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RESUMO

Em Oriximin4, no Para, um municipio com alto indice de malé&ria, grupos tradicionais como
povos remanescentes de quilombos puderam experimentar e conhecer plantas uteis contra a
doenca e seus sintomas. A Machaerium ferox € nativa da Amazénia e utilizada por comunidades
tradicionais como fitoterapico no tratamento de doengas. O presente trabalho teve como
objetivo estudar a composi¢do quimica e avaliar a atividade antiplasmddica 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 antiplasmodica foi o extrato de acetona. O extrato de
acetona apresentou concentracéo inibitéria minima (Clso) de 21,3 pg/mL (14,1 — 32,4 pg/mL),
sendo considerado parcialmente ativo. O extrato de acetona foi submetido a extracéo liquido-
liquido e fracionamento utilizando coluna cromatogréfica (CC). Da fracao de acetato F.AcOEt
foram obtidas 200 subfra¢des reunidas em 8 fragdes conforme seus perfis cromatogréaficos
visualizados em CCD. A primeira fracdo reunida (37,1 mg) apresentou um bom nivel de pureza
e foi levada a analise de RMN (1D e 2D). Da analise da substancia concluiu-se que se tratava
do flavondide epicatequina. Da fracdo cloroférmica foram obtidas 152 subfracdes reunidas em
5 fracBes. A sefunda fracdo reunida (4,7 mg) apresentou um bom nivel de pureza e foi levada a
analise de RMN (1D e 2D). Conforme anélise, concluiu-se que a substancia se trata de um
triterpeno pentaciclico, porém nao foi possivel identificar a substancia comparando-a com

dados da literatura. Este € o primeiro relato da presenca de epicatequina na espécie M. ferox.

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

triterpeno.
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ABSTRACT

In Oriximind, Pard, 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 (ICso) of 21.3 pg/mL (14.1 — 32.4 ug/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.CHCI3 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 INTRODUCAO

A maléria é uma doenga causada por parasitas do género Plasmodium e €é transmitida
pela fémea do mosquito do género Anopheles durante o repasto sanguineo. Existem cinco
espécies de Plasmodium que sdo de maior relevancia epidemiolégica para a malaria humana,
dos quais P. falciparum e P. vivax sdo 0s mais prevalecentes, sendo P. falciparum o mais
perigoso (OMS, 2015).

Apesar de evitavel e tratavel, a malaria tem grande impacto na saude e subsisténcia das
pessoas. Em 2020 a doenca acometeu pessoas em mais de 85 paises. Nesse mesmo ano estimou-
se 241 milhdes de casos e 627 mil mortes ao redor do mundo, 14 milhdes de casos a mais que
0 ano de 2019. Os paises afetados pela malaria sdo principalmente de regies tropicais e
subtropicais (OMS, 2020).

No Brasil, a transmissdo concentra-se na regido amazonica (Figura 1). Em 2019, foram
notificados 157.454 casos de maléaria em todo o pais, uma reducdo de 19% em relacdo a 2018.
No primeiro semestre de 2020 foram registrados 60.713 casos de maléria (BRASIL, 2020).
A reducdo se deve, principalmente, a integracdo das acdes de salde realizadas pelo Governo

Federal em parceria com os Estados, Municipios e a populacdo contra a doenca.

Figura 1 - Mapa de municipios prioritarios para malaria no Brasil
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Fonte: Brasil (2020)

Em muitos paises, o progresso da erradicacdo da doenca é ameacado pelo rapido
desenvolvimento e resisténcia do mosquito aos inseticidas, além da resisténcia dos parasitos a
medicamentos antimalaricos (OMS, 2016). Novos medicamentos com estruturas e mecanismos

de acdo Unicos sdo urgentemente necessarios para tratar cepas de malaria resistentes.

Historicamente, substancias de origem natural representam uma fonte importante para
a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos para diversas doencas. Alguns dos
medicamentos utilizados nos tratamentos de primeira linha contra malaria tiveram como origem
plantas medicinais, como o medicamento artemisinina (1), isolado das folhas de Artemisia
annua, planta medicinal nativa da Asia, e a quinina (2), obtida a partir de cascas de
cinchona spp., nativas da América do Sul (FAURANT, 2011).

Figura 2 - Antimalaricos isolados de plantas

@
Artememisinia (1) e quinina (2).

As plantas medicinais exercem um papel importante na prevencao e no tratamento de
diversas doencas. Além de serem utilizadas por povos tradicionais, podem ser estudadas como
ricas fontes de substancias com potencial para desenvolvimento de novas drogas (SHAKYA,
2016).

Ao longo dos séculos, os povos da regido amazonica buscaram recursos florestais para
o tratamento de doencas, incluindo a malaria, resultando em conhecimentos terapéuticos
experimentados tradicionalmente e que tém se provado eficientes em diversos estudos. Em
Oriximina, no Para, um municipio com alto indice de malaria, grupos tradicionais como povos
remanescentes de quilombos puderam experimentar e conhecer plantas Uteis contra a doenga e
seus sintomas. A maioria das espécies utilizadas é nativa, mostrando a conexao entre as
comunidades tradicionais e a biodiversidade local (OLIVEIRA et al., 2015). Muitas plantas
citadas por esta e outras comunidades tradicionais e indigenas vém sendo estudadas na procura
de moléculas que apresentam atividade contra Plasmodium, no entanto, ainda existem diversas

espécies potencialmente eficazes a serem exploradas.



A Machaerium ferox € nativa da Amazbnia e utilizada por comunidades
tradicionais como fitoterapico no tratamento de doencas (OLIVEIRA et al., 2015). Esse
trabalho tem como intuito a investigacao da atividade contra o parasito da malaria, Plasmodium
falciparum, dessa planta amazbnica, bem como a descoberta de novas substancias

antimalaricas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Maléaria

A malaria é uma doenca infecciosa cujo agente etioldgico é um protozoario do género
Plasmodium. As principais espécies associadas a malaria humana sdo: Plasmodium falciparum,
P. vivax P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. Outras espécies antes associadas apenas a malaria
em simios, atualmente ja apresentam casos de infecces em humanos, entre elas, P.
brasilianum, P. cynomolgi e P. simium, das quais P. brasilianum e P. simium ja possuem relatos
de infeccBes na Amazonia brasileira e venezuelana, respectivamente (JONGWUTIWES et al.,
2004; SINGH & DANESHVAR, 2013; LALREMRUATA et al., 2015; BRASIL et al, 2017).

A maléria manifesta-se como uma doenca febril aguda. Em um individuo ndo-imune,
0s sintomas usualmente aparecem entre 10 a 15 dias ap0s a picada do mosquito infectado. Na
fase inicial da maldria, os sintomas sdo semelhantes a maioria das sindromes febris agudas,
como nauseas, tonturas, cansaco, febre continua e sudorese, o que pode confundir
profissionais de saude e retardar o diagnostico correto. Tal retardo, comum em &reas onde a
doenca nédo é endémica, pode resultar em complicacBes como anemia grave, edema pulmonar,

insuficiéncia renal aguda, malaria cerebral e ébito (COSTA et al., 2010).

A transmissao natural da malaria ocorre por meio da picada do mosquito fémea
infectado do género Anopheles, sendo mais importante na Amazonia (brasileira) a espécie
Anopheles darlingi, cujos criadouros preferenciais sdo colecdes de agua limpa, quente,
sombreada e de baixo fluxo (BRASIL, 2010). A transmissdo também depende das condicGes
climaticas, que podem afetar o nimero e a sobrevivéncia dos mosquitos, tais como, padrdes de
precipitacdo, temperatura e umidade. Em diversos locais, a transmissdo é sazonal, com pico

durante e depois da estacdo de chuvas (OPAS, 2019).
2.1.1 Ciclo de vida do Plasmodium

Nos hospedeiros humanos, a infecgdo malérica inicia-se durante o repasto sanguineo
infectante do inseto vetor, no qual acontece a inoculacdo de 15 a 200 esporozoitos infectantes
sob a pele do hospedeiro, permanecendo ali por 15 minutos antes de alcancarem a corrente
sanguinea (Figura 3). Os esporozoitos migram por diferentes células até a infeccdo dos
hepatdcitos, onde irdo desenvolver-se por aproximadamente uma semana para P. falciparum e

P. vivax e cerca de duas semanas para P. malariae (NEVES et al., 2010).



Apos a invasdo do hepatdcito, na fase hepatica, os esporozoitos se diferenciam em
trofozoitos pré-eritrociticos que se multiplicam por reproducgéo assexuada do tipo esquizogonia,
dando origem a esquizontes teciduais e posteriormente a milhares de merozoitos que invadirdo
o0s eritrocitos. Essa primeira fase do ciclo € também denominada exo-eritrocitica ou pré-
eritrocitica, pois precede o ciclo sanguineo do parasito (NEVES et al., 2010).

Figura 3 - Ciclo de vida do Plasmodium
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Fonte: Fundacion lo (2020).

Nas infeccOes causadas por P. vivax e P. ovale, 0 mosquito vetor inocula esporozoitos
que podem ficar em estado de laténcia no hepatécito, denominados hipnozoitos, sendo estes 0s
responsaveis pelas recaidas tardias da doenca. As recaidas ocorrem quando ha esquizogonia

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

A invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos tissulares inicia o ciclo eritrocitico. O
desenvolvimento intra-eritrocitico se da por esquizogonia, onde havera formacéo de merozoitos
que invadirdo novos eritrocitos. Apos algumas geragdes de merozoitos, ocorre a diferenciacao
em estagios sexuados, 0s gametocitos, que seguirdo seu desenvolvimento no mosquito vetor,

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

O ciclo sexuado inicia-se quando a fémea do anofelino ingere as formas sanguineas do

parasito, dos quais apenas 0s gametdcitos serdo capazes de evoluir no inseto. No intestino do



mosquito, 0s gametacitos serdo transformados em gametas. O gametdcito feminino transforma-
se em macrogameta e o gametocito masculino da origem a oito microgametas. A fecundacéo
do macrogameta por um microgameta forma um ovo ou zigoto, que apos 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. Apds o processo de divisdo esporogénica
e crescimento do oocisto, ocorre a ruptura de sua parede, liberando os esporozoitos formados
durante a esporogonia. Através da hemolinfa, estes migram até as glandulas salivares, onde
serdo injetados no hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva, durante o repasto sanguineo
infectante (NEVES et al., 2010).

2.2 Resisténcia a antimalaricos

O monitoramento da eficacia de drogas antimalaricas € um componente chave para o
controle da malaria. O surgimento da resisténcia de parasitos do género Plasmodium a
medicamentos antimaléricos tem sido uma preocupacédo na luta contra a doenca. A resisténcia
ao antimalarico resulta em uma eliminagdo atrasada ou incompleta dos parasitas no sangue do
paciente que esta sendo tratado com o medicamento, aumentando os riscos de mortalidade da

doenca e a transmissdo de parasitas resistentes para outros mosquitos (OMS, 2021).

O problema da resisténcia aos antimalaricos € agravado pela ocorréncia da resisténcia
cruzada, cuja resisténcia a uma droga resulta na perda de eficacia de outros medicamentos que
pertencem a mesma familia quimica ou que tém mecanismos de acdo semelhantes, como 0s

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

O primeiro caso de resisténcia a cloroquina foi registrado na Tailandia em 1957, no qual
0 parasito P. falciparum apresentou resisténcia ao medicamento cloroquina, amplamente
utilizado para o tratamento de malaria na época. Desde entdo, a resisténcia de P. falciparum a
antimalaricos comumente usados como a cloroquina (3), mefloquina (4) e sulfadoxina-
pirimetamina (5-6) (Figura 5) se propagou entre os continentes, resultando na inutiliza¢do
destas drogas para o tratamento da maldria causada por este parasita. Também ja foram
relatados casos de resisténcia de P. vivax a cloroquina e a mefloquina (ANTONY & PAJIRA,
2016).

A propagacdo da resisténcia a tratamentos monoterapicos contra malaria fez com que a
OMS recomendasse apenas tratamentos combinados. A mais utilizada atualmente é a TCA —

terapia combinada a base de artemisinina. Apesar de ter sido, por varios anos, uma solugéo



eficaz contra a propagacdo da resisténcia dos parasitas, atualmente alguns paises ja relataram
resisténcia a esse tratamento (OMS, 2016) (Figura 4).

A resisténcia do Plasmodium aos medicamentos antimalaricos tem sido um dos maiores
desafios para a erradicacdo da malaria. A resisténcia a artemisinina ja foi relatada em paises do
sudeste asiatico, na regido do grande Mekong, representando um risco iminente para o
tratamento (OMS, 2016).

Figura 4 - Paises que apresentaram resisténcia de Plasmodium spp. a TCA
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Fonte: OMS (2016)

2.3 Antimalaricos usados no tratamento de maléaria

A escolha dos medicamentos a serem utilizados contra malaria depende da espécie do
plasmadio, idade do paciente, gravidade da doenca e gestagdo (CAMARGO, 2003). De acordo
com a OPAS (2019), a melhor opc¢do terapéutica disponivel, especialmente para malaria
causada por P. falciparum, é o tratamento combinado com derivados de artemisinina (TCA).
Artesunato (7) e arteméter (8) sdo alguns dos derivados de artemisinina indicados para o TCA.
Este método de tratamento é recomendado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) por ser
uma alternativa ao problema de aumento da resisténcia dos parasitas a diversas drogas

antimalaricas.

No Brasil, existe o Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) do Ministério
da Satde, que através do SUS (Sistema Unico de Satde), orienta a terapéutica e disponibiliza
0s medicamentos necessarios para que haja um tratamento adequado da doenca. O tratamento
visa atingir o parasito em pontos chave do seu ciclo evolutivo, como a interrupgéo da

esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e manifestac@es clinicas da infecgdo, a



destruicdo de hipnozoitos das espécies P. vivax e P. ovale, para evitar recaidas da doenga, € a
interrupcdo da transmissdo do parasito utilizando drogas que impedem a formacdo de
gametdcitos (BRASIL, 2010).

Entre as drogas recomendadas pelo PNCM para o tratamento, a cloroquina e a
primaquina s&o utilizadas combinadamente para casos de infec¢bes por P. vivax e P. ovale,
onde a cloroquina (3) age contra as formas eritrocitérias assexuadas e gametocitos, controlando

0s sintomas clinicos e a parasitemia, e a primaquina (9) atua como hipnozoiticida.

Para infecgdes por P. falciparum ou infeccdes cruzadas, € utilizada a TCA. Varias
combinacGes de drogas sdo sugeridas, como a ingestdo simultdnea de arteméter (8) e
lumefantrina (10), ou artesunato (7) e mefloquina (4), geralmente combinadas com uma dose
Unica de primaquina, pois esta combinacdo bloqueia a transmissdo para 0s vetores,
interrompendo o ciclo da doenca (BRASIL, 2020).

Figura 5 - Drogas utilizadas no tratamento de malaria humana
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Cloroquina (3), mefloquina (4), sulfadoxina (5), pirimetamina (6), Artesunato (7), arteméter (8), primaquina (9),

lumefantrina (10).



2.4 Uso de plantas medicinais no tratamento de doencas

Desde os tempos antigos pessoas buscam medicamentos na natureza para o tratamento
de suas doencas. Até onde se tem conhecimento, a maioria das civilizacdes e culturas antigas
registraram de alguma maneira o uso de plantas medicinais (SAAD et al., 2016). A evidéncia
mais antiga por escrito do uso de plantas na preparacdo de medicamentos foi encontrada em
Nagpur na India, com aproximadamente 5 mil anos de idade, compreendia receitas para
preparacdo 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 civilizacdo crista.

As plantas medicinais séo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém
tradicdo de uso como remedio em uma populacdo ou comunidade. Normalmente sdo utilizadas
como chas ou infusGes (ANVISA, 2020). As plantas medicinais ddo origem aos fitoterapicos,
e também podem ser utilizadas para obter substancias com atividades bioldgicas de interesse

comercial.

Atualmente, as plantas ainda sdo consideradas fontes importantes para a descoberta de
novas moléculas bioativas. O metabolismo secundéario das plantas representa um reservatorio
unico de diversidade quimica, que pode servir como fonte de novos farmacos, seja diretamente
ou ap0s otimizagbes quimicas (FEHER & SCHMIDT, 2003).

2.4.1 Plantas: Origem dos antimalricos atuais

Por centenas de anos duas plantas medicinais, quina (Cinchona spp.) e ginghao
(Artemisia annua), foram importantes no tratamento da maléria, antes mesmo da compreensao
do ciclo de vida do parasita. A quina € uma arvore da familia das rubiaceas, 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 regides para preparar infusGes 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 Chinchdn, esposa do vice-rei do Peru, foi acometida com uma forte febre que foi
tratada e curada com uma pogao feita por indios denominada “quina-quina”. Hoje sabe-se que
a febre da condessa era decorrente de infeccdo por malaria. Apos o relato da cura, um po feito
com raizes da planta comecou a ser comercializado e exportado para diversos paises como

medicamento. Em 1820, a partir das cascas de quina (Cinchona spp.), foi isolada, pelos
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quimicos franceses Joseph Pelletier e Joseph Caventou, a primeira droga antimalarica, a
quinina (2).

Por varios anos, a quinina (2) foi amplamente utilizada contra malaria, assim como seus
analogos sintéticos, como a cloroquina (3) e a mefloquina (4). Tais drogas ainda séo utilizadas
atualmente contra algumas cepas, porém o surgimento da resisténcia de Plasmodium
falciparum a essas substancias tornou necessaria a descoberta de drogas com novos mecanismos

de acdo.

A artemisinina (1), droga que se tornaria alternativa aos tratamentos quinolinicos, foi
isolada na China em 1971 a partir de folhas de Artemisia annua L., uma planta ancestralmente
utilizada no tratamento contra malaria no pais. Hoje em dia, a artemisinina e em especial 0s
seus derivados, sdo antimalaricos importantes no tratamento da doenca devido ao TCA
(MESHNICK & DOBSON, 2001).

2.5 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae possui cerca de 650 géneros e aproximadamente 18 mil espécies,
representando uma das maiores familias de Angiospermas. No Brasil, ocorrem cerca de 200
géneros e 1.500 espécies desta familia que geralmente é caracterizada pela presenca de frutos
em forma de vagem, englobando desde espécies arboreas até herbaceas anuais, como soja e
feijao (CARVALHO & GAIAD, 2019).

Espécies da familia Fabaceae sdo utilizadas como plantas medicinais no tratamento de
diversas doencas. Rahman e Parvin (2014) realizaram um levantamento de 32 espécies dessa
familia utilizadas por moradores de uma cidade indiana para o tratamento de doengas como
asma, diarreia, doengas renais, febre, malaria, paralisia e tosse. Outro estudo demonstrou a
atividade antibacteriana e antioxidante dos extratos de plantas da familia Fabaceae (CHANDA,
DUDHATRA; KANERIA, 2010).

Algumas espécies da familia Fabaceae, como copaiba (Copaifera reticulata Ducke) e
mamanga (Senna occidentalis (L.) Link), ja demonstraram atividade antiplasmddica in vitro
contra P. falciparum em estudos previos (SILVA et al., 2011; SOUZA et al., 2017). Extratos e
substancias de Prosopis juliflora, conhecida como algaroba, manifestaram atividade

antimalarica in vivo contra Plasmodium berghei (BATISTA et al., 2018).
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2.6 Género Machaerium

O género Machaerium Pers. (sindbnimo: Drepanocarpus G. Mey.) engloba mais de 100
espécies encontradas em paises da América do Sul, na China, india e México. Pertencente &
familia Fabaceae, suas espécies sdo encontradas em diferentes ambientes vegetacionais, e sdo
utilizadas para fins medicinais e também na recomposic¢do de areas degradadas (ELSOHLY et
al., 1999; FILARDI et al., 2021; POLIDO & SARTORI, 2007)

As plantas do género Machaerium estdo sendo pesquisadas quanto a sua utilizacéo por
moradores de comunidades tradicionais no tratamento de doencas e como quimiopreventivo
(RIBEIRO et al., 2015). H4 relatos de sua utilizacdo no tratamento de afta, colicas menstruais,
diarreia e malaria (AMEN et al., 2015). Estudos ja demonstraram a atividade antimalarica de
extratos e substancias de M. ferox, M. floribunda e M. multiflorum (MUHAMMAD et al., 2001,
KVIST et al, 2006; OLIVEIRA et al., 2015). Algumas das atividades citadas serao tratadas em
secdes posteriores.

Além de suas propriedades medicinais, algumas espécies deste género sao utilizadas em
diferentes formas na agricultura, para auxiliar na protecdo de plantas por alelopatia durante seu
desenvolvimento, além da utilizacdo de seus extratos como larvicidas em plantagcdes. Sua
madeira também é utilizada, servindo como substituta da madeira de jacaranda que € obtida de
Dalbergia nigra (XIMENEZ et al., 2017; BEZERRA et al., 2019).

2.7 Machaerium ferox (Benth.) Ducke (Fabaceae)
A M. ferox € uma trepadeira nativa da regido Amazo6nica com caule em ramos armados
e folhas em formato de estipulas espinescentes (Figura 6). Tem flores em formato de calice
campanulado com pétalas rosas ou lilases. Seus frutos sdo do tipo narcula (FLORA DO
BRASIL, 2019). E conhecida por aturia ou juquiri-preto, e em Oliveira et al. (2015) é citada
pelo nome de saratudo. E encontrada principalmente nas regides norte e nordeste do pais, em
florestas de igap6 e florestas de varzea (FLORA DO BRASIL, 2019).
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Figura 6 - Machaerium ferox

Apesar de ter propriedades medicinais ainda pouco pesquisadas, alguns estudos ja
relataram o uso em tratamentos contra ictericia, doencas pulmonares e malaria (OLIVEIRA et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). A planta também é utilizada por moradores de comunidades
ribeirinhas de Santarém — Par& no tratamento de picada de cobras como Bothrops jararaca
(MOURA et al., 2015).

2.8 Atividade biologica e composicdo quimica de Machaerium spp.

Em um estudo sobre plantas medicinais utilizadas por remanescentes de quilombos de
Oriximind no Pard, o extrato etandlico 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 Kuvist et al. (2006)
testaram extratos de diversas plantas contra malaria, onde os extratos etanolicos de M. ferox e
M. floribunda mostraram-se parcialmente ativas contra P. falciparum in vitro, com Clso de 20
ug/mL e 87 ug/mL, respectivamente. Ribeiro et al. (2015) demonstraram o potencial

quimiopreventivo de extratos hidroalcodlicos de jacaranda-bico-de-pato (M. hirtum).

Trabalhos anteriores revelaram a presenca de isoflavondides (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 etanélico do caule de M. aristulatum foram isoladas duas isoflavonas (15)

gue demonstraram boa atividade contra o protozoario Giardia (ELSOHLY et al., 1999).
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Figura 7 - Constituintes quimicos de espécies de Machaerium
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Nomes das substdncias: Medicarpina (11a), vesticarpano (11b), mucrunulatol (12a), vestitol (12b), R-3,4-
dimetoxidalbergiona (13a), R-4-metoxidalbergiona (13b), acetato de B-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 quimicos majoritarios de M. hirtum e
avaliar suas fracOes, Ignoato et al. (2013) realizaram uma investigacao farmacoldgica utilizando
folhas e galhos da espécie. Cinco substancias 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 fragdes hexanicas obtidas das folhas e dos galhos demonstraram

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

Figura 8 - Substéncias isoladas de M. hirtum em trabalhos anteriores
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Nomes das substancias: Swertisina (16a), isovitexina (16b), 4-hidroxi-N-metilprolina (17), friedelina (18) e

lupeol (19). Fonte: Ignoato et al. (2013).
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Um estudo quimico e bioldgico realizado por Muhammad et al. (2003) resultou no
isolamento de cinco substancias a partir de M. multiflorum, dois novos trans-
hexaidrodibenzopiranos (HHDBP’s): machaeriol C (20a) e machaeriol D (21a) e trés 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
antimalarica contra cepa W2 de Plasmodium falciparum, com Clsode 120 ng/mL e 220 ng/mL,

respectivamente.

Figura 9 - Substancias isoladas de M. multiflorum em trabalhos anteriores
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(20b)R = H
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Nomes das substancias: 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);
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Descobrir novo agente antimalarico a partir de Machaerium ferox
3.2 Especificos

e Obter extratos ativos a partir de M. ferox.
e Avaliar a atividade antiplasmddica in vitro dos extratos contra Plasmodium falciparum.
e Isolar substéancias a partir das fragdes ativas

e Caracterizar e identificar as substancias isoladas por ressonancia magnética nuclear
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA). A espécie estudada faz parte de um grupo de etnoespécies utilizadas por
comunidades remanescentes de quilombos do municipio de Oriximina — PA, reconhecidas
como detentoras do conhecimento tradicional associado (CTA) identificavel sobre o uso de
plantas medicinais no tratamento de malédria (OLIVEIRA et al., 2015), das quais o
LAPAAM/INPA possui anuéncia para este estudo assinada pelos representantes da Associacéo
de Comunidades Remanescentes de Quilombos do Municipio de Oriximina (ARQMO). A
espécie utilizada nesse trabalho foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen: A6270E8). Foi realizado o
tombamento da exsicata no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia — INPA

com o numero de registro 289801.
4.1 Equipamentos e aparelhos analiticos

Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a realizacdo das analises e

conducéo dos experimentos laboratoriais desse trabalho:

e Balanca analitica: marca Master, modelo AY?220, com limite maximo de 220 g e
minimo de 0,001 g;

e Balanca semi-analitica: marca Master, modelo ARC120, com limite de peso de 3100 g
e minimo de 0,01 g;

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

e Espectrdmetro de RMN: marca Bruker Ultrashield de 300 MHz;

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

e Moinho de facas: marca Marconi, modelo MA340;

e 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 quildmetro 28 da rodovia AM 010, municipio de Manaus
— AM. No Laboratério de Principios Ativos da Amazodnia (LAPAAM) as amostras foram
cortadas e secas em estufa de circulagao de ar a uma temperatura de 30°C, com sua massa sendo

monitorada diariamente por meio de pesagem, até obten¢é@o de peso constante.
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Ap0s a secagem, o material foi triturado em moinho de facas. A amostra triturada foi
armazenada em sacos de papel e potes de pléastico a fim de evitar proliferacdo de fungos.

4.3 Preparacao 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 extragdo a frio, percolacdo e maceragéo,
respectivamente, com solventes de baixa a alta polaridade. Baseado nestes relatos, optou-se
pela extracdo por maceracdo. Também foram realizadas extracbes por decoccdo e infuséo,

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

A extracdo por maceragdo foi primeiramente realizada em pequena escala. Foram
preparados extratos com 6 solventes diferentes, utilizando um periodo de extracdo de 10 dias,
nos quais foi realizada agitacdo 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, cloroférmio, acetato de
etila, acetona e etanol. Também foi utilizada uma mistura hidroalcodlica na proporgéo de 1:1
de etanol e &gua. Os extratos obtidos foram colocados para secar em banho de areia e

posteriormente pesados para calcular o rendimento das extragdes.
4.3.1 Infuséo de M. ferox

Para a extracdo por infusdo, foram utilizados 1 g de amostra e 25 mL de dgua. Aqueceu-
se a agua até temperatura de ebulicdo, em seguida, o0 aquecimento foi cessado e a amostra de
material vegetal foi adicionada a &gua. A mistura descansou por 1 h com o recipiente tampado,

e apos isso foi filtrada e colocada para secar em banho de areia.
4.3.2 Decocgéo de M. ferox

Para a decocgdo, 1 g de amostra foi adicionado a 25 mL de agua aquecida até
temperatura de ebulicdo. A mistura seguiu aquecendo em fervura por 1 h. Pequenas quantidades
de a4gua foram adicionadas durante o processo para manter o volume de 25 mL. ApGs o tempo

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

Apos a evaporagdo completa, as amostras foram pesadas para célculo do teor de

extrativos a partir da equacao abaixo, e os resultados estdo apresentados na tabela 1 (secéo 5.2).

] (massa do extrato seco obtido) * 100
Teor extrativo = - — (D
massa do material vegetal utilizado
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Os extratos obtidos foram submetidos a testes biol6gicos in vitro para determinar a
atividade antiplasmodica contra P. falciparum (se¢do 4.8). O extrato que obteve melhor
resultado, considerando rendimento (Tabela 1) e atividade antiplasmddica (Tabela 2), foi
selecionado para a extracdo em maior escala, posterior fracionamento e identificacdo de
substancias isoladas. O extrato de acetona foi o selecionado para dar continuidade aos

procedimentos.
4.4 Preparacao do extrato em maior escala

A extracdo em maior escala foi realizada a partir do método de maceracéo, utilizando
500 g de material vegetal seco de M. ferox e acetona como solvente. Foram realizadas extragoes
sucessivas em frasco tipo mariote, havendo retirada do extrato e reposicédo de solvente a cada

24 horas por 7 dias. Este extrato foi codificado como EACL1.

Todas as solucBes obtidas foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo, e
posteriormente colocadas para secar em banho de areia até ser verificada a estabilizacdo da
massa. ApoOs secagem em banho de areia, foi verificado o rendimento final do extrato EAC1.

4.5 Isolamento de substancias de M. ferox
4.5.1 Extracdo liquido-liquido do extrato EAC1

Para a extracdo liquido-liquido, o extrato EAC1 foi dissolvido em uma mistura de
metanol e agua (3:7) e agitado em ultrassom por 25 minutos. Apds dissolugdo completa, foram
realizadas as extracGes em funil de separacdo com os seguintes solventes: hexano, cloroférmio
e acetato de etila, conforme o fluxograma 1. Cada extracdo foi repetida por trés vezes com cada

solvente.

Apos a extragdo liquido-liquido, as fragdes foram colocadas para secar em banho de
areia para posteriormente serem pesadas. A partir das fracdes obtidas foram realizadas CCDs
para visualizar os perfis cromatograficos das fracdes geradas e dar prosseguimento ao

fracionamento para o isolamento de substancias.



19

Fluxograma 1 - Extracdo liquido-liquido do extrato EAC1

Extrato EAC1
3,80

e Extracdo com hexano (3x)

F. hex
0,159 ¢

F. hidroalcodlica I

e Extracdo com CHCls (3x)

F. CHCIs

F. hi Icodlica Il
0347 g idroalcodlica

e Extracdo com AcOEt (3x)

F. AcOEt F. hidroalcodlica Il
1,56 g 1,35¢

4.5.2 Cromatografia em coluna (CC)

As colunas cromatograficas foram realizadas utilizando silica gel (0,063 - 0,200 mm),
Merck. Foram utilizadas colunas de vidro, nas quais o tamanho e diametro variaram de acordo

com a necessidade de cada procedimento de separacao.
4.5.3 Cromatografia em camada delgada (CCD) analitica

Foram utilizadas cromatoplacas de fase normal marca Merck 20x20 c¢cm, recortando-se
as placas até uma altura de 5 cm. Para as analises de extratos, fracdes e reunido de subfracGes
cromatograficas, as placas de CCD foram visualizadas em camara de luz UV nos comprimentos
de onda 254 e 365 nm e reveladas com solucéo de p-anisaldeido em aquecimento a 100°C.

4.5.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética de hidrogénio e carbono (1D) foram obtidos em
um espectrometro da marca Bruker modelo Fourier 300 (7,05 T), operando na frequéncia de
300 MHz (RMN 1H) e 75 MHz (RMN 23C), utilizando solvente deuterado, além do padrao de
referéncia 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 quimicos foram registrados em ppm (§).
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4.6 Isolamento da substancia A

O fracionamento foi realizado com uma aliquota de 1,5 g da fracdo F.AcOEt (obtida do
extrato EAC1 conforme descrito na se¢do 4.5.1) por meio de cromatografia em coluna aberta
de 2 cm de diametro e 15 cm de altura de silica gel (0,063-0,200 mm, Merck) empacotada com
CHCls. A coluna foi eluida com 100 mL de CHCI3z 100%, seguida de 100 mL de uma mistura
bindria de CHCIz e acetona (9:1) com aumento de polaridade de 10% (90:10 a 0:100),
totalizando 1,1 L de eluentes. Foram obtidas 200 subfracGes, as quais foram reunidas em 8
fracdes, conforme seus perfis cromatograficos visualizados em CCD. A fragdo AS1A (37,1 mg)
apresentou um bom nivel de pureza, observado por CCD (codificada como substancia A) e foi
levada a analise de RMN (1D e 2D).

Fluxograma 2 - Isolamento da substancia A

F. AcOEt
1,5¢g

e CHCls:acetona

200
subfracdes

e CCD (Comparativa, reunido de subfracdes)

ASTA
37,1 mg
Substancia A

AS1B AS1C ASI1D ASI1E AS1F AS1G AS1H
132mg || 142 mg || 136 mg | 45,1 mg || 296 mg 180 mg || 11,8 mg

4.7 Isolamento da substancia B

O segundo fracionamento foi realizado utilizando uma aliquota de 347 mg da fracdo
F.CHClIs, Foi realizado cromatografia em coluna aberta de silica gel (didmetro x altura=2 x 15
cm; 0,063-0,200 mm, Merck) empacotada com CHCIs. A coluna foi eluida com 100 mL de
CHCI3100% seguida de uma mistura binaria de CHCIlz:Hex (7:3) com aumento de polaridade
(70:30 a 100:0), e seguindo com o aumento de polaridade utilizando CHCl3:acetona (90:10 a
0:100), totalizando 1,1 L de eluente utilizado. Foram obtidas 152 subfraces, as quais foram
reunidas em 17 e depois 5 fracdes, conforme seus perfis cromatogréficos. A fracdo AS2B (4,7

mg) apresentou um bom nivel de pureza, observado por CCD (codificada como substancia B)
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e foi levada a analise de RMN (1D e 2D). Na fragdo AS2E (200 mg) foram reunidas as
subfracdes que ndo apresentaram potencial para isolamento de substancias.

Fluxograma 3 - Isolamento da substancia B

F. CHCI,

347 me
* CHCl;:hex (70:30 a 100:0)

* CHCl,:acetona (90:10 a 0:100)

152
subfracdes
- CCD
[ | ] | |
AS2A f?ang AS2C AS2D AS2E
2,8 mg ’ 1,0 mg 11,8 mg 200 mg

Substancia B

4.8 Testes bioldgicos
4.8.1 Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum

O cultivo in vitro de P. falciparum e os bioensaios foram realizados no Laboratorio de
Cultivo de Plasmodium falciparum do Laboratério de Maléria e Dengue /INPA com o auxilio
da Mestre Lais Garcia Jorddo. O método utilizado é uma adaptacdo da técnica de Trager e
Jensen (1976) feita pela Geréncia de Malaria da FMT-HVD (ANDRADE-NETO et al., 2007),

0 qual baseia-se no desenvolvimento in vitro dos estagios eritrocitarios de P. falciparum.

A cultura foi realizada utilizando a cepa K1 de P. falciparum, resistente a cloroquina e
pirimetamina. A cepa foi cultivada em eritrocitos humanos do tipo A+ na temperatura de 37°C,
em frascos de poliestireno de 50 mL hermeticamente fechados, a uma atmosfera de baixa tensédo
de oxigénio (5% de COz2, 5% de O2 e N2 balanceado (White Martins)).

Foram adicionados aos frascos cerca de 500 pL de eritrocitos parasitados e 4,5 mL de
meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com NaHCOsz (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 adigdo de mistura
carbogénica foram realizadas diariamente, assim como a adi¢do de eritrocitos sempre que a

concentracdo de parasitas se encontrava elevada (>5%).
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O crescimento dos parasitas foi acompanhado durante a troca de meio de cultura, por
meio de esfregacos sanguineos corados em panotico® e observados em microscépio dptico. A

parasitemia foi calculada e expressa em percentagem a partir da contagem de 2000 eritrdcitos.
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 adaptacdes de Andrade-Neto et al. (2007). As amostras foram
testadas nas concentragdes de 50 e 5 ug/mL na etapa de triagem. Entre essas, as que
apresentaram percentual de inibicdo igual ou acima de 80% foram consideradas relevantes e
avaliadas em sete concentragdes, entre 100 a 1,56 ug/mL (concentracGes finais/concentragoes
nos pocgos), para determinagéo da concentracdo capaz de reduzir o crescimento do parasita em
50% (Clso).

As amostras foram preparadas utilizando DMSO em solucdes estoque de concentracao
10 mg/mL e diluidas em meio de cultura RPMI 1640 para as concentra¢fes a serem testadas.
As amostras foram testadas em triplicata na triagem e duplicata para o célculo de Clso, em
microplaca de 96 pocos. Em cada poco foi adicionada uma suspencdo de hemécias com
parasitemia inicial de 1% sincronizadas em estagio de anel por meio de adicdo de sorbitol,
juntamente com a amostra a ser testada em um volume final de 200 pL, incubadas por 48 h a
37°C. Para o controle do crescimento, os pocos foram preparados e incubados sem amostras,
contendo apenas a suspencdo de heméacias e o0 DMSO na mesma quantidade da maior

concentracdo das amostras (1% de DMSO no poco).

Apbs a incubacdo, foram preparados esfregacos sanguineos para cada poco, corados em
panético®. Estes foram observados em microscépio para a afericdo da parasitemia, a partir da
contagem de cerca de 2000 eritrdcitos para cada esfregaco. A parasitemia expressa em

percentagem foi calculada pela Equacéo 2:

N° total de parasitas * 100

(2)

Parasitemia (%) = N° total de hemacias

4.8.3 Andlise estatistica de dados

A concentracdo inibitoria de 50% de crescimento (Clso) foi calculada com o auxilio do
software GraphPad Prism 5.0, onde o efeito antiparasitario das amostras foi medido em relacdo

ao controle livre de drogas, em um intervalo de confianca de 95% (I1C 95).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta e processamento do material vegetal

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

secagem em estufa, sua massa final foi de 697,2 g.
5.2 Extragdo em pequena escala
5.2.1 Rendimento das extracdes

Os rendimentos dos extratos secos (mg) e teores de extrativos (rendimento percentual)
das extragdes estdo apresentados na tabela 1. Como pode ser visualizado na tabela, o rendimento
dos extratos obtidos por maceracgao cresceu conforme o aumento da polaridade dos solventes,
onde a solucdo hidroalcoodlica 1:1 apresentou o maior rendimento, seguida pelas extragdes por
etanol e acetona. Nota-se também, que mesmo utilizando um solvente de alta polaridade, as
extracOes realizadas pelos métodos tradicionais de infusdo e decoccdo com H>O obtiveram

rendimento mediano se comparados com a maceragdo a temperatura ambiente.

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

Rendimento de extrato seco Teor de extrativos

Solvente
(mg) (%)
Hexano 6,0 0,60
CHCIs 6,4 0,64
Acetato de etila 20,5 2,05
Acetona 61,2 6,12
Etanol 68,4 6,84
Etanol:H.O 86,9 8,69
H>0 (Infuséo) 28,3 2,83
H>O (Decocc¢ao) 33,6 3,36

5.3 Atividade antimalarica in vitro — triagem
Os extratos de M. ferox foram submetidos a uma triagem baseada na sua inibigdo in
vitro da cepa K1 de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina em duas concentragdes (50
e 5,0 pg/mL). Os percentuais de inibicdo dos extratos estdo apresentados na tabela 2.
Inicialmente, as amostras que apresentaram inibig&o da parasitemia na maior concentragéo igual

ou superior a 80% foram consideradas relevantes. Os valores de referéncia para os célculos
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foram as parasitemias do controle contendo apenas DMSO e a suspencdo de hemacias

parasitadas.

Tabela 2 - Inibigdo in vitro de extratos de M. ferox frente a estirpe K1 de P. falciparum

Inibicéo (%)

Extrato/solvente

da extracio Concentracao
50 pg/mL 5,0 pg/mL
Hexano 11 0,0
CHCls 88 11
Acetato de etila 53 4,4
Acetona 86 2,9
Etanol 34 0,0
Etanol:H20 43 0,0
H>0 (Infuséo) 21 0,0
H>O (Decocgéo) 28 0,0

De acordo com os dados da Tabela 2, os extratos de CHCIs e acetona exibiram as
maiores inibi¢bes 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, 0
extrato de CHCIs foi um dos que resultaram no menor rendimento final (Tabela 1), o que pode
ser uma desvantagem quando se pretende obter substancias isoladas. O extrato de acetona além

de apresentar inibicdo > 80% em 50 pg/mL, obteve um bom rendimento final.
5.4 Extracdo em maior escala para isolamento de substancias
5.4.1 Rendimento percentual do extrato acetdnico de M. ferox - EAC1

O rendimento (percentual) da extracdo foi de 3,8 g (0,76%). Nota-se que, ao contrario
do procedimento em pequena escala, 0 extrato de acetona ndo apresentou um bom rendimento
final. Isto ocorreu devido a necessidade de interromper precocemente 0 processo de extragéo,
por conta das medidas de prevencdo a infeccdo e propagacdo da Covid-19 implementadas em
marco de 2020.

5.4.2 Atividade antimalarica in vitro do extrato EAC1 — Clso
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Para o teste de Clso, todas as amostras foram testadas em duplicata com sete dilui¢fes
cada (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 ug/mL). Os critérios utilizados para classificacdo da
atividade dos extratos brutos estdo de acordo com os definidos na literatura (OLIVEIRA et al.,

2015) e estdo apresentados a seguir:
Concentracao inibitoria 50% (Clso):

e Clso > 25 pg/mL = inativo (I)

e 25 pg/mL > Clsp> 10 pg/mL = parcialmente ativo (PA)
e 10 pg/mL>Clsgp> 1,0 ug/mL = ativo (A)

e Cls50<1,0 pg/mL = muito ativo (MA)

A partir dos valores de Clso obtidos para o extrato aceténico do caule de M. ferox (Clso
21,3; IC (95%) 14,1 — 32,4 ug/mL), pode-se considerar o extrato parcialmente ativo. Um valor
semelhante para extratos etandlicos utilizando caule desta mesma espécie foi encontrado por
Oliveira et al. (2015), que obtiveram uma Clso de 20 pg/mL.

5.5 Substancia A — Epicatequina

A substancia A foi isolada da fracdo de acetato de etila (F.AcOEt), proveniente do
extrato aceténico do caule de M. ferox (EACL, Fluxograma 2). Apresentou-se como um sélido
amorfo branco, soltvel em metanol e parcialmente solivel em acetona. Na analise em CCD,
apresentou uma coloracdo vermelha escura apds revelagdo com p-anisaldeido, sendo submetida
as técnicas espectroscopicas de RMN de tH e 13C uni e bidimensionais, cujos espectros estao
incluidos nos Anexos 1-6. Apos andlise dos resultados e comparacdo com dados da literatura,
prop0s-se a estrutura quimica como sendo do flavonoide, de formula molecular C1sH140s, a
epicatequina. Para a confirmacdo da proposta foram analisados todos os dados espectrais e

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

Observando o espectro de RMN de *H, pode-se notar a presenca de dois dubletos
localizados na regiéo de 6w 5,94 (J = 2,3 Hz) e 81 5,92 (J = 2,3 Hz), sinalizando os hidrogénios
aromaticos H-6 e H-8, respectivamente (Figura 11, Anexo 1, Tabela 3). Em 6n 2,75 € 2,89 sdo
observados dois duplos dubletos, referentes aos hidrogénios H-4, (J = 17; 2,5 Hz) e H-4p (J =

17; 4,5 Hz), respectivamente.

Um singleto largo em 6+ 4,82 refere-se ao hidrogénio metinico H-2 da epicatequina. Em
OH 4,18 aparece um multipleto atribuido ao hidrogénio H-3 ligado a um carbono carbindlico.
Os sinais em 6H 6,77 (J = 8,1 Hz) e em on 6,80 (J = 1,8 Hz e 8,1 Hz) sdo dos hidrogénios
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aromaticos. O dubleto em 61 6,98 (J = 1,8 Hz) refere-se ao H-2’ em acoplamento meta
(Anexo 1).

O espectro de 3C apresentou 15 linhas espectrais (Anexo 2). Utilizando-se dos dados
espectrais de DEPT135 (Anexo 3) e HSQC (Anexo 4), foi possivel afirmar que essa substancia
apresentava 1 sinal de metileno (CH2), 7 de metilas e/ou metinos (CH3s/CH) e 7 de carbonos
quaternérios (C, Tabela 3).

A analise do espectro de COSY (Anexo 6) mostrou acoplamento entre os hidrogénios
do anel B na posig¢do 2’ (dH 6,80) com o hidrogénio 3’ (6n 6,77) e um acoplamento 1-3 com o
sinal de hidrogénio em 616,98 (H-6") (Figura 10, Tabela 3), por isso, o sinal de H-2’ apresentou-
se como um duplo dubleto. Os hidrogénios geminais do carbono 4 (6n 2,75 e 2,89, anel C)
apresentaram acoplamento geminal, e também com H-3 (61 4,18). No anel A, o H-8 (61 5,92)
apresentou um acoplamento com o H-6 (6n 5,94), e pelos dados obtidos de deslocamento
quimico, os carbonos nas posi¢des 5 e 7 podem ter hidroxilas como substituintes. Algumas
correlagdes estdo mostradas na figura 10 e 11, anexos 1 e 6, e inseridos na tabela 3.

Figura 10 - Ampliacbes do espectro de COSY da substancia A
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Figura 11 — Atribuicdes das correlagcdes de COSY para a substancia A

No mapa de contorno do HMBC (Anexo 5, Figuras 12-14) foi possivel observar no anel
A a correlagdo do H-6 (6n 5,94; d) com C-8 (6¢c 94,4) e C-10 (6¢c 98,6) e H-8 (61 5,92; d) com
C-5 (8¢ 155,9) e C-10. No anel B, o hidrogénio com 6n 6,80 (H-2"), mostrou correlagdo com os
carbonos 6c 78,4 e 144,3 referentes os carbonos C-2 do anel C e C-4’ do anel B. O hidrogénio
H-3’ (6w 6,77; d) correlaciona-se com os carbonos em C-1’ (6¢c 130,8) e C-5’ (6¢c 144,5), 0 H-
6’ (61 6,98; d) mostrou correlagdo com os carbonos com dc 78,4, 118,0 e 130,8, referentes aos
carbonos nas posicdes C-2, C-2’ e C-1’, respectivamente. Algumas das correlaces no espectro

de HMBC importantes para os anéis A e B podem ser visualizadas nas Figuras 12 e 13.



Figura 12 — Ampliagdes do espectro de HMBC para os anéis A e B da substancia A
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Figura 13 - Espectro de HMBC ampliado em correlacfes do anel B da substancia A

ppm
110
w ——
o ((cc=PD35)
H-6 , ’ C 2 ’ 115
) D = ——
‘ 120
125
H-3’, C-1’
H-6’, C-1° ’
130
S
135
T T T T T T - T : : Y
7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 ppm

No anel C, H-4, e H-4p (61 2,75 € 2,89, respectivamente) apresentaram correlagdo com
C-9e C-10 (8¢ 156,2 e oc 98,6, respectivamente), 0 H-3 (61 4,18; m) apresentou correlagdo com
C-2 (8¢ 78,4) e C-10 (¢ 98,6) e C-1" (6¢ 130,8), e 0 H-2 (6n 4,82 ;sl) correlacionou-se com C-

4 (anel A) e C-1’ ¢ C-2’ (anel B). Algumas correlagdes estdo destacadas na Figura 14.

Figura 14 — Ampliagdes do espectro de HMBC para o anel C da substancia A
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Na figura 15 estdo atribuidas algumas das correlagdes heteronucleares HMBC (*H-13C)

mais importantes para a substancia A (epicatequina).
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Figura 15 — Atribuicdes das correlacdes heteronucleares de HMBC da substancia A

Comparando-se os dados de RMN de 1D e 2D obtidos para a substancia A com a
literatura de L6bo et al. (2008) (Tabela 4) concluiu-se tratar-se da substancia epicatequina (24)
(Figura 16). Os dados também foram comparados com os dados disponiveis da literatura para
a substancia catequina, porém os deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-2 e H-3 e os

desdobramentos dos sinais ndao correspondem ao visualizado para a substancia A.

Figura 16 - A estrutura da epicatequina
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A epicatequina é citada por Sanella et al. (2007) como uma das mais importantes
catequinas do cha verde (Camellia sinensis). No estudo de Sanella et al. (2007), foi investigada
a atividade antiplasmaddica 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 Clso de 10,9 uM e 7,2 uM contra cepas 3D7 (cloroquina-sensivel)

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

Figura 17 - Catequinas do ch4 verde com atividade antiplasmddica

OH OH
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Apesar de ndo haver relatos de identificagdo da epicatequina em espécies do género
Machaerium, esta substancia foi identificada em espécies variadas da familia Fabaceae.
Chakravarthy e Gode (1985) identificaram a substancia na espécie Pterocarpus marsupium e
investigaram sua acao no sistema nervoso central de ratos, no qual nao apresentou nenhum
efeito desagradavel. David et al. (2002) demonstraram a atividade antioxidante parcial da

epicatequina isolada de Dioclea lasiophylla.

Tabela 3 - Dados de RMN 1D e 2D da substancia A (epicatequina, 24) (300/75 MHz; ppm; CD30D)

Unidimensionais Bidimensionais (d+)

C 13C (3c)/DEPT 1H (31)/HSQC HMBC COSY
C-2 78,4 (CH) 4,82 (s) i’i%;; g%% 6'82;128’89;
C-3 66,0 (CH) 4,18 (m) 4.82:275  2,89;4,82;
coa 278 (CHo) a 2,75 (dd, J =17; 2,5 Hz) 482 2,89; 4,18;

B 2,89 (dd, J = 17; 4,5 Hz) 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) 5,04
Cc-8 94,4 (CH) 5,92 (d, J = 2,3 Hz) 5,04
Cc-9 156,2 (C) 5,94; 2,75
C-10 98,6 (C) 5,94; 2,75
C-1° 130,8 (C) 3’;72;; 39188
c-2’ 117,9(CH) 6,80 (dd, J=8,1; 1,8 Hz) 4,82; 6,98 6,08
C-3’ 114,4 (CH) 6,77 (d, J = 8,1 Hz) 6,80
C-4° 1443 (C) 6,80; 6,98
C-5° 1445 (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 3C e 1H da substancia A e dados da literatura para epicatequina (24)

RMN de 2C (5¢) RMN de 'H (6n)
C Observado Lit* 1H (81)/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 (CH>) 28,5 a 2,75 (dd, J=17 e a 2,85 (dd, J=16,8e 4,5
2,5 Hz) Hz); B 2,72 (dd, J=16,8 e
B 2,89 (dd,J=17e 2,4 Hz)
4,5 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) 953 592(d,J=23Hz) 591 (d,J=1,8Hz)
C-9 156,2 (C) 157,1 - -
C-10 98,6 (C) 99,5 - -
C-I’ 130,8 (C) 131,7 - -
c-2’ 117,9 (CH) 1190 6,80 (dd,J=8,1;18 6,79 (dd, J=8,1;1,2 Hz)
Hz)
C-3° 114,4 (CH) 1154 6,77 (d, J = 8,1 Hz) 6,75 (d, J = 8,1 Hz)
C-4’ 144.3 (C) 1451 - -
C-5’ 144,5 (C) 145,0 - -
C-6’ 113,9 (CH) 1150 6,98 (d, J = 1,8 Hz) 6,97 (d, J = 1,2 Hz)

*L6bo et. al (2008) CD30D, 300 MHz.



33

5.6 Substancia B - (AS2B)

A substancia B (AS2B) foi isolada da fragcdo cloroférmica (F.CHCIs3), proveniente do
extrato acetonico do caule de M. ferox (Fluxograma 3). Na analise em CCD, apresentou uma
coloracdo escura apds revelagdo com p-anisaldeido, sendo submetida as técnicas
espectroscopicas de RMN de tH e 3C (300 MHz) uni e bidimensionais, cujos espectros estdo

incluidos nos Anexos (7-16).

O espectro de 'H, apresentou um perfil condizente com um triterpeno pentaciclico, no
qual foi possivel observar sete singletos nas regides o+ 0,90; 0,91; 1,0; 1,05; 1,10; 1,61 e 1,69,
referentes aos hidrogénios dos grupos metilicos. Na figura 18 é possivel visualizar o espectro
de RMN de 'H ampliado na regido onde h& sinais caracteristicos de metila. O espectro
apresentou, ainda, um tripleto aparente em &4 5,10, caracteristico de hidrogénio vinilico (Anexo
7).

Figura 18 - Ampliagdo do espectro de RMN de 'H na faixa de 8+ 0,5 a 2,9 da substancia B
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O espectro de RMN 3C apresentou 30 linhas espectrais (Anexos 8 e 9), corroborando
com o perfil do espectro de hidrogénio para um triterpeno pentaciclico. A andlise do espectro
DEPT 135° mostrou a presenca de 11 sinais de amplitude negativa e 12 sinais de amplitude

positiva (Anexo 10).
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Ainda no espectro DEPT, a auséncia de 7 sinais observados no espectro de RMN 3C
indica a presenca de carbonos quaternarios. Um sinal em 8¢ 216,7 indica que a molécula possui
um grupo carbonilico de cetona. Sinais de deslocamento 6c 125,0 e 6¢c 131,0 confirmam a

presenca da dupla ligacdo relacionada ao sinal de hidrogénio em 61 5,10.

Figura 19 - Ampliagdo do espectro de COSY na faixa de § 0 a 3 da substancia B (AS2B)
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Considerando as analises dos espectros de RMN H, RMN 13C e DEPT/HSQC, chegou-
se a conclusao de que a substancia AS2B se trata de um triterpeno com formula de CsoHagO.
Triterpenos com a mesma férmula molecular e sinais semelhantes foram identificados em
outras espécies da familia Fabaceae, entre eles a B-amirenona (27) e a germanicona (28). Na
figura 20 estdo mostradas as estruturas identificadas na espécie Pterogyne nitens (REGASINI

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

Figura 20 - Estruturas das substancias p-amirenona (27) e germanicona (28)
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No diagrama de contorno do espectro bidimensional de correlagcdo heteronuclear C-H a
longa distancia (HMBC) foram observadas correlages heteronucleares entre os sinais do
hidrogénio on 2,71 (d¢c 37,5) com os carbonos de deslocamento 6c 33,4 (0n 1,87 € 1,56) e dc
216,7, essas relacdes puderam ser confirmadas no espectro de COSY, mostrado na figura 21.
O hidrogénio da metila em &¢ 20,8 (61 1,10) mostrou correlagdo com o carbono em dc 216,7,

também com o carbono em d¢c 48,7 e a metila em oc 22,2 (6n 1,05).

Figura 21 - Ampliacdo do espectro de COSY da substancia AS2B
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Os carbonos das metilas em dc 17,7 e 25,8 mostraram correlagdo com o hidrogénio em
OH 5,1, do carbono vinilico em dc 125,0. Este carbono também se correlaciona com o0s
hidrogénios em 61 1,04 e 1,92, dos carbonos metilénicos em d¢ 36,4 e d¢c 28,1, respectivamente.

Algumas das correlacGes citadas podem ser visualizadas na figura 22.
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Figura 22 - Ampliagéo do espectro de HMBC na faixa de 8+ 1,3 a 2,2 da substancia B (AS2B)
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O carbono em oc 48,7 apresentou correlagdo com os hidrogénios em dn 1,05, 1,10, 1,0;
1,67; 0.90, referentes a metilas. Também se correlacionou com o hidrogénio do carbono

metinico em dc 47,9 (3n 1,59), devido a isso, o sinal ¢ 48,7 foi atribuido a dois carbonos.

Foram discutidas apenas algumas das correlagbes para essa estrutura, as demais
encontram-se inseridas na Tabela 5 em ordem decrescente de deslocamento quimico. Nos

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

Apesar da substancia AS2B ter apresentado sinais semelhantes com os encontrados em
triterpenos ja estudados em outros trabalhos, muitos sinais e correlagdes mostraram-se distintos
dos comumente encontrados nas substancias analisadas. Desta forma, ndo foi possivel

identificar a substancia AS2B.



Tabela 5 - Dados de RMN 1D e 2D da substéncia B (AS2B) (300/75 MHz; CDsCls)
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Unidimensionais

Bidimensionais (6nH)

13C (3c) (ppm)  DEPT 135°  IH (5,)/HSQC HMBC CoSY
2167 - 271 1253% 1.10;
131.0 C 161: 1.60: 1,92
1250 oh 5,10 (t aHpZ.,)J 71 161 11%92 1,04: 169
52.2 CH 1,60 (m) 1,0: 0,90
50,3 C 1,04
1,59: 1,05, 1,10:
48,7 C 1.0 1,67, 0,90
484 CH 1,70 (m)
47,9 CH 1,59 (m) 1,18
453 C
2.71 (ddd, J = 6,5:
13,8; 7,5 Hz)
375 CH; 1,56: 2,30
2,30 (ddd, J = 4,1;
6,8; 6,8 Hz)

36,3 CH; 1,04 (m) 0,01
35,6 CH; 1,31 (m) 0,90
35.9 CH; 8:?8 Egg

1,87 (m)
334 CH; L5 () 2,71 271
32,8 CH; 1,67 (m) 101,18
206 C

1,92 (m)
28.1 CH; 1,30

1,30 (m)

1,18 (m)
26.7 CH;

2,06 (m)
26,0 C 1.70: 1,87
259 CH; 1,38 (m) 0,91
258 CHa 1,69 (s) 161: 5,10 5,10

2,04 (m)
24.9 CH;

1,88 (m)
222 CHs 1,05 (s) 1,10
215 CH; 1,56 (m) 1,04
211 C 2,04 2.04: 1,67
20,8 CHs 1,10 (s) 1,05: 1,59
193 CHs 0,91 (s) 159: 1,10
18.2 CHs 0,90 (s) 161
18.1 CHs 1,0 (s) 161
177 CHs 1,61 (s) 5,10: 1,69 1,04
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6 CONCLUSAO

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

antimalarica parcial contra Plasmodium falciparum.

Foram isoladas duas substancias do extrato acetdnico de M. ferox, o flavondide
epicatequina, e o triterpeno pentaciclico AS2B. Este é o primeiro relato da presenca de

epicatequina na espécie M. ferox.

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da composicdo quimica da espécie

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

ANEXO 1 Espectro de RMN de 'H da epicatequina (AS1A; CDs;0D; 300 MHz).
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ANEXO 2 Espectro de RMN de 13C da epicatequina (AS1A; CD3;0D; 75 MHz)

Fr-ACS22A (13C; metanol-d4; 10 mg)16/10/2020
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ANEXO 3 Espectro de DEPT 135 da epicatequina (AS1A; CD3;0D; 75 MHz)
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ANEXO 4 Espectro de HSQC da epicatequina (AS1A; CDs;0D; tH-300, 13C-75 MHz)

Fr-ACS22A (HSQC; metanol-d4; 10 mg)16/1042020 Op. Sabrina

| [ J |
) U i I \‘ ‘Ilm‘ | JJJJU’IJ L

) ppm
4 i . 20 % romzaan
| 110 e T g
| : = -
T - 112 P e
| : g Ao F
: - 114 40 5 oot
> =
= | - 116 )
|
J
i 118 ||
| 120 I I‘ |"l 4
§ B . " U ‘\\7“ . o ppH-
T T T T T T |
7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 ppn |

F a3

] .
41‘

3 o4
# ® —
— :

95

96

- 97

T AR N RS AR R A F
6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 ppmp

sF 75.4852500 Mz
SINE

L L B B S B B S S S B S S HL L L B S B B B S S S I S S S B o Qase

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 ppm & :

Be



o1

ANEXO 5 Espectro de HMBC da epicatequina (AS1A; CDs;0D; tH-300, 13C-75 MHz)

Fr-ACS22A (HMBC; metanol-d4; 10 mg)l6/10/2020
Op. Sabrina
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ANEXO 6 Espectro de tH-1H COSY da epicatequina (AS1A; CD3;0D; 300 MHz)

Fr-ACS22A (COSY; metanocl-d4; 10 mg)l6/10/2020
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ANEXO 7 Espectro de RMN de 'H da substancia B (AS2B; CDCls; 300 MHz)

Adrianaz2l_ACSZ25B (1H; CDCl3; 4.7 mg)ll/03/2021
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ANEXO 8 Espectro de RMN de 3C da substancia B (AS2B; CDCls; 75 MHz)

Adriana2l_ ACS25B (13C; CDC1l3; 4.7 mg)ll/03/2021
Op. Magno
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Anexo 9 Ampliacdo do espectro de RMN de '*C da substancia B (AS2B) na faixa de 810-55 (CDCls; 75 MHz)

Bdriana2l ACS25B (13C; CDC13; 4.7 mg)
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ANEXO 10 Espectro de DEPT 135 da substancia B (AS2B; CDCls; 3C-75 MHz)

Adriana2l_ACS25B (deptl35; CDC1l3; 4.7 mg)l2/03/2021
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ANEXO 11 Espectro de HSQC da substancia B (AS2B; CDCls; tH-300, 13C-75 MHz)

Adriana2l_ACS25B (HSQC; CDC1l3; 4.7 mg)
2%/03/2021
Op. Magno

g SO — ol AN s

U LIRS
it AN Gy ____ ppm

=100

- 110

—120

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

T T T T T ~130
2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

57



ANEXO 12 Espectro de HMBC da substancia B (AS2B; CDCls; tH-300, 3C-75 MHz)

Adriana2l_ACS25B (HMBC; CDC1l3; 4.7 mg)09/04/2021
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Anexo 13 — Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia B (AS2B) na faixa de 810,5-2,2 e 8¢13-60 (CDCls; tH-300, 8C-75 MHz)
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ANEXO 14 Espectro 1H-H COSY da substancia B (AS2B) em CDCl; (300 MHz)

AdrianaZ?l_ ACS25B (COSY; CDC13; 4.7 mg)29/03/2021
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Anexo 15 - Ampliacdo da regido 80-3 do espectro de *H-'H COSY da substancia B (AS2B; CDCls; 300 MHz)

Adriana2l ACS25B (COSY; CDC13; 4.7 mg)29/03/2021 Op. Magno
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Anexo 16 - Ampliacdo da regido de 65,00-5,24 x 51,4-2,4 do espectro de *H-'H COSY da substancia B (AS2B; CDCls; 300 MHz)
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Anexo 17 - Dados de RMN de 3C da literatura para p-amirenona e germanicona

RMN de 3C
C [-amirenonat Germanicona?

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: GONZALEZ et al. (1981)



