4) (5) 

(6) (8) (7) 

(9) (10) 
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2.4 Uso de plantas medicinais no tratamento de doenças 

Desde os tempos antigos pessoas buscam medicamentos na natureza para o tratamento 

de suas doenças. Até onde se tem conhecimento, a maioria das civilizações e culturas antigas 

registraram de alguma maneira o uso de plantas medicinais (SAAD et al., 2016). A evidência 

mais antiga por escrito do uso de plantas na preparação de medicamentos foi encontrada em 

Nagpur na Índia, com aproximadamente 5 mil anos de idade, compreendia receitas para 

preparação de medicamentos referentes a mais de 250 plantas diferentes (PETROVSKA, 2012). 

Outros relatos escritos foram encontrados na China e no Egito e datam de milhares de anos 

antes da civilização cristã. 

As plantas medicinais são aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e têm 

tradição de uso como remédio em uma população ou comunidade. Normalmente são utilizadas 

como chás ou infusões (ANVISA, 2020). As plantas medicinais dão origem aos fitoterápicos, 

e também podem ser utilizadas para obter substâncias com atividades biológicas de interesse 

comercial. 

Atualmente, as plantas ainda são consideradas fontes importantes para a descoberta de 

novas moléculas bioativas. O metabolismo secundário das plantas representa um reservatório 

único de diversidade química, que pode servir como fonte de novos fármacos, seja diretamente 

ou após otimizações químicas (FEHER & SCHMIDT, 2003). 

2.4.1 Plantas: Origem dos antimaláricos atuais 

Por centenas de anos duas plantas medicinais, quina (Cinchona spp.) e qinghao 

(Artemisia annua), foram importantes no tratamento da malária, antes mesmo da compreensão 

do ciclo de vida do parasita. A quina é uma árvore da família das rubiáceas, nativa da América 

Central e América do Sul. Diversas partes da planta, como as cascas, a raiz e as folhas eram 

utilizadas por povos nativos dessas regiões para preparar infusões destinadas a curar diversos 

males, em especial estados febris.  

O registro mais antigo de uso da quina data do ano de 1638 no Peru. Neste ano, a 

condessa de Chinchón, esposa do vice-rei do Peru, foi acometida com uma forte febre que foi 

tratada e curada com uma poção feita por índios denominada “quina-quina”. Hoje sabe-se que 

a febre da condessa era decorrente de infecção por malária. Após o relato da cura, um pó feito 

com raízes da planta começou a ser comercializado e exportado para diversos países como 

medicamento. Em 1820, a partir das cascas de quina (Cinchona spp.), foi isolada, pelos 
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químicos franceses Joseph Pelletier e Joseph Caventou, a primeira droga antimalárica, a 

quinina (2). 

Por vários anos, a quinina (2) foi amplamente utilizada contra malária, assim como seus 

análogos sintéticos, como a cloroquina (3) e a mefloquina (4). Tais drogas ainda são utilizadas 

atualmente contra algumas cepas, porém o surgimento da resistência de Plasmodium 

falciparum a essas substâncias tornou necessária a descoberta de drogas com novos mecanismos 

de ação. 

A artemisinina (1), droga que se tornaria alternativa aos tratamentos quinolínicos, foi 

isolada na China em 1971 a partir de folhas de Artemisia annua L., uma planta ancestralmente 

utilizada no tratamento contra malária no país. Hoje em dia, a artemisinina e em especial os 

seus derivados, são antimaláricos importantes no tratamento da doença devido ao TCA 

(MESHNICK & DOBSON, 2001). 

2.5 Família Fabaceae 

A família Fabaceae possui cerca de 650 gêneros e aproximadamente 18 mil espécies, 

representando uma das maiores famílias de Angiospermas. No Brasil, ocorrem cerca de 200 

gêneros e 1.500 espécies desta família que geralmente é caracterizada pela presença de frutos 

em forma de vagem, englobando desde espécies arbóreas até herbáceas anuais, como soja e 

feijão (CARVALHO & GAIAD, 2019). 

Espécies da família Fabaceae são utilizadas como plantas medicinais no tratamento de 

diversas doenças. Rahman e Parvin (2014) realizaram um levantamento de 32 espécies dessa 

família utilizadas por moradores de uma cidade indiana para o tratamento de doenças como 

asma, diarreia, doenças renais, febre, malária, paralisia e tosse. Outro estudo demonstrou a 

atividade antibacteriana e antioxidante dos extratos de plantas da família Fabaceae (CHANDA; 

DUDHATRA; KANERIA, 2010).  

Algumas espécies da família Fabaceae, como copaíba (Copaifera reticulata Ducke) e 

mamangá (Senna occidentalis (L.) Link), já demonstraram atividade antiplasmódica in vitro 

contra P. falciparum em estudos prévios (SILVA et al., 2011; SOUZA et al., 2017). Extratos e 

substâncias de Prosopis juliflora, conhecida como algaroba, manifestaram atividade 

antimalárica in vivo contra Plasmodium berghei (BATISTA et al., 2018). 
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2.6 Gênero Machaerium 

O gênero Machaerium Pers. (sinônimo: Drepanocarpus G. Mey.) engloba mais de 100 

espécies encontradas em países da América do Sul, na China, Índia e México. Pertencente à 

família Fabaceae, suas espécies são encontradas em diferentes ambientes vegetacionais, e são 

utilizadas para fins medicinais e também na recomposição de áreas degradadas (ELSOHLY et 

al., 1999; FILARDI et al., 2021; POLIDO & SARTORI, 2007) 

As plantas do gênero Machaerium estão sendo pesquisadas quanto a sua utilização por 

moradores de comunidades tradicionais no tratamento de doenças e como quimiopreventivo 

(RIBEIRO et al., 2015). Há relatos de sua utilização no tratamento de afta, cólicas menstruais, 

diarreia e malária (AMEN et al., 2015). Estudos já demonstraram a atividade antimalárica de 

extratos e substâncias de M. ferox, M. floribunda e M. multiflorum (MUHAMMAD et al., 2001; 

KVIST et al, 2006; OLIVEIRA et al., 2015). Algumas das atividades citadas serão tratadas em 

seções posteriores. 

Além de suas propriedades medicinais, algumas espécies deste gênero são utilizadas em 

diferentes formas na agricultura, para auxiliar na proteção de plantas por alelopatia durante seu 

desenvolvimento, além da utilização de seus extratos como larvicidas em plantações. Sua 

madeira também é utilizada, servindo como substituta da madeira de jacarandá que é obtida de 

Dalbergia nigra (XIMENEZ et al., 2017; BEZERRA et al., 2019). 

2.7 Machaerium ferox (Benth.) Ducke (Fabaceae) 

A M. ferox é uma trepadeira nativa da região Amazônica com caule em ramos armados 

e folhas em formato de estípulas espinescentes (Figura 6). Tem flores em formato de cálice 

campanulado com pétalas rosas ou lilases. Seus frutos são do tipo núrcula (FLORA DO 

BRASIL, 2019). É conhecida por aturiá ou juquiri-preto, e em Oliveira et al. (2015) é citada 

pelo nome de saratudo. É encontrada principalmente nas regiões norte e nordeste do país, em 

florestas de igapó e florestas de várzea (FLORA DO BRASIL, 2019).  
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Figura 6 - Machaerium ferox 

 

Apesar de ter propriedades medicinais ainda pouco pesquisadas, alguns estudos já 

relataram o uso em tratamentos contra icterícia, doenças pulmonares e malária (OLIVEIRA et 

al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). A planta também é utilizada por moradores de comunidades 

ribeirinhas de Santarém – Pará no tratamento de picada de cobras como Bothrops jararaca 

(MOURA et al., 2015). 

2.8 Atividade biológica e composição química de Machaerium spp. 

Em um estudo sobre plantas medicinais utilizadas por remanescentes de quilombos de 

Oriximiná no Pará, o extrato etanólico do caule de M. ferox apresentou atividade 

antimicobacteriana em Mycobacterium tuberculosis (OLIVEIRA et al., 2011). Em outros 

trabalhos utilizando conhecimento tradicional, Oliveira et al. (2015) e Kvist et al. (2006) 

testaram extratos de diversas plantas contra malária, onde os extratos etanólicos de M. ferox e 

M. floribunda mostraram-se parcialmente ativas contra P. falciparum in vitro, com CI50 de 20 

μg/mL e 87 μg/mL, respectivamente. Ribeiro et al. (2015) demonstraram o potencial 

quimiopreventivo de extratos hidroalcoólicos de jacarandá-bico-de-pato (M. hirtum). 

Trabalhos anteriores revelaram a presença de isoflavonóides (11, 12), quinonas (13) e 

triterpenoides (14) em Machaerium incorruptible, M. scleroxyton e M. vestitum (ALVES et al., 

1966; KUROSAWA et al., 1978; CONDE-SALAZAR et al., 1980). Em um estudo bioguiado 

utilizando o extrato etanólico do caule de M. aristulatum foram isoladas duas isoflavonas (15) 

que demonstraram boa atividade contra o protozoário Giardia (ELSOHLY et al., 1999). 
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Figura 7 - Constituintes químicos de espécies de Machaerium 

 

Nomes das substâncias: Medicarpina (11a), vesticarpano (11b), mucrunulatol (12a), vestitol (12b), R-3,4-

dimetoxidalbergiona (13a), R-4-metoxidalbergiona (13b), acetato de β-amirina (14a), eritrodiol-3-acetato (14b), 

formononetina (15a) e calicosina (15b). Fontes: Alves et al. (1966); Kurosawa et al. (1978); Conde-Salazar et al. 

(1980); Elsohly et al. (1999). 

Com o intuito de identificar os constituintes químicos majoritários de M. hirtum e 

avaliar suas frações, Ignoato et al. (2013) realizaram uma investigação farmacológica utilizando 

folhas e galhos da espécie. Cinco substâncias foram isoladas e identificadas como as flavonas 

swertisina (16a) e isovitexina (16b), o alcaloide 4-hidroxi-N-metilprolina (17) e os triterpenos 

friedelina (18) e lupeol (19). As frações hexânicas obtidas das folhas e dos galhos demonstraram 

a maior atividade anti-inflamatória em ratos dentre as avaliadas. 

Figura 8 - Substâncias isoladas de M. hirtum em trabalhos anteriores 

Nomes das substâncias: Swertisina (16a), isovitexina (16b), 4-hidroxi-N-metilprolina (17), friedelina (18) e 

lupeol (19). Fonte: Ignoato et al. (2013). 

(11a) R = H 
(11b) R = OH  

(12a) R1 = H, R2 = OCH3, R3 = OH 
(12b) R1 = H, R2 = OH, R3 = H 

(13a) R = OCH3 
(13b) R = H  

(14a) R = CH3 
(14b) R = CH2OH 

(15a) R1 = OCH3, R2 = H 
(15b) R1 = OCH3, R2 = OH 

 

(17) (16a) R = CH
3
 

(16b) R = H 

(18) (19) 
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Um estudo químico e biológico realizado por Muhammad et al. (2003) resultou no 

isolamento de cinco substâncias a partir de M. multiflorum, dois novos trans-

hexaidrodibenzopiranos (HHDBP’s): machaeriol C (20a) e machaeriol D (21a) e três novos 

5,6-seco-HHDBP’s: machaeridiol A (22a), machaeridiol B (22b) e machaeridiol C (23). Os 

mesmos pesquisadores haviam isolado e testado previamente dois trans-

hexaidrodibenzopiranos, nomeados machaeriol A (20b) e machaeriol B (21b) (MUHAMMAD 

et al., 2001). Dentre estes, machaeriol B (21b) e machaeridiol B (22b) demonstraram atividade 

antimalárica contra cepa W2 de Plasmodium falciparum, com CI50 de 120 ng/mL e 220 ng/mL, 

respectivamente. 

Figura 9 - Substâncias isoladas de M. multiflorum em trabalhos anteriores 

Nomes das substâncias: Machaeriol C (20a), machaeriol A (20b), machaeriol D (21a), machaeriol B (21b), 

machaeridiol A (22a), machaeridiol B (22b) e machaeridiol C (23). Fonte: Muhammad et al. (2001); Muhammad 

et al. (2003);   

(20a) R = OH 
(20b) R = H 

(21a) R = OH 

(21b) R = H 

(22a) R = H 

(22b) R = OH 

 
 

(23) 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

• Descobrir novo agente antimalárico a partir de Machaerium ferox  

3.2 Específicos 

• Obter extratos ativos a partir de M. ferox. 

• Avaliar a atividade antiplasmódica in vitro dos extratos contra Plasmodium falciparum. 

• Isolar substâncias a partir das frações ativas 

• Caracterizar e identificar as substâncias isoladas por ressonância magnética nuclear 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Este estudo foi desenvolvido nas dependências do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia (INPA). A espécie estudada faz parte de um grupo de etnoespécies utilizadas por 

comunidades remanescentes de quilombos do município de Oriximiná – PA, reconhecidas 

como detentoras do conhecimento tradicional associado (CTA) identificável sobre o uso de 

plantas medicinais no tratamento de malária (OLIVEIRA et al., 2015), das quais o 

LAPAAM/INPA possui anuência para este estudo assinada pelos representantes da Associação 

de Comunidades Remanescentes de Quilombos do Município de Oriximiná (ARQMO). A 

espécie utilizada nesse trabalho foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen: A6270E8). Foi realizado o 

tombamento da exsicata no Herbário do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia – INPA 

com o número de registro 289801. 

4.1 Equipamentos e aparelhos analíticos 

Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a realização das análises e 

condução dos experimentos laboratoriais desse trabalho: 

• Balança analítica: marca Master, modelo AY220, com limite máximo de 220 g e 

mínimo de 0,001 g; 

• Balança semi-analítica: marca Master, modelo ARC120, com limite de peso de 3100 g 

e mínimo de 0,01 g; 

• Banho de ultrassom: marca Unique, modelo USC-1800A; 

• Espectrômetro de RMN: marca Bruker Ultrashield de 300 MHz; 

• Lâmpada de UV: marca UVP, modelo CC-10 (ondas longas, 365 nm, e curtas, 254 nm); 

• Moinho de facas: marca Marconi, modelo MA340; 

• Rotaevaporador: marca Fisatom, modelo 804. 

4.2 Coleta e processamento do material vegetal 

A coleta dos caules de M. ferox foi realizada no dia 22 de maio de 2019, na Reserva 

Florestal Adolfo Ducke, localizada no quilômetro 28 da rodovia AM 010, município de Manaus 

– AM. No Laboratório de Princípios Ativos da Amazônia (LAPAAM) as amostras foram 

cortadas e secas em estufa de circulação de ar a uma temperatura de 30°C, com sua massa sendo 

monitorada diariamente por meio de pesagem, até obtenção de peso constante. 
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Após a secagem, o material foi triturado em moinho de facas. A amostra triturada foi 

armazenada em sacos de papel e potes de plástico a fim de evitar proliferação de fungos.  

4.3 Preparação dos extratos em pequena escala  

Os extratos de M. ferox foram preparados com base em métodos utilizados em estudos 

anteriores com esta espécie. Muhammad et al. (2003) e Oliveira et al. (2015) relataram 

atividades de extratos de M. ferox obtidos por extração a frio, percolação e maceração, 

respectivamente, com solventes de baixa a alta polaridade. Baseado nestes relatos, optou-se 

pela extração por maceração. Também foram realizadas extrações por decocção e infusão, 

considerando que estes são os métodos comumente utilizados nas comunidades tradicionais. 

A extração por maceração foi primeiramente realizada em pequena escala. Foram 

preparados extratos com 6 solventes diferentes, utilizando um período de extração de 10 dias, 

nos quais foi realizada agitação em banho de ultrassom por 1 hora a cada 24 horas. Foi utilizado 

1 g de material vegetal para 25 mL de solvente, sendo estes: hexano, clorofórmio, acetato de 

etila, acetona e etanol. Também foi utilizada uma mistura hidroalcoólica na proporção de 1:1 

de etanol e água. Os extratos obtidos foram colocados para secar em banho de areia e 

posteriormente pesados para calcular o rendimento das extrações.  

4.3.1 Infusão de M. ferox 

Para a extração por infusão, foram utilizados 1 g de amostra e 25 mL de água. Aqueceu-

se a água até temperatura de ebulição, em seguida, o aquecimento foi cessado e a amostra de 

material vegetal foi adicionada à água. A mistura descansou por 1 h com o recipiente tampado, 

e após isso foi filtrada e colocada para secar em banho de areia. 

4.3.2 Decocção de M. ferox 

Para a decocção, 1 g de amostra foi adicionado a 25 mL de água aquecida até 

temperatura de ebulição. A mistura seguiu aquecendo em fervura por 1 h. Pequenas quantidades 

de água foram adicionadas durante o processo para manter o volume de 25 mL. Após o tempo 

de 1 h, a mistura foi filtrada e o filtrado foi colocado para secar em banho de areia. 

Após a evaporação completa, as amostras foram pesadas para cálculo do teor de 

extrativos a partir da equação abaixo, e os resultados estão apresentados na tabela 1 (seção 5.2). 

𝑇𝑒𝑜𝑟 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 =
(𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑜) ∗ 100

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑣𝑒𝑔𝑒𝑡𝑎𝑙 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜
                                                 (1) 
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Os extratos obtidos foram submetidos a testes biológicos in vitro para determinar a 

atividade antiplasmódica contra P. falciparum (seção 4.8). O extrato que obteve melhor 

resultado, considerando rendimento (Tabela 1) e atividade antiplasmódica (Tabela 2), foi 

selecionado para a extração em maior escala, posterior fracionamento e identificação de 

substâncias isoladas. O extrato de acetona foi o selecionado para dar continuidade aos 

procedimentos. 

4.4 Preparação do extrato em maior escala 

A extração em maior escala foi realizada a partir do método de maceração, utilizando 

500 g de material vegetal seco de M. ferox e acetona como solvente. Foram realizadas extrações 

sucessivas em frasco tipo mariote, havendo retirada do extrato e reposição de solvente a cada 

24 horas por 7 dias. Este extrato foi codificado como EAC1. 

Todas as soluções obtidas foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo, e 

posteriormente colocadas para secar em banho de areia até ser verificada a estabilização da 

massa. Após secagem em banho de areia, foi verificado o rendimento final do extrato EAC1. 

4.5 Isolamento de substâncias de M. ferox 

4.5.1 Extração líquido-líquido do extrato EAC1 

Para a extração líquido-líquido, o extrato EAC1 foi dissolvido em uma mistura de 

metanol e água (3:7) e agitado em ultrassom por 25 minutos. Após dissolução completa, foram 

realizadas as extrações em funil de separação com os seguintes solventes: hexano, clorofórmio 

e acetato de etila, conforme o fluxograma 1. Cada extração foi repetida por três vezes com cada 

solvente. 

Após a extração líquido-líquido, as frações foram colocadas para secar em banho de 

areia para posteriormente serem pesadas. A partir das frações obtidas foram realizadas CCDs 

para visualizar os perfis cromatográficos das frações geradas e dar prosseguimento ao 

fracionamento para o isolamento de substâncias. 
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Fluxograma 1 - Extração liquido-liquido do extrato EAC1 

 

4.5.2 Cromatografia em coluna (CC) 

As colunas cromatográficas foram realizadas utilizando sílica gel (0,063 - 0,200 mm), 

Merck. Foram utilizadas colunas de vidro, nas quais o tamanho e diâmetro variaram de acordo 

com a necessidade de cada procedimento de separação. 

4.5.3 Cromatografia em camada delgada (CCD) analítica  

Foram utilizadas cromatoplacas de fase normal marca Merck 20×20 cm, recortando-se 

as placas até uma altura de 5 cm. Para as análises de extratos, frações e reunião de subfrações 

cromatográficas, as placas de CCD foram visualizadas em câmara de luz UV nos comprimentos 

de onda 254 e 365 nm e reveladas com solução de p-anisaldeído em aquecimento a 100ºC. 

4.5.4 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

Os espectros de ressonância magnética de hidrogênio e carbono (1D) foram obtidos em 

um espectrômetro da marca Bruker modelo Fourier 300 (7,05 T), operando na frequência de 

300 MHz (RMN ¹H) e 75 MHz (RMN ¹³C), utilizando solvente deuterado, além do padrão de 

referência TMS (tetrametilsilano/Sigma-Aldrich) no solvente utilizado. Também foram 

registrados espectros de RMN bidimensionais (2D) de COSY, HSQC, HMBC, NOESY e JRES 

na CA-LTQPN do INPA. Os deslocamentos químicos foram registrados em ppm (δ). 

Extrato EAC1 

 

• Extração com CHCl3 (3x) 

• Extração com hexano (3x) 

• Extração com AcOEt (3x) 

F. hex F. hidroalcoólica I 

F. hidroalcoólica II F. CHCl3 

F. AcOEt F. hidroalcoólica III 

3,8 g 

 

0,159 g 

0,347 g 

1,56 g 1,35 g 
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4.6 Isolamento da substância A 

O fracionamento foi realizado com uma alíquota de 1,5 g da fração F.AcOEt (obtida do 

extrato EAC1 conforme descrito na seção 4.5.1) por meio de cromatografia em coluna aberta 

de 2 cm de diâmetro e 15 cm de altura de sílica gel (0,063-0,200 mm, Merck) empacotada com 

CHCl3. A coluna foi eluída com 100 mL de CHCl3 100%, seguida de 100 mL de uma mistura 

binária de CHCl3 e acetona (9:1) com aumento de polaridade de 10% (90:10 a 0:100), 

totalizando 1,1 L de eluentes. Foram obtidas 200 subfrações, as quais foram reunidas em 8 

frações, conforme seus perfis cromatográficos visualizados em CCD. A fração AS1A (37,1 mg) 

apresentou um bom nível de pureza, observado por CCD (codificada como substância A) e foi 

levada a análise de RMN (1D e 2D). 

Fluxograma 2 - Isolamento da substância A 

 

4.7 Isolamento da substância B 

O segundo fracionamento foi realizado utilizando uma alíquota de 347 mg da fração 

F.CHCl3. Foi realizado cromatografia em coluna aberta de sílica gel (diâmetro × altura = 2 × 15 

cm; 0,063-0,200 mm, Merck) empacotada com CHCl3. A coluna foi eluída com 100 mL de 

CHCl3 100% seguida de uma mistura binária de CHCl3:Hex (7:3) com aumento de polaridade 

(70:30 a 100:0), e seguindo com o aumento de polaridade utilizando CHCl3:acetona (90:10 à 

0:100), totalizando 1,1 L de eluente utilizado. Foram obtidas 152 subfrações, as quais foram 

reunidas em 17 e depois 5 frações, conforme seus perfis cromatográficos. A fração AS2B (4,7 

mg) apresentou um bom nível de pureza, observado por CCD (codificada como substância B) 

• CHCl3:acetona 

• CCD (Comparativa, reunião de subfrações) 

200 
subfrações 

AS1A 

37,1 mg 
Substância A 

AS1B 

13,2 mg 

AS1C 

14,2 mg 

AS1D 

136 mg 

AS1E 

45,1 mg 

AS1F 

296 mg 

AS1G 

180 mg 

AS1H 

11,8 mg 

F. AcOEt 

1,5 g 
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e foi levada a análise de RMN (1D e 2D). Na fração AS2E (200 mg) foram reunidas as 

subfrações que não apresentaram potencial para isolamento de substâncias. 

Fluxograma 3 - Isolamento da substância B 

 

4.8 Testes biológicos 

4.8.1 Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum 

O cultivo in vitro de P. falciparum e os bioensaios foram realizados no Laboratório de 

Cultivo de Plasmodium falciparum do Laboratório de Malária e Dengue /INPA com o auxílio 

da Mestre Laís Garcia Jordão. O método utilizado é uma adaptação da técnica de Trager e 

Jensen (1976) feita pela Gerência de Malária da FMT-HVD (ANDRADE-NETO et al., 2007), 

o qual baseia-se no desenvolvimento in vitro dos estágios eritrocitários de P. falciparum. 

A cultura foi realizada utilizando a cepa K1 de P. falciparum, resistente à cloroquina e 

pirimetamina. A cepa foi cultivada em eritrócitos humanos do tipo A+ na temperatura de 37°C, 

em frascos de poliestireno de 50 mL hermeticamente fechados, a uma atmosfera de baixa tensão 

de oxigênio (5% de CO2, 5% de O2 e N2 balanceado (White Martins)). 

Foram adicionados aos frascos cerca de 500 μL de eritrócitos parasitados e 4,5 mL de 

meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com NaHCO3 (32 mM), HEPES (25 mM), 

hipoxiaxantina (37 mM), glutamina (2 mM), glicose (10 mM), 0,4 mL de gentamicina e 10% 

de plasma humano inativado tipo A+. A troca do meio de cultura e a adição de mistura 

carbogênica foram realizadas diariamente, assim como a adição de eritrócitos sempre que a 

concentração de parasitas se encontrava elevada (>5%). 

AS2A 

2,8 mg 

AS2B         
4,7 mg  

Substância B 

AS2C 

1,0 mg 

AS2D 

11,8 mg 

AS2E 

200 mg 

152 
subfrações 

• CHCl
3
:hex (70:30 a 100:0) 

• CHCl
3
:acetona (90:10 a 0:100) 

F. CHCl
3
 

347 mg 

• CCD 
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O crescimento dos parasitas foi acompanhado durante a troca de meio de cultura, por 

meio de esfregaços sanguíneos corados em panótico® e observados em microscópio óptico. A 

parasitemia foi calculada e expressa em percentagem a partir da contagem de 2000 eritrócitos. 

4.8.2 Microteste de suscetibilidade in vitro 

O microteste de suscetibilidade foi realizado de acordo com a metodologia descrita por 

Rieckmann et al. (1978), com adaptações de Andrade-Neto et al. (2007). As amostras foram 

testadas nas concentrações de 50 e 5 μg/mL na etapa de triagem. Entre essas, as que 

apresentaram percentual de inibição igual ou acima de 80% foram consideradas relevantes e 

avaliadas em sete concentrações, entre 100 a 1,56 μg/mL (concentrações finais/concentrações 

nos poços), para determinação da concentração capaz de reduzir o crescimento do parasita em 

50% (CI50). 

As amostras foram preparadas utilizando DMSO em soluções estoque de concentração 

10 mg/mL e diluídas em meio de cultura RPMI 1640 para as concentrações a serem testadas. 

As amostras foram testadas em triplicata na triagem e duplicata para o cálculo de CI50, em 

microplaca de 96 poços. Em cada poço foi adicionada uma suspenção de hemácias com 

parasitemia inicial de 1% sincronizadas em estágio de anel por meio de adição de sorbitol, 

juntamente com a amostra a ser testada em um volume final de 200 μL, incubadas por 48 h a 

37°C. Para o controle do crescimento, os poços foram preparados e incubados sem amostras, 

contendo apenas a suspenção de hemácias e o DMSO na mesma quantidade da maior 

concentração das amostras (1% de DMSO no poço). 

Após a incubação, foram preparados esfregaços sanguíneos para cada poço, corados em 

panótico®. Estes foram observados em microscópio para a aferição da parasitemia, a partir da 

contagem de cerca de 2000 eritrócitos para cada esfregaço. A parasitemia expressa em 

percentagem foi calculada pela Equação 2: 

𝑃𝑎𝑟𝑎𝑠𝑖𝑡𝑒𝑚𝑖𝑎 (%) =
𝑁° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑎𝑠𝑖𝑡𝑎𝑠 ∗ 100

𝑁° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑚á𝑐𝑖𝑎𝑠
                                                                     (2) 

4.8.3 Análise estatística de dados 

A concentração inibitória de 50% de crescimento (CI50) foi calculada com o auxílio do 

software GraphPad Prism 5.0, onde o efeito antiparasitário das amostras foi medido em relação 

ao controle livre de drogas, em um intervalo de confiança de 95% (IC 95). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Coleta e processamento do material vegetal 

A massa inicial da amostra de caule de M. ferox foi de 1,2 kg. Após cinco dias de 

secagem em estufa, sua massa final foi de 697,2 g. 

5.2 Extração em pequena escala 

5.2.1 Rendimento das extrações 

Os rendimentos dos extratos secos (mg) e teores de extrativos (rendimento percentual) 

das extrações estão apresentados na tabela 1. Como pode ser visualizado na tabela, o rendimento 

dos extratos obtidos por maceração cresceu conforme o aumento da polaridade dos solventes, 

onde a solução hidroalcoólica 1:1 apresentou o maior rendimento, seguida pelas extrações por 

etanol e acetona. Nota-se também, que mesmo utilizando um solvente de alta polaridade, as 

extrações realizadas pelos métodos tradicionais de infusão e decocção com H2O obtiveram 

rendimento mediano se comparados com a maceração à temperatura ambiente. 

Tabela 1 - Rendimentos dos extratos secos de M. ferox e seus respectivos teores extrativos. 

Solvente 
Rendimento de extrato seco  

(mg) 

Teor de extrativos 

 (%) 

Hexano 6,0 0,60 

CHCl3 6,4 0,64 

Acetato de etila 20,5 2,05 

Acetona 61,2 6,12 

Etanol 68,4 6,84 

Etanol:H2O 86,9 8,69 

H2O (Infusão) 28,3 2,83 

H2O (Decocção) 33,6 3,36 

 

5.3 Atividade antimalárica in vitro – triagem  

Os extratos de M. ferox foram submetidos a uma triagem baseada na sua inibição in 

vitro da cepa K1 de Plasmodium falciparum resistente à cloroquina em duas concentrações (50 

e 5,0 μg/mL). Os percentuais de inibição dos extratos estão apresentados na tabela 2. 

Inicialmente, as amostras que apresentaram inibição da parasitemia na maior concentração igual 

ou superior a 80% foram consideradas relevantes. Os valores de referência para os cálculos 
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foram as parasitemias do controle contendo apenas DMSO e a suspenção de hemácias 

parasitadas. 

Tabela 2 - Inibição in vitro de extratos de M. ferox frente à estirpe K1 de P. falciparum 

Extrato/solvente 

da extração 

 Inibição (%) 

 Concentração 

 50 μg/mL 5,0 μg/mL 

Hexano  11 0,0 

CHCl3  88 11 

Acetato de etila  53 4,4 

Acetona  86 2,9 

Etanol  34 0,0 

Etanol:H2O  43 0,0 

H2O (Infusão)  21 0,0 

H2O (Decocção)  28 0,0 

 

De acordo com os dados da Tabela 2, os extratos de CHCl3 e acetona exibiram as 

maiores inibições do crescimento do parasita (acima de 80%). Comparando os rendimentos dos 

extratos e suas atividades, nota-se que apesar de demonstrar boa atividade contra o parasita, o 

extrato de CHCl3 foi um dos que resultaram no menor rendimento final (Tabela 1), o que pode 

ser uma desvantagem quando se pretende obter substâncias isoladas. O extrato de acetona além 

de apresentar inibição > 80% em 50 µg/mL, obteve um bom rendimento final. 

5.4 Extração em maior escala para isolamento de substâncias 

5.4.1 Rendimento percentual do extrato acetônico de M. ferox - EAC1 

O rendimento (percentual) da extração foi de 3,8 g (0,76%). Nota-se que, ao contrário 

do procedimento em pequena escala, o extrato de acetona não apresentou um bom rendimento 

final. Isto ocorreu devido à necessidade de interromper precocemente o processo de extração, 

por conta das medidas de prevenção à infecção e propagação da Covid-19 implementadas em 

março de 2020. 

5.4.2 Atividade antimalárica in vitro do extrato EAC1 – CI50 
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Para o teste de CI50, todas as amostras foram testadas em duplicata com sete diluições 

cada (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 μg/mL). Os critérios utilizados para classificação da 

atividade dos extratos brutos estão de acordo com os definidos na literatura (OLIVEIRA et al., 

2015) e estão apresentados a seguir: 

Concentração inibitória 50% (CI50): 

• CI50 > 25 μg/mL = inativo (I) 

• 25 μg/mL ≥ CI50 > 10 μg/mL = parcialmente ativo (PA) 

• 10 μg/mL ≥ CI50 > 1,0 μg/mL = ativo (A) 

• CI50 ≤ 1,0 μg/mL = muito ativo (MA) 

A partir dos valores de CI50 obtidos para o extrato acetônico do caule de M. ferox (CI50 

21,3; IC (95%) 14,1 – 32,4 μg/mL), pode-se considerar o extrato parcialmente ativo. Um valor 

semelhante para extratos etanólicos utilizando caule desta mesma espécie foi encontrado por 

Oliveira et al. (2015), que obtiveram uma CI50 de 20 μg/mL. 

5.5 Substância A – Epicatequina 

A substância A foi isolada da fração de acetato de etila (F.AcOEt), proveniente do 

extrato acetônico do caule de M. ferox (EAC1, Fluxograma 2). Apresentou-se como um sólido 

amorfo branco, solúvel em metanol e parcialmente solúvel em acetona. Na análise em CCD, 

apresentou uma coloração vermelha escura após revelação com p-anisaldeído, sendo submetida 

às técnicas espectroscópicas de RMN de ¹H e ¹³C uni e bidimensionais, cujos espectros estão 

incluídos nos Anexos 1-6. Após análise dos resultados e comparação com dados da literatura, 

propôs-se a estrutura química como sendo do flavonóide, de fórmula molecular C15H14O6, a 

epicatequina. Para a confirmação da proposta foram analisados todos os dados espectrais e 

ainda foi feita comparação de dados de RMN com os dados da literatura (Tabela 4). 

Observando o espectro de RMN de ¹H, pode-se notar a presença de dois dubletos 

localizados na região de δH 5,94 (J = 2,3 Hz) e δH 5,92 (J = 2,3 Hz), sinalizando os hidrogênios 

aromáticos H-6 e H-8, respectivamente (Figura 11, Anexo 1, Tabela 3). Em δH 2,75 e 2,89 são 

observados dois duplos dubletos, referentes aos hidrogênios H-4α (J = 17; 2,5 Hz) e H-4β (J = 

17; 4,5 Hz), respectivamente. 

Um singleto largo em δH 4,82 refere-se ao hidrogênio metínico H-2 da epicatequina. Em 

δH 4,18 aparece um multipleto atribuído ao hidrogênio H-3 ligado a um carbono carbinólico. 

Os sinais em δH 6,77 (J = 8,1 Hz) e em δH 6,80 (J = 1,8 Hz e 8,1 Hz) são dos hidrogênios 
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aromáticos. O dubleto em δH 6,98 (J = 1,8 Hz) refere-se ao H-2’ em acoplamento meta 

(Anexo 1). 

O espectro de 13C apresentou 15 linhas espectrais (Anexo 2). Utilizando-se dos dados 

espectrais de DEPT135 (Anexo 3) e HSQC (Anexo 4), foi possível afirmar que essa substância 

apresentava 1 sinal de metileno (CH2), 7 de metilas e/ou metinos (CH3/CH) e 7 de carbonos 

quaternários (C, Tabela 3). 

A análise do espectro de COSY (Anexo 6) mostrou acoplamento entre os hidrogênios 

do anel B na posição 2’ (δH 6,80) com o hidrogênio 3’ (δH 6,77) e um acoplamento 1-3 com o 

sinal de hidrogênio em δH 6,98 (H-6’) (Figura 10, Tabela 3), por isso, o sinal de H-2’ apresentou-

se como um duplo dubleto. Os hidrogênios geminais do carbono 4 (δH 2,75 e 2,89, anel C) 

apresentaram acoplamento geminal, e também com H-3 (δH 4,18). No anel A, o H-8 (δH 5,92) 

apresentou um acoplamento com o H-6 (δH 5,94), e pelos dados obtidos de deslocamento 

químico, os carbonos nas posições 5 e 7 podem ter hidroxilas como substituintes. Algumas 

correlações estão mostradas na figura 10 e 11, anexos 1 e 6, e inseridos na tabela 3.  

Figura 10 - Ampliações do espectro de COSY da substância A 
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Figura 11 – Atribuições das correlações de COSY para a substância A 

 

No mapa de contorno do HMBC (Anexo 5, Figuras 12-14) foi possível observar no anel 

A a correlação do H-6 (δH 5,94; d) com C-8 (δC 94,4) e C-10 (δC 98,6) e H-8 (δH 5,92; d) com 

C-5 (δC 155,9) e C-10. No anel B, o hidrogênio com δH 6,80 (H-2’), mostrou correlação com os 

carbonos δC 78,4 e 144,3 referentes os carbonos C-2 do anel C e C-4’ do anel B. O hidrogênio 

H-3’ (δH 6,77; d) correlaciona-se com os carbonos em C-1’ (δC 130,8) e C-5’ (δC 144,5), o H- 

6’ (δH 6,98; d) mostrou correlação com os carbonos com δC 78,4, 118,0 e 130,8, referentes aos 

carbonos nas posições C-2, C-2’ e C-1’, respectivamente. Algumas das correlações no espectro 

de HMBC importantes para os anéis A e B podem ser visualizadas nas Figuras 12 e 13. 
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Figura 12 – Ampliações do espectro de HMBC para os anéis A e B da substância A 

 

H-8, C-5 

H-6’, C-4’ 

H-2’, C-4’ 

H-3’, C-5’ 

H-6, C-8 

H-6, C-10 

H-8, C-10 

H-6’, C-2 

H-2’, C-2 
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Figura 13 - Espectro de HMBC ampliado em correlações do anel B da substância A 

 

No anel C, H-4α e H-4β (δH 2,75 e 2,89, respectivamente) apresentaram correlação com 

C-9 e C-10 (δC 156,2 e δC 98,6, respectivamente), o H-3 (δH 4,18; m) apresentou correlação com 

C-2 (δC 78,4) e C-10 (δC 98,6) e C-1’ (δC 130,8), e o H-2 (δH 4,82 ;sl) correlacionou-se com C-

4 (anel A) e C-1’ e C-2’ (anel B). Algumas correlações estão destacadas na Figura 14. 

Figura 14 – Ampliações do espectro de HMBC para o anel C da substância A 

 

Na figura 15 estão atribuídas algumas das correlações heteronucleares HMBC (¹H-¹³C) 

mais importantes para a substância A (epicatequina). 

H-6’, C-1’ 
H-3’, C-1’ 

H-6’, C-2’ 
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Figura 15 – Atribuições das correlações heteronucleares de HMBC da substância A 

 

Comparando-se os dados de RMN de 1D e 2D obtidos para a substância A com a 

literatura de Lôbo et al. (2008) (Tabela 4) concluiu-se tratar-se da substância epicatequina (24) 

(Figura 16). Os dados também foram comparados com os dados disponíveis da literatura para 

a substância catequina, porém os deslocamentos químicos dos hidrogênios H-2 e H-3 e os 

desdobramentos dos sinais não correspondem ao visualizado para a substância A. 

Figura 16 - A estrutura da epicatequina 

 

A epicatequina é citada por Sanella et al. (2007) como uma das mais importantes 

catequinas do chá verde (Camellia sinensis). No estudo de Sanella et al. (2007), foi investigada 

a atividade antiplasmódica in vitro contra P. falciparum das catequinas mais abundantes na 

planta, o galato de epigalocatequina (25) e o galato de epicatequina (26), na qual o galato de 

epicatequina (26) apresentou CI50 de 10,9 μM e 7,2 μM contra cepas 3D7 (cloroquina-sensível) 

e FCR-1/FVO (cloroquina-resistente), respectivamente. 

Figura 17 - Catequinas do chá verde com atividade antiplasmódica 
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Apesar de não haver relatos de identificação da epicatequina em espécies do gênero 

Machaerium, esta substância foi identificada em espécies variadas da família Fabaceae. 

Chakravarthy e Gode (1985) identificaram a substância na espécie Pterocarpus marsupium e 

investigaram sua ação no sistema nervoso central de ratos, no qual não apresentou nenhum 

efeito desagradável. David et al. (2002) demonstraram a atividade antioxidante parcial da 

epicatequina isolada de Dioclea lasiophylla. 

Tabela 3 - Dados de RMN 1D e 2D da substância A (epicatequina, 24) (300/75 MHz; ppm; CD3OD) 

Unidimensionais Bidimensionais (δH) 

C ¹³C (δC)/DEPT ¹H (δH)/HSQC HMBC COSY 

C-2 78,4 (CH) 4,82 (sl) 
6,80; 6,98; 

4,18; 2,75 

6,80; 2,89; 

4;18 

C-3 66,0 (CH) 4,18 (m) 4,82; 2,75 2,89; 4,82;  

C-4 27,8 (CH2) 
α 2,75 (dd, J =17; 2,5 Hz) 

β 2,89 (dd, J = 17; 4,5 Hz) 
4,82 

2,89; 4,18;  

2,75 

C-5 155,9 (C)  4,82  

C-6 94,9 (CH) 5,94 (d, J = 2,3 Hz) 5,92 2,89; 5,92 

C-7 156,6 (C)  5,94  

C-8 94,4 (CH) 5,92 (d, J = 2,3 Hz) 5,94  

C-9 156,2 (C)  5,94; 2,75  

C-10 98,6 (C)  5,94; 2,75  

C-1’ 130,8 (C)  
6,77; 6,98; 

4,82; 4,18 
 

C-2’ 117,9 (CH) 6,80 (dd, J = 8,1; 1,8 Hz) 4,82; 6,98 6,98 

C-3’ 114,4 (CH) 6,77 (d, J = 8,1 Hz) 6,80  

C-4’ 144,3 (C)  6,80; 6,98  

C-5’ 144,5 (C)  6,77  

C-6’ 113,9 (CH) 6,98 (d, J = 1,8 Hz) 6,77; 4,82 6,80; 4,92 
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Tabela 4 - Dados de RMN de ¹³C e ¹H da substância A e dados da literatura para epicatequina (24) 

RMN de ¹³C (δC) RMN de ¹H (δH) 

C Observado Lit* ¹H (δH)/HSQC Lit* 

C-2 78,4 (CH) 79,1 4,82 (sl) 4,82 (sl) 

C-3 66,0 (CH) 66,6 4,18 (m) 4,17 (sl) 

C-4 27,8 (CH2) 28,5 α 2,75 (dd, J=17 e 

2,5 Hz) 

β 2,89 (dd, J= 17 e 

4,5 Hz) 

α 2,85 (dd, J=16,8 e 4,5 

Hz); β 2,72 (dd, J=16,8 e 

2,4 Hz) 

C-5 155,9 (C) 156,7 - - 

C-6 94,9 (CH) 96,0 5,94 (d, J = 2,3 Hz) 5,93 (d, J = 1,8 Hz) 

C-7 156,6 (C) 157,3 -  

C-8 94,4 (CH) 95,3 5,92 (d, J = 2,3 Hz) 5,91 (d, J = 1,8 Hz) 

C-9 156,2 (C) 157,1 - - 

C-10 98,6 (C) 99,5 - - 

C-1’ 130,8 (C) 131,7 - - 

C-2’ 117,9 (CH) 119,0 6,80 (dd, J = 8,1; 1,8 

Hz) 

6,79 (dd, J = 8,1; 1,2 Hz) 

C-3’ 114,4 (CH) 115,4 6,77 (d, J = 8,1 Hz) 6,75 (d, J = 8,1 Hz) 

C-4’ 144,3 (C) 145,1 - - 

C-5’ 144,5 (C) 145,0 - - 

C-6’ 113,9 (CH) 115,0 6,98 (d, J = 1,8 Hz) 6,97 (d, J = 1,2 Hz) 

*Lôbo et. al (2008) CD3OD, 300 MHz. 
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5.6 Substância B - (AS2B) 

A substância B (AS2B) foi isolada da fração clorofórmica (F.CHCl3), proveniente do 

extrato acetônico do caule de M. ferox (Fluxograma 3). Na análise em CCD, apresentou uma 

coloração escura após revelação com p-anisaldeído, sendo submetida às técnicas 

espectroscópicas de RMN de ¹H e ¹³C (300 MHz) uni e bidimensionais, cujos espectros estão 

incluídos nos Anexos (7-16).  

O espectro de 1H, apresentou um perfil condizente com um triterpeno pentacíclico, no 

qual foi possível observar sete singletos nas regiões δH 0,90; 0,91; 1,0; 1,05; 1,10; 1,61 e 1,69, 

referentes aos hidrogênios dos grupos metílicos. Na figura 18 é possível visualizar o espectro 

de RMN de ¹H ampliado na região onde há sinais característicos de metila. O espectro 

apresentou, ainda, um tripleto aparente em δH 5,10, característico de hidrogênio vinílico (Anexo 

7).  

Figura 18 - Ampliação do espectro de RMN de ¹H na faixa de δH 0,5 a 2,9 da substância B 

 

O espectro de RMN ¹³C apresentou 30 linhas espectrais (Anexos 8 e 9), corroborando 

com o perfil do espectro de hidrogênio para um triterpeno pentacíclico. A análise do espectro 

DEPT 135º mostrou a presença de 11 sinais de amplitude negativa e 12 sinais de amplitude 

positiva (Anexo 10).  
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Ainda no espectro DEPT, a ausência de 7 sinais observados no espectro de RMN ¹³C 

indica a presença de carbonos quaternários. Um sinal em δC 216,7 indica que a molécula possui 

um grupo carbonílico de cetona. Sinais de deslocamento δC 125,0 e δC 131,0 confirmam a 

presença da dupla ligação relacionada ao sinal de hidrogênio em δH 5,10. 

Figura 19 - Ampliação do espectro de COSY na faixa de δ 0 a 3 da substância B (AS2B) 

 

Considerando as análises dos espectros de RMN ¹H, RMN ¹³C e DEPT/HSQC, chegou-

se à conclusão de que a substância AS2B se trata de um triterpeno com fórmula de C30H48O. 

Triterpenos com a mesma fórmula molecular e sinais semelhantes foram identificados em 

outras espécies da família Fabaceae, entre eles a β-amirenona (27) e a germanicona (28). Na 

figura 20 estão mostradas as estruturas identificadas na espécie Pterogyne nitens (REGASINI 

et al., 2009). No anexo 17 são mostrados os dados da literatura para essas duas substâncias. 

Figura 20 - Estruturas das substâncias β-amirenona (27) e germanicona (28) 
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No diagrama de contorno do espectro bidimensional de correlação heteronuclear C-H à 

longa distância (HMBC) foram observadas correlações heteronucleares entre os sinais do 

hidrogênio δH 2,71 (δC 37,5) com os carbonos de deslocamento δC 33,4 (δH 1,87 e 1,56) e δC 

216,7, essas relações puderam ser confirmadas no espectro de COSY, mostrado na figura 21. 

O hidrogênio da metila em δC 20,8 (δH 1,10) mostrou correlação com o carbono em δC 216,7, 

também com o carbono em δC 48,7 e a metila em δC 22,2 (δH 1,05). 

Figura 21 - Ampliação do espectro de COSY da substância AS2B 

 

Os carbonos das metilas em δC 17,7 e 25,8 mostraram correlação com o hidrogênio em 

δH 5,1, do carbono vinílico em δC 125,0. Este carbono também se correlaciona com os 

hidrogênios em δH 1,04 e 1,92, dos carbonos metilênicos em δC 36,4 e δC 28,1, respectivamente. 

Algumas das correlações citadas podem ser visualizadas na figura 22.  
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Figura 22 - Ampliação do espectro de HMBC na faixa de δH 1,3 a 2,2 da substância B (AS2B) 

 

O carbono em δC 48,7 apresentou correlação com os hidrogênios em δH 1,05, 1,10, 1,0; 

1,67; 0.90, referentes a metilas. Também se correlacionou com o hidrogênio do carbono 

metínico em δC 47,9 (δH 1,59), devido a isso, o sinal δC 48,7 foi atribuído a dois carbonos. 

Foram discutidas apenas algumas das correlações para essa estrutura, as demais 

encontram-se inseridas na Tabela 5 em ordem decrescente de deslocamento químico. Nos 

anexos 11-16, podem ser visualizadas as correlações elencadas.  

Apesar da substância AS2B ter apresentado sinais semelhantes com os encontrados em 

triterpenos já estudados em outros trabalhos, muitos sinais e correlações mostraram-se distintos 

dos comumente encontrados nas substâncias analisadas. Desta forma, não foi possível 

identificar a substância AS2B.  
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Tabela 5 - Dados de RMN 1D e 2D da substância B (AS2B) (300/75 MHz; CD3Cl3) 

Unidimensionais Bidimensionais (δH) 

¹³C (δC) (ppm) DEPT 135º 1H (H)/HSQC HMBC COSY 

216,7 C  2,71; 1,56; 1,10; 

2,30 
 

131,0 C  1,61; 1,69; 1,92  

125,0 CH 
5,10 (t ap., J = 7,1 

Hz) 

1,61; 1,69; 1,04; 

1,92 
1,69 

52,2 CH 1,60 (m) 1,0; 0,90  

50,3 C  1,04  

48,7 C  
1,59; 1,05, 1,10; 

1,0; 1,67, 0,90 
 

48,4 CH 1,70 (m)   

47,9 CH 1,59 (m) 1,18  

45,3 C    

37,5 CH2 

2,71 (ddd, J = 6,5; 

13,8; 7,5 Hz) 

2,30 (ddd, J = 4,1; 

6,8; 6,8 Hz) 

 1,56; 2,30 

36,3 CH2 1,04 (m) 0,91  

35,6 CH2 1,31 (m) 0,90  

35,9 CH2 
0,58 (d)  

0,79 (d) 
  

33,4 CH2 
1,87 (m) 

1,56 (m) 
2,71 2,71 

32,8 CH2 1,67 (m) 1,0; 1,18  

29,6 C    

28,1 CH2 
1,92 (m) 

1,30 (m) 
1,30  

26,7 CH2 
1,18 (m) 

2,06 (m) 
  

26,0 C  1,70; 1,87  

25,9 CH2 1,38 (m) 0,91  

25,8 CH3 1,69 (s) 1,61; 5,10 5,10 

24,9 CH2 
2,04 (m) 

1,88 (m) 
  

22,2 CH3 1,05 (s) 1,10  

21,5 CH2 1,56 (m) 1,04  

21,1 C 2,04 2,04; 1,67  

20,8 CH3 1,10 (s) 1,05; 1,59  

19,3 CH3 0,91 (s) 1,59; 1,10  

18,2 CH3 0,90 (s) 1,61  

18,1 CH3 1,0 (s) 1,61  

17,7 CH3 1,61 (s) 5,10; 1,69; 1,04  
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6 CONCLUSÃO 

Dos extratos avaliados do caule de M. ferox, o extrato acetônico apresentou atividade 

antimalárica parcial contra Plasmodium falciparum. 

Foram isoladas duas substâncias do extrato acetônico de M. ferox, o flavonóide 

epicatequina, e o triterpeno pentacíclico AS2B. Este é o primeiro relato da presença de 

epicatequina na espécie M. ferox. 

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da composição química da espécie 

M. ferox, com uma substância inédita nesta espécie.  
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8 ANEXOS 

ANEXO 1 Espectro de RMN de ¹H da epicatequina (AS1A; CD3OD; 300 MHz). 
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ANEXO 2 Espectro de RMN de ¹³C da epicatequina (AS1A; CD3OD; 75 MHz) 
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ANEXO 3 Espectro de DEPT 135 da epicatequina (AS1A; CD3OD; 75 MHz) 
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ANEXO 4 Espectro de HSQC da epicatequina (AS1A; CD3OD; ¹H-300, ¹³C-75 MHz) 
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ANEXO 5 Espectro de HMBC da epicatequina (AS1A; CD3OD; ¹H-300, ¹³C-75 MHz) 
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ANEXO 6 Espectro de ¹H-¹H COSY da epicatequina (AS1A; CD3OD; 300 MHz) 
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ANEXO 7 Espectro de RMN de ¹H da substância B (AS2B; CDCl3; 300 MHz) 
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ANEXO 8 Espectro de RMN de ¹³C da substância B (AS2B; CDCl3; 75 MHz) 
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Anexo 9 Ampliação do espectro de RMN de ¹³C da substância B (AS2B) na faixa de δ10-55 (CDCl3; 75 MHz) 

 

x x 
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ANEXO 10 Espectro de DEPT 135 da substância B (AS2B; CDCl3; ¹³C-75 MHz) 
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ANEXO 11 Espectro de HSQC da substância B (AS2B; CDCl3; ¹H-300, ¹³C-75 MHz) 
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ANEXO 12 Espectro de HMBC da substância B (AS2B; CDCl3; ¹H-300, ¹³C-75 MHz) 
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Anexo 13 – Ampliação do espectro de HMBC da substância B (AS2B) na faixa de δH0,5-2,2 e δC13-60 (CDCl3; ¹H-300, ¹³C-75 MHz) 
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ANEXO 14 Espectro ¹H-¹H COSY da substância B (AS2B) em CDCl3 (300 MHz) 
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Anexo 15 - Ampliação da região δ0-3 do espectro de ¹H-¹H COSY da substância B (AS2B; CDCl3; 300 MHz) 
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Anexo 16 - Ampliação da região de δ5,00-5,24 × δ1,4-2,4 do espectro de ¹H-¹H COSY da substância B (AS2B; CDCl3; 300 MHz) 
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Anexo 17 - Dados de RMN de ¹³C da literatura para β-amirenona e germanicona 

RMN de ¹³C 

C β-amirenona¹ Germanicona² 

C-1 39,9 39,9 

C-2 34,1 34 

C-3 218,4 217,8 

C-4 47,3 47,2 

C-5 54,9 55 

C-6 19,7 19,7 

C-7 33,8 34 

C-8 40,6 40,7 

C-9 50,5 50,6 

C-10 36,9 37 

C-11 21,7 21,7 

C-12 26,2 26,3 

C-13 38,5 38,6 

C-14 43,3 43,4 

C-15 27,5 27,6 

C-16 37,4 37,7 

C-17 34,3 34,4 

C-18 142,6 142,6 

C-19 129,9 130,4 

C-20 32,4 32,4 

C-21 33,3 33,4 

C-22 37,7 37,4 

C-23 26,9 26,9 

C-24 20,9 21 

C-25 16,6 16 

C-26 16 16 

C-27 14,5 14,5 

C-28 25,3 25,3 

C-29 31,3 31,3 

C-30 29,2 29,2 

¹Fonte: NAKANE et al. (2002) 

²Fonte: GONZÁLEZ et al. (1981) 

 


