
 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA 

FACULDADE DE FARMÁCIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

MESTRADO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

Antônio Vinícius Doriguetto Ferreira 
 

 

 

 

 

 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E POTENCIAL ANTIMALÁRICO DE Andira nitida 

Mart. ex Benth 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadora: Profª Drª Fabíola Dutra Rocha 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Juiz de Fora 

2013 

  



ii 
 

 

 

 

Antônio Vinícius Doriguetto Ferreira 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E POTENCIAL ANTIMALÁRICO DE Andira nitida 

Mart. ex Benth    

 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao Programa de Pós 

Graduação em Ciências Farmacêuticas da Universidade 

Federal de Juiz de Fora como parte integrante dos requisitos 

para a obtenção do título de Mestre em Ciências 

Farmacêuticas. 

Área de concentração: Produtos Naturais Bioativos. 

 

 

ORIENTADORA: Profª Drª Fabíola Dutra Rocha 

 

 

 

 

 

 

 

 

Juiz de Fora, 2013 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 
 

 

 

 

 



v 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       O sonho é como o horizonte, a cada passo que 
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RESUMO 

As espécies do gênero Andira (Fabaceae), popularmente conhecidas como “angelins”, 

destacam-se pelo uso popular como febrífugas, vermífugas e antimaláricas. Apesar das 

evidências da atividade antimalárica das espécies do gênero, existe uma carência de estudos 

químicos e biológicos em torno da espécie Andira nitida. Desta forma, este trabalho objetivou 

estabelecer o perfil químico e avaliar o potencial biológico de A. nitida, a fim de encontrar 

uma possível opção de novos alvos terapêuticos para o tratamento da malária. O perfil 

químico foi estabelecido por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em 

fase líquida de alta eficiência (CLAE), após a análise dos cromatogramas constatou-se a 

presença de derivados fenólicos, especialmente, flavonoides como as isoflavonas e de 

derivados de catequina. O conteúdo de derivados fenólicos totais variou de 100-320 mg de 

equivalente em catequina/g amostra e de 90-280 mg de equivalente em ácido gálico/ g 

amostra, já o de isoflavonoides de 6,24-11,15 mg de equivalente em biochanina A/g amostra e 

o de flavonoides totais de 1,20-4,55 mg de equivalente em quercetina/g amostra. As CE50 para 

o método DPPH variaram de 5,99-31,90 µg/mL. Os valores da atividade antioxidante 

equivalente ao Trolox (TEAC) para as amostras foram de 0,161-0,693. Foi encontrada forte 

correlação entre atividade antioxidante por DPPH e o conteúdo de derivados fenólicos 

(Pearson > 0,9) e entre TEAC e o teor de flavonoides expressos em quercetina (Pearson > 

0,83). A fração em hexano e em clorofórmio apresentaram CE50 de 40,5 µg/mL e 136,2 

µg/mL, respectivamente, no ensaio de quantificação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (SRAT). As amostras mais ativas no ensaio antiplasmodial (Teste LDH) foram 

as frações em hexano e em clorofórmio com 31% de inibição do crescimento de P. 

falciparum. Já no ensaio de inibição da polimerização da ferriprotoporfirina (FBIT) as CE50 

variaram de 0,41-1,12 mg/mL sendo as frações em hexano, clorofórmio e em acetato de etila 

ativas, juntamente com o extrato lipofílico. In vivo, estas amostras a 200 mg/kg/dia foram 

ativas no teste de Peters com inibições da parasitemia de 39-75% no sétimo dia após a 

infeccção. Os resultados indicaram que A. nitida apresenta perfil químico predominante em 

isoflavonas, corroborado pela quantificação de isoflavonoides, dessa forma ratifica-se o papel 

das isoflavonas como possíveis marcadores quimiossistemáticos do gênero Andira, além de 

responsáveis, em parte, pela atividade antimalárica das espécies estudadas até o presente 

momento. Além disso, as amostras provenientes dos galhos de A. nitida podem ser fontes de 

substâncias bioativas com pronunciada atividade antioxidante, além de interessante atividade 

antimalárica. 

Palavras-chaves: Andira nitida. Fitoquímica. Potencial Antioxidante. Atividade Antimalárica. 

Isoflavonas. 
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ABSTRACT 

 

The Andira species (Fabaceae), popularly known as "Angelins" stand out for popular use as 

febrifugue, vermifuge and antimalarial. Chemically they are characterized by the presence of 

phenolic derivatives such as isoflavones. However, despite evidence of antimalarial activity of 

the genus, there is a lack about chemical and biological studies of Andira nitida. So the 

present study aimed to establish the chemical profile and assess the biological potential of A. 

nitida, to find a possible option for new therapeutic targets for the malaria treatment. The 

chemical profile was established by thin layer chromatography (TLC) and high performance 

liquid chromatography (HPLC), after analysis of the chromatograms; they showed the 

predominant presence of phenolic derivatives, especially flavonoids such as isoflavones and 

catechin derivatives. The contents of phenolic derivatives ranged from 100 to 320 mg 

catechin equivalent/g sample and from 90 to 280 mg gallic acid equivalent/g sample. The 

isoflavonoids content ranged from 6.24 to 11.15 mg equivalent biochanin A/g sample and 

flavonoids content ranged from 1.20 to 4.55 mg quercetin equivalent/g sample. The EC50 for 

DPPH ranged from 5.99-31.90 µg/mL.Trolox equivalent antioxidant activity (TEAC) values 

for the samples were 0.161 to 0.693. Strong correlation was found between oxidant activity 

by DPPH and content of phenolic derivatives (Pearson > 0.9) and between TEAC and the 

flavonoids content expressed in quercetin (Pearson > 0.83). The fraction in hexane and in 

chloroform showed EC50 of 40.5 µg/mL and 136.2 µg/mL, respectively; in the quantification 

of thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS). The more active samples in 

antiplasmodial assay (LDH testing) were the fractions in hexane and in chloroform with 31% 

inhibition of P. falciparum growth. In the ferriprotoporphyrin polymerization inhibition assay 

(FBIT) the EC50 ranging from 0.41 to 1.12 mg/ml and the fractions in hexane, in chloroform 

and in ethyl acetate were actives along with the lipophilic extract. In vivo, these samples at 

200 mg/kg/day (Peters testing) showed parasitaemia inhibitions of 39-75 % in day 7 after 

infection. The results indicated that A. nitida presents chemical profile composed of 

isoflavones, corroborated by quantification of isoflavones, and thus confirms the role of 

isoflavones as potential chemosystematic markers of Andira genus. Futhermore, the samples 

from A. nitida can be a source of bioactive substances with pronounced antioxidant activity, 

as well as interesting antimalarial activity thus can be an alternative for future therapeutic 

applications. 

 

Keywords: Andira nitida. Phytochemistry. Antioxidant Potencial. Antimalarial Activity. 

Isoflavones. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As plantas têm sido usadas como fonte de medicamentos ao longo da história e 

continuarão a servir como a base para a descoberta de muitos fármacos. Neste contexto, a 

medicina tradicional não só fornece pistas valiosas para encontrar novos medicamentos, mas 

também pode ajudar a mudar o paradigma de "encontrar drogas novas” para "combinação dos 

agentes existentes", e pode até mesmo direcionar as combinações entre esses agentes 

(GINSBURG & DEHARO, 2011). 

Uma alternativa muito valiosa é o estudo e pesquisa do potencial biológico das plantas 

como fonte de novas alternativas terapêuticas para o tratamento de doenças tropicais, 

inclusive a malária. Neste cenário, o Brasil se destaca por sua imensa biodiversidade vegetal. 

(TIUMAN et al., 2005; ESTEVEZ et al., 2007).  

A pesquisa com produtos naturais já contribuiu, por exemplo, para a descoberta de 

novas drogas antimaláricas. O tratamento da malária consiste basicamente na utilização dos 

derivados quinolínicos (cloroquina, mefloquina, amodiaquina), os antagonistas do folato 

(sulfadoxina e pirimetamina) e os derivados da artemisinina, sendo a maioria originada da 

pesquisa de plantas medicinais (TALISUNA et al., 2004; DONDORP et al., 2010). Assim, 

pode-se visualizar a contribuição variada de recursos naturais para o desenvolvimento de 

fármacos antimaláricos eficazes, particularmente valiosas para o tratamento de parasitos 

resistentes à cloroquina (GINSBURG & DEHARO, 2011). Esta própria é um derivado 

sintético que teve como modelo estrutural a quinina, um antimalárico de fonte natural usado 

extensivamente por vários séculos. 

O gênero Andira, família Fabaceae, é muito promissor em atividades biológicas; tem 

sido utilizado popularmente como febrífugo, vermífugo, inseticida e antimalárico (ALMEIDA 

et al., 2008). Na Europa, profissionais de saúde indicavam o consumo do pó das cascas para 

uso medicinal (SILVA et al., 2008). Quimicamente, o gênero é rico em derivados fenólicos, 

especialmente flavonoides como as isoflavonas, sendo estas ativas contra P. falciparum in 

vitro (KRAFT et al, 2000, 2001; GARCEZ et al., 2010; SILVA et al., 2006, 2008). 

Encontram-se registros na literatura de estudos que demonstram a atividade antimalárica in 

vitro de espécies deste gênero (KRAFT et al., 2000; 2001). 

A malária humana é uma patologia que representa um desafio para a saúde pública em 

muitos países do mundo, caracteriza-se como uma doença causada pela infecção por 

Plasmodium, o qual é transmitido por mosquitos do gênero Anopheles. Os sintomas típicos 
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incluem ataques febris que são induzidos pela lise de hemácias. Portanto, a anemia é 

pronunciada após a infecção pelo Plasmodium (WHITE et al., 2004). A incidência mundial 

anual, baseada em estimativas de diversos órgãos, é pouco precisa. No ano de 2010, 219 

milhões de pessoas foram acometidas de malária e 660 mil morreram. Dentre os países mais 

afetados, podem-se destacar os africanos, situados ao sul do deserto do Saara, os do Sudeste 

Asiático e os da América Latina, particularmente os situados na região da Bacia Amazônica 

(WHO, 2012; OPAS 2001). 

As principais causas do agravamento da situação mundial da malária são: instabilidade 

térmica, os problemas com o tratamento devido aos deslocamentos de grande número de 

pessoas causados por guerra e conflitos civis, a AIDS, a baixa adesão ao tratamento e o 

surgimento de resistência aos medicamentos em uso, sendo este o principal fator (TOLER, 

2005; HAY, 2004). 

A luta contra a malária foi identificada pelo United Nations in the Millennium 

Development Goals, uma organização mundial que trabalha para erradicar a pobreza extrema, 

como um dos seus objetivos e permanece como uma das prioridades da Organização Mundial 

de Saúde. Dessa forma, a quimioterapia tem um papel central para a efetiva redução da 

mortalidade relacionada à malária, até uma vacina ser aprovada (ZOFOU et al., 2011).  

Atualmente, já existem cepas resistentes a praticamente todos os antimaláricos, fato 

este justificado pelo uso indiscriminado destes fármacos (GOLENSER et al., 2006). Um 

parasito é considerado resistente caso seja capaz de reproduzir assexuadamente na fase 

sanguínea, apesar da terapêutica empregada (BAIRD, 2009). Até mesmo para a artemisinina 

já existem cepas de P. falciparum resistentes, as quais foram isoladas de pacientes do 

Camboja (WELLS, 2011; DONDORP et al., 2010). Assim o desenvolvimento de novas 

drogas constitui o principal desafio dos dias atuais (ZOFOU et al., 2011). 

No Brasil, a malária ainda é um grave problema de saúde pública e representa uma das 

doenças parasitárias mais importantes da região tropical. Na região denominada Amazônia 

Legal concentram-se 99% dos casos de malária, permanecendo endêmica e com 

aproximadamente 300.000 casos confirmados anualmente (BRASIL, 2009). Em 2011 foram 

267 045 mil casos causados majoritariamente por P. vivax (87%), mas existem infecções por 

P. falciparum (13%) (WHO, 2012). 

A terapia da malária visa atingir pontos chaves do ciclo evolutivo do parasito e 

mostra-se complexa devido aos casos de resistência do P. falciparum, reações adversas 

resultantes da toxicidade às células do hospedeiro, além da reinfecção dos pacientes residentes 



3 
 

nas áreas endêmicas, dessa forma novos agentes para o tratamento se fazem necessários 

(FATTORUSSO, TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).  

A escolha da espécie Andira nitida para o desenvolvimento desta proposta, foi baseada 

no fato dessa espécie ter uma carência de estudos químico e biológico, bem como por se tratar 

de uma espécie nativa, de ocorrência e facilidade de coleta na restinga, a qual está sob 

crescente pressão antrópica. Em virtude disso, surgiu o interesse de estudá-la, no intuito de 

registrar o perfil químico da espécie, contribuindo para o estabelecimento de marcadores 

químicos para o gênero Andira, o que é fundamental para o desenvolvimento do controle de 

qualidade químico. Bem como, avaliar o potencial biológico da espécie, em especial seu 

potencial antimalárico, uma vez que há registro em publicações científicas do uso popular de 

espécies do gênero Andira para o tratamento de febre, como vermífugo e antimalárico. Dessa 

forma, visa-se encontrar uma possível opção de novos alvos terapêuticos para o tratamento da 

malária. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Gênero Andira 

 

O gênero Andira compreende espécies vegetais pertencentes à família Fabaceae, 

popularmente conhecidos por angelins, totalizando mais de 30 espécies distribuídas na 

América Tropical, com uma na África (MATOS, 1979; PENNINGTON & LIMA, 1995), 

sendo a maioria nativa do Brasil que apresenta 27 espécies e 7 variedades. Deste total, o 

maior número de exemplares é encontrado na Região Amazônica. Devido às propriedades 

vermífugas, esse gênero é utilizado na Europa desde 1755, por médicos e farmacêuticos de 

diversos países que preconizavam a industrialização das cascas, transformando-as em pó, com 

o qual procuravam obter uma droga de aplicação anti-helmíntica (MATOS, 1979). Algumas 

espécies que pertencem ao gênero Andira ainda são utilizadas popularmente como anti-

helmínticas, apesar de seus efeitos tóxicos. Silva e colaboradores (2008) demonstraram a 

toxicidade de A. anthelmia no ensaio de atividade anti-hemíntica onde foi verificado um alto 

número de cobaias mortas pelas altas doses dos extratos e frações testados. 

Em 1973, Braz-Filho e colaboradores, em um trabalho de isolamento e determinação 

estrutural de derivados flavonoídicos de espécies de Fabaceae da Amazônia, isolaram e 

identificaram, a partir do extrato em hexano da madeira do tronco de Andira parviflora 

Ducke, biochanina A (5,7-diidroxi-4´-metoxiisoflavona) e (±)-5,7-diidroxi-4´-

metoxiisoflavanona, esta última descrita pela primeira vez (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1: Isoflavonas isoladas de Andira parviflora. Fonte: BRAZ-FILHO et al., 1973 

 

A casca do caule e sementes de Andira inermis têm sido reportados na medicina 

popular como vermífugo, purgativo e febrífugo. Em particular, tem sido atribuída ao pó das 

cascas a eficácia contra febre intermitente. O fracionamento biomonitorado de extratos 

lipofílicos dos caules e folhas de A. inermis rendeu seis isoflavonas: biochanina A, calicosina, 

formononetina, genisteína, pratenseína, e prunetina (Figura 2). O extrato lipofílico das folhas 

5,7-diidroxi-4´-metoxiisoflavona 5,7-diidroxi-4´-metoxiisoflavanona 
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e de galhos de A. inermis exibiram atividade in vitro contra P. falciparum com CE50 de 56 

µg/mL e 108,7 µg/mL, respectivamente. Os extratos hidrofílicos mostraram-se inativos. A 

atividade antiplasmodial das isoflavonas isoladas do caule foi avaliada para duas cepas de 

plasmódio, poW (sensível à cloroquina) e Dd2 (resistente à cloroquina). As mais ativas foram 

a calicosina (CE50 4,2 µg/mL para poW; 9,8 µg/mL para Dd2) e genisteína (CE50 2,0 µg/mL 

para poW; 4,1 µg/mL para Dd2) (KRAFT et al, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Isoflavonas isoladas de Andira inermis. Fonte: KRAFT et al., 2000 

 

Kraft e colaboradores (2001) avaliaram a atividade antiplasmodial do extrato 

hidrofílico das folhas de A. inermis, mas esse se mostrou inativo in vitro contra P. falciparum. 

Após partições do referido extrato, a fração em clorofórmio foi ativa apresentando CE50 de 

20,3µg/mL. Dessa fração foram isolados isoflavonas e 2-Arilbenzofuran-3-carbaldeídos, 

sendo estes ativos, Andinermal A (CE50 2,3 µg/mL contra poW e 3,9 µg/mL contra Dd2) e 

Andirnermal C (5,9 µg/mL [poW], 6,3 µg/mL [Dd2]). Ainda, em 2002, Kraft e colaboradores 

no trabalho de isolamento bioguiado dos constituintes de A inermis, isolaram a partir da 

fração em clorofórmio das folhas três novas substâncias que não mostraram atividade contra 

P. falciparum. Foram elas Andirol A e B e 6-hidroximetilpterocarpeno (andinermol), 

juntamente com o andinernal A (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Calicosina R1 = OH 

Formononetina R1 = H 

 

Biochanina A R1 = CH3; R2 = H; R3 = H 

Genisteína      R1 = H;     R2 = H; R3 = H 

Pratenseína     R1 = CH3; R2 = H; R3 = H;  

Prunetina        R1 = H;     R2 = H; R3 = CH3 
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Figura 3: Estruturas químicas de Andinermal A, Andinermal C, Andirol A, Andirol B e Andinermol. 

Fonte: KRAFT et al., 2001, 2002 

 

Silva e colaboradores (2006) isolaram das raízes de Andira fraxinifolia diversos 

derivados terpenoídicos e fenólicos, sendo eles: sitosterol (1) e estigmasterol (2), 3-O-β-D-

glicopiranosilsitosterol (1a), dois triterpenos, lupeol (3) e ácido betulínico (4), duas 

isoflavonas, biochanina A (5) e pratenseína (6), uma cromona, eucrifina (7) e dois 3-O-β-L-

ramnopiranosil-flavanonóis (8 e 9) mostrados na Figura 4. 

.  

 

Figura 4: Componentes químicos isolados das raízes de Andira fraxinifolia. Fonte: SILVA et al., 2006 

 

Já em 2008, Silva e colaboradores demonstraram que o extrato metanólico e suas 

frações, em acetato de etila e em butanol, obtidos das raízes de Andira anthelmia 

Andinermal A: R1 = R3 = OCH3; R2 = OH 

Andinermal C: R1 = OCH3; R2 = R3 = OH 

Andirol A: R = OCH3 

Andirol B: R = H 
Andinermol 
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apresentaram boa atividade anti-helmíntica contra Aspiculuris tetraptera. Das substâncias 

isoladas, biochanina A 7-O-β-D-glucopiranosídeo (1), biochanina A 7-O-α-L-ramnopiranosil-

(1→6)-β-D-glucopiranosídeo (2) e biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-

apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosídeo (3) mostram significativa atividade anti-

helmíntica quando comparadas ao grupo controle, embora tenham sido menos ativas do que a 

droga de referência, o mebendazol (Figura 5).   

 

 

Figura 5: Substâncias com atividade anti-helmíntica isoladas de A. anthelmia. Fonte: Adaptado de 

Silva et al., 2008 

 

Garcez e colaboradores (2010), trabalhando com extrato etanólico de raízes de Andira 

humilis, conhecida popularmente como “angelim-rasteiro” e “angelim-do-campo”, isolaram 

diversos derivados de isoflavonas e de flavonóis (Figura 6). Da fração em hexano/clorofórmio 

foram obtidas as seguintes isoflavonas: biochanina A (1), genisteína (6), pratenseína (7) e 

diidrogenisteína (10). Da fração CH3CN/H2O foram isolados: biochanina A, biochanina A 7-

O-β-D- glicopiranosídeo (2), biochanina A 7-O-β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-

glicopiranosídeo (3),  biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosídeo (4), 

biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosídeo 

(5), Canferol (8), Canferol 3-O-α-L-ramnopiranosil-(1→6)-[β-D-xilopiranosil-(1→2)]-β-D-

galactopiranosídeo (9). 

 

 

(1): R1 = R2= OH, R3 = H, R4 = OGlu 

(2): R1 = OH, R2 = OCH3, R3 = H, R4 = Oglu-6"-1"'-rha 

(3): R1 = OH, R2 = OCH3, R3 = H, R4 = Oglu-6"-1"'-apio-

5"'-1""-apio 
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Figura 6: Estruturas químicas dos flavonoides e isoflavonoides isolados das raízes de A. humilis. Fonte: 

GARCÉZ et al., 2010 

 

Como a biochanina A foi a única isoflavona encontrada em todas as seis espécies de 

Andira estudadas até o momento, independente da parte da planta estudada (COCKER et al., 

1962; BRAZ-FILHO et al., 1973; KRAFT et al., 2000; SILVA et al., 2006, 2008; ALMEIDA 

et al., 2008), ela provavelmente pode ser considerada como o marcador quimiossistemático do 

gênero (GARCEZ et al., 2010).  

 

2.2. Andira nitida Mart. ex Benth. 

 

Andira nitida é uma espécie ainda carente de estudos científicos, sendo popularmente 

conhecida por "angelim", pertencente à família Fabaceae. Botanicamente a espécie é descrita 

como sendo uma árvore com até 8m de altura, com ramos lisos quase glabros. Folíolos 5-9 

medindo de 5-9,5 cm de comprimento por 2,5 - 5,2 em de largura, de base subcordada ou 

arredondada, ovado-oblongos, acuminados, coriáceos, glabros ou glabérrimas, brilhantes; 

nervura principal impressa na face superior e saliente na inferior, nervuras secundárias 

delgadas e salientes nas duas faces. Estipelas diminutas. Panículas pequenas, laxas. Flores 

roxas com 9 mm de comprimento. Cálice urceolado-campanulado, curto, escuro, glabro, às 

vezes, com pelos esparsos. Corola quase 3 vezes o tamanho do cálice e ovário glabro ou 

1 − R1 = CH3; R2 = R3 = H 

2 − R1 = CH3; R2 = H; R3 = gli 

3 − R1 = CH3; R2 = H; R3 = xil(1→6)gli 

4 − R1 = CH3; R2 = H; R3 = api(1→6)gli 

5 − R1 = CH3; R2 = H; R3 = api(1→5)api(1→6)gli 

6 − R1 = R2 = R3 = H 

7 − R1 = CH3; R2 = OH; R3 = H 

 

 

8 – R = H 

9 – R = ram(1→6)[xil(1→2)]gal 
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esparso-piloso (MATTOS, 1979). A casca morta é marrom escura, fosca, escamosa em placas 

delgadas, com facilidade de destacamento. A casca viva é amarelada com suave odor 

característico (lembrando feijão verde) (Figura 7). O fruto do Angelim é uma drupa, apesar de 

ser uma leguminosa (que, usualmente, têm os frutos do tipo legume ou vagem). Os frutos são 

muito apreciados pelos morcegos, que se encarregam da dispersão da espécie, e as sementes 

têm germinação fácil (AGÊNCIA ESTADUAL DE MEIO AMBIENTE). 

Por suas características botânicas, Martins e Biondi (1990) sugeriram a introdução da 

espécie tanto para o uso em arborização de ruas quanto para áreas verdes, compatibilizando as 

características botânicas da espécie com as do local. 

Geograficamente, distribui-se desde Espírito Santo a Bahia, Pernambuco e Ceará 

(MATTOS, 1979). De acordo com Lewis (1987), sua região de ocorrência natural é 

caracteristicamente de restinga e transição de campo natural. 

 

 

Figura 7: Coleção botânica de A. nitida. Fonte: AGÊNCIA ESTADUAL DE MEIO AMBIENTE 

http://www.cprh.pe.gov.br/rbma/ctudo-arvores-mata-angelim.asp 

 

 

 

http://www.cprh.pe.gov.br/rbma/ctudo-arvores-mata-angelim.asp
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2.3. Malária 

 

A malária humana é uma enfermidade milenar, sendo uma das maiores prioridades da 

Organização Mundial de Saúde (OMS). Nos países tropicais (África, Ásia e América) a 

malária ainda é causa comum de mortes, sendo endêmica em cerca de 99 países. Estima-se 

que, em 2011, cerca de 219 milhões de pessoas foram acometidas de malária e 660 mil 

morreram, sendo a África e a América Latina e Central os de maiores ocorrências (WHO, 

2012).  

Em 2012, havia 99 países e territórios com a transmissão da malária em curso e cinco 

países na prevenção da fase de reintrodução, perfazendo um total de 104 países e territórios 

em que a malária é atualmente considerada endêmica (Figura 8). Globalmente, cerca de 3,3 

bilhões de pessoas estavam em risco de contrair malária em 2011, com as populações que 

vivem na África-Subsaariana sob o maior risco de infecção (WHO, 2013). 

Figura 8: Classificação dos países pelo estágio de eliminação da malária, dezembro de 2012. Fonte: WHO, 2013 

 

Essa patologia representa um grave problema, não só em termos de saúde pública, mas 

também em relação ao desenvolvimento cultural e socioeconômico das regiões tropicais e 

subtropicais do planeta. A malária é a principal causa de mortalidade infantil na África, sendo 

também responsável por 10% dos casos de mortalidade geral da população africana e 

consumindo cerca de 40% das despesas com saúde pública neste continente (VALE et al., 

2005). 
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No Brasil, o controle da malária ainda não é autossustentável. O Programa Nacional 

de Controle da Malária vem concentrando esforços para a participação e compartilhamento de 

responsabilidades dos três níveis federativos (Federal, Estadual e Municipal) no que se refere 

ao planejamento, organização e execução das medidas de controle da malária. O controle da 

malária depende basicamente do tratamento dos pacientes, o qual é dificultado pela presença 

de casos de malária causados pelo Plasmodium falciparum multirresistente aos diversos 

antimaláricos disponíveis (ROSENTHAL & MILLER, 2001; FIDOCK et al., 2004).  

As principais manifestações clínicas da malária podem incluir picos de febre elevada, 

calafrios, prostração, cefaleia, mialgia e anemia. As infecções pelo P. falciparum não tratadas, 

no indivíduo não imune (como crianças, adultos jovens, grávidas, migrantes de área não 

endêmicas), podem evoluir para malária grave, frequentemente letal. A malária grave pode 

levar a acidose metabólica, delírio, falência múltipla dos órgãos, com acometimento do 

sistema nervoso central como resultado de uma resposta inflamatória e do bloqueio de 

capilares com hemácias parasitadas, resultando em convulsões e elevada mortalidade. Por isso 

é denominada de terçã maligna (FIDOCK et al., 2004). 

 

          2.4. Ocorrência da malária 

Nas Américas, as zonas de maior transmissão/infecção são três: uma ao norte do 

planalto mexicano, tendo como principais vetores os mosquitos Anopheles quadrimaculatus e 

Anopheles pseudopunctipennis; outra abrangendo toda a América Central e Antilhas até a 

costa norte da Colômbia e Venezuela, tendo como principal vetor Anopheles albimanus e por 

último grande parte do Continente Sul-Americano, tendo como principal transmissor o 

Anopheles darlingi (REY, 2001).  

O Brasil, na América, é o país com o maior número de casos, compreendendo cerca de 

50% do total registrado. O território brasileiro é dividido em duas regiões com relação à 

malária: a área endêmica é a chamada Amazônia Legal, que inclui os estados do Acre, 

Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins, e região 

não endêmica, formada pelos demais estados (Figura 9). Um aumento no número de casos 

começou na década de 1980, atingindo um pico de 540.047 casos em 1999, após uma 

diminuição gradual para 379.500 casos notificados em 2002. Em 2002, aproximadamente 

40% do número total de casos de malária nas Américas foram registrados no Brasil, quase 

todos (99,5%) na região endêmica, sendo que o estado do Pará apresentava, na época, o maior 

número de casos (149.088). Entretanto, no período de 2002-2006, o número de casos 

diminuiu no estado do Pará e aumentou significativamente no estado do Amazonas, atingindo 
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223.892 casos em 2005 (BRASIL, 2007). A intensa migração para as áreas de agricultura e de 

mineração na Amazônia Legal, associado com inapropriadas condições de vida e dos serviços 

de saúde, são fatores limitantes para a cobertura de intervenções eficazes no controle da 

doença, também relacionada com a falta de recursos (humanos e outros) e deficiências técnica 

e gerencial local (CHAVES & RODRIGUES, 2000). Os casos de malária aumentaram 

novamente durante o período de 2003-2005, com um total de 603.532 casos em 2005 

(BRASIL, 2007). Porém, os números de notificações voltaram a cair nos anos de 2007 e de 

2008 com registros de 457.466 e 314.420 casos, respectivamente (BRASIL, 2009).  

 

Figura 9: Mapa do Risco de Transmissão pela Incidência Parasitária Anual (IPA) da Malária no Brasil. 

Fonte: FIOCRUZ, 2013. (http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1278&sid=9) 

 

Na região da Amazônia Legal foram identificados 90 municípios com um Índice 

Parasitário Anual (IPA) igual ou maior do que 50 casos por 1000 habitantes (BRASIL, 2009). 

Alguns fatores parecem favorecer a transmissão da malária na Região da Bacia 

Amazônica e que também dificultam a aplicação das medidas tradicionais de controle. Entre 

os primeiros estão os fatores biológicos, como a presença de altas densidades de mosquitos 

vetores, a presença de população migrante sem imunidade adquirida naturalmente contra a 

http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1278&sid=9
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doença e a prevalência de cepas de Plasmodium falciparum resistentes a medicamentos 

antimaláricos de uso seguro em campo. Também se destacam os fatores geográficos, como a 

baixa altitude predominante, as altas temperaturas, a elevada umidade relativa do ar, os altos 

índices pluviométricos e a cobertura vegetal do tipo florestal, favoráveis à proliferação de 

vetores; além dos ecológicos como desmatamentos, afastando animais nos quais os mosquitos 

se alimentavam, alternativamente à alimentação em seres humanos e a construção de 

hidroelétricas e de sistemas de irrigação, aumentando o número de criadouros de mosquitos 

(PÓVOA et al., 2000). 

A região amazônica é bem distinta do restante do país; a sua ocupação forçada, 

principalmente pelo garimpo, introduziu fatores de controle difícil pelo trânsito intenso de 

indivíduos dentro da região e fora dela; surgiram casos de resistência tanto ao DDT por parte 

de anofelinos como para a cloroquina por parte dos plasmódios. Essa conjugação de fatores 

levou a novo aumento da incidência da doença no país que chegou a um ponto extremo em 

1999, com grande aumento do número de casos. Surge então o Plano de Intensificação das 

Ações de Controle da Malária na Região Amazônica (PIACM). Este Plano vigorou entre 

julho de 2000 e dezembro de 2002. No final de 2001 houve redução em 40% dos casos 

quando comparados a 1999, diminuição em 70% no número de internações e, 

consequentemente, redução de 36,5% no número de óbitos por malária. A ação foi mais eficaz 

no Amazonas e Acre, e com menor impacto em Rondônia e Amapá (LOTUFO, 2008). 

No ano de 2011, foram registrados no Brasil mais de 267.045 casos de malária, sendo 

a espécie Plasmodium vivax de maior incidência (WHO, 2012). O período compreendido 

entre 2005 a 2011 mostra uma diminuição acentuada dos casos de malária na Amazônia 

Legal, apesar disso a incidência da doença ainda é expressiva com cerca de 20 mil casos ao 

mês no último ano (Figura 10).   
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Figura 10: Registro mensal de casos de malária. Amazônia Legal 2005 a 2011. Fonte: Fonte: BRASIL, 

2011.  

 

No ano de 2010 os maiores números de casos foram encontrados no Pará, seguido por 

Amazonas e Roraima. Em 2011 houve uma queda significativa, mas a situação na região 

ainda é alarmante. Outros estados que compõem a região possuem menor incidência como 

Mato Grosso, Maranhão e Tocantins (Tabela 1) (BRASIL, 2011). 
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2.5. Agentes Etiológicos e Ciclo Biológico 

A malária é transmitida pela fêmea do mosquito Anopheles ao hospedeiro humano. 

Existe um total de 54 espécies de anofelinos pertencentes a cinco subgêneros de Anopheles 

Meigen (Nyssorhynchus, Kerteszia, Stethomyia, Lophopodomyia, Anopheles) registrados no 

Brasil. As espécies de anofelinos relatadas como vetoras no país pertencem ao subgênero 

Nyssorhynchus e Kerteszia (CONSOLI & LOURENÇO-DE-OLIVEIRA,1994). 

A malária humana é causada por cinco espécies de parasitos: Plasmodium falciparum, 

Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Recentemente, P. knowlesi, 

                       

UF 

                          

Total de casos 

            

% de 

variação 

de casos 

        

% por 

UF 

2011 

                    

Casos de 

falciparum +(f+v) 

            

% de 

variação 

de  

falcip. 

                       

% Falciparum 

 

Internação 

               

% 

variação 

de 

internação 

2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 

AM 74.135 59.279 -20,0 22,5 9.526 4.799 -49,6 12,8 8,1 523 535 2,3 

PA 135.246 113.461 -16,1 43,1 23.745 16.82

2 

-29,2 17,6 14,8 1.794 2.012 12,2 

RO 43.576 30.371 -30,3 11,5 4.688 2.177 -53,6 10,8 7,2 905 660 -27,1 

Estrato 1 252.957 203.111 -19,7 77,1 37.959 23.79

8 

-37,3 15,0 11,7 3.222 

 

3.207 -0,5 

AC 36.905 22.584 -38,8 8,6 5.167 3.321 -35,7 14,0 14,7 756 386 -48,9 

AP 15.388 18.437 19,8 7,0 3.229 4.482 38,8 21,0 24,3 181 246 35,9 

RR 21.806 13.982 -35,9 5,3 2.879 2.142 -25.6 13,2 15,3 474 319 -32,7 

Estrato 2 74.099 55.003 -25,8 20,9 11.275 9.945 -11.8 15,2 18,1 1.411 951 -32,6 

MT 2.365 1.630 -31,1 0,6 524 379 -27.7 22,2 23,3 174 123 -29,3 

MA 3.904 3.503 -10,3 1,3 904 450 -50,2 23,2 12,8 189 87 -54,0 

TO 104 76 -26,9 0,0 15 15 0,0 14,4 19,7 60 26 -56,7 

Estrato 3 6.373 5.209 -18,3 2,0 1.443 844 -41,5 22,6 16,2 423 236 -44,2 

Amazônia 333.429 263.323 -21,0 100 50.677 34.58 -31.8 15,2 13,1 5.058 4.394 -13,1 

Tabela 1: Dados epidemiológicos de malária, por estado. Amazônia Legal, janeiro a dezembro de 2010 e 2011.  

 

AM: Amazonas, PA: Pará, RO: Rondônia, AC: Acre, AP: Amapá, RR: Roraima, MT: Mato Grosso, MA: Maranhão, TO: 

Tocantins. Fonte: BRASIL, 2011 
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uma espécie encontrada naturalmente no macaco de cauda longa (Macaca fascicularis) e no 

macaco cauda de porco (Macaca nemestrina), foi comprovada como capaz de causar infecção 

em seres humanos. A infecção por P. knowlesi é predominante no Sudeste Asiático. Casos 

importados foram relatados em países da Europa, devido ao ecoturismo para a região africana 

(LEE et al., 2013). 

Das três espécies que ocorrem no Brasil, o Plasmodium falciparum é o mais letal e o 

P. vivax o mais comum atualmente (ambos causam a chamada febre terçã); o P. malariae, de 

baixa prevalência, causa a febre quartã. Já o P. ovale ocorre apenas na África. 

O ciclo do parasito se desenvolve em dois hospedeiros, no homem e no mosquito 

Anopheles (Figura 11). No homem, o ciclo biológico inicia-se com a picada do mosquito 

infectado na pele humana, injetando os esporozoítos do parasito na corrente sanguínea. Os 

esporozoítos do Plasmodium invadem os hepatócitos e ali se multiplicam por divisão 

assexuada, resultando na produção de milhares de merozoítos (ciclo pré-eritrocítico). Estas 

células são rompidas e o parasito cai na corrente sanguínea, parasitando subsequentemente os 

eritrócitos (ciclo eritrocítico). Dentro dos eritrócitos, inicia-se uma nova fase de reprodução 

assexuada, em ciclos de 36, 48 ou 72 horas. O parasito se desenvolve nas formas de 

trofozoítos e esquizontes para, numa fase seguinte, cada esquizonte se dividir em merozoítos 

eritrocíticos, que são liberados na corrente sanguínea com a lise das hemácias. A destruição 

cíclica dos eritrócitos e liberação do pigmento malárico (hemozoína) conduzem aos ataques 

febris (VALE et al., 2005.; SILVA et al., 2005).  

Em um processo induzido pelo estresse, uma pequena parte dos merozoítos sanguíneos 

sofre diferenciação em gametócitos feminino (macrogametócito) e masculino 

(microgametócito), que são transmitidos ao mosquito quando este pica um indivíduo 

infectado. No interior do intestino do mosquito, os gametócitos femininos amadurecem em 

macrogametas e os masculinos se dividem em 4 a 8 microgametas flagelados, dando-se início 

a reprodução sexuada do parasito. Estes gametas femininos e masculinos fundem-se e formam 

zigotos, os quais se transformam em oocinetos móveis e estes penetram a parede no intestino 

médio do inseto, localizando-se na camada epitelial sob a forma de oocistos. A divisão 

assexuada dentro destes oocistos produz milhares de esporozoítas que serão liberados quando 

ocorre a ruptura do oocisto, migrando para as glândulas salivares do mosquito. Dessa forma, 

pode-se iniciar um novo ciclo de transmissão ao hospedeiro humano (VALE, 2005; DAILY, 

2006; KATSURAGAWA et al., 2008; NEVES, 2011). 
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Figura 11: Ciclo biológico do Plasmodium sp. Fonte: Adaptado de CDC, 2006.  

 

Nos casos de infecção por P. falciparum, após a invasão dos eritrócitos, não restam 

formas hepáticas do parasito. No caso do P. vivax e do P. ovale, algumas formas quiescentes 

ficam alojadas no fígado, denominadas de hipnozoítas. Estas formas podem meses mais tarde, 

ativar-se, multiplicar-se e dar origem a novo ciclo de infecção eritrocítica, que é conhecida 

como recaída tardia (KATSURAGAWA et al, 2008). 

Durante a fase eritrocítica, o parasito utiliza a hemoglobina do hospedeiro como fonte 

de aminoácidos, destruindo aproximadamente 75 - 80% da hemoglobina dos eritrócitos. Os 

parasitos necessitam de nutrientes externos e por terem capacidade limitada de sintetizar 

aminoácidos e fontes destes, suprem suas necessidades metabólicas pela digestão da 



18 
 

hemoglobina da célula hospedeira. O processo origina aminoácidos livres indispensáveis a 

sua sobrevivência (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999).  

 

2.6. Terapia da malária 

 

A escolha do tratamento para os pacientes com malária deve levar em conta alguns 

fatores como: o grau da infecção, gestantes, a idade, a espécie de plasmódio e a gravidade do 

caso. Os antimaláricos distribuídos atualmente pelo Ministério da Saúde para uso rotineiro 

são: Quinina 500 mg do sal, Cloroquina 150 mg, Artemeter 20 mg + Lumefantrina 120 mg, 

Artesunato  25 mg + Mefloquina 50 mg (infantil), Artesunato 100 mg + Mefloquina 200 mg 

(adulto), Clindamicina 300 mg, Doxiciclina 100 mg do sal, Primaquina 5 mg (infantil) e 15 

mg (adulto) (BRASIL, 2010). 

A grande complexidade do ciclo de vida do parasito explica, em parte, as enormes 

dificuldades para o estabelecimento de uma terapia antimalárica eficaz e segura. O 

desenvolvimento de um fármaco antimalárico ideal pressupõe a existência de uma atividade 

antiparasitária ótima, com atuação do medicamento nos estágios hepáticos e sanguíneos, com 

um mínimo de efeitos adversos para o hospedeiro. O custo também é um fator importante a 

ser considerado. A tendência atual é o uso da terapia combinada, ou seja, a combinação de 

substâncias que atuem em diferentes estágios do ciclo biológico do parasito (FATTORUSSO 

& TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).  

Os alvos dos fármacos antimaláricos são formas evolutivas específicas do ciclo de 

vida do parasito. De acordo com esses alvos os fármacos são classificados em: 

 

 Esquizonticidas teciduais: Aqueles que atuam sobre o ciclo esquizogônico 

hepático, destruindo os parasitos durante o ciclo pré-eritrocítico, interrompendo a fase 

sanguínea e, portanto, as manifestações clínicas da doença. São aplicados na fase pré-patente 

da infecção natural pelo P.vivax. Impedem as recaídas e são chamados antirrecidivas. 

 Esquizonticidas sanguíneos: Exercem ação sobre os parasitos durante o ciclo 

esquizogônico eritrocítico, promovendo a cura clínica da doença.  

 Gametocitocidas: Sua ação se dá pela destruição dos macro e microgametócitos 

na circulação sanguínea, evitando a infecção do mosquito.  

 Ação esporonticida: Drogas que atuam sobre os gametócitos sem destruí-los, 

mas impedindo que possam evoluir a esporozoítos no estômago do mosquito. 
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A terapia da malária visa atingir pontos chaves do ciclo evolutivo do parasito (Figura 

12). As proteinases vacuolares do plasmódio podem ser validadas como alvos terapêuticos, 

para o desenvolvimento de novos protótipos de fármacos antimaláricos. A polimerização do 

heme é um importante alvo de ação de fármacos antimaláricos tradicionais, como a 

cloroquina e quinina, uma vez que o produto heme resultante do metabolismo da hemoglobina 

quando não detoxificado pode resultar em danos às membranas e enzimas biológicas dos 

parasitos dentro dos eritrócitos (FATTORUSSO & TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).  

 

Figura 12: Sítios de ação dos fármacos antimaláricos e novos alvos no parasito. Fonte: Adaptado de 

RIDLEY, 2002. 

 

Entre as várias rotas possíveis, o sequestro do heme via biocristalização em 

hemozoína, parece ser o mais importante mecanismo de detoxificação do heme pelo parasito. 

A hemoglobina é importada para dentro do vacúolo digestivo (Figura 13), um compartimento 

acídico, onde é metabolizada por enzimas proteolíticas (plasmepsinas - proteases aspárticas), 

falcipaína (protease de cisteína) e peptidases (p.e., metalopeptidase) em peptídeos que, 

posteriormente, são reduzidos a aminoácidos. Isto resulta na liberação de grandes quantidades 

de heme-Fe (II), ferriprotoporfirina IX, que é rapidamente oxidado a Fe (III)-hematina. O 

resíduo livre do heme, devido ao seu alto potencial oxidativo, é altamente tóxico. Assim, para 

sua proteção, o parasito promove sua polimerização, resultando em um derivado inerte, 

insolúvel e não tóxico a ele, o chamado pigmento malárico ou hemozoína (uma rede 
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estruturada de dímeros de heme agregados). Esse processo parece essencial para a 

sobrevivência do parasito, em contraste com outras vias metabólicas, pois este parece ter 

dificuldade em utilizar processos alternativos para metabolizar a hemoglobina e fazer a 

detoxificação do grupo heme (RIDLEY, 2002).  

 

Figura 13: Via catabólica de degradação da hemoglobina dentro do vacúolo digestivo de P. falciparum. 

Fonte: Adaptado de ZIGLER et al., 2001 

 

Durante o processo de degradação da hemoglobina, todo o heme é liberado para o 

vacúolo digestivo para ser polimerizado à hemozoína (pigmento malárico). O ferro é oxidado 

do estado Fe (II) a Fe (III) formando hematina por um mecanismo que ainda não foi 

totalmente elucidado, mas presume-se que O2 atue como o oxidante. Neste processo, acredita-

se que grandes quantidades de ânion superóxido (O2
-
) são gerados e, como o pH do vacúolo é 

ácido, acontece a formação de O2 e H2O2, espontaneamente, deixando o parasito com o 

problema de eliminação do H2O2. Foi ainda sugerido que a atividade da catalase elimina 

H2O2, formando H2O e O2 (ATAMMA & GINSBURG, 1993). O parasito elimina o heme, 

pelo menos em parte, produzindo uma substância altamente insolúvel conhecida como 

hemozoína/β-hematina que é quimicamente e estruturalmente idêntica ao produto sintético 

ferriprotoporfirina IX (Fe (III) PPIX) (GARAVITO et al., 2002). As estruturas químicas do 

grupo heme, hematina e β-hematina estão dispostas na Figura 14. 
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Figura 14: Estrutura química de (a) grupo heme, (b) hematina e (c) β-hematina. Fonte: GARAVITO et 

al., 2002. 

 

Nos últimos anos muitos esforços têm sido feitos e grandes avanços alcançados na 

descoberta do mecanismo de formação da hemozoína. A observação de que a formação de 

hemozoína no P. falciparum ocorre dentro de corpos lipídicos (Figura 15) revolucionou o 
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ponto de vista da sua biossíntese, mudando a ideia sobre o processo a partir de uma solução 

aquosa para um ambiente não-aquoso (EGAN, 2008).  

 

 

Figura 15: Proposta de formação do cristal de hemozoína, feita por Egan 2008. a) Pf: Plasmodium 

falciparum, VT: vesícula transportadora, Hb: hemoglobina. b) hemoglobina é transportada para dentro do 

vacúolo digestivo (VD), sendo (c) metabolizada a peptídeos que serão exportados (d) do VD, metabolizados a 

aminoácidos que serão utilizados pelo parasito. O heme (Fe(II)PPIX) liberado pela Hb (e) é oxidado (f) a 

Fe(III)PPIX e ânion superóxido (O2
-
). O (Fe(III)PPIX) forma um dímero (g) que é ‘incorporado’ (h) em um 

‘corpo’ lipídico, onde finalmente forma-se (I) o cristal de hemozoína. 

 

A sobrevivência do plasmódio está diretamente relacionada a produção de energia 

através da glicólise, mas não ocorre incorporação do piruvato no ciclo de Krebs e, portanto, o 

produto final é o lactato. Assim, a enzima lactato desidrogenase (LDH) catalisa a redução do 

piruvato a lactato, permitindo a produção de energia necessária ao crescimento do parasito, 

com liberação de grandes quantidades de lactato, que pode contribuir para a acidose láctica 

observada em casos de malária severa. Desta forma, a LDH representa um importante alvo 

terapêutico. O parasito depende das purinas do hospedeiro, para a síntese do ácido nucléico e 

para a produção de energia, podendo esta via ser explorada para o ataque quimioterapêutico. 

Quatro enzimas desta via biossintética são alvos antimaláricos tradicionais: a dihidropteroato 

sintase (DHPS), a 2-amino-4-pirofosfoquinase (PPPK), a hidroxi-6-metil-dihidropteridina 

(DHFR) e a timidilato sintase (TS). (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999). 



23 
 

O transporte de elétron mitocondrial é fundamental para a sobrevivência do parasito, 

sendo um alvo potencial na quimioterapia da malária. Enzimas mitocondriais ligadas a cadeia 

de transporte de elétrons, como a dihidro-orotato desidrogenase (DHODase), pode ser um 

alvo da inibição de determinados fármacos antimaláricos (CUNICO et al., 2008.). Ainda, os 

parasitos intraeritrocitários acarretam profundas alterações na membrana dos eritrócitos 

infectados, permitindo aumento na permeabilidade dos nutrientes provenientes do ambiente 

extracelular, dentre outros processos. Teoricamente, é possível usar tal sistema de transporte 

para facilitar a entrada seletiva de antimaláricos nos eritrócitos infectados ou impedir que 

nutrientes-chaves sejam interiorizados (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999). 

A maioria dos antimaláricos não apresenta efeito sobre a fase hepática do parasito, no 

entanto, como esta fase é necessária para estabelecer a infecção e inicialmente gera uma carga 

baixa de parasitos, pode servir como um excelente alvo em potencial. Apenas a primaquina 

está disponível para a eliminação de hipnozoítas. Há um maior número de fármacos que 

eliminam as formas assexuadas na fase eritrocitária, que têm como alvo o metabolismo do 

parasito e a desintoxicação do heme (cloroquina, amodiaquina, quinina, mefloquina, 

halofantrina, e lumefantrina), antifolatos (sulfadoxina-pirimetamina e dapsona), e as 

mitocôndrias (atovaquona). A ATPase-Ca
2+ 

do retículo sarco / endoplasmático (SERCA) é 

cogitada como um possível alvo dos derivados da artemisinina (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 

2003). 

A quinina é um alcaloide, que foi isolado pela primeira vez da casca da árvore tropical 

Cinchona ledgeriana em 1820, e serviu como precursor dos derivados  4- e 8-

aminoquinolinicos e dos álcoois quinolínicos. É rápida e quase completamente absorvida a 

partir do trato gastrointestinal e o pico de concentração plasmática ocorre entre 1-3 horas após 

a administração oral do sulfato ou bissulfato, podendo ser administrado por via intravenosa 

(IV) ou intramuscular (IM) (FRANÇA et al., 2008). 

Dos derivados 4-aminoquinolinicos, a cloroquina (7-cloro-4(4-dietilamino-1-

metilbutilamino)-quinolina) é um quimioterápico indispensável por ser um potente 

esquizonticida sanguíneo, gametocitocida (contra P. vivax), além de possuir ação antipirética 

e antiinflamatória. No entanto, não é ativa contra esporozoítos ou hipnozoítos (O'NEILL et 

al., 1998; SULLIVAN et al., 2002). A cloroquina é quase completamente absorvida quando 

tomada por via oral, além de ser um medicamento barato, bem tolerado, estando disponível 

IM e IV. É uma base fraca anfifílica que atua ao acumular-se no vacúolo alimentar do 

parasito. O parasito atua polimerizando os metabólitos tóxicos da proteólise da hemoglobina e 
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a cloroquina interfere com este processo, impede a formação de hemozoína, resultando na 

morte do plasmódio (HOPPE et al., 2004). 

Na Figura 16 estão representados os principais alcoóis quinolínicos e os principais 

derivados 4-aminoquinolinicos. 

 

 

 

 

Figura 16: Estruturas dos álcoois quinolínicos: Quinina (A) e Mefloquina (C), e das 4-aminoquinolinas: 

Cloroquina (B), Amodiaquina (D), Hidroxi-cloroquina (E). Fonte: FRANÇA et al., 2008. 

 

As 8-aminoquinolinas representam os clássicos agentes esquizonticidas teciduais, em 

contraposição com os esquizonticidas sanguíneos, sendo a primaquina (Figura 17) o membro 

mais importante da família, por sua potente atividade contra as formas teciduais primárias e 

secundárias do plasmódio. Modificações moleculares da primaquina conduziram a novas 

estruturas derivadas das 8-aminoquinolinas que apresentam atividade esquizonticida 

sanguínea, abrindo novos horizontes para a quimioterapia da malária (VANGAPANDU et. al, 

2003). 

 

(A) 

(B) 

(C) 

(E) 

(D) 
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Figura 17: Estrutura química da Primaquina. Fonte: FRANÇA et al., 2008. 

 

A primaquina é um antimalárico 8-aminoquinolina com um mecanismo de ação 

desconhecido, mas é o principal medicamento disponível eficaz contra os gametócitos do P. 

falciparum, além disso, elimina os hipnozoítos de P. vivax e P. ovale (FRANÇA et al., 2008).  

Os chamados antifolatos são antibióticos clássicos, como a biguanidas e sulfonamidas, 

que exercem sua ação antibiótica por inibição da biossíntese do folato, um fator de 

crescimento essencial para o parasito. A biossíntese do folato pode ser comprometida por 

inibição das enzimas diidropteroato sintetase (DHPS) e a diidrofolato redutase (DHFR). O 

metabolismo do folato é crítico para a viabilidade do Plasmodium, no entanto, devido à 

resistência generalizada dos parasitos frente aos antibióticos inibidores desta via, esses 

derivados são utilizados em terapias combinadas, como a combinação de pirimetamina e 

sulfadoxina (Figura 18) largamente empregada (RIDLEY, 2002). A inibição da via do folato 

reduz a síntese de pirimidina com efeitos subsequentes sobre o DNA, serina e produção de 

metionina. Esses fármacos são bem tolerados, de baixo custo e estão disponíveis apenas por 

via oral (VO). O longo tempo de meia-vida desses fármacos oferece proteção contra novas 

infecções durante um período prolongado. A combinação com amodiaquina tem sido utilizada 

ao invés de amodiaquina-artesunato para evitar novas infecções em Uganda, uma região 

altamente endêmica (YEKA et al., 2005). 

    

 

 

Figura 18: Estruturas químicas da Sulfadoxina (1) e Pirimetamina (2).  

 

(2) 
(1) 
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A atovaquona é um derivado hidroxinaftoquinona cuja atividade antiplasmódica está 

relacionada com a inibição seletiva da cadeia respiratória mitocondrial do parasito no 

complexo citocromo bc1 imitando o substrato natural, a ubiquinona, afetando, desta forma, a 

biossíntese de pirimidina (SRIVASTAVA et al., 1999). Esse fármaco é frequentemente usado 

em combinação com o proguanil (Figura 19), um derivado biguanídico inibidor da DHFR 

(VALE, 2005). A combinação atovaquona-proguanil é empregada para o tratamento e 

prevenção de P. falciparum resistente à cloroquina e é disponível somente VO. A 

biodisponibilidade oral é aumentada quando tomado com alimentos gordurosos. A utilização 

de monoterapia de atovaquona resultou em uma alta taxa de insucesso devido ao rápido 

desenvolvimento de resistência (LOOAREESUWAN et al., 1998). 

 

 

Figura 19: Estruturas químicas da Atovaquona (1) e Proguanil (2). 

 

Os derivados da artemisinina são parte do arsenal de terapia combinada por causa da 

baixa prevalência da resistência e seus efeitos gametocidas (BRASIL, 2010). Artemisinina foi 

isolado a partir da Artemisia annua e é uma lactona sesquiterpênica. Devido a baixa 

solubilidade em água e em óleo deve ser administrado apenas VO. Os derivados artesunato e 

artemeter são administrados por injeção IV e IM, repectivamente. Artemisinina e artesunato 

também estão disponíveis como supositórios, proporcionando uma importante opção 

terapêutica, sobretudo nas zonas rurais onde as agulhas estéreis para injeção IM / IV não estão 

facilmente disponíveis. Todos estes fármacos compartilham o mesmo metabólito ativo, 

diidroartemisina. Os compostos da artemisinina mostram semelhanças estruturais com a 

tapsigargina, um inibidor do SERCA (FRANÇA, 2008; DAILY, 2006). Na Figura 20 são 

encontradas as estruturas químicas da artemisinina e seus derivados.  

 

 

 

 

(1) (2) 
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Figura 20: Estruturas químicas da artemisinina e seus derivados. Fonte: FRANÇA et al., 2008 

 

A A. annua é atualmente cultivada em vários continentes com a finalidade de 

produção de artemisinina e seus derivados, que representam a primeira linha de escolha no 

controle da doença e base da terapia combinada para os casos de cepas do P. falciparum 

cloroquina-resistente. (TAUIL, 2006). O mecanismo de ação dos antimaláricos quinolínicos, 

bem como artemisinina, parece estar relacionado com a interação dos mesmos com o heme. 

Assim, a terapia e profilaxia da malária são muitas vezes limitadas por fatores como a 

resistência dos agentes etiológicos aos medicamentos, baixa eficácia dos fármacos, questões 

de segurança, da baixa adesão e de alto custo, especialmente nos países mais pobres. Na 

quimioprofilaxia os mais utilizados são a pirimetamina, o proguanil e a atovaquona. O 

medicamento de escolha atual para a profilaxia é uma combinação de dose fixa atovaquona-

proguanil (Malarone; GlaxoSmithKline), apesar de que é relativamente caro em comparação 

com outros antimaláricos (KAR & KAR, 2010). O uso dessa opção terapêutica deve ser 

reservada para situações específicas, na qual o risco de contrair malária grave por P. 

falciparum for maior do que o risco de eventos adversos graves relacionados ao uso das 

drogas quimioprofiláticas (BRASIL, 2010). 

No Brasil, onde a malária tem baixa incidência e há predomínio de infecção por P. 

vivax, observa-se baixa eficácia dos fármacos utilizados para a quimiprofilaxia. Assim, pela 

ampla distribuição da rede de diagnóstico e tratamento para malária, não se indica a 

quimioprofilaxia para viajantes em território nacional (BRASIL, 2010). 

O uso de medicamentos combinados, de preferência aqueles com diferentes 

mecanismos de ação, pode reduzir o risco de desenvolvimento de resistência em relação ao 

conjunto (KAR & KAR, 2010). As combinações devem apresentar vantagens importantes 

sobre monoterapias. Em primeiro lugar, elas devem proporcionar uma melhor eficácia, ou 

seja, as combinações adequadamente escolhidas devem ser, pelo menos, aditivo em potência e 

         R Composto 

=O Artemisinina 

OH Diidroartemisinina 

OCH3 Artemeter 

OC2H5 Ateeter 

OCO(CH2)2COONa Artesunato de sódio 
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resultar em uma atividade sinérgica. Segundo, as combinações de medicamentos aumentam a 

probabilidade de que, na definição de resistência a drogas, pelo menos um agente irá ser 

clinicamente ativo. Terceiro, e provavelmente o mais importante, combinações de 

medicamentos devem reduzir a seleção de resistência às drogas antimaláricas. Assim, uma 

combinação ideal seria aquela em que incorporaria dois agentes, novos (de modo que os 

parasitos resistentes a um ou outro agente não esteja já em circulação), proporcionar uma 

potente eficácia e, de preferência, terem perfis farmacocinéticos semelhantes (para limitar a 

exposição dos agentes individuais a pressões de resistência). Infelizmente, estes são requisitos 

desafiadores que não são atendidos por qualquer combinação disponível no momento 

(FIDOCK et al., 2004). 

Dados das últimas três décadas revelam que cerca de 1.700 novos fármacos foram 

registrados e, entre eles, somente quinze foram destinados às doenças tropicais e, dentre esses, 

4 a 5 contra malária. Esse panorama ilustra dramaticamente a inquestionável evidência de que 

os esforços das companhias farmacêuticas, obviamente, não são proporcionais à mortalidade 

de certas patologias, mas sim a um mercado mais rentável (FATTORUSSO & 

TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009). 

 

2.7. Estresse oxidativo: relação com a malária 

 

A vida aeróbia é fundamentada em reações de oxidação, sendo originados dela 

inúmeros compostos conhecidos como radicais livres que são produzidos naturalmente ou por 

disfunções biológicas. Essas espécies químicas caracterizadas por elétrons não emparelhados 

no átomo de oxigênio são denominadas espécies reativas de oxigênio (ERO), ou espécies 

reativas de nitrogênio (ERN) no caso do nitrogênio (VISIOLI et al. 2000, FINKEL & 

HOLBROOK, 2000; PIETTA, 2000). A produção exagerada dessas espécies acarreta danos 

celulares como peroxidação de lipídeos, reações indesejáveis com proteínas e enzimas, 

agressões ao DNA, sendo esta combinação de fatores determinantes no aparecimento de 

diversas patologias como: artrite, câncer, doenças cardiovasculares, catarata, disfunções 

cognitivas, dentre outras. 

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO
•
), 

superóxido (O2
•−

), peroxila (ROO
•
) e alcoxila (RO

•
); e os não-radicalares: oxigênio singleto, 

peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o óxido nítrico (NO
•
), 

óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitritos (NO2
−
), nitratos (NO3

-
) e peroxinitritos 

(ONOO
−
) (BLOKHINA et al., 2003, BARREIROS et al., 2006). A reação com as 



29 
 

biomoléculas é por abstração de hidrogênio e por adição a insaturações, o que ocasiona danos 

ao RNA, DNA, proteínas, lipídeos, membranas do núcleo e mitocôndria (BARREIROS et al. 

2006).  

O radical hidroxila (HO
•
) é formado no organismo principalmente por dois 

mecanismos: reação de H2O2 com metais de transição e homólise da água por exposição à 

radiação ionizante e é, dentre os radicais livres, o mais agressivo ao organismo, pois devido a 

sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. A infecção pelo 

Plasmodium na malária induz a geração de radicais hidroxila no fígado, que provavelmente é 

a principal causa do estresse oxidativo e apoptose (PERCÁRIO et al., 2012). Além disso, 

Atamma e colaboradores (1993) observaram que eritrócitos infectados por P. falciparum 

produzem quantidades de HO
•• e H2O2 duas vezes maiores comparados aos eritrócitos 

normais. 

No início da década de 1950, surgiam os primeiros estudos sobre o importante papel 

de espécies reativas do oxigênio em diversas patologias humanas e a malária é uma delas. 

Durante a infecção, os monócitos e neutrófilos são maciçamente recrutados e ativados, 

produzem elevados níveis de ERO, embora outros mecanismos também estejam envolvidos. 

Mas, por outro lado, o estresse oxidativo representa para o paciente uma forma de combate às 

formas intraeritrocíticas do parasito. Vários estudos têm sido conduzidos ao longo dos anos, 

na tentativa de elucidar o efeito de substâncias antimaláricas no estresse oxidativo, uma vez 

que a indução da elevação no nível de ERO (seja por estímulo à produção dessas substâncias 

ou efeito sobre o sistema antioxidante do parasito) poderia ser benéfica no ataque ao parasito, 

por outro lado, essas substâncias têm um papel importante na fisiopatologia da malária. Os 

sistemas antioxidantes de defesa ficam prejudicados durante a doença. O tratamento com 

antioxidantes reforçaria esses sistemas de defesa e protegeria o paciente, especialmente 

durante a fase de risco de vida da doença (POSTMA, 1996). 

Estudos de pacientes com malária, especialmente crianças, sugerem que a produção 

não equilibrada de ERO por monócitos podem exacerbar a infecção. Ainda, alteração do 

metabolismo redox ao nível da célula hospedeira (especialmente células endoteliais) também 

pode contribuir para as manifestações da doença e o estresse oxidativo aumentado em 

eritrócitos pode contribuir para a hemólise e desenvolvimento de anemia (BECKERA et al., 

2004). Assim, várias pesquisas tem mostrado que as ERO mediam os danos neurológicos na 

malária cerebral e o tratamento adjuvante com antioxidantes e antimaláricos (como a 

cloroquina), nos primeiros sinais da malária cerebral, previne o desenvolvimento de danos 

cognitivos permanentes (REIS et al., 2010). 
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O estresse oxidativo é comumente observado a partir de cinco fontes durante 

fisiopatogenia da doença: 1, devido ao processo inflamatório iniciado no hospedeiro em 

resposta à infecção; 2, à catálise de metal de transição, uma vez que na alimentação à base de 

hemoglobina o parasito libera quantidades significativas de ferro livre; 3, à ocorrência de 

síndrome de isquemia-reperfusão, que resulta dos processos de citoaderência e anemia 

desencadeadas pela infecção; 4, à produção de espécies reativas diretas do parasito e 5, à ação 

de drogas antimaláricas (PERCÁRIO et al., 2012). 

O estresse oxidativo resulta da proteólise intraeritrocitária da hemoglobina pelo 

Plasmodium. A hemoglobina representa a principal fonte de aminoácidos para o parasito, e 

durante a sua degradação no vacúolo digestivo acídico, o grupo heme oxidante é separado das 

cadeias de globina e consequentemente, gera uma grande quantidade de ERO e de outros 

radicais livres (GINSBURG & ATAMMA 1994; RODRIGUES & GAMBOA 2009). As ERO 

atacam os ácidos graxos poliinsaturados e proteínas dos eritrócitos infectados e não infectados 

o que conduz à destruição das células, resultando em anemia (DONDORP et al 1999; 

OMODEO et al., 2003). Além disso, há lesões neurocognitiva e neurodegenerativa (REIS et 

al. 2010), alterações patológicas do cérebro e do fígado (BECKER et al 2004; GUHA et al., 

2006.), bem como insuficiência renal (NANDA et al. 2004).  

Sabe-se que grandes quantidades de ERO são produzidas pelas formas eritrocítica e 

hepática do plasmódio, quer seja induzidas pelo próprio parasito, quer por resposta imune do 

hospedeiro. O papel do estresse oxidativo na malária ainda é bastante controverso (RAJIC et 

al., 2010), uma vez que há fortes evidências de que seja um fator patobioquímico e clínico, 

bem como um alvo terapêutico efetivo na malária. Contudo, estudos demonstram que 

substâncias que atuam sobre o Fe
2+

, impedindo-o de passar a Fe
3+

, inibem a polimerização do 

heme, inibindo o processo de destoxificação pelo parasito. O consequente acúmulo de ferri / 

ferroprotoporfirina IX (FP) resulta em danos às membranas e às enzimas, em função da 

propriedade tipo detergente da FP, bem como sua participação nas reações redox, culminando 

na morte do parasito. Vias alternativas de desintoxicação da ferri / ferroprotoporfirina IX 

(FP), incluem a degradação da FP, a reação com a glutationa e a ligação à proteína de ligação 

de FP. No entanto, mesmo que apenas uma pequena quantidade (por exemplo, 0,5%) de FP 

escape aos processos de neutralização, pode causar danos redox às proteínas e às membranas 

do hospedeiro, inibir enzimas do parasito e lisar os eritrócitos. Além do estresse oxidativo 

derivado metabolicamente, a produção de ERO pelo sistema imune do hospedeiro contribui 

para a taxa oxidativa global das células parasitadas. (BECKERA et al., 2004). 
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Na infeção por malária é evidente a variação de antioxidantes no curso da doença. Um 

estudo conduzido com 273 crianças de idade entre 1-10 anos com malária causada por P. 

falciparum em Kampala, Uganda, verificou o status antioxidante na patogênese. A análise do 

plasma revelou que elas continham baixa concentração de antioxidantes. Por outro lado, 

aquelas com altos níveis de licopeno demonstraram uma alta depuração da parasitemia 

(METZGER et al. 2001). Nesse mesmo contexto, outras substâncias são conhecidas por agir 

como adjuvantes na terapia farmacológica, como a riboflavina que é um agente redutor e age 

no vacúolo alimentar do parasito e na formação de hemozoína. Outro exemplo é a alicina, 

encontrada nos extratos de alho, que é um inibidor da protease de cisteína, atuando através da 

inibição do processamento da proteína circunsporozoíto (CSP), essencial para a invasão das 

células do hospedeiro humano (COPPI et al., 2006). 

Apesar da crença comum de que a habilidade para induzir o estresse oxidativo é um 

típico mecanismo de fármacos antimaláricos, nos últimos anos, vários extratos de plantas e 

outros produtos naturais foram testados por suas propriedades antioxidantes, assim interferem 

com os mecanismos da doença modulando a via de sinalização celular, e não por indução 

direta da morte dos parasitos. Esta abordagem tem mostrado resultados muito promissores, 

com altas taxas de atividade esquizonticida e antiparasitária, mas com pequenas alterações no 

equilíbrio redox do hospedeiro. Algumas das plantas testadas para este fim incluem folhas de 

Piper betle L., Anogeissus leiocarpus, sementes de Nigella sativa e flavonoides de Artemisia 

annua L. (PERCÁRIO et al., 2012)  

Da mesma forma, o cogumelo Agaricus sylvaticus, que apresenta alta capacidade 

antioxidante, tem sido testado em camundongos infectados com P. berghei. Ele promove um 

aumento na capacidade antioxidante total de animais, ocorre diminuição da peroxidação 

lipídica, do óxido nítrico no pulmão e no cérebro destes animais. Estas alterações bioquímicas 

foram correlacionadas com uma redução significativa na parasitemia dos animais (SILVA, 

2011; GOMES, 2011). 

Além disso, o uso de antioxidantes pode reverter ou minimizar os danos oxidativos 

nos hospedeiros causados pelo uso de drogas antimaláricas. A administração de curcumina, 

um antioxidante natural obtido a partir de Curcuma longa, preveniu a hepatotoxicidade em 

ratos tratados com cloroquina (DATTANI et al., 2010). Da mesma forma, a administração de 

glutationa reduziu a parasitemia e promoveu uma maior sobrevivência de camundongos 

infectados com P. berghei (GHASHGAEINIA et al., 2010). 
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2.8. Malária e produtos naturais  

 

As plantas continuam a servir como base para novos medicamentos ainda nos dias 

atuais. Das últimas drogas introduzidas entre 1981 e 2006 cerca de 62% delas foram produtos 

naturais, derivados de produtos naturais (usados semissinteticamente) ou continham o grupo 

farmacofórico de um produto natural. A química combinatória sintética e os estudos por busca 

de potencias alvos de drogas havia, em parte, desconectado a histórica ligação entre plantas e 

medicamentos. Hoje, contudo, a baixa produção e desenvolvimento de antimaláricos pela 

pesquisa farmacêutica têm estimulado o aumento do interesse no potencial dos produtos 

naturais para o tratamento da malária (NEWMAN & CRAGG, 2007). 

A maioria das substâncias antimaláricas que está agora em uso não foi desenvolvida 

com base em alvos terapêuticos racionalmente identificados, mas seguindo a identificação da 

atividade antimalárica de produtos naturais (por exemplo, quinina e artemisinina) ou 

substâncias quimicamente relacionadas com os produtos naturais (por exemplo, cloroquina e 

artesunato). Consequentemente, numerosos esforços no sentido de identificar atividade 

antiplasmodial a partir de plantas tradicionalmente usadas para tratar febre e/ou malária têm 

sido empregados por pesquisadores de todo o mundo (CARVALHO & KRETTLI, 1991; 

KRETTLI et al., 2001; SAXENA et al., 2003; WILLCOX & BODEKER, 2004; WRIGHT, 

2005; BOTSARIS, 2007; MARIATH et al., 2009). As pesquisas de isolamento de substâncias 

naturais guiadas pela avaliação da atividade antiplasmoidal, têm resultado na identificação de 

diferentes classes de metabólitos secundários ativos como limonoides, cumarinas, alcaloides, 

flavonoides (incluindo chalconas), quassinoides, terpenos, xantonas, quinonas, entre outros 

(SAXENA et al., 2003; KAUR et al., 2009). 

Em 1999 foi criado o Research Iniciative on Tradicional Antimalarial Methods 

(RITAM) para incentivar a busca de novos antimaláricos a partir de bioprodutos, uma 

iniciativa da Universidade de Oxford, Inglaterra, e da Divisão de Pesquisas em Doenças 

Tropicais da OMS (WILLCOX & BODEKER, 2000). O redescobrimento das propriedades 

medicinais das plantas vem se intensificando e os produtos naturais continuam contribuindo 

para o desenvolvimento de novos medicamentos, principalmente no que diz respeito a 

doenças negligenciadas (IOSET, 2008). 

As plantas são uma fonte inesgotável de possíveis candidatos a fármacos e seu 

potencial antimalárico tem sido estudado através dos anos por diversos pesquisadores ao redor 

do mundo. A partir de 204 extratos de plantas do cerrado brasileiro testados no intuito de ser 

avaliada a atividade antimalárica, 32 (15,7%) mostraram significativa redução do crescimento 
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do Plasmodium a 10,0 µg/ mL. As espécies mais ativas atigiram valores de CE50 variando de 

0,9 µg/mL (Flacourtiaceae e Sapindaceae) a 4,9 µg/mL (Apocynaceae e Annonaceae) 

(MESQUITA et al., 2007). 

Garavito e colaboradores (2006) relataram que oito extratos de plantas da Colômbia 

dispunham de boa atividade antimalárica (CE50 <1–2,1 µg/mL), enquanto no modelo in vivo 

apenas Abuta grandifolia (extrato alcaloídico) exibiu atividade ao inibir 66% do crescimento 

do parasito a 250 mg/kg/dia. 

Baelmans e colaboradores (2000) avaliaram 178 extratos de plantas na Bolívia, no 

intuito de encontrarem novas possibilidades farmacológicas para o tratamento da malária. 

Destas, apenas cinco (Aloysia virgata, Bixa orellana, Caesalpinia pluviosa, Mascagnia 

stannea e Trichilia pleenea atingiram mais de 70% de inibição da polimerização da hematina 

(FBIT) a 2,5 mg/mL. 

Com a tendência atual da terapia combinada, ou seja, a combinação de substâncias que 

atuem em diferentes estágios do ciclo de vida do parasito, os produtos naturais apresentam 

grande diversidade estrutural, sendo muitos deles constituídos por moléculas ativas 

relativamente pequenas, as quais apresentam múltiplas propriedades farmacológicas e, 

portanto, são fortes candidatos a novas classes de fármacos antimaláricos (MAYER et al., 

2009; FATTORUSSO et al., 2006). 

Os flavonoides mostram grande variedade de atividades biológicas e farmacológicas, 

algumas das quais são atribuídas as suas propriedades de extinção de radicais livres, de 

complexar metais e de se ligar a proteínas (HAYSTEEN, 2002). Vários derivados 

flavonoídicos têm sido isolados e caracterizados de muitas plantas medicinais usadas no 

tratamento de infecções em todo o mundo (YENESEWA et al., 2012).  

O reconhecimento da chalcona denominada licochalcona A (Figura 21), como um 

protótipo para o desenvolvimento de novos fármacos antimaláricos (CE50 5,6 ± 0,6 µM), tem 

despertado o interesse sobre a atividade antimalárica de chalconas e outros flavonoides 

(ZIEGLER et al., 2004). Recentemente, Ferreira e colaboradores (2010) pontuaram que a 

artemisinina, em sua forma original, está em mistura com flavonoides, os quais atuariam de 

forma sinérgica com ela. Contudo, esses flavonoides são perdidos no processo de semissíntese 

dos derivados de artemisinina. 
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Figura 21: Estrutura química da licochalcona A. 

 

 A propriedade antioxidante dos derivados flavonoídicos parece ser importante 

no tratamento da malária, uma vez que o estresse oxidativo normalmente acompanha essa 

infecção (GRIFFITHIS et al.; 2001). Isto se deve a elevada produção de ERO e, portanto, os 

flavonoides protegeriam as células dos efeitos deletérios do estresse oxidativo em pacientes 

com malária. Porém, mais estudos são necessários para determinar o verdadeiro valor clínico 

dessa classe de produtos naturais no tratamento da malária (MULLER, 2004). 

Projetos de busca de bioprodutos com potencial na terapêutica de doenças 

negligenciadas são especialmente relevantes no Brasil, uma vez que é onde se encontra uma 

das mais ricas floras do mundo, com pelo menos 50.000 espécies, ou seja, um sexto de todas 

as plantas do planeta. Assim, observa-se no Brasil um interesse crescente do setor produtivo 

pelas plantas medicinais e fitoterápicos, incluindo indústrias transnacionais. Esse interesse 

está relacionado ao menor volume de recursos necessários para o desenvolvimento de 

fitoterápicos, em comparação com os diversos milhões de dólares despendidos para lançar um 

novo medicamento sintético. Dessa forma, o menor custo durante a pesquisa e o 

desenvolvimento torna os fitoterápicos mais adequados à realidade das indústrias de países 

em desenvolvimento, podendo estes constituir o ponto de partida para o estabelecimento e 

crescimento de indústrias farmacêuticas nacionais (CALIXTO, 2000; CALIXTO, 2005). 

Idealmente devem ser definidos marcadores relacionados com a atividade farmacológica; no 

entanto, faltam pesquisas sobre tal relação (CALIXTO 2000). Este controle da concentração 

de marcadores químicos é fundamental devido à variabilidade química da droga vegetal e 

possibilidade da ocorrência de degradação durante os processos de pós-coleta, ou pós-

colheita, durante o armazenamento e transformação. 
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2.9. Métodos de avaliação da atividade antimalárica 

 

2.9.1. Métodos in vitro 

Os testes de sensibilidade a drogas têm por objetivo avaliar a sensibilidade do P. 

falciparum in vitro, frente a doses crescentes de determinada amostra. Os resultados da 

análise dos ensaios são apresentados como porcentagem do crescimento parasitário 

comparado com culturas não tratadas. O uso desses métodos permite um descarte quase total 

de fatores interferentes relacionados ao hospedeiro, tais como sua imunidade e seu 

metabolismo em relação à amostra teste, dessa forma oferecem uma avaliação direta do 

impacto do fármaco. Os testes in vitro para a verificação da atividade antiplasmodial 

geralmente utilizam o método de cultura contínua desenvolvido por Trager e Jensen 

(TRAGER & JENSEN, 1976) e a técnica de microcultura desenvolvida por Rieckmann 

(RIECKMANN et al., 1978).  

Para a avaliação do potencial antiplasmodial das amostras, vários métodos in vitro são 

comumente utilizados para verificar a inibição do crescimento do P. falciparum como o 

ensaio isotópico, no qual ocorre incorporação de um precursor de ácido nucleico 

radiomarcado (por exemplo, hipoxantina radiomarcada); e a quantificação de proteínas como 

a lactato desidrogenase (LDH) do parasito pelo ensaio imunoenzimático ELISA (NOGUEIRA 

& ROSÁRIO, 2010).  

O ensaio com incorporação de hipoxantina radiomarcada vem sendo utilizado como 

padrão ouro para os testes de susceptibilidade a possíveis novos agentes terapêuticos. A 

hipoxantina é a base utilizada principalmente pelo parasito para síntese de adenosina e 

guanina (DESJARDINS et al., 1979). Então, é introduzido hipoxantina marcada no meio de 

cultura e os parasitos a incorporam em seus ácidos nucleicos. Com auxílio de um contador 

beta pode-se detectar o nível de radioatividade, que é proporcional à parasitemia. As normas 

referentes ao manuseio de materiais radioativos se tornaram bem mais restritivas, objetivando 

limitar a sua utilização a campos em que não há qualquer metodologia alternativa disponível. 

Outra limitação é o alto custo do equipamento necessário, como contadores de cintilação 

líquida e equipamentos de colheita. Por exigir densidades parasitárias relativamente altas (de 

aproximadamente 0,5%), este método tem aplicabilidade limitada ao uso de cepas de parasitos 

adaptadas a culturas ou a amostras de campo com parasitemia alta. Estas barreiras tornam o 

seu uso rotineiro mais caro e difícil em contextos de pesquisa e de atendimento clínico, 

particularmente em ambientes com recursos limitados (NOEDL et al., 2003) 
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O ensaio Double-site Enzyme-linked LDH Immunodetection (DELI) é bastante 

sensível e tem por finalidade mensurar a sensibilidade à droga in vitro do P. falciparum de 

forma mais fácil, rápida e com equipamentos mais simples que os exigidos para realizar os 

testes isotópicos. Em comparação com este último, densidades mais baixas do parasito podem 

ser testadas pelo DELI (até 0,005%), aumentando assim o número de amostras que podem ser 

avaliados (BROCKMAN et al., 2004; BARENDS et al., 2007) 

O teste de atividade enzimática do pLDH é baseado na observação de que a enzima 

LDH do P. falciparum possui a capacidade de usar rapidamente o 3-acetilpiridina adenina 

dinucleotídeo (APAD) como uma coenzima na reação, que leva à formação de piruvato a 

partir do lactato. Já a LDH da hemácia humana executa esta reação de forma mais lenta na 

presença de APAD. O desenvolvimento da APADH é então quantificado e faz-se uma 

correlação entre os níveis de parasitemia e a atividade do LDH do parasita. A reação leva a 

formação de APAD reduzida, a qual reduz o NBT (Nitro Blue Tetrazolium) formando um 

derivado formazan azul, detectável a λ 650 nm (DEHARO et al., 2000; NKHOMA et al., 

2007). 

Um teste que tem sido bastante utilizado, ultimamente, para a avaliação do mecanismo 

da atividade antiplasmodial é o teste de inibição da polimerização do heme. O P. falciparum 

em sua fase eritrocitária utiliza a hemoglobina como fonte de aminoácidos deixando livres os 

grupos hemínicos, que são tóxicos ao parasito. A forma encontrada para se proteger da ação 

oxidante dos grupos porfirínicos foi polimerizar os grupos heme formando hemozoína 

(DEHARO et al., 2000, EGAN et al., 2008).  

O grupo heme apresenta-se química e estruturalmente semelhante à hemina que é 

utilizada como base no ensaio para avaliação da polimerização. Drogas inibitórias dessa 

reação são consideradas potencialmente antimaláricas. Pesquisas têm mostrado que 

antimaláricos com estruturas de endoperóxidos e quinolínicos (como a quinidina, 

halofrantina, destutilhalofrantina, mefloquina, quinacrina, amodiaquina pironaridina, quinina, 

primaquina, cloroquina) inibem o processo de cristalização, originando quantidades de 

hematina livre que são tóxicas ao parasito (EGAN et al., 1999, 2001; DORN et al., 1998) 

É um ensaio espectrofotométrico baseado na incubação da hemina com as amostras 

avaliadas, sendo a diferença de solubilidade da hemina e da β-hematina em diferentes 

veículos (DMSO e NaOH) o fator preponderante na avaliação da resposta farmacológica 

(GARAVITO et al., 2002; 2006). 

O princípio básico deste ensaio consiste em gerar um ambiente similar ao do vacúolo 

digestivo do parasito em placa de 96 poços, condições essas em que a hemina (ou hematina) 
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comercial, dão origem a cristais. O objetivo final deste teste é encontrar substâncias que 

possam efetivamente acumular-se nos vacúolos digestivos do parasito e gerar mudanças no 

ambiente físico-químico necessário para a biocristalização ou interagir com o heme para 

impedir sua biocristalização, as quais representariam grande potencial antimalárico, uma vez 

que se trata de um processo crítico para o desenvolvimento do parasito. Porém, este ensaio 

trata-se de um processo in vitro que simula as condições de biocristalização a um nível de 

interação entre os componentes já em mistura, sem levar em consideração que uma substância 

que eventualmente apresente atividade, deverá atravessar pelo menos três tipos de membranas 

antes de chegar ao seu sítio ativo de ação: membrana do eritrócito, membrana do parasito e 

membrana do vacúolo digestivo (PARAPINI et al., 2000; EGAN et al., 2001; GARAVITO et 

al., 2006). 

 

2.9.2. Método in vivo 

Quatro espécies de parasitos causadores de malária extraídos de roedores africanos 

foram adaptadas para o crescimento em camundongos, sendo eles: P. berghei, 1948; P. 

chabaudi, 1965; P. vinckei, 1952; e P. yoelii, 1965. Estes modelos de parasitos tornaram-se 

amplamente utilizados especialmente devido à facilidade de manuseio e de criação de ratos e 

camundongos em laboratório. Além disso, o modelo de malária animal permite compreender 

a biologia e patologia da malária e, ainda, é uma ferramenta potente na avaliação 

farmacológica de novas alternativas terapêuticas para o tratamento desta doença. Mesmo que 

o sistema imune dos roedores e a farmacocinética dos fármacos neles se diferenciem dos 

humanos, tem-se observado a mesma sensibilidade aos fármacos por parte dos Plasmodium 

de roedores e de humanos e todas as espécies de Plasmodium têm ciclos biológicos 

comparáveis (NOGUEIRA & ROSÁRIO 2010). 

Cada uma das quatro espécies de malária de roedores tem características similares a 

quatro espécies de malária humana, o que as torna adequadas para o estudo paralelo. São 

usados como modelo, por exemplo, a variação antigênica de P. chabaudi (PHILLIPS, 1997), 

os testes in vivo com drogas e P. berghei (VAN VIANEN, 1993) ou P. chabaudi (ANCELIN 

et al., 2003), malária cerebral com P. berghei ANKA (BAGOT et al., 2004), vacinas em 

estágio pré-eritrocítico com P. yoelli (BECKER et al., 1998) e cronobiologia com P. vinckei 

(GAUTRET et al., 1995). 

Um dos testes in vivo mais utilizados na avaliação da atividade antimalárica é o teste 

de Peters (PETERS, 1975). Em síntese, fêmeas de camundongos são infectadas por parasitos 

de roedores e as doses diferentes de tratamento são ministradas logo após a infecção, no dia 0, 
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e são repetidas uma vez a cada um dos 3 dias subsequentes. No 5° dia pós-infecção, a 

parasitemia é avaliada e a inibição ou não causada pelas amostras é calculada a partir da 

comparação do grupo tratado com o grupo controle negativo. Além disso, acompanham-se os 

sintomas apresentados por cada animal de cada grupo e a sobrevida dos mesmos, podendo 

assim, ter uma ideia da possível toxicidade da amostra testada (CORRALES et al., 2011)  
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3. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

 

Caracterização fitoquímica e verificação da atividade biológica in vitro e in vivo, 

antiplasmodial / antimalárica e antioxidante, dos extratos e frações semipurificadas dos galhos 

de Andira nitida (Fabaceae).  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Obter os extratos e as frações enriquecidas a partir dos galhos de Andira 

nitida. 

 

 Registrar o perfil químico de extratos e frações dos galhos de A. nitida, 

através de técnicas cromatográficas (CCD e CLAE). 

 

 Quantificar os teores totais das principais classes de metabólitos 

secundários presentes na espécie.  

 

 Estabelecer o potencial antioxidante do extrato hidroalcoólico e frações 

por meio dos ensaios espectrofotométricos de redução do radical 1,1-difenil-2-

picrilidrazila (DPPH), determinação da capacidade antioxidante equivalente ao trolox 

(TEAC) e quantificação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico formadas na 

peroxidação de lipossomos. 

 

 Verificar o potencial antiplasmodial / antimalárico dos diferentes 

extratos e frações semipurificadas através dos testes de inibição do crescimento do P. 

falciparum em culturas in vitro e de atividade inibitória sobre a polimerização do 

heme (FBIT). 

 

 Avaliar a atividade antimalárica in vivo das amostras consideradas mais 

promissoras através do teste supressivo de quatro dias (Teste de Peters). 
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 Correlacionar os teores de metabólitos secundários determinados das 

amostras com o potencial para as atividades antioxidante e antimalárica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Caracterização Química da espécie vegetal Andira nitida 

4.1.1. Material vegetal 

O material botânico de Andira nitida Mart. ex Benth foi coletado em ambiente de 

restinga no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, no município de Quissamã, norte do 

estado do Rio de Janeiro. A planta foi identificada pela Profª Drª Tatiana Ungaretti Paleo 

Konno e uma amostra-testemunho foi depositada na Coleção Botânica do Núcleo em 

Ecologia e Desenvolvimento Socioambiental (NUPEM/UFRJ), vinculada ao Herbário do 

Instituto de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (RFA) sob o número RFA 

38754. Para a realização do presente trabalho, dispomos de autorização para atividades com 

finalidade cientifica, contemplando acesso ao patrimônio genético SISBIO n° 33799-1 e 

010212/2012-4, respectivamente. 

4.1.2. Equipamentos e reagentes 

 ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) sal diamônio 

Sigma Aldrich 

 Acetato de etila P.A / ACS. Vetec / TEDIA 

 Acetonitrila Grau HPLC Tedia 

 Ácido acético glacial All Chemistry do Brasil 

 Ácido ascórbico Sigma Aldrich 

 Ácido clorídrico 37% Isofar 

 Ácido gálico Vetec 

 Ácido p-cumárico 

 Ácido sulfúrico P.A. / ACS 97% Vetec 

 Ácido tânico Sinth 

 Ácido tiobarbitúrico Isofar 
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 Água ultrapura 

 Álcool etílico P.A./ ACS Vetec, Isofar, Tedia 

 Álcool metílico P.A. / ACC Vetec, Isofar, CRQ, Tedia 

 Anisaldeído Fluka 

 Apigenina Fluka  

 Balança Analítica Mettler Toledo 

 Biochanina A Sigma Aldrich 

 BHT Sigma Aldrich 

 Catequina Sigma Aldrich 

 Carbonato de sódio anidro Vetec 

 Centrífuga Fanem 206 

 Cloreto de alumínio anidro Carlo Erba Reagenti 

 Cloreto de férrico hexaidratado (III) Vetec  

 Clorofórmio P.A. / ACS Vetec, CRQ, Tedia 

 Cloroquina sal difosfato Sigma Aldrich 

 Cumarina Fluka 

 Diclorometano P.A./ ACS  Impex, Tedia 

 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Sigma Aldrich 

 DMSO (dimetilssulfóxido) Tedia / Sinth 

 Espectrofotômetro Shimadzu UV 1800 

 Eugenol Vetec 

 Extrato de Cérebro Bovino Sigma Aldrich 
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 Extrato seco padronizado de Gingko biloba Deg 

 Hemina Sigma Aldrich (80%) 

 Hexano ACS / P.A. Tedia / Vetec 

 Hidróxido de potássio Vetec 

 n-Butanol P.A. Carlo Erba  

 Perssulfato de sódio Sigma Aldrich 

 Piridina P.A. Merck 

 Placa aquecedora Micro Química MQAMA 301 

 Propilgalato Sigma Aldrich 

 Quercetina diidratada Fluka 

 Reagente Folin Ciocalteau Haloquímica  

 Rotavapor Büchi R-114 

 Rutina Fluka 

 Tampão Fosfato Sigma Aldrich 

 Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido carboxílico) Sigma 

Aldrich 

 Ultrassom Unique USC 700 

 Vanilina Fluka  

 Vórtex Phoenix Luferco AP56 
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4.1.3. Obtenção dos extratos e frações semipurificadas 

Após a coleta, o material vegetal sofreu uma triagem para retirar sujidades, sendo as 

folhas separadas dos galhos. 

Para o desenvolvimento desta proposta escolheram-se os galhos como material de 

partida. Para tanto, os galhos foram secos em estufa com circulação de ar a temperatura de 

40°C por tempo necessário até que ficassem desidratados. Em seguida, os galhos secos foram 

triturados em moinho de facas, resultando em um total de 1,411 Kg de material seco e 

triturado. 

O material vegetal seco e triturado foi submetido ao processo de extração em 

percolador com hexano:diclorometano (Hex:DCM) 8:2. Após esta etapa, prosseguiu à 

extração exaustiva com etanol:água (EtOH:H2O) 8:2. Os filtrados destas extrações foram 

recolhidos e o solvente orgânico evaporado sob vácuo, a uma temperatura entre 30 a 40°C, 

fornecendo os extratos brutos Hex:DCM (extrato lipofílico) e um concentrado aquoso do 

extrato EtOH:H2O (extrato hidroalcoólico). 

Após a obtenção do extrato lipofílico dos galhos, o concentrado aquoso obtido do 

extrato bruto hidroalcoólico dos galhos foi liofilizado, resultando em um total de 80g final, o 

qual foi posteriormente fracionado em 3 etapas (sendo uma partida de 10g, outra de 50g e 

outra de 17g de amostra), por extração sólido-líquido, em ultrassom por 20 min, com 

solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, clorofórmio, acetato de etila e butanol. 

Esse processo, após evaporação dos solventes sob pressão reduzida, rendeu as frações em 

hexano (FHA), em clorofórmio (FCA), em acetato de etila (FAEA) e em butanol (FBA) 

(Figura 22). O resíduo após as partições do liofilizado (REEAA) foi mantido para os testes 

químicos biológicos.  
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Figura 22: Obtenção das frações a partir dos galhos de Andira nitida. 
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4.1.4. Determinação do perfil químico dos extratos e frações semipurificadas por 

Cromatografia em Camada Delgada  

Para a verificação dos perfis em cromatografia em camada delgada (CCD), os 

extratos brutos secos e as frações foram ressuspendidos em diclorometano e/ou metanol, 

resultando em soluções a 10mg/mL, sendo aplicados 5μL de cada uma das soluções dos 

extratos nas cromatoplacas de sílica gel 60 F254 Merck
®
. Foram usados como referências de 

comparação, soluções a 5mg/mL de eugenol, cumarina, apigenina, referência de esteróide, 

quercetina, esparteína, catequina, ácido cumárico, ácido tânico e referência de terpenos.  

Após a aplicação das amostras e padrões, as cromatoplacas foram eluídas em 

diferentes sistemas eluentes, a saber: Hex:CHCl3 7:3, Hex:AcOEt 8:2, Hex:AcOEt 1:1, 

CHCl3:MeOH 9:1, CHCl3:MeOH 6:4, BuOH:CH3COOH:H2O 4:1:1 e 

AcOET:HCOOH:CH3COOH:H2O 100:11:11:27. 

Após o desenvolvimento, as cromatoplacas secas foram visualizadas sob luz 

UV Camag
®
 (254 e 366nm) e em seguida foram reveladas com diversos reveladores de 

variada seletividade como sulfato cérico (revelador geral), anisaldeído sulfúrico (maior 

sensibilidade para terpenos), vanilina sulfúrica (terpenos, fenóis), FeCl3 10% (derivados 

fenólicos), Dragendorff (alcaloides), NP-PEG (flavonoides) e KOH 1N (cumarinas). 

 

Reagentes químicos de detecção:  

 

Anisaldeído sulfúrico 

0,5 g de anisaldeído foram dissolvidos em 10 mL de ácido acético glacial. 

Adicionaram-se 85 mL de metanol, em seguida 5 mL de ácido sulfúrico concentrado. 

 

Cloreto Férrico 10% (FeCl3 10%) 

10 g foram dissolvidos em 100 mL de etanol. 

 

Dragendorff  

Solução A: 0,85 g de nitrato básico de bismuto foram dissolvidos em 10 mL de 

ácido acético glacial juntamente com 40 mL de água destilada. 
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Solução B: 8 g de iodeto de potássio foram dissolvidos em 30 mL de água 

destilada. 

Solução-estoque: Misturou-se 1:1 da solução A com B. 

Solução de vaporização: 1 mL da solução estoque com 2 mL de ácido acético 

glacial, em seguida 10 mL de água destilada foram acrescentados. 

 

Hidróxido de Potássio 1N 

0,56 g de Hidróxido de potássio foram dissolvidos em 100 mL de água 

destilada. 

 

Reagente Produto natural - difenilborato de aminoetanol - (NP/PEG) 

Solução I: Dissolveu-se 1g de ácido difenilbórico em 100 mL de metanol. 

Solução II: 5 g de Polietilenoglicol 4000 foram dissolvidos em 100 mL de 

etanol. 

Solução de vaporização: Aplicou-se primeiramente a solução de ácido 

difenilbórico na cromatoplaca, em seguida a solução de PEG 4000.  

 

Sulfato Cérico 

Foram dissolvidos 2 g de sulfato cérico em 55 mL de ácido sulfúrico 

concentrado, completando o volume para 1000 mL com água destilada. O 

procedimento foi efetuado em capela com auxílio de banho de gelo. 

 

Vanilina sulfúrica 

Solução I: 5 mL de ácido sulfúrico em 95 mL de etanol. 

Solução II: 1 g de vanilina foi dissolvido em 100 mL de etanol. 

Solução vaporização: Misturou-se 1:1 as soluções I e II na hora do uso. 

 

4.1.5.  Verificação do perfil cromatográfico das amostras por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

As análises foram realizadas no laboratório de Fitoquímica da Faculdade de Farmácia 

da UFMG, Belo Horizonte, em um sistema de cromatografia de alta eficiência (LC-DAD) 

Waters modelo 2695 com detetor de arranjos diodos modelo 2996, equipado com 
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degaseificador a vácuo, bomba quaternária, injetor de amostra automático e forno para coluna. 

Foi usada coluna de fase inversa de sílica RP-18 Lichrospher® 100 (125 mm x 4 mm, 5 µm, 

Merck) em combinação com pré-coluna LiChrospher® 100 Rp-18 (4 x 4 mm d.i., 5µm; 

Merck). Volume de injeção de 10 µL e fluxo de 1 mL/min. A detecção foi realizada através de 

arranjo de fotodiodos (PDA) na faixa de  λ 210-600 nm  

Diversos sistemas eluentes e condições cromatográficas de análise foram testados, a 

fim de ser obtido o melhor perfil de separação das substâncias presentes nas amostras: 

 A eluição no modo gradiente no Perfil 1 empregou H2O (A) e Metanol (B), 

utilizando as seguintes condições: 15% (B) em 5 min, 15 a 95% (B) em 50 

min, 95% (B) em 5 min, 95% a 5% (B) em 5 min e 15% (B) em 5 min. 

Temperatura da coluna: 40°C. 

 A eluição no modo gradiente no Perfil 2 empregou H2O (A) e Metanol (B), 

utilizando as seguintes condições: 90 A 10% (B) em 40 min, 95% (B) em 5 

min, 95 a 10% (B) em 5 min, 10% (B) em 5 min. Temperatura da coluna: 

30°C. 

 A eluição no modo gradiente no Perfil 3 empregou H2O + 1% de H3PO4 0,1N 

(A) (pH=3,6) e ACN + 1% de H3PO4 0,1N (B), utilizando as seguintes 

condições: 20% (B) em 5 min, 20 a 30% (B) em 25 min, 30 a 55% (B) em 25 

min, 55% (B) em 10 min e 55 a 20%  (B) em 5 min. Temperatura da coluna: 

40°C. 

 A eluição no modo gradiente no Perfil 4 empregou H2O + 0,06 % de 

CH3CH2OH (A) e ACN (B) (Liu et al., 2009), utilizando as seguintes 

condições: 10% (B) em 55 min, 10 a 90% (B) em 10 min. Temperatura da 

coluna: 25°C. 

 

As amostras foram preparadas a 10,0 mg/mL (extratos e frações semipurificadas) 

solubilizadas em metanol com auxílio de banho ultrassom e centrifugadas a 10.000 rpm, 

sendo usado o sobrenadante para as análises. As amostras de referência para comparação 

foram preparados também em metanol em concentrações de 0,5 a 1 mg/mL, sendo estes: 

orientina, isoorientina, apigenina, canferol, vitexina, delfinidina, (-) epigalocatequina, (-) 

galocatequina, ácido gálico, luteolina, 7,3'-diidroxi-4'-metoxiisoflavona, formononetina, 

quercetina 3β-glicosilada e paulownina. 
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4.1.6. Determinação de conteúdo de derivados fenólicos totais 

 

Os extratos e frações foram pesados em triplicata (10mg) e solubilizados em MeOH 

para resultar soluções a 10mg/mL. Como o volume de reação final é de 5mL e são usados 

0,25 mL de amostra, a amostra é diluída 20 vezes; logo, as soluções de amostra foram 

preparadas em concentrações 20 vezes maior (0,4mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1mg/mL 

e 0,05mg/mL), diluídas em metanol. Desta forma, as soluções da amostra em MeOH foram 

testadas em concentrações finais de 20 - 2,5 µg/mL.  

O ensaio foi realizado conforme o descrito por Wettasinghe e Shahidi (1999), também 

Zielinski e Kozlowska (2000), com pequenas modificações. Misturou-se 0,25 mL (250 µl) de 

amostra com 0,25 mL (250 µL) de reagente de Folin-Ciocalteau, seguido de agitação leve; em 

seguida acrescentou-se 0,5 ml (500 µl) de solução Na2CO3 10% e 4 ml de H2O deionizada. 

Após homogenização, os tubos foram agitados vigorosamente em vórtex por 30’. Após 25 

min de repouso à temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a ~3500 rpm por 5 a 10 

min, sendo o sobrenadante utilizado para fazer a leitura em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 760 nm.  

Como controles foram efetuados a avaliação dos reagentes (Abs CR), onde 0,25 mL 

(250 µL) de reagente de Folin-Ciocalteu, 0,5 mL de Na2CO3 e 4,25 mL de H2O deionizada 

foram avaliados quanto sua absorvância. E o branco das amostras (Abs B), o qual consistiu de 

0,25 mL (250 µL) de amostra, 4,75 mL de H2O deionizada.  

Para expressar os resultados foram construídas curvas analíticas de ácido gálico e 

catequina. Três curvas analíticas em dias diferentes foram submetidas à análise de covariança. 

e, comprovando-se a ausência de diferença estatística entre as curvas analíticas obtidas. Os 

dados foram reunidos, obtendo-se dessa foram uma única curva analítica, cuja equação da 

regressão do melhor ajuste foi calculada, bem como o valor de correlação (R
2
). Para esta 

análise estatística utilizou-se o programa GraphPad Prism, versão 5 (2007) da GraphPad 

Software. 

Para a curva analítica de ácido gálico, 10mg foram pesados em triplicata, os quais 

foram diluídos em água (soluções-mãe a 10 mg/mL), a fim de que se atingisse as 

concentrações-teste 10, 25, 50, 75, 100 e 125 µg/mL. A curva analítica de catequina foi 



50 
 

elaborada tal qual a de ácido gálico, diferindo apenas nas concentrações-teste, as quais foram 

10, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 µg/mL.  

 

 

Análise estatística: 

Os teores de derivados fenólicos totais obtidos foram inicialmente submetidos a 

análise de variância (ANOVA) e posteriormente ao teste de Tukey (p<0,05) para comparação 

dos teores médios. As análises estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism, 

versão 5 (2007) da GraphPad Software. 

 

 

4.1.7. Quantificação de derivados flavonoídicos 

  

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando-se o método 

espectrofotométrico, após reação com cloreto de alumínio 8% (RUSAK et al., 1993; LEITE, 

2002; LUENGAS-CAICEDO, 2005) com pequenas modificações.  

Para determinar o comprimento de onda ideal, uma solução de biochanina A a 

30µg/mL foi utilizada para varredura em comprimento de onda de 500-200 nm no UV-Vis 

(Figura 23), no qual se observou o máximo de absorção em λ de 365 nm. Também foi 

avaliado o tempo da reação de complexação ideal para a quantificação dos derivados 

flavonoídicos, que consistiu na análise da cinética de reação com leituras em 

espectofotômetro em λ de 365 nm, a cada 10 min por 240 min. Após análise estatística 

(ANOVA) das médias das absorvâncias em cada leitura, verificou-se que não houve 

diferenças significativas nos tempos de leitura, optando-se, assim, por 40 min como o tempo 

ideal de leitura. 

A quercetina foi utilizada como segundo padrão para expressão dos resultados da 

quantificação de derivados flavonoídicos. Neste caso, apesar da absorvância máxima ter sido 

437 nm na varredura (500-200 nm UV-Vis), o comprimento de onda utilizado (415 nm) foi 

embasado no estudo de Chang e colaboradores (2002). 



51 
 

 

Figura 23: Varredura 500-200 nm da solução de biochanina 30 µg/mL (linha preta) e solução 

complexada com AlCl3 (curva azul), demonstrando a absorção a 365 nm (UVMax). 

 

O ensaio foi realizado com 3 repetições a partir 50 mg do extrato e das frações. Para 

cada réplica, a massa pesada da amostra foi transferida quantitativamente para um balão de 

fundo redondo de 125 mL, em seguida 12 mL de metanol foram adicionados. A mistura foi 

aquecida, sob refluxo, durante 30 minutos.  

Resfriou-se o extrato, sendo este filtrado através de algodão hidrófobo, recolhendo-se 

o filtrado, quantitativamente, em um balão volumétrico de 25 mL. Ao resíduo do material foi 

adicionado 10 mL de metanol por mais 30 min de refluxo. Em seguida a mistura foi filtrada, 

sendo reunido ao volume obtido anteriormente, completou-se o volume do balão com 

metanol. 

Para eliminação de carotenoides e clorofilas, as amostras foram submetidas ao 

processo de clarificação, no qual 15 mL do extrato foram tratados com 10 mL de 

diclorometano e 9 mL de água. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 3500 rpm por 

10 min, resultando em duas fases a superior (hidrometanólica) e a inferior (fase orgânica – 

diclorometano). Retirou-se a camada hidrometanólica (superior) com ajuda de uma pipeta e 

esta foi transferida para um tubo Falcon. 

A reação de coloração foi obtida em balão volumétrico de 10 mL, no qual foram 

adicionados 4,0 mL da solução hidrometanólica, 0,24 mL de ácido acético glacial, 4 mL de 

solução de piridina–metanol (20:80) e 1,0 mL de solução metanólica de cloreto de alumínio 



52 
 

anidro a 8%. O volume foi completado com metanol, resultando em solução final equivalente 

a 500 µg/mL. 

Agitou-se a mistura e após 30 minutos repouso, centrifugou-se a 5000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e realizou-se a leitura da 

absorvância da amostra no comprimento de onda de 365 nm, frente à solução de 

compensação.  

A solução de compensação foi preparada para anular a interferência da coloração 

natural do extrato ou fração. Para cada amostra preparo-se uma solução de compensação 

misturando-se 4,0 mL da solução hidrometanólica, 0,24 mL de ácido acético glacial, 4 mL de 

solução de piridina–metanol (20:80), diluindo para 10,0 mL com metanol. Agitou-se a 

solução e após 30 minutos repouso foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos, sendo em 

seguida, o sobrenadante utilizado para a leitura em espectrofotômetro.  

A curva analítica para flavonoides foi obtida a partir de uma solução estoque 500 

µg/mL de biochanina A (isoflavona) em metanol, em um balão volumétrico de 10 mL. 

Alíquotas da solução-mãe foram pipetadas a fim de que se obtivessem as seguidas 

concentrações finais: 1,5, 6, 18, 30, 42 e 54 µg/mL. Cada um destes volumes foi completado 

para 2,0 mL pela adição de metanol.  Em seguida, foram adicionados: 0,24 mL de ácido 

acético glacial, 4,0 mL de solução de piridina–água (20:80) e 1,0 mL de solução metanólica 

de cloreto de alumínio anidro 8% e o volume foi completado para 10,0 mL com água 

deionizada. De mesma foi preparada a curva de calibração de quercetina com concentrações 

finais de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 µg/mL, sendo a leitura efetuada em λ 415 nm. 

As soluções foram agitadas, sendo colocadas em repouso por 40 minutos. Depois deste 

período de tempo, mediu-se a absorvância de cada solução a 365 nm e 415 nm frente ao 

branco que constou de 0,24 mL de ácido acético glacial, 4,0 mL de solução de piridina–água 

(20:80) completando-se o volume água. 

 

Análises estatísticas 

Tanto para Biochanina A, como para Quercetina, três curvas analíticas foram 

construídas em dias diferentes. Mediante análise de covariância foi comprovada a ausência de 

diferença estatística entre as curvas analíticas obtidas e, assim, elas foram reunidas em uma 

única curva, cuja equação da reta de melhor ajuste foi calculada pelo método dos mínimos 

quadrados. 
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Os resultados do doseamento foram submetidos à análise estatística por ANOVA 

seguida pelo teste de Tukey para comparação das médias. As análises estatísticas forma 

realizadas pelo programa GraphPad prism, versão 5 (2007) da GraphPad Software. 

 

 

4.1.8. Correlação entre os teores de derivados fenólicos e a atividade 

antioxidante pelo método DPPH. 

  

 Para verificar a possível correlação entre os teores médios dos metabólitos 

secundários, derivados fenólicos, e a atividade antioxidante pelo método DPPH dos extratos e 

frações semipurificadas de galhos de Andira nitida, calculou-se o coeficiente de correlação de 

Pearson (SAMPAIO, 2012). 

 

 4.1.9. Correlação do teor de derivados flavonoídicos expressos em 

biochanina A e quercetina com os valores TEAC encontrados para as amostras 

  

 Para verificar a possível correlação entre os teores médios dos isoflavonoides e 

flavonoides e a atividade antioxidante determinada pelo TEAC dos extratos e frações 

semipurificadas de galhos de Andira nitida, calculou-se o coeficiente de correlação de 

Pearson (SAMPAIO, 2012). 

 

 

4.2. Atividades Biológicas da espécie vegetal Andira nitida 

 

4.2.1. Verificação do potencial antioxidante dos extratos e frações 

4.2.1.1. Bioautografia em placa de sílica gel revelada com solução de 1,1-

difenil-2-picrilidrazila (DPPH) 

A capacidade antioxidante do extrato hidroalcoólico dos galhos de A nitida, suas 

frações purificadas e o resíduo aquoso resultante do processo de partição foram avaliados 

quanto à presença de substâncias antioxidante através de bioautografia em CCD sobre sílica 

gel, revelada com solução de DPPH a 0,2% em metanol. Foram utilizados diversos sistemas 

eluentes para que fosse encontrado o melhor perfil de separação das amostras. 

 



54 
 

4.2.1.2. Ensaio espectrofotométrico de redução do radical 1,1-difenil-2-

picrilidrazila (DPPH) 

O DPPH, quando em solução, tem uma coloração violeta com forte absorção em torno 

de 515 - 517 nm e apresenta paramagnetismo conferido pelo elétron não emparelhado. Assim, 

ao receber um elétron, seu elétron passa a ser pareado, tornando-se uma molécula 

diamagnética e a absorção característica desaparece. A descoloração resultante está 

relacionada estequiometricamente com o número de elétrons aceitos e, assim, a atividade 

antioxidante de uma amostra pode ser expressa em função da sua capacidade de provocar um 

decréscimo na absorção (a 515 - 517 nm) de uma solução de DPPH a uma determinada 

concentração (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). 

 Para o ensaio, foram preparadas soluções das amostras a serem testadas, em EtOH, 

em concentrações finais variadas, 50,0 a 2,0 g / ml, a fim de se verificar a faixa de 

linearidade. 

A solução de DPPH (PM= 394,32) foi preparada na concentração de 0,3mM em EtOH 

em balão volumétrico de 100 mL e protegido da luz. Foi analisado seu espectro no UV 

ajustando a concentração da solução para obter-se absorvância inferior a 0,8, no comprimento 

de onda escolhido, dentre a faixa de 515 a 517 nm. Alíquotas de 2,5 ml de cada uma das 

soluções de amostra foram transferidas para os frascos (branco e teste), que estavam 

protegidos da incidência de luz com papel alumínio. A seguir, adicionou-se aos frascos 

contendo amostras-teste, 1 mL da solução de trabalho de DPPH. 

A solução controle do ensaio foi preparada adicionando-se 1 mL das solução de 

trabalho de DPPH a 2,5 mL de EtOH. Aos brancos de cada solução da amostra, foram 

adicionados 1 mL de EtOH ao invés de solução de DPPH. 

Os frascos foram mantidos ao abrigo da luz por um período de 30 minutos e, então, 

procederam-se as leituras das absorvâncias no comprimento de onda escolhido. Como 

controles positivos foram utilizados o extrato seco de Ginkgo biloba (75 a 2,5 g/ml) e 

quercetina padrão (5 a 0,5 g / ml). 

As amostras foram analisadas em triplicata e a média dos percentuais da AAO 

(%AAOM) das amostras, em cada uma das concentrações testadas, foi calculada utilizando a 

seguinte equação: 

Atividade Antioxidante (%) = 100x
A

AA

Controle

AmostraControle
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Em que AAmostra é a absorbância da solução de DPPH com a amostra; AControle é a 

absorvância do DPPH com EtOH, sem adição amostra. 

 

Análise estatística: 

A eficiência antirradicalar foi estabelecida utilizando a análise de regressão linear no 

intervalo de confiança de 95% (p<0,05). Os resultados foram expressos através do valor da 

concentração efetiva 50% (CE50), que representa a concentração da amostra necessária para 

neutralizar 50% dos radicais de DPPH. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, 

menor será a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante. Os valores de CE50 das amostras 

foram inicialmente submetidos a análise de variância (ANOVA) e posteriormente ao teste de 

Tukey para comparação das concentrações médias de cada amostra e destas com as amostras 

de referência. As análises estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism, versão 

5 (2007) da GraphPad Software. 

 

4.2.1.3. Método colorimétrico de redução do ABTS∙
+
 (determinação da 

capacidade antioxidante equivalente ao trolox - TEAC) 

 

O ensaio TEAC descrito por Van den BERG et al. (1999) e por RE e colaboradores 

(1999) foi utilizado aqui com pequenas modificações. Uma solução estoque de ABTS
∙+

 foi 

preparada no dia anterior ao ensaio (12 a 16 horas antes), a partir da mistura de uma solução 

de sal diamônio do ABTS a 7mM com uma solução de perssulfato de potássio (cuja 

concentração final seja 2,5 mM). Essa solução foi deixada no escuro, por uma noite, para que 

o radical cátion ABTS
∙+

 fosse formado. A solução de trabalho foi preparada misturando-se a 

solução estoque de ABTS
∙+

 com metanol de forma que a absorbância em 734 nm fosse 0,7  

0,02 (concentração de ABTS
∙+

 aproximadamente de 47 µM). 

Uma solução estoque de Trolox 5 mg/mL em MeOH foi preparada e, a partir da 

diluição desta, obtiveram-se concentrações-teste variando de 0,75 a 6 µg/mL. 

As amostras foram preparadas em diferentes concentrações (0,78 a 50 µg/mL), sendo 

o metanol o solvente escolhido. 30 µL de solução amostra ou do padrão Trolox, nas 

concentrações testadas, foram misturados com 2970 µl da solução de trabalho ABTS
∙+

. Em 

seguida, as absorbâncias em 734 nm foram obtidas (Absteste) em função do tempo (a cada 30 

segundos, durante 5 minutos de reação). Uma solução de MeOH (30 µl) e ABTS
∙+

 (2970 µl) 
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foi usada como controle (Abscontrole). Também foi avaliado um branco do solvente usado nas 

diluições das amostras e do Trolox (MeOH). 

Todas as amostras foram testadas com três repetições independentes.  

A unidade de atividade é TEAC, a qual é adimensional, pode ser definida como a 

concentração milimolar (mmol/l) de Trolox que tem a capacidade antioxidante equivalente a 

uma solução 1,0 milimolar (mmol/l) da amostra analisada (MILLER e RICE-EVENS, 1996) 

ou como a concentração da substância antioxidante que dá a mesma porcentagem de inibição 

da absorbância do ABTS
∙+

 em 734 nm que uma solução Trolox a 1,0 mM, em um tempo 

determinado (RE et al., 1999). 

                        

 

                         Abs(controle)   -   Abs(teste)  

% Inibição  =                                           x 100 

                                     Abs(controle) 

 

Para evitar a supra ou subestimação da atividade antioxidante e ter em conta os 

potenciais efeitos secundários dos produtos antioxidantes, as porcentagens de inibição são 

calculadas usando-se uma “rede” das áreas integradas sob as curvas de decaimento de 

absorvância (AUC) para cada concentração de amostra, branco e Trolox, testadas, levando-se 

em consideração as absorvâncias medidas a 734 nm de 30 em 30 segundos em um tempo total 

de 5 minutos de reação. Representa-se, assim, o tempo de latência, velocidade inicial, e a 

extensão total de inibição em um único valor. Os gráficos das porcentagens de inibição assim 

calculadas versus as concentrações testadas foram construídos para obter-se, através do 

método dos mínimos quadrados, a equação do gráfico, determinando-se desta forma, o 

coeficiente de inclinação para cada amostra testada e para o Trolox, o qual representa a 

magnitude da interferência da variante X (concentração) sobre a variante Y (% de inibição da 

formação do radical ABTS
.+

). 

O valor TEAC foi obtido comparando-se o coeficiente de inclinação da amostra em 

relação ao Trolox. 

 

Análise estatítisca 

Após o cálculo do valor de TEAC pelas inclinações das retas do Trolox e das 

amostras, os valores encontrados foram comparados, inicialmente submetidos a análise de 

variância (ANOVA) e posteriormente ao teste de Tukey. As análises estatísticas foram 

realizadas pelo programa GraphPad Prism, versão 5 (2007) da GraphPad Software. 
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4.2.1.4. Quantificação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico formadas 

na peroxidação de lipossomos 

 

Esse ensaio visa avaliar a atividade protetora da amostra sobre a peroxidação lipídica 

de lipossomos de cérebro bovino que tem como um dos produtos finais o malondialdeído. Os 

lipossomos gerados a partir de cérebro bovino são oxidados usando uma fonte de ferro 

(cloreto férrico) e ácido ascórbico, resultando na formação de malondialdeído, que reage com 

o ácido tiobarbitúrico (TBA) a altas temperaturas (85 – 90
0
C) e em meio ácido, formando um 

produto de coloração rosa que pode ser detectado em espectrofotômetro, na região de 

ultravioleta, usando um comprimento de onda de 532 nm. 

Esse ensaio avalia a atividade protetora dos extratos sobre a peroxidação lipídica de 

lipossomos de cérebro bovino (HOUGHTON et al. 1995). Os lipossomos foram gerados a 

partir de cérebro bovino em tampão fosfato (PBS), incubados com soluções de FeCl3 1mM e 

ácido ascórbico 1mM, na presença das frações em clorofórmio e em hexano (10-0,156 

mg/mL), ou dos controles positivos (extrato padronizado de Ginkgo biloba e propilgalato 

1x10
-4

 M) ou na ausência deles, por 20 minutos a 37°C. Em seguida, foram adicionados a 

todos os tubos solução de BHT a 10% em EtOH (para paralisar a reação de peroxidação 

lipídica), ácido tiobarbitúrico a 1% p/v em NaOH 50 mM (TBA) e HCl 1%. Os tubos de 

ensaio foram levados a banho-maria a 85 – 90°C, por 30 minutos. Após resfriamento 

completo, adicionou-se 2,5 ml de BuOH a todos os tubos. Em seguida, os tubos foram 

agitados e centrifugados a 3.500 rpm por 10 minutos. As fases butanólicas foram retiradas e 

transferidas para cubetas e procederam-se as leituras das absorvâncias em λ 532 nm. A adição 

de um antioxidante impede a formação de radicais livres, portanto, previne a peroxidação 

lipídica e, consequentemente, a intensidade da coloração da solução de reação com ácido 

tiobarbitúrico diminuirá. A determinação da atividade protetora da amostra sobre a 

peroxidação dos lipossomos bovinos foi feita através da fórmula abaixo e foi expressa como 

percentual de inibição: 

 

% inibição = 100 x (RT – BCO) – (TA – BA – BCO) 

     (RT – BCO) 

onde,  
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RT= reação total: é medida numa solução contendo o mesmo solvente usado para dissolver as 

amostras, lipossomos, FeCl3 e ácido ascórbico. Nesse caso, mede-se a reação total de 

peroxidação dos lipossomos. 

BCO= branco: o ensaio em branco consta de uma solução contendo apenas lipossomos e 

água, o que elimina a interferência dos lipossomos na medida da absorvância. 

TA = tubo teste amostra: para os tubos testes, acrescenta-se a amostra, lipossomos, FeCl3 e 

ácido ascórbico. 

BA = branco amostra: elimina interferência da amostra na determinação da absorvância. 

Para esse teste, usou-se extrato etanólico padronizado de Ginkgo biloba comercial e 

solução de propilgalato, antioxidantes naturais bastante conhecidos, como referências para 

comparação e positivo, respectivamente. 

 

Análise estatística 

 Através dos logaritmos das concentrações empregadas, o gráfico da % de 

inibição vs log da concentração foi construído, a fim de que se obtivesse a equação de melhor 

ajuste para as 3 repetições, através do método dos mínimos quadrados, e desta forma calcular 

a CE50 das amostras. O resultado final foi obtido a partir das CE50 da triplicata que é expresso 

como a média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada por ANOVA seguida do 

teste de Tukey para a comparação final das médias. 

 

4.2.2. Verificação do potencial antimalárico dos extratos e frações 

4.2.2.1 Teste de inibição do crescimento do P. falciparum em culturas in vitro 

(Teste LDH)  

 

Os testes in vitro dos extratos, frações e produtos naturais foram realizados em 

colaboração com a Faculdade de Farmácia, Laboratório de Fitoquímica da UFMG. O 

experimento foi realizado com hemácias infectadas por P. falciparum, clone W2, resistente à 

cloroquina, através do método do LDH (MAKLER et al.,1993). Resumidamente, 20L de 

cada diluição dos compostos testados foram colocados em microplacas de 96 poços, em 

triplicata, onde já se encontravam 180l da suspensão de hemácias infectadas (2% 

hematócrito, 1% de parasitemia), provenientes de um cultivo mantido no laboratório de 
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Bioensaios da UFMG.  As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC por 

48h na presença dos extratos. Após esse período as microplacas foram congeladas (-20ºC por 

no mínimo 24h), para promover a lise das hemácias. O lisado celular foi transferido para 

placas de 96 poços, aos quais se adicionaram 100µL de reagente Malstat e 25µL de reagente 

NBT/PES. Após 1h de incubação, a absorbância das placas foi medida em espectrofotômetro 

a  λ 540nm. 

Os percentuais de redução do crescimento dos parasitos foram calculados a partir da 

absorvância.  

  

4.2.2.2. Teste espectrofotométrico de inibição da polimerização da 

ferriprotoporfirina (FBIT) ou inibição da polimerização do heme 

 

Para padronização de tal técnica na Faculdade de Farmácia da UFJF foram usadas 

amostras cloroquina trazida da Colômbia e cloroquina Merck para comparação, além do teste 

das várias condições e variáveis (concentração e lotes de hemina, concentrações da 

cloroquina, tipos de placas, velocidade e força de centrifugação, etc), a fim de estabelecer e 

otimizar a técnica segundo as condições dos laboratórios da UFJF. 

O teste consiste em um ensaio colorimétrico para avaliação da inibição de 

polimerização do heme proposto por Garavito e colaboradores (2006). Assim, a fim de 

determinar a CI50 de cada extrato e fração semipurificada foram preparadas diferentes 

concentrações que variaram de 40 mg/mL a 0,156 mg/mL, com três repetições. 

Em placas de 96 poços, foram acrescentadas em cada poço as soluções: 50 µl de 

solução de hemina 0,25 mg/mL (recentemente diluída em DMSO), 100 µL de tampão acetato 

de sódio (pH 4,45) e 50 µL de solução de amostra ou 50 µL de controle (DMSO/cloroquina). 

Soluções de cloroquina em diversas concentrações (0,05-0,01 mg/mL), foram 

dissolvidas em água deionizada, sendo o controle positivo do teste. Como controle negativo 

foi usado o DMSO. Todas as concentrações foram avaliadas em 8 réplicas. 

Após a adição das soluções-reagente e as amostras, as microplacas foram agitadas 

suavemente por 3 a 5 min e incubadas a 37
0
C por 18-22 horas. Ao final desse período, foram 

centrifugadas a 800 gravidades durante 5 min. O sobrenadante foi, então, descartado 

manualmente. O precipitado foi resolubilizado em 200 µL de DMSO para remover o excesso 

de hemina. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 800 g durante 5 min. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado manualmente, e o precipitado de β-hematina foi 

dissolvido em 200 µL de solução de NaOH 0,1M na mesma placa, a qual foi levada a agitação 
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suave por 30 segundos. A quantificação espectroscópica foi realizada em λ 405 nm em leitor 

de microplacas.  

A porcentagem de inibição da cristalização de FPIX foi calculada mediante a seguinte 

equação: 

% Inibição = 100 x [(D.O. controle – D.O. extrato) / D.O. controle] 

Foi considerado ativo um extrato ou fração que apresentou um percentual de inibição 

da cristalização superior a 50% pelo menos para a concentração mais alta testada. 

 

 

Análise estatística: 

Através dos logaritmos das concentrações empregadas, o gráfico da % de inibição vs 

log da concentração foi construído, a fim de que se obtivesse a equação de melhor ajuste para 

as 3 repetições, através do método dos mínimos quadrados, e desta forma calcular a CE50 das 

amostras. O resultado final foi obtido a partir das CE50 da triplicata que é expresso como a 

média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada por ANOVA seguida do teste de 

Tukey para a comparação final das médias. 

 

 

4.2.2.3. Teste de Supressão da Parasitemia “in vivo” (Teste de Peters) 

 

O experimento foi realizado em colaboração com o Laboratório de Parasitologia 

ICB/UFJF, após aprovação pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (n° 055/2011 

e 056/2011). O protocolo do teste foi baseado no teste supressivo de Peters (PETERS et al., 

1975). As cepas do parasito foram mantidas por passagem de sangue de um camundongo 

infectado para aquele não infectado. O inoculo de P. berghei NK65 foi preparado para 1x10
5
 

parasitos/0,2 mL em solução de meio RPMI e soro fetal bovino. Os camundongos (n=40 

animais), fêmeas, pesando cerca de 28 g, foram infectados por via intraperitoneal. Eles foram 

randomicamente divididos em grupos com cinco animais por gaiola. Após 2h da infecção, os 

camundongos foram tratados com as amostras por quatro dias, recebendo 0,1 mL/dia por via 

oral (gavagem) nos dias 1-4. Cada grupo tratado recebeu: G1 - (controle negativo) óleo de 

gergelim + 5% de DMSO, G2 - Cloroquina 10mg/kg, G3 - FCA 50mg/kg, G4 - FCA 

100mg/kg, G5 - FCA 200mg/kg, G6 - FHA 200mg/kg, G7 - EHDA 200mg/kg e G8 - FAEA 

200mg/kg. No dia 5°, 7°, 9° e 12° do teste, esfregaços sanguíneos foram produzidos através 

do sangue obtido da ponta da cauda, sendo fixados com metanol e corados com Giemsa. A 
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parasitemia foi obtida por contagem em microscópio (aumento de 1000x) sendo determinada 

pelo número de hemácias infectadas usando como universo a quantidade de hemácias totais 

que varia de acordo com uma estimativa inicial de parasitemia: < 5%: 4 mil hemácias; 5-10%: 

3 mil hemácias; 10-20%: 2 mil hemácias e  > 20%: 1 mil.  

A supressão da parasitemia foi obtida pela comparação com o grupo controle negativo 

segundo a fórmula abaixo: 

 

     A – B  x 100 

                                                                   A 

 

 Onde A é a média da parasitemia do grupo controle negativo e B é média da 

parasitemia do grupo tratado. 

Com o intuito de se obter dados sobre a sobrevivência dos animais em decorrência do 

tratamento com as amostras avaliadas, os camundongos foram acompanhados até a morte. 

 

Análise estatística: 

Gráfico de comparação dos valores médios de porcentagem de inibição de cada grupo 

testado em cada dia de avaliação da parasitemia (5º, 7º, 9º e 12º) foi construído para 

comparação dos grupos teste com o grupo controle negativo (tratado com o veículo da 

amostra) e o grupo controle positivo (tratado com cloroquina a 10mg/Kg de peso do animal). 

 Para análise estatística dos dados in vivo foi utilizado o software GraphPad Prism 5, 

sendo utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney para comparação entre amostras 

independentes. 

 

4.2.3. Correlação da atividade antioxidante obtida pela quantificação das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (SRAT) e a atividade antimalárica pelo 

ensaio de inibição da polimerização da ferriprotoporfirina (FBIT), das frações em 

hexano (FHA) e em clorofórmio (FCA) 

Para verificar a possível correlação entre as atividades biológicas das frações 

semipurificadas de galhos de Andira nitida, calculou-se o coeficiente de correlação de 

Pearson (SAMPAIO, 2012). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Caracterização Química de A. nitida 

 

Obtenção dos extratos e frações semipurificadas a partir dos galhos de A. nitida 

 

Os extratos e frações semipurificadas foram obtidos conforme descrito na parte de 

Material e Métodos (p.44). O extrato hidroalcoólico dos galhos, após concentração sob 

pressão reduzida, foi liofilização gerando cerca de 80g de liofilizado, o qual foi submetido a 

extração sólido-líquido com solventes em ordem crescente de polaridade, rendendo 1,44% de 

fração em hexano (FHA), 2,18% de fração em clorofórmio (FCA), 1,41% de fração em 

acetato de etila (FAEA) e 8,51% de fração em butanol (FBA). O extrato lipofílico dos galhos 

e o resíduo proveniente do liofilizado após as partições tiveram rendimento de 0,66% e 

37,86%, respectivamente. 

 

Determinação do perfil químico dos extratos e frações semipurificadas por 

Cromatografia em Camada Delgada 

Uma vez que não se encontrou na literatura consultada, informações sobre a química e 

atividades biológicas para espécie A. nitida, procedeu-se a verificação do perfil químico dos 

extratos e frações semipurificadas obtidos, a fim de estabelecer parâmetros para a 

continuidade dos trabalhos. Para tanto, primeiramente foram obtidos diversos cromatogramas 

das amostras em placas cormatográficas de gel de sílica, eluídas em diferentes sistemas 

eluentes, visualizadas por diversos reveladores químicos e comparando-se com substâncias de 

referências de classes de metabólitos secundários (eugenol, cumarina, apigenina, esteróide, 

terpeno, quercetina, esparteína, catequina, ácido cumárico, ácido tânico), conforme descrito 

em Material e Métodos pág. 46. 

A visualização dos cromatogramas revelados com sulfato cérico, um revelador de uso 

geral, possibilita avaliar a complexidade das amostras. As soluções de anisaldeído sulfúrico e 

de vanilina sulfúrica permitem uma melhor visualização dos derivados terpênicos, bem como 

também para alguns derivados fenilpropanoídicos, como taninos, por apresentar maior 

sensibilidade a essas classes de metabólitos. A diferença entre esses dois reveladores é que no 

caso do anisaldeído sulfúrico, pode-se observar fluorescência da maioria das manchas sob luz 

UV em λ de 365 nm. O uso de solução de cloreto férrico auxilia na verificação da presença de 
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derivados fenólicos. Já o reagente de difenilboriloxietildiamina em polietilenoglicol (NP-

PEG) possibilita evidenciar a presença de derivados cumarínicos e flavonoídicos. Estes 

últimos se mostram como manchas fluorescentes de colorações que variam de acordo com a 

estrutura química do flavonoide. A pesquisa de derivados alcaloídicos e cumarínicos foi feita 

com o uso dos reagentes de Dragendorff e hidróxido de potássio, respectivamente.  

Com base na análise dos cromatogramas (Rf, coloração) e comparando-se com as 

amostras referências, foram identificados predominantemente metabólitos secundários de 

origem fenólica como os derivados flavonoídicos, visualizados através de manchas amarelo-

alaranjadas dotadas de leve fluorescência após a revelação com NP-PEG. Derivados 

terpênicos e esteroidais puderam ser visualizados como manchas roxas/róseas após revelação 

com anisaldeído e vanilina sulfúricos. Além dessas substâncias também foi visualizada a 

presença de taninos pela coloração escura na revelação com cloreto férrico (Tabela 2). 

Constatou-se, ainda, a ausência de alcaloides e derivados cumarínicos no extrato bruto 

hidroalcoólico de A. nitida e em suas frações semipurificadas. Estes resultados estão em 

conformidade com a literatura científica na qual os estudos mostram que no gênero Andira 

predominam os derivados fenólicos como as isoflavonas (GARCEZ et al., 2010; SILVA et al. 

2008; SILVA et al., 2006; KRAFT et al., 2000). Dessa forma, tem-se proposto usar as 

isoflavonas como marcadores taxonômicos deste gênero (SILVA et al.,2006). 

O sistema eluente MeOH:CHCl3 9:1 foi escolhido para ilustração do perfil químico 

qualitativo das amostras (Figura 24) e padrões (Figura 25). 

 

Tabela 2: Prospecção fitoquímica dos extratos e frações semipurificadas de Andira nitida. 

Classe de metabólitos 

secundários 

 

EHDA 

 

EEAA 

 

FHA 

 

FCA 

 

FAEA 

 

FBA 

 

REEAA 

Terpenos/Esteroides + + + + + − − 

Alcaloides − − − − − − − 

Cumarinas − − − − − − − 

Flavonoides − + − + + + + 

Derivados fenólicos − + − + + + + 

(+): presença; (−): ausência. EHDA: extrato lipofílico dos galhos de A. nitida, EEAA: extrato hidroalcoólico de 

A. nitida, FHA: fração em hexano do EEAA, FCA: fração em clorofórmio do EEAA, FAEA: fração em acetato 

de etila do EEAA, FBA: fração em butanol do EEAA, REEAA: resíduo resultante do fracionamento do EEAA. 
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Cromatograma A: extrato lipofílico. Cromatogramas B, C, D e E: da esquerda para a direita nas 

cromatoplacas foram aplicadas: EEAA, FHA, FCA, FAEA, FBA e REEAA 

Figura 24: Cromatogramas dos extratos e frações obtidos dos galhos de A. nitida. Sistema eluente: 

CHCl3:MeOH 9:1. Reveladores utilizados (A): anisaldeído sulfúrico, (B) sulfato cérico, (C): FeCl3, (D): NP/PEG 

e (E): vanilina sulfúrica 

 

Da esquerda para a direita no cromatoplaca foram aplicados: catequina, ácido tânico, rutina, ácido p-

cumárico, apigenina e quercetina. 

Figura 25: Cromatograma dos padrões. Sistema eluente: CHCl3:MeOH 9:1. Revelador vanilina sulfúrica 

 

 

 

 

A  B             C   D      E 
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Verificação do perfil cromatográfico das amostras por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência  

Para melhor e mais segura confirmação do perfil químico do extrato hidroalcoolico 

bruto dos galhos de A. nitida e suas frações semipurificadas, buscou-se estabelecer as 

condições adequadas na técnica de CLAE-DAD, comparando-se com substâncias de 

referências de subclasses de derivados fenólicos (orientina, isoorientina, apigenina, canferol, 

vitexina, delfinidina, (-) epigalocatequina, (-) galocatequina, ácido gálico, paulownina, 

luteolina, formononetina, 7,3'-diidroxi-4'-metoxiisoflavona, quercetina 3β-glicosilada, entre 

outros). Para tanto, foram testadas diferentes composições de fase móvel e diferentes 

condições cromatográficas (temperatura, volume de injeção, fluxo, tempo de corrida, 

atenuação, sensibilidade, entre outros), conforme descrito em Material e Métodos pág. 47. 

As análises foram realizadas no laboratório de Fitoquímica da Faculdade de Farmácia 

da UFMG, em um Sistema de cromatografia de alta eficiência (LC-DAD) Waters modelo 

2695 com detector de arranjos de diodos modelo 2996, equipado com degaseificador a vácuo, 

bomba quaternária, injetor de amostra automático e forno para coluna. 10 µL das soluções das 

amostras (a 10mg/mL) e das substâncias de referência (1 a 0,5mg/mL) foram injetadas em 

uma coluna de sílica de fase inversa (RP18: LiChrospher® 100, 5µm), 125 x 4 mm, Merck. 

Das várias condições testadas, a que mostrou melhor resolução dos cromatogramas e, 

portanto, a escolhida para obter os perfis das amostras foi: gradiente de eluição H2O:ACN 

acidificados com 1% de H3PO4 0,1N, com fluxo de 1mL/min, temperatura da coluna a 40 °C. 

Os cromatogramas foram obtidos online na faixa de comprimento de onda de 210 a 600 nm e 

foram processados no comprimento de onda de 280 nm. 

Os cromatogramas do extrato bruto (EEAA), frações em acetato de etila e em butanol, 

bem como o resíduo aquoso, mostraram-se bastante semelhantes. Demonstraram a 

predominância de derivados fenólicos, especialmente, flavonoides e derivados fenólicos 

oligoméricos, fato este já esperado com base na análise prévia por CCD e dos dados 

disponíveis na literatura científica (KRAFT et al., 2000 e 2001; SILVA et al., 2006 e 2008; 

GARCEZ et al., 2010) para o gênero Andira. A fração em clorofórmio, como já era esperado, 

mostrou cromatograma com inúmeros sinais, mas referente a substâncias de menor 

polaridade, apresentando maiores tempos de retenção. 

A análise do delineamento apresentado nos espectros de ultravioleta e dos tempos de 

retenção das amostras em comparação com aqueles das substâncias de referência, permite 
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inferir algumas propostas para os perfis cromatográficos das amostras analisadas. Os 

espectros de UV juntamente com os respectivos tempos de retenção das amostras de 

referência encontram-se sumarizados na Figura 26 a, b e c. 

  Além dos dados espectrais obtidos das substâncias de referência, foram utilizados para 

comparação, dados de UV de isoflavonas já descritas para o gênero Andira, uma vez que o 

gênero se caracteriza pela riqueza desses derivados flavonoídicos, como a Fremontina UVMax 

(MeOH)  259, 292 nm; Glicirrisoflavona UVMax (MeOH)   261, 292 nm, Calicosina UVMax 

(MeOH)  248, 260, 290 nm, 5,7,3’,4’-Tetraidroxi-2’-(3,3-dimetilalil)isoflavona UVMax 

(MeOH)   210, 260, 285 nm (SALEM & WERBOVETZ, 2006). O derivado triglicosídeo, 

biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosideo, isolado de Andira inermis 

apresenta dados de UVmax (MeOH) em 207, 261 e 324 nm, os quais não se modificaram ao 

serem tratados com AlCl3/HCl (SILVA, 2000). Para a (±)-5,7-diidroxi-4´-metoxiisoflavona de 

Andira parviflora Ducke, os pesquisadores Braz Filho e colaboradores (1973) atribuíram os 

valores de UV (λmaxEtOH) em 222, 294 e 330 nm. Nota-se que a absorção entre 285-290 

parece ser típica das isoflavonas, o que se repete com frequência entre os espectros das 

substâncias presentes nas amostras de A. nitida, o que dá indício da presença dessa subclasse 

de substâncias. 
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Figura 26 a) Tempo de retenção e espectro de UV das substâncias de referências – CLAE. 

 

Substância Tempo de 

Retenção 

(min) 

Espectro UV 

(-)Galocatequina 

 

2,149 

 

(−)Epigalocatequina 

 

6,170  

Orientina 

 

6,649 

 

Isoorientina 

 

6,464 
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Substância Tempo de 

Retenção 

(min) 

Espectro UV 

7,3'-diidroxi-4'-metoxiisoflavona 

 

15,323 

 

Formononetina 

 

20,488 

 

Quercetina-3β-glicosilada 

 

8,747  

Paulownina 

 

20,437 

 

 

Figura 26 b) Tempo de retenção e espectro de UV das substâncias de referência – CLAE. 
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Figura 26 c) Tempo de retenção e espectro de UV das substâncias de referência – CLAE. 

 

Substância Tempo de 

Retenção 

(min) 

Espectro UV 

 

 

 

Apigenina 

 

17,475 

 

Luteolina 

 

14,537 

 

Vitexina 

 

7,772 

 

Canferol 

 

17,361 
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A análise dos espectros de UV dos sinais (tempo de retenção), em comparação com as 

substâncias de referência e com base na literatura (MABRY et al., 1970), nos permite inferir 

que é possível visualizar espectros de UV que caracterizam, predominantemente, derivados 

flavonoídicos e fenólicos oligoméricos como flavonoides condensados e outros derivados, 

como ácidos fenólicos simples (C6C1, C6C3), isoflavonas, lignanas, flavonas, entre outros. 

O cromatograma de EEAA (Figura 27), apesar de mostrar menor resolução, apresenta 

grande semelhança com os cromatogramas de FBA (Figura 31) e de FAEA (Figura 29). Além 

disso, constata-se que os cromatogramas das amostras FBA e FAEA mostram também 

bastante semelhança química, inclusive apresentam os sinais de maior abundância nos tempos 

de retenção próximos e seus espectros de UV muito semelhantes (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Comparação dos tempos de retenção (TR) das substâncias presentes nos cromatogramas da Fração 

Butanólica (FBA), Fração Acetato de Etila (FAEA) e Extato bruto hidroalcoólico de A. nitida 

(EEAA). 

 

O cromatograma do extrato bruto hidroalcoólico (EEAA) e os espectros das 

substâncias encontram-se nas Figuras 27 e 28 a e b, respectivamente. No cromatograma de 

EEAA, apesar da baixa resolução, foi possível avaliar as substâncias presentes sugerindo a 

elas classificações. Os espectros de UV, apesar de não serem uma prova definitiva, podem nos 

levar a sugerir, com base na comparação com substâncias de referência e literatura. Os picos 

1, 3, 4, 5, 6, 7 e 11 sugerem serem derivados de catequina (flavan-3-ol).  A substância 2 

parece ser um ácido fenólico, já o pico 8 sugere ser uma flavona. 

FBA / TR (min) % Área FAEA / TR (min) % Área EEAA / TR (min) % Área 

4,948 7,10 4,92 4,61 4,941 10,32 

5,446 9,29 5,397 9,16 5,406 17,58 

8,43 12,34 8,362 11,36 8,383 12,25 

8,812 23,84 8,724 28,96 8,74 16,90 

9,82 4,17 9,686 4,39 9,708 2,43 

10,555 8,43 10,445 11,48 10,456 6,52 

11,073 11,92 10,90 18,67 10,915 10,18 

Total (%) 77,09  88,63  76,18 
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O pico 12, 13 e 14 podem ser flavanonas ou isoflavonas, já o pico 15 sugere a 

presença de um composto lignóide. Os espectros das substâncias 9 e 10 apesar de mal 

resolvidos, indicam a presença de substâncias fenólicas.  

Os espectros de UV juntamente com os tempos de retenção das substâncias presentes 

no extrato hidroalcoólico se encontra sumarizadas na Figura 28 a e b. 

 

 

Figura 27: Cromatograma do extrato bruto hidroalcoólico de A. nitida (EEAA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias do Extrato Hidroalcoólico de A. 

nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 a) Espectros de UV das substâncias do extrato hidroalcoólico de A. nítida (EEAA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias Extrato Hidroalcoólico de A. 

nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 b) Espectros de UV das substâncias do extrato hidroalcoólico de A. nítida (EEAA). 
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Na fração em acetato de etila (FAEA), as substâncias presentes sugerem ser: ácidos 

fenólicos (picos 2 e 3), flavan-3-ol (4, 5, 8 e 9, flavanonas/isoflavonas (12, 13, 15), flavonol 

(14), lignana (16) e isoflavonas (17 e 19). As substâncias 1, 6, 7, 11 e 18 mostram-se como 

derivados fenólicos, mas os espectros não obtiveram boa resolução. O cromatograma e os 

espectros de UV das substâncias são apresentados na Figura 29 e 30 a e b, respectivamente. 

 

 

 

Figura 29: Cromatograma da fração em acetato de etila (FAEA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração Acetato de Etila do 

extrato hidroalcoólico de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 a) Espectros de UV das substâncias majoritárias da fração em acetato de etila (FAEA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração em acetato de etila do 

extrato hidroalcoólico de A. nitida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 b) Espectros de UV das substâncias majoritárias da fração em acetato de etila (FAEA). 
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Após a análise dos espectros de UV das substâncias presentes na fração em butanol 

(FBA) pode-se sugerir a presença de derivados fenólicos de variados tipos sendo eles: ácidos 

fenólicos (2 e 4), derivado flavan-3-ol (1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 13 e 14), flavonol (10 e 19), flavona 

(16), flavanona/isoflavona (15, 18 e 20), isoflavona (22), lignana (21).  As substâncias 11, 12 

e 23 apresentam espectros mal resolvidos não sendo possível atribuir classificação química a 

elas. O cromatograma da fração em butanol está representado na Figura 31 e as substâncias 

presentes nesta fração na Figura 32 a, b e c. 

 

 

 

Figura 31: Cromatograma da fração em butanol (FBA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração em butanol do 

extrato hidroalcoólico de A. nitida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 a) Espectros de UV das substâncias majoritárias da fração em butanol (FBA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração em butanol do extrato 

hidroalcoólico de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 b) Espectros de UV das substâncias majoritárias da fração em butanol (FBA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração em butanol do extrato 

hidroalcoólico de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 c) Espectros de UV das substâncias majoritárias da fração em butanol (FBA). 

 

O cromatograma do Resíduo do extrato bruto hidroalcoólico liofilizado após as 

partições (REEAA) (Figura 33) apresentou bastante semelhança com a fração em butanol 

(FBA). Os espectros de UV das substâncias 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16 e 17 sugerem a 

presença de dervidos flavan-3-ol, já 2 e 4 são indicativos de ácidos fenólicos, 13  mostra-se 

semelhante a um flavonol, 18, 20 e 21 assemelham-se a flavanonas/isoflavonas, 19 flavonol e 

22 parece ser uma lignana. As substâncias 14,15 e 23 não puderam ser identificadas. 

O cromatograma do REEAA encontra-se na Figura 33 e os espectros de UV das 

substâncias presentes encontram-se na Figura 34 a, b e c. 

 



81 
 

 

 

Figura 33: Cromatograma do resíduo do liofilizado após as partições (REEAA). 
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Espectros de UV e tempos de retenção das substâncias presentes no resíduo obtido após 

as partições do extrato hidroalcoólico liofilizado de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 a) Espectros de UV das substâncias majoritárias do resíduo do liofilizado após as partições (REEAA). 
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Espectros de UV e tempos de retenção das substâncias presentes no resíduo obtido após 

as partições do extrato hidroalcoólico liofilizado de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 b) Espectros de UV das substâncias majoritárias do resíduo do liofilizado após as partições (REEAA). 
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Espectros de UV e tempos de retenção das substâncias presentes no resíduo obtido após 

as partições do extrato hidroalcoólico liofilizado de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 c) Espectros de UV das substâncias majoritárias do resíduo do liofilizado após as partições (REEAA). 

 

O sistema eluente não foi efetivo para aumentar a resolução da fração em clorofórmio 

(FCA), mas ainda assim permitiu que se fizesse a análise dos possíveis constituintes presentes 

nesta fração. A fração em clorofórmio é rica em constituintes de baixa a média polaridade que 

aparecem no cromatograma após 30 min e ainda substâncias fenólicas possivelmente 

isoflavonas (7, 8, 10 e 11) de variados tempos de retenção. Além dessas substâncias estão 
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presentes outras substâncias fenólicas (1,3, 4, 5, 6). E substâncias de menor polaridade como 

12,  13, 14 e 15 com tempos de retenção maiores de 30 min. 

 O cromatograma da FCA é apresentado na Figura 35 e os espectros das substâncias 

fenólicas na Figura 36 a e b. 

 

 

 

Figura 35: Cromatograma da fração em clorofórmio (FCA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração em clorofórmio do extrato 

hidroalcoólico de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 a) Espectros UV das substâncias fenólicas da fração em clorofórmio (FCA). 
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Espectros de UV e Tempos de Retenção das substâncias da fração em clorofórmio do 

extrato hidroalcoólico de A. nítida 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 b) Espectros UV das substâncias fenólicas da fração em clorofórmio (FCA). 
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Os flavonoides dos diversos tipos estruturais e especialmente as isoflavonas (agliconas 

e glicosídeos) são constituintes característicos dos membros da subfamília Papilionoideae da 

família Fabaceae (CAGNIN & GOTTLIEB, 1978). Portanto, os resultados do presente estudo 

estão de acordo com o perfil químico apresentado pelo gênero Andira e a subfamília 

Papilionoideae. 

 

 

Determinação de conteúdo de derivados fenólicos totais  

 

A determinação espectrofotométrica de derivados fenólicos de uma amostra é 

realizado por meio de diversas técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau 

está entre as mais extensivamente utilizadas (BONOLI et al., 2004; ROGINSKY & LISSI, 

2005). O reagente consiste de mistura dos ácidos fosfomolibídico e fosfotunguístico, no qual 

o molibdênio e o tungstênio encontram-se no estado de oxidação 6
+
, porém em presença 

substâncias redutoras, como os derivados fenólicos, a média do estado de oxidação dos metais 

passa para entre 5 e 6 e cuja coloração azul adquirida permite a determinação da concentração 

das substâncias redutoras, que não necessariamente precisam ter natureza fenólica (IKAWA 

et al., 2003; NACZK & SHAHIDI, 2004).  

A quantificação foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteau conforme descrito em 

Material e Métodos pág. 50. Para expressar os resultados obtidos na quantificação dos 

derivados fenólicos do extrato bruto hidroalcoólico e suas frações em equivalente em ácido 

gálico (g EAG/g amostra) e em equivalente em catequina (g EC/g amostra) foram construídas 

curvas analíticas dos padrões, ácido gálico e catequina. Para as três curvas analíticas de ácido 

gálico constataram-se que as inclinações e os interceptos das três retas eram equivalentes (p > 

0,05) e, portanto, a equação da reta foi estabelecida com os valores médios resultando em: y= 

0,00542291x – 0,00935924 (R
2
= 0,9999). A sobreposição das curvas de calibração referentes 

aos três ensaios com ácido gálico nas concentrações de 10 a 125 µg/mL estão demonstradas 

no Gráfico 1 e a curva analítica obtida pela média dos resultados pode ser vista no Gráfico 2.  

De mesmo modo, foram construídas as curvas analíticas para a catequina (10 a 180 

µg/mL), as quais por análise de covariância foi constatada a equivalência (p < 0,05) das 

inclinações e dos interceptos das três retas e, portanto, a equação da reta foi estabelecida com 

os valores médios resultando em: y= 0,0039812x + 0,0231946 (R
2
= 0,9979). A sobreposição 
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das curvas analíticas de catequina pode ser verificada no Gráfico 3 e a curva resultante obtida 

pela média dos resultados pode ser vista no Gráfico 4.  

 

Gráfico 1: Curvas  analíticas sobrepostas de ácido gálico, obtidas para a quantificação de derivados fenólicos 

totais por espectrofotometria no ultravioleta-visível em λ 760 nm. 

 

 

Gráfico 2: Curva analítica de ácido gálico equivalente aos três dias de ensaio. Os valores representam a média ± 

desvio padrão. A equação da reta e o R
2
 se referem a média das três curvas 
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Gráfico 3: Curvas de analítica sobrepostas de catequina, obtidas para a quantificação de derivados 

fenólicos totais por  espectrofotometria no ultravioleta-visível em λ 760 nm. 

 

 

Gráfico 4: Curva analítica de catequina equivalente aos três dias de ensaio. Os valores representam a 

média ± desvio padrão. A equação da reta e o R
2
 se referem à média das três curvas. 
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(250 mg EAC/g amostra; 320 mg EC/g amostra) e REEAA (250 mg EAC/g amostra; 320 mg 
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a FAEA (210 mg EAG/g amostra; 270 mg EC/g amostra) e pela FCA (90 mg EAG/g amostra; 

100 mg EC/g amostra) (Tabela 4), a menos concentrada de derivados fenólicos. 

Como já era esperado as frações mais polares e o extrato bruto foram aqueles onde se 

verificou o maior teor de derivados fenólicos. Por suas características químicas, a FCA 

apresenta menor teor de derivados fenólicos, uma vez que, nela são encontradas substâncias 

de baixa a média polaridade, contudo o conteúdo fenólico dessa fração provavelmente é 

formado por isoflavonas, as quais foram isoladas em muitos trabalhos de frações em 

clorofórmio.  

 

Tabela 4: Doseamento de derivados fenólicos expressos em equivalente em ácido gálico e em catequina. 

Amostra Concentração 

média de Ácido 

Gálico µg/mL ± 

DP 

Concentração em  

mg EAG/g 

amostra 

Concentração 

média de 

Catequina µg/mL 

± DP 

Concentração em 

mg EC/g amostra 

EEAA 110,4006 ± 3,34
 

280,0 142,2030 ± 3,34
 

360,0 

FCA 35,1643 ± 2,56
 

90,0 39,7214 ± 2,56
 

100,0 

FAEA 84,1539 ± 2,29
 

210,0 106,4517 ± 2,29
 

270,0 

FBA 99,5823 ± 1,06
A 

250,0 127,4671 ± 1,06
a 

320,0 

REEAA 99,0291 ± 1,72
A 

250,0 126,7136 ± 1,72
a 

320,0 

EAC: equivalente em ácido gálico; EC: equivalente em catequina; DP: desvio padrão. Letras iguais indicam 

médias iguais – Teste de Tukey p<0,05.  

 

  Miliauskas, Venskutonis & van Beek (2004) realizaram a avaliação da concentração 

de fenóis totais em mg/g extrato em equivalente de ácido gálico (EAG) de diversas espécies 

vegetais de variadas famílias botânicas: Salvia officinalis 22,6 ±0,9, Salvia sclarea 24,0 ±1,1, 

Salvia glutinosa 17,1 ± 0,6, Salvia pratensis 9,7 ± 0,4, Lavandula angustifolia 5,4 ± 0,2, 

Calendula officinalis 6,6 ± 0,3, Matricaria recutita 7,5 ± 0,1, Echinacea purpurea 4,1 ± 1,2, 

Rhaponticum carthamoides 13,3 ± 0,3, Juglans regia 11,5 ± 1,0, Melilotus officinalis 4,3 ± 

0,6, Geranium macrorrhizum 25,9 ± 0,2, Potentilla fruticosa 37,9 ± 2,1. Todas essas espécies 

apresentam conteúdo fenólico reduzido quando comparadas com o extrato e frações de A. 

nitida que apresentam conteúdo fenólico variando de 90-280 mg/g EAG, logo A. nitida pode 



92 
 

ser considerada promissora na busca por substâncias fenólicas, inclusive flavonoides. Além da 

avaliação das possíveis atividades biológicas, uma vez que os derivados fenólicos apresentam 

diversas possibilidades como agentes anti-inflamatórios, anticancerígenos, antimicrobianos, 

dentre outras. 

 

            Quantificação de derivados flavonoídicos 

Os polifenóis constituem um dos mais numerosos grupos de metabólitos secundários 

com mais de 8000 estruturas conhecidas. Eles podem ser moléculas simples (ácidos fenólicos, 

fenilpropanoides, flavonoides) ou substâncias altamente polimerizadas (ligninas, melaninas, 

taninos), com os flavonoides representando o mais comum e amplamente distribuído 

subgrupo (SOOBRATTEE et al., 2005). 

Os flavonoides possuem pronunciada atividade antioxidante, funcionando como 

neutralizante de radicais livres que são responsáveis pelo aparecimento de diversas patologias, 

como diabetes, arteriosclerose e câncer. Portanto, essas substâncias fenólicas desempenham 

um papel protetor para o organismo humano e seu consumo regular acarreta benefícios para o 

corpo (DORNAS  et al., 2007). 

O conteúdo flavonoídico do extrato hidroalcoólico de A. nitida e das suas frações 

semipurificadas foi realizado por complexação com cloreto de alumínio como descrito em 

Material e Métodos pág. 51. A determinação do total de flavonoides foi expressa em 

equivalente de quercetina (EQ), onde utilizou-se o comprimento de onda de 415 nm para a 

quantificação, o qual é justificado pelo estudo de Chang e colaboradores (2002) no qual após 

a avaliação de flavonoides de diversos grupos estruturais, constataram que esse comprimento 

de onda era mais adequado para a determinação do conteúdo flavonoídico. Como o 

comprimento de onda de 415 nm não reflete de maneira adequada o conteúdo de isoflavonas, 

já que a absorvância destas a 415 nm é demasiadamente baixa para contribuir de forma 

significativa para a absorvência total. Assim, o conteúdo flavonoídico foi expresso também 

em equivalente de Biochanina A (EB), sendo as leituras de absorvância feitas em λ 365 nm. A 

expressão em EB também é justificada devido à química do gênero Andira por apresentar as 

isoflavonas como possíveis marcadores quimiossistemáticos (GARCEZ et al., 2010) e devido 

à análise do perfil químico por CLAE realizado no presente estudo, no qual sugere a presença 

dessas substâncias. 

Petry e colaboradores (2001) tentaram estabelecer as condições ótimas para a reação 

de complexação de sete flavonoides em função das variáveis tempo de reação e concentração 



93 
 

de AlCl3. Os resultados evidenciaram uma reação com características particulares para cada 

flavonoide, não sendo possível estabelecer um padrão único de comportamento geral, 

tornando evidente a necessidade de avaliação caso a caso. Este fator poderia explicar, em 

parte, a obtenção de teores subestimados na quantificação espectrofotométrica de flavonoides 

totais por UV empregando-se a complexação com AlCl3 

A análise de covariância indicou que as inclinações e os interceptos das três retas de 

biochanina A, obtidas por regressão linear, eram equivalentes e, portanto, a equação da reta 

foi estabelecida com os valores médios, resultando na equação y= 0,0127592 – 0,00611365, 

R
2
= 0,9998 (Gráfico 5). 

 

 

Gráfico 5: Curva analítica de biochanina A equivalente aos três dias de ensaio. Os valores representam a média 

± desvio padrão. A equação da reta e o R
2
 se referem a média das três curvas 

 

A análise de covariância indicou que as inclinações e os interceptos das três retas, 

obtidas por regressão linear, de quercetina em λ 415 nm eram equivalentes e, portanto, a 

equação da reta foi estabelecida com os valores médios, resultando na equação y= 0,063082 – 

0,00820913, R
2
= 0,9974 (Gráfico 6). 
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Gráfico 6: Curva analítica de quercetina equivalente aos três dias de ensaio. Os valores representam a 

média ± desvio padrão.  A equação da reta e o R
2
 se referem a média das três curvas 

 

Os valores do conteúdo de derivados flavonoídicos variou de 6,24 – 11,15 mg EB/ g 

amostra. No qual a FAEA apresentou o maior teor com 11,15 mg EB/g amostra e o menor na 

FBA com 6,24 mg EB/ g amostra. Estatisticamente, o EEAA e o REEAA foram equivalentes, 

de mesma foram a FCA e a FBA pela análise de ANOVA seguida pelo Teste de Tukey 

p<0,05. 

Já na expressão por equivalente em quercetina (EQ) os valores variam de 1,20 – 4,55 

mg EQ/g amostra. Onde, o teor encontrado em FAEA e em FBA foi estatisticamente igual. Os 

dados relativos ao doseamento de flavonoides encontram-se sumarizados na Tabela 5. 

Nota-se que a quantificação em EB foi valiosa na expressão do conteúdo flavonoídico 

que poderia ser subestimado caso fosse somente realizado em EQ. Os resultados obtidos 

corroboram com a caracterização química realizada no presente estudo, a qual sugere a 

presença dessas substâncias flavonoídicas, além de outros tipos estruturais de flavonoides. 

Logo, a quantificação realizada em 415 nm por quercetina também é válida, uma vez que 

quantifica essas outras classes de flavonoides como as flavonas.  
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Tabela 5: Quantificação de derivados flavonoídicos expressos como média mais desvio padrão obtida pelas três 

determinações. 

Amostra [] Média de Biochanina A 

µg/mL ± DP 

[] Média de Quercetina 

µg/mL ± DP 

[] mg EB/g Teor (%) 

Isoflavonoides 

[] mg EQ/g Teor (%) 

Flavonoides 

EEAA 4,4240 ± 0,2394a 2,0440 ± 0,0692 8,85 0,885 4,09 0,409 

FCA 3,4835 ±0,0905b 0,5998 ± 0,0572 

 

6,97 0,697 1,20 0,120 

FAEA 5,5735 ± 0,4895 2,1763 ± 0,0485A 

 

11,15 1,11 4,35 0,435 

FBA 3,1178 ± 0,2519b 2,2768 ± 0,0183A 

 

6,24 0,624 4,55 0,455 

REEAA 4,3456 ± 0,1632a 

 

1,8483 ± 0,0183 

 

 

8,69 0,869 3,70 0,370 

EB: equivalente em biochanina A; EQ: equivalente em quercetina. Letras iguais indicam médias iguais de 

acordo com ANOVA/Teste de Tukey p<0,05 

 

As propriedades antioxidantes das isoflavonas podem contribuir para seus efeitos 

biológicos. Os mecanismos antioxidantes incluem sua habilidade de neutralizar espécies 

reativas de oxigênio e quelante de metais. Além disso, aumentam a atividade de enzimas 

como a superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (WEI et al., 1995). 

Outra propriedade biológica importante das isoflavonas é a capacidade de ligação com 

receptores de estrogênio como o ERβ. Apesar da fraca atividade estrogênica comparada ao β-

estradiol, sua importância não pode ser ignorada, visto que os níveis de isoflavonas 

circulantes no plasma podem exceder facilmente a concentração de β-estradiol com uma 

alimentação a base de alimentos de soja (RIMBACH et al., 2008).  

Além das ações biológicas citadas as isoflavonas ainda apresentam atividade antiviral 

(ANDRES et al., 2009), anti-tumoral (SHU et al., 2001), antiosteoporose, antidiabética, além 

de diminuir a incidência de doenças cardiovasculares (ESTEVES & MONTEIRO, 2001).  

A soja é a principal fonte dietética de isoflavonas, sendo que 1g contém 1mg dessas 

substâncias flavonoídicas (FERRARI & TORRES, 2002). Tanto o extrato quanto as frações 

de A. nitida, mostraram-se ricos em isoflavonas com a média variando de 6,24-11,15 mg EB/ 
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g amostra. Logo, configuram possíveis fontes de isoflavonas, as quais podem ter um amplo 

espectro de ações biológicas ainda não estudadas para este gênero. 

 

 

5.2. Atividades Biológicas da espécie vegetal Andira nitida 

 

5.2.1. Potencial antioxidante 

Após o estabelecimento do perfil químico do extrato e frações de A. nitida, foi 

constatada a presença de flavonoides, possivelmente, isoflavonas e catequinas oligoméricas. 

Os flavonoides são substâncias dotadas de capacidade antioxidante, uma vez que a estrutura 

química propicia tal ação pela presença de hidroxilas fenólicas e devido ao radical flavonoila 

ser estabilizado por deslocalização de carga pelo anel aromático. Dessa forma, optou-se por 

explorar o potencial antioxidante da espécie em questão, já que não existem dados científicos 

nas mais variadas plataformas de dados sobre a atividade antioxidante de espécies do gênero 

Andira. Sendo assim, confere-se caráter inédito e relevante ao estudo em questão. Além disso, 

foi verificada a possível correlação entre o potencial antioxidante e antimalárico, uma vez que 

a propriedade antioxidante desses derivados parece ser importante no tratamento da malária, 

já que o estresse oxidativo normalmente acompanha essa infecção (GRIFFITHIS et al. 2001). 

 

Bioautografia com solução de DPPH 0,2% em metanol 

Após a verificação do perfil químico das amostras por CCD, tendo em vista a riqueza 

de derivados fenólicos das amostras, foi realizada a revelação com solução de DPPH 0,2% a 

fim de avaliar se as substâncias presentes no extrato hidroalcoólico e frações possuíam 

atividade antioxidante. A reação é positiva quando existem zonas amareladas contra um fundo 

arroxeado, o que significa que o radical DPPH foi reduzido por doação de elétrons pelas 

substâncias presentes nas amostras (BRAND-WILLIANS et al., 1995). Todas as amostras 

apresentaram positividade para a bioautografia com DPPH, indicando a presença de 

substâncias dotadas de atividade antioxidante (Figura 37). 
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Da esquerda para a direita na cromatoplaca foram aplicados: EEAA (Extrato hidroalcoólico), FHA: fração em 

hexano, FCA: fração em clorofórmio, FAEA: fração em acetato de etila, FBA: fração em butanol e REEAA: 

resíduo obtido após as partições do liofilizado 

 

Figura 37: Cromatograma revelado com solução a 0,2% de DPPH em metanol, eluído com AcOEt:MeOH 7:3, 

indicando a presença de substâncias com potencial antioxidante.  

 

Avaliação da atividade antioxidante pelo ensaio espectrofotométrico de redução 

do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH) 

 

O método DPPH está baseado no descoramento de uma solução composta por radicais 

estáveis DPPH• de cor violeta. Quando esta solução é colocada frente a substâncias que 

podem ceder um átomo de hidrogênio, ocorre o descoramento (HUANG et al., 2005), logo se 

baseia na transferência de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante. O método 

é simples, rápido e conveniente, sendo útil para a triagem de muitas amostras no intuito de 

avaliar a atividade neutralizante de radical livre (KOLEVA et al., 2001). 

As CE50 do extrato hidroalcoólico dos galhos de A. nítida e suas frações variaram de 

5,9857 – 31,9021 µg/mL (Tabela 6, Gráfico 7). Valores de CE50 menores do que 30 µg/mL 

indicam um boa atividade antioxidante (RAMOS et al., 2003), portanto é notável o bom 

potencial antioxidante do extrato e frações obtidas de A. nitida.  
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Tabela 6: CE50 das amostras e padrões frente ao radical DPPH. 

Amostra CE50 µg/mL ± DP 

EEAA 7,6079 ± 0,1724
a 

FCA 31,9021 ± 0,7367
 

FAEA 10,4842 ± 0,1386
 

FBA 7,7339 ± 0,0875
a 

REEAA 5,9857 ± 0,1885
 

Ginkgo biloba 39,1844 ± 3,4822
 

Quercetina 2,5805 ± 0,1713
 

Os valores referentes à CE50 são a média das três determinações mais o desvio padrão entre elas. Letras iguais 

indicam médias iguais – ANOVA/Teste de Tukey p<0,05.  

 

 

 

Gráfico 7: Concentrações efetivas 50% (média de 3 determinações) com desvio padrão para o extrato 

hidroalcoólico dos galhos de A. nítida e suas frações e dos controles positivos (extrato padronizado de Ginkgo 

biloba e quercetina). EEAA: extrato hidroalcoólico dos galhos de A. nitida, FCA: fração em clorofórmio, FAEA: 

fração em acetato de etila, FBA: fração em butanol e REEAA: resíduo proveniente do liofilizado após as 

partições. 

 

As amostras testadas apresentaram alta atividade antioxidante, sendo REEAA o mais 

efetivo em doar elétrons ao radical estável DPPH•. O maior potencial antioxidante foi 

encontrado para o REEAA (CE50 = 5,9857 µg/mL), seguido pelas amostras estatisticamente 
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equivalentes pelo teste de Tukey (p<0,05) EEAA (7,6079 µg/mL) e FBA (7,7339 µg/mL), 

depois a FAEA (10,4842 µg/mL) e por fim a FCA (31,9021 µg/mL). 

A análise dos resultados desse trabalho considera como valores de referência a CE50 

do Ginkgo biloba (39,18 μg/mL) para comparar a atividade antioxidante das amostras 

testadas, uma vez que o G. biloba é uma das plantas consideradas com alta atividade 

antioxidante (MENSOR et al., 2001). Foi também utilizada como padrão a Quercetina (2,58 

μg/mL). 

Em relação ao extrato padronizado de Ginkgo biloba, a FCA teve atividade 

semelhante e todas as demais amostras testadas foram mais ativas do que ele, verificada pelo 

Teste de Tukey (p<0,05). O EEAA e a FBA foram 5 vezes mais ativos, a FAEA foi 3,7 vezes 

mais ativa, e o mais ativo neste teste foi o REEAA sendo cerca de 6 vezes mais ativo que o 

extrato de Ginkgo biloba. Já em relação à quercetina (CE50=2,58 μg/mL), nenhuma amostra 

demonstrou atividade comparável. 

Como foi verificado em CCD, CLAE e quantificação de derivados fenólicos e 

flavonoídicos, as amostras são muito ricas em derivados fenólicos, especialmente, 

flavonoides. Assim, as amostras mais polares apresentaram melhor atividade antioxidante, o 

que pode estar relacionado com o alto conteúdo de derivados fenólicos e flavonoídicos, uma 

vez que essas substâncias possuem química especial e propriedades redutoras que 

desempenham um papel importante na neutralização ou sequestro de radicais livres e 

quelação de metais de transição, agindo tanto na etapa de iniciação como na propagação do 

processo oxidativo. Os intermediários formados pela ação de antioxidantes fenólicos são 

relativamente estáveis, devido à ressonância do anel aromático presente na estrutura química 

destas substâncias (SOARES, 2002; CHUN et al., 2005) 

A estrutura dos flavonoides é fator preponderante na atividade antioxidante que é 

dependente de substituintes no anel heterocíclico e no anel B. Mais especificamente, os 

maiores determinantes da capacidade de neutralizar os radicais livres são (i) a presença do 

grupo catecol no anel B, que tem a melhor propriedade doadora de elétrons e é um alvo dos 

radicais; e (ii) a ligação dupla 2,3- conjugada com o grupo 4-oxi, que é responsável pela 

deslocalização de elétrons (PIETTA, 2000). Portanto, os flavonoides reagem avidamente 

quando são colocados frente a radicais livres como o DPPH e o ABTS. Assim estes métodos 

de determinação de atividade antioxidante são comumente utilizados na avaliação de 

substâncias naturais.  

O interesse na descoberta de antioxidantes naturais tem aumentado, no intuito de 

substituir aqueles sintéticos, os quais têm tido o uso restringido devido à toxicidade e até 
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mesmo carcinogênese. Os antioxidantes naturais como os polifenóis e flavonoides têm um 

potencial papel na prevenção de doenças como câncer, arteriosclerose, diabetes, entre outras. 

Muitas plantas medicinais têm sido pesquisadas e sua atividade antioxidante e de extinção de 

radicais livres reportadas (RAJBAPOOR, BURKAN & SENTHILKUMAR, 2010; 

RAJKUMAR & GUHA, 2010). 

A espécie A. nitida ainda é carente de estudos científicos que demonstrem suas 

atividades biológicas, portanto, a determinação de sua atividade antioxidante constitui-se um 

trabalho inédito na literatura científica e valida o presente trabalho.  

Kumar, Rajkapoor & Perumal (2012) ao avaliarem a atividade antioxidante de 

Indigofera cassioides Rottl. Ex. DC. (Fabaceae) pelo método DPPH encontraram CE50 13,97 

± 0,80 µg/mL e 387,0 ± 24,17 mg de equivalente de ácido gálico por grama na quantificação 

de derivados fenólicos totais para o extrato metanólico das folhas, uma atividade antioxidante 

pronunciada e bem próxima daquela obtida a partir do extrato hidroalcoólico e frações de A. 

nitida. Porém Indigofera cassioides Rottl. Ex. DC. apresenta um conteúdo fenólico maior. 

Talvez as substâncias encontradas em A. nitida sejam mais eficientes na neutralização do 

radical DPPH, uma vez que esta ação é realizada mediante a uma concentração menor de 

derivados fenólicos totais. 

No estudo realizado por Gođevac e colaboradores (2008) ao avaliarem nove espécies 

da família Fabaceae, sendo estas: Trifolium pannonicum, Oxytropis halleri, Oxytropis 

campestris subsp. Dinarica, Onobrychis scardica, Lathyrus binatus, Coronilla emerus, 

Astragalus glycyphyllos, Anthyllis vulneraria e Anthyllis áurea, encontraram CE50 que variou 

de 13,19 a 156,98 µg/mL para o ensaio DPPH e de 38,0 a 180,88 mg EAG/g extrato seco paro 

ensaio de quantificação de derivados fenólicos totais. As plantas que apresentaram maior 

atividade antioxidante foram aquelas mais ricas em derivados fenólicos, sendo estas, 

Trifolium pannonicum (106,81 ± 2.38 mg EAG/g extrato seco - 13,19 ± 0,90 µg/mL), 

Lathyrus binatus (180,88 ± 5,61 mg EAG/g extrato seco – 19,62 ±1,65 µg/mL) e Anthyllis 

aurea (108,96 ± 3,14 mg EAG/g extrato seco – 37,68 ± 1,16 µg/mL). Nota-se que a atividade 

antioxidante se mostra maior em plantas ricas em constituintes fenólicos e esta foi também 

encontrada na avaliação das amostras originadas dos galhos de A. nitida. 

Já Bianco e Santos (2010) avaliaram a atividade antioxidante de Bauhinia 

microstachya (Raddi) J. F. Macbr (Fabaceae) pelo método DPPH. Os resultados obtidos 

demonstram a alta atividade antioxidante de duas frações FAEF (fração em AcOEt, folhas) e 

FAEC (fração em AcOEt, caules) CE50 = 2,75 ± 0,11 e 2,86 ± 0,004 μg.mL
-1

, 

respectivamente. Estas frações são dotadas de conteúdo flavonoídico signficativo, sendo 
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assim estes resultados sugerem que eles possam estar envolvidos, pelo menos em parte, no 

mecanismo antioxidante desta espécie. O que pode ser estendido para a análise do grande 

atividade antioxidante de A. nitida, que pela literatura disponível e os resultados 

cromatográficos, mostra-se rica em flavonoides, especialmente isoflavonas. 

Extratos brutos enriquecidos em derivados fenólicos foram obtidos por extração com 

acetona 70% acidificada com 1% HCl  de Bauhinia bowkeri, Bauhinia galpinii, Bauhinia 

petersiana e Bauhinia variegata (Fabaceae), os quais apresentaram CE50 de, respectivamente, 

14,50 ± 0,50, 55,01 ± 0,25, 17,19 ± 0,14, 9,24 ± 1,30 µg/mL (AHMED et al., 2012). Estes 

resultados indicam alta atividade antioxidante das espécies de Bauhinia e os resultados são 

similares àqueles obtidos a partir do extrato hidroalcoólico de A. nítida. Isso só corrobora com 

o grande potencial antioxidante das espécies pertencentes à família Fabaceae, a qual se mostra 

promissora na busca de tais substâncias. 

 

  

Método colorimétrico de redução do ABTS
∙+

 (determinação da capacidade 

antioxidante equivalente ao trolox - TEAC) 

 

Atualmente o método ABTS tem sido amplamente utilizado tanto para amostras 

biológicas, quanto substâncias puras/isoladas ou extratos de plantas de natureza hidrofílica ou 

lipofílica. O composto cromógeno 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

(ABTS) apresenta cor azul/verde com máximo de absorção a 342nm, sendo muito solúvel em 

água e quimicamente estável. O radical ABTS
•+

, uma vez gerado por meio de enzimas 

(peroxidase, mioglobina) ou quimicamente (dióxido de magnésio, perssulfato de sódio ou 

ABAP [2,2´-azobis-(2- amidinopropeno) HCl], passa a apresentar novas características com 

máximos de absorção a 414, 645, 734 e 815 nm. O radical ABTS
•+

 é mais indicado para 

ensaios de substâncias coloridas, reduzindo a possibilidade de interferência dessas substâncias 

que absorvem na região do visível ou compostos resultantes de reação secundária. O ensaio 

desenvolvido por Re e colaboradores (1999) foi validado por sua estabilidade, 

reprodutibilidade e por ser uma alternativa economicamente viável (KUSKOSKI et al., 2004). 

O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos pág. 56, utilizando-se o λ 

734 nm, a fim de serem evitadas interferências e diferentemente do método DPPH, os 

resultados foram obtidos através da cinética de reação de redução do radical ABTS
•+

. Dessa 

forma, é possível avaliar de melhor forma a eficiência da neutralização do radical livre e 

correlacionar o potencial antioxidante das amostras e do controle positivo, o Trolox. 
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Os valores TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox) para o extrato 

hidroalcoólico (EEAA) dos galhos de A. nitida e suas frações semipurificadas foram de 0,161-

0,698 (Gráfico 8). A amostra menos ativa foi a fração em clorofórmio (0,161 ± 0,0031), fato 

esperado pelo baixo teor de derivados fenólicos. A amostra mais ativa foi o extrato 

hidroalcoólico (0,693 ± 0,0087), que apresentou maior teor de derivados fenólicos pelo 

método de Folin-Ciocalteau. A fração em butanol e o resíduo obtido após as partições foram 

bastante similares com valor de TEAC de 0,552 (±0,0115) e 0,516 (± 0,0244), 

respectivamente. Estas amostras apresentaram conteúdo de derivados fenólicos 

estatisticamente equivalente pelo Teste de Tukey (p<0,05), o que justifica a similaridade no 

presente ensaio. A fração em acetato de etila apresentou um valor mediano (0,376 ± 0,0143) 

comparado às outras amostras, o que também é compatível com o teor de derivados fenólicos 

desta fração.  

Percebe-se que os extratos e frações possuem, de uma forma geral, pronunciada ação 

antioxidante e a análise cinética do decaimento da absorvância é rápido nos 10 primeiros 

segundos perdurando até 30 segundos de teste, depois tendendo a ficar constante até os cinco 

minutos finais (Figura 38). Isso demonstra que o extrato hidroalcoólico e suas frações 

possuem metabolitos antioxidantes de ação rápida, característica importante para um bom 

extrato antioxidante, uma vez que, in vivo, espécies reativas como o radical hidroxila tem 

meia-vida curta, sendo necessárias substâncias de ação imediata para sua neutralização 

(BARREIROS et al., 2006). Além disso, as amostras apresentaram comportamento cinético 

semelhante ao Trolox, um antioxidante análogo da vitamina E, evidenciando um possível 

mecanismo de ação das amostras. 
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Gráfico 8: Valores de TEAC obtidos das três determinações mais o desvio padrão  das amostras 

obtidos no ensaio de redução do radical ABTS
∙+

. EEAA: extrato hidroalcoólico dos galhos de A. nitida, FCA: 

fração em clorofórmio, FAEA: fração em acetato de etila, FBA: fração em butanol e REEAA: resíduo 

proveniente do liofilizado após as partições. 

 

As amostras demonstraram uma rápida etapa inicial de neutralização do radical ABTS 

e uma fase secundária mais lenta. Isto pode indicar a presença de substâncias que apresentam 

em sua estrutura um grupo catecol (substituintes orto diidroxila) ou pirogalol (substituintes 

triidroxila). Estes grupos no anel B da estrutura dos flavonoides estão entre os principais 

fatores estruturais para a atividade antioxidante, já que é um local de favorável potencial de 

redução (PANNALA  et al., 2001). Estas informações corroboram com a química das 

possíveis substâncias presentes nas amostras pelo estabelecimento do perfil químico por 

CLAE. 
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Figura 38: Curvas cinéticas do controle positivo (Trolox) e as amostras provenientes de A. nitida. 

 

A partir do conhecimento da química do gênero Andira, no qual se destacam as 

isoflavonas e com base no perfil químico estabelecido neste trabalho, o qual sugere a presença 

de isoflavonas e derivados de catequina, pode-se atribuir, em parte, a atividade antioxidante 
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das amostras a esses metabólitos. As isoflavonas apresentam altos valores de TEAC descritos 

na literatura como a genisteína 2,90, a biochanina A 1,16, a daidzeína 1,25 e a genisteína 7-

glicosídeo 1,24. Apesar da localização do anel aromático em C-3, onde em outras subclasses 

observa-se a presença de 3-OH que contribui para o aumento da atividade antirradicalar, nota-

se que o grupo hidroxila em C-4’ e a presença de OH nos carbonos 5 e 7 no anel A são 

requsitos estruturais relevantes para a atividade neutralizante de radicais livres das isoflavonas 

(PIETTA, 2000). De acordo com Miyase e colaboradores (1999a e 1999b) as isoflavonas são 

frequentemente mais ativas do que, por exemplo, as flavonas, devido o efeito da proximidade 

do grupo –OH em C-5 e –C=O em C-4 nos isoflavonoides. 

Tang e colaboradores (2004) realizaram a avaliação da atividade antioxidante de 

diversas plantas chinesas obtendo os seguintes valores de TEAC: Cratoxylum cochinchinense 

(folhas) 1,55; Curculigo orchioides Gaertn (rizoma) 0,22; Cortex magnoliae officinalis 

(galhos) 0,36; Psoralea corylifolia L (fruto) 0,23. Glycyrrhiza uralensis Fisch (galhos) 0,09. 

Nota-se que apenas Cratoxylum cochinchinense foi superior ao trolox e os demais extratos 

tiveram atividades discretas. O extrato dos galhos de A. nitida foi mais ativo que a maior parte 

dessas espécies com valor de TEAC de 0,693, que pode ser justificado em parte pelo grande 

conteúdo de derivados fenólicos.  

 

 

Quantificação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico formadas na 

peroxidação de lipossomos 

A peroxidação lipídica é causada pelo ataque de uma espécie reativa (geralmente 

•OH), que abstrai um átomo de hidrogênio (H•) de um grupo metileno alílico, normalmente, 

de um ácido graxo poliinsaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono, 

caracterizando a etapa de iniciação. Este radical é usualmente estabilizado por rearranjo 

molecular, formando um dieno conjugado. Sob condições aeróbicas, o carbono radicalar do 

dieno conjugado reage com O2 (que é uma molécula hidrofóbica e, portanto, se concentra no 

interior das membranas) e forma o radical peroxila. Este radical peroxila é capaz de abstrair 

H• de moléculas de lipídeos adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo, reage 

com O2 e forma outro radical peroxila e assim sucessivamente, caracterizando a reação em 

cadeia da etapa de propagação. O radical peroxila combina-se com o H• abstraído, gerando o 

lipídeo hidroperóxido (LOOH) que ao sofrer quebra, forma aldeídos como malonaldeído e 4-

hidroxinonenaldeído, entre outros (VASCONCELOS et al., 2007). 
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O aldeído malôndico (MDA) é uma substância secundária da peroxidação lipídica, 

derivado da cisão beta dos ácidos graxos poliinsaturados peroxidados, tais como ácido 

linoleico, araquidônico e docosaexanoico. Atualmente, o MDA é considerado um candidato 

potencial para ser escolhido como um biomarcador geral de dano oxidativo em plasma 

(VASCONCELOS et al. 2007). No método aqui proposto, foi avaliada a capacidade das 

amostras em inibir a formação de MDA, e outros aldeídos secundários, gerados a partir da 

peroxidação de fosfolipídeos de cérebro bovino na forma de lipossomos, induzida pelo 

sistema Fe (III)/ascorbato. A quantificação de malondialdeído gerado é feita pela reação com 

o ácido tiobarbitúrico em meio ácido, à quente, formando um cromógeno que pode ser 

quantificado por espectrofotometria em λ 532 nm.  

Para tentar mimetizar o que acontece in vivo, foi proposta a realização do presente 

ensaio, descrito em Material e Métodos pág. 57, no qual o meio reacional é lipofílico e por 

isso, as amostras menos polares foram selecionadas (fração em hexano e em clorofórmio). 

Estas amostras podem não apresentar boa atividade antioxidante, por questões de 

solubilidade, frente a outros métodos realizados em meio hidrofílico, como o DPPH e o 

TEAC. Nesse ensaio, a peroxidação lipídica foi induzida pela reação do ácido ascórbico com 

Fe (III), um metal de transição, e nestas condições o ác. Ascórbico apresenta propriedades 

pro-oxidantes, reduzindo o Fe (III) a Fe (II) e este último reage com oxigênio molecular (O2), 

originando o ânion superóxido e uma sequência de reações que culmina com a formação do 

radical •OH; 

Fe
3+

 + Ac. Ascórbico  → Fe
2+

 + Ac. ascórbico• 

Reação de Haber-Weiss:  Fe
2+

 + O2 → Fe
3+

 + O2•- 

         O2•- + 2H
+
 → H2O2 + O2 

Reação de Fenton:        Fe
3+

 + O2•- → Fe
2+

 + O2 

         Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

  +  
- 
OH  +  •OH 

 

As frações em hexano e em clorofórmio foram ativas neste sistema lipofílico, como já 

era esperado, com CE50 µg/mL de 40,5 e 136,2 µg/mL, respectivamente. Portanto, foram 

eficientes no impedimento da peroxidação lipídica realizada pela combinação do FeCl3 e o 

ácido ascórbico, sendo resultados promissores da busca de antioxidante de natureza lipofílica. 

A atividade dessas amostras pode ser justificada pela proteção do fosfolípideos de membrana 

através do impedimento de formação das espécies reativas nas reações de Fenton e Haber-

Weiss por quelação do Fe (II), ou até mesmo bloqueando sua oxidação a Fe (III), o que 

interfere na etapa de iniciação do processo oxidativo. Por outro lado, as amostras poderiam 
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atuar também na etapa de propagação pela abstração de radicais peroxila, o que diminui a 

propagação dos danos oxidativos aos lipossomos.  

As atividades das amostras foram comparadas com aquelas do extrato comercial 

padronizado de Ginkgo biloba e propilgalato, os quais são reconhecidos pela capacidade 

antioxidante potente. O extrato de Ginkgo biloba apresentou CE50 de 63,5 µg/mL e o 

propilgalato 9,38 x 10
-6

 M e ainda com a do α-tocoferol cuja literatura reporta uma CE50 de 

13,68µg/mL (RAVISHANKARA et al., 2002). Somente a FHA foi estatisticamente 

semelhante ao extrato de Ginkgo biloba pelo Teste de Tukey (p<0,05). 

Em um trabalho com vários derivados de hidroxiflavonas, Cotelle e colaboradores 

(1996) mostraram que o sistema de substituição do tipo pirogalol, principalmente, mas 

também catecol no anel B está relacionado com melhor atividade protetora contra a 

peroxidação lipídica.  

Miyase e colaboradores (1999a e 1999b) avaliaram a atividade antioxidante 15 novos 

derivados isoflavonoídicos isolados a partir de Lespedeza homoloba, Fabaceae, usando o 

modelo de inibição da peroxidação em homogenatos de cérebro de rato. Os autores 

concluíram que, além da proximidade dos grupos –OH em C-5 e –C=O em C-4 nas 

isoflavonas contribui para maior atividade antioxidante, aqueles derivados contendo grupo 

catecol tiveram maior atividade contra a peroxidação em homogenatos de cérebro de ratos e 

também melhor atividade de extinção de ânion superóxido. Além disso, não encontraram para 

os derivados isoflavonoídicos testados uma correlação clara entre as atividades inibidora da 

peroxidação do homogenato de cérebro de rato e a de quelação de Fe(II). Jiang e 

colaboradores (2005) compararam o efeito antioxidante de duas espécies de Fabaceae, 

Pueraria thomsonii e P. lobata, usando o modelo de oxidação lipídica e proteica das 

membranas de células vermelhas pelo diidrocloreto de 2,2”–azo-bis-(2-amidinopropano) 

(AAPH). As duas espécies são ricas em isoflavonoides, mas segundo o achado dos 

pesquisadores, P. lobata tem maior teor em isoflavonoides e atribuem a esse fato, o seu maior 

poder antioxidante com CI50 no modelo usado de 194 ± 6,9 µg/mL. Das isoflavonas isoladas, 

apenas a puerarina (uma isoflavona C8-glicosilada) foi ativa, CI50 de 756,2 ± 5,0 µg/mL, 

comparável com o padrão de ácido ascórbico usado cuja CI50 foi de 720,5 ± 3,6 µg/mL. 

A busca por antioxidantes naturais se faz necessária, principalmente, porque aqueles 

utilizados industrialmente como BHT, BHA, dentre outros, apresentam efeitos tóxicos e até 

cancerígenos (SOARES, 2002). 

Os resultados do ensaio se encontram no Gráfico 9. 
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Gráfico 9: CE50 mais desvio padrão obtidas no ensaio de peroxidação lipídica da fração em hexano 

(FHA), fração em clorofórmio (FCA) e controles positivos extrato seco padronizado de Ginkgo biloba (GB) e 

Propilgalato (PG). 

Analisando os resultados (Gráfico 9) observamos que tanto FHA como FCA 

preveniram a peroxidação lipídica dos fosfolipídeos dos lipossomos induzida pelo sistema 

Fe
3+

/ascorbato de uma forma dose dependente. Pode-se, portanto, inferir a hipótese que essas 

amostras possuem capacidade de extinguir o radical hidroxila, potencialmente tóxico, no meio 

biológico. Esses resultados podem significar uma boa afinidade dos componentes 

antioxidantes das amostras no meio lipofílico e na interface, podendo atravessar a bicamada 

lipídica das membranas celulares (TANG e col., 2004). Possivelmente esses efeitos se devem 

em grande parte a presença de derivados isoflavonoidicos, cuja atividade antioxiodante em 

modelos de peroxidação lipídica tem sido comprovada. 

 

Correlação do teor de derivados fenólicos totais com a atividade antioxidante 

pelo método DPPH 

  Os resultados indicam que para A. nitida a atividade antioxidante está intimamente 

relacionada com o a composição fenólica das amostras, especialmente, sendo promovida 

pelos flavonoides e polifenóis. Deste modo, foi efetuada a correlação da composição de 

derivados fenólicos com a atividade antioxidante das amostras através da Correlação de 

Pearson, realizada pelo programa estatístico GraphPad Prism 5.01 com intervalo de confiança 

de 95% (p<0,05). 
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 O coeficiente de correlação de Pearson foi significativo para todas as amostras, o que 

demonstra que a atividade antioxidante está relacionada com a composição fenólica das 

amostras Pearson>0,9 para todas as amostras (Tabela 7). Isto indica que os derivados 

fenólicos contribuem de forma importante para a capacidade antioxidante do extrato e das 

frações. 

 

Tabela 7: Análise estatística pela Correlação de Pearson entre o teor de derivados fenólicos total e a atividade 

antioxidante obtida pelo método DPPH. 

Amostra Coeficiente de correlação de Pearson – 

DPPH 

EEAA 0,9863 

FCA 0,9873 

FAEA 0,9976 

FBA 0,9943 

REEAA 0,9704 

       EEAA: extrato hidroalcoólico dos galhos de A. nitida, FCA: fração em clorofórmio, FAEA: fração em     

acetato de etila, FBA: fração em butanol e REEAA: resíduo proveniente do liofilizado após as partições. 

 

 Chidambaram e colaboradores (2013) encontraram uma alta correlação positiva 

(coeficiente de correlação = 0,978) entre a quantidade de derivados fenólicos e a atividade 

antioxidante pelo método DPPH, o que sugere a grande contribuição destas substâncias para o 

pronunciado potencial antioxidante do extrato das raízes de Codariocalyx motorius 

(Fabaceae). Logo, os resultados obtidos a partir das amostras originadas dos galhos de A. 

nitida são corroborados por outras espécies da família Fabaceae. 

 

Correlação entre o teor de derivados flavonoídicos expressos em biochanina A e 

quercetina com os valores TEAC encontrados para as amostras 

A atividade antioxidante está intimamente relacionada com o a composição fenólica 

das amostras, especialmente, sendo promovida pelos flavonoides e polifenóis. Deste modo, 

foi efetuada a correlação da composição de derivados flavonoídicos tanto expressos como 

isoflavonoides quanto flavonoides com a atividade antioxidante das amostras obtida pelo 

TEAC. A análise de correlação de Pearson foi realizada pelo programa estatístico GraphPad 

Prism 5.01 com intervalo de confiança de 95% (p<0,05). 
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Embora o teor de isoflavonoides expressos em biochanina A seja maior do que o teor 

de flavonoides expresso em quercetina nota-se que não há correlação positiva com atividade 

antioxidante avaliada pelo TEAC (-0,8790) (Tabela 8). Talvez as isoflavonas não contribuam 

de forma eficiente, quanto o conteúdo de fenólicos totais de cada amostra e elas não sigam o 

padrão de atividade do Trolox. Já os flavonoides expressos em equivalente de quercetina 

apresentam forte correlação (0,8372) com a atividade antioxidante avaliada pelo TEAC, 

mostrando que estes contribuem de forma significativa para a atividade antioxidante. 

 

Tabela 8: Correlação entre o teor de isoflavonoides e flavonoides com a atividade antioxidante determinada pelo 

TEAC. 

Amostras Teor (%) 

isoflavonoides 

expressos Eq 

Biochanina A 

Teor (%) 

flavonoides 

expressos Eq 

quercetina 

TEAC Correlação 

Isoflavonoides  

x 

TEAC 

Correlação 

Flavonoides  

x 

TEAC 

FAEA 1.115 0.435 0,373 -0,8790 0,8372 

EEAA 0.885 0.409 0,693   

REEAA 0.869 0.370 0,516   

FCA 0.697 0.120 0,161   

FBA 0.624 0.455 0,552   

EEAA: extrato hidroalcoólico dos galhos de A. nitida, FCA: fração em clorofórmio, FAEA: fração em acetato de 

etila, FBA: fração em butanol e REEAA: resíduo proveniente do liofilizado após as partições. 

 

5.2.2. Potencial antimalárico dos extratos e frações 

Diversas famílias de plantas têm sido testadas no intuito de serem encontradas novas 

alternativas para o tratamento da malária, devido principalmente à resistência crescente de 

cepas de P. falciparum aos medicamentos atualmente utilizados. Encontra-se documentada 

espécies ativas das famílias: Apocynaceae, Asteraceae, Compositeae, Euphorbiaceae, 

Rubiaceae, Fabaceae, dentre outras (BOURDY et al., 2004,  BERTANI et al., 2005; 

GARAVITO et al. 2006,  RUIZ et al., 2011). Várias espécies da família Fabaceae já 

apresentaram grande potencial antimalárico (GODEVAC et al., 2008). A. nitida (Fabaceae) é 

uma possível fonte destas substâncias, já que o gênero Andira apresenta espécies dotadas de 

atividade antimalárica como A. inermis, relacionada às isoflavonas e aos 2-Arilbenzofuran-3-
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carbaldeídos (KRAFT et al., 2000; 2001). Portanto este estudo de caráter inédito é uma 

possível contribuição para o conhecimento biológico da espécie em questão. 

 

Teste de inibição do crescimento do P. falciparum em cultura in vitro (Teste LDH)  

O experimento foi realizado como descrito em Material e Métodos pág. 59 em 

colaboração com o Laboratório de Fitoquímica da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal de Minas Gerais. O extrato e frações semipurificadas de A. nitida apresentaram 

atividade considerável no ensaio sobre a cultura de P. falciparum resitente a cloroquina (W2), 

efetuado em três ensaios independentes. As amostras mais ativas na concentração de 25 

µg/mL foram FCA com 19% de inibição do crescimento, seguida pelo REEAA com 16%, 

FBA com 15% e FHA com 11%. O extrato bruto hidroalcoólico (EEAA) e a fração acetato de 

etila (FAEA) foram as menos efetivas contra P. falciparum com 3 e 5% de inibição, 

respectivamente. O extrato lipofílico (EHDA) dos galhos de A. nitida foi inativo neste teste de 

triagem. 

Na concentração de 50 µg/mL destacaram-se as frações FCA e FHA, as menos 

polares, ambas com 31% de inibição. Em seguida, aparece a FBA com 23%, resíduo com 

18%, FAEA com 10% e EEAA com 9%.  

As porcentagens de inibição do experimento são apresentadas na Tabela 9. 

 

Tabela 9: Percentual de redução do crescimento de P. falciparum cloroquina-resistente (W2) na presença 

amostras obtidas de A. nitida. 

Conc. 

 (µg/mL) 

         Amostras 

 

% Redução do crescimento de P. falciparum (W2) 

 EHDA FCA EEAA FAEA FBA FHA REEAA 

50 Inativo 31 9 10 23 31 18 

25 Inativo 19 3 5 15 11 16 

EHDA: extrato lipofílico dos galhos de A. nitida, FCA: fração em clorofórmio, EEAA: extrato 

hidroalcoólico dos galhos de A. nitida, FAEA: fração em acetato de etila, FBA: fração em butanol, FHA: fração 

em hexano e REEAA: resíduo proveniente do liofilizado após as partições. 

 



112 
 

Diferentes classes de metabólitos secundários como terpenos (MESHNICK, 2002), 

flavonoides (FROELICH et al., 2007) e alcaloides (CHEA et al., 2007) têm sido reportados na 

literatura como possuidores de atividade antimalárica.  

No presente experimento as frações menos polares destacaram-se pela atividade 

antiplasmodial in vitro, fato este corroborado por Kraft et al. (2000) que avaliaram a atividade 

antiplasmodial dos extratos lipofílicos obtidos a partir das folhas e galhos de Andira inermis, 

os quais apresentaram atividade moderada in vitro, CI50 de 56,0 e 58,6 µg/mL para o extrato 

lipofílico das folhas frente as cepas poW (cepa sensível à cloroquina) e Dd2 (cepa resistente à 

cloroquina), respectivamente. Enquanto o extrato lipofílico dos galhos teve CI50 de 82,0 

(poW) e 108,7 (Dd2) µg/mL. As isoflavonas isoladas foram ativas contra P. falciparum tanto 

frente a Dd2 quanto a poW. As CE50 em µg/mL para as isoflavonas isoladas foram: 

Formononetina (>50,0 poW, >50,0 Dd2), Prunetina  (27,8 poW, 50 Dd2), Biochanina A  

(46,8 poW, 50 Dd2), Calicosina (4,2 poW, 9,8 Dd2), Genisteína (2,0 poW,  4,1 Dd2) e 

Pratenseína (45 poW, 50 Dd2). As mais ativas foram Calicosina e Genisteína. Em 2001, Kraft 

e colaboradores deram continuidade a busca de produtos naturais com atividade 

antiplasmódica. Testaram diversos derivados isoflavonoídicos isolados das frações ativas 

obtidas a partir dos extratos das folhas de A. inermis contra P. falciparum, sendo que uma 

ainda não havia sido avaliada por eles: a Afrormosina (36,6 ± 3,3µg/mL poW; 38,5 ± 7,3 

µg/mL Dd2), que também demonstrou atividade contra o parasito no ensaio in vitro. Por outro 

lado, as substâncias isoladas 2-Arilbenzofuran-3-carbaldeídos, os Andinermal A (2.3 ± 0.4 

µg/mL poW; 3.9 ± 0.2 µg/mL Dd2) e C (5,9 ± 0,5 µg/mL poW,  6.3 ± 1,0 µg/mL Dd2) 

demonsraram atividade antiplasmodial pronunciada. 

Esses dados reforçam os resultados obtidos pela fração em clorofórmio (FCA), uma 

vez que, ela apresenta considerável conteúdo flavonoídico expresso em isoflavonas (6,97 mg 

EB/ g amostra). Para a fração em hexano (FHA) não foi realizada a determinação do conteúdo 

flavonoídico, contudo não se descarta a possibilidade da presença de derivados 

isoflavonoídicos, uma vez que esse tipo de substância tem sido descrita para o gênero Andira, 

a partir de extratos e frações lipofílicas, como benzeno, hexano, éter de petróleo, éter etílico, 

diclorometano, clorofórmio, entre outros (COCKER et al., 1962; BRAZ-FILHO et al., 1973; 

KRAFT et al., 2000, 2001, 2002; ALMEIDA et al., 2008). 

As isoflavonas foram isoladas de todas as espécies de Andira estudadas até o presente 

momento (BRAZ-FILHO et al., 1973, KRAFT et al., 2000 e 2001, SILVA et al., 2006, 

ALMEIDA et al., 2007, SILVA et al., 2008, GARCEZ et al., 2010). Pode-se sugerir que elas, 
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além de marcadores quimiossistemáticos, sejam as responsáveis em parte pela atividade 

antimalárica do gênero. As isoflavonas também possuem atividade contra outros protozoários 

como Leishmania donovani e Trypanosoma brucei brucei como a genisteína, a biochanina A, 

a formononetina e 7-hidroxi-isoflavona (SALEM & WERBOVETZ, 2006) 

A atividade baixa do EEAA pode ser justificada pela reduzida concentração das 

substâncias ativas, pois ele reune todos os tipos de substâncias e com o fracionamento ocorre 

a separação e concentração dessas substâncias nas diversas frações. A FBA também 

apresentou resultados interessantes que também são embasados pela literatura que mostra 

trabalhos, nos quais compostos fenólicos apresentaram atividade antimalárica (KRAFT et al., 

2000, 2001). 

No entanto, é importante lembrar que falta de atividade de extratos de plantas in vitro 

não deve ser interpretada como inatividade in vivo contra a malária, por diferentes razões, por 

exemplo, os limites biológico e fitoquímico do teste, como a biodistribuição e o processo de 

extração (RUIZ et al., 2011). 

 

Teste espectrofotométrico de inibição da polimerização da ferriprotoporfirina 

(FBIT) ou inibição da polimerização do heme 

Para colocar este modelo em funcionamento dentro das nossas condições, foi 

necessário otimizar parâmetros, tais como, qualidade da água usada (deve ser destilada e 

deionizada), concentração de hemina, tipo de placa 96 poços, velocidade e força de 

centrifugação, entre outros, como a desocupação das placas durante os descartes finais que é 

um ponto crítico neste modelo, já que pode dar origem a uma grande variabilidade nos 

resultados dos ensaios. Uma vez estabelecidas as condições do ensaio, utilizaram-se lotes de 

cloroquina diferentes (da Colômbia e Merck Brasil) para determinação da CI50 e comparação 

das mesmas. Inicialmente, testaram-se várias concentrações para se determinar a CI50 em 

nossas condições. 

Uma vez padronizadas as variáveis em nossas condições de trabalho, as amostras 

obtidas a partir dos galhos de Andira nitida foram testadas de acordo com o descrito na parte 

de Material e Métodos, pág. 60, usando a cloroquina difosfato Merck como referência. 

O ensaio FBIT é um método simples e menos dispendioso comparado aos outros 

métodos de avaliação da atividade antimalárica in vitro. Desta forma, a implementação desse 

método para a avaliação de extratos vegetais é vantajoso e menos laborioso do que o teste de 

cultura in vitro do Plasmodium falciparum, devido às dificuldades de manutenção do cultivo. 
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O método de Garavito e colaboradores (2006) foi utilizado com pequenas 

modificações como descrito em Material e Métodos pág. 60. No intuito de serem encontradas 

as condições ideais, diversos ensaios foram feitos para que a concentração de hemina ideal 

fosse encontrada (0,25 mg/mL) e a velocidade/força de centrifugação (800 gravidades) fosse 

definida.  

Neste teste, apesar do extrato hidroalcoólico de A. nitida ser inativo, avaliaram-se suas 

frações enriquecidas e estas se mostraram ativas. As CE50 das amostras variaram de 0,412-

1,12 mg/mL, sendo a fração em clorofórmio (FCA) a mais ativa, seguida pelo extrato 

lipofílico (EDHA), fração em hexano (FHA) e fração em acetato de etila (FAEA). Os 

resultados do teste encontram-se sumarizados na Tabela 10. 

 

    Tabela 10: CE50 médias com desvio padrão obtidas pela avaliação da atividade sobre a polimerização da 

hemina medida por três ensaios independentes dos extratos e frações de A. nitida. 

Amostra Status CE50 mg/mL ± DP 

EEAA Inativo − 

EHDA Ativo 0,6737 ± 0,0571
a
 

FHA Ativa 0,7093 ± 0,0774
a
 

FCA Ativa 0,4127 ± 0,0828 

FAEA Ativo 1,1193± 0,1463 

FBA Inativo − 

REEAA Inativo − 

Cloroquina Ativa 0,008 ± 0,001 

Letras iguais indicam médias iguais de acordo com análise estatística por ANOVA/Teste de Tukey p<0,05. DP: 

desvio padrão de 3 repetições. EEAA: extrato hidroalcoólico dos galhos de A. nitida, EHDA: extrato lipofílico 

dos galhos de A. nitida, FHA: fração em hexano, FCA: fração em clorofórmio, FAEA: fração em acetato de etila, 

FBA: fração em butanol e REEAA: resíduo proveniente do liofilizado após as partições. 

 

Novamente, as frações de baixa a média polaridade demonstram maior atividade 

antimalárica. O conteúdo flavonoídico da FCA é promissor e parece ser constituído 

majoritariamente por derivados isoflavonoídicos (6,97 mg EB/ g amostra). Dessa forma, 

reforça-se o papel dessas substâncias na atividade sobre a polimerização da hemina, uma vez 

que elas também apresentam atividade contra P. falciparum in vitro (KRAFT et al., 2000; 

2001). CHONG & SULLIVAN JR (2003) avaliaram a atividade inibidora da biocristalização 
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do heme de várias substâncias. Levando em consideração o trabalho de Kraft e seus 

colaboradores, os autores testaram a biochanina A e a genisteína, as quais foram ativas com 

CI50 de 20,8 (± 1,1) µM e 36,2 (± 3,4) µM, respectivamente. 

Tanto derivados terpênicos (FERREIRA et al., 2010) quanto isoflavonas são relatados 

na literatura como antimaláricos (KRAFT et al., 2000; 2001), além de outras substâncias de 

variada natureza química como as antraquinonas, alcaloides, flavonoides, limonoides, 

naftoquinonas, sesquiterpenos, quassinoides (CARABALLO et al., 2004)  

Bourdy e colaboradores (2004) fizeram a seguinte classificação de atividade 

antimalárica no teste FBIT a partir da CE50 mg/mL:  menor do que 5: extrato ativo, de 5 a 10: 

extrato moderadamente ativo e  maior do que 10: extrato inativo. Segundo esta classificação 

percebe-se que as amostras provenientes do extrato hidroalcoólico de A. nitida são 

classificadas como ativas, pois nelas se observa CE50 menores do que 5 mg/mL. Os autores 

realizaram um verificação de diversas espécies vegetais, dentre elas 2 espécies pertencentes à 

família Fabaceae, sendo elas Enterolobium contortisiliquum (Vell. Conc.) Morong.  (folhas – 

CE50 0,41 ± 0,01 mg/mL), Geoffroea decorticans (Gill. Ex Hook. & Arn.) Bruk. (folhas – 

0,45 ± 0,12; galhos – 1,00 ± 0,12 mg/mL) e Caesalpinia paraguariensis (Parodi) Burk. 

(sementes – 1,70 ± 0,25) (BOURDY et al., 2004). Resultados estes próximos àqueles obtidos 

com A. nitida.  

Bertani e colaboradores (2005), ao avaliarem plantas tradicionalmente antimaláricas 

da Guiana Francesa, testaram a espécie Pterocarpus rohrii Vahl (Fabaceae), a qual inibiu 

quase 60% do crescimento do Plasmodium yoelii no teste in vivo, mas foi inativa in vitro 

contra o P. falciparum e apresentou CE50 > 180 µg/mL no teste FBIT, por outro lado é mais 

ativa do que as frações e extratos de A. nítida no FBIT. 

Ruiz e colaboradores (2011) realizaram a avaliação do potencial antimalárico de 

plantas usadas por grupos amazônicos à beira do Rio Nanay (Peru). Dentre elas testaram a 

atividade antimalárica do extrato dos galhos de Senna reticulata (Willd.) H. Irwin & Barneby 

(Fabaceae), o qual apresentou CE50 >10 µg/mL para o ensaio in vitro contra o P. falciparum 

FCR-3 cloroquina-resistente e 8,7 µg/mL no ensaio FBIT, logo maior atividade do que A. 

nitida. 

Na busca por substâncias que apresentem atividade antimalárica por inibição da 

formação de hemozoína pelo parasito, fica evidente o potencial das amostras provenientes de 

A. nitida, as quais podem constituir possíveis alvos para o desenvolvimento de antimaláricos. 

Frente à necessidade da substância ativa atravessar as membranas biológicas para se 
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concentrar no vacúolo acídico do parasito e assim produzir a atividade antimalárica em 

questão. Logo, a FHA e FCA, são promissoras na busca de substâncias de menor polaridade 

que desempenhem tal atividade. 

 

Teste da Supressão da Parasitemia “in vivo” (Teste de Peters) 

O teste supressivo de Peters foi realizado como descrito em Material e Métodos pág. 

61 e durante os primeiros quatro dias não foram evidenciados sintoma dramáticos da doença. 

A evolução foi acompanhada pela contagem dos glóbulos vermelhos parasitados em amostras 

de esfregaços de sangue periférico. No dia 5 aparecem sintomas leves caracterizados por 

piloereção. Já no dia 7 aparecem marcadamente os sintomas da doença, apresentando-se, nas 

condições do ensaio, morte dos animais até o dia 12 posterior a infecção. A evolução da 

parasitemia dos animais pode permanecer indetectável por alguns dias para logo aparecer e ir 

aumentando até a morte do animal. 

Segundo Krettli e colaboradores (2009) amostras que apresentem 30% ou mais de 

inibição da multiplicação do parasito podem ser consideradas ativas. Dessa forma, todas as 

frações e o extrato lipofílico testados apresentaram atividade antimalárica. Destacando-se a 

fração em hexano, a qual apresentou a maior inibição no 7° dia, 75%, FCA e EDHA 

apresentaram mais de 50% e FAEA 39%. No 9°dia, ainda pode ser visualizada uma atividade 

antimalárica considerável das frações FCA 50 mg/Kg (47,83%), FCA 200 mg/Kg (53,75%) e 

FHA 200 mg/Kg (59,68%) (Tabela 11). 
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Tabela 11: Inibição da multiplicação parasitária quantificada no 5°, 7°, 9° e 12° dia após a infecção. 

Amostra     Dose (mg/Kg) 

                    

Supressão da parasitemia (%) por dia 

5° dia 7° 9° 12° 

FCA 50 0 11 48 31 

FCA 100 7 0 0 0 

FCA 200 18 53* 54 5 

FHA 200 0 75* 60 37 

EHDA 200 1 51* 24 0 

FAEA 200 26 39 0 0 

CQ 10 98* 64 61 37 

n= 5 camundongos por grupo. *Atividade antimalárica significativa pelo Teste Mann-Whitney comparado ao 

controle negativo p<0,05. CQ: cloroquina, FCA: fração em clorofórmio, FHA: fração em hexano, EHDA: 

extrato lipofílico dos galhos de A. nitida e FAEA: fração em acetato de etila. 

 

 No Gráfico 10, encontram-se sumarizados o comportamento das amostras pela 

inibição da multiplicação parasitária durante o experimento. 

 

 

Gráfico 10: Supressão da parasitemia de camundongos infectados por P. berghei, tratados com amostras de A. 

nitida e Cloroquina, nos dias pós-infecção. CQ: cloroquina, EHDA: extrato lipofílico dos galhos de A. nitida, 

FHA: fração em hexano, FCA: fração em clorofórmio, FAEA: fração em acetato de etila. 
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Muñoz e colaboradores (2000 a e b) realizaram a avaliação de diversas espécies 

vegetais de variadas famílias no intuito de serem encontradas novas possibilidades para o 

tratamento da malária. Verificou-se que o extrato hidroalcoólico de Apuleia leiocarpa 

(Fabaceae) nas doses de 100 e 250 mg/Kg apresentou inibição de 53 e 31% sobre a 

multiplicação de P. berghei. Já Myroxylon peruiferum 1000 mg/Kg apresentou 35 % de 

inibição. No mesmo contexto, Bertani e colaboradores (2005) avaliaram o decocto das folhas 

de Pterocarpus rohrii (Fabaceae), o qual foi inativo in vitro, mas ativo na dose de 1072 

mg/Kg no ensaio in vivo com inibição de 59,3%.  

Recentemente, Oliveira (2011) em seu trabalho com espécies vegetais da caatinga e 

região amazônica, avaliou a atividade antimalárica in vivo de Bowdichia virgilioides Kunth 

(Fabaceae) que apresentou inibição da parasitemia no 5° dia de 65% (100 mg/Kg) e 38% (500 

mg/Kg). Esses resultados reforçam a pesquisa com espécies da família Fabaceae e mostram 

sua importância na busca por novas fontes de substâncias antimaláricas.  

As amostras de A. nitida testadas no ensaio conta P. berghei foram ativas e essa 

atividade se repete em várias espécies da família Fabaceae, o que mostra a grande 

possibilidade de estudos com membros da referida família, no intuito de serem encontradas 

substâncias antimaláricas. 

O tempo de meia-vida das amostras e, consequentemente, sua biodisponibilidade pode 

diminuir e afetar seu efeito biológico. Isto pode explicar alguns resultados obtidos neste 

trabalho, onde no 5° dia após a infecção as amostra mostram pouca inibição sobre a 

multiplicação dos parasitos, mas no 7° ocorre uma alta atividade. Neste estudo, as amostras 

foram administradas por via oral aos animais, considerada como de primeira escolha pela 

facilidade de adesão ao tratamento principalmente em áreas endêmicas (VIAL et al., 2004). 

 

Avaliação da toxicidade 

Usando como parâmetro de toxicidade o número de animais vivos no dia da primeira 

leitura (no caso, dia 5) do ensaio, foi obtida uma aproximação da viabilidade do emprego de 

cada extrato ou fração em relação a sua toxicidade, uma vez que no desenho do ensaio, per si, 

expõe os animais a doses repetidas dos tratamentos. A sobrevivência dos animais foi 

acompanhada até o 37º dia do ensaio. Neste contexto, apesar dos animais estarem vivos na 

contagem do 5° dia, foi observado que a fração em clorofórmio (FCA) apresentou efeitos 

tóxicos nos camundongos, evidente no número de animais vivos após esse dia. No 7° dia, 

havia apenas 2 camundongos nos grupos de 50 mg/Kg peso e 100 mg/Kg peso e 3 animais no 
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grupo tratado com 200 mg/Kg peso (Tabela 12). A toxicidade já foi relatada no trabalho de 

Silva e colaboradores (2008) na avaliação da atividade anti-helmíntica de A. anthelmia. 

Apesar de menos ativa do que as outras amostras testadas neste experimento, a fração 

em acetato de etila (FAEA) foi aquela que garantiu melhor sobrevida aos animais (31 dias), 

fato esse corroborado pela presença majoritária de derivados flavonoídicos e outros fenólicos, 

substâncias antioxidantes, que podem controlar os danos oxidativos decorrentes da infecção, 

retardando, por exemplo, o quadro de anemia dos camundongos (IBRAHIM et al., 2012), 

contribuindo para a maior sobrevida dos animais. Em seguida, as frações em clorofórmio e 

em Hexano a 200 mg/Kg e o extrato lipofílico apresentaram o melhor tempo de sobrevida (27 

dias) (Tabela 12). No 37° dia nenhum camundongo mais estava vivo. 

 

    Tabela 12: Sobrevida dos camundongos por dias pós-infecção com P. berghei. 

Tratamentos 5º dia 7º dia 9º dia 12º dia 17º dia 21º dia 27ºdia 31ºdia 37ºdia 

CN 5/5 4/5 3/5 3/5 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5 

CQ 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 3/5 3/5 0/5 0/5 

G3 5/5 2/5 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5 0/5 0/5 

G4 5/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 

G5 5/5 3/5 2/5 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5 0/5 

G6 5/5 3/5 3/5 2/5 1/5 1/5 1/5 0/5 0/5 

G7 5/5 4/5 2/5 1/5 1/5 1/5 1/5 0/5 0/5 

G8 5/5 4/5 4/5 3/5 3/5 2/5 1/5 1/5 0/5 

n = 5 camundondos. CN: controle negativo, CQ: cloroquina, G3: FCA 50 mg/Kg peso, G4: FCA 100 mg/Kg 

peso, G5: FCA 200 mg/Kg peso, G6: FHA 200 mg/Kg, EHDA: 200 mg/Kg peso e G8: FAEA: 200 mg/Kg peso. 

 

Avaliação comparativa dos resultados obtidos nos três modelos usados para 

verificação do potencial antimalárico 

 

Não necessariamente se deve encontrar correlação tão alta nos resultados 

comparativos dos três modelos usados, já que estes avaliam distintos modos de ação das 

substâncias em relação à atividade antimalárica, embora uma amostra promissora geralmente 
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apresente atividade em vários modelos. Na Tabela 13 estão agrupados os dados referentes aos 

três experimentos realizados para avaliação da atividade antimalárica. 

O ensaio de triagem pela inibição do crescimento do P. falciparum mostrou maior 

potencial antimalárico das frações menos polares, FHA e FCA, apesar das concentrações-

padrão testadas serem demasiadamente baixas, mas estão de acordo com o preconizado pela 

RITAM. Esse resultado se repetiu na avaliação da inibição da polimerização da 

ferriprotoporfirina IX, onde FHA, FCA e o extrato lipofílico (EHDA) foram ativos e a FAEA 

mostrou-se também uma possível fonte de substâncias com atividade antipolimerizante, já as 

outras amostras se mostraram inativas por esse mecanismo de ação. A fração FCA possue um 

conteúdo expressivo de isoflavonoides, determinadas pela quantificação de flavonoides 

expressos em biochanina A, que podem atuar na atividade antimalárica encontrada. Já a 

fração FHA e o EHDA são compostos de substâncias de baixa polaridade como os terpenos e 

estes apresentam atividade antimalárica documentada como, por exemplo, a artemisinina. 

 

Tabela 13: Resultados da atividade das amostras obtidas a partir dos galhos de Andira nitida nos três modelos 

usados para verificação do potencial antimalárico. 

AMOSTRA  Resultados  Resultados  Resultados  

 Modelo in vivo* 

(200 mg/kg) 

Modelo in vitro** 

(50 µg/mL) 

Modelo FBIT*** 

(CE50 mg/mL)  

EEAA **** 9 - 

EHDA 51 - 0,6737 ± 0,0571 

FHA 75 31 0,7093 ± 0,0774 

FCA 53 31 0,4127 ± 0,0828 

FAEA 39 10 1,1193 ± 0,1463 

FBA **** 23 - 

REEAA **** 18 - 

Cloroquina  64 - 0,008 ± 0,001 

* Modelo animal de malária com P. berghei, % inibição no 7º dia após infecção dos animas (3 dias após término 

do tratamento);  ** Modelo de cultivo de P. falciparum, % inibição do crescimento de P.falciparum; *** 

Modelo de inibição da biocristalização da Ferriprotoporfirina IX, CI50, **** Amostra não testada neste modelo, 

− inativo. 

 

Para o ensaio in vivo foram selecionas as amostras que apresentaram melhor atividade 

nos dois testes in vitro utilizados preliminarmente. Nesse contexto, EHDA, FCA, FHA e 

FAEA foram testadas e demonstraram considerável atividade antimalárica com inibição de 

50,68, 74,66, 52,86 e 39,51 %, respectivamente no 7° dia após a infecção. Portanto, as 
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amostras provenientes dos galhos de A. nitida são possíveis fontes de substâncias 

antimaláricas. 

A inatividade de uma amostra in vitro, não pode ser transportada como inatividade in 

vivo, uma vez que os fenômenos metabólicos de um ser vivo influem diretamente sobre as 

substâncias podendo até mesmo ativá-las (RUIZ et al., 2011). Por isso, é importante a 

avaliação das amostras por mais de um modelo. No presente estudo, foi confirmada a 

atividade antimalárica de mais uma espécie do gênero Andira, o que contribuiu para o 

fortalecimento do gênero como possível fonte de substâncias antimaláricas, sendo tanto a 

FCA quanto FHA promissoras na identificação de novos alvos terapêuticos para o tratamento 

da malária. 

 

 

Correlação da atividade antioxidante obtida pela quantificação das substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (SRAT) e a atividade antimalárica pelo ensaio de 

inibição da polimerização da ferriprotoporfirina (FBIT), das frações em hexano (FHA) e 

em clorofórmio (FCA) 

 Uma forte correlação entre a atividade antioxidante obtida no ensaio de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico e a atividade antimalárica obtida pelo ensaio inibição da 

polimerização da ferriprotoporfirina IX foi encontrada para a FHA (0,9736) e para FCA 

(0,9643). Esses dados corroboram com a literatura, que mostra o papel dos antioxidantes na 

fisiopatologia da malária. Níveis aumentados de antioxidante não alteram o curso da doença, 

mas são úteis no controle do estresse oxidativo proveniente da infecção, diminuindo, por 

exemplo, o quadro anêmico (IBRAHIM et al., 2012; PERCÁRIO et al., 2012).  

 A forte correlação existente entre a atividade antioxidante e a atividade antimalárica é 

bom indicativo no potencial dessas frações frente ao parasito, uma vez que para 

desenvolverem seu efeito na formação da hemozoína, essas substâncias precisam atravessar as 

membranas biológicas do Plasmodium, para chegaram ao vacúolo alimentar acídico (EGAN, 

2008). Dessa forma, reforça-se o interesse nessas amostras na busca de substâncias 

antimaláricas que consigam chegar até o alvo farmacológico. 

 Foi encontrada uma considerável atividade antimalárica dessas amostras no ensaio in 

vivo contra P. berghei pode também ser reforçada pela correlação existente com os 

antioxidantes presentes. No caso da FHA são substâncias de baixa polaridade, já FCA 

apresenta um conteúdo expressivo de isoflavonas. É a primeira vez que essas inéditas 

atividades biológicas de A. nitida são documentadas e reforçam o conhecimento sobre esse 
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gênero como possível fonte de substâncias para o tratamento da malária e o uso medicinal 

para o tratamento da malária. 

  O papel exato dos flavonoides ainda não está totalmente elucidado na malária, mas 

devido à ação antioxidante, essas substâncias podem atuar no controle dos eventos relativos 

ao estresse oxidativo, o qual é comum no curso da doença. Portanto, os flavonoides poderiam 

atuar protegendo as células das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (YENESEW et al., 

2012). Neste contexto, a espécie A. nitida aparece como promissora em substâncias 

antimaláricas de natureza flavonoídica, no entanto mais estudos são necessários tanto na 

elucidação estrutural dessas substâncias quanto no real papel clínico dos flavonoides na 

malária. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

As plantas têm sido utilizadas desde a antiguidade para o tratamento de doenças e 

constitui fonte inesgotável de novos agentes terapêuticos. Dessa forma, o estudo de espécies 

vegetais brasileiras é interesante, uma vez que, o país apresenta uma das maiores 

biodiversidades do mundo e com o agravamento das doenças tropicais como a malária se faz 

urgente a pesquisa por novas possibilidades farmacológicas para o tratamento dessas 

enfermidades. 

Neste contexto, o gênero Andira aparece como promissor em atividades biológicas e 

como foi demonstrado no presente trabalho, A. nitida mostra-se como uma nova fonte na 

busca por substâncias ativas. O estudo fitoquímico mostrou que os galhos são ricos em 

substâncias do metabolismo secundário com a presença majoritária de derivados fenólicos, 

dentre estes as isoflavonas. Além disso, as isoflavonas foram evidenciadas pela determinação 

do conteúdo flavonoídico total. Dessa forma, essas substâncias podem ser consideradas 

possíveis marcadores quimiossistemáticos do gênero, visto que em todas as espécies de 

Andira estudadas até o presente momento esses constituintes foram identificados. 

 Constitui estudo inédito a verificação do potencial antioxidante da espécie A. nitida, a 

qual demonstrou alta atividade frente aos variados testes. Logo, na busca por antioxidantes 

naturais, considerando que os sintéticos largamente utilizados na indústria alimentícia / 

farmacêutica apresentam toxicidade, essa espécie vegetal abre possibilidades quanto a 

identificação dessas substâncias e seu possível uso. 

 A espécie estudada apresentou considerável atividade antiplasmodial / antimalárica 

tanto in vitro quanto in vivo, a qual pode constituir fonte de substâncias antimaláricas, 

destacando-se a capacidade de impedir a formação de hemozoína pelo parasito. Dessa forma, 

reforça-se o uso medicinal do gênero Andira para o tratamento da malária pela população e 

respalda as pesquisas científicas com as espécies do gênero.  

O presente trabalho abre perspectivas para a bioprospecção e possível isolamento das 

substâncias ativas, visando o possível desenvolvimento de novos antimaláricos, uma vez que 

com o advento do aumento da resistência aos atuais fármacos, principalmente, por P. 

falciparum surge a necessidade de busca de novos agentes terapêuticos. 
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