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RESUMO 

 

Macrolobium latifolium Vogel pertence à família Fabaceae e investigações etnofarmacológicas 

demonstraram que algumas espécies dessa família são utilizadas pela medicina popular no 

tratamento de doenças crônicas. Todavia, na literatura não há qualquer relato da atividade 

biológica e composição química de M. latifolium, que é amplamente distribuída no semiárido 

baiano. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a constituição química preliminar 

e algumas atividades biológicas da casca do caule de Macrolobium latifolium Vogel (Fabaceae). 

De maneira geral, a fração acetato de etila demonstrou o maior efeito antibacteriano em S. 

aureus (CIM=CBM=250 µg/mL), S. epidermidis (CIM=50 µg/mL e CBM=100 µg/mL), K. 

pneumoniae (CIM=CBM=100 µg/mL) e P. mirabilis (CIM=CBM=100 µg/mL) quando 

comparado com as demais frações. A proliferação de células tumorais HepG2, MCF7 e 

HCT116 também foi reduzida pela fração acetato de etila (IC50 de 26,4, 19,9 e 22,1 µg/mL, 

respectivamente). Mais uma vez, esta fração foi a mais efetiva em reduzir os radicais DPPH e 

ABTS+ (IC50 = 8,4 e 4,6 µg/mL, respectivamente) além de proteger macrófagos Raw 264.7 

expostos ao H2O2 contra a morte, possivelmente devido à ativação da via do Nrf2. Os testes de 

fitoquímica clássica, seguido da análise por CLAE-EM/EM revelaram a presença de 

flavonoides do tipo quercetina e triterpenoides do tipo oleanano na fração acetato de etila, que 

podem estar associadas as atividades biológicas dessa planta. Em conclusão, este estudo 

demonstrou pela primeira vez que a casca do caule de M. latifolium possui propriedades 

biológicas diversas, o que a sugere como uma fonte em potencial de moléculas empregadas no 

tratamento de desordens infecciosas, tumorais e oxidativas.   

 

Palavras-chaves: Macrolobium latifolium; Fabaceae; antioxidante; citoprotetora; 

antibacteriana; antiproliferativa, estudo fitoquímico. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Macrolobium latifolium Vogel belongs to Fabaceae family, and ethnopharmacological 

investigations have shown that some species from this family are used by folk medicine for 

treatment of chronic diseases. However, there is no report in the literature on biological activity 

and chemical composition of M. latifolium, which is widely distributed in Bahia semi-arid. In 

this context, our aim was to evaluate the preliminary chemical constitution and some biological 

activities of the stem bark from Macrolobium latifolium Vogel (Fabaceae). In general, the ethyl 

acetate fraction demonstrated the greatest antibacterial effect on S. aureus (CIM=CBM=250 

µg/mL), S. epidermidis (CIM=50 µg/mL and CBM=100 µg/mL), K. pneumoniae 

(CIM=CBM=100 µg/mL) and P. mirabilis (CIM=CBM=100 µg/mL)  

when compared among the other fractions. Furthermore, the proliferation of HepG2, MCF7 and 

HCT116 tumor cells was decreased by ethyl acetate fraction (IC50 = 26.4, 19.9 and 22.1 μg/mL, 

respectively). Again, this fraction was the most effective in reducing DPPH and ABTS+ 

radicals (IC50 = 8.4 and 4.6 μg/mL, respectively) and protecting Raw 264.7 macrophages 

exposed to H2O2 against cell death, possibly due to Nrf2 pathway activation. The classical 

phytochemical tests, followed by analysis by LC-MS/MS revealed the presence of quercetin-

type flavonoids and oleanane-type triterpenoids in this fraction, which may be associated with 

its biological activities. Taken together, this study demonstrated, for the first time, the diversity 

of biological properties from M. latifolium stem bark, indicating its therapeutic potential as 

source of molecules for treatment of infectious, carcinogenic and oxidative disorders. 

 

Keywords: Macrolobium latifolium; Fabaceae; antioxidant; cytoprotective; antibacterial; 

antiproliferative, phytochemical study. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As plantas têm sido utilizadas desde a pré-história e o conhecimento sobre suas 

atividades terapêuticas foram se acumulando ao longo dos anos, perdurando até os tempos 

atuais. Durante séculos, as plantas medicinais representaram o único recurso terapêutico de 

inúmeras comunidades e, apesar de seus constituintes químicos serem desconhecidos, as 

experiências populares contribuíram para a disseminação das propriedades terapêuticas, pelos 

efeitos medicinais que esses vegetais produziam. 

Com o aumento progressivo da indústria depois da Segunda Guerra Mundial, os 

“medicamentos vegetais” foram gradativamente substituídos por fármacos sintéticos nas 

farmácias. No entanto, apesar do crescente número de medicamentos sintéticos desenvolvidos 

nas últimas décadas, o interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terapêuticos 

ainda permanece. Isso ocorre pelo interesse sobre estudos da biodiversidade, assim como o 

difícil acesso da população a fármacos sintéticos, sobretudo, em países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento. 

Apesar da importância atribuída às plantas, o seu potencial terapêutico ainda é pouco 

estudado. Sendo assim, estudos utilizando plantas medicinais continuam sendo uma alternativa 

importante na busca de novas estratégias terapêuticas, visto que o Brasil é detentor da maior 

biodiversidade do planeta, possuindo numerosas espécies com moléculas bioativas. Além disso, 

boa parte da flora brasileira ainda sequer foi estudada dos pontos de vista químico e 

farmacológico. Nesse contexto, as espécies da família Fabaceae são conhecidas devido ao alto 

conteúdo de moléculas com propriedades biológicas já confirmadas, embora a espécie 

Macrolobium latifolium, objeto deste trabalho, ainda não possui quaisquer atividades biológicas 

descritas na literatura. 

O estresse redox ocorre quando há um desequilíbrio entre a formação e a remoção de 

oxidantes e radicais livres em favor dos pró-oxidantes. Esse fenômeno tem papel crucial na 

patogênese de várias doenças crônicas, incluindo diabetes, câncer e distúrbios cardiovasculares. 

Em paralelo estão as doenças infecciosas, que ainda são grandes responsáveis pela mortalidade 

no Brasil e no mundo, devido ao uso indiscriminado dos antibacterianos e surgimento de cepas 

multirresistentes. Já no contexto do câncer, os fármacos antineoplásicos disponíveis 

clinicamente apresentam inúmeros efeitos colaterais e/ou são pouco eficientes contra alguns 

tumores. Em conjunto, esses fatos estimulam as pesquisas voltadas à descoberta de fármacos 

de origem natural com funções antioxidante, antibacteriana e antiproliferativa. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1.  A família Fabaceae 

A família Fabaceae (sensu lato) = Leguminosae possui 751 gêneros e 19.500 espécies, 

incluída na ordem Fabales (Lpwg, 2013; Apg IV, 2016), apresenta distribuição cosmopolita, 

com centro de diversidade nos trópicos (Lewis, 1987). Ressalta-se que ainda existem 

controvérsias sobre a origem das leguminosas, todavia, registros fósseis descobertos na 

América do Norte, Europa, África e Ásia indicam o surgimento desse grupo de plantas há pelo 

menos 60 milhões de anos (Schrire et al., 2005). No Brasil ocorrem 222 gêneros e 2.807 

espécies de leguminosas, sendo a família com maior riqueza de espécies nos biomas Amazônia 

e Caatinga (Bfg, 2015). 

Tradicionalmente, Fabaceae é dividida em três subfamílias: Caesalpinioideae, 

Mimosoideae e Papilionoideae. Fabaceae é uma família amplamente distribuída em regiões 

tropicais e subtropicais, e possui grande diversidade de formas e variados hábitos (Lewis et al., 

2005). Essa é a terceira maior família de angiospermas, depois de Orchidaceae e Asteraceae. 

Em importância agrícola, é a segunda maior, depois de Poaceae (Judd et al., 1999; Lewis et al., 

2005). Fisiologicamente, espécies de Fabaceae possuem variados compostos secundários de 

grande importância, como alcaloides que são amplamente utilizados por indústrias químicas, 

cosméticas e farmacêuticas (Souza e Lorenzi, 2008). 

Os representantes de Fabaceae podem ser árvores de grande porte, arbustos, lianas, ervas 

anuais ou perenes. As folhas são geralmente alternas, compostas, com pulvino e estípulas 

persistentes ou caducas. As inflorescências geralmente são racemosas, com flores bissexuadas 

e diclamídeas, de prefloração imbricada ou valvar, ovário súpero, unicarpelar e unilocular, 

contendo um a numerosos óvulos em placentação marginal. Os frutos são legumes e derivações 

destes (drupa, sâmara, folículo, craspédio e lomento), deiscentes ou indeiscentes (Barroso et 

al., 1999; Lewis et al., 2005).  

O gênero Macrolobium é o segundo mais representativo da tribo Detarieae s.I. 

pertencente à família Fabaceae, sendo exclusivamente neotropical, com cerca de 70-80 espécies 

arbóreas e arbustivas, que podem ser encontradas na América Central (Honduras, Costa Rica e 

Panamá) e, principalmente, na América do Sul (Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana 

Francesa, Brasil, Colômbia, Equador, Peru e Bolívia), onde habitam às margens dos rios, 

igarapés, praias e florestas de terra firme. Só no Brasil, estima-se um total de 36 espécies e 26 

variedades do gênero (Félix–da–Silva et al., 2013), e a bacia do alto rio Negro, na Amazônia 

brasileira, é considerada o centro de diversidade de Macrolobium, também conhecido como 
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arapari, araparirana, iperana, faveira ou ipê (Ducke, 1941). Esse gênero foi inicialmente 

estudado taxonomicamente por Bentham (1870), na “Flora Brasiliensis”, onde tratou de 15 

espécies alocadas em duas seções: Vouapa Aubl. e Outea Aubl., incluindo a ilustração de quatro 

espécies. A revisão para espécies brasileiras de Macrolobium foi realizada por Ducke (1941), 

sendo composta por 29 espécies amazônicas, as quais foram mantidas nas seções propostas por 

Bentham (1870). 

 Macrolobium latifolium Vogel (Figura 1) é uma espécie endêmica na região litorânea 

da Bahia até o norte do Espírito Santo (Sambuichi et al., 2008), importante econômica e 

ecologicamente, sendo conhecida como óleo-comumbá, detentora de madeira própria para 

obras internas em construções civis, bem como para a produção de cabos de ferramentas e 

caixotaria. Além disso, ela é indicada para restauração de áreas degradadas por se adaptar a 

solos de baixa fertilidade (Sambuichi et al., 2009). A vegetação da M. latifolium é caracterizada 

como fanerófita e pode ser encontrada em áreas de floresta ombrófila, restinga arbórea e 

plantação de cacau (Sambuichi et al., 2008). 

 

 
 

Figura 1. Fotografia da espécie Macrolobium latifolium Vogel (Fabaceae) ocorrente no Estado 

da Bahia, Brasil. Fonte: Popovkin et al., 2011. 
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 Os estudos das propriedades biológicas do gênero Macrolobium são raros e no caso da 

espécie M. latifolium não há qualquer relato na literatura de sua farmacologia, aguçando a 

curiosidade científica em relação ao projeto proposto. Assim, estudos com espécies pouco 

conhecidas são fundamentais para a descoberta de propriedades químicas e biotecnológicas, 

principalmente com famílias e gêneros com amplo histórico de substâncias químicas e funções 

biológicas já identificadas (Barbosa et al., 2006). 

 

2.2. Propriedades biológicas da família Fabaceae 

As espécies da família Fabaceae são conhecidas devido ao alto conteúdo de flavonoides, 

cumarinas, ácidos fenólicos e taninos que estão associados as propriedades anti-inflamatória, 

antiviral, antitumoral, antibacteriana, anti-hemorrágica, hormonal e antioxidante dessas plantas 

(Simões et al., 2010). 

 

2.2.1. Atividade antibacteriana 

As doenças infecciosas são a segunda maior causa de mortalidade mundial, sendo 

consideradas como grave problema de saúde coletiva devido ao impacto que geram à sociedade. 

Essa problemática, atrelada às altas taxas de resistência bacteriana, especialmente em ambientes 

hospitalares, justifica a urgência no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos 

(Guimaraes et al., 2010).  

As infecções são provocadas por bactérias patogênicas que invadem o organismo do 

hospedeiro, evitam ou limitam suas defesas e podem provocar danos aos tecidos (Guido et al., 

2010). Atualmente, algumas dessas bactérias como Staphylococcus aureus meticilina-

resistente, S. aureus vancomicina-resistente, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e 

Pseudomonas aeruginosa têm sido associados à alta letalidade e altos custos de tratamento, 

onerando os sistemas de saúde (Lipsky et al., 2014; Marquet et al., 2015). 

Os antibacterianos são fármacos com capacidade de modificar o metabolismo bacteriano 

de diversas maneiras ao inibirem a síntese da parede celular, proteínas e ácidos nucléicos, além 

de interferir na integridade da membrana plasmática (Frieri et al., 2017). Devido ao aumento 

de casos de resistência bacteriana aos medicamentos clinicamente disponíveis, associado aos 

efeitos colaterais, a procura por moléculas isoladas de produtos naturais são uma alternativa 

para um terapia antimicrobiana mais eficaz e menos tóxica (Silva et al., 2008, Gonçalves et al., 

2013, Figueredo et al., 2014).  

Taninos e flavonoides são exemplos de fitoquímicos com propriedades antibacterianas 

presentes em plantas (Scalbert, 1991; Harbone, 2000; Veluri et al., 2004; 
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Bylka et al., 2004). Os extratos de Newtonia buchananii (Fabaceae), que são ricos em fenólicos, 

flavonois, flavonoides, taninos e proantocianidinas, apresentaram um potente efeito 

antibacteriano contra P. aeruginosa (Motlhatlego et al., 2018). Também, extratos de Erythrina 

stricta (Fabaceae) ricos em flavonoides, terpenoides, esteroides, taninos, carboidratos e 

glicosídeos antraquinônicos foram muito eficientes em induzir a morte de S. aureus (Akter et 

al., 2016). Já as bactérias S. aureus, E. coli e P. aeruginosa foram sensíveis às frações 

diclorometano e acetato de etila de Pomaria sandersonii (Fabaceae) (Muleya et al., 2015).  

A combinação entre moléculas sintéticas com fitoquímicos pode expandir 

consideravelmente o espectro de ação do fármaco em questão, reduzir o aparecimento de 

resistência ou mesmo minimizar a toxicidade do fármaco sintético desde que ele seria 

empregado em menor dose (Chanda e Rakholiya, 2011). Na literatura, a associação de extratos 

e compostos isolados de plantas com cloranfenicol, canamicina, estreptomicina e 

ciprofloxacino contra bactérias gram-negativas resistentes (Escherichia coli, Enterobacter 

aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Providencia stuartii e 

Enterobacter cloacae) apresentou sinergismo ou mesmo regenerou a capacidade antibacteriana 

de fármacos já ineficazes contra bactérias multirresistentes (Seukep et al., 2016). 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) é definida como a menor concentração de um 

agente antibacteriano que é bacteriostático (impede o crescimento visível de bactérias). A CBM 

é a concentração mínima do composto que mata o inóculo, sendo determinada a partir da 

inoculação da bactéria pré-tratada com o produto em análise em meio de ágar sem antibióticos. 

Além disso, os agentes que perturbam a parede celular ou a membrana celular ou interferem 

com enzimas bacterianas essenciais, apresentando um CBM não mais do que quatro vezes o 

CIM, geralmente são considerados como bactericidas. Por outro lado, os agentes que inibem a 

função dos ribossomos e a síntese de proteínas, exibindo um CBM quarenta vezes maior que o 

CIM, são considerados como bacteriostáticos (French, 2006). 

Obviamente, esses ensaios de determinação de susceptibilidade antibacteriana estão 

sujeitos às variações técnicas e têm limitações, apesar de serem extremamente relevantes para 

triagem inicial de compostos bacteriostáticos e/ou bactericidas (Pankey e Sabath, 2004; Pfaller 

et al., 2004; Levison, 2004). Por exemplo, as determinações de CIM e CBM são normalmente 

realizadas contra culturas em fase de crescimento logarítmico, enquanto que em infecções 

clínicas, os organismos podem crescer mais lentamente, onde nessas condições a atividade de 

alguns agentes pode ser reduzida ou perdida (Kim e Anthony, 1981; Eng et al.,1991). 

 

2.2.2.  Atividade antiproliferativa 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akter%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26969405
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Câncer é um termo genérico utilizado para designar um conjunto de doenças, as quais se 

caracterizam pela proliferação descontrolada de uma população de células do organismo. Essas 

células geralmente possuem capacidade de invadir tecidos adjacentes de maneira agressiva e 

sem controle (INCA, 2016; WHO, 2018).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 8 milhões de pessoas morrem 

por ano devido ao câncer, o que faz que esse conjunto de doenças represente uma das principais 

causas de morte no mundo. Ainda, estima-se que os novos casos anuais de câncer aumentem 

de 14 milhões, em 2012, para mais de 22 milhões nas próximas duas décadas (IARC, 2018). 

Somente para o Brasil, foram estimados cerca de 600 mil novos casos de câncer para o biênio 

de 2016-2017 (INCA, 2016). 

O tratamento do câncer envolve três abordagens terapêuticas isoladas ou conjuntas, que 

são a quimioterapia, a radioterapia e a excisão cirúrgica, além de outras modalidades como 

imunoterapia e hormonioterapia (INCA, 2011). No entanto, embora tenha ocorrido progresso 

na terapia antineoplásica, muitos tumores ainda são de difícil remissão (Riva et al., 2012). 

Diante disso, a descoberta de antineoplásicos de fácil administração, maior eficácia e efeitos 

colaterais reduzidos é uma das principais metas dos pesquisadores da área (Costa-Lotufo et al., 

2010). 

Sendo assim, as plantas são consideradas como uma fonte efetiva de compostos 

antitumorais. Os alcaloides da vinca, vinblastina e vincristina, por exemplo, são referências no 

desenvolvimento de medicamentos anticancerígenos. O paclitaxel (Taxol®), isolado da Taxus 

brevifolia Nutt. (Taxaceae), possui ação efetiva contra o câncer de mama, de ovário e de 

pulmão. O camptotecina isolado da Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae), apesar de 

entrar em desuso por causa da toxicidade apresentada na bexiga, contribuiu para o 

desenvolvimento do topotecano, utilizado atualmente no tratamento do câncer do pulmão e de 

ovário, e o irinotecano para câncer de colo-retal (Cragg e Newman, 2005). 

Alguns exemplares da família Fabaceae também são detentores de atividade antitumoral. 

Conforme apontado por Masoko et al. (2010), que mostraram que células T de linhagem 

leucêmica (Jurkat) foram mortas por extrato acetônico das raízes de Senna itálica. Num estudo 

fitoquímico das partes aéreas de Cassia italica foi isolado um triterpeno com efeito citotóxico 

contra células de linfoma e de tumor cerebral em camundongos (Mohamed, 2014). Sowemimo 

et al. (2015) também demonstraram que o extrato das folhas de Enterolobium cyclocarpum 

apresentaram efeitos antiproliferativos in vitro contra células de carcinoma cervical e de mama, 

ao alterar o ciclo celular e, respectivamente, induzir apoptose. Os extratos de Glycrrhiza glabra 

foram tóxicos contra células carcinoma cervical in vitro (Yaglioglu et al., 2015). Finalmente, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sowemimo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460593
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os extratos de vagens de Acacia ligulata mataram seletivamente células de melanoma in vitro 

(Jæger et al., 2018).  

 

2.2.3. Atividade antioxidante 

A oxirredução compreende um processo metabólico que ocasiona a produção de energia 

necessária para as atividades essenciais das células e resulta na produção de radicais livres 

(Roesler et al., 2007). Os radicais livres são espécies capazes de coexistir de forma 

independente com um ou mais elétrons desemparelhados na sua última camada. Devido a sua 

configuração, a maior parte dos radicais livres e oxidantes são reativos, instáveis e possuem 

meia vida curta, tornando-os doadores ou aceptores de elétrons (Halliwell e Gutteridge, 2015).  

Essas espécies são genericamente classificadas como espécies reativas do oxigênio (ROS) 

e espécies reativas do nitrogênio (RNS), que em baixas concentrações são importantes na 

sinalização em vias redox sensíveis e manutenção da homeostase celular. Contudo, em altas 

concentrações podem conduzir ao estresse redox por modificar irreversivelmente biomoléculas 

(Augusto, 2006; Winterbourn, 2014). 

O estresse redox é o nome dado ao desequilíbrio na produção e remoção dessas espécies, 

que resulta em um desarranjo na sinalização celular, controle redox e dano molecular. O estresse 

redox moderado pode levar às respostas adaptativas, todavia, quando em alta intensidade ou 

mantido por longos períodos estar associado com o envelhecimento e o desenvolvimento de 

doenças metabólicas, cardiovasculares e neurodegenerativas, embora ainda não se saiba 

exatamente se são causa ou consequência do processo (fisio)patológico (Gan e Johnson, 2014; 

Bhat et al., 2015).  

Apesar dos organismos aeróbicos possuírem um aparato enzimático e não-enzimático 

para diminuir os danos causados por essas espécies, frequentemente as moléculas obtidas da 

dieta são requeridas para auxiliar nesse processo. Essas moléculas exógenas podem prevenir, 

impedir, reparar ou reduzir o dano oxidativo inicialmente por captarem os elétrons 

desemparelhados dos radicais livres ou reagir com as moléculas oxidantes (Cerqueira et al., 

2007).  

No entanto, a literatura atual aponta que os efeitos dos antioxidantes exógenos vão além 

de simples captadores de radicais quando na verdade eles atuam como inibidores enzimáticos 

da xantina oxidase, lipoxigenase e NADPH oxidase (Oršolić et al., 2011; Oršolić e Car, 2014; 

Sirovina et al., 2013), ativadores de vias citoprotetoras como aquela do Nrf2 (Huang et al., 

2015; Silva-Palacios et al., 2016) ou indutores de morte celular com ativação da via das 

caspases (Kang et a., 2017). Os flavonoides, taninos e outras substâncias fenólicas, por 
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exemplo, são clássicos representantes de moléculas que atuam como antioxidantes 

preponderantemente por vias não-clássicas (Pandey et al., 2010; Agostini-Costa et al., 

2015; Zhang et al., 2015). 

Os sistemas antioxidantes enzimáticos são importantes na defesa intracelular devido a 

alta eficiência e variedade de reações que podem catalizar, a exemplo das enzimas superóxido 

dismutase, peroxiredoxinas, glutationa peroxidase e catalase. Outras enzimas como a heme 

oxigenase-1 (HO-1), NAD(P)H desidrogenase[quinona]1, subunidade catalítica da glutamato-

cisteína ligase e subunidade reguladora da ligase glutamato-cisteína complementam o aparato 

antioxidante intracelular ao atuarem por vias de metabolismo de fase II (Kim e Jang, 2014).  

Há alguns anos foi demonstrado que a expressão de todas essas enzimas estão 

relacionadas  à ativação do fator relacionado à transcrição do fator nuclear eritróide 2 (Nrf2) 

(Kim e Jang, 2014). Em condições fisiológicas, o Nrf2 é sequestrado no citoplasma por ligação 

à proteína 1 associada à ECH do tipo Kelch (Keap1), que por ubiquitinação promove a 

proteolise da  proteína. Quando Keap1 é oxidado nos tiois ou modificado por fitoquímicos, por 

exemplo, ocorre uma mudança conformacional e, consequentemente, a liberação do Nrf2 que 

se transloca ao núcleo. No núcleo, esse fator de transcrição se liga aos elementos de resposta 

antioxidante nas regiões promotoras de genes antioxidantes e citoprotetores (Taguhi et al., 

2011). Adicionalmente, a  proteína quinase ativada por mitógeno, a fosfatidilinositol 3-quinase 

e a proteína quinase C também estimulam a via do Nrf2 por fosforilação (Itoh et al., 2004; 

Baird e Dinkova-Kostova, 2011). 

Na literatura ainda são incipientes os trabalhos envolvendo o papel de plantas da família 

Fabaceae sobre a via do Nrf2. Contudo, Adesso et al. (2018) demonstraram recentemente que 

o extrato de um membro dessa família, Astragalus membranaceus, estimulou a translocação 

nuclear do Nrf2 e induziu a expressão de HO-1 e NQO1 e, consequentemente, agiu de forma 

significativa como antioxidante em células epiteliais intestinais. As frações de cloreto de 

metileno/metanol e metanólica de Entada africana (Fabaceae) apresentou altas atividades 

antioxidante e citoprotetora sobre hepatócitos de cultura humanos por também estimular a via 

do Nrf2 (Njayou et al., 2015). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo geral 

Avaliar a constituição química e as atividades biológicas da casca do caule de 

Macrolobium latifolium Vogel (Fabaceae). 

 

3.2.  Objetivos específicos 

 

 Preparar o extrato bruto da casca do caule de M. latifolium e fracioná-lo por partição 

líquido-líquido; 

 Avaliar a atividade antioxidante in vitro de M. latifolium pelos métodos de sequestro 

do radical livre DPPH, sequestro do radical livre ABTS+ e pelo sistema da inibição da auto 

oxidação do β-caroteno; 

 Investigar o efeito de M. latifolium sobre a viabilidade celular em macrófagos Raw 

264.7; 

 Investigar o efeito de M. latifolium sobre o dano oxidativo causado pelo H2O2 sob 

macrófagos Raw 264.7; 

 Avaliar o efeito de M. latifolium sobre o estado redox intracelular sobre macrófagos 

Raw 264.7 tratados com H2O2; 

 Investigar o efeito de M. latifolium sobre a via do Nrf2/Keap1 em macrófagos Raw 

264.7; 

 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro de M. latifolium contra Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli e Proteus mirabilis; 

 Avaliar o potencial antiproliferativo in vitrode M. latifolium sobre células tumorais 

HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), células MCF7 (carcinoma de mama humano) e 

HCT116 (carcinoma de cólon humano); 

 Determinar o perfil fitoquímico preliminar de M. latifolium por métodos qualitativos 

de fitoquímica clássica, CLAE-EM/EM e CG-EM. 
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Resumo 

 

Macrolobium latifolium Vogel pertence à família Fabaceae e investigações etnofarmacológicas 

demonstraram que algumas espécies dessa família são utilizadas pela medicina popular no 

tratamento de doenças crônicas. Todavia, na literatura não há qualquer relato da atividade 

biológica e composição química de M. latifolium, que é amplamente distribuída no semiárido 

baiano. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a constituição química preliminar 

e algumas atividades biológicas da casca do caule de Macrolobium latifolium Vogel (Fabaceae). 

De maneira geral, a fração acetato de etila demonstrou o maior efeito antibacteriano em S. 

aureus (CIM=CBM=250 µg/mL), S. epidermidis (CIM=50 µg/mL e CBM=100 µg/mL), K. 

pneumoniae (CIM=CBM=100 µg/mL) e P. mirabilis (CIM=CBM=100 µg/mL) quando 

comparado com as demais frações. A proliferação de células tumorais HepG2, MCF7 e 

HCT116 também foi reduzida pela fração acetato de etila (IC50 de 26,4, 19,9 e 22,1 µg/mL, 

respectivamente). Mais uma vez, esta fração foi a mais efetiva em reduzir os radicais DPPH e 

ABTS+ (IC50 = 8,4 e 4,6 µg/mL, respectivamente) além de proteger macrófagos Raw 264.7 

expostos ao H2O2 contra a morte, possivelmente devido à ativação da via do Nrf2. Os testes de 

fitoquímica clássica, seguido da análise por CLAE-EM/EM revelaram a presença de 

flavonoides do tipo quercetina e triterpenoides do tipo oleanano na fração acetato de etila, que 

podem estar associadas as atividades biológicas dessa planta. Em conclusão, este estudo 

demonstrou pela primeira vez que a casca do caule de M. latifolium possui propriedades 

biológicas diversas, o que a sugere como uma fonte em potencial de moléculas empregadas no 

tratamento de desordens infecciosas, tumorais e oxidativas.   

 

Palavras-chaves: Macrolobium latifolium; Fabaceae; antioxidante; citoprotetora; 

antibacteriana; antiproliferativa, estudo fitoquímico. 
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1. Introdução 

 

A família Fabaceae = Leguminosae é a terceira maior família de plantas do mundo 

dentro das Angiospermas, com 751 gêneros e 19.500 espécies (LPWG, 2013), amplamente 

distribuídas nas regiões tropicais (Gentry et al., 1988). As espécies da família Fabaceae são 

particularmente ricas em flavonoides e compostos biossinteticamente relacionados, como 

rotenoides e isoflavonoides. Alcaloides, terpenoides e esteroides são exemplos de outras classes 

de substâncias que ocorrem em muitos exemplares da família (Rocha e Silva et al., 2007). Essa 

diversidade química pode justificar as propriedades farmacológicas e terapêuticas de algumas 

espécies da família na medicina popular (Zakaria et al., 2009; Mikaeili et al., 2012; Santana et 

al., 2015; Ahmad et al., 2016).  

O gênero Macrolobium é o segundo mais representativo da tribo Detarieae s.I. 

pertencente à família Fabaceae, sendo exclusivamente neotropical, com cerca de 70-80 

espécies, que podem ser encontradas nas regiões da América Central e na América do Sul. A 

bacia do alto rio Negro, na Amazônia brasileira, é considerada o centro de diversidade de 

Macrolobium. No Brasil, estima-se que existam cerca de 36 espécies de Macrolobium (Félix-

da-Silva et al., 2013).  

 Macrolobium latifolium Vogel é uma espécie endêmica na região litorânea da Bahia até 

o norte do Espírito Santo (Sambuichi et al., 2008), podendo ser encontrada em áreas de floresta 

ombrófila, restinga arbórea e plantação de cacau (Sambuichi et al., 2015). Essa espécie é 

econômica e ecologicamente importante, tanto no fornecimento de madeira própria em 

construções civis, quanto na restauração de áreas degradadas uma vez que se adaptam a solos 

de baixa fertilidade (Sambuichi et al., 2009). Todavia, na literatura não há qualquer relato sobre 

as propriedades biológicas ou composição química dessa espécie.  

As doenças infecciosas são importantes no contexto da saúde pública, pois causam mais 

de 7,7 milhões de mortes em todo o mundo (OMS, 2017). Esses números alarmantes estão 

associados frequentemente ao surgimento de cepas bacterianas resistentes ao tratamento 

convencional. Além disso, muitos antibióticos disponíveis clinicamente apresentam muitos 

efeitos colaterais que limitam o uso desses fármacos e/ou adesão pelo paciente. Por essa razão, 

as grandes indústrias farmacêuticas estão interessadas no desenvolvimento de novos compostos 

com propriedades antimicrobianas e menor toxicidade (Fernandes e Martens, 2017). 

O câncer é o nome genérico de mais de 200 doenças, cujas células normalmente são mais 

proliferativas que no estado normal e, em certas situações, tornam-se invasivas. Estima-se para 

o ano de 2030, 21,4 milhões de casos incidentes, 13,2 milhões de mortes e 75 milhões de 
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pessoas vivas com câncer (Mendes e Vasconcellos, 2015). Os produtos naturais e/ou 

fitoquímicos isolados de plantas são fontes em potencial para descoberta e desenvolvimento de 

fármacos anticâncer, sendo que mais de 50% dos compostos isolados de produtos naturais se 

mostraram eficientes em diversos ensaios (Newman e Cragg, 2016). 

Espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS) são produzidas 

fisiologicamente e possuem importante papel na defesa e sinalização intracelular (Augusto, 

2006; Winterbourn, 2014). Em excesso, essas espécies podem reagir com macromoléculas 

endógenas, alterar suas funções, e se relacionarem com o desenvolvimento de diversas 

patologias com base inflamatória, como câncer, aterosclerose, artrite e doenças 

neurodegenerativas (Kohen e Nyska, 2002; Niki, 2010). 

Diante das evidências expostas acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil 

fitoquímico e as atividades antibacteriana, antiproliferativa e antioxidante da casca do caule de 

Macrolobium latifolium Vogel (Fabaceae) de modo a contribuir com a valoração do 

biodiversidade local e caracterização da espécie no intuito de futuramente se tornar fonte de 

moléculas potencialmente úteis na produção de medicamentos alternativos. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Materiais 

Acetato de etila, álcool etílico, hexano, metanol, clorofórmio e dimetilsulfóxido (DMSO) 

foram adquiridos da Quemis. Ágar Müller-Hinton e caldo BHI (Brain heart infusion) foram 

comprados da Merck e Neogen, respectivamente. As cepas bacterianas foram gentilmente 

cedidas pelas Profas Dras Milena Soares dos Santos (Universidade Federal da Bahia) e 

Regineide Xavier Santos (Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia), Vitória da Conquista, 

BA, Brasil. Ceftriaxona, penicilina, estreptomicina, resazurina, triton X-100, cloreto de sódio, 

reagente de Folin Ciocalteau, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS (2,2'-azinobis(3-

etilbenzotiazolina-6- ácido-sulfônico), β-caroteno, ácido linoleico, persulfato de potássio, 

Tween 40, sílica, ácido gálico, RPMI 1640, DMEM, soro bovino fetal, tripsina, cloreto de sódio, 

cloreto de potássio, fosfato dissódico, fosfato monopotássico e DCFH-DA foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich. O kit LDH Liquiform foi comprado da Labtest. As células tumorais (HepG2, 

MCF7 e HCT116) e não tumorais (MCR5) foram doadas pelo Hospital A.C. Camargo, São 

Paulo, SP, Brasil.  

 

2.2. Coleta e extração  
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2.2.1.  Material vegetal 

A planta foi coletada na cidade de Itamari (13° 46′ 42″ Sul, 39° 41′ 24″ Oeste) em julho 

de 2015, sob autorização de acesso do CNPq (010557/2015-6), e uma exsicata foi depositada 

no Herbário da UESB (HUESB 12023), cuja identidade foi confirmada pela Profa Dra 

Guadalupe Licona Macedo. 

 

2.2.2. Obtenção do extrato bruto e frações de M. latifolium  

As cascas do caule foram secas, posteriormente trituradas e submetidas a extensiva 

extração por maceração à frio em etanol P.A. (96%). O extrato obtido foi filtrado e concentrado 

em rotaevaporador até completa evaporação do solvente. 

O extrato bruto da casca do caule de M. latifolium foi submetido à partição líquido-líquido 

com os solventes hexano, acetato de etila e butanol, em ordem crescente de polaridade. Em 

seguida essas frações foram coletadas e secas. Antes dos ensaios, o extrato e frações foram 

ressuspensos em etanol na concentração de 20 mg/mL. 

 

2.3. Atividades farmacológicas 

2.3.1. Teste de susceptibilidade bacteriana  

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium frente as bactérias Staphylococcus aureus 

ATCC 25921, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Klebsiella pneumoniae ATCC 

25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 e Proteus 

mirabilis ATCC 17407 foram determinados pelo método de microdiluição em caldo conforme 

descrito por Santos et al. (2017). As cepas bacterianas foram expandidas em caldo BHI por 24 

h a 37 ºC. Em seguida, as suspensões bacterianas foram diluídas em novo caldo até uma 

absorbância de 0,09 a 0,1, em 625 nm. Essas suspensões bacterianas foram então foram diluídas 

200 vezes em caldo BHI estéril.  

As bactérias (5x105
 UFC/mL) foram então incubadas com o extrato ou frações em 

concentrações variadas (25 a 1000 μg/mL) num volume final de 200 μL. Após incubação por 

24 h a 37ºC, 60 μL do corante resazurina (0,01%) foi adicionado à suspensão e a CIM foi 

considerada a menor concentração na qual não houve crescimento bacteriano visível (cor azul) 

após 30 min. Na determinação da CBM, 10 µL da suspensão bacteriana pré-incubados com os 

extratos ou frações foram plaqueados em ágar Muller-Hinton a 37 ºC por 24 h. A CBM foi 

considerada a concentração onde não houve evidência de crescimento bacteriano na superfície 

do meio de cultura (Cabral et al., 2009). O etanol foi empregado como controle negativo. 
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2.3.2. Atividade antiproliferativa  

As amostras foram diluídas em DMSO puro estéril na concentração de 10 mg/mL. As 

células tumorais HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), células MCF7 (carcinoma de 

mama humano) e HCT116 (carcinoma de cólon humano) e não tumorais MCR5 (células de 

fibroblasto humano) foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm3, volume de 

250 mL) em RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal. As células foram 

mantidas em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC. A citotoxicidade do extrato e 

frações foi avaliada pelo o ensaio do Alamar blue (O'brien et al., 2000). Inicialmente, as células 

foram plaqueadas em placas de 96 poços (100 µL/poço de uma suspensão de 7 x 104 

células/mL) e, após 24 h de crescimento, as amostras dissolvidas em DMSO foram adicionadas 

em cada poço na concentração de 50 µg/mL e incubadas por 72 h. Quatro horas antes do final 

do período de incubação, 20 µL da solução estoque (0,312 mg/mL) de resazurina foram 

adicionados a cada poço. As absorbâncias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 

nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) em leitora de placa (Ahmed et al., 1994). A doxorrubicina 

(pureza ≥ 95%, cloridrato de doxorrubicina, Laboratório IMA) foi utilizado como o controle 

positivo (0,08-5 μg/mL), já o controle negativo recebeu o mesmo volume em DMSO. As 

amostras que inibiram ≥ 70% a proliferação celular na concentração de 50 µg/mL tiveram os 

valores de IC50 calculados em concentrações que variaram de 0,19-50 µg/mL. Os valores de 

IC50 foram obtidos por regressão não-linear dos dados obtidos em várias concentrações através 

do programa GraphPad Prisma versão 5.0.  

 

2.3.3. Atividade antioxidante  

A atividade antioxidante do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium foi 

avaliada utilizando os métodos de sequestro do DPPH, de redução do radical ABTS+
 e do 

sistema β-caroteno/ácido linoleico. 

O potencial de redução do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila) e sequestro do 

radical ABTS•+ (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido-sulfônico) foram determinados 

segundo o proposto por Santos et al., (2017) No ensaio do DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), 

as amostras (3 a 100 µg/mL) foram incubadas com uma solução etanólica de DPPH (1,1-

difenil-2-picrilidrazila, 70 μM) num volume final de 2 mL. Após 20 min a 25 °C, a absorbância 

residual da solução foi determinada em 517 nm. No ensaio do ABTS+ (cátion radical 2,2'-

azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido-sulfônico), o cátion radical do ABTS foi inicialmente 

preparado pela reação entre ABTS (7 mM) e persulfato de potássio (2,45 mM) por16 h à 
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temperatura ambiente e protegido da luz. A solução ABTS+ estoque foi diluída com etanol para 

absorbância de 0,7 a 734 nm e incubada com as amostras (0,6 a 15 µg/mL) em um volume final 

de 2 mL. A absorbância residual foi medida a 734 nm após 6 min de reação. Em ambos 

experimentos, os valores foram expressos como a concentração da amostra necessária para 

reduzir 50% dos radicais livres (IC50), após ajuste hiperbólico dos dados (Santos et al., 2017). 

No ensaio de co-oxidação do β-caroteno/ácido linoleico, preparou-se inicialmente uma 

emulsão contendo 60 µL de ácido linoleico, 530 µL de Tween 40, 10 µL da solução β-caroteno 

(20 mg/mL) e 1 mL de clorofórmio. Após homogeneização, o clorofórmio foi rotaevaporado e 

água destilada aerada foi adicionada à mistura até uma absorbância inicial de 0,65 a 470 nm. 

As amostras (4,6 a 74,1 µg/mL) foram misturadas a 1,5 mL da solução sistema β- 

caroteno/ácido linoleico e incubadas a 50°C. A absorbância (= 470 nm) da mistura reacional 

foi determinada imediatamente e após 2 h de incubação (Marco 1968, Miller, 1971). Os 

resultados expressos como IC50 foi determinado após ajuste hiperbólico dos dados. 

Ácido gálico foi utilizado como controle positivo nos testes de DPPH e ABTS+, 

enquanto Trolox no ensaio de peroxidação lipídica. 

 

2.3.4. Avaliação da citoproteção 

Os macrófagos da linhagem Raw 264.7 foram cultivados em meio DMEM com 10% de 

soro bovino fetal, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 µg/mL), em seguida transferidos 

para uma placa de 96 poços (1x105/poço) e pré-incubados a 37 °C em atmosfera de CO2 (5%) 

com a fração acetato de etila de M. latifolium (25 e 50 µg/mL). Após 18 h, as células foram 

lavadas duas vezes em tampão de fosfato salino (PBS). O meio foi trocado e H2O2 (1 mM) foi 

adicionado. Após nova incubação por 18 h a 37 °C, a viabilidade celular residual foi 

determinada pela determinação da atividade da lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante 

(Hansen et al., 1989; Facundo et al., 2005). Triton X-100 (1%) foi utilizado como controle de 

100% de lise celular. 

 

2.3.5. Determinação do estado redox intracelular dos macrófagos 

Os macrófagos Raw 264.7 (1x105/poço) foram plaqueados em placas de 96 poços e pré-

incubados com a fração acetato de etila de M. latifolium (25 e 50 µg/mL) por 18 h e re-

incubados com H2O2 (100 µM) por 30 min. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e 

incubadas com diacetato de 2',7'-diclorofluoresceína (DCFH-DA, 10 μM) por 1 h a 37 °C no 

escuro. As células foram lavadas novamente com PBS para retirar o excesso de DCFH-DA 

extracelular. A oxidação de DCFH foi monitorada por fluorescência (λex = 485 nm; λex = 520 
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nm) em um leitor de microplacas, sendo que o sinal aumentado de fluorescência indica um 

estado redox intracelular mais oxidante (Hansen et al., 1989; Pereira et al., 2017).  

 

2.3.6. Atividade da enzima heme oxigenase 

Os macrófagos Raw 264.7 (5x105/poço) foram transferidos para placas de 12 poços e pré-

incubados com a fração acetato de etila de M. latifolium (25 e 50 µg/mL) por 18 h. A atividade 

da heme oxigenase foi determinada no final de cada tratamento, conforme descrito por Jeong 

et al. (2009). As células foram submetidas a três ciclos de congelamento-descongelamento antes 

da adição do homogenato ao tampão fosfato (1 mL de volume final, pH 7,4) contendo cloreto 

de magnésio (2 mM), NADPH (0,8 mM), glucose-6- fosfato (2 mM), glucose-6-fosfato 

desidrogenase (0,2 unidades), citosol de fígado de rato como fonte de biliverdina redutase e o 

substrato hemina (20 μM). A mistura reacional foi incubada no escuro a 37°C durante 1 h e, em 

seguida, foi adicionado 1 mL de clorofómio. Após vigorosa agitação, a bilirrubina extraída na 

camada de clorofórmio foi medida pela diferença de absorbância entre 464 e 530 nm (ε = 40 

mM-1 cm-1). 

 

2.3.7. Viabilidade celular 

As células (1x105/poço) em placas de 96 poços foram pré-incubadas por 18 h com a fração 

acetato de etila da casca do caule de M. latifolium (25, 50 e 100 µg/mL) em meio de cultura 

contendo soro fetal bovino. Após isso, o sobrenadante foi coletado e a atividade da LDH foi 

determinada conforme acima (Facundo et al., 2005). Triton X-100 (1%) foi utilizado como 

controle de 100% de lise celular. 

 

2.4. Estudo fitoquímico 

2.4.1. Ensaios de fitoquímica clássica  

 Teste para alcaloides: 

Extrato e frações da casca do caule de M. latifoliumforam analisados por cromatografia 

em camada delgada para identificação qualitativa de alcaloides, com reveladores específicos 

para a classe. As amostras foram previamente solubilizadas em metanol, com exceção da fração 

hexânica, que foi solubilizada em clorofórmio. Em seguida, foram aplicadas em placas 

preparadas com sílica gel (fase estacionária) e eluídas em cuba de vidro contendo uma mistura 

acetato de etila:metanol (8:2). As placas foram observadas sob luz UV 365 nm e, em seguida, 

elas foram aspergidas com o reagente de Dragendorff para revelação de alcaloides (Wagner e 

Bladt, 2009).  
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 Teste para triterpenos/esteroides: 

Cerca de 50 mg das amostras foram diluídos em 1 mL de clorofórmio e, em seguida, foi 

adicionado 2 mL de anidrido acético e 2 gotas de ácido sulfúrico. A presença de 

triterpeno/esteroides é indicada pela mudança da cor azul para verde conforme descrito no teste 

de Liebermann-Burchard (Matos, 1997). 

 

 Teste para saponinas: 

As amostras foram misturadas com água e agitadas vigorosamente observando a 

formação de espuma, sendo considerado positiva a formação de forte espuma persistente por 

mais de 15 min (Matos, 1997). 

 

 Teste para taninos: 

Cerca de 50 mg das amostras foram diluídos em 5 mL de água e, posteriormente, foi 

adicionado 2 gotas de cloreto férrico. O aparecimento da coloração verde-preto identifica 

presença de taninos condensados e azul-preto caracteriza presença de taninos hidrolisáveis 

(Falcão e Araújo, 2011). 

 

 Teste para flavonoides: 

Cerca de 50 mg das amostras foram diluídos em 5 mL de etanol, seguido pela adição de 

um pedaço de fita de magnésio de 1,0 cm com 3 gotas de ácido clorídrico concentrado. A 

presença de flavonoides é indicada pelo aparecimento de coloração rósea a vermelha na mistura 

(Matos, 1997). 

 

2.4.2.  Dosagem de “fenólicos totais” 

O conteúdo de fenólicos totais foi quantificado através do método espectrofotométrico 

utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. Em tubo de ensaio foi adicionado 125 µL da amostra 

(1 mg/mL), 125 µL do reagente de Folin-Ciocalteau e 1 mL de água destilada. Após 3 min, 125 

µL da solução saturada de Na2CO3 foram adicionadas e a mistura foi incubada por 30 min a 

37ºC. Em seguida, foi realizada a leitura dos testes em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 750 nm. Uma curva padrão de ácido gálico (0,5 a 25 µg) foi construída para 

quantificação dos fenólicos totais nas amostras, os quais foram expressos em µg equivalentes 

de ácido gálico por miligramas de amostra (µg EAG/mg) (Singleton et al., 1999). 

 

2.4.3. CLAE-EM/EM 
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As análises cromatográficas das amostras foram realizadas na Central Analítica do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo (USP) utilizando um cromatógrafo UPLC 

da Shimadzu acoplado com um espectrômetro de massa da Amazon Speed ETD, com uma fonte 

de ionização por electrospray (ESI) em modos positivo e negativo. A coluna utilizada foi 

Phenomenex Luna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) e as fases móveis foram água/ácido fórmico 

0,1% (fase A) e acetonitrila/ácido fórmico 0,1% (fase B). O fluxo utilizado foi de 1 mL/min 

com um gradiente linear a partir de 0% de B e aumentando até 100% de B em 60 min, antes de 

se manter por 5 min, e depois retornando para as condições iniciais em 5 min com reequilíbrio 

da coluna por mais 5 min. A temperatura do forno foi 40°C. As condições ESI foram: capilar = 

4500 V, gás de secagem = 7 L/min, pressão do nebulizador = 27 psi, temperatura de 

dessolvatação = 300°C, temperatura da fonte = 300°C, com aquisição de dados entre m/z 50 e 

1000. Os constituintes das amostras da casca do caule de M. latifolium foram sugeridos pela 

comparação de seus valores m/ze padrões de fragmentação com a literatura. 

 

2.4.4. CG-EM 

A fração hexânica da casca do caule de M. latifolium foi submetida a análise de CG-EM, 

em aparelho QP2020 da marca Shimadzu, usando coluna capilar de sílica fundida Rtx-5MS 

(difenil dimetil polisiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno, espessura 

do filme de 0,25 µm e hélio como gás de arraste. 

A temperatura do injetor foi de 280°C com temperatura inicial de 60 C por 1 min, 

aumentando de 60 a 280°C na razão de 10°C/min, permanecendo nessa temperatura por 20 

min. A temperatura final permaneceu em 280°C por 43 min. A temperatura do detector e da 

interface do sistema foram de 280°C. A identificação dos compostos foi realizada por meio da 

comparação dos espectros de massas das amostras com aqueles existentes no NIST versão 14. 

 

2.5. Análise Estatística  

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão amostral de três experimentos 

independentes para determinação do teor de fenólicos totais, sequestro dos radicais DPPH, 

ABTS+, co-oxidação do β-caroteno/ácido linoleico e atividade antioxidante em célula. A 

determinação do teor de fenólicos totais, sequestro dos radicais DPPH, ABTS+ e co-oxidação 

do β-caroteno/ácido linoleico foram analisados por ANOVA de uma via e Tukey como pós-

teste. O resultado da atividade antioxidante em modelo celular foi analisado por ANOVA e 

Dunnett’s como pós-teste. A correlação entre o teor de fenólicos e os ensaios antioxidantes 
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DPPH, ABTS+ e peroxidação lipídica foram determinadas pelo teste de correlação de Pearson. 

O nível de significância utilizado foi de 5% e todos os testes foram realizados no programa 

GRAPHPAD Prisma (5.0).  

 

3. Resultados  

Inicialmente uma porção do extrato bruto da casca do caule de M. latifolium foi reservado 

e outra parte, cerca de 5 gramas, foi submetida a fracionamento originando as frações hexânica 

(FHCML = 0,06 g), acetato de etila (FAECML = 0,54 g), butanólica (FBCML = 0,35 g) e fase 

aquosa (FaqCML = 0,44 g).  

Na determinação da susceptibilidade bacteriana todas as amostras de maneira geral, com 

exceção da fração hexânica,apresentaram potencial antibacteriano contra as cepas de S. aureus, 

S. epidermidis, K. pneumoniae e P. mirabilis na concentração de até 1 mg/mL (Tabela 1). A 

fração acetato de etila, apresentou o melhor perfil antibacteriano contra S. aureus 

(CIM=CBM=250 µg/mL), S. epidermidis (CIM=50 µg/mL e CBM=100 µg/mL), K. 

pneumoniae (CIM=CBM=100 µg/mL) e P. mirabilis (CIM=CBM=100 µg/mL).  

Em seguida, a atividade antiproliferativa do extrato bruto e frações de M. latifoliumsobre 

as células tumorais HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), MCF7 (carcinoma de mama 

humano) e HCT116 (carcinoma de cólon humano) foi investigada. Segundo o programa de 

triagem de drogas citotóxicas da Fiocruz/BA, extratos e frações com valores de IC50 < 30 µg/mL 

são considerados promissores (Suffness e Pezzuto, 1990; Boik, 2001). Assim, a fração acetato 

de etila foi a única que passou na triagem e diminuiu a proliferação de células tumorais HepG2, 

MCF7 e HCT116 (IC50 de 26,4, 19,9 e 22,1 µg/mL, respectivamente), sem qualquer efeito 

antiproliferativo sobre linhagem celular não tumoral de MCR5 até concentração de 50 µg/mL 

(Tabela 2). 

Para determinação da atividade antioxidante preliminar do extrato e frações da casca do 

caule de M. latifolium inicialmente foi realizada uma triagem, onde as soluções etanólicas de 

DPPH e ABTS+ foram incubadas com 15 a 100 µg/mL de cada amostra, respectivamente. 

Assim, apenas as amostras que inibiram o radical em 70% tiveram a concentração que reduz o 

radical pela metade (IC50) determinadas. Todas as amostras, exceto a fração hexânica, tiveram 

seus valores de IC50 calculados para ambos os testes (Tabela 3). A fração acetato de etila foi a 

mais potente em reduzir os radicais DPPH e ABTS+ (IC50 = 8,4 e 4,6 µg/mL respectivamente) 

comparado entre todas as amostras. No teste de inibição da peroxidação lipídica, a fração 

hexânica inibiu mais efetivamente o decaimento do β-caroteno (IC50 = 10,1 µg/mL). 
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Com base nesses resultados, a fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium 

apresentou melhor perfil biológico e, por esse motivo, a atividade antioxidante dessa amostra 

também foi determinada em modelo celular. A fração acetato de etila (25 e 50 μg/mL) da casca 

do caule de M. latifolium foi eficaz em proteger as células de macrófagos Raw 264.7 contra a 

morte induzida pelo H2O2 após incubação por 18 h (Figura 2A) em cerca de 35,6 e 83,6% nas 

concentrações de 25 e 50 μg/mL, respectivamente. Além disso, houve uma diminuição 

concentração dependente da fluorescência emitida pelas células quando pré-tratadas com a 

fração acetato de etila (25 e 50 μg/mL) antes da adição de H2O2, indicando menor oxidação da 

DCFH e, possivelmente, maior atividade antioxidante intracelular (Figura 2B).  

A atividade da enzima heme oxigenasse em macrófagos Raw 264.7 pré-incubados com a 

fração acetato de etila (25 e 50 μg/mL) também aumentou de maneira concentração dependente 

(Figura 2C), sendo que na concentração de 50 μg/mL a atividade alcançou valores de 1570 

pmol de bilirrubina/mg de proteína/h versus 500 pmol de bilirrubina/mg de proteína/h da célula 

sem tratamento. É importante notar que, mesmo em concentrações de até 100 μg/mL da fração 

acetato de etila de M. latifololium, os macrófagos Raw 264.7 permaneceram viáveis, uma vez 

que a quantidade da enzima LDH citoplasmática liberada no meio de cultura foi de apenas 

6,7%, o que é comparável a morte celular basal (4,5%) (dados não mostrados). 

O perfil fitoquímico do extrato e frações da casca do caule de M. latifoliumfoi analisado 

quanto à presença de alcaloides, triterpenos/esteroides, saponinas, taninos e flavonoides por 

alguns métodos de fitoquímica clássica (Tabela 4). Os testes indicaram a presença de 

flavonoides e triterpenos/esteroides em todas as amostras, exceto a fase aquosa. A concentração 

de fenólicos e outros redutores (Tabela 5) do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium 

foram determinadas através da comparação dos achados com uma curva de calibração de ácido 

gálico (equação da reta y = 0,0657x - 0,0132; R2 = 0,997) (dado não mostrado). A fração acetato 

de etila novamente apresentou a maior concentração de fenólicos nas amostras (298,3 µg 

EAG/mg), enquanto que a fração hexânica a menor concentração desses compostos (42,2 µg 

EAG/mg). O teste de Pearson demonstrou uma correlação entre fenólicos totais e sequestro do 

radical DPPH (r=0,9839; p=0,0081), mas não para o ABTS+ (r=0,7392; p=0,1402) e inibição 

da peroxidação lipídica (r=0,1768; p=0,4808). 

Em seguida, as frações acetato de etila (Tabela 6 e Figuras 9-14), butanólica e fase 

aquosa (Tabela 7S e Figuras 15S-24S suplementares) da casca do caule de M. latifolium foram 

inicialmente analisadas por espectrometria de massas com ionização positiva, cujo padrão de 

fragmentação não permitiu a identificação de nenhum composto quando comparado com a 

literatura. Em paralelo, a fração hexânica foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a 
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espectrometria de massas, sendo possível identificar os compostos friedelan-3-ona, gamma-

sitosterol e lup-20(29)-en-3-ona, provenientes dos picos de maior intensidade (Figura 25S 

suplementar).   

Uma vez que a fração acetato de etila demonstrou melhores resultados nos ensaios 

biológicos aqui realizados (Tabelas 1-3 e Figura 2), decidimos analisa-la por espectrometria de 

massas com ionização negativa. Os íons com m/z 469, 603, 447, 497, 851, 847 foram os mais 

proeminentes na fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium (Tabela 6 e Figuras 

3-8). Os íons com m/z 469 (Figura 4) e 851 (Figura 7) parecem se tratar do mesmo composto 

em potencial, sugerindo a presença de triterpenoides do tipo oleanano (Salih et al., 2017). O íon 

com m/z 603e seus respectivos fragmentos (Figura 6) são indicativos da quercetina aglicona 

(Teixeira et al., 2015). Por fim, não foi encontrado na literatura nenhum metabólito 

correspondente ao íon m/z 447, 497 e 847.  

 

4. Discussão 

As espécies da família Fabaceae são conhecidas devido ao alto conteúdo de flavonoides, 

cumarinas, ácidos fenólicos, alcaloides, taninos, saponinas e triterpenos que estão associados 

às propriedades anti-inflamatória, antiviral, antitumoral, antibacteriana, anti-hemorrágica, 

hormonal e antioxidante dessas plantas (Krishna et al., 2012; Awouafacka et al., 2015; Amen 

et al., 2015). Dentre os diferentes metabólitos secundários, os compostos fenólicos são os mais 

extensivamente estudados, pois são reconhecidos por minimizar ou reparar o dano oxidativo às 

biomoléculas (García-Lafuente et al., 2014; Braga et al., 2016).  

De maneira geral, os testes de fitoquímica clássica do extrato e frações da casca do caule 

de M. latifoluim indicaram a presença de flavonoides e triterpenos/esteroides em todas as 

amostras, com exceção da fase aquosa. Já na determinação do teor de fenólicos totais, a fração 

acetato de etila apresentou maior concentração, enquanto que a fração hexânica apresentou 

menor concentração desses metabólitos, conforme esperado (Koleva et al., 2002).  

A diferença na concentração dessas espécies deve estar relacionada com a natureza 

química das substâncias fenólicas (como os ácidos fenólicos, antocianinas e taninos), da 

interação com outros nutrientes e micronutrientes presentes na amostra e da polaridade do 

solvente empregado no procedimento de extração (Caetano et al., 2009). A concentração de 

fenólicos na fração apolar foi a menor, o que evidencia que os mesmos não se particionam em 

solventes lipofílicos. Esses achados estão de acordo com o descrito de Dos Santos et al. (2016), 

cuja fração acetato de etila das folhas de Amburana cearenses (Fabaceae) demonstrou maior 

teor de fenólicos totais (134,66 µg EAG/mg). 
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As análises de CLAE-EM/EM da fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium 

que foi mais ativa nos testes biológicos, sugerem a presença de quercetina e triterpenos do tipo 

oleanano na amostra. Um estudo recente utilizando o extrato hidroalcoolico das folhas de 

Schotia brachypetala (Fabaceae) identificou mais de quarenta polifenois, incluindo glicosídeos 

flavonoides, isoflavonas, procianidinas, antocianinas, derivados do ácido hidroxibenzóico, 

taninos hidrolisáveis e vestígios de derivados flavonoides metilados e acetilados. Além disso, 

três compostos foram isolados e identificados do mesmo gênero pela primeira vez: ácido gálico, 

miricetina-3-O-α-L-1C4-ramnosídeo e quercetina-3-O-L-1C4-ramnosídeo (Sobeh et al., 2016). 

A quercetina é um dos flavonoides mais estudados e está presente em várias famílias de 

plantas, incluindo a Fabaceae. Trata-se de um composto reconhecidamente antioxidante, anti-

inflamatório, anti-hipertensivo, vasodilatador, antiobesidade, anti-hipercolesterolêmico e 

antiaterosclerótico, que exerce sua atividade por diferentes vias (Sultana e Anwar, 2008; 

Salvamani et al., 2014; David et al., 2016). A quercetina pode exercer tais atividades ao inibir 

a xantina oxidase (Khan et al., 2016), DNA-girase e topoisomerase IV (Hossion et al., 2011), 

proteína quinase C (Ferriola et al., 1989; End et al., 1987), produção de oxidantes induzida por 

lipopolissacarídeo e expressão de moléculas de adesão (Li et al., 2016). Além disso, ela também 

pode ativar a via do Nrf2 e, consequentemente, levar à expressão das enzimas peroxirredoxina 

(Miyamoto et al., 2011), p38-MAPK e HO-1 (Li et al., 2016), por exemplo.  

 Os triterpenoides do tipo oleanano exibem várias atividades farmacológicas, incluindo 

antioxidante, anti-inflamatório, hepatoprotetor, cardioprotetor, antipruriginoso, espasmolítico, 

antialérgico, antimicrobiano e antivirais. Estudos indicam que triterpenoides oleananos 

modulam múltiplas vias de sinalização intracelular e exercem atividades antioxidantes e 

antitumorais em vários sistemas modelo in vitro e in vivo (Parikh et al., 2014). Os triterpenoides 

podem regular a expressão dos microRNAs, induzir a expressão de enzimas antioxidantes como 

NAD(P)H quinona oxidoredutase1 e HO-1 também através da via do Nrf2 (Loboda et al., 

2012). Além disso, esses compostos podem inibir a topoisomerase I causando apoptose celular, 

estabelecendo potencial citotóxico no desenvolvimento de drogas antiproliferativas (Herrera-

Martínez et al., 2012).  

Na avaliação da atividade antibacteriana a fração acetato de etila apresentou atividade 

bactericida sobre as bactérias S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae e P. mirabilis devido a 

provável presença de flavonoides e/ou triterpenoides nessa amostra. De acordo com French 

(2006) os agentes que perturbam a parede celular ou a membrana celular ou interferem com 

enzimas bacterianas essenciais, apresentando um CBM não mais do que quatro vezes o CIM, 

geralmente são considerados como bactericidas. O único estudo biológico encontrado na 

https://peerj.com/articles/2404/author-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parikh%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25395898


49 

 

literatura com o gênero Macrolobium, até o presente momento, avaliou a atividade 

antibacteriana do extrato de M. multijugum sobre cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

que apresentou resultados de MICs irrelevantes (5000<CIM<12500 µg/mL) (De Castilho et al., 

2014). 

Akter et al. (2016) demonstraram que extratos em diclorometano, acetato de etila e n-

hexânico da casca de Erythrina stricta (Fabaceae) apresentaram CIM de 7,8, 125 e 125 µg/mL 

contra S. aureus, respectivamente. Os estudos fitoquímicos revelaram que as principais classes 

de constituintes nesses extratos foram flavonoides, terpenoides, esteroides, taninos, 

carboidratos e glicosídeos antraquinônicos. Recentemente, outro estudo também identificou o 

potencial antibacteriano dos extratos acetônico do caule e folhas, e metanólico/diclorometano 

do caule de Newtonia buchananii (Fabaceae) contra P. aeruginosa (20 μg/mL). No estudo 

fitoquímico, as folhas de N. buchananii indicaram a presença de fenólicos, flavonois, 

flavonoides, taninos e proantocianidinas (Motlhatlego et al., 2018). 

Na determinação da atividade antiproliferativa, a fração acetato de etila foi a única capaz 

de inibir a proliferação celular tumoral de forma mais significativa. Esses resultados sugerem 

que a provável presença de flavonoides e/ou triterpenoides na amostra atue sobre vias 

específicas de células tumorais, mas não em células normais uma vez que não interferiu na 

proliferação celular de MCR5 (Tabela 2). Na literatura também não há qualquer estudo sobre 

as propriedades antiproliferativas com plantas do gênero Macrolobium. No entanto, um 

triterpeno isolado das partes aéreas de Cassia italica (Fabaceae) apresentou efeito citotóxico 

contra células de linfoma e de tumor cerebral em altas concentrações (ED50 de 1,09 e 1,86 mM, 

respectivamente) (Mohamed, 2014).  

Jæger et al. (2018) demonstraram que diferentes extratos de vagens de Acacia ligulata 

(Fabaceae) foram citotóxicos contra células de melanoma SK-MEL28, cujos valores de IC50 

foram duas a quatro vezes maiores que os obtidos aqui neste trabalho. Além disso, o extrato 

etanólico da casca dessa mesma planta apresentou um CIM de 62,5 μg/mL contra Streptococcus 

pyogenes. Os testes fitoquímicos colorimétricos e CLAE-EM/EM dos extratos etanólicos de 

folhas e vagens demonstraram a presença de flavonoides, triterpenos/esteroides e saponinas. 

Além disso, flavonoides e outros componentes fenólicos já foram isolados de várias partes de 

outras espécies de Acacia (Seigler, 2003), dos quais foram associados com as propriedades 

biológicas do gênero (Grace et al., 2009; Tung et al., 2010; Sun et al., 2015).  

Na determinação da atividade antioxidante a fração acetato de etila foi mais eficiente no 

sequestro dos radicais livres, já a fração hexânica inibiu mais significativamente a peroxidação 

lipídica. Esse resultado já era esperado, provavelmente devido à presença de substâncias 
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lipofílicas nessa fração, uma vez que nesse método, o meio reacional se trata de uma emulsão. 

Dessa forma, substâncias de baixa polaridade, predominantes na fração hexânica, encontram 

maior capacidade para permanecerem na interface óleo-água da emulsão, onde ocorre a 

peroxidação lipídica e, assim, exerce mais facilmente sua ação antioxidante. Enquanto que 

frações de maior polaridade, solubilizam-se na fase aquosa, gerando diluição e 

consequentemente redução da atividade, o que fundamenta a menor atividade das demais 

frações (Koleva et al., 2002). 

Apesar de não existirem estudos demonstrando a atividade antioxidante de M. latifolium, 

investigações com duas espécies de Newtonia da família Fabaceae demonstraram que o extrato 

metanólico/diclorometano das folhas de N. hildebrandtii reduziu o radical 

DPPH com IC50 de 0,3 µg/mL e os extratos metanólico/diclorometano do caule e folhas de N. 

buchananii foram os mais efetivos no sequestro do cátion radical ABTS+ (IC50= 0,01 e 0,1 

µg/mL) (Motlhatlego et al., 2018). No trabalho de Campos et al. (2014) foi demonstrado que a 

fração metanólica do caule de Bauhinia glabra (Fabaceae) foi mais efetiva na captura do radical 

DPPH (IC50 13,5 µg/mL). 

Os resultados também demostraram que a fração acetato de etila produziu atividade 

antioxidante em modelo celular e aumentou a atividade da enzima heme oxigenase, que é 

regulada pela via redox sensível da Nrf2-Keap1 (Jeong et al., 2009). Esses achados sugerem 

que a via do Nrf2 foi ativada pela provável presença de flavonoides e/ou triterpenoides nessa 

fração, o que pode explicar o efeito citoprotetor dessa amostra contra o dano oxidativo causado 

pelo H2O2. Além disso, esse resultado está de acordo com aquele apresentado para as células 

de MCR5, onde 50 µg/mL de extrato ou frações não causaram qualquer alteração metabólica 

nessa linhagem. 

Os estudos acerca da capacidade de componentes de plantas da família Fabaceae em 

estimular a via do Nrf2 ainda são escassos. Todavia, um trabalho recente de Njayou et al. 

determinaram a atividade citoprotetora das frações das cascas do caule de Entada africana, 

também da família Fabaceae. A linhagem de hepatócito humano HC-04 quando pré-tratadas 

com as frações de cloreto de metileno/metanol e metanólica reduziram consideravelmente a 

liberação de LDH no sobrenadante, sendo que aquela com maior conteúdo de polifenois foi a 

mais potente. Os resultados ainda mostraram que a fração de cloreto de metileno/metanol 

aumentou em duas vezes a translocação nuclear de Nrf2, sendo comparável ao padrão 

quercetina.   
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Os polifenois são reconhecidamente ativadores da expressão de genes antioxidantes 

dependentes do Nrf2, apesar dos mecanismos exatos através dos quais os polifenóis promovem 

a translocação nuclear de Nrf2 ainda serem incertos. Alguns autores sugerem que os polifenois 

sofrem auto-oxidação ou metabolismo intracelular, o que pode gerar um grau moderado de 

estresse redox que, por sua vez, ativa a via Nrf2 (Xing et al., 2011). Outros sugerem que esses 

compostos possam modificar os grupos tiois de Keap1, levando à liberação do Nrf2 (Chen et 

al., 2017). 

Basar et al. (2016) analisaram extratos das raízes de Glycyrrhiza glabra L. (Fabaceae) 

frente ao estresse redox em linhagem celular de tecido mamário estável, e os resultados 

mostraram potencial quimiopreventivo de G. glabra mediado pela ativação da via do Nrf2 de 

defesa antioxidante, pela indução de expressão da enzima luciferase. Em outro estudo recente, 

Adesso et al. (2018) avaliaram o efeito do extrato de Astragalus membranaceus (Fabaceae) 

sobre o estresse redox em células epiteliais intestinais e demonstraram que esse extrato foi capaz 

de ativar a via do Nrf2 e induzir a expressão das enzimas HO-1 e NQO1, o que aumentou o 

potencial antioxidante e citoprotetor das células. Todavia, em ambos os trabalhos não foram 

realizados estudos fitoquímicos dos extratos no intuito de identificar os grupos metabólicos 

supostamente responsáveis pelo efeito. 

 

5. Conclusão 

 

A literatura reporta as espécies da família Fabaceae a ocorrência de alto conteúdo de 

flavonoides, alcaloides, triterpenos/esteroides, cumarinas, ácidos fenólicos, taninos e saponinas 

(Rocha e Silva et al., 2007; Awouafacka et al., 2015; Amen et al., 2015; Jæger et al., 2018). 

Dessa forma, os dados preliminares sobre a composição química da casca do caule de M. 

latifolium condizem com o que é esperado para a família, muito embora investigações futuras 

voltadas ao isolamento dos metabólitos de M. latifoliumsão imprescindíveis para uma 

caracterização mais fidedigna do perfil químico da planta. Neste estudo demonstramos, pela 

primeira vez, que a fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium apresenta 

propriedades antibacteriana, antiproliferativa e antioxidante sem características de toxicidade 

em cultura de células de MCR5 e de macrófagos murinos, possivelmente, por induzir a 

translocação nuclear de Nrf2 em células normais e, subsequentemente, a expressão de enzimas 

antioxidantes e citoprotetoras, o que indica o potencial terapêutico da planta no tratamento de 

desordens infecciosas, cancerígenas e oxidativas. Por fim, o estudo fitoquímico preliminar 

indicou a presença principalmente de flavonoides do tipo quercetina e triterpenoides do tipo 
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oleanano na fração acetato de etila da casca do caule da planta. Além de contribuir com a 

valoração da biodiversidade local ainda pouca explorada, este estudo destaca a M. latifolium 

como fonte em potencial de moléculas com propriedades terapêuticas. 
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Legendas 

 

Figura 2. Atividades citoprotetora (A), antioxidante (B) e indutora da hemeoxigenase (C) da 

fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium sobre macrófagos Raw 264.7. As 

células foram pré-tratadas com a fração nas concentrações de 25 e 50 μg/mL por 18 h. A 

atividade citoprotetora (A) foi avaliada pela determinação dos níveis de LDH no sobrenadante 

após adição de H2O2 (1 mM). Triton X-100 (1%) foi empregado como controle de lise total 

(100%). A atividade antioxidante (B) nas células pré-tratadas com a fração foi determinada pela 

oxidação da DCFH intracelular após adição de H2O2 (100 µM). A atividade da hemeoxigenase 

(C) foi estimada nas células pré-incubadas com as frações conforme descrito na Metodologia e 

expressa como pmol de bilirrubina/mg de proteína/hora. *p<0,05, quando comparados com 

controle por ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett’s. 

Figura 3. Cromatograma de íons (expandido) pela técnica de ionização (ESI) (modo negativo) 

da fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium em 210 nm. Os valores apresentados 

no cromatograma sob cada pico indica o tempo de retenção em minutos. 

Figura 4. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 469,00 (B) e 425,01 (C) identificados em 19,2 min. 

Figura 5. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 447,05 (B) e 497,13 (C) identificados em 21,3 min. 

Figura 6. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 301,00 (B) e 601,00 (C) identificados em 22,0 min. 

Figura 7. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 425,01 (B) e 851,04 (C) identificados em 24,4 min. 

Figura 8. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 423,00 (B) e 847,00 (C) identificados em 27,1 min. 

Figura 9. Cromatograma de íons (expandido) pela técnica de ionização (ESI) (modo positivo) 

da fração acetato de etila da casca do caule de M. latifolium em 210 nm. Os valores apresentados 

no cromatograma sob cada pico indica o tempo de retenção em minutos. 

Figura 10. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 471,02 (B) e 958,05 (C) identificados em 18,9 min. 

Figura 11. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 303,01 (B) e 320,04 (C) identificados em 21,7 min. 

Figura 12. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 427,03 (B) e 870,07 (C) identificados em 24,0 min. 
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Figura 13. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 227,20 (B) e 249,18 (C) identificados em 43,3 min. 

Figura 14. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com 

m/z 221,15 (B) e 243,13 (C) identificados em 47,7 min. 
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Figura 2.  
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Figura 3. 
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Figura 4.  
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Figura 5. 
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Figura 6. 
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Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

68.9954

425.0193
1-

851.0450
1-

24660-Planta FR Acet_Etila_1-62_01_3980.d: -MS, 24.4min #2884

115.0190
1-

271.9970
1-

299.9932
1- 24660-Planta FR Acet_Etila_1-62_01_3980.d: -MS2(425.0193), 38.1-95.3eV, 24.4min #2885

172.0169
1-

244.0029
1-

299.9929
1-

425.0181

1-

659.7260

24660-Planta FR Acet_Etila_1-62_01_3980.d: -MS2(851.0450), 47.0-117.6eV, 24.4min #2886

0

1

5x10

Intens.

0

1

2

4
x10

0.0

0.5

1.0

1.5

4x10

100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

B

C

A



67 

 

Figura 8.  
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Figura 9.  
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Figura 10.  
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Figura 11.  
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Figura 12.  
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Figura 13.  
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Figura 14.  
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Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) do extrato e frações da casca do caule de M. 

latifolium 

Bactérias 
EBCML FHCML FAECML FBCML FaqCML 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

S. aureus 500 500 a a 250 250 a a a a 

S. epidermidis 250 250 a a 50 100 250 500 100 500 

K. pneumoniae 250 250 a a 100 100 250 250 250 250 

P. aeruginosa a a a a a a a a a a 

E. coli a a a a a a a a a a 

P. mirabilis 250 250 a a 100 100 250 250 250 250 

EBCML: Extrato etanólico das cascas do caule de M. latifolium; FHCML: Fração hexânica das cascas do 

caule de M. latifolium; FAECML: Fração acetato de etila das cascas do caule de M. latifolium; FBCML: 

Fração butanólica das cascas do caule de M. latifolium; FaqCML: Fase aquosa das cascas do caule de M. 

latifolium. (a): valores ≥ 1000 µg/mL. 
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Tabela 2. Atividade antiproliferativa do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium em 

linhagens de células tumorais e não tumoral 

Amostras 
IC50 (µg/mL) 

MCF7 HCT116 HepG2 MCR5 

EBCML 
36,14a 

25,67 – 43,34 

4,95a 

3,53 – 7,82 

49,91a 

32,20 – 57,37 

>50a 

FHCML >50b >50b >50a >50a 

FAECML 
19,85c 

14,06 – 28,04 

22,06c 

14,83 – 32,82 

26,43b 

19,72 – 35,43 

>50a 

FBCML 
45,55d 

30,16 – 58,82 

>50b >50a >50a 

FaqCML >50b >50b >50a >50a 

DOX 
1,19e 

0,69 – 2,03 

0,81d 

0,15 – 2,43 

0,04c 

0,02 – 0,09 

0,74b 

0,46 – 1,17 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística entre as amostras pelo teste de 

Tukey, p<0,05. EBCML: Extrato etanólico das cascas do caule de M. latifolium; FHCML: 

Fração hexânica das cascas do caule de M. latifolium; FAECML: Fração acetato de etila das 

cascas do caule de M. latifolium; FBCML: Fração butanólica das cascas do caule de M. 

latifolium; FaqCML: Fase aquosa das cascas do caule de M. latifolium. Resultados apresentam 

os valores de IC50 e o respectivo intervalo de confiança de 95% obtido a partir de três 

experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do Alamar blue após 72 h de 

exposição com as células MCF7 (carcinoma de mama humano), HCT116 (carcinoma de cólon 

humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e MCR5 (células de fibroblasto humano) 

obtidos por regressão não-linear através do programa GraphPad Prisma versão 5.0. 

Doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo. 
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Tabela 3. Atividade antioxidante do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium 

Amostras DPPH IC50 

(µg/mL) 

ABTS+ IC50 

(µg/mL) 

Sistema β-caroteno/ácido 

linoleico IC50 (µg/mL) 

EBCML 9,3±0,11ª 4,4±0,03a 13,3±0,31a 

FHCML - - 10,1±0,28b 

FAECML 8,4±0,05b 4,6±0,01a 16,6±0,32c 

FBCML 11,0±0,04c 5,7±0,05b 20,9±0,67d 

FaqCML 9,3±0,13ª 5,1±0,01b 36,8±0,54e 

Ácido gálico 4,27±0,04d 1,27±0,02c - 

Trolox - - 5,38±0,38f 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística entre as amostras pelo teste de 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey, p<0,05. EBCML: Extrato etanólico das cascas do 

caule de M. latifolium; FHCML: Fração hexânica das cascas do caule de M. latifolium; 

FAECML: Fração acetato de etila das cascas do caule de M. latifolium; FBCML: Fração 

butanólica das cascas do caule de M. latifolium; FaqCML: Fase aquosa das cascas do caule de 

M. latifolium. Resultados apresentam os valores de IC50 e o desvio padrão obtido a partir de três 

experimentos independentes pelos métodos de captura dos radicais DPPH, ABTS+ e co-

oxidação do β-caroteno/ácido linoleico obtidos por regressão não-linear. Ácido gálico e trolox 

foram usados como controle positivo. 
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Tabela 4. Testes de fitoquímica clássica do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium 

Amostras 
Testes 

Acaloides Triterpenos/esteroides Saponinas Taninos Flavonoides 

EBCML - + + + + 

FHCML - + - - + 

FAECML - + + + + 

FBCML - + + + + 

FaqCML - - + + + 

EBCML: Extrato etanólico das cascas do caule de M. latifolium; FHCML: Fração hexânica das 

cascas do caule de M. latifolium; FAECML: Fração acetato de etila das cascas do caule de M. 

latifolium; FBCML: Fração butanólica das cascas do caule de M. latifolium; FaqCML: Fase 

aquosa das cascas do caule de M. latifolium. (+): detectado, (–): não detectado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

Tabela 5. Teor de fenólicos totais do extrato e frações da casca do caule de M. latifolium 

Amostras Teor de fenólicos (µg EAG/mg) 

EBCML 265,1±0,04a 

FHCML 42,2±0,02b 

FAECML 298,3±0,02c 

FBCML 207,0±0,01d 

FaqCML 256,6±0,04e 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística entre as amostras pelo teste de 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey, p<0,05. EBCML: Extrato etanólico das cascas do 

caule de M. latifolium; FHCML: Fração hexânica das cascas do caule de M. latifolium; 

FAECML: Fração acetato de etila das cascas do caule de M. latifolium; FBCML: Fração 

butanólica das cascas do caule de M. latifolium; FaqCML: Fase aquosa das cascas do caule de 

M. latifolium. Resultados apresentam o teor de fenólicos totais e o desvio padrão obtido pelo 

método espectrofotométrico pelo reagente de Folin-Ciocalteau a partir de experimentos 

realizados em triplicata sendo o teor de fenólicos totais determinado por interpolação da 

absorbância das amostras contra uma curva de calibração construída com ácido gálico.  
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Tabela 6. Tempos de retenção e fragmentos dos íons majoritários encontrados na fração acetato de etila de M. latifolium por CLAE-EM/EM nos 

modos negativo e positivo. 

Tempo de 

retenção (min) 

Modo negativo (m/z) 

 

Modo positivo (m/z) 

 Classe/Compostos 

[M-H]- Fragmentos [M-H]+ Fragmentos 

18,9 -- -- 471,02 83,01; 139,00; 185,00; 287,02; 453,01 n.d 

-- -- 958,06 83,01; 287,02; 407,00; 471,02 n.d 

19,2 469,00 270,99; 299,99; 407,61; 425,02   -- -- Triterpenoides do tipo 

oleanano 

21,3 447,06 132,02; 215,00; 299,99 -- -- n.d 

497,13 110,00; 169,01; 221,75; 408,33; 

490,72 

-- -- n.d 

21,7 -- -- 303,01 89,04; 145,03; 303,01 n.d 

-- -- 320,04 89,04; 303,01 n.d 

22,0 603,00 145,03; 185,02; 301,00 -- -- Quercetina aglicona 

24,0 -- -- 427,03 126,03; 162,03; 302,01; 427,03 n.d 

-- -- 870,08 126,03; 302,01; 427,03 n.d 

24,4 851,04 244,00; 272,00; 299,99; 425,02 -- -- Triterpenoides do tipo 

oleanano 

27,1 847,01 65,00; 216,01; 299,01; 423,00 -- -- n.d 
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Os íons majoritários e seus respectivos fragmentos foram retirados das Figuras 3 a 14. (n.d): não identificado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

43,3 -- -- 227,20 109,10 n.d 

-- -- 249,18 123,08; 249,18 n.d 

47,7 -- -- 221,15 137,06 n.d 

-- -- 243,14 109,06 n.d 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

Em geral, a espécie M. latifolium demonstrou propriedades antibacteriana, 

antiproliferativa e antioxidante. Esses efeitos parecem depender da presença principalmente de 

flavonoides do tipo quercetina e triterpenoides do tipo oleanano. Além disso, essa planta não 

apresentou características de toxicidade sobre células normais, o que corrobora seu potencial 

terapêutico. Assim, M. latifolium pode contribuir para a busca de novas estratégias terapêuticas 

de desordens infecciosas, cancerígenas e oxidativas.  
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APÊNDICE 

 

Tabela 7S. Tempos de retenção e fragmentos dos principais íons encontrados na casca do caule 

de M. latifolium por CLAE-EM/EM no modo positivo 

Amostra Tempo de 

Retenção (min) 

[M-H]+ Fragmentos 

 

 

FBCML 

18,8 471,02 83,01; 139,00; 185,00; 287,02; 453,01 

958,06 83,01; 302,00; 407,00; 471,02 

20,9 449,07 145,03; 303,01 

914,16 129,05; 303,01; 449,07 

21,6 303,01 89,04; 145,03; 303,01 

320,04 89,04; 303,01 

43,2 227,20 95,07 

249,18 123,08; 249,18 

47,7 221,15 137,06 

243,14 109,06 

 

 

FaqCML 

20,8 449,07 85,03; 201,02; 303,01 

914,16 129,05; 303,01; 449,07 

43,3 227,20 109,10 

249,18 123,08; 177,13; 249,18 

47,6 221,15 91,05; 137,06 

243,14 109,06; 243,14 

FBCML: Fração butanólica das cascas do caule de M. latifolium; FaqCML: Fase aquosa das 

cascas do caule de M. latifolium. Os íons e seus respectivos fragmentos foram retirados das 

figuras 15S-24S, que se encontram em anexo.
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Figura 15S. Cromatograma de íons (expandido) pela técnica de ionização (ESI) (modo positivo) da fração butanólica da casca do caule de M. 

latifolium em 210 nm.  
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Figura 16S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 471,01 (B) e 958,05 (C) identificados em 18,9 

min. 
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Figura 17S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 449,07 (B) e 914,16 (C) identificados em 20,9 

min. 

 

 

 

 

 

 

129.0550 197.1179 303.0145
1+

449.0729
1+

914.1628
1+

24660-Planta FR Butanolica_1-97_01_3303.d: +MS, 20.9min #2471

145.0290
1+

201.0190
1+

303.0146
1+ 24660-Planta FR Butanolica_1-97_01_3303.d: +MS2(449.0729), 38.4-82.4eV, 20.9min #2472

85.0293
1+

129.0552
1+

303.0144
1+

449.0717
1+

24660-Planta FR Butanolica_1-97_01_3303.d: +MS2(914.1628), 49.0-105.0eV, 20.9min #2473

0

1

2

3

5
x10

Intens.

0.0

0.5

1.0
5x10

0.00

0.25

0.50

0.75

5
x10

100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

B

C

A



86 

 

Figura 18S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 303,01 (B) e 320,04 (C) identificados em 21,6 

min. 
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Figura 19S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 227,20 (B) e 249,18 (C) identificados em 43,2 

min. 
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Figura 20S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 221,15 (B) e 243,13 (C) identificados em 47,7 

min. 
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Figura 21S. Cromatograma de íons (expandido) pela técnica de ionização (ESI) (modo positivo) da fase aquosa da casca do caule de M. latifolium 

em 210 nm.  
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Figura 22S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 449,07 (B) e 914,16 (C) identificados em 20,8 

min. 
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Figura 23S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 227,20 (B) e 249,18 (C) identificados em 

43,3 min. 
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Figura 24S. Espectro de massas (A) pela técnica de ionização (ESI) e fragmentos dos íons com m/z 221,15 (B) e 243,14 (C) identificados em 47,6 

min. 
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Figura 25S. Cromatograma de íons totais da fração hexânica. A identificação dos compostos 

foi realizada por meio da comparação dos espectros de massas das amostras com aqueles 

existentes no NIST versão 14. 

 


