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RESUMO 

Este trabalho teve como objetivo estudar a composição química e avaliar a atividade 

antiplasmódica in vitro de extratos e substâncias de Bertholletia excelsa, através de estudo 

bioguiado. Resíduos de raiz, casca de raiz, casca do caule e entrecasca desta espécie foram 

coletados, provenientes da Fazenda Aruanã em Itacoatiara–AM. Os extratos foram preparados 

com base em um planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centroide, com três 

componentes diferentes (Grupo 1: hexano, diclorometano e acetato de etila, e grupo 2: acetona, 

etanol e água). Realizou-se um estudo quimiométrico, baseado em dados de espectrometria de 

massas desses extratos, onde os dados obtidos foram tratados e interpretados no programa 

Chemoface. A análise foi realizada por parte da planta, a fim de identificar extratos com 

componentes com m/z associados à atividade antiplasmódica. Os extratos foram testados para 

atividade antimalárica in vitro frente à cepa K1 de P. falciparum inicialmente por screening 

(triagem) inicial em duas concentrações (50 e 5 µg/mL). Dos quarenta e um (41) extratos que 

foram priorizados para determinação de concentração inibitória de 50% (CI50), nas concentrações 

de 100 a 1,56 µg/mL, quatro (4) dos extratos da raiz foram parcialmente ativos (10,3 – 12,3 

µg/mL) e trinta e sete (37) foram considerados ativos (1,7 – 8,2 µg/mL), destacando-se o extrato 

obtido da entrecasca da B. excelsa na mistura acetona/etanol/água (E56) como o mais ativo (1,7 

µg/mL). Os dados quimiométricos foram trabalhados para encontrar uma relação entre os 

extratos ativos e o perfil químico, notando-se a presença de três (3) picos principais: 301; 447; 

469 nos extratos ativos. Estes resultados ao serem correlacionados com atividade e rendimento 

dos extratos ajudou a definir a escolha do extrato E56 para separação por CLAE, então uma nova 

extração em maior escala foi realizada. A fração metanólica do E57, obtida por coluna de EFS 

(extração em fase sólida), foi analisada por CLAE, resultando na coleta de 6 substâncias. A 

identificação/caracterização das substâncias obtidas foi realizada por meio das análises dos 

espectros de RMN de 1H e de 13C (mono e bidimensionais) e EMAR, conforme as características 

estruturais, observando-se que os sinais característicos correspondem a ácido elágico e derivados 

(ácido valoneico dilactona, ácido elágico hexosídeo, ácido elágico pentosídeo, eschweilenol C e 

ácido metil-elágico ramnopiranósideo), apresentando atividade antiplasmódica (IC50 = 2,08 – 

9,47 µM) e antioxidante (IC50 = 15,58 – 35,47 µM)  importantes. O fracionamento bioguiado se 

mostrou eficiente no isolamento de substâncias com atividade antiplasmodial in vitro. 

 

Palavras-Chaves: castanha-do-Brasil, Bertholletia excelsa Bonpl., ácido elágico, P.  falciparum. 



 

 

ABSTRACT 

This work aimed to study the chemical composition and evaluate the in vitro 

antiplasmodic activity of extracts and substances from Bertholletia excelsa, through bioguided 

study. Root residues, root bark, stem bark and bark of this species were collected, from Fazenda 

Aruanã in Itacoatiara – AM. The extracts were prepared based on an experimental design of 

mixtures of the simplex-centroid type, with three different components (Group 1: hexane, 

dichloromethane and ethyl acetate, and group 2: acetone, ethanol and water). A chemometric 

study was carried out, based on mass spectrometry data of these extracts, where the obtained data 

were treated and interpreted in the Chemoface program. The analysis was carried out by the plant, 

in order to identify extracts with components with m/z associated with antiplasmodic activity. 

The extracts were tested for antimalarial activity in vitro against the P. falciparum K1 strain 

initially by initial screening in two concentrations (50 and 5 µg/mL). Of the forty-one (41) 

extracts that were prioritized to determine the 50% inhibitory concentration (IC50), in the 

concentrations of 100 to 1.56 µg/mL, four (4) of the root extracts were partially active (10.3 - 

12.3 µg/mL) and thirty-seven (37) were considered active (1.7 - 8.2 µg/mL), highlighting the 

extract obtained from the B. excelsa bark in the acetone/ethanol/water mixture (E56) as the most 

active (1.7 µg/mL). The chemometric data were worked to find a relationship between the active 

extracts and the chemical profile, noting the presence of three (3) main peaks: 301; 447; 469 in 

active extracts. These results, when correlated with activity and yield of the extracts, helped to 

define the choice of extract E56 for separation by HPLC, so a new extraction on a larger scale 

was performed. The methanolic fraction of E57, obtained by column solid phase extraction, was 

analyzed by HPLC, resulting in the collection of 6 substances. The identification/characterization 

of the substances obtained was carried out by analyzing the 1H and 13C NMR spectra (mono and 

two-dimensional) and LC-MS, according to the structural characteristics, observing that the 

characteristic signs correspond to ellagic acid and derivatives (valoneic acid dilactone, ellagic 

acid hexoside, ellagic acid pentoside, eschweilenol C and methyl ellagic acid ramnopyranoside), 

with antiplasmodic activity (IC50 = 2.08 - 9.47 µM) and antioxidant (IC50 = 15.58 - 35.47 µM) 

important. Bioguided fractionation proved to be efficient in the isolation of substances with 

antiplasmodial activity in vitro. 

 

Keywords: Brazil nut, Bertholletia excelsa Bonpl., Ellagic acid, P. falciparum. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No contexto das endemias mundiais, o flagelo da malária continua a matar mais de 

400.000 pessoas a cada ano, se posicionando como uma das doenças infecto-parasitárias com 

maiores taxas de morbidade e mortalidade, atingindo mais fortemente mulheres grávidas e 

causando a morte de uma criança menor de cinco anos, a cada dois minutos. De acordo com 

os dados recolhidos do último relatório mundial da malária, em 2018 houve um número 

estimado de 228 milhões de casos e 405.000 mortes em todo o mundo. Isso representa cerca 

de 3 milhões a menos de casos e 11.000 a menos de mortes em comparação com 2017 (OMS, 

2018; OMS, 2019). Apesar da redução no número de casos de malária dos últimos anos, e 

embora a maior incidência da doença seja no continente africano, a disseminação da doença 

é uma realidade preocupante pelo possível surgimento de parasitos resistentes às drogas já 

disponíveis no mercado.  

Na ausência de uma vacina efetiva contra a malária, a farmacoterapia é, atualmente, 

uma arma capaz de auxiliar no controle e combate a essa enfermidade. Os antimaláricos 

naturais, quinina e artemisinina, que deram origem aos antimaláricos quinolínicos e 

derivados da artemisinina, foram isolados das espécies vegetais Cinchona officinalis e 

Artemisina annua, respectivamente (KLAYMAN, 1985; CECHINEL & YUNES, 1998). No 

entanto, a resistência de Plasmodium falciparum e P. vivax a estas e outras drogas, constitui 

um grave problema para a saúde pública e afeta negativamente os esforços para controlar 

esta doença (POHLIT et al., 2013). 

Na África, 80% da população faz uso da medicina tradicional como primeiro 

tratamento para a malária. Estudos indicam o uso de mais de 1.200 espécies de plantas ao 

redor do mundo para o tratamento da malária e das febres que ela causa (WILLCOX et al., 

2004; DEHARO & GINSBURG, 2011). Estudos etnobotânicos como fonte de busca são 

mais eficientes na descrição e descoberta de plantas com potencial terapêutico do que a busca 

aleatória (BRANDÃO et al., 1992; ELISABETSKY, 2005). Ainda no caso das populações 

amazônicas, o difícil acesso ao tratamento, complica o uso adequado desses fármacos, e o 

uso de plantas e frutos com objetivos medicinais, baseado no conhecimento tradicional, é 
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uma realidade frequente que, desde antepassados indígenas, usavam as riquezas naturais da 

floresta no combate de diversas afecções (MARTINS, 2013). 

Em meio a esta grande diversidade de etnoespécies regionais de uso conhecido na 

medicina tradicional no tratamento da malária, encontra-se a castanheira (Bertholletia 

excelsa) (OLIVEIRA et al., 2015). A castanheira é uma espécie de grande importância 

socioeconômica para a Amazônia, fonte de bioprodutos de importância econômica 

internacional, como as amêndoas conhecidas mundialmente por seu alto valor nutritivo, ricas 

em lipídeos, proteínas, fibras e sais minerais (YANG, 2009). Entre as comunidades 

tradicionais é conhecido seu uso no tratamento de moléstias do fígado, hepatite e malária. A 

casca, a entrecasca, e as amêndoas desta espécie são utilizadas na preparação de chás para o 

tratamento de malária e outras enfermidades (BRANDÃO et al., 1992; COELHO-

FERREIRA, 2009; TOMCHINSKY, 2014; FRAUSIN et al., 2015).  

As técnicas instrumentais, principalmente nas áreas da espectrometria de massas e 

cromatografia (CHIARADIA et al., 2008), têm surgido como uma excelente ferramenta para 

o estudo do metabolismo secundário de plantas, fornecendo uma alternativa rápida e eficiente 

frente às estratégias clássicas envolvidas no estudo de produtos naturais. 

Uma alternativa para a obtenção de novas substâncias biologicamente ativas a partir de 

extratos naturais complexos é o desenvolvimento de estudo bioguiado. Neste contexto, o 

presente trabalho realizou o estudo químico e biológico a partir de resíduos da espécie B. 

excelsa em abordagens diferenciadas envolvendo planejamento de misturas do solvente 

extrator, instrumentação analítica e ferramentas quimiométricas visando o isolamento de 

novas substâncias ativas com potencial antimalárico in vitro contra Plasmodium falciparum. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Malária no mundo e no Brasil 

 

A malária, popularmente conhecida como paludismo ou febre intermitente, é uma 

doença infecciosa parasitária, transmitida por mosquitos do gênero Anopheles e provocada 

por protozoários do gênero Plasmodium. Apresenta grande morbidade, sendo considerado 

um dos mais graves problemas de saúde pública do mundo. Esta parasitose acomete milhões 

de pessoas nas áreas tropicais e subtropicais do planeta, e continua sendo de considerável 

impacto econômico no Brasil e no mundo. De acordo com o último Relatório Mundial da 

Malária, não houve ganhos globais na diminuição de novas infecções por malária de 2014 a 

2018. Em 2018 foram registrados 228 milhões casos de malária e 405.000 mortes no mundo, 

e praticamente não houve redução nos óbitos por malária em 2018 quando comparado ao ano 

anterior, onde se registraram 231 milhões de casos e 416.000 mortes (OMS, 2018; OMS, 

2019). Aproximadamente metade da população mundial está em risco de contraí-la, 

principalmente aqueles que vivem em países de baixa renda. Nas Américas, a transmissão 

permanece endêmica em 19 países e territórios, entre eles o Brasil. Por isso, diversas 

localidades brasileiras têm utilizado estratégias eficazes para eliminar a doença. 

No mundo todo, 38 países e territórios já foram declarados livres da malária, sendo 

17 deles localizados na Região das Américas. Em 2018 o Paraguai recebeu o certificado de 

país livre da malária. Em maio de 2019, a Argentina foi oficialmente reconhecida pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) como livre da malária. A certificação é concedida 

quando um país prova que interrompeu a transmissão autóctone da doença por pelo menos 

três anos consecutivos. El Salvador completou três anos sem transmissão local e 

provavelmente será certificado como livre de malária este ano. Belize também não teve 

transmissão local em 2019, colocando-se no caminho da certificação livre de malária em 

2022 (OMS, 2018; OMS, 2019). 

No Brasil, a transmissão de malária ocorre predominantemente na região Amazônica 

(Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins) 

abarcando no total 808 municípios. A distribuição espacial do risco de transmissão da doença 
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no Brasil, baseando-se nos registros do ano de 2018, quando foram notificados cerca de 190 

mil casos, é apresentada na Figura 1. A transmissão geralmente ocorre em áreas rurais, em 

comunidades ribeirinhas, assentamentos, áreas indígenas e garimpos, mas também são 

registrados casos em áreas urbanas e periurbanas. 

Na região extra-Amazônica, constituída pelos demais estados brasileiros e o Distrito 

Federal, mais de 80% dos casos notificados são importados de áreas endêmicas ou de outros 

países endêmicos, como os do continente africano. Do total de casos registrados no país em 

2019, 89% destes foram por P. vivax, sendo a espécie mais prevalente no Brasil. Dados do 

Programa Nacional de Prevenção e Controle da Malária (PNCM), da Secretaria de Vigilância 

em Saúde do Ministério da Saúde (SVS/MS), apontam uma queda na frequência de casos de 

malária a partir de 2010 até 2016 (BRASIL, 2019). 

 

Figura 1. Mapa do Brasil que destaca as áreas de risco para malária, de acordo com 

os diferentes níveis de incidência parasitária anual (IPA) em 2018 (BRASIL, 2020). 

 

Fonte: Sinan e Sivep-Malária (SVS/MS). 
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Em 2017, foi registrado um aumento de aproximadamente 50,4% nos casos em 

relação ao ano de 2016. Em 2018, houve um aumento expressivo dos casos na região extra-

Amazônica (44,2%), enquanto a região Amazônica foi registrada uma redução menor que 

1%. Dados preliminares de 2019 demonstram que foram registrados 155.638 casos no país, 

com redução de 27,1% (535) no número de casos na região extra-Amazônica e 20,0% 

(155.103) na região Amazônica, em relação ao ano de 2018 (BRASIL, 2019). 

No entanto, os desafios nas Américas incluem um aumento na transmissão 

relacionada aos movimentos da população vulnerável entre e dentro dos países, bem como o 

enfraquecimento das ações dos programas de malária que podem piorar no contexto da 

COVID-19. A OPAS e a OMS instam os países a garantir a continuidade dos serviços de 

malária no contexto da pandemia, desde que sejam seguidas as melhores práticas para 

proteger os trabalhadores e as comunidades de saúde, para que sejam mantidos os progressos 

já atingidos na luta global contra a malária.  

 

2.2. Ciclo biológico do Plasmodium 

 

A malária é uma doença infecciosa cujo agente etiológico são protozoários do gênero 

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

malariae, P. cynomolgy e P. ovale (curtisi e wallikeri). Plasmódios que infectam macacos 

também podem causar doença em seres humanos, como o P. knowlesi e o P. simium, sendo 

este último já detectado no Brasil. Nunca foi registrada, no Brasil, transmissão autóctone de 

P. ovale, espécie restrita a determinadas regiões da África. A transmissão natural da malária 

ocorre por meio da picada de fêmeas infectadas de mosquitos do gênero Anopheles, sendo 

mais importante no País a espécie Anopheles darlingi, cujos criadouros preferenciais são 

coleções de água limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo, muito frequentes na Amazônia 

brasileira (COX-SINGH et al., 2008; SHARMA & KHANDURI, 2009; OMS, 2019; 

BRASIL, 2020). 

A infecção inicia-se quando os esporozoítos são inoculados pelo vetor, os quais 

invadem as células do fígado, os hepatócitos (Figura 2). Nessas células, multiplicam-se e dão 

origem a milhares de novos parasitas (merozoítos), que rompem os hepatócitos e, entrando 

na circulação sanguínea, invadem as hemácias, dando início à segunda fase do ciclo, chamada 
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de esquizogonia sanguínea. É nessa fase sanguínea que aparecem os sintomas da malária. O 

desenvolvimento do parasita nas células do fígado requer aproximadamente uma semana 

para o P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P. malariae. Nas infecções 

por P. vivax e P. ovale, alguns parasitas se desenvolvem rapidamente, enquanto outros ficam 

em estado de latência no hepatócito. São, por isso, denominados hipnozoítos (do grego 

hipnos, sono). Esses hipnozoítos são responsáveis pelas recaídas da doença, que ocorrem 

após períodos variáveis de incubação (geralmente dentro de seis meses) (COWMAN et al., 

2016; YANG & BODDEY, 2017; BRASIL, 2020). Na fase sanguínea do ciclo, os merozoítos 

formados rompem a hemácia e invadem outras, dando início a ciclos repetitivos de 

multiplicação eritrocitária. Os ciclos eritrocitários repetem-se a cada 48 horas nas infecções 

por P. vivax e P. falciparum e a cada 72 horas nas infecções por P. malariae. Depois de 

algumas gerações de merozoítos nas hemácias, alguns se diferenciam em formas sexuadas: 

os macrogametas (feminino) e microgametas (masculino). Esses gametas no interior das 

hemácias (gametócitos) não se dividem e, quando ingeridos pelos insetos vetores, irão 

fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasito (COWMAN et al., 2016; YANG 

& BODDEY, 2017; BRASIL, 2020).  

 

Figura 2. Esquema do ciclo evolutivo do Plasmodium no homem (FRANÇA, et al., 2008). 
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2.3. Tratamento e resistência aos antimaláricos 

 

Como ainda não existe uma vacina para prevenção da malária, seu tratamento e 

profilaxia são feitos por meio de drogas antimaláricas. Entretanto, um dos maiores desafios 

no controle da doença é o desenvolvimento da resistência pelo Plasmodium às diferentes 

classes de drogas disponíveis para o tratamento (Moorthy et al., 2004; Polley et al., 2004). 

A primeira droga antimalárica a ser usada foi a quinina (1) (Figura 3), alcaloide 

indólico monoterpênico do grupo das aminoquinolinas (França et al., 2008). A quinina foi 

isolada em 1820, da casca de Cinchona officinalis, planta tradicionalmente utilizada na 

prevenção e tratamento da malária desde o século XVII, quando espanhóis observaram, no 

Peru, que o uso costumeiro da planta pelas populações locais mostrava-se efetivo no combate 

à doença. Em 1972 foi isolado o sesquiterpeno artemisinina (2) (Figura 3), que é obtido a 

partir da planta Artemisia annua. Essa planta já era usada na China há cerca de 2000 anos 

como febrífugo (Vale et al., 2005). 

 

Figura 3. Antimaláricos naturais de plantas usadas tradicionalmente 

 

Com o tempo, os pesquisadores passaram a testar novas fórmulas, e dentre esses 

novos fármacos, e partindo de noções sobre a estrutura molecular da quinina, foram 

desenvolvidas novas drogas antimaláricas sintéticas, como o azul de metileno (3), (Figura 4) 

no final do século XIX que surgiu como o primeiro antimalárico sintético (OLIVEIRA & 

FRANÇA, 2011). Em 1934, o químico alemão Hans Andersag desenvolveu e patenteou, a 

molécula conhecida como resochin e um derivado que chamou de sontochin. Suas estruturas 

químicas tinham uma base comum a 4-amino-quinolina, apontada como responsável pela 

ação terapêutica na fase esquizonte do plasmódio (ROSENTHAL, 2001). Durante a Segunda 
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Guerra Mundial, a molécula sintética resochin ganhou outro nome, cloroquina (4), (Figura 

4), e foi testada clinicamente pelos americanos em 1946. No mesmo período, outra substância 

marcou fortemente a história dos medicamentos antimalariais: a primaquina (5), (Figura 4), 

desenvolvida por pesquisadores norte-americanos. A cloroquina foi amplamente utilizada 

durante os anos 1950 em todo o mundo, na campanha da Erradicação da Malária empregada 

pela OMS (HAY et al., 2004), sendo uma das substâncias antimaláricas mais utilizadas para 

a supressão e profilaxia da malária em muitas regiões endêmicas (GREGSON & PLOWE, 

2005).  

A primeira menção sobre a resistência à quinina surgiu em 1910 na revista Memórias 

do Instituto Oswaldo Cruz (Neiva, 1910), enquanto a resistência à cloroquina começou a ser 

relatada na Ásia nos anos 1950 (HARINASUTA et al., 1965). Nas décadas seguintes, estes 

relatos se estenderam aos continentes Africano e Americano (AMBROISE-THOMAS & 

ROSSIGNOL, 1986; MOORE & LANIER, 1961). A partir da década de 1960, com os 

primeiros relatos de recidivas, foram sintetizadas a pirimetamina (6) e mefloquina, (7) 

(Figura 4), dentre outras (VALE et al., 2005; MANZALI, 2011).  Nos anos 1980, a 

mefloquina passou a ser utilizada para o tratamento da malária, mas semelhante às outras 

drogas, a resistência apareceu rapidamente (SEVERINI & MENEGON, 2015). 

 

Figura 4. Antimaláricos sintéticos inspirados na quinina. 
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Os derivados semissintéticos da artemisinina, surgiram com o propósito de melhorar 

a eficiência e solubilidade, tais como artesunato (8), artemeter (9), diidroartemisinina (10), 

arte-éter (11) e o ácido artelínico (12) (Figura 5) (FRANCO et al., 2009). O tratamento 

baseado em terapias combinadas de artemisinina (TCA), especificamente a combinação de 

mefloquina com artemeter, começou a ser usado nos anos 1990 (LOOAREESUWAN et al., 

1992) e teve grande impacto na redução dos casos de P. falciparum (NOSTEN et al., 2000; 

PRICE et al., 1996). 

 

Figura 5. Antimaláricos sintéticos inspirados na artemisinina.  

 

 

No Brasil, vários estudos já relataram resistência de P. falciparum à cloroquina, 

sulfadoxina-pirimetamina, mefloquina, quinina e amodiaquina (DE SOUZA, 1992; DE 

SOUZA, 1983; NORONHA et al., 2000; ZALIS et al., 1998). No final da década de 1980 

registraram-se níveis tão elevados quanto 90 e 100% de falha no tratamento com sulfadoxina-

pirimetamina e cloroquina, respectivamente (DE SOUZA, 1992; ZALIS et al., 1998).  O 

primeiro relato de resistência de P. vivax à cloroquina surgiu no final dos anos 1990 na 

Indonésia e Papua Nova Guiné (BAIRD et al., 1991; RIECKMANN et al., 1989). No Brasil, 

os primeiros casos de resistência de P. vivax à cloroquina e primaquina foram descritos na 

década de 1990 em Manaus (ALECRIM et al., 1999; BRASIL et al., 1999).  

Por causa da resistência das monoterapias, a partir de 2006 a OMS definiu como 

terapeutica de primeira linha a combinação à base de artemisinina (TCA) para o tratamento 

malária não-complicada causada do P. falciparum. Desde então, esses medicamentos 

contribuíram substancialmente para o declínio acentuado da carga global de doenças da 

malária e salvaram milhões de vidas. Esses ganhos estão agora ameaçados pelo surgimento 

e disseminação da resistência à artemisinina no sudeste da Ásia. A resistência à artemisinina 
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em P. falciparum surgiu e se espalhou por toda a sub-região do Grande Mekong, e é 

caracterizada pela eliminação lenta do parasita in vivo, resultante da sensibilidade reduzida 

dos parasitas em fase de anel aos medicamentos. A perda de eficácia da artemisinina em 

TCAs facilitou o ressurgimento da resistência à mefloquina na fronteira Tailândia-Myanmar 

e contribuiu para o surgimento e disseminação da resistência à piperaquina em P. falciparum 

no Camboja e no sul do Vietnã (VAN DER PLUIJM et al., 2019). 

A definição do tipo de tratamento depende da espécie de Plasmodium, da idade do 

paciente, da história de exposição anterior à infecção e outras condições associadas, como 

gravidez, outras doenças e gravidade da doença. De acordo com os protocolos de tratamento, 

as drogas são associadas, sendo que para o P. falciparum indica-se a associação: artemeter + 

lumefantrina, artesunato + mefloquina, quinina + doxiciclina + primaquina. Para o P. vivax 

ou P. ovale indica-se a associação: cloroquina + primaquina (OMS, 2019; BRASIL, 2020. 

TCA’s tem sido parte integrante dos notáveis sucessos no controle global da malária, e existe 

um amplo consenso de que proteger a eficácia dessas combinações de medicamentos é uma 

prioridade urgente (OMS, 2019). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) aprovou no dia 30 de outubro 

de 2019 o registro para o medicamento Kozenis (succinato de tafenoquina) fabricada pela 

farmacêutica GlaxoSmithKline (GSK). Trata-se de uma versão da primaquina, tomada em 

dose única, a droga age por um período superior a 20 dias, sendo que o esquema tradicional 

exige seguir um tratamento por até 14 dias. Ao fazer isso, o Brasil se tornou o primeiro país 

com malária endêmica a aprovar tafenoquina. Antes da medicação ser disponibilizada à 

população em geral, o Ministério da Saúde, em parceria com a MMV, conduzirá um estudo 

de viabilidade com o objetivo de testar a tafenoquina com o teste da enzima G6PD no cenário 

de vida real. 

Nos últimos anos o grupo de pesquisa do Laboratório de Princípios Ativos da 

Amazônia (LAPAAM) no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), tem 

estudado a química de plantas de diversas famílias, tais como Apocynaceae, Simaroubaceae, 

Piperaceae, Gentianaceae e outras, com indicação popular para tratamento da malária. Muitos 

destes estudos químicos, conduziram ao isolamento e caracterização de diversas substâncias, 

algumas das quais tiveram suas atividades antimaláricas in vitro publicadas pelo nosso grupo 
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de pesquisa como 4-nerolidilcatecol (ANDRADE-NETO et al., 2007), os alcalóides 

indólicos elipticina e aspidocarpina (ANDRADE-NETO et al., 2007; HENRIQUE et al., 

2010), e os quassinóides isobruceína-B e neosergeolida (ANDRADE-NETO et al., 2007; 

SILVA et al., 2009), todas consideradas ativas com concentração inibitória 50% (CI50) 

menores que 1 μM. Também, integrantes do LAPAAM elaboraram a semi-síntese de 

derivados de 4-nerolidilcatecol com maior estabilidade e atividade antiplasmódica in vitro 

comparável ao 4-nerolidilcatecol (PINTO et al., 2009;), alguns derivados semissintéticos da 

elipticina com atividade antiplasmódica in vitro comparável à da elipticina (MONTOIA 

2013) e alguns derivados da neosergeolida e isobruceina B com reduzida atividade 

antiplasmódica in vitro (SILVA et al., 2009). 

Diante da urgente necessidade da descoberta e desenvolvimento de novas drogas 

antimaláricas, imposta pelo aumento da resistência do Plasmodium spp. aos antimaláricos 

tradicionais e do grande potencial antiplasmódico das substâncias estudadas pelo nosso grupo 

de pesquisa, no presente trabalho estudamos o potencial antimalárico de resíduos da 

castanheira, pertencente à família Lecytidaceae.  

 

2.4. Família Lecythidaceae 

 

  A família Lecythidaceae tem distribuição pantropical e está no grupo principal das 

Angiospermas (plantas com flores), com cerca de 350 espécies incluídas em 24 gêneros 

(MORI et al., 2007; MORI et al., 2010a; THE PLANT LIST 2010; PRANCE & 

KARTAWINATA 2013; PRANCE & JONGKIND 2015), distribuídas na África (incluindo 

Madagascar), Ásia no sentido mais amplo, e na América do Sul e Central.  

 No Brasil, são registradas 119 espécies distribuídas em 14 gêneros, sendo 104 

encontradas no domínio amazônico, 40 delas endêmicas do país (SOUZA & LORENZI, 

2008). No bioma amazônico a presença de Lecythidaceae é indício de florestas de terras 

baixas preservadas ou pouco perturbadas (PRANCE & MORI, 1979), e devido à tamanha 

representatividade nestes ambientes, a família pode ser útil no monitoramento das alterações na 

composição florestal resultante de distúrbios antrópicos e mudanças climáticas (Mori et al. 2001). 

No recente “Livro Vermelho da Flora do Brasil” (Martinelli & Moraes 2013), Lecythidaceae 

também foi considerada uma das dez famílias botânicas de maior interesse para conservação e 
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pesquisa, por possuir muitas espécies com distribuição restrita e/ou pela insuficiência de dados 

para a classificação de vulnerabilidade da maioria das espécies da família 

 

2.4.1 Etnobotânica da família Lecythidaceae 

 

  Da maioria das espécies desta família, são extraídas fibras longas de sua casca e 

usadas para ligar e transportar cargas. A madeira é comercializada e utilizada 

industrialmente. Suas pranchas são usadas para construção do telhado e usado também na 

fabricação artesanal de ornamentos e objetos de decoração. Entre as espécies mais 

conhecidas, pertencentes a esta família temos a Couroupita guianensis Aubl. (abricó de 

macaco) de frutos não consumidos por humanos, porém servem de alimento para galinhas, 

porcos, patos e perus. Os frutos vazios servem para uso doméstico e o líber das fibras 

utilizadas como cordoalhas rústicas (MORI et al., 2010). 

 A madeira de Eschweilera ovata Mart. (biriba ou embiriba) é utilizada na construção 

de postes, mourões, dormentes, casas rústicas, pequenos barcos, estacas marítimas e trapiches 

entre outros produtos (MAINIERI, 1983), sendo seu emprego relacionado às características 

como dureza, peso, uniformidade, resistência a fungos e durabilidade. A madeira apresenta 

ainda excelente sonoridade, ressonância e operacionalidade, sendo por isso empregada na 

confecção do arco do berimbau (BONARTES et al., 1998). 

 Espécies de diversos gêneros tais como Bertholletia, Couroupita, Eschweilera, Grias 

e Gustavia têm sido utilizadas na medicina popular no tratamento da malária e outras doenças 

(DUKE & VASQUEZ, 1994; SANZ-BISET et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015; 

TOMCHINSKY et al., 2017). 

 Cascas e folhas de Couroupita guianensis Aubl. têm indicações etnofarmacológicas 

como anti-hipertensiva, antimalárica, antitumoral, analgésica, anti-inflamatória e anti-

helmíntica. A polpa do fruto é usada para tratamento de sarnas e as flores para combater o 

resfriado, gases intestinais e dor estomacal (REVILLA, 2002). A casca de Cariniana rubra 

Miers, é usada como anti-inflamatório em infusão e decocção (SANTOS, 2000). Os extratos 

do caule e cascas de Gustavia augusta possuem atividade anti-inflamatória, antimalárica e 

anti-leishmaniose (GRENAND et al., 1987). A polpa do fruto de Lecythis pisonis é atribuída 
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à propriedade de reduzir os níveis de açúcar no sangue (NASCIMENTO; CONCEIÇÃO, 

2011). 

 A madeira da Gustavia augusta L. pode ser usada na construção civil e marcenaria; as 

raízes e folhas reputadas como medicinais têm respectivamente ação laxante e 

descongestionante. As cascas são usadas no curtimento de couros e a polpa dos frutos, em 

algumas regiões, são comidas assadas ou cozidas com arroz (REYES, 2007). Nos últimos 

anos, alguns trabalhos relacionados à composição química de espécies do gênero Gustavia 

vem sendo desenvolvidos, devido ao seu frequente uso popular, no combate à malária e 

leishmaniose (extratos da casca, do caule e das folhas), atividade anti-inflamatória (extratos 

do caule, cascas e sementes) e um novo inibidor tumoral a gustastatina (ALMEIDA et al., 

2011; JARDIM; MEDEIROS, 2006). G. augusta, também é citada como tendo propriedades 

resolutiva, descongestionante, laxante, emética e anti-inflamatória (extratos do caule e 

cascas) (SOUZA et al., 2001). Entretanto, a principal atividade atribuída pelos índios da 

Guiana Francesa é no tratamento da leishmaniose (GRENAND, 1987). 

 Outro representante importante da família Lecythidaceae é Lecythis pisonis Cambess. 

(sapucaia) os frutos são utilizados como adorno, recipiente (LORENZI, 1992) e como 

campânulas de agogô (instrumento musical de origem africana). As sementes são 

comestíveis, saborosas e conforme referem Braga et al. (2007) medicinais, agindo de forma 

específica sobre o bacilo da lepra. Lorenzi (2002) informa que a madeira de L. pisonis é 

moderadamente pesada, dura e resistente, sendo utilizada para fabricação de produtos como 

assoalhos, caibros e ripas, esteios, vigas, pontes, mastros e dormentes, móveis, artigos 

domésticos decorativos, brinquedos e instrumentos musicais, construção civil e naval 

(BRAGA et al., 2007; SOUZA et al., 1997). A sapucaia tem aproveitamento 

etnofarmacológico variado, sendo as cascas usadas no tratamento de diarreias, as folhas em 

chá ou infusão como tonicardíacas, diuréticas, em banho contra coceira e a tintura para tratar 

micoses. A polpa além de comestível e nutritiva é usada no tratamento do diabetes e o óleo 

extraído das sementes é indicado para mialgia (BRAGA et al., 2007; NASCIMENTO; 

CONCEIÇÃO, 2011). 
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2.4.2. Fitoquímica da família Lecythidaceae 

  

 Os prováveis constituintes químicos relacionados às propriedades medicinais em 

Lecythidaceae têm incentivado a pesquisa de constituintes e da atividade farmacológica das 

mesmas. Os metabólitos encontrados e identificados com maior frequência em espécies de 

esta família, são os triterpenos, saponinas, esteroides, tocoferóis, ácidos fenólicos, 

flavonoides e derivados, sequiterpenos, norisoprenoides, derivados de ácido graxos, 

cumarinas, xantonas e depsídeos (MAHATO & DUTTA, 1972; BILLET & HEITZ, 1974; 

BARUA et al., 1976; PETTIT et al., 2004; ALMEIDA et al., 2011). 

 Em espécies de Gustavia foram identificados triterpenos pentacíclicos, saponinas, 

ácido elágico e alcalóides do tipo indolo [2,1-quinazolínicos, depsídeo gustastatina e o ácido 

betulínico (ALMEIDA et al., 2011; BERGMLAN, 1995; COSTA; CARVALHO, 2003; EL-

SEEDI et al., 1999; PETTIR et al., 2004; OLIVEIRA, 2010). 

 Na casca de C. guianensis Aubl. foram isolados α-amirina, β-amirina, β-sitosterol, 

taninos (ROW; SANTRY; SURYNAYANA et al., 1966) e cetoesteróide (ANJANEYULU, 

1998). Óleos voláteis, oriundos das flores apresentaram eugenol, linalool e (E,E)-farnesol 

(WONG; TIE, 1995; ANDRADE et al., 2000), Em folhas, se caracterizou ésteres 

triterpenoídicos de ácidos graxos como o palmitato de β-amirina (EKNAT; 

SHIVCHANDRAJI, 2002), e em frutos se caracterizou constituintes indólicos (SEN et al., 

1974; BERGMAN et al., 1995). Em sementes, se demonstrou a presença de ácidos graxos, 

tocoferóis, esteróides, açúcares e ácidos aminados (ANDRADE et al., 2000). 

 G. augusta figura como uma das espécies mais importantes da família, por sua 

composição química, rica em triterpenos pentacíclicos, esteróides, saponinas, cromanóis, 

ácido elágico e alcalóide do tipo indolo [2,1-] quinozonílicos (CARVALHO et al., 1998; 

PANT; RASTOGI, 1979). De acordo com Souza et al., (2001), o extrato etanólico da casca 

do caule de G. augusta apresenta uma esterona, dois esteróis e oito triterpenos pentacíclicos. 

Esteronas são raras em plantas, nunca foram isoladas antes de Lecythidaceae e a ocorrência 

em G. augusta pode justificar a ação anti-inflamatória dos extratos da planta. Outras 

substâncias de ocorrência rara em plantas como a taraxerona, espinasterol, taraxerol e ácido 

betulínico foram identificadas pela primeira vez em Lecythidaceae, na espécie G. augusta. 
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 A análise de sementes de sapucaia provenientes de diferentes regiões brasileiras 

apresenta elevado teor de óleo com ácidos graxos poli-insaturados; proteínas, fibras e 

minerais, com baixo teor de sódio, o que favorece o sistema cardiovascular (DENADAI, 

2007; SOUZA et al., 2008). Do extrato etanólico das folhas de L. pisonis, foram isolados sete 

triterpenos: α-e βamirina, uvaol, eritrodiol, os ácidos ursólico e oleanólico e 3β-friedelinol 

(friedelan-3β-ol), uma mistura dos esteróides sitosterol e estigmasterol e um diterpeno (E)-

fitol.  

 Na família Lecythidaceae, várias espécies têm sido investigadas com relação à 

composição química das sementes, destacando-se: L. pisonis, B. excelsa, C. guianensis Aubl. 

as quais apresentam um perfil oleaginoso (63,03%; 65,94%; 33,7%, respectivamente) e uma 

quantidade elevada de ácidos graxos insaturados (superiores a 70%), sendo o ácido linoleico 

o majoritário em todas as espécies da família estudadas até o momento (NETO et al., 2009; 

VALLILO et al., 1998). 

 

2.5. Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) 

 

A castanha-do-Brasil (B. excelsa, H.B.K.), é a única espécie do gênero Bertholletia e 

é também conhecida como castanheira, castanha-verdadeira, castanha-do-pará e castanha-

do-maranhão. É uma espécie arbórea, que pode atingir mais de 50 m de altura por 1 a 1,8 m 

de diâmetro (BONELLI et al., 2001; SOUZA et al., 2004), possuem tronco reto, cilíndrico 

e desprovido de ramos. Folhas simples, coriáceas, alternadas em formato oval e alongadas 

de 25 – 36 cm de cumprimento. A frutificação ocorre entre 8 e 12 anos (MULLER et 

al.,1995; LORENZI, 2002; LOCATELLI et al., 2005). Os castanhais ocorrem em regiões 

de clima quente e úmido, em áreas de terra firme, florestas não inundadas da região 

amazônica na Bolívia, Brasil, Colômbia, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname, 

Venezuela, bem como, Trindade e Tobago (MORI et al., 2010a). No Brasil ocorrem nos 

Estados do Acre, Amapá, Amazonas, Mato Grosso, Pará, Rondônia e Roraima. Suas 

amêndoas apresentam alto valor econômico, tornando-se uma das principais atividades 

econômicas de exploração extrativista na região amazônica (SMITH et al., 2015). 
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2.5.1. Usos tradicionais de B. excelsa  

 

A castanha-do-Brasil é largamente usada na culinária, consumida in natura e como 

ingrediente em diversos pratos (peixada, mingau, farofa, bolos, doces e sorvetes) (SOUZA, 

2006). Locatelli et al., (2011) relatam o uso da torta resultante da extração do óleo das 

amêndoas na composição de farinhas e rações. De acordo com Sousa (2006), os frutos 

lenhosos podem ser aproveitados no artesanato (luminárias, cinzeiros, colares), enquanto a 

castanha é usada em cosméticos (hidratantes, óleo e batom) e fármacos (repelentes e 

cicatrizantes). Esta planta tem ampla utilização na medicina popular pelas comunidades 

amazônicas, conforme apresentado na tabela 1. Sendo importante para este estudo o uso no 

tratamento da malária. 

 

Tabela 1. Usos tradicionais da B. excelsa 

Procedência Parte usada Indicações  Fonte 

Pará (Comunidade 

Marudá) 

Entrecasca; 

frutos 

Gripe com tosse, congestão, anemia, 

malária, febre, hemorragia, pós-parto, 

hepatite, problemas das mulheres, 

engravidar, flatulência 

Coelho-Ferreira, 

(2009) 

Barcelos, AM. 

Semente, 

frutos, casca e 

entrecasca. 

Malária, hepatite, fígado e infecção. 
Tomchinsky, 

(2014) 

Manacapuru, AM 
Casca do caule 

e fruto 

Inflamação, menopausa, diarreia, 

diabetes antibiótico, golpe 

Vásquez et al. 

(2014) 

Santa Isabel do Rio 

Negro (mais de 20 

grupos indígenas) 

Casca do caule; 

semente 

Malária, febre, limpeza do sangue, 

inchaço do fígado 

Frausin et al. 

(2015)  

Pará (comunidades 

quilombolas) 

Casca interna 

da fruta 
Malária, icterícia 

Oliveira et al. 

(2015) 
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2.5.2. Atividade biológica de B. excelsa 

Diversos estudos têm sido desenvolvidos a partir de relatos do uso da castanheira na 

medicina popular a fim de comprovar suas atividades biológicas, em especial, atividades 

antiparasitárias. Em um estudo realizado por Campos et al. (2005) sobre a atividade 

tripanocida da casca de B. excelsa, encontraram inibição significativa sobre as formas 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Sousa (2013) relatou atividade antiplasmódica in 

vitro da casca e ouriço de B. excelsa frente à cepa 3d7 de Plasmodium falciparum (Tabela 

2). Em outro estudo, sobre o efeito protetor de B. excelsa sobre camundongos infectados por 

P. berghei, Martins (2013) acompanhou dois grupos de animais infectados, detectando uma 

redução de 37,5% da parasitemia no grupo que recebeu solução aquosa contendo a amêndoa 

triturada e liofilizada em relação ao grupo sem pré-tratamento. Oliveira et al. (2015) 

relataram atividade antiplasmódica in vitro frente à cepa W2 de P. falciparum, com 

resultados significativos de extratos de castanha-do-Brasil.  

 

Tabela 2. Atividade antiplasmódica de B. excelsa. 500 mg/kg 

 

Partes 

utilizadas 

Extratos e 

frações 

CI50 in vitro 

contra P. 

falciparum 

(µg/mL) 

% Inibição P. 

berghei  

 in vivo 

500 mg/kg/dia  

Resultado Fonte 

Amêndoa 

in natura 

Amêndoa 

liofilizada e 

suspensa em água 

  37,5  
Parcialmente 

ativo 

Martins 

(2013) 

Casca seca 

Ex. EtOH 6,0 ± 0,05 99,3  Ativo 

Souza  

(2013) 

Fr. AcOEt 0,1 ± 0,05 88,0  Ativo 

Fr. acetona 15 ± 0,05 - Ativo 

Ouriço Fr. acetona 10 ± 0,05 - Ativo 

Casca do 

ouriço 
EtOH 4,7 ± 0,7 - Ativo 

Oliveira et al. 

(2015) 

Casca EtOH 2,0 ± 0,0 - Ativo  

Entrecasca Seiva 7,5 ± 3,5 - Ativo   
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 Em estudos por John & Shahidi (2010) foram identificadas e quantificadas substâncias 

fenólicas, como o ácido gálico (22), ácido elágico (23), ácido vanílico (24), catequina (26) e 

quercetina (30) na “pele marrom” da amêndoa (Tabela 3). Concluiram que a amêndoa com 

pele marrom, apresentou uma atividade antioxidante mais elevada que a amêndoa sem pele. 

 

2.5.3. Composição química da B. excelsa 

 

Estudos anteriores desta espécie demonstram isolamento e/ou identificação de 

metabólitos secundários relatados em estudos anteriores, e são apresentados na tabela 3. 

 

Tabela 3. Micromoléculas encontradas em B. excelsa. 

Classe Substância Referência 

Triterpenos 

ácido betulínico (13) Campos et al., (2005) 

esqualeno (14) Yang (2009) 

  Ryan et al., (2006) 

Esteroides 

 β-sitosterol (15) Chunhieng et al., (2008) 

estigmasterol (16) Kornsteiner et al., (2005) 

campesterol (17) Ryan et al., (2006) 

sitostanol (18)   

Tocoferóis  α, β e ƴ-tocoferóis (19, 20, 21) Chunhieng et al., (2008) 

Ácidos fenólicos, 

flavonoides e 

derivados 

ácido gálico (22) 

Silva et al., (2018) 

 

 

 

 

 

John & Shahidi (2010) 

ácido elágico (23) 

ácido vanílico (24) 

ácido protocatéquico (25) 

catequina (26) 

galocatequina (27) 

taxifolina (28) 

miricetina (29) 

quercetina (30) 
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Figura 6. Estruturas de alguns triterpenos encontrados em B. excelsa 

 

 

 

Figura 7. Estruturas de alguns esteroides encontrados em B. excelsa 
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Figura 8. Estruturas de alguns tocoferóis encontrados em B. excelsa 
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Figura 9. Estruturas de alguns ácidos fenólicos, flavonoides e derivados encontradas em 

B. excelsa 
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2.6. Substâncias fenólicas 

 

Entre as diferentes classes de substâncias bioativas, destacam-se as substâncias 

fenólicas. São produzidas a partir do metabolismo de plantas, o qual é dividido em primário 

e secundário. A presença do grupo fenol é a característica comum a todas. Entretanto, 

apresentam estruturas e funções diversas e dessa forma, podem ser divididos em três classes 

principais: flavonoides, ácidos fenólicos e taninos. Flavonoides são substâncias presentes na 

alimentação oferecendo muitos benefícios para a saúde humana graças a sua atividade 

antioxidante, antidiabética, anti-inflamatória, anti-Alzheimer, antimicrobiana entre outros 

(CAO et al., 2014; LI et al., 2014; XIAO; CHEN; CAO, 2014). Os flavonoides são divididos 

em oito subclasses, as quais compreendem flavona, chalcona, flavonol, flavanona, flavan-3-

ol, flavanonol, antocianidinas e isoflavonas (COOK & SAMMAN, 1996). 

Os ácidos fenólicos podem ser divididos basicamente em derivados de 

ácidos benzóicos e de ácidos cinâmicos. São encontrados em frutas, vegetais, grãos, sementes 

e são clivados por hidrólise ácida ou alcalina e, também por ação de enzimas (TSAO, 2010). 

A pesar que podem ser produzidos em fungos, são amplamente mais distribuídos no reino 

vegetal e são importantes nas interações entre plantas e microorganismos, agindo como 

moléculas de sinalização e de defesa (MANDAL et al., 2010). 

Polifenóis constituem um dos grupos mais numerosos de metabólitos secundários de 

plantas, com mais de 8.000 estruturas conhecidas. Esses caracterizam-se por apresentarem 

um anel benzênico, um grupamento carboxílico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou 

metoxila na molécula (FERGUSON; HARRIS, 1999; DEWICK, 2009; BARBOSA, 2010; 

MARVALIN; AZERAD, 2011). 

Algumas substâncias fenólicas não se apresentam na forma livre em tecidos vegetais, 

mas na forma de polímeros, como os taninos. Estes são classificados em dois grupos: taninos 

condensados, responsáveis pelas características normalmente atribuídas a estas substâncias, 

como adstringência e precipitação de proteínas; e os taninos hidrolisáveis, que são ésteres do 

ácido gálico (22) e seus dímeros ácido digálico (31) e ácido elágico (23) com 

monossacarídeos, principalmente a glicose (BOLWELL, 1990; HELDT, 1997; 

GRUNDHÖFER et al., 2001). 
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Figura 10. Estrutura do ácido digálico. 

 

 

 

O ácido gálico (22) ou ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico é um composto orgânico, com 

um grupo benzênico, com três hidroxilas e uma subunidade carboxilada obtidos através de 

taninos hidrolisáveis, da via do ácido chiquimíco, um intermediário do metabolismo 

secundário das plantas e pode ser formado por reação de ramificação do ácido 3-

desidroxiquimico que envolvem desidrogenação e enolização (Figura 11).  
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Figura 11. Biossíntese do ácido gálico. 

 

 

Fonte: Adaptado de Dewick, 2009. 
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2.6.1. Ácido elágico (AE) 

 

Os galotaninos são ésteres de ácido gálico com um poliálcool, tipicamente glicose,, 

pentagaloilglucose, enquanto os elagitaninos contêm uma ou mais funções de ácido 

hexahidroxidifênico, telimagrandina II (Figura 12). Os ésteres do ácido hexahidroxidifênico 

são formados por acoplamento oxidativo fenólico de funções galoíla catalisadas por uma 

enzima fenol oxidase do tipo lacase (Figura 12). A hidrólise química de um elagitanino leva 

à formação do ácido elágico dilactona.  

O AE (23) é um polifenol natural, encontrado em muitas frutas, nozes e extratos de plantas 

nas formas de taninos hidrolisáveis chamados elagitaninos, tais como framboesas, morangos, 

uvas, romã, groselhas negras, camu-camu, manga, goiaba, nozes, amêndoas, sementes longan e 

chá verde (DANIEL et al., 1989; VEKIARI et al., 2008; TOMÁS-BARBERÁN et al., 2014). 

AE está presente em plantas na forma de elagitaninos hidrolisáveis como componentes de parede 

e membrana de célula de plantas. Elagitaninos são ésteres de glicose com duas unidades do ácido 

gálico que ao hidrolisar forma AE (Figura 12) (BATE-SMITH, 1972; SANTOS-BUELGA & 

SCALBERT, 2000).  

A estrutura molecular de AE (23) ou 2,3,7,8-tetrahidroxi-cromeno[5,4,3-cde]cromeno-

5,10-diona tem sido determinada anteriormente na sua forma anidra, por análise difração de raios-

X. A molécula de AE (23) compreende quatro grupos hidroxila, que apresentam uma boa 

funcionalidade para ligação de hidrogênio como doadores de prótons. Os dois grupos de lactona, 

presentes na molécula de AE (23), podem estar envolvidos na ligação de hidrogênio como 

aceptores de prótons (TÜRK et al., 2010; ŻESŁAWSKA; SKÓRSKA-STANIA, 2013). 
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Figura 12. Biossíntese do ácido elágico. 

 

Fonte: Adaptado Dewick, 2009. 
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2.6.2. Atividade biológica do ácido elágico (AE) 

 

O interesse no AE (23) é devido principalmente às suas propriedades biológicas, 

sendo relatado como um potente antioxidante, com ação anticarcinogênico, agente 

antiproliferativo, utilizado para tratar doenças cardiovasculares, distúrbios neurológicos, 

diabetes e doenças inflamatórias. 

Lin e colaboradores (2020) avaliaram o efeito protetor in vitro e in vivo do AE na 

osteoartrite. Os testes revelaram que o AE pode inibir as condições inflamatórias induzidas 

pela estimulação com interleucina-1b (IL-1β), incluindo uma redução na expressão de matriz 

metaloproteinase-13 (MMP-13), motivos de trombospondina 5 (ADAMTS5), ciclo-

oxigenase-2 (COX-2) e óxido nítrico sintase induzível (iNOS) em condrócitos de osteoartrite 

humana. Além disso, relataram que o AE inibiu a inflamação por IL-1β-induzida ao suprimir 

o caminho do fator kappa B (NF-κB), podendo ser uma via terapêutica válida para atenuar a 

progressão da osteoartrite. Eles afirmam também que o AE pode desempenhar um papel 

protetor na cultura celular, além de um modelo de camundongo com osteoartrite. Tomados 

em conjunto, esses achados indicam o potencial do AE na prevenção e tratamento da 

osteoartrite. 

Os estudos de Abdelkader e colaboradores (2020), investigaram o efeito 

hepatoprotetor do AE contra a hepatotoxicidade induzida pelo ácido valpróico (AV) em ratos, 

tratados diariamente com AE (60 mg/kg/dia) por uma semana, seguido por via oral 

concomitante de AV (250 mg/kg/dia) por mais 14 dias consecutivos para induzir dano 

hepatocelular em ratos adultos Sprague-Dawley. O tratamento com AE atenuou 

significativamente a lesão hepática induzida por AV em ratos, podendo este efeito, ser 

atribuído a potentes atividades antioxidantes, anti-inflamatórias e hepatoprotetora. 

Park e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antiviral do AE frente aos rinovírus 

humanos (HRV) que são responsáveis por mais da metade de todos os casos de resfriado. A 

taxa de inibição de pré-incubação com 50 μg/mL de AE foi de 17%, enquanto que a presença 

contínua de AE durante a infecção conduziu a um aumento significativo na inibição até 70%. 

Estes resultados sugerem que o AE não interage com as partículas HRV e podem interagir 
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diretamente com as células humanas na fase precoce de infecções por HRV para proteger as 

células.  

A atividade antioxidante do AE e seus derivados foi estudado por Nuncio-Jáuregui e 

colaboradores (2015) em romãs espanholas, descrevendo uma forte atividade antioxidante, 

corroborando com os dados de outros autores (HENNING et al., 2010; CALÍN-SÁNCHEZ 

et al., 2012; TOMÁS-BARBERÁN et al., 2014). 

Vicinanza e colaboradores (2013), compararam o efeito do AE e da urolitina A (UA) 

nas linhas celulares DU-145 e PC-3 (linhas celulares de câncer de próstata) e observou que 

o AE (15–45 µM) impediu a proliferação celular durante a fase S, em que os níveis de ciclina 

B1 e D1 foram reduzidos. A apoptose também foi induzida por AE em ambas as linhas 

celulares. Por outro lado, a UA (30–90 µM) deteve células cancerígenas durante a fase G2/M 

e induziu um efeito levemente apoptótico na linha celular DU-145, inibindo o complexo 

ciclina B1/cdc2 quinase. Curiosamente, os autores observaram que a proliferação celular foi 

sinergicamente reduzida em 50% a 60% quando avaliaram o efeito combinatório de AE (7,5 

mM) e UA (15-180 mM) em células PC-3. 

Os estudos de Kyriakis e colaboradoes (2015), investigaram a atividade antidiabética 

do AG e AE, sendo que este último é mais potente e se liga ao sítio inibidor de glicogénio-

fosforilase que adiciona um potencial forte anti-hiperglicemiante. Esse resultado pode servir 

como o ponto de partida para a exploração de produtos alimentares que contêm AE para 

utilização antidiabética e o desenvolvimento de novos alimentos e suplementos alimentares 

biofuncional. 

Ferreres e colaboradores (2013) extraiu o AE e seus derivados da casca de 

Cochlospermum angolensis Welw. que é uma planta medicinal consumida para o tratamento 

de doenças hepáticas e para a profilaxia da malária. Os testes revelaram que o AE tem a 

capacidade de eliminação de radicais livres mais forte do que a do ácido ascórbico. A sua 

atividade antidepressiva foi também muito forte. 

 Derivados do AE foram avaliados por Sturm e colaboradores (2009), onde sintetizaram 

ácido flavellágico (41) e o ácido coruleo-elágico (42) a partir do AE (Figura 13) a fim de 

aumentar a atividade do AE. O ácido flavellágico mostrou CI50 entre 94 e 186 nM, já o ácido 

coruleo-elágico apresentou CI50 entre 42 e 116 nM frente as cepas 3D7, HB3, Dd2 e K1 de 
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P. falciparum, que, em comparação com a atividade do AE (CI50 entre 351 e 1325 nM), 

mostraram atividade antiplasmodial melhorada. 

 

Figura 13. Estrutura dos derivados de ácido elágico (AE) 

 

 

Soh e colaboradores (2008) mostraram atividade do AE comercial obtido da Acros 

Organics (Bélgica), com uma inibição significativa in vitro contra cinco cepas de P. 

falciparum (F32, Dd2, FcB1, W2 e FcM29) com CI50 variando de 105 a 330 nM, além do 

seu efeito sinergético com cloroquina, atovaquona, mefloquina e artesunato, potencializando 

a atividade in vitro destes antimaláricos. Nos estudos in vivo relataram inibição de 100% da 

parasitemia em camundongos infectados por Plasmodium vinckei petteri tratados com doses 

de 50 e 100 mg/kg/dia de AE via intraperitoneal. Por outro lado, camundongos tratados por 

via oral mostraram muito pouca inibição do crescimento do parasita. Além de avaliarem os 

efeitos profiláticos deste composto, mostrando sua ação protetora no 6° dia após o início do 

tratamento. A parasitemia dos camundongos sobreviventes tratados por via oral e 

intraperitoneal foi monitorizada dos dias 5 a 60. Não foi observada recrudescência de malária 

em camundongos tratados intraperitonealmente com 50 e 100 mg/kg/dia de AE.  

Em condições fisiológicas in vivo o AE é metabolizado de forma gradual, na microbiota 

intestinal para produzir diferentes tipos de derivados como urolitina (BIALONSKA et al., 2009; 

ZHANG et al., 2011). Portanto, no intestino AE parece ser transformado por clivagem do anel 

lactona, por reações de descarboxilação e desidroxilação (ESPÍN et al., 2013; TOMÁS-

BARBERÁN et al., 2014). Urolitina A (43), urolitina B (44), urolitina C (45) e D (46), Figura 
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14, são produzido e absorvido no intestino, como a sua lipofilicidade aumentada (CERDÁ; 

TOMÁS-BARBERÁN; ESPÍN, 2005). 

 

Figura 14. Derivados do AE metabolizado pela microbiota intestinal, as urolitinas. 

 

 

 

 

Cerdá e colaboradores (2003), avaliaram a biodisponibilidade e metabolismo de 

punicalagina e AE (23) em ratos após a ingestão diária foram identificados derivados no 

plasma, fezes e urina.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

49 

 

2.7. Quimiometria 

 

A quimiometria é uma área especificamente destinada à análise de dados químicos de 

natureza multivariada. A quimiometria emprega métodos matemáticos e estatísticos para 

planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada, além de fornecer dados 

quantitativos de uma propriedade de interesse e assim fornecer o máximo de informação 

química com a análise dos dados obtidos (BORGES, 2011; FERREIRA, 2015). Ela é 

aplicada em algumas áreas principais, como: processamento de sinais analíticos, 

planejamento e otimização de experimentos, reconhecimentos de padrões e classificação de 

dados, calibração multivariada, monitoramento e modelagem de processos multivariados e 

métodos de inteligência artificial (OLIVEIRA, 2016). A partir da década de setenta, com o 

avanço da instrumentação e automação dentro dos laboratórios foi possível obter grande 

quantidade de informações de forma rápida e com boa qualidade, sendo fundamental a 

utilização de ferramentas estatísticas para a melhor compreensão destas informações 

(MOITA NETO & MOITA, 1998; BARROS NETO et al., 2006).  

Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as semelhanças e as diferenças 

em variados tipos de amostras para classificá-las estão divididos em dois grupos: os métodos 

“supervisionados”, e os métodos “não supervisionados” de reconhecimento de padrões. A 

análise de componentes principais (ACP) e análise de agrupamentos hierárquicos (AAH), 

são métodos não supervisionados de reconhecimento de padrões, porque não fazem uso de 

informação preestabelecida da amostra analisada e, por tanto não requerem nenhum 

conhecimento prévio a respeito da classificação das amostras. Elas são agrupadas 

naturalmente com base na informação contida nos dados experimentais em questão 

(BARROS NETO et al., 2006).  

A ACP consiste essencialmente em transformar as coordenadas das amostras em outro 

sistema de eixos mais conveniente para análise de dados. É uma forma de identificar padrões 

nos dados e expressá-los de um modo que se possa enxergar as suas diferenças e 

similaridades, reduzindo a dimensionalidade sem perder informação. Considerado um 

método de grande importância na Quimiometria e na análise multivariada em diferentes 

áreas, a APC, além da redução nas dimensões do grupo de dados analisados, é também 
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utilizada no reconhecimento de tendências nos dados que corroboram para o agrupamento de 

amostras semelhantes, permitindo também a identificação de amostras atípicas ou anômalas. 

A compressão de dados é realizada efetuando-se combinações lineares entre as 

variáveis dos dados originais, realizando aglomeração daqueles que possuem informações 

correlacionadas, reorganizando os dados em um novo sistema de eixos, chamado de 

componentes principais (PC, do inglês Principal Component). Esse novo sistema de 

coordenadas torna mais fácil a interpretação dos dados e evidencia agrupamentos de amostras 

com características semelhantes, sendo também possível detectar amostras com 

comportamentos distintos. As PC’s devem ser ortogonais, garantindo que a informação 

contida em uma delas não esteja presente na PC subsequente. A primeira PC, ou PC1, está 

direcionada ao longo do sentido de maior variância dos dados. Da mesma forma, a PC2 está 

direcionada ao longo do segundo sentido de maior variância e é ortogonal à PC1 e essa regra 

segue para se obter as demais PC’s (PANERO et al., 2009). 

AAH descreve a estrutura dos dados interligando as amostras por suas associações, 

revelando os agrupamentos naturais existentes no conjunto de dados. O processo de 

agrupamento hierárquico de dados multidimensionais pode ser representado graficamente em 

um esquema bidimensional (MASSART et al., 1988, FERREIRA, 2015). O objetivo da HCA 

é exibir os dados em um espaço bidimensional de maneira a enfatizar os seus agrupamentos 

e padrões naturais. A distância entre os pontos (amostras ou variáveis) reflete a similaridade 

de suas propriedades, sendo útil para determinar a semelhança entre amostras. O método 

relaciona as amostras de forma que as mais semelhantes são agrupadas entre si. Os resultados 

são apresentados na forma de um dendrograma que agrupa amostras ou variáveis em função 

da similaridade (PANERO et al., 2009). Ambos, são métodos matemáticos de análise 

exploratória que tem concepções totalmente distintas e que podem ser aplicados aos dados 

multivariados, tornando possível a visualização desejada (FERREIRA, 2015). 

 O uso de técnicas analíticas instrumentais como a espectroscopia de massas, 

espectroscopia Raman, fluorescência molecular, ressonância magnética nuclear, 

cromatografia, dentre outras, têm em comum a geração de dados multivariados para uma 

mesma amostra. Com análise desses dados aliados à quimiometria pode-se obter informações 

que muitas vezes resolvem limitações e ajudam a nortear escolhas nos estudos bioguiados. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo geral 

 

 Descobrir novas substâncias antimaláricas de resíduos da produção de Bertholletia 

excelsa Bonpl. (castanha-do-Brasil). 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Identificar componentes químicos em extratos de entrecascas, cascas do caule, raízes 

e cascas de raízes de B. excelsa a partir de investigações por IES-EM e técnicas 

quimiométricas (análises multivariadas de AAH e ACP) dos conjuntos de dados 

obtidos; 

 Identificar extratos de B. excelsa com elevada atividade inibitória contra a cepa K1 

de P. falciparum in vitro; 

 Isolar e confirmar as estruturas dos componentes químicos a partir dos extratos ativos 

de B. excelsa, através de métodos espectrométricos (RMN 1D/2D e EM); 

 Identificar as substâncias isoladas de B. excelsa com elevada atividade inibitória 

contra a cepa K1 de P. falciparum in vitro; 

 Identificar as substâncias isoladas de B. excelsa com elevada atividade antioxidante 

mediante a reação com DPPH. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

 

Este trabalho foi realizado mediante parceria entre o Laboratório de Princípios Ativos 

da Amazônia (LAPAAM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), o 

Laboratório Temático de Química de Produtos Naturais (CALTQPN) do INPA, o 

Laboratório de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM) da Central Analítica 

Multidisciplinar (CAM) da UFAM, bem como o Laboratório de Cultivo de Plasmodium 

falciparum (Laboratório de Malária e Dengue), COSAS/INPA e o Laboratório de Atividades 

Biológicas - BIOPHAR da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UFAM. 

 

4.1. MATERIAIS 

 

4.1.1. Equipamentos comuns de laboratório 

 

- Balança analítica: Marca Ohaus, modelo AY220.  

- Balança semi-analítica: Marca Ohaus, modelo ARC120. 

- Balança de precisão: Marca Ohaus, modelo SJX1502BR/E 

- Estufa de secagem e esterilização: Marca Famem, modelo 320-SE.  

- Microscópio óptico: Marca Global optics, modelo NO218T 

- Moinho de 4 facas: Marca Marconi, modelo MA 340.  

- Evaporador rotátorio: Marca Fisatom, modelo 804.  

- Banho de ultrassom: Marca Unique, modelo USC-1800 A.  

- Manta aquecedora: Marca Fisatom, modelo 752 A.  

 

4.1.2. Solventes e reveladores  

 

Os solventes utilizados foram de grau técnico, submetidos à destilação prévia. Todos 

os solventes utilizados nos procedimentos cromatográficos e em experimentos de EM foram 

de grau CLAE da marca Tedia. Solventes deuterados da marca Merck foram utilizados para 
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obtenção dos espectros de RMN. Água ultrapura foi obtida a partir de um sistema milli-Q, 

modelo Simplicity ® 185 marca Millipore. 

 

4.2. MÉTODOS 

4.2.1. Análises cromatográficas  

4.2.1.1. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 As análises de CLAE desenvolvidas no Laboratório de Cromatografia e Espectrometria 

de Massas (LABCEM), foram realizadas em coluna analítica, seguida de uma semi-

preparativa. As análises em CLAE analítico utilizaram um cromatógrafo modelo Surveyor 

Plus® (Thermo Scientific) equipado com bomba Surveyor LC Pump Plus, autoamostrador 

Surveyor Autosampler Plus, válvula de injeção Rheodyne (25 μL), operando 

simultaneamente com detector de arranjo de diodos (DAD) Surveyor PDA Plus Detector e 

de espectrometria de massas (MS) (TSQ Quantum Acess). As análises em CLAE semi-

preparativo foram realizadas em cromatógrafo modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com 

duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20A5, detector de ultravioleta (UV) SPD-

20AV, modulo de comunicação CBM-20A e válvula de injeção Rheodyne (200 ou 500 μL). 

 

4.2.2. Métodos espectroscópicos/espectrométricos 

4.2.2.1. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

As análises de RMN foram realizados no Laboratório Temático de Química de 

Produtos Naturais (CALTQPN). Os espectros de RMN unidimensionais (1H, 13C e 

DEPT135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram obtidos em espectrômetro de 

RMN de marca Bruker modelo Avance IIIHD, 300 MHz. Foi utilizado o programa TopSpin 

3.6 para a manipulação dos espectros de RMN. As amostras foram dissolvidas em DMSO 

deuterado (CD3)2SO).  
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4.2.2.2. Espectrometria de massas (EM) 

  

 Os 56 extratos obtidos, foram analisadas em EM e realizadas no Laboratório de 

Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM), no equipamento marca Thermo 

Scientific, modelo LCQ Fleet® com analisador ion-trap, fonte de ionização electrospray 

(ESI) a voltagem e a temperatura do capilar em IES: 20,0 V e 200 °C, respectivamente. A 

voltagem do spray: 5,0 kV, sendo este operado em modo positivo e DIC (dissociação 

induzida por colisão) de 25 - 28%. Gás nebulizador e gás de secagem: N2. No analisador de 

DIC utilizou-se He como gás de fragmentação.  

 As substâncias obtidas neste trabalho, foram analisadas em espectrômetro de massas 

de alta resolução (EMAR) realizadas no Laboratório Temático de Química de Produtos 

Naturais (CALTQPN) no equipamento Marca Bruker Daltonics, modelo MicroTOF-QII com 

analizador time-of-flight de alta resolução 17500 (FWHM) e fonte ESI. 

 

4.2.3. Coleta e identificação do material botânico 

 A coleta de resíduos de entrecascas, cascas do caule, raízes e cascas de raízes da B. 

excelsa, foi realizada na Fazenda Aruanã, localizada no quilometro 215 da rodovia AM 010, 

município de Itacoatiara – AM (58°49'48.0"W 03°00'17.0"S) em 15 de novembro de 2016. 

Exsicata do material coletado foi depositada para identificação taxonômica no Herbário da 

Coordenação de Biodiversidade (COBIO/ INPA) e registradas com o número 277498. O 

acesso ao patrimônio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o código A11C513. 

 Foram utilizados padrões de ácido elágico e derivados (ácido valoneico dilactona e 

eschweilenol C) cedidos pelo Dr. Felipe Moura Araujo da Silva do Laboratório de 

Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM), a partir de amostras vegetais de B. 

excelsa coletadas também na Fazenda Aruanã com acesso ao patrimônio genético registrado 

no SisGen sob o código A442001. 
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4.2.4. Secagem e moagem do material vegetal 

As entrecascas, cascas do caule, raízes e cascas de raízes da B. excelsa, foram levadas 

ao Laboratório de Princípios Ativos da Amazônia (LAPAAM/INPA). Após a separação, 

foram colocadas na estufa a 40 °C para secagem até peso constante. O material vegetal foi 

seco em estufa separadamente por partes. Uma vez secas, foram trituradas em moinho de 

facas e a parte lenhosa (cascas do caule e raízes) foram moídas em moinho industrial no 

Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia/INPA. Após a moagem as amostras foram 

pesadas, embaladas e armazenadas na geladeira até a extração. 

 

4.2.5. Planejamento experimental de misturas 

 

 Os extratos foram preparados com base em um planejamento experimental do tipo 

simplex-centroide (BRUNS et al., 2006) com três componentes (solventes). Foram divididos 

em dois grupos experimentais, utilizando solventes com diferentes graus de polaridade. 

Grupo 1 (hexano (Hx); diclorometano (CH2Cl2); acetato de etila (AcOEt)) e Grupo 2 

(acetona; etanol (EtOH); água (H2O)), figura 15. 

 

Figura 15. Planejamento experimental do tipo simplex-centróide com três 

componentes/solventes. 
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 Os vértices dos triângulos (1, 2 e 3) correspondem aos solventes puros, os centros das 

arestas (4, 5 e 6) correspondem às misturas binárias com os dois componentes em proporções 

iguais, e o ponto no centro do triângulo (7), corresponde ao ponto central, isto é, a mistura 

contendo os três solventes em proporções iguais. Os solventes puros foram selecionados com 

base no triângulo de seletividade de solventes de Snyder para cromatografia (SNYDER, 

1974). Esse planejamento deu origem a 7 sistemas de solventes de extração para cada grupo 

(1 e 2) para um total de 14 sistemas de extração. Porções de cada uma das 4 partes da planta 

(entrecasca, cascas do caule, raiz e casca de raiz), foram extraídas individualmente levando 

a um total de 56 extratos, conforme detalhado a seguir. 

 

4.2.6. Preparação de extratos para estudos quimiométrico e biológico  

 

4.2.6.1. Preparo dos extratos em escala analítica 

 

  Foram preparados um total de 56 extratos de B. excelsa (resíduos de raiz, casca de 

raiz, casca do caule e entrecasca) pesando-se 1 g de cada material vegetal seco e triturado e 

adicionando-se 100 mL do solvente extrator de acordo com as composições do planejamento 

simplex-centróide. Foram feitas duas extrações em duplicata, utilizando-se uma nova porção 

de material vegetal em cada extração. As misturas foram mantidas sob agitação constante 

(shaker) por 24 h à temperatura ambiente. Em seguida os extratos foram filtrados e 

concentrados por evaporação rotatória. Os frascos contendo cada extrato foram colocados 

em banho de areia à 40 ºC até a evaporação completa dos solventes. As amostras secas foram 

pesadas, foi calculado o percentual de rendimento de extrato e depois foram armazenadas em 

freezer à -20 ºC para posterior análise. 

 

4.2.6.2. Análise dos extratos por EM e tratamento quimiométrico dos dados 

  Amostras de todos os extratos obtidos foram pesados, dissolvidos a uma concentração 

de 3 mg/mL (solução estoque) em metanol e filtrados com filtro millipore 0,20 µm. Alíquotas 

(30 μL) das soluções estoques foram posteriormente diluídas com metanol (970 μL) e 
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analisadas por infusão direta no espectrômetro de massas da UFAM. Foram injetados por 

grupos de solventes (Grupo 1 e 2). Após a aquisição dos espectros de massas, os dados (m/z 

dos íons e suas respectivas intensidades relativas) foram procesados utilizando o Programa 

Xcalibur 2,0.  

 Para a realização dos cálculos quimiométricos, uma matriz de dados, foi construída 

colocando-se o sistema de extração da amostra nas cabeças de coluna e as respectivas m/z 

dos íons obtidas a partir dos espectros de massas das amostras foram colocadas nas colunas. 

A construção da matriz de dados é mostrada esquematicamente no Anexo 1. Os dados foram 

avaliados por parte da planta separadamente, comparando método de extração, m/z e 

porcentagem em relação ao pico base (maior que 5%), os íons de intensidade abaixo de 5% 

relativo ao íon base foram negligenciados (SCHIOZER et al., 2012) indicado por “0” na 

planilha (Anexo 1). Para auxiliar na interpretação dos resultados, foi utilizado o programa 

computacional livre Chemoface versão 1.5, análise de componentes principais (ACP) e 

análise de agrupamentos hierárquicos (AAH), calculados através da variação dos íons 

registrados (variáveis), e distância euclidiana respectivamente. 

 

4.2.6.3. Preparo de extrato em maior escala e fracionamento em fase sólida 

 Com base nos resultados de percentual de rendimento, dados quimiométricos e 

atividade antiplasmódica escolheu-se o extrato na mistura de solventes acetona/EtOH/H2O 

(1:1:1) para ser preparado em maior escala. A partir de 10 g de entrecasca, conforme 

procedimento descrito na seção 4.2.6.1. obteve-se um total de 4,1 g de extrato seco (E57). 

Foi realizada uma extração em fase sólida (EFS), 1 g do extrato E57 e passado através de um 

cartucho contendo 10 g de fase KP-C18-HS (Biotage, VA, USA) previamente ativada em 

metanol grau CLAE (70 mL) e condicionada com água (70 mL). A coluna foi eluida com 

água (70 mL) e eluída adicionalmente com metanol grau CLAE (70 mL). A fração metanólica 

foi seca em banho de areia a 40 ºC e obtiveram-se 704 mg (E57B), enquanto a fração aquosa 

(E57A) foi liofilizada e obtiveram-se 210 mg. 
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4.2.6.4. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

As absorções foram registradas de 254 a 300 nm. O método utilizado foi otimizado em 

coluna analítica (Figura 15) de forma a permitir a separação escalonada para isolamento. A 

fração metanólica (E57B) do extrato E57, foi dissolvido em DMSO (40 mg/100 µL) e 

injetada em uma coluna semi-preparativa C18 com fluxo de 3 mL/min. 

As separações foram realizadas em um sistema Accela HPLC (Thermo Scientific). A 

fase móvel consistia em metanol (A) e uma solução aquosa, acidificada com ácido fórmico 

a 1% (B) com gradiente de eluição de 20 a 80% B ao longo de 20 min (1 mL/min), seguido 

de 80% B por mais 10 min (Silva et al., 2018), totalizando 30 min de corrida, o que resultou 

na coleta de 7 subfrações (E57B-1, E57B-2, E57B-3, E57B-4, E57B-5, E57B-6 e E57B-7). 

Cada injeção continha 40 mg da fração DE56B solubilizados em 100 μL de DMSO.  

 

4.2.7. ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

4.2.7.1. Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum 

 

A cultura in vitro de P. falciparum e os testes de atividade antimalárica in vitro foram 

realizados no Laboratório de Cultivo de Plasmodium falciparum (Laboratório de Malária e 

Dengue), COSAS/INPA. O método utilizado é uma modificação da técnica de Trager e 

Jensen (1976) adaptada pela Gerência de Malária da FMT-HVD, baseada no 

desenvolvimento in vitro dos estágios eritrocitários desta espécie parasitária. Foi utilizada a 

cepa K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC, Manassas Virginia), resistente à 

cloroquina e pirimetamina, cultivada em eritrócitos humanos do tipo A+ a 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).  
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4.2.7.2. Microteste de suscetibilidade in vitro 

O ensaio antiplasmódico foi realizado de acordo com o método descrito por Rieckmann 

et al. (1978), com adaptações descritas por Andrade-Neto et al. (2007).  Para avaliação inicial 

da atividade, as amostras foram submetidas a uma peneiragem em duas concentrações: 50 e 

5 μg/mL. As amostras que apresentaram um percentual de inibição da parasitemia acima de 

80% (frente aos controles negativos) na maior concentração foram consideradas ativas e 

avaliadas em sete concentrações, na faixa de 100 a 1,56 μg/mL, para determinação da 

concentração capaz de reduzir o crescimento do parasita em 50% (CI50). Os antimaláricos 

padrões cloroquina e quinina foram avaliados em sete concentrações, de 2,5 a 3,4×10-3 

μg/mL, como controles positivos. Cada amostra diluída foi testada em triplicata na etapa da 

peineragem, e em duplicata para cálculo de CI50, em microplacas de 96 poços. A 

concentração inibitória (CI50) foi calculada com o auxílio do software GraphPad Prism.  

 

4.2.7.3. Determinação do fator antioxidante mediante a reação com DPPH 

 

A determinação do fator antioxidante foi realizada no Laboratório de Atividades 

Biológicas - BIOPHAR da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UFAM., executada pelo 

aluno de doutorado Leonard Domingo Rosales Acho, sob a orientação do Prof. Dr. Emerson 

Silva Lima. 

Este teste avalia a habilidade que uma substância tem de sequestrar o radical livre 

estável DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), e está baseado no descoramento (geralmente cor 

amarela) de uma solução composta pelo radical estável, de cor violeta, quando da adição de 

substâncias que podem ceder um átomo de hidrogênio (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). 

Para este procedimento, utilizou-se a metodologia utilizada por Chiang (2013), com 

modificações.  
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Foi preparada uma solução de 0,05 µg/mL de DPPH em etanol. 30 µL das substâncias 

solubilizadas em DMSO (1 mg/mL) e 30 µL de padrão ácido gálico (100 µg/mL) foram 

adicionados a cada um dos poços da microplaca e colocadas em contato com a solução de 

DPPH (170µL em cada poço). Para o controle, foram utilizados 170 µL de DPPH e 30 µL de 

DMSO e como branco de cada amostra foi adicionado também 170 µL do solvente e 30 µL 

da substância sem adição do DPPH. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura 

ambiente, no escuro e foi feita a leitura em 492 nm. Em seguida, foi feito o cálculo de inibição 

baseado na absorbância do controle utilizando o programa Excel. 

As análises foram realizadas em triplicata e os cálculos de porcentual de inibição 

(inibição %) foram realizados baseando-se na absorbância do controle e utilizando o 

programa Excel. Quando o porcentual de inibição foi maior a 50%, foram realizadas até 8 

diluições consecutivas para obtenção dos valores de CI50, calculados pelo programa 

GraphPad Prism, versão 6.0.  A percentagem de inibição foi obtida a través da equação 1: 

 

Equação 1: 

% inibição = 100-[Absa /AbsC] x 100. 

Absa=Absorbância da amostra 

Absc=Absorbância do controle 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

O trabalho teve como objetivo o isolamento de substâncias com atividade 

antimalárica, portanto foi realizada como primeira etapa, a análise do perfil químico 

dos extratos por EM e tratamento quimiométrico dos dados, e em conjunto com os 

dados de percentual de rendimento e atividade antimalárica in vitro, foi definida a 

escolha da melhor metodologia de extração para o isolamento bioguiado. No total 

foram obtidos 56 extratos em duplicata, a primeira para teste de percentual de 

rendimento e a segunda para verificação de reprodutibilidade, sendo esta utilizada na 

fase exploratória. Os resultados de percentual de rendimentos dos 56 extratos são a 

presentados nas tabelas 4 e 5.  

De forma geral, os extratos obtidos apresentaram coloração marrom escuro, 

com percentuais de rendimentos globais variando entre 2,1% e 41,2%. Dos extratos 

obtidos a partir das raízes, E35 apresentou o melhor percentual de rendimento com 

18,4% e E1 com 2,1% foi considerado o extrato com percentual de rendimento mais 

baixo de todos. A casca de raiz E42 apresentou o melhor percentual de rendimento 

com 24,4% e o rendimento mais baixo foi obtido no extrato E8 com 3,8%. A casca de 

caule, o extrato E49 apresentou o melhor percentual de rendimento com 39,3% e o 

rendimento mais baixo foi obtido no extrato E15 com 2,3%. Os extratos da entrecasca, 

E55 e E56 apresentaram os melhores percentuais de rendimento de todos os extratos 

obtidos com 41,2 e 40,5% respectivamente, por outro lado, o extrato E54 apresentou 

um percentual de rendimento mais baixo com 8%. Pode-se observar também que 

houve uma boa reprodutibilidade de percentual de rendimento na segunda repetição. 

A entrecasca foi quem apresentou maiores valores de percentual de rendimento em 

comparação com as outras partes vegetais de B. excelsa. 

Foi possível observar que as misturas binárias e ternárias dos solventes 

extratores, apresentaram maiores valores de percentual de rendimento em comparação 

com os solventes puros.  

Os maiores rendimentos de extrato bruto foram obtidos com os solventes 

acetona, etanol e água, todos eles solventes polares. Geralmente, os compostos de alta 
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polaridade são solúveis em solventes também polares, o que está de acordo com a 

regra empírica de grande utilidade: “polar dissolve polar, apolar dissolve apolar” ou 

“o semelhante dissolve o semelhante”. A solubilidade depende, portanto, das forças 

de atração intermoleculares que foram documentadas pela primeira vez por Van der 

Waals (1910).  
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Tabela 4. Composições das misturas extratoras e rendimento das extrações por parte 

da planta (Grupo 1) 

N° 

Extração 

Solvente (% v/v) Rendimento %   

Hexano CH2Cl2 AcOEt 
Raiz Casca de raiz Casca de caule Entrecasca 

1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2° 

E1 100 0 0 2,1 2,7 - - - - - - 

E2 0 100 0 9,4 7,0 - - - - - - 

E3 0 0 100 9,3 8,2 - - - - - - 

E4 50 50 0 7,6 8,0 - - - - - - 

E5 50 0 50 16,8 15,1 - - - - - - 

E6 0 50 50 8,0 10,0 - - - - - - 

E7 33,3 33,3 33,3 15,7 16,3 - - - - - - 

E8 100 0 0 - - 4,2 3,8 - - - - 

E9 0 100 0 - - 10,5 12,3 - - - - 

E10 0 0 100 - - 11,9 11,1 - - - - 

E11 50 50 0 - - 6,5 7,2 - - - - 

E12 50 0 50 - - 20,6 19,0 - - - - 

E13 0 50 50 - - 9,0 10,3 - - - - 

E14 33,3 33,3 33,3 - - 20,4 21,5 - - - - 

E15 100 0 0 - - - - 3,1 2,3 - - 

E16 0 100 0 - - - - 11,8 12,4 - - 

E17 0 0 100 - - - - 12,7 11,0 - - 

E18 50 50 0 - - - - 13,5 11,2 - - 

E19 50 0 50 - - - - 15,2 16,2 - - 

E20 0 50 50 - - - - 10,1 9,8 - - 

E21 33,3 33,3 33,3 - - - - 11,6 12,6 - - 

E22 100 0 0 - - - - - - 3,6 2,7 

E23 0 100 0 - - - - - - 11,1 13,2 

E24 0 0 100 - - - - - - 9,0 9,1 

E25 50 50 0 - - - - - - 9,5 10,4 

E26 50 0 50 - - - - - - 9,7 11,8 

E27 0 50 50 - - - - - - 5,6 4,5 

E28 33,3 33,3 33,3 - - - - - - 4,6 5,8 
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Tabela 5. Composições das misturas extratoras e rendimento das extrações por parte 

da planta (Grupo 2). 

N° 

Extração 

Solvente (% v/v) Rendimento %   

Acetona EtOH H2O 
Raiz Casca de raiz Casca de  caule Entrecasca 

1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2° 

E29 100 0 0 7,3 9,0 - - - - - - 

E30 0 100 0 9,7 12,1 - - - - - - 

E31 0 0 100 15,9 15,6 - - - - - - 

E32 50 50 0 15,8 14,8 - - - - - - 

E33 50 0 50 14,0 13,5 - - - - - - 

E34 0 50 50 11,1 14,1 - - - - - - 

E35 33,3 33,3 33,3 15,9 18,4 - - - - - - 

E36 100 0 0 - - 9,6 10,7 - - - - 

E37 0 100 0 - - 18,8 17,1 - - - - 

E38 0 0 100 - - 19,3 20,1 - - - - 

E39 50 50 0 - - 17,1 20,4 - - - - 

E40 50 0 50 - - 21,0 23,6 - - - - 

E41 0 50 50 - - 21,6 22,7 - - - - 

E42 33,3 33,3 33,3 - - 24,0 24,4 - - - - 

E43 100 0 0 - - - - 19,5 19,5 - - 

E44 0 100 0 - - - - 32,9 34,2 - - 

E45 0 0 100 - - - - 22,9 24,7 - - 

E46 50 50 0 - - - - 33,4 36,0 - - 

E47 50 0 50 - - - - 29,7 33,9 - - 

E48 0 50 50 - - - - 17,0 18,1 - - 

E49 33,3 33,3 33,3 - - - - 39,3 38,4 - - 

E50 100 0 0 - - - - - - 18,9 19,0 

E51 0 100 0 - - - - - - 29,8 29,9 

E52 0 0 100 - - - - - - 28,7 30,0 

E53 50 50 0 - - - - - - 29,8 32,0 

E54 50 0 50 - - - - - - 8,0 10,8 

E55 0 50 50 - - - - - - 33,9 41,2 

E56 33,3 33,3 33,3 - - - - - - 38,5 40,5 
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Os resultados de percentual de rendimento obtidos mostraram de forma geral a 

importância do planejamento de misturas do tipo centroide-simplex com três 

componentes aplicado à obtenção dos extratos brutos de B. excelsa em termos da 

informação obtida por cada um dos diferentes extratores, pois em todos os casos 

destacaram-se as misturas binárias e ternárias superiores em comparação com a 

extração com solventes puros. Este fato é importante porque permitiu a possibilidade 

de selecionar misturas de solventes capazes de extrair maiores quantidades de 

metabólitos presentes, e junto com os resultados dos testes antimaláricos que serão 

mostrados a continuação, direcionam a escolha do melhor extrato bruto com atividade 

biológica elevada.  

 

5.1. Resultado do teste antiplasmódico in vitro dos extratos 

 

Um total de 15 extratos de 56 foram desconsiderados para determinação de CI50, por 

apresentarem uma inibição da parasitemia menor que 80% no screening. Os percentuais de 

inibição dos extratos e os valores das CI50 estão apresentados na Tabela 6. Os critérios 

utilizados para classificação da atividade dos extratos brutos estão de acordo com os usados 

pelo LAPAAM e outros grupos de pesquisas (KRETTLI et al., 2009). Concentração 

inibitória 50% (CI50): maior que 25 μg/mL = inativo (I); entre 25 μg/mL e 10 μg/mL = 

parcialmente ativo (PA); entre 10 μg/mL e 1,0 μg/mL = ativo (A); menor que 1,0 μg/mL = 

muito ativo (MA). 

Das amostras testadas (Tabela 6), quarenta e um extratos foram avaliados para 

determinar as suas CI50 por apresentarem uma inibição ≥ de 80 %. Os extratos obtidos em 

solventes mais polares e com maior rendimento apresentaram maior atividade, ocorrendo um 

aumento da inibição da parasitemia conforme o rendimento dos extratos. Vinte e um extratos 

obtidos a partir da entrecasca, casca de caule e casca de raiz (E36 - E56) e extraídos com 

solventes puros e misturas de acetona, etanol e água foram classificados como ativos por 

apresentarem valores de CI50 desde 1,7 até 7,8 µg/mL. Sendo os extratos mais ativos E38 

(CI50 = 2,0 µg/mL), E47 (CI50 = 1,7 µg/mL) e E56 (CI50 = 21,7 µg/mL), correspondentes aos 
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extratos obtidos de casca de raiz, casca de caule e entrecasca. Um estudo realizado por Souza 

(2013) mostrou a atividade do extrato etanólico da casca da B. excelsa contra a cepa 3D7 de 

P. falciparum (cloroquina sensível), com CI50 igual a 6,0 µg/mL. Oliveira et al. (2015) em 

seu estudo com plantas utilizadas por comunidades quilombolas contra a malária, 

demonstraram a atividade do extrato etanólico da casca com CI50 igual a 2,0 µg/mL frente a 

estirpe W2 de P. falciparum (cloroquina resistente), resultados semelhantes aos aqui obtidos. 

O extrato aquoso, obtido da seiva no trabalho de Oliveira et al. (2015) que realizou a extração 

de amostras frescas desta parte da planta e relatou CI50 de 7,5 µg/mL frente a estirpe W2 de 

P. falciparum, neste estudo apresentou CI50 igual a 2,0 µg/mL. 

Os sete extratos obtidos a partir das raízes e extraídos em solventes hexano, 

diclorometano e acetona apresentaram valores de CI50 desde 6,3 até 12,3 µg/mL, sendo 

classificados como ativos e parcialmente ativos. Dos sete extratos da raiz obtidos em 

solventes mais polares (acetona, etanol e água) e testados para atividade antiplasmódica, 

cinco foram classificados como ativos. 
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Tabela 6. Atividade antiplasmodica in vitro dos extratos de B. excelsa em duas 

concentrações, CI50 e classificação de atividade. 

Parte Solvente Extrato 
Concentrações  (μg/mL) 

Classificação 
50 5 CI50  

Raiz 

Hx E1 82 1 11,4 PA 

CH2Cl2 E2 92 2 8,2 A 

AcOEt E3 94 4 10,3 PA 

Hx/CH2Cl2 E4 95 1 11,0 PA 

Hx/AcOEt E5 96 54 6,3 A 

CH2Cl2/AcOEt E6 96 52 12,3 PA 

Hx/CH2Cl2/AcOET E7 96 45 6,8 A 

Acetona E29 92 47 5,9 A 

EtOH E30 78 34 NT I 

H2O E31 80 0 2,0 A 

Acetona/EtOH E32 90 0 NT NC 

Acetona/H2O E33 94 30 4,2 A 

EtOH/H2O E34 83 43 3,2 A 

Acetona/EtOH/H2O E35 93 86 4,6 A 

Casca de 

raiz 

Hx E8 87 0 NT NC 

CH2Cl2 E9 80 30 5,4 A 

AcOEt E10 89 2 7,6 A 

Hx/CH2Cl2 E11 66 27 NT I 

Hx/AcOEt E12 87 0 NT NC 

CH2Cl2/AcOEt E13 92 16 6,2 A 

Hx/CH2Cl2/AcOET E14 91 0 NT NC 

Acetona E36 80 30 3,3 A 

EtOH E37 93 60 3,2 A 

H2O E38 92 85 2,0 A 

Acetona/EtOH E39 95 25 4,7 A 

Acetona/H2O E40 95 20 5,3 A 

EtOH/H2O E41 92 66 4,0 A 

Acetona/EtOH/H2O E42 85 33 4,0 A 

Casca de 

caule 

Hx E15 19 0 NT I 

CH2Cl2 E16 88 14 6,8 A 

AcOEt E17 83 0 NT NC 

Hx/CH2Cl2 E18 93 0 NT NC 

Hx/AcOEt E19 74 3 NT I 
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CH2Cl2/AcOEt E20 76 0 NT I 

Hx/CH2Cl2/AcOET E21 91 34 5,5 A 

Acetona E43 91 84 3,9 A 

EtOH E44 95 44 3,8 A 

H2O E45 88 60 4,0 A 

Acetona/EtOH E46 83 68 2,2 A 

Acetona/H2O E47 84 75 1,7 A 

EtOH/H2O E48 82 5 7,8 A 

Acetona/EtOH/H2O E49 81 62 1,9 A 

Entrecasca 

Hx E22 40 0 NT I 

CH2Cl2 E23 84 1 6,7 A 

AcOEt E24 80 14 5,9 A 

Hx/CH2Cl2 E25 81 0 NT NC 

Hx/AcOEt E26 87 16 6,5 A 

CH2Cl2/AcOEt E27 79 0 NT I 

Hx/CH2Cl2/AcOET E28 76 0 NT I 

Acetona E50 82 74 4,8 A 

EtOH E51 80 33 2,3 A 

H2O E52 81 81 2,0 A 

Acetona/EtOH E53 82 54 3,1 A 

Acetona/H2O E54 84 65 5,8 A 

EtOH/H2O E55 80 68 4,9 A 

Acetona/EtOH/H2O E56 84 30 1,7 A 

Nt = não testados; I = inativo; NC = amostras não classificadas/não priorizadas 

5.2. Perfil químico dos extratos por EM e tratamento quimiométrico dos dados 

  

 Na análise dos extratos por espectroscopia de massas observa-se um variado número 

de íons (m/z) para cada amostra. Percebe-se também que alguns dos íons principais se 

repetem na maioria dos extratos da mesma parte da planta avaliada neste estudo. A análise 

inicial foi realizada por parte da planta, a fim de se avaliar a composição relativa dos extratos 

e identificar extratos com componentes com m/z associados à atividade antiplasmodial. 

O gráfico de AAH da entrecasca (Figura 16) permitiu a observação de dois grupos. 

Este agrupamento deve-se provavelmente à similaridade dos componentes químicos obtidos 

a partir das misturas de solventes e que são evidenciadas pela ausência e presença dos íons 
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em cada grupo. Este mesmo perfil observa-se também nos dados quimiométricos mostrados 

em casca da raiz e casca do caule. O Grupo I é composto pelos extratos E22 a E28 e o grupo 

II composto pelos extratos E50 a E56. Este agrupamento, confirma-se no gráfico de ACP da 

entrecasca (Figura 17).  

Quando correlacionamos os extratos avaliados para CI50, observa-se que a maioria dos 

extratos dos Grupos I e II, possuem valores menores a 10 μg/mL, classificando-se como 

extratos ativos. De acordo com Figura 17, os íons que estão correlacionando os extratos do 

Grupo II, são m/z 301, 447 e 469, sendo E51, E52, E53 e E56 os extratos mais ativos com 

elevada atividade inibitória contra a cepa K1 de P. falciparum in vitro. Por outro lado, os 

extratos do grupo I apresentam valores de CI50 maiores em comparação aos valores de CI50 

dos extratos do Grupo II. Os íons que correlacionam os três extratos ativos do Grupo I, são 

m/z 339, 279 e 353, sendo que 4 dos 7 extratos pertencentes a este grupo foram 

desconsiderados para avaliação de CI50 por apresentarem uma inibição da parasitemia menor 

que 80% no screening (triagem). 

 

Figura 16. Dendrograma de AAH da entrecasca de B. excelsa 
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Figura 17. Gráfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da entrecasca de B. 

excelsa 

 

 

 No gráfico de AAH da casca de raiz (Figura 18) observam-se dois grupos. O grupo I é 

composto pelos extratos E8 a E14 e o Grupo II é composto pelos extratos E36 a E42. Este 

agrupamento confirma-se no gráfico de ACP da casca de raiz (Figura 19). A maioria dos 

extratos do Grupo II possuem valores de CI50 menores a 10 μg/mL, classificando-se como 

extratos ativos. Por outro lado, apenas 3 dos 7 extratos que compõem o Grupo I apresentaram 

CI50 menores a 10 μg/mL. De acordo com a figura 19 os íons que estão correlacionando esses 

extratos são os de m/z 301, 447 e 469, sendo que os íons m/z 301 e 469 estão correlacionados 

aos extratos E37 e E38, os mais ativos do grupo II. 
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Figura 18. Dendrograma de AAH da casca da raiz de B. excelsa 

 

 

Figura 19. Gráfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da casca da raiz de 

B. excelsa 

 
 

 No dendrograma de AAH e no gráfico de score de ACP da casca do caule (figura 20 e 

21) observam-se dois grupos definidos. O Grupo II é composto pelos extratos E43 a E49 e o 

grupo I composto pelos extratos E15 a E21. A maioria dos extratos do Grupo II possuem 

valores de IC50 menores a 10 μg/mL, classificando-se como extratos ativos. Por outro lado, 
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somente 2 dos 7 extratos que conformam o Grupo I, apresentaram CI50 menor a 10 μg/mL. 

De acordo com os gráficos de score de ACP e biplot (Figura 21) o único íon que está 

correlacionando aos extratos do Grupo II é m/z 301, sendo que os extratos E46, E47 e E49 

foram os mais ativos deste grupo, com elevada atividade inibitória contra a cepa K1 de P. 

falciparum in vitro. 

 

Figura 20. Dendrograma de AAH da casca do caule de B. excelsa 

 

 

Figura 21. Gráfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da casca do caule de 

B. excelsa 
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 Nos extratos obtidos a partir das raízes de B. excelsa foram observados dois grupos 

principais no dendrograma de AAH (Figura 22), sendo Grupo A e Grupo B claramente 

diferenciadas. Este agrupamento confirma-se no gráfico de ACP (Figura 23) onde observam-

se dois grupos principais que possuem amostras que correlacionam entre si, onde o Grupo A 

é composto apenas por extratos E1, E3, E4 e E6 (Grupo I, Tabela 4) e o Grupo B é composto 

por extratos E2, E5, E7 (Grupo I, Tabela 4), E29, E30, E31, E32, E33, E34 e E35 (Grupo II, 

Tabela 4).  

 Quando correlacionamos estas amostras com os resultados do teste de atividade in 

vitro, observamos que os valores de CI50 obtidos no grupo A, são maiores a 10 μg/mL, 

classificando-se como extratos parcialmente ativos. Por outro lado, 8 dos 10 extratos que 

compõem o Grupo B apresentaram CI50 menor a 10 μg/mL. De acordo com a figura 23 os 

picos que estão correlacionando os extratos do Grupo B são m/z 469 e 301, sendo E31 e E34 

os extratos mais ativos de este grupo contra a cepa K1 de P. falciparum in vitro. 

 

Figura 22. Dendrograma de AAH da raiz de B. excelsa 
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Figura 23. Gráfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da raiz de B. excelsa 

 

 

A quimiometria aplicada aos dados coletados por EM dos extratos permitiu a 

diferenciação das amostras em relação à informação química extraída por cada mistura de 

solvente extrator. Por meio dos grupos formados, foi possível perceber as características das 

misturas extratoras e reconhecer o poder de interação entre os solventes. 

A análise de componentes principais aplicada aos dados cromatográficos do extrato 

bruto permitiu a discriminação das amostras com relação à informação química extraída por 

cada mistura de solvente extrator. Através dos grupos formados foi possível perceber as 

características das misturas extratoras e reconhecer o poder de interação entre os solventes. 

De forma geral, cada grupo se destaca por ser mais específico na identificação de alguns 

picos, enquanto outros permitem a identificação de todos os picos importantes com atividade 

biológica. No grupo de solventes apolares, identificaram-se os extratos com íons maioritários 

em m/z 399, 279, 353, 255, 283, 654, 365, 375, evidenciando assim a facilidade de extração 

destes componentes em solventes de baixa e mediana polaridade. Por outro lado, com 

acetona, etanol e água (solventes polares), todos solventes polares, identificaram-se os 

extratos com íons em m/z 301, 447, 469 classificados como “grupo ativo” no processamento 

quimiométrico e que foram de fato as substâncias maioritárias obtidas em este estudo. 

Efetivamente os sistemas de solventes utilizados, foram capazes de triar os extratos obtidos 

na parte da quimiometria. É importante ressaltar que estas informações somente podem ser 

obtidas com o pré-processamento correto dos dados. 
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5.3. Análises químicas e fracionamento do extrato 

 

Na tabela 7, observa-se que dos dez extratos mais ativos nos testes in vitro contra P. 

falciparum associados aos dados quimiométricos, e com base no percentual de rendimento, 

definiu-se que o melhor método de extração, foi o extrato obtido na mistura 

Acetona/EtOH/H2O da entrecasca da B. excelsa (E56). Pois no grupo obtido de AAH e ACP, 

está considerada como a amostra mais ativa (possui menor CI50) e de forma geral, apresenta 

o segundo maior rendimento entre as 56 extrações. Sendo então o extrato E56, o escolhido 

para separação por CLAE. 

 

Tabela 7. Extratos de B. excelsa mais ativos in vitro contra P. falciparum e seus íons (m/z) 

associados e teores extrativos 

Extrato  CI50 (μg/mL) Teor % m/z 

E31 2,0 15,6 301, 469 

E34 3,2 14,1 301, 469 

E38 2,0 20,1 301, 469, 447 

E46 2,2 36 301 

E47 1,7 33,9 301 

E49 1,9 38,4 301 

E51 2,3 29,9 301, 469, 447 

E52 2,0 30 301, 469, 447 

E53 3,1 32 301, 469, 447 

E56 1,7 40,5 301, 469, 447 

 

5.4. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

Para a análise de CLAE, foram realizadas 5 corridas utilizando 200 mg no total da 

fração metanólica E57B. O cromatograma observado na figura 24 mostra os picos 

correspondentes a seis substâncias que nomeamos de E57B-1, E57B-2, E57B-3, E57B-4, 

E57B-5 e E57B-6. As substâncias correspondentes a esses picos foram recolhidas em frascos 

identificados e posteriormente foram liofilizadas e pesadas. 
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Figura 24. Cromatograma de CLAE semi-preparativo com os picos correspondentes 

às substâncias obtidas da fração metanólica (E57B)  

 

 

E57B-1 e E57B-4 foram injetadas novamente no CLAE nas mesmas condições, com a 

finalidade de aumentar a sua pureza. Na tabela 8, são apresentados os rendimentos das 

subfrações obtidas da CLAE semi-preparativa. Em seguida foram conduzidos experimentos 

para caracterizar cada substância por RMN e EM. 

 

Tabela 8. Massa das subfrações obtidas por CLAE semi-preparativo. 

N° pico 
Código 

substância  

Tempo de 

retenção (min) 
Massa (mg) 

 

1 E57B-1 

 

9,1 

 

9,6 

2 E57B-2 10,4 2,0 

3 E57B-3 10,7 3,1 

4 E57B-4 11,1 10,3 

5 E57B-5 11,5 8,6 

6 E57B-6 12,5 3,5 

 



 

77 

 

5.5. Identificação das substâncias obtidas 

 

A identificação/caracterização das frações obtidas foi realizada por meio das análises 

dos espectros de RMN de 1H e de 13C (mono e bidimensionais) e EMAR, conforme as 

características estruturais. Os espectros estão incluídos nos anexos. Os íons associados à 

atividade antimalárica foram fragmentados utilizando DIC e estão de acordo com as 

estruturas reportadas em trabalho recente publicado por Silva et al., (2019). A partir de dados 

espectrais foi observado também que os sinais característicos correspondem a derivados do 

ácido elágico (AE). No entanto, somente as subfrações E57B-1, E57B-2, E57B-3, E57B-4, 

E57B-5 e E57B-6 foram identificadas por comparação com a literatura. 

 

 

5.5.1. Identificação da substância E57B-1 

 

A substância E57B-1 apresentou-se como sólido amorfo, de cor amarela pálida com 

solubilidade baixa em metanol e água; e solubilidade boa em DMSO. No espectro de massa 

por electrospray de alta resolução (EMAR) modo negativo (Anexo 6) o íon da molécula 

precursora foi identificado em m/z 469,0053 [M-H]–, o software (Bruker compass data 

analysis 4.2) propôs a formula C21H9O13 (calculado m/z 469,0049), com um erro de Δ= 0,85 

ppm, estando assim dentro da margem de erro para substâncias conhecidas (até 20 ppm) e 

nova (até 10 ppm). Com estes dados obtidos e junto com os dados dos espectros de RMN 1H 

e 13C, HSQC, HMBC e EM2 encontrados na tabela 9 (espectros nos anexos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 

8), levaram a propor a estrutura do ácido valoneico dilactona (47), (Figura 25) com valores 

semelhantes aos descritos em outros trabalhos na literatura (BARAKAT et al., 1997; SILVA 

et al., 2007 e SILVA et al., 2019).  



 

78 

 

 

Figura 25. Estrutura proposta para E57B-1 

 

 

O espectro de RMN de 1H em DMSO-d6 de E57B-1 (Anexo 2) apresentou três singletos 

em δH 7,48 (H-5); δH 6,87 (H-5’) e δH 6,97 (H-6’’) na região de aromáticos, consistente com 

a presença de três unidades de ácido gálico. Por comparação com dados da literatura, o sinal 

a δC 166,3 (C-7’’) foi atribuído à carbonila do agrupamento galoiloxi, o que pode ser 

confirmado pela sua correlação no espectro HMBC a δH 6,98, atribuído a H-6”. 

Os deslocamentos químicos dos sinais observados no espectro de RMN 13C, ao serem 

comparados com a literatura, apresentaram-se consistentes com os relatados por Silva et al., 

(2007), (Tabela 9), o que permitiu a identificação de E57B-1 como o ácido valoneico 

dilactona (47). No EMAR é observado também um íon em m/z 425 [M–H–44]–, consistente 

com uma perda de CO2 e um íon em m/z 299 [M–H–170]–, pela perda do agrupamento 

galoiloxi (Anexo 8) (CHISTÉ E MERCADANTE 2012; SILVA et al., 2007; BARAKAT et 

al., 1997; WYREPKOWSK 2014), consistente com um derivado do ácido elágico (AE) 

(SEERAM et al., 2006).  
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Tabela 9. Dados de RMN de 1H e 13C, HSQC e HMBC da substância E57B-1, 

comparação com a literatura para ácido valoneico dilactona. 

 E57B-1 SILVA et al., 2007 

 DMSO-d6; 300 MHz DMSO-d6; 500 MHz 

N° C 13C  1H  1H-13C-HSQC HMBC 13C  1H  

C - 1 112,3       111,9   

C - 2 136,6     136,6  

C - 3 139,5       139,5   

C - 4 149,8     149,4  

C - 5 110,8 7,48 (s,1H, CH) H - 5 (1J) 
112,3; 139,5; 

149,8; 159,6 
110,5 7,49 

C - 6 108,4     108,1  

C - 7 159,6       159,1   

C - 1' 114,3     113,8  

C - 2' 136,5       136,2   

C - 3' 141,0     140,6  

C - 4' 148,9       148,5   

C - 5' 108,5 6,91 (s,1H, CH) H - 5' (1J) 

114,3; 141,0; 

148,9; 159,5; 

137,0 

108,4 6,91 

C - 6' 107,2       106,8   

C - 7' 159,5     159,0  

C - 1'' 114,9       114,7   

C - 2'' 137,0     139,1  

C - 3'' 139,9       139,4   

C - 4'' 135,5     135,2  

C - 5'' 143,4       142,9   

C - 6'' 108,7 6,98 (s,1H, CH) H - 6'' (1J) 

135,5; 139,9; 

166,3; 114,9; 

143,4; 137,0 

108,4 6,99 

C - 7'' 166,3       165,7   
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Figura 26. Algumas correlações de HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-1 (ácido valoneico dilactona, 47).

 

 

Este derivado de elagitanino não é de ocorrência comum, tendo sido relatado também 

nas cascas do caule de Cenostigma macrophyllum (Leguminosae) (SILVA et al., 2007), no 

extrato de ervas de Epilobium hirsutum (Onagraceae) (BARAKAT et al., 1997), Shorea 

laeviforia (Dipterocapaceae) (HIRANO et al., 2003), Mallotus japonicus (Euphorbiaceae) 

(HATANO et al., 1988), espécies de Quercus (Fagaceae) e Lagerstroemia speciosa (L.) Pers. 

(Lythraceae) (KAKUDA et al., 2004).  
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5.5.2. Identificação da substância E57B-2 

 

 Esta substância apresentou-se como sólido amorfo, de cor amarela pálida com 

solubilidade baixa em metanol e água; e solubilidade boa em DMSO. A substância E57B-2, 

não foi isolada em quantidade suficiente para estudar as suas estruturas através dos espectros 

uni e bidimensionais. Porém, foi suficiente para análises de EMAR. No espectro de massa 

por electrospray de alta resolução (EMAR) em modo negativo (Anexo 9), o íon da molécula 

precursora foi identificado em m/z 463,0540 [M - H]– onde se sugere a fórmula C20H15O13 

(calculado m/z 463,0518), com um erro de Δ= 0,47 ppm. A molécula do íon precursor a m/z 

463 [M-H] –, seguido de um íon em m/z 301 (ácido elágico) [M–H–162]–, referente à perda 

de uma unidade de hexose, permitindo propor um ácido elágico hexosídeo (48), figura 27 

(Anexo 10) (SANTOS et al., 2013; TEXEIRA et al., et al 2015, ANDRADE NEVES et al., 

2018; GIL, TOMÁS-BARBERÁN, HESS-PIERCE, HOLCROFT, KADER, 2000; 

FRACASSETTI, COSTA, MOULAY, TOMÁS-BARBERÁN, 2013; SANTOS, VILELA, 

FREIRE, NETO, SILVESTRE, 2013). Esta proposta é reforçada principalmente com base 

aos dados de HPLC-DAD-MS/MS semelhantes registrados por Silva et al., 2019, que relatam 

a presença desta substância em extratos aquosos da entrecasca de B. excelsa. 

 

 

Figura 27. Estrutura proposta para E57B-2 
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5.5.3. Identificação da substância E57B-3 

 

 A substância E57B-3 eluiu em CLAE em colunas de fase reversa com um tempo de 

retenção ligeiramente mais curto que o do ácido elágico, mostrando que este composto é mais 

polar. Apresentou-se como uma substância amorfa, de cor amarela pálida, pouco solúvel até 

nos solventes mais polares, com baixa solubilidade em metanol e água; e boa solubilidade 

em DMSO. No espectro de massa por electrospray de alta resolução (EMAR) modo negativo 

(Anexo 14) o íon da molécula precursora foi identificado em m/z 433,0415 [M-H]–, o 

software (Bruker compass data analysis 4.2) propôs a formula C19H13O12 (calculado m/z 

433,0412), com um erro de Δ= 0,69 ppm. Estes dados e junto com os dados obtidos dos 

espectros de RMN de 1H, HSQC, HMBC e EM2 encontram-se na Tabela 10 (espectros nos 

anexos 11, 12, 13, 14 e 15) levam a propor a estrutura do ácido elágico pentosídeo (49) 

(Figura 28) com valores semelhantes aos descritos em outros trabalhos na literatura (SILVA 

et al., 2019; DEL BUBBA et al., 2012; MATTHEW et al., 2007; MULLEN et al., 2013). 

 

Figura 28. Estrutura proposta para E57B-3 

 

 

 A análise de RMN de 1H mostrou a presença de singletos em δH 7,60 e δH 7,46 

correspondendo aos dois hidrogênios aromáticos do núcleo do ácido elágico (H5 e H5’), e 

um singleto largo em δH 5,58. A análise de RMN de 1H do ácido elágico nas mesmas 

condições mostrou um singleto em δH 7,45 com uma integral para dois hidrogênios 

correspondendo a H5 e H5’ do núcleo do ácido elágico. No caso do ácido elágico (AE), 

apenas um singleto é observado, por se tratar de uma molécula simétrica. Estes resultados 



 

83 

 

confirmam a natureza assimétrica da substância E57B-3, visto que a pentosila está ligada a 

uma das hidroxilas fenólicas do núcleo do ácido elágico. Esta ligação seria responsável pela 

mudança de campo da resposta de H5 (de δH 7,45 para δH 7,60) e sugeriria que o resíduo de 

pentosila deveria ser ligado à hidroxila na posição 4 do ácido elágico.  

Através do HMBC podemos evidenciar a presença dos demais δC 144,0 (C-2); 140,6 

(C-3); 151,9 (C-4); 116,7 (C-6) e 160,8 (C-7) correlacionado com um hidrogênio em δH 7,60 

(1H, s; H-5); δC 141,8 (C-2’); 143,4 (C-3’); 152,7 (C-4’); 110,1 (C-6’) e 160,4 (C-7’) 

correlacionado com um hidrogênio em δH 7,46 (1H, s; H-5’). Estes dados ao serem 

comparados com a literatura, apresentaram-se consistentes com os relatados por Zafrilla et 

al., (2001), (Tabela 10), o que permitiu a identificação de E57B-3 como o ácido elágico 

pentosídeo (49). No EMAR é observado também um íon em m/z 433 [M-H]-, seguido de um 

íon em m/z 301 (ácido elágico) [M–H–132]–, referente à perda de uma unidade de pentose 

(Anexo 14). (DEL BUBBA et al., 2012; SANTOS et al., 2013; FERRERES et al., et al 2013; 

ANDRADE NEVES et al., 2018). Esta substância foi encontrada também em suco de romã 

(FISCHER et al., 2011) e uva (SANDHU; GU, 2010), e já foi isolada também em frutos de 

Rubus idaeus (framboesa) por Zafrilla, Ferreres, & Tomás-Barberán em 2001. 
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Tabela 10. Dados de RMN de 1H e 13C, HSQC e HMBC da substância E57B-3, 

comparação com a literatura para ácido elágico pentosídeo. 

 

 
E57B-3 

ZAFRILLA et al., 

2001 

 DMSO-d6; 300 MHz DMSO-d6; 300 MHz 

N° C 13C  1H  1H-13C-HSQC HMBC 13C 1H 

C - 1         112,8   

C - 2 144,0    142,4  

C - 3 140,6       141,3   

C - 4 151,9    151,9  

C - 5 113,0 7,60 (s,1H) H - 5 (1J) 

144,0; 140,6; 

151,9; 116,7; 

160,8 

113,0 7,69 

C - 6 116,7    114,7  

C - 7 160,8       159,3   

C - 1'     113,9  

C - 2' 141,8       141,8   

C - 3' 143,4    143,1  

C - 4' 152,7      152,9   

C - 5' 112,9 7,46 (s,1H) H - 5' (1J) 

141,8; 143,4; 

152,7; 110,1; 

160,4 

112,9 7,45 

C - 6' 110,1      111,7   

C - 7' 160,4    159,2  

C - 1'' 108,0 5,58 (s,1H)       

C - 2'' 18,5       

C - 3''        

C - 4'' 73,6       

C - 5'' 66,2           

*Atribuído com base dos espectros HSQC/HMBC  
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Figura 29: Algumas correlações no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-3 (ácido elágico pentosídeo, 49). 
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5.5.4. Identificação da substância E57B-4 

 

A substância E57B-4 apresentou-se como sólido amorfo, de cor amarela pálida com 

baixa solubilidade em metanol e água; e boa solubilidade em DMSO. No espectro de massa 

por electrospray de alta resolução (EMAR) modo negativo (Anexo 21) o íon da molécula 

precursora foi identificado em m/z 447,0566 [M-H]–, o software (Bruker compass data 

analysis 4.2) propôs a formula C20H15O12 (calculado m/z 447,0569), com um erro de Δ= 0,67 

ppm.   

Estes dados obtidos e junto com os dados a seguir dos espectros de RMN 1H e 13C, 

HSQC, HMBC, COSY e EM2 encontram-se na Tabela 11 (Anexos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 

e 23) levam a propor a estrutura do eschweilenol C (50), (Figura 30) com valores semelhantes 

aos descritos em outros trabalhos na literatura (LI et al., 1999; DJOUKENG et al., 2007; 

YANG et al., 1998). 

 

Figura 30. Estrutura proposta para E57B-4 
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No espectro de RMN de 1H (Anexo 16) da amostra E57B-4, foram observados apenas dois 

singletos (δH 7,74 e δH 7,47) na região aromática e cinco hidrogênios ligados a carbonos, 

juntamente com um dupleto de um grupo metila (δH 1,14) consistente com um 6-

desoxissacarido.  

A análise do mapa de correlação de HSQC permitiu observar um sinal de hidrogênio 

em δH 7,74 (1H, s; H-5), correlacionado com um carbono em δC 111,6, e outro sinal em δH 

7,47 (1H, s; H-5’), correlacionado com um carbono em δC 110,4. Através do HMBC podemos 

evidenciar a presença dos demais δC (Figura 31, Tabela 11).  

O espectro de massas de E57B-4, revelou também o íon a m/z 447 [M -H] –, seguido 

de um pico a m/z 301 [M–H–146] –, pertencente ao fragmento do ácido elágico (AE), 

caracterizando a perda de uma molécula de hexose (CHISTÉ & MERCADANTE, 2012; 

SANTOS et al., 2013). Estes dados ao serem comparados com a literatura, apoiam a proposta 

estrutural para esta amostra. Esta substância foi primeiramente isolada na planta Eschweilera 

coriaceae (Lecythidaceae) em 1998 (YANG et al., 1998). 
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Tabela 11. Dados de RMN de 1H e 13C, HSQC e HMBC da substância E57B-4, 

comparação com a literatura para eschweilenol C. 

 
E57B-4 

YANG et al., 

1998 

 
DMSO-d6; 300 MHz 

DMSO-d6; 400 

MHz 

N° C 13C  1H  
1H-13C-

HSQC 
HMBC 13C 1H 

C - 1 108,1       108,4   

C - 2 136,4     136,8  

C - 3 141,2       141,0   

C - 4 146,4     146,4  

C - 5 111,6 7,74 (s,1H) H - 5 (1J) 
141,2; 146,4; 159,2; 

114,6; 107,5 
111,7 7,72 

C - 6 114,6     114,6  

C - 7 159,2       159,3   

C - 1' 107,5     107,8  

C - 2' 136,8       136,5   

C - 3' 139,8     139,5  

C - 4' 148,7       148,6   

C - 5' 110,4 7,47 (s,1H) H - 5' (1J) 
159,0; 148,7; 139,8; 

111,9 
110,5 7,46 

C - 6' 111,9       112,0   

C - 7' 159,0     159,1  

C - 1'' 100,2 5,46 (d, 1H) H - 1'' (1J) 146,4; 69,9 100,3 5,44 

C - 2'' 70,0 3,99 (dd, 1H) H - 2'' (1J)   69,9 3,98 

C - 3'' 69,9 3,83 (dd, 1H) H - 3'' (1J)   70,1 3,82 

C - 4'' 71,8 3,32 (m, 1H) H - 4'' (1J) 70,1; 69,9; 70,0 71,8 3,27 

C - 5'' 70,1 3,53 (dq, 1H) H - 5'' (1J)   70,1 3,50 

C - 6'' 17,9 1,14 (d, 3H) H - 6'' (1J) 71,8 18,0 1,12 
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Figura 31: Algumas correlações no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-4 (Eschweilenol C, 50). 
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Figura 31: Algumas correlações no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-4 (Eschweilenol C, 50). Continuação. 
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5.5.5. Identificação da substância E57B-5 

 

 A substância E57B-5 apresentou aspecto de um pó amarelado pálido amorfo, com 

solubilidade baixa em metanol e água; e solubilidade boa em DMSO. No espectro de massa 

por electrospray de alta resolução (EMAR) modo negativo (Anexo 27) o íon da molécula 

precursora, foi identificado a m/z 300,9999 [M-H]–, o software (Bruker compass data analysis 

4.2) propôs a formula C14H5O8 (calculado m/z 300,9990), com um erro de Δ= 0,29 ppm. Com 

estes dados obtidos e junto com os dados dos espectros de RMN de 1H, HSQC, HMBC e 

EM2 encontrados na tabela 12 (Anexos 24, 25, 26, 27 e 28), levaram a propor a estrutura do 

ácido elágico (AE, 23) (Figura 32) em comparação com valores semelhantes aos descritos 

em outros trabalhos na literatura (LI et al., 1999; NAWWAR et al., 1994, SILVA et al., 

2007). 

 

Figura 32. Estrutura proposta para E57B-5 

 

 

O espectro de RMN de 1H mostrou um sinal em δH 7,45 (H-5 e H-5’), correlacionando 

com δC 111,7. O Anexo 24 mostra dois sinais referentes à água e ao DMSO residual, que 

aparecem em δH 3,15 e δH 2,49, respectivamente (FULMER et al., 2010), pelo espectro de 

HSQC, e através do HMBC podemos evidenciar a presença dos demais δC 126,1 (C-1 e C-
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1’); 143,0 (C-2 e C-2’); 138,6 (C-3 e C-3’); 147,4 (C-4 e C-4’); 111,7 (C-5 e C-5); 107,1 (C-

6 e C-6’); 158,4 (C-7 e C-7’). Estes dados ao serem comparados com a literatura, apoiam a 

proposta para esta amostra (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Dados de RMN de 1H e 13C da substância E57B-5, comparação com a 

literatura para ácido elágico. 

Posição 
LI et al., 1999 SILVA et al., 2007 E57B-5 

1H 13C 1H 13C 1H 13C 

1  112,4  112,4  126,1 

2  136,3  136,4  143,0 

3 OH  139,4  139,7  138,6 

4 OH  148,0  148,5  147,4 

5 7,47 (s) 110,2 6,91 (s) 110,2 7,45 (s) 111,7 

6  107,6  107,5  107,1 

7  159,0  159,2  158,4 

1'  112,4  112,4  126,1 

2'  136,3  136,4  143,0 

3' OH  139,4  139,7  138,6 

4' OH  148,0  148,5  147,4 

5' 7,47 (s) 110,2 6,91 (s) 110,2 7,45 (s) 111,7 

6'  107,6  107,5  107,1 

7'   159,0   159,2   158,4 
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Figura 33: Algumas correlações no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-5 (ácido elágico, 23). 
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O espectro de massas EM2 de E57B-5 revelou fragmentos a m/z 229 [M–H–72]– e m/z 

185 [M–H–44]– provenientes das perdas de duas unidades de CO2 e uma unidade de CO 

(CHISTÉ E MERCADANTE, 2012; BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2012; MENA 

et al., 2012). 

O AE já foi isolado anteriormente do jucá (Libidibia ferrea), uma planta de origem 

amazônica, a partir do extrato etanólico dos frutos (UEDA et al., 2001), do extrato etanólico 

da casca (WYREPKOWSKI et al., 2014) e nos extratos hidroalcoólicos dos frutos e folhas 

(VASCONCELOS et al., 2011).  

 

5.5.6. Identificação da substância E57B-6 

 

A substância E57B-6 apresentou-se como sólido amorfo, de cor amarela escura com 

solubilidade baixa em metanol e água; e solubilidade boa em DMSO. No espectro de massa 

por electrospray de alta resolução (EMAR) modo negativo (Anexo 33) o íon da molécula 

precursora foi identificado em m/z 461,0723 [M-H]–, o software (Bruker compass data 

analysis 4.2) propôs a formula C21H17O12
–

 (calculado m/z 461,0725), com um erro de Δ= 0,43 

ppm. Com estes dados obtidos e junto com os dados dos espectros de RMN de 1H, HSQC, 

HMBC, COSY e EM2 encontrados na tabela 13 (Anexos 29, 30, 31, 32, 33 e 34), levaram a 

propor a estrutura do ácido metil-elágico ramnopiranósideo (51) (Figura 34) com valores 

semelhantes aos descritos em outros trabalhos na literatura (DJOUKENG et. al., 2007; EL-

TOUMY & RAUWALD, 2003). 
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Figura 34. Estrutura proposta para E57B-6 

 

No espectro de RMN de 1H foram observados um total de nove sinais de hidrogênios 

(Tabela 13). Dois singletos na região de hidrogênios aromáticos (δH 7,50 e δH 7,62) foram 

atribuídos à porção de AE. 

Um sinal de metoxila singleto (δH 4,01) e cinco hidrogênios de metina oxigenada foram 

observados, juntamente com um dubleto de metila (δH 1,12), indicando a presença de um 

açúcar.  
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Tabela 13. Dados de RMN de 1H e 13C, HSQC e HMBC da substância E57B-6, 

comparação com a literatura para ácido metil-elágico ramnopiranósideo. 
 

 

 E57B-6 DJOUKENG et al.,2007 

   DMSO-d6; 300 MHz  DMSO-d6; 300 MHz 

N° C 13C  1H  1H-13C-HSQC 1H-13C-HMBC 13C  1H  

C - 1 114,0     H - 5 (3J) 113,9   

C - 2     142,7  

C - 3 140,8   
  

H - 5 (3J) 140,9 
  

C - 4     153,5  

C - 5 112 7,50 H - 5 (1J)   112,2 7,53 (s, 1H) 

C - 6     107,7  

C - 7 159,7   H – 7 (1J) H - 5 (3J) 159,7   

C - 1'     115,2  

C - 2'         137,1   

C - 3'     142,7  

C - 4' 147,4       147,5   

C - 5'  7,62   112,7 7,69 (s, 1H) 

C - 6'         112,0   

C - 7'     159,6  

C - 1'' 100,43 5,48 H - 1'' (1J) H - 5'' (3J) 100,8 5,47 (d, 1,4, 1H) 

C - 2'' 70,5 4,00 H - 2'' (1J)  70,7 
4,00 (dd 1,8; 3,2, 

1H) 

C - 3'' 70,0 3,97 H - 3'' (1J)   70,9 
3,84 (dd 3,6; 9,8, 

1H) 

C - 4'' 73,3 3,36 H - 4'' (1J) H - 6'' (2J) 72,7 3,32 (m, 1H) 

C - 5'' 70,7 3,57 H - 5'' (1J) H - 6'' (2J) 70,7 3,55 (dq, 1H) 

C - 6'' 18,5 1,12 H - 6'' (1J)  18,7 1,13 (d, 6,2, 3H) 

OCH3-

3 
61,38 4,01 H - 3'' (1J)    61,8 4,03 (s, 3H) 
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Figura 35: Algumas correlações no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-6 (ácido metil elágico ramnopiranosídeo, 51). 
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Figura 35: Algumas correlações no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substância 

E57B-6 (ácido metil elágico ramnopiranosídeo, 51). Continuação. 
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O espectro de massa EM2 de E57B-5 (Anexo 34) revelou fragmentos a m/z 461 [M -

H]-, seguido de um pico a m/z 315 [M – H – 146]-, devido à perda de um resíduo de açúcar 

(ramnose) (CHISTÉ e MERCADANTE, 2012). 

As substâncias identificadas até esta fase, correspondem aos m/z maioritários 

observados no tratamento quimiométrico dos extratos, onde a correlação entre os m/z e a 

atividade antimalárica in vitro, é evidenciada.  

 

5.6. Resultado do teste antioxidante e antiplasmódico in vitro das substancias  

As substâncias foram avaliadas frente à cepa K1 (cloroquina resistente) de P. 

falciparum e os valores de CI50 estão apresentados na tabela 14. As classificações de atividade 

de CI50 para substâncias estão de acordo com Rocha e Silva (2014), onde valores de CI50 > 

20 μM são consideradas como inativos. 20 μM ≥ CI50 > 5 μM são classificadas com atividade 

moderada. Valores de 5 μM ≥ CI50 > 0,1 μM são consideradas como ativos e valores de CI50 

≤ 0,1 μM consideradas como muito ativo. São apresentados também os resultados do teste 

antioxidante das substâncias mediante a reação com DPPH e foram expressos em valores de 

CI50, por meio da construção de curvas lineares entre a capacidade antioxidante da substância 

e sua concentração, obtendo-se regressão linear e a equação da reta para cálculo do CI50. Os 

resultados dos testes são apresentados na tabela 14. 
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Tabela 14. Atividade antioxidante e antimalárica contra Plasmodium falciparum de 

substâncias isoladas de B. excelsa. 

 

N° 

pico 
Substância 

DPPH P. falciparum K1 

CI50 

(µM) 
Atividade 

CI50 e IC 95% 

(µM) 
Atividade 

 

1 ácido valoneico dilactona 20,28 A 

9,47  

(3,47 - 9,93) AM 

 

2 ácido elágico hexosídeo NT NT NT NT 

 

3 ácido elágico pentosídeo 28,96 AM 

3,57  

(1,83 - 4,54) A 

 

4 eschweilenol C 35,47 AM 

2,62  

(0,71 - 3,85) A 

 

5 ácido elágico 15,58 A 

2,08  

(1,11 - 3, 03) A 

 

6 ácido metil elágico ramnopiranosídeo 32,10 AM  

3,07  

(2,82 - 4,17) A 

 

 ácido gálico 17,05 A  - - 

  cloroquina difosfato - - 

0,41  

(0,40 - 1,01) A 

Nota: A (ativo), AM (atividade moderada), IC (intervalo de confiança), NT (não testado). 

 

Relatos anteriores sobre o AE mostraram suas propriedades antioxidantes eficazes e 

efeitos biológicos, incluindo atividades antimicrobianas, anti-inflamatórias, 

quimioprotetoras antimutagênicas, tumorais e antiplasmodial. (SEERAM et al., 2005; 

REDDY et al., 2007; FOTIE, 2010; RAMACHANDRAYYA, 2013).  

Para atividade antimalárica, o ácido valoneico dilactona (47) apresentou CI50 de 9,47 

µM, sendo considerada como atividade moderada contra P. falciparum. As substâncias ácido 

elágico pentosídeo (49), eschweilenol C (50) e ácido metil elágico ramnopiranosídeo (51), 

apresentaram CI50 iguais a 3,57; 2,62 e 3,07 μM, respectivamente, sendo consideradas ativas, 

por registrarem valores menores a 5 µM. O ácido elágico (23) apresentou CI50 2,8 µM, sendo 

a substância com maior atividade antiplasmódica entre as substâncias testadas. 
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De acordo com alguns autores como SOH et al. 2008, o AE apresenta alta atividade 

in vitro contra cepas de P. falciparum, independentemente de seus níveis de resistência à 

cloroquina e à mefloquina (concentrações inibitórias de 50%, variando de 0,11 a 0,33 µM). 

O primeiro relato de inibição do crescimento de P. falciparum pelo AE foi realizada por 

Verotta e colaboradores em 2001, a partir de Tristaniopsis calobuxus da Nova Caledônia. 

Eles obtiveram um CI50 de AE independentemente da resistência à cloroquina das cepas 

utilizadas, entre 103 e 145 ng/mL (0,33 e 0,48 µM). Resultados semelhantes foram 

encontrados por Banzouzi e colaboradores (2002) com AE de Alchornea cordifolia (planta 

da África Ocidental), com CI50 entre 0,20 e 0,50 µM sobre cepas K1. Esses valores estão 

próximos com o nosso resultado de CI50 de AE de 2,08 µM.  

O teste utilizando o radical estável DPPH mede a capacidade das substâncias testadas 

em doar hidrogênio radicalar a este radical, assim, quanto maior o número de hidroxilas 

presentes na amostra, maior sua atividade antioxidante. A estabilidade do radical formado, é 

outro fator que influencia no potencial antioxidante, sendo maior nas substâncias que 

possuem maior capacidade de deslocalizar o radical pela estrutura (DUARTE-ALMEIDA et 

al., 2006). Em um estudo realizado por Ferreres e colaboradores (2012), descreveram ao AE 

como um potente limpador de radicais livres. Em este estudo, o ácido elágico (23) apresentou 

maior atividade antioxidante com CI50 de 15,58 µM, isto pode ser devido a que o AE é a 

única substância com dois agrupamentos diidroxila na sua estrutura, enquanto os demais 

derivados apresentaram apenas um agrupamento diidroxila, e talvez por isso sua atividade 

foi reduzida. Seguida do AE, o ácido valoneico dilactona (47) com CI50 de 20,28 µM, 

apresentou uma boa atividade antioxidante em comparação com as outras substâncias, isto 

pode ser devido ao número de hidroxilas presentes na sua estrutura, sendo superior aos outros 

derivados do AE obtidos neste trabalho.  

Estes resultados são similares aos encontrados por Zafrilla et al. (2001), onde relatam 

que o AE apresentou a maior atividade antioxidante entre os derivados do ácido elágico 

isolados da framboesa vermelha, por possuir dois grupos dihidroxila, enquanto os demais 

derivados (glicosídeos) possuíam apenas uma.  Esses autores concluíram que a atividade 

antioxidante era proporcional ao número de grupos hidroxila por molécula. Além disso, 

concluíram também que o grau de metilação influencia na atividade antioxidante dos 
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derivados. O AE apresentou a maior atividade antimalárica e antioxidante entre todos os 

derivados de AE isolados. 

Este estudo revelou que a B. excelsa utilizada na medicina tradicional contra a malária 

contém pelo menos uma substância conhecida (ácido elágico) com atividade antiplasmodial 

e antioxidante anteriormente relatados. Por outro lado, não foram encontrados dados de 

Plasmodium e atividade antioxidante com as demais substâncias (derivados do ácido elágico) 

nos principais sites de busca (como Scifinder, Chemspider e Google académico), com isso 

sugere-se que esta seja o primeiro relato de estas substâncias com estas atividades presentes 

em B. excelsa. 

Apesar da atividade in vitro das substâ ncias avaliadas neste trabalho, estudos de 

citotoxicidade e principalmente estudos in vivo, priorizando as substâncias maioritárias 

(ácido valoneico dilactona, eschweilenol C e ácido elágico) assim como o material de partida, 

o extrato metanólico enriquecido (E57B) obtidos da B. excelsa, devem ser realizados por 

nosso grupo de pesquisa, para avaliar as substâncias em modelos experimentais, tendo em 

conta que o ensaio in vitro avalia apenas a ação direta das drogas sobre os parasitas sem 

considerar sua metabolização pelo organismo. Em ensaios in vivo é possível avaliar a 

absorção dessas substâncias, que após serem metabolizadas podem apresentar mudanças na 

atividade. Desde o ponto de vista farmacológico, os estudos in vivo são importantes na 

avaliação da ação das plantas de uso tradicional. 

Com isso, este trabalho demonstra o potencial biológico desta espécie vegetal que, 

além da atividade antimalárica aqui descrita, apresenta substâncias com elevada atividade 

antioxidante, podendo apresentar outras atividades biológicas a serem descobertas. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Este trabalho contribui para o conhecimento da composição química, atividades 

antiplasmódica e antioxidante da B. excelsa, que é a única espécie do gênero ainda 

sem muitos estudos anteriores. A partir de uma abordagem diferenciada, utilizando 

dados de EM e métodos quimiometricos, screening e atividade antiplasmódica, foi 

possível analisar diretamente os extratos brutos de resíduos de diferentes partes 

vegetais de B. excelsa, evidenciando-se como uma estratégia útil para relatar extratos 

ativos in vitro frente a P. falciparum assim como a identificação dos marcadores 

químicos presentes. 

O resultado deste estudo permitiu o isolamento e identificação do ácido elágico 

e seus derivados, a partir de resíduos vegetais de B. excelsa, sendo considerada como 

uma fonte promissora de substâncias promotores da saúde, evidenciada em sua forte 

atividade antiplasmódica e antioxidante demonstrada em este estudo. Portanto, o 

resíduo da entrecasca tem um potencial importante como matéria-prima para as 

indústrias alimentícia, farmacêutica e química.  
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Nota: Extratos = E22 – E56 

 0 = ≤ 5% do pico base. 

 

Anexo 1. Construção da matriz de dados a partir dos espectros de massas das amostras. 
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Anexo 2. Espectro de RMN de 1H da substância E57B-1 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 3. Espectro de RMN de 13C da substância E57B-1 em DMSO-d6 (75 MHz). 



 

135 

 

 

Anexo 4. Mapa de correlação 1H -13C (HSQC) da substância E57B-1 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 5. Mapa de correlação 1H - 13C (HMBC) da substância E57B-1 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 6. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-1 em modo negativo. 

 

 

Anexo 7. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-1 em modo positivo. 
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Anexo 8. Espectro de EM2 da substância E57B-1 (m/z 469) em modo negativo. 
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Anexo 9. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-2 em modo negativo. 

 

Anexo 10. Espectro de EM2 da substância E57B-2 (m/z 463) em modo negativo. 
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Anexo 11. Espectro de RMN de 1H da substância E57B-3 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 12. Mapa de correlação 1H - 13C (HSQC) da substância E57B-3 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 13. Mapa de correlação 1H - 13C (HMBC) da substância E57B-3 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 14. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-3 em modo negativo. 

 

Anexo 15. Espectro de EM2 da substância E57B-3 (m/z 433) em modo negativo. 
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Anexo 16. Espectro de RMN de 1H da substância E57B-4 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 17. Espectro de RMN de 13C da substância E57B-4 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 18. Mapa de correlação 1H - 13C (HSQC) da substância E57B-4 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 19. Mapa de correlação 1H - 13C (HMBC) da substância E57B-4 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 20. Mapa de correlação 1H - 1H (COSY) da substância E57B-4 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 21. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-4 em modo negativo. 

 

Anexo 22. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-4 em modo positivo. 
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Anexo 23. Espectro de EM2 da substância E57B-4 (m/z 447) em modo negativo.  
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Anexo 24. Espectro de RMN de 1H da substância E57B-5 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 25. Mapa de correlação 1H - 13C (HSQC) da substância E57B-5 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 26. Mapa de correlação 1H - 13C (HMBC) da substância E57B-5 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 27. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-5 em modo negativo. 

 

 

Anexo 28. Espectro de EM2 da substância E57B-5 (m/z 301) em modo negativo. 
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Anexo 29. Espectro de RMN de 1H da substância E57B-6 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 30. Mapa de correlação 1H - 13C (HSQC) da substância E57B-6 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 31. Mapa de correlação 1H  - 13C (HMBC) da substância E57B-6 em DMSO-d6 (75 MHz). 
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Anexo 32. Mapa de correlação 1H  - 1H (COSY) da substância E57B-6 em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Anexo 33. Espectro ESI/EMAR da substância E57B-6 em modo negativo. 

 

 

Anexo 34. Espectro de EM2 da substância E57B-6 (m/z 461) em modo negativo. 


