
 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS EXATAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lara Soares Aleixo de Carvalho 

 

 

 

 

 

Identificação por ultrafiltração acoplada à CLUE-EM de ligantes enzimáticos de 

apirase a partir de fontes naturais e avaliação da sua atividade 

esquistossomicida in vitro e in vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Juiz de Fora 

2020 



Lara Soares Aleixo de Carvalho 

 

 

 

 

 

 

Identificação por ultrafiltração acoplada à CLUE-EM de ligantes enzimáticos de 

apirase a partir de fontes naturais e avaliação da sua atividade 

esquistossomicida in vitro e in vivo 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Química, área de 

concentração: Química Orgânica, da 

Universidade Federal de Juiz de Fora – 

UFJF, como parte dos requisitos necessários 

à obtenção do título de Doutora em Química. 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho 

 

 

 

Juiz de Fora 

2020



 

 
 

Lara Soares Aleixo de Carvalho 

 

IDENTIFICAÇÃO POR ULTRAFILTRAÇÃO ACOPLADA À CLUE-EM DE 

LIGANTES ENZIMÁTICOS DE APIRASE A PARTIR DE FONTES NATURAIS E 

AVALIAÇÃO DA SUA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO E IN VIVO 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Química, área de 
concentração: Química Orgânica, da 
Universidade Federal de Juiz de Fora – 
UFJF, como parte dos requisitos necessários 
à obtenção do título de Doutora em Química. 

 
 

BANCA EXAMINADORA 
 

___________________________________________ 

Dr. Ademar Alves da Silva Filho - Orientador 

Universidade Federal de Juiz de Fora 

 

___________________________________________ 

Dra. Mara Rubia Costa Couri 

Universidade Federal de Juiz de Fora 

 

___________________________________________ 

Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira  

Universidade Federal de Juiz de Fora 

 

___________________________________________ 

Dr. Josué de Moraes 

Universidade de Guarulhos  

 

___________________________________________ 

Dr. Sergio Ricardo Ambrosio 

Universidade de Franca 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta Tese de Doutorado aos meus amados pais Jorge e Maria e, 

ao meu irmão Thiago, pela incansável insistência em me darem o 

melhor que podiam. Esse trabalho é fruto do amor de vocês e das suas 

inúmeras privações para que eu tivesse uma educação de qualidade. 

 



AGRADECIMENTOS 

 

Ao meu querido marido Victor, por todo amor e incentivo para concretizar 

esse sonho. Por ser fonte de inspiração e sempre me mostrar, da maneira mais 

doce, o que realmente importa na vida!!! 

À minha pequena Luísa, já tão querida e amada, por trazer um sentimento 

especial nessa reta final e me ensinar a incrível arte de conciliar todas as coisas!!! 

Ahh e por sempre me lembrar, com seus “chutinhos”, a hora de descansar!!! 

Aos meus queridos sogros, Angela e Geraldo, por estarem sempre presentes 

e serem fonte de alegria nos momentos de descanso!!! 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Ademar, por me receber em seu laboratório e me 

dar a oportunidade de descobrir o mundo da ciência. Nestes 10 anos de convivência 

dividimos muitas experiências, boas conversas e muitos conselhos!!! Não tenho 

como agradecer pelas inúmeras oportunidades de crescimento e por insistir 

incansavelmente na busca pelo meu melhor. A nossa parceria vai, além disso, em 

ideias, princípios e busca constante de crescimento!!! Qualquer agradecimento não 

será capaz de descrever meu sentimento de profunda gratidão e amizade. 

À família NIPPAN pelo convívio e amizade, e principalmente aos alunos de 

Iniciação Científica, Lauriene, Ismael e Mirella, pela grande ajuda durante todo este 

trabalho. Este laboratório é um lugar onde realizamos muitas experiências, inclusive 

aquelas de convivência. Levarei comigo um pouquinho de cada um que passou por 

aqui e muitas lembranças de momentos divertidos, festivos e também os 

organizativos!!!!  

Um agradecimento especial à Lorena que desde sua chegada foi uma grande 

amiga, mas que nos últimos meses nosso laço de amizade foi ainda mais 

intensificado. Muito obrigada pela sua generosidade em ajudar nos meus 

experimentos e pelo grande carinho que tem por nós!!! 

À Carolina Gasparetto, pela ajuda constante na CentralBio e também pela 

amizade e inúmeras conversas prazerosas!!! 

Às amigas da Química Orgânica, Karine, Ju, Rafa, Isa e Camille, pelas trocas 

de ideias sobre química orgânica, pela ajuda nas difíceis disciplinas da química e 

pelas boas risadas na companhia de vocês!!! 

Aos funcionários do Horto da Faculdade de Farmácia, Éder e Jesus, pela 

coleta do material vegetal. 



À Prof. Priscila por toda ajuda nos experimentos enzimáticos. 

Ao Prof. Dr. Jorge Willian, por toda ajuda e paciência com as análises de 

CLAE. Em especial à Aline, grande parceira de experimentos, seja de dia ou de 

noite, dia útil ou feriado. Muito obrigada!!! 

Ao Dr. Humberto de Mello Brandão, da EMBRAPA Gado de Leite, por 

disponibilizar o equipamento de CLUE-EM. Em especial à Michelle por nos ajudar a 

operá-lo e pela troca de experiências. 

Aos professores do Doutorado em Química pelos grandes ensinamentos 

passados. 

À CAPES pela bolsa concedida. 

À FAPEMIG (Processo: PPM 00296-16) pelo apoio financeiro deste projeto. 

A todas as pessoas que de alguma forma colaboraram para a realização 

deste trabalho.  

À Deus por ter colocado essas pessoas tão especiais na minha vida que me 

proporcionaram evolução!!! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“É na riqueza e força do espírito, onde encontramos as 

soluções. Assim, o homem deixa de estar encurvado, 

de estar doente e de estar morto, porque o homem 

interior não se curva jamais, nem adoece, nem morre. 

Quando se sente essa força interior é que se 

descobre o homem verdadeiro, não o homem das 

perguntas, mas aquele das respostas” 

 

Jorge Angel Livraga Rizzi 

 



RESUMO 

 

O presente trabalho descreve a identificação de ligantes naturais da enzima apirase 

de batata, os quais podem ser potenciais substâncias esquistossomicidas, por meio 

da ultrafiltração (UF) acoplada à CLUE-ESI-QTOF-EM. Avaliou-se também a 

atividade esquistossomicida in vitro e in vivo de extratos vegetais selecionados e 

substâncias isoladas. Primeiramente, a cardamonina, substância com atividade 

esquistossomicida in vitro e com potencial de inibição da atividade das ATP 

difosfohidrolases, foi avaliada frente à sua atividade esquistossomicida in vivo e 

utilizada para selecionar as condições de incubação para a técnica de UF. Em 

seguida alguns extratos produzidos foram incubados com a apirase de batata e 

submetidos à UF acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM. Os picos cromatográficos dos 

ligantes da apirase foram selecionados para posterior fracionamento dos extratos 

vegetais e isolamento e purificação destas substâncias ligantes. As substâncias 

isoladas foram avaliadas frente à enzima apirase de batata e em ensaios 

esquistossomicidas in vitro e in vivo. Os resultados deste estudo demonstram que a 

cardamonina possui capacidade de se ligar e inibir a atividade enzimática da apirase 

de batata, apresentando IC50 de 49 M. Além disso, em modelo murino, a 

cardamonina (400mg/kg) foi capaz de reduzir em 46,81% o número total de vermes 

recuperados e 62,44% o número de ovos imaturos. Como resultado dos ensaios de 

UF acoplada à CLUE-ESI-QTOF-EM, o screening de amostras para seleção de 

potenciais ligantes e inibidores da enzima apirase de batata resultou na seleção de 3 

extratos vegetais das espécies Ruta graveolens L. (Rutaceae), Acmella oleracea L. 

(Asteraceae) e Centela erecta L. (Apiaceae). Destes extratos isolaram-se os ligantes 

arborinina, espilantol e asiaticosídeo, respectivamente. Em relação à atividade 

enzimática, quando avaliados a 25 M, a arborinina, o espilantol e o asiaticosídeo 

foram capazes de inibir a enzima em 31,32%, 77,29% e 33,23%, respectivamente. 

No estudo esquistossomicida in vitro a fração Rg-F4, oriunda do extrato de R. 

graveolens, e o extrato de A. oleracea, causaram a morte de todos os parasitos após 

24h e 48h de incubação. O extrato de C. erecta (100 μg/mL) causou a morte 

somente dos vermes machos, enquanto as fêmeas tiveram apenas pequena 

redução da atividade motora, após 24h de incubação, sendo todos os parasitos 

mortos após 48 h de incubação. O espilantol (100 μM) causou a morte de todos os 

parasitos após 24 h de incubação. Já o asiaticosídeo (400mg/kg), quando avaliado 



no ensaio esquistossomicida in vivo, foi capaz de reduzir em 65,43% o número de 

vermes recuperados e, em 67,87% o número de ovos por grama de fezes. Os 

resultados obtidos neste estudo com a cardamonina sugerem que a apirase pode 

ser utilizada como molécula alvo em estudos de triagem para encontrar ligantes e 

possíveis inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni, a partir de extratos 

vegetais. Além disso, torna-se importante estudos adicionais para a investigação da 

atividade esquistossomicida in vivo da arborinina e do espilantol. 

 

Palavras-chave: Ultrafiltração. CLUE-ESI-QTOF-EM. Apirase. Produtos Naturais. 

Esquistossomose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The present work describes the identification of natural potato apyrase ligands, which 

may be potential schistosomicidal substances, through the ultrafiltration (UF) coupled 

with CLUE-ESI-QTOF-EM. In addition, in vitro and in vivo schistosomicidal activity of 

selected plant extracts and isolated substances were evaluated. Firstly, cardamonin, 

a substance with in vitro schistosomicidal and with potential to inhibit the activity of 

ATP diphosphohydrolases, was evaluated in the in vivo schistosomicidal assay and 

used to select the incubation conditions for the UF technique. Then some extracts 

produced were incubated with potato apyrase and submitted to UF coupled with 

CLUE-ESI-QTOF-EM. The chromatographic peaks of the ligands of apyrase were 

selected for further fractionation of the plant extracts and isolation and purification of 

these ligand substances. The isolated substances were evaluated in the potato 

apyrase inhibition activities assays, as well as in vitro and in vivo schistosomicidal 

assays. The results this study showed that the cardamonin binds and inhibits the 

potato apyrase enzymatic activity, with IC50 of 49 M. In addition, in a mouse model 

of schistosomiasis, cardamonin (400mg/kg) was able to reduce the total number of 

worms recovered in 46.81% and the number of immature eggs in 62.44%. As a result 

of the UF coupled with CLUE-ESI-QTOF-EM, the screening of samples for the 

selection of potential ligands and inhibitors of the potato apyrase enzyme resulted in 

the selection of 3 plant extracts of the species Ruta graveolens L. (Rutaceae), 

Acmella oleracea L. (Asteraceae) and Centela erecta L. (Apiaceae). From these 

extracts we isolate the ligands arborinine, spilanthol and asiaticoside, respectively. 

Regarding the enzymatic activity, when evaluated at 25 M, arborinine, spilanthol 

and asiaticoside, were able to inhibit the enzyme by 31.32%, 77.29% and 33.23%, 

respectively. In the in vitro schistosomicidal assay, the Rg-F4 fraction from R. 

graveolens extract and the A. oleracea extract caused the death of all parasites after 

24h and 48h of incubation. C. erecta extract (100 μg/mL) caused only the death of 

male worms, while females had only a small reduction in motor activity after 24h of 

incubation, and all parasites were killed after 48h of incubation. Spilanthol (100 μM) 

caused the death all parasites after 24h of incubation. Asiaticoside (400mg/kg), when 

evaluated in the in vivo schistosomicide assay, was able to reduce in 65.43% the 

number of worms recovered and and 67.87% the number of eggs per gram of feces. 

The results obtained in this study with cardamonin suggest that apyrase may be used 



as a target molecule in screening studies to find S. mansoni ATP 

diphosphohydrolases ligands and possible inhibitors, from herbal extracts. In 

addition, further studies to investigate are important to investigate the in vivo 

schistosomicidal activity of arborinine and spilanthol. 

 

Keywords: Ultrafiltration. CLUE-ESI-QTOF-EM. Apyrase. Natural Products. 

Schistosomiasis. 
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1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O presente trabalho está estruturado em seis capítulos. No primeiro capítulo 

estão descritos as características e importância de uma família de enzimas 

conhecidas como NTPDases, especialmente as enzimas ATP difosfohidrolases 

presentes em Schistosoma mansoni. O capítulo 2 se dedica a investigar a influência 

da cardamonina na atividade enzimática da apirase de batata, assim como a sua 

atividade esquistossomicida in vivo. Tendo em vista que há evidências científicas da 

atividade esquistossomicida in vitro da cardamonina, assim como atividade inibitória 

das ATP difosfohidrolases de S. mansoni, investigou-se se haveria também inibição 

da apirase de batata (enzima homóloga das ATP difosfohidrolases) e atividade 

esquistossomicida in vivo da cardamonina. 

Considerando os resultados obtidos no capítulo anterior, no capítulo 3 

descreve-se a utilização da cardamonina para padronizar alguns parâmetros da 

técnica de ultrafiltração acoplada à cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada 

à espectrometria de massas (CLUE-EM), e assim utilizar essa técnica para seleção 

de ligantes naturais da apirase de batata. Como resultado selecionou-se 3 extratos 

vegetais, os quais apresentaram ligantes da apirase de batata e, portanto, potenciais 

substâncias esquistossomicidas.  

Os capítulos 4, 5 e 6 foram destinados a cada extrato vegetal selecionado 

anteriormente. Nestes capítulos estão descritos a caracterização química por CLUE-

ESI-QTOF-EM de cada extrato vegetal, bem como o processo de fracionamento 

cromatográfico para isolamento e identificação estrutural das substâncias ligantes da 

enzima apirase de batata. Ensaios enzimáticos frente à apirase de batata para cada 

substância foi realizado e também investigou-se a atividade esquistossomicida in 

vitro e in vivo destas substâncias. 
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2 CARACTERÍSTICAS E IMPORTÂNCIA DAS NTPDases 

 

As NTPDases são uma família de enzimas que possuem importante papel na 

controle de diversas funções biológicas em vários organismos (De CARVALHO et 

al., 2019a).   

Dessa forma, esse capítulo se dedica a descrever as características e 

importância dessa família de enzima, com enfoque nas enzimas presentes em 

Schistosoma mansoni, conhecidas como ATP difosfohidrolases. 

 

2.1 FAMÍLIA DA NTPDases 

 

Nucleotídeos extracelulares como trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de 

adenosina (ADP), trifosfato de uridina (UTP) e difosfato de uridina (UDP), podem 

atuar em uma variedade de receptores de nucleotídeos, chamados receptores P2, 

os quais são controlados por enzimas conhecidas como ectonucleotidases (DOU et 

al., 2018). As ectonucleotidases compreendem um grupo de famílias de enzimas 

que participam da hidrólise extracelular de nucleotídeos, podendo estar localizadas 

na superfície celular, solúveis no meio intersticial ou nos fluidos corporais 

(KNOWLES et al., 2011). 

As ectonucleotidases são divididas em quatro famílias (Figura 1): as 

nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases), as ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiasterases (E-NPPs), as fosfatases alcalinas (APs) e as 5’ ecto-

nucleotidases (E-5’NT), possuindo ampla distribuição tecidual (Al-RASHIDA et al., 

2014; KNOWLES et al., 2011). 

 

Figura 1 - As quatro famílias das ectonucleotidases 

 

Fonte: Adaptado de ZIMMERMAN et al. (2001). 
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Em relação à família das NTPDases (EC 3.6.1.5), estas são enzimas 

nucleotídeo-específicas e hidrolisam nucleotídeo di- e trifosfatados (ADP e ATP) em 

nucleosídeo monofosfatados como produto final da hidrólise. Além disso, sua 

atividade catalítica é dependente de concentrações milimolares de íons divalentes 

como cálcio e magnésio (ZIMMERMANN et al., 2012). 

Diferentes isoformas de NTPDases foram localizadas e caracterizadas em 

uma variada gama de organismos e, todos os membros dessa família de proteínas, 

apresentam em sua estrutura cinco regiões comuns, chamadas regiões conservadas 

de aminoácidos (ACRs), as quais conferem a este grupo de enzimas uma identidade  

estando envolvidas na atividade catalítica da enzima (FARIA-PINTO et al., 2004; 

FARIA-PINTO et al., 2008; HANDA, GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS et al., 1996). 

Essa família diferencia-se das outras fosfohidrolases por possuírem elevada 

atividade, ampla especificidade de substrato, extensa exigência de cátion bivalente e 

serem insensíveis aos inibidores clássicos de outras ATPases do tipo F, P e V 

(HANDA, GUIDOTTI, 1996). 

Em relação à nomenclatura, essa família de proteínas não possui uma 

uniformidade aceita para todos os membros que a compõem, os quais são 

classificados pela ordem de descoberta e pelas propriedades catalíticas (ROBSON 

et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2009). Podem ser denominadas NTPDases em 

mamíferos, ATP difosfohidrolases, NTPases ou ATPDases em parasitos e apirases 

em plantas (HANDA, GUIDOTTI, 1996; KNOWLES, 2011; VASCONCELOS et al., 

2009). 

 

2.2 NTPDases EM MAMÍFEROS 

 

Em células de mamíferos, as NTPDases compreendem oito isoformas, que se 

diferenciam na localização celular e especificidade do substrato (BAQI, 2015). 

Quatro das NTPDases são tipicamente localizadas na superfície celular com um sítio 

catalítico extracelular [NTPDase1 (CD39), NTPDase2 (CD39L1), NTPDase3 

(CD39L3) e NTPDase8 (CD39L4)] (BAQI, 2015; KNOWLES et al., 2011). Por outro 

lado, as isoformas NTPDases 4, 5, 6 e 7 estão localizadas no meio intracelular, 

sendo que as NTPDases 5 e 6 também apresentam formas secretadas (KNOWLES 

et al., 2011; ROBSON et al., 2006). 
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Em relação à especificidade do substrato, todas essas enzimas hidrolisam 

nucleotídeos trifosfatados, incluindo o ATP e UTP, porém as taxas de hidrólise dos 

nucleosídeos difosfatados variam consideravelmente entre os subtipos (ROBSON et 

al., 2006). A NTPDase 1 hidrolisa tri e difosfatos de adenosina em monofosfato, e a 

hidrólise de ATP a AMP (monofosfato de adenosina) pela NTPDase 1 prossegue 

com acúmulo mínimo de ADP transitório. No entanto, embora a NTPDase 2 também 

tenha uma forte preferência pelo ATP, a hidrólise do ATP ao AMP ocorre com 

acúmulo de quantidades significativas de ADP. NTPDase 3 e 8 são funcionais 

intermediários entre NTPDase 1 e 2, mostrando uma preferência de 2 a 3 vezes 

para trifosfatos de nucleosídeos. E as NTPDase 4, 5, 6 e 7 estão principalmente 

associadas a organelas intracelulares e hidrolisam preferencialmente nucleosídeos 

tri- e difosfatos baseados em não adenosina (Al-RASHIDA et al., 2014; BAQI, 2015). 

As NTPDases desempenham um papel importante no controle de funções 

biológicas, como tromborregulação, manutenção do tônus vascular, neurogênese, 

neurotransmissão e regulação das funções celulares imunes de muitos tipos de 

células, incluindo células dendríticas, linfócitos, neutrófilos, monócitos, e macrófagos 

(DIAS et al., 2017). Dentre essas isoformas, a mais amplamente estudada é a 

NTPDase 1, também conhecida como CD39. Esta enzima foi o primeiro membro de 

NTPDase clonado e sequenciado em mamíferos e foi caracterizada como um 

marcador de ativação de linfócitos, expressado em células natural killer, monócitos, 

células dendríticas, e subtipos de células T ativadas, possuindo amplo papel na 

resposta imune celular (ZIMMERMANN et al., 2012).   

 

2.3 APIRASES EM PLANTAS 

 

Nas plantas, as NTPDases conhecidas como apirases têm sido identificadas 

em várias espécies, incluindo as espécies de Pisum sativum (HSIEH et al., 1996), 

Solanum tuberosum (HANDA, GUIDOTTI, 1996), Arabidopsis thaliana (ROBERTS et 

al., 1999) e Dolichos biflorus (ETZLER et al., 1999). Estudos mostram que nas 

plantas as apirases podem ser uma proteína citosólica, nuclear ou associada à 

membrana, exibindo vários papéis funcionais, como resposta a estímulos táteis, 

nutrição com fosfato, germinação do pólen, biossíntese de amido e nodulação 

radicular (HANDA, GUIDOTTI, 1996; KETTLUN et al., 2005; STEINEBRUNNER et 

al., 2000). 
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A apirase de batata (S. tuberosum) foi o primeiro membro da família das E-

NTPDases purificada (TRAVERSO-CORI et al., 1965). Além disso, teve seu gene 

clonado e os aminoácidos da região N-terminal sequenciados (HANDA, GUIDOTTI, 

1996; VASCONCELOS et al., 1996). A clonagem desses genes e a análise de sua 

sequência permitiu a descoberta das cinco ACRs e mostrou a homologia dessa 

enzima com outras proteínas similares de protozoários, plantas, leveduras e a CD39 

humana (FARIA-PINTO et al., 2004; KNOWLES, 2011; VASCONCELOS et al., 

2009). 

Dessa forma, a apirase de batata possui alto potencial como ferramenta em 

estudos de monitoramento da atividade ATPásica, ADPásica e ensaios de inibição 

enzimática in vitro. Também possui grande utilidade em ensaios in vivo, como 

avaliação de ativação plaquetária e processos inflamatórios através da ativação de 

receptores purinérgicos específicos (VASCONCELOS et al., 2009). 

 

2.4 ATP DIFOSFOHIDROLASES, NTPases OU ATPDases EM PARASITOS 

 

As ATP difosfohidrolases também têm sido caracterizadas em várias espécies 

de parasitos, incluindo Toxoplasma gondii, Leishmania sp, Entamoeba sp, 

Trichomonas sp, Crithidia sp, Giardia sp, Trypanosoma sp, Taenia sp e Schistosoma 

mansoni (BERMUDES et al., 1994; COIMBRA et al., 2002; De AGUIAR et al., 2001; 

Dos PASSOS LEMOS et al., 2002; GUEVARA-FLORES et al., 2008; SANSOM et al., 

2007; SANSOM et al., 2008; VASCONCELOS et al., 1993). 

Trabalho recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa aborda de 

forma mais abrangente os principais aspectos da localização e função dessas 

enzimas em vários parasitos, além de reunir vários dados científicos a respeito das 

recentes descobertas de inibidores naturais e sintéticos das ATP difosfohidrolases 

em parasitos (De CARVALHO et al., 2019a). 

Em relação à importância das ATP difosfohidrolases para os parasitos, 

estudos evidenciam que essas enzimas atuam como um mecanismo de proteção 

contra o organismo do hospedeiro em condições que envolvem o ATP ou ADP, 

como, por exemplo, as respostas imunes e ativação plaquetária (BHARDWAJ, 

SKELLY, 2009; COIMBRA et al., 2002; DA’DARA et al., 2014; DA’DARA, 

BHARDWAJ, SKELLY, 2014; VASCONCELOS et al., 1996). 
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Além de atuarem como um mecanismo de defesa, vários trabalhos sugerem 

que a atividade das ATP difosfohidrolases em parasitos também se relaciona com a 

infectividade e virulência. Essa hipótese foi claramente evidenciada em estudos com 

T. gondii e T. cruzi (BISAGGIO et al., 2003; NAAKAR et al., 1999; SANTOS et al., 

2009). Naakar e colaboradores (1999) mostraram que a redução da expressão das 

ATP difosfohidrolases inibe a proliferação in vitro de T. gondii (NAAKAR et al., 1999). 

De maneira semelhante, Santos e colaboradores (2009) verificaram que inibidores 

das ATP difosfohidrolases foram capazes de prejudicar a infectividade in vitro dos 

tripomastigotas de T. cruzi (SANTOS et al., 2009). E em outro estudo observou-se 

que a atividade das ATP difosfohidrolases de T. cruzi é cerca de 20 vezes maior em 

tripomastigotas, formas infecciosas, quando comparadas com epimastigotas não 

infecciosas (BISAGGIO et al., 2003). 

Estudo recentemente publicado investigou os efeitos do isetionato de 

pentamidina na atividade fosfohidrolítica do homogeneizado de promastigotas de L. 

infantum e na enzima NTPDase1, isolada desta preparação. Essa substância 

antileishmanial, na concentração de 100 M, promoveu redução de 60% da 

atividade fosfohidrolítica do preparado de promastigotas e, ainda, na concentração 

de 10 M, inibiu 74% e 35% das atividades ATPase e ADPase, respectivamente, da 

enzima isolada (NTPDase1) (MAIA et al., 2019). 

Diante desse cenário, as ATP difosfohidrolases têm sido consideradas alvos 

terapêuticos importantes para o desenvolvimento de novos medicamentos 

antiparasitários (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015, CASTRO et al., 2015; HAYAT 

et al., 2019; MAIA et al., 2019; VIJAYAMAHANTESH, VIJAYALAXMI, 2019).  

Entre os parasitos em que a ATP difosfohidrolase possui grande importância, 

destaca-se o Schistosoma mansoni. Neste sentido, estudos têm demonstrado a 

semelhança estrutural entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni e a apirase de 

batata (FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011). 

 

2.5 ATP DIFOSFOHIDROLASES DE S. mansoni E SUA HOMOLOGIA COM A 

APIRASE DE BATATA 

 

A esquistossomose, causada por parasitos do gênero Schistosoma, é uma 

Doença Negligenciada que afeta milhões de pessoas no mundo, principalmente no 

Brasil. A doença é endêmica em 78 países, infectando mais de 200 milhões de 
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indivíduos, com um número estimado de 700 milhões de pessoas em risco de 

infecção (WHO, 2019). Caracterizada clinicamente por dor abdominal, diarréia, 

hipertensão portal, anemia e fibrose hepática e intestinal crônica (GRYSEELS et al., 

2006). 

O Schistosoma mansoni, um dos principais causadores da esquistossomose, 

pertence à classe Trematoda e família Schistosomatidae, apresentando-se como 

vermes delgados e dioicos que se alimentam do sangue do hospedeiro, chegando a 

consumir até 300 mil hemácias por hora. No corpo do hospedeiro, esses parasitos 

são geralmente encontrados acasalados, estando a fêmea alocada no canal 

ginecóforo do macho, podendo ser habitualmente encontrados nos vasos 

mesentéricos, no sistema porta e, ainda, nos pulmões, baço, pâncreas e bexiga 

(GRYSEELS, STRICKLAND, 2012; SILVA, 2018; SOUZA et al., 2011). O S. mansoni 

possui vários mecanismos que interferem no funcionamento normal do sistema 

imunológico do hospedeiro a fim de favorecer sua sobrevivência por vários anos na 

vasculatura mesentérica humana (GRYSEELS et al., 2006; VASCONCELOS et al., 

1996). 

Neste sentido, vários estudos sugerem que as ATP difosfohidrolases estão 

envolvidas neste escape do sistema imunológico do hospedeiro (BHARDWAJ, 

SKELLY, 2009; DA’DARA et al., 2014; DA’DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; De 

MARCO et al., 2003; FARIA-PINTO et al., 2004; VASCONCELOS et al., 1996). As 

ATP difosfohidrolases de S. mansoni (EC 3.6.1.5), também conhecidas como 

apirases ou SmATPDases, são ecto-enzimas localizadas na superfície tegumentar 

externa de S. mansoni, que hidrolizam uma variedade de nucleosídeos tri- e 

difosfatados aos correspondentes nucleosídeos monofosfatados (BHARDWAJ, 

SKELLY, 2009; DA’DARA et al., 2014; DA’DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; De 

MARCO et al., 2003; VASCONCELOS et al., 1996). 

Estas proteínas têm sido envolvidas em diversos processos bioquímicos do 

parasito, os quais incluem a participação de ATP e ADP e estão diretamente 

relacionados à habilidade do parasito em escapar da resposta imune do hospedeiro, 

garantindo a mobilidade do parasito dentro dos vasos sanguíneos e sua 

sobrevivência, durante longos períodos, dentro do hospedeiro (DA’DARA, 

BHARDWAJ, SKELLY, 2014; FARIA-PINTO et al., 2004). 

Além disso, como os vermes adultos de S. mansoni são incapazes de 

sintetizar purinas, a hidrólise de ATP pelas ATP difosfohidrolases auxilia na 
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sobrevivência do verme, uma vez que garante nucleotídeos para a síntese de ácidos 

nucléicos do parasito (DA’DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014). Ainda, os vermes ao 

percorrerem os vasos sanguíneos, provocam estresse local, desencadeando uma 

série de respostas imunológicas no hospedeiro, iniciadas pela liberação de ATP, o 

que desencadeia uma agregação plaquetária, a qual é um empecilho à 

sobrevivência do parasito. Assim, a lise de ATP e ADP pelas ATP difosfohidrolases 

de S. mansoni pode estar relacionada com inibição da resposta imune do 

hospedeiro sobre os parasitos, uma vez que os subprodutos dessa lise (AMP) não 

provocam a agregação plaquetária em torno dos mesmos (DA’DARA et al., 2014).  

Em S. mansoni, duas enzimas ATP difosfohidrolases diferentes foram 

descritas, a SmATPDase1, localizada na superfície do tegumento e a SmATPDase2, 

localizada na estrutura interna do sincício. A SmATPDase1 é responsável pela 

quebra de ATP em ADP e ADP em AMP. Os parasitos machos possuem um nível 

relativamente elevado de expressão de SmATPDase1, o que pode ser explicado 

como um mecanismo para ajudar a manter um ambiente anti-inflamatório e 

antitrombótico em torno dele e, consequentemente, em torno do parceiro feminino 

devido à presença constante deste último no canal ginecóforo (DA’DARA et al., 

2014). 

Figura 2 - Catabolismo exógeno do ATP nos vermes de S. mansoni. 

 

Fonte: Adaptado de DA’DARA et al. (2014). 
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Desta forma, a inibição das ATP difosfohidrolases de S. mansoni é 

considerada uma nova e importante estratégia terapêutica no tratamento da 

esquistossomose (DA’DARA et al., 2014).  

Contudo, a obtenção destas enzimas, ATP difosfohidrolases, a partir do 

tegumento de S. mansoni, através de técnicas de isolamento, é bastante complexa e 

crítica, tendo em vista a necessidade de grande quantidade de vermes e também de 

animais de experimentação. Além disso, há o fato destas enzimas serem proteínas 

de membrana e, assim, possuírem baixo rendimento durante os processos de 

obtenção a partir dos parasitos (FARIA-PINTO et al., 2008).  

Assim, a possibilidade de se utilizar proteínas homólogas, de obtenção mais 

simples e com rendimentos maiores, pode ser uma alternativa para selecionar 

moléculas com afinidade para SmATPDases. Neste sentido, vários trabalhos têm 

demonstrado a homologia entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni 

(SmATPDase 1 e 2) e a apirase de batata (ATPase de batata) (FARIA-PINTO et al., 

2004; FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011; VASCONCELOS et al., 1996). 

Nestes trabalhos a homologia entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni e 

a apirase de batata tem sido evidenciada por meio de ensaios de imunoreatividade 

cruzada, ensaios de imunoprecipitação e microscopia confocal e fluorescência e, 

ainda com anticorpos contra isoformas da apirase da batata (S. tuberosum) (FARIA-

PINTO et al., 2004; FARIA-PINTO et al., 2008; PENIDO et al., 2007; 

VASCONCELOS et al., 1996). Além disso, estudos de modelagem computacional 

comparativa entre a apirase de batata e ATP difosfohidrolases de S. mansoni 

mostraram que ambas apresentam domínios ricos em epítopos para reconhecimento 

de células B e que a apirase da batata apresenta homologia estrutural entre as 

isoformas 1 e 2 de S. mansoni (FARIA-PINTO et al., 2008). 

Paralelamente, foi realizado um estudo comparativo in silico entre as 

sequências de aminoácidos dos domínios B de NTPDases de plantas e de diversos 

organismos de linhagens filogeneticamente distintas, e foram detectados altos 

índices de identidade e similaridade entre eles (MAIA et al., 2011). O percentual de 

identidade entre a apirase e a SmATPDase1 é de 28,57% e entre a apirase e a 

SmATPDase2 é de 25,23% (BLAST®). Segundo Filho e Alencastro (2003) quando 

há um grau de identidade, entre as estruturas primárias das proteínas comparadas, 

igual ou superior a cerca de 25%, existe grande probabilidade de que estas 
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proteínas tenham estruturas tridimensionais semelhantes e, ainda pode-se construir 

um modelo para a proteína-problema (FILHO, ALENCASTRO, 2003). 

A literatura descreve ainda que algumas substâncias esquistossomicidas 

foram capazes de promover tanto a inibição da atividade hidrolítica da apirase de 

batata, quanto das isoformas presentes no tegumento do verme adulto. Estes 

resultados também mostraram uma similaridade de sítios ativos entre a apirase da 

batata e as isoformas de ATP difosfohidrolases de S. mansoni (PENIDO et al., 

2007).  

Todos estes trabalhos sugerem fortemente que o domínio B da apirase de 

plantas (como a apirase de batata) e das NTPDases de parasitos (como 

SmATPDase1 e 2 de S. mansoni), membros da mesma família de proteínas, foi 

conservado evolutivamente, tendo como possível função a imunomodulação da 

resposta imune de hospedeiros contra a infecção parasitária (FARIA-PINTO et al., 

2004; FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2009). 

Considerando as enzimas ATP difosfohidrolases de S. mansoni como alvo 

terapêutico e os produtos naturais como fonte de descoberta de novos fármacos 

esquistossomicidas, alguns trabalhos têm demonstrado a inibição desta enzima por 

substâncias de origem natural. Neste contexto, Martins e coloboradores (2000) 

demonstraram que a tapsigargina, uma lactona sesquiterpênica, possui inibição 

máxima (~75%) da atividade ATPásica a 300 μM (MARTINS et al., 2000).  

 

Figura 3 - Estrutura química da tapsigargina. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Através de estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa pode-se 

evidenciar que algumas substâncias naturais foram capazes de promover a inibição 

da atividade hidrolítica de ATPases de S. mansoni (ALEIXO DE CARVALHO et al., 
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2015; CASTRO et al., 2015). A licoflavona A, uma flavona isolada a partir das raízes 

de Glycyrrhiza inflata (Fabaceae), apresentou resultados significativos de inibição 

tanto da atividade SmATPásica (IC50= 23,78 μM), quanto da SmADPásica (IC50= 

31,50 μM) (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015). Outro inibidor natural encontrado 

para a enzima foi a cardamonina, uma chalcona isolada das inflorescências de Piper 

aduncum (Piperaceae). Em estudos in vitro da inibição da atividade ATPásica, 

utilizando homogenato de vermes adultos de S. mansoni, evidenciaram que a 

cardamonina foi capaz de inibir a atividade SmATPásica de forma eficiente, com IC50 

de 23,54 μM (CASTRO et al., 2015). 

Assim, com base nesses estudos que evidenciam a homologia entre a apirase 

e as ATP difosfohidrolases, o presente trabalho propõe a possibilidade de utilizar a 

apirase de batata em ensaios de triagem a fim de selecionar possíveis inibidores das 

SmATPDases de S. mansoni a partir de amostras complexas como extratos 

vegetais. Tendo em vista a importância da descoberta desses novos inibidores das 

SmATPDases, tecnologias que possam ampliar a interação entre a química e a 

farmacologia podem também ser de grande sucesso neste processo de 

descobrimento. Entre as técnicas que podem ser empregadas para a identificação 

de novas substâncias naturais ativas, está a Ultrafiltração (UF), a qual pode ser 

acoplada a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a detector de arranjo 

de diodos (CLAE-DAD) e/ou a Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada a 

espectrometria de massas (CLUE-EM).  
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3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA FRENTE À APIRASE DE 

BATATA E ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO DA 

CARDAMONINA 

 

Tendo em vista que há evidências científicas da atividade esquistossomicida 

in vitro da cardamonina, assim como atividade inibitória das ATP difosfohidrolases 

de S. mansoni, este capítulo se destinou à investigação da influência da 

cardamonina na atividade enzimática da apirase de batata (enzima homóloga das 

ATP difosfohidrolases), assim como a sua atividade esquistossomicida in vivo. 

 

3.1 ESQUISTOSSOMOSE 

 

A esquistossomose, conhecida popularmente como barriga d’água, é uma 

doença crônica causada pelo trematódeo digenético do gênero Schistosoma 

(Schistosomatidae). Entre as espécies de Schistosoma que podem infectar o ser 

humano, como S. mansoni; S. japonicum; S. mekongi; S. haematobium e S. 

intercalatum, somente a espécie S. mansoni se adaptou no Brasil, provavelmente 

devido à presença de moluscos do gênero Biomphalaria, os quais atuam como 

hospedeiros intermediários (SANOGO et al., 2018).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a esquistossomose afeta, 

em todo o mundo, cerca de 200 milhões de pessoas, sendo que aproximadamente 

20 milhões tem consequências severas da doença (WHO, 2019). A ocorrência desta 

doença é típica de países pobres ou em desenvolvimento, os quais contam com 

recursos reduzidos para investimento em saneamento básico (MCMANUS et al., 

2018). Esta parasitose está distribuída em 78 países dos continentes africano, 

asiático e americano e cerca de 700 milhões de pessoas estão expostas ao risco de 

contrair uma das esquistossomoses (GBD, 2015; WHO, 2019).  

No Brasil, a área endêmica abrange 19 estados (especialmente o Estado de 

Minas Gerais), com aproximadamente 42 milhões de habitantes expostos à 

contaminação. Em 2017, foram registrados um total 4.498 casos confirmados e 

notificados de esquistossomose, sendo 2.907 casos na região sudeste e 1.371 

casos na região nordeste (BRASIL, 2017). Em Minas Gerais, a esquistossomose tem 

ocorrência em 517 dos 853 municípios, sendo a região Leste do estado com maior 

número de casos da doença (BRASIL, 2011). 
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 O S. mansoni adulto é um helminto delgado e longo, que possui como 

característica primordial o marcado dimorfismo sexual (Figura 4) (SANOGO et al., 

2018). Os machos são menores (cerca de 1 cm), esbranquiçados e apresentam 

tegumento recoberto por minúsculos espinhos e tubérculos. Enquanto as fêmeas 

são maiores (1,5 cm), mais escuras e com tegumento liso. No sentido longitudinal 

dos corpos dos machos existem duas dobras laterais que formam uma cavidade 

central chamada de canal ginecóforo, cuja finalidade é albergar e fecundar as 

fêmeas (PEREIRA et al., 2013). No corpo do hospedeiro, esses parasitos são 

geralmente encontrados acasalados nos vasos mesentéricos, no sistema porta-

hepático (GRYSEELS, STRICKLAND, 2012). 

 

Figura 4 - Microscopia eletrônica de varredura de vermes macho e fêmea de S. mansoni. 

 

 

Fonte: Adaptado de CHEVILLON et al. (2012). 

O Schistosoma possui ciclo de vida heteroxênico, alternando entre as fases 

sexuadas e assexuadas, e tendo a necessidade de mais de um hospedeiro para que 

o ciclo se complete. É, no hospedeiro definitivo, que o parasito alcança sua forma 

adulta, ocorrendo a cópula, em que a fêmea será então fecundada. Após a 

fecundação, as fêmeas migram contra a corrente sanguínea e iniciam a postura dos 

ovos na submucosa da parede intestinal do hospedeiro. Em aproximadamente seis 

dias, os ovos tornam-se maduros, contendo a larva miracídio já formada. Em até 20 

dias, chegam à luz intestinal, podendo ser eliminados pelo hospedeiro através do 

bolo fecal que, ao alcançarem a água doce de rios, podem contaminar o ambiente. 

Condições ideais, como altas temperaturas, luminosidade e boa oxigenação das 

Fêmea 

Macho 
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águas, facilitam a eclosão da larva miracídio dos ovos que irão infectar os caramujos 

(COLLEY et al., 2014; GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, STRICKLAND, 2012).  

No interior dos caramujos, as larvas transformam-se em esporocistos 

primários que, ao se multiplicarem através da poliembrionia, darão origem às 

cercárias por reprodução assexuada após 3 a 5 semanas (GRYSEELS, 

STRICKLAND, 2012). As cercárias liberam-se dos caramujos e penetram ativamente 

na pele do ser humano (hospedeiro definitivo) durante o contato com águas 

contaminadas. Uma vez no sistema porta hepático, desenvolvem-se em machos e 

fêmeas, amadurecem, acasalam-se e migram para veias mesentéricas inferiores, 

onde ocorrerá a oviposição. Os primeiros ovos serão eliminados pelo hospedeiro 

definitivo 40 dias após a infecção (Figura 5), completando, assim, o ciclo do parasito 

(COLLEY et al., 2014; GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, STRICKLAND, 2012). 

 

Figura 5 - Ciclo biológico da espécie S. mansoni. 

 

Fonte: Adaptado de CVE (2005). 

Uma característica marcante dos vermes adultos de S. mansoni é o 

tegumento que lhe serve de revestimento, nutrição, evasão imune, modulação, 
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excreção, osmorregulação, recepção sensorial e transdução de sinais (MORAES, 

2012). Devido à importância do tegumento, pesquisadores tem se dedicado ao 

estudo proteômico da superfície tegumentar dos parasitos adultos e como descrito 

no capítulo 1, vários estudos demonstram a purificação e caracterização da enzima 

ATP difosfohidrolase, presente na superfície externa do tegumento de S. mansoni 

(DA’DARA et al., 2014; De MARCO et al., 2003; VASCONCELOS et al., 1996). 

Tendo em vista a importância do ADP no processo de ativação plaquetária, 

tem sido proposto que a enzima ATP difosfohidrolase poderia participar do 

mecanismo de escape do parasito à resposta do hospedeiro mediante clivagem do 

ATP ou ADP, os quais poderiam ser liberados por plaquetas ativadas ou linfócitos T 

citotóxicos (FARIA-PINTO et al., 2004, FARIA-PINTO et al., 2008).  

Em relação ao tratamento desta parasitose, o Praziquantel (PZQ) é o único 

fármaco utilizado atualmente no controle da esquistossomose em todo o mundo. É 

comercializado na forma racêmica, mas somente o enantiômero R é a forma ativa 

(Figura 6). O PZQ é seguro, acessível e eficaz contra a espécie de S. mansoni. No 

entanto, seu uso generalizado para tratamento em massa aumentou a possibilidade 

da seleção de parasitos resistentes ao PZQ. Além disso, esse fármaco não possui 

ação sobre os estágios larvários desse parasita e, portanto, é incapaz de fornecer a 

eliminação total da infecção ou prevenir a re-infecção (CIOLI et al., 2014; LAGO et 

al., 2018).  

 

Figura 6 - Estrutura química do enantiômero R do Praziquantel. 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Neste contexto, há enorme necessidade de desenvolvimento de pesquisas 

para a descoberta de novos e efetivos fármacos para cura da esquistossomose. 

Assim, aliado à confirmação da existência de linhagens de Schistosoma resistentes 
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(CIOLI et al., 2014) ao agente esquistossomicida supracitado, juntamente com a 

importância da enzima ATP difosfohidrolase (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015; 

BHARDWAJ, SKELLY, 2009; CASTRO et al., 2015; DA’DARA et al., 2014; 

DA’DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; VASCONCELOS et al., 1996), a descoberta 

de inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni pode contribuir para o 

desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da esquistossomose, sendo 

a inibição dessa classe de enzimas um dos possíveis mecanismos de ação das 

substâncias esquistossomicidas. 

 

3.2 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA 

 

O uso de extratos de plantas para o tratamento de algumas doenças 

parasitárias humanas e veterinárias tem sido descrito desde tempos antigos. Desde 

então, têm sido investigadas a composição química e a atividade biológica de muitas 

plantas, na tentativa de se descobrir preparações vegetais ou substâncias ativas 

naturais que possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos fármacos 

antiparasitários (DE CARVALHO et al., 2017; DE CASTRO et al., 2013). Como 

exemplo, temos a artemisinina (Figura 7), uma lactona sesquiterpênica encontrada 

em Artemisia annua L. (Asteraceae), com atividade antimalárica. Outro exemplo de 

substância isolada de plantas que possui atividade antiparasitária é a quinina (Figura 

7) (ABDIN et al., 2003; De CARVALHO et al., 2017). 

Segundo Lago e colaboradores (2018), no início dos anos 80 os produtos 

naturais com atividade esquistossomicida começaram a ser explorados e, desde 

então, tem havido um interesse crescente da comunidade científica em relação à 

pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos esquistossomicidas (LAGO et al., 

2018).   

 

Figura 7 - Exemplos de substâncias naturais com atividade antiparasitária. 

 

Fonte: Adaptado De CARVALHO et al. (2017). 
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A maioria dos trabalhos descritos sobre a atividade esquistossomicida de 

preparações brutas de vegetais é focada em estudos de triagem in vitro frente a 

diferentes estágios de vida do Schistosoma, principalmente cercárias, 

esquistossômulos e vermes adultos. Vários trabalhos, evidenciando a atividade de 

extratos brutos e preparações vegetais, de diferentes espécies de plantas, tem sido 

avaliados frente ao Schistosoma (De ALMEIDA et al., 2016; De CARVALHO et al., 

2017; DE CASTRO et al., 2013; DIAS et al., 2017; GODINHO et al., 2014). 

Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa também tem se dedicado a 

avaliar vários produtos naturais, como extratos vegetais e óleos essenciais, frente ao 

S. mansoni. Como exemplo, podemos citar os estudos in vitro com Artemisia 

absinthium L., Tanacetum sp, Glycyrrhiza inflata Bat., Piper aduncum L. e Arctium 

lappa L. (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO et al., 2015;  De ALMEIDA 

et al., 2016; De SOUZA et al., 2017; DIAS et al., 2017; GODINHO et al., 2014). 

Além disso, alguns desses potenciais extratos vegetais que apresentaram 

atividade esquistossomicida, foram submetidos ao fracionamento cromatográfico no 

intuito de isolar e identificar as substâncias ativas promissoras presentes nestes 

extratos (De ALMEIDA et al., 2016; DIAS et al., 2017; GODINHO et al., 2014; MELO 

et al., 2015).  

 

3.3 PRODUTOS NATURAIS COMO INIBIDORES DAS ATP 

DIFOSFOHIDROLASES  

 

Dos vários extratos vegetais submetidos ao processo de fracionamento 

cromatográfico cabe destacar o extrato de G. inflata, do qual isolou-se duas 

substâncias com expressiva atividade esquistossomicida in vitro. A licochalcona A 

(Figura 8) foi capaz de matar vermes fêmeas e machos, após 24 h, com IC50 de 9,12 

e 9,52 M, respectivamente. Além disso, essa substância reduziu o número total de 

ovos, afetando seu desenvolvimento, e provocou mudanças drásticas no tegumento 

de vermes adultos de S. mansoni, além de alteração mitocondrial e condensação de 

cromatina (De SOUZA et al., 2017). 

 De maneira semelhante, a licoflavona B (Figura 8) (25 a 100M), também 

isolada das raízes de G. inflata, causou 100% de mortalidade dos vermes adultos de 

S. mansoni, assim como redução da oviposição e alterações tegumentares (ALEIXO 

de CARVALHO et al., 2015). 
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Outro extrato vegetal que merece destaque é o de P. aduncum L, do qual, 

através de fracionamento bioguiado, levou à identificação da cardamonina como 

substância ativa (CASTRO et al., 2015). A cardamonina (Figura 8) (25, 50 e 100 µM) 

causou 100% de mortalidade, alterações tegumentares, redução da oviposição e 

alteração da atividade motora de todos os vermes adultos de S. mansoni, sem afetar 

as células dos mamíferos. A microscopia confocal de varredura a laser mostrou 

também alterações morfológicas tegumentares e no número de tubérculos de 

vermes de S. mansoni de maneira dependente da dose (CASTRO et al., 2015). 

 

Figura 8 - Exemplos de substâncias naturais com atividade inibitória das ATP difosfohidrolases. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

A partir desses resultados, nosso grupo de pesquisa também investigou o 

possível mecanismo de ação de algumas substâncias ativas, com o objetivo de 

encontrar novos alvos terapêuticos que podem ser explorados para o 

desenvolvimento de novos fármacos esquistossomicidas. Dentre esses alvos estão 

as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; 

CASTRO et al., 2015; PEREIRA et al., 2018). 

Em relação a licoflavona B e a cardamonina, ambas foram submetidas a 

estudos in vitro da inibição da atividade ATPásica, utilizando homogenato de vermes 

adultos de S. mansoni. A licoflavona B apresentou resultados significativos de 

inibição tanto da atividade SmATPásica (IC50= 23,78 μM), quanto da SmADPásica 

(IC50= 31,50 μM) (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015).  



42 
 

A cardamonina também se mostrou bastante eficiente, com IC50 de 23,54 μM 

(CASTRO et al., 2015). Além disso, estudos de acoplamento molecular revelaram 

que a cardamonina interage com a ligação de nucleotídeos da SmATPDase 1, 

sendo a natureza das interações SmATPDase 1-cardamonina, principalmente por 

ligações hidrofóbicas e de hidrogênio (CASTRO et al., 2015). 

Esses estudos sugerem que a atividade esquistossomicida dessas 

substâncias, em especial a cardamonina, pode estar relacionada à inibição 

enzimática das enzimas ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 

 

3.4 CARDAMONINA E SUA POTENCIAL ATIVIDADE FRENTE ÀS ATP 

DIFOSFOHIDROLASES E APIRASE 

 

Como descrito anteriormente, vários trabalhos têm demonstrado a homologia 

entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (SmATPDase 1 e 2) e a apirase de 

batata (FARIA-PINTO et al., 2004; FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011; 

VASCONCELOS et al., 1996). Além disso, há relatos na literatura de substâncias 

esquistossomicidas que promoveram inibição da atividade hidrolítica da apirase de 

batata e também das isoformas presentes no tegumento do verme adulto de S. 

mansoni (PENIDO et al., 2007). 

A cardamonina, substância com atividade esquistossomicida in vitro 

evidenciada, demonstrou potencial inibitório das ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni, porém sua atividade inibitória da enzima apirase ainda não foi avaliada 

(CASTRO et al., 2015). 

Considerando o alto potencial da utilização da apirase de batata como 

ferramenta em estudos de monitoramento da atividade ATPásica, ADPásica e 

ensaios de inibição enzimática in vitro, bem como sua homologia com diversas 

enzimas parasitárias, inclusive as enzimas de S. mansoni, torna-se importante a 

avaliação da atividade de inibição enzimática da apirase de batata pela 

cardamonina. 

Muitos esforços têm sido feitos no sentido de evidenciar a homologia 

existente entre a apirase de batata e as ATPs difosfohidrolases, porém não há 

relatos na literatura demonstrando que substâncias com atividade inibitória dessas 

enzimas apresentam também atividade esquistossomicida in vivo. 
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 Dessa forma, tendo em vista o potencial esquistossomicida da cardamonina, 

essa substância foi selecionada para realização deste presente estudo, já que além 

do carácter inédito da avaliação da atividade esquistossomicida in vivo dessa 

substância, o conhecimento do seu potencial inibitório de enzimas presentes no 

tegumento de S. mansoni podem servir de parâmetro para encontrar novas 

substâncias esquistossomicidas, utilizando para isso a apirase de batata, a qual 

possui homologia com as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 
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3.5 OBJETIVOS 

 

O presente capítulo teve como objetivo geral avaliar a atividade enzimática 

frente à apirase de batata e atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina. 

 

 Para esses propósitos, os objetivos específicos foram: 

 Obter o extrato bruto diclorometânico das partes aéreas de Piper aduncum; 

 Realizar o isolamento, purificação e identificação da cardamonina à partir do 

extrato bruto de P. aduncum; 

 Avaliar a atividade enzimática da enzima apirase de batata frente à 

cardamonina; 

 Realizar estudos de docking molecular da cardamonina frente à apirase de 

batata e às ATP difosfohidrolases de S. mansoni; 

 Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina. 
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3.6 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos deste capítulo foram realizados nos laboratórios: Núcleo de 

Identificação e Pesquisa em Princípios Ativos Naturais (NIPPAN) da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, Departamento de Ciência da Computação - Programa de 

Pós-Graduação em Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora, 

Departamento de Química da Universidade Federal de Juiz de Fora, Laboratório de 

Estudo de Estrutura e Função de Proteína do Instituto de Ciências Biológicas da 

UFJF e laboratório Núcleo de Pesquisa em Doenças Negligenciadas (NPDN) - 

Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP. 

Para execução dos métodos foram utilizados os seguintes equipamentos: 

 NIPPAN 

 Balança analítica: marca Marte, modelo BL320H;  

 Balança analítica: marca Marte, modelo AY220;  

 Bomba a vácuo: marca Prismatec, modelo 132;  

 Rotaevaporador: marca Buchi, modelo RII;  

 Bomba a vácuo: marca Buchi, modelo V-700;  

 Banho ultratermostático: marca Cientec, modelo CT-281-28;  

 Estufa com circulação e renovação de ar: marca Solab, modelo SL102;  

 Coluna de vidro para cromatografia à vácuo de 10 cm de diâmetro, contendo 

placa de 2,5 cm de espessura.  

 CentralBio 

 Ultrassom: marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2;  

 Microcentrífuga: marca Kasvi;  

 Bomba a vácuo: marca Gast, modelo DOA-P704-AA;  

 Cromatógrafo de fase líquida de ultra eficiência de bomba quaternária com injetor 

automátivo: marca Waters, modelo Acquity CLUE H-Class; Detector de 

espectrometria de massas com analisador de massas do tipo quadrupolo 

acoplado a “time of flight” marca Waters, modelo Xevo G2-S.  

Departamento de Química da UFJF  

 RMN Brucker Avance III, 500 MHz; 
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Foram utilizados solventes de grau P.A. das marcas Vetec, Cromato Produtos 

Químicos LTDA, Quimis, Isofar e Alphatec.  

Para a realização de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizaram-se 

cromatoplacas de sílica gel 60 GF254 (Merck). A revelação dessas foi obtida por 

meio de irradiação no ultravioleta (UV) (254 e 366 nm), bem como do revelador 

químico, solução de anisaldeído sulfúrico. 

Para a realização de cromatografia líquida de pressão reduzida, conhecida 

como cromatografia líquida à vácuo (CLV), foram utilizadas como adsorventes sílica 

60H: sílica 70-230 mesh, na proporção de 3:1 (m/m), além de bomba a vácuo e 

coluna de vidro com 10 cm de diâmetro e 30 cm de altura, possuindo placa 

sinterizada. 

Para cromatografia líquida de ultra eficiência, foi utilizada coluna analítica de 

fase reversa (Acquity BEH C18; 2,1 x 100 mm; 1,7 μm), na presença de pré-coluna 

(Acquity BEH C18; 2,1 x 5 mm; 1,7 μm). 

Para a obtenção dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 

1H utilizou-se metanol deuterado (CD3OD) da marca Cambridge Isotope 

Laboratories. 

 

3.6.1 Obtenção do extrato bruto de Piper aduncum L. (Piperaceae) 

 

As partes aéreas de P. aduncum foram coletadas no horto da Faculdade de 

Farmácia da Universidade Federal de Juiz de Fora em julho de 2016. A exsicata 

encontra-se depositada no Herbário Leopoldo Krieger (CESJ) do Instituto de 

Ciências Biológicas da UFJF, sob o número de tombo CESJ 59018. 

Após a coleta e separação dos órgãos vegetais, estes foram secos e 

estabilizados em estufa de ar quente e circulante a 40C. Em seguida, o material 

obtido foi triturado com auxílio de moinho de facas para obtenção dos pós. Os pós 

obtidos (870 g) foram submetidos ao processo de maceração, em temperatura 

ambiente, utilizando diclorometano como líquido extrator. As soluções 

diclorometânicas obtidas foram filtradas e, em seguida, transferidas para balões de 

fundo redondo e concentradas com auxílio de rotaevaporador à temperatura de 

40°C. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados 

fornecendo 65,0 g de extrato bruto diclorometânico das partes aéreas de P. 

aduncum (Pa). 
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3.6.2 Identificação química da cardamonina no extrato de P. aduncum por 

CLUE-ESI-QTOF-EM 

 

Para análise da composição química do extrato obtido e verificação da 

presença da cardamonina, foi realizada a análise por CLUE-ESI-QTOF-EM. 

 Foram pesados em torno de 2 mg do extrato e foram adicionados 1 mL de 

metanol (MeOH) LC-MS para solubilizar e posterior análise. A amostra foi 

centrifugada em microcentrífuga por 5 min a 10.000 rpm. Após essa etapa, o 

sobrenadante foi coletado e filtrado em unidade filtrante de poro 0,22 μm e em 

seguida injetada no equipamento. 

Para separação dos componentes da amostra, foi usado o sistema de CLUE 

com uma coluna Waters Acquity CLUE BEH C18 2,1mm x 100 mm, 1,7m. A eluição 

foi feita por gradiente com fluxo linear de 400 L/min e como solvente A foi utilizada 

a água purificada (filtração Milli-Q) com 0,1 % de ácido fórmico e como fase móvel B 

a acetonitrila (grau cromatográfico), sendo o volume de injeção de 0,15 L. Os 

valores do gradiente estão descritos na tabela 1 abaixo: 

 

Tabela 1 - Gradiente utilizado durante a análise por CLUE-ESI-QTOF-EM. 

 

Tempo 
(min) 

Fluxo (mL/min) %A %B 

Inicial 0,4 95 5 

2 0,4 95 5 

14 0,4 2 98 

16 0,4 2 98 

20 0,4 95 5 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Foi usado o espectrômetro de massas da marca XEVO G2- ESI-Q-TOF 

híbrido, contendo dois analisadores, um quadrupolo e um por tempo de voo (TOF) 

de alta resolução. As condições de ESI-EM foram realizadas em modo negativo e 

positivo com as seguintes especificações: voltagem no cone de 40V, capilar de 3 kV, 

a temperatura de dessolvatação foi de 450 °C, fluxo do gás nitrogênio de 50 L/hr, 
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energia inicial de colisão foi de 6V para geração do íon precursor. Para as análises 

EM/EM, foi estabelecido a taxa de variação de m/z entre 100 – 1000, a energia de 

colisão em EM/EM foi feita em modo rampa variando de 15-30 eV. Para garantir a 

precisão da massa e reprodutibilidade, leucina encefalina foi utilizado como o lock 

mass de referência. 

A identificação da cardamonina presente no extrato bruto de P. aduncum foi 

realizado por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados 

com dados disponíveis nas bases de dados MassBank of North America 

(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e 

ChemSpider (http://www.chemspider.com/) para identificação da cardamonina, além 

das literaturas CARVALHO et al., 2012; HE et al., 2009; JAISWAL et al., 2015. 

 

3.6.3 Isolamento da cardamonina 

 

Com o propósito de isolamento da cardamonina presente no Pa, 65,0 g deste 

extrato foram submetidos à CLV de 10 cm de diâmetro por 15 cm de altura e 

empacotada com mistura de sílicas (750 g de sílica 40-63 m e 250 g de sílica 70-

230 m), seguindo adaptações da metodologia utilizada por Castro e colaboradores 

(2015). Utilizou-se como fases móveis hexano e, mistura de hexano: acetato de etila 

eluídas em grau crescente de polaridade, sendo coletadas 7 subfrações de 

aproximadamente 700 mL cada. 

Durante a eluição, todas as frações foram analisadas e acompanhadas por 

CCD (hexano:acetato de etila 6:4 v/v) usando como reagente revelador o 

anisaldeído sulfúrico. Após eluição da CLV, um precipitado amarelo foi obtido na 

fração 6. Este precipitado foi analisado por CLUE-ESI-QTOF-EM e RMN de 1H, 

confirmando a estrutura química do mesmo como sendo a cardamonina. O resumo 

do processo de isolamento da cardamonina encontra-se na Figura 9. 

 

3.6.4 Identificação da cardamonina 

 

A amostra obtida anteriormente foi analisada por RMN de 1H (500MHz), 

utilizando espectrômetro de RMN BRUKER AVANCE III, localizado no Departamento 

de Química do Instituto de Ciências Exatas (ICE) da UFJF e operado a 500 MHz. O 

solvente utilizado foi o CD3OD para o composto e tetrametilsilano (TMS) como 
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referência interna. Os dados obtidos foram tratados no programa MestReNova e 

comparados com dados obtidos na literatura. Além disso, a identificação da 

substância foi realizada também por espectrometria de massas em modo positivo e 

negativo de análise utilizando o mesmo equipamento e nas mesmas condições 

mencionadas anteriormente no item 3.6.2. 

 

3.6.5 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pela 

cardamonina 

 

O ensaio de atividade enzimática foi realizado no Departamento de 

Bioquímica do Instituto de Ciências Biológicas da UFJF, sob a colaboração da Profa. 

Dra. Priscila de Faria Pinto, de acordo com métodos previamente descritos (DETONI 

et al., 2012; MAIA et al., 2019; TAUSSKY, SHORR, 1953).  

 

3.6.5.1Obtenção e purificação da apirase de batata 

 

Inicialmente, obteve-se a apirase de batata com o objetivo de utilizá-la nos 

ensaios enzimáticos e também na técnica de ultrafiltração para seleção de possíveis 

ligantes e inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 

A purificação da apirase de batata (S. tuberosum), de origem comercial, foi 

realizada de acordo com os métodos previamente descritos (FARIA-PINTO et al., 

2004; FARIA-PINTO et al., 2008).  

Em resumo, 5Kg de batatas, da variedade Desirée, foram obtidas em um 

supermercado local e, em seguida, descascadas e trituradas em liquidificador, com 

adição de ácido tioglicólico 10 mM para inibição da ação das tirosinases. A mistura 

foi filtrada, com auxílio de gase, para remoção do amido. Em seguida, a solução de 

proteínas foi precipitada por adição lenta e, sob agitação, de sulfato de amônio até 

obter 40% de saturação. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante adicionou-

se uma quantidade de sulfato de amônio necessária para atingir 70% de saturação. 

Nesta etapa, o precipitado foi guardado e ressuspendido em ácido tioglicólico a 10 

mM. Este procedimento foi repetido 3 vezes. Cada centrifugação foi realizada a 

8.000 rpm por 15 min, sob refrigeração. A amostra obtida pelo processo de 

precipitação com sulfato de amônio foi aplicada em coluna de filtração em gel 

(Sephadex G-25 e Sephadex G-100) e, como etapa final, foi aplicada em coluna de 
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troca iônica carboximetilcelulose (CMC), seguida de diálise. Os picos das proteínas 

extraídas das colunas foram determinados pela medida de densidade óptica a 280 

nm, e a identificação das atividades ATPásica e ADPásica pelo Método de Taussky, 

Shorr (1953).  

A avaliação do rendimento da purificação foi verificada ao longo do processo 

através de dosagem de proteínas (LOWRY et al., 1951), atividade enzimática, 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e 0,1% de dodecil sulfato de sódio 

(LAEMMLI, 1970), seguida de coloração pelo azul de Comassie e pela prata.  
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Figura 9 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto diclorometânico das partes aéreas de P. aduncum L. (Pa). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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3.6.5.2Ensaio de inibição da atividade enzimática  

 

Neste ensaio de atividade enzimática, 0,0006μg de apirase de batata foi 

adicionada ao meio de reação contendo 50μL de tampão succinato 50 mM pH 6,5, 

25μL da cardamonina e 166,4μL de água deionizada, totalizando um volume de 

250μL. Os tubos foram incubados durante 10 minutos em banho-maria a 37ºC para 

estabilização do sistema e a reação foi disparada com a adição de 7,5μL de ATP 

0,1M. Após 10 minutos a reação foi interrompida pela adição de 250μL de HCl 0,1N. 

A quantidade de fosfato inorgânico (Pi) liberado foi determinada pela adição de 

500μL de reagente de cor e procedeu-se a medida da densidade óptica em 660nm.  

As concentrações finais de cardamonina testadas após adição ao meio de 

reação foram: 100μM, 50μM, 25μM, 12,5μM. 

Para cada experimento foi realizada uma atividade enzimática basal e uma 

atividade controle DMSO. A partir deste valor, os dados de atividade enzimática 

residual foram calculados através da análise do percentual de redução da atividade 

em relação à atividade controle. 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

 

3.6.6 Estudos de docking molecular 

 

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da 

Ciência da Computação da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboração 

da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt. 

A cardamonina foi submetida a estudos de docking molecular com o modelo 

3D da SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase, utilizando o programa AutoDock 

Vina (TROTT; OLSON, 2009). Os resultados obtidos foram classificados de acordo 

com os scores, valores de cKI (constante de inibição) e as interações proteína-

ligante.  

Análises de absorção, distribuição, metabolização, excreção e toxicidade in 

silico (ADMET) foram realizados nos programas SwissADME 

(http://www.swissadme.ch) e Molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-
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bin/properties), avaliando a biodisponibilidade oral teórica da cardamonina, pela 

“Regra dos Cinco” de Lipinski e o número de bandas rotáveis (LIPINSKI et al., 2001). 

Os arquivos em formato “smiles” dos compostos submetidos a análise ADMET foram 

desenhados com o uso do programa ChemSketch versão 11.0 (ACD, 2015), e 

submetidos ao programa SwissADME e Molinspiration. 

 

3.6.7 Avaliação da atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina 

 

Considerando o potencial de inibição da cardamonina frente às ATP 

difosfohidrolases juntamente com sua atividade esquistossomicida in vitro já 

evidenciada (CASTRO et al., 2015), esta substância foi avaliada no modelo 

esquistossomicida in vivo, sendo administrada por via oral. Os ensaios in vivo foram 

realizados no Núcleo de Doenças Negligenciadas da Universidade de Guarulhos, 

sob a colaboração e responsabilidade do Prof. Dr. Josué de Moraes, utilizando como 

base metodologias previamente publicadas (DE MORAES et al., 2014; PEREIRA et 

al., 2018; SILVA et al., 2017). Os animais foram liberados através da comissão de 

ética de uso de animais, CEUA 031/2017. 

 

3.6.7.1Animais utilizados e manutenção do ciclo evolutivo do S. mansoni 

 

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho 

foi a BH (Belo Horizonte, MG), mantido no laboratório Núcleo de Pesquisa em 

Doenças Negligenciadas - Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP.  Os parasitos 

foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818 (hospedeiro 

intermediário) e em camundongos Swiss como hospedeiros definitivos. Os 

caramujos são procedentes de Barreiro de Baixo (Belo Horizonte, MG, Brasil), 

mantidos em aquários de polietileno (55 x 22 x 17 cm) com cerca de 20 litros de 

água desclorada, temperatura de 24 oC, alimentados com alface fresca.    

Os camundongos Swiss foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 34 x 

16 cm) com tampa metálica e alimentados com ração e água ad libitum. Esses 

roedores eram recém desmamados, fêmeas, com massa de aproximadamente 20 g 

e 21 dias de idade. Os animais foram acomodados em maravalha com duas trocas 

semanais.  
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Ovos foram recolhidos de um macerado hepático, de camundongos 

previamente infectados, para posterior reinfecção de caramujos (PELLEGRINO, 

KATZ, 1968). Após 30 a 40 dias de infecção, os caramujos foram expostos à água 

declorada e luz artificial por 2 a 3 horas, para a liberação de cercárias. As cercárias 

foram concentradas para a infecção dos camundongos (PELLEGRINO, KATZ, 

1968). Os camundongos Swiss foram infectados por meio de injeção subcutânea 

(seringa de 1 mL) com cerca de 100 cercárias. Após 49 dias de infecção os animais 

foram sacrificados em câmara de CO2 e perfundidos (os animais foram seccionados 

longitudinalmente na região ventral) com meio RPMI 1640 (Roswell Memorial Park 

Institute, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) com L-glutamina, vermelho de fenol e 

heparina sódica 5 UI/mL (Liquemine®, Roche, São Paulo, SP, Brasil), através do 

sistema porta hepático (a veia porta foi seccionada e com auxílio de uma agulha 

acoplada em bomba peristáltica) para a recuperação dos vermes adultos de S. 

mansoni.  

O ciclo de vida do parasito foi mantido e os vermes e ovos foram recuperados 

de acordo com as metodologias já descritas na literatura (PELLEGRINO, KATZ, 

1968; SMITHERS, TERRY, 1965).  

 

3.6.7.2Preparo da amostra para ensaio in vivo 

 

A cardamonina foi solubilizada em etanol e diluída em tampão fosfato salina 

(PBS) na concentração final de 100 mg/mL e os animais foram tratados com 

cardamonina por via oral na concentração de 400 mg/kg de animal. 

  

3.6.7.3Grupos experimentais para o tratamento 

 

Para a realização dos tratamentos, camundongos fêmeas da linhagem Swiss, 

pesando em média 20 g, foram infectados (injeção subcutânea) com 80 

cercárias/animal. Os animais foram divididos em 2 grupos distintos (Tabela 2) 

contendo 5 animais cada. Como controle negativo, foi utilizado um grupo de animais 

não tratados (somente PBS pH 7,2 e etanol). O outro grupo de animais foi tratado 

com cardamonina na concentração de 400 mg/kg de animal. O início do tratamento 

ocorreu 49 dias após a infecção e todos os grupos foram tratados com 100 L por 
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via oral através de gavagem. Duas semanas após o tratamento os animais foram 

eutanasiados.  

 

Tabela 2 - Disposição dos animais nos grupos experimentais e respectivos tratamentos via oral. 

Grupo Tratamento Dose Número de doses 

1 Controle - 1 

2 Cardamonina   400,0 mg/kg 1 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

3.6.7.4Recuperação dos vermes adultos de S. mansoni 

 

Após duas semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados e 

submetidos à perfusão do sistema porta-hepático de acordo com Pellegrino e 

Siqueira (1956). Os vermes recuperados de cada animal foram colocados, 

imediatamente, em placa de Petri separadamente, contendo solução salina NaCl 

0,9%, e quantificados e identificados segundo o sexo e vermes acasalados. 

 

3.6.7.5Oograma 

 

Para avaliar o efeito do tratamento da cardamonina sobre a oviposição de S. 

mansoni, os ovos foram recolhidos da junção íleo secal e fezes após eutanásia dos 

animais, para contagem e análises morfológicas. Foram realizadas a contagem do 

número de ovos maduros, imaturos e mortos (classificados pelo estágio de 

desenvolvimento dos ovos) e, ainda, a contagem de ovos por grama (OPG) de fezes 

(KATZ, CHAVES, PELLEGRINO, 1972). 

 

3.6.7.6 Peso hepático e esplênico 

 

Após eutanásia e perfusão, o fígado e baço de cada animal submetido ao 

tratamento com cardamonina, bem como, daqueles pertencentes ao grupo controle 

não tratado, foram removidos e seus pesos determinados. 
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3.6.7.7 Análises estatísticas  

 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

Os dados foram expressos em média ± desvio padrão. 
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3.7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.7.1 Identificação da cardamonina no extrato de P. aduncum por CLUE-ESI-

QTOF-EM 

 

Após processo de maceração das partes aéreas de P. aduncum, obteve-se o 

extrato diclorometânico das partes aéreas de P. aduncum, o qual foi submetido a 

análise em CLUE-ESI-QTOF-EM. Após análise, foi possível observar no extrato a 

presença de uma substância com a mesma massa molecular e o mesmo perfil de 

fragmentação no espectro de massas da cardamonina.  

Na Figura 10 estão representados os cromatogramas em CLUE-ESI-QTOF-

EM do extrato Pa em modo positivo (Figura 10a) e no modo negativo (Figura 10b). 

Pode-se observar, no tempo de retenção de 7,12 (modo positivo e modo negativo), a 

presença de uma substância que apresentou a mesma massa molecular da 

cardamonina (espectro não mostrado). Conforme descrito no item 3.6.3 essa 

substância foi isolada do extrato Pa e, após isolamento, esta substância foi 

novamente submetida à análise em CLUE-ESI-QTOF-EM. Para análise do perfil de 

fragmentação da substância, o espectro de massas foi gerado (Figura 11), e 

observaram-se os íons moleculares com massa carga (m/z) 271,1666 [M+H]+ e 

269,1054 [M-H]-  para os modos positivos (+) e negativos (-), respectivamente.  

No modo negativo observa-se a formação dos principais fragmentos 254,0810 

[M-H-CH3]
- e 226,0864 [M-H-CH2-CO]- atribuídos à perda do grupo metila, seguido 

de perda de monóxido de carbono. Já no modo positivo, observa-se como fragmento 

principal o íon de m/z 167,0849, correspondente a perda de C6H5-CH=CH. Todos os 

outros fragmentos foram comparados com os dados previamente publicados na 

literatura (CARVALHO et al., 2012; HE et al., 2009; JAISWAL et al., 2015) e estão 

ilustrados em mais detalhes na Tabela 3. 
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Figura 10 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM do extrato de P. aduncum L. evidenciando a cardamonina. 

 

 
(a) Modo positivo. (b) Modo negativo. 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

(a) 

(b) 
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Figura 11 - Espectro de massas em ESI-QTOF da cardamonina. 

 

 

(a) ESI(+)-EM. (b) ESI(-)-EM. 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

(a) 

(b) 
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Tabela 3 - Fragmentos gerados pela cardamonina no modo positivo e negativo 

 

Substância TR (min) m/z experimental [M+H]+ e 

fragmentos via EM/EM 

m/z experimental [M+H]- e 

fragmentos via EM/EM 

Fórmula 

molecular 

Cardamonina 7,12 167,0849; 152,0600; 131,0942 254,0810; 226,0864; 198,0914; 

177,0424; 165,0414; 139,0619; 

122,0231 

C16H14O4 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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3.7.2 Isolamento e identificação estrutural por RMN da cardamonina 

 

Como descrito anteriormente, 65 g do extrato Pa foi submetido à CLV e como 

resultado desse fracionamento obteve-se 540 mg de cardamonina. 

A cardamonina teve sua estrutura química também identificada com base na 

análise dos dados de RMN de 1H e comparação com os dados encontrados na 

literatura. Na Figura 12 está representada sua estrutura química. 

 

Figura 12 - Estrutura química da cardamonina. 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

A análise do espectro de RMN de 1H, evidencia a presença de dois dupletos 

em δ 7,71 e 7,94, integrados para 1 hidrogênio cada (Figura 13 e 14). Os sinais são 

compatíveis com os hidrogênios olefínicos Hα e Hβ carbonílicos, característicos da 

estrutura das chalconas (XIAO et al., 2011). Além disso, por meio do valor da 

constante de acoplamento, J α-β = 15,6 Hz, entre estes hidrogênios, pode-se inferir 

que esta chalcona possui configuração trans (PAVIA et al., 2010). 

Pode-se observar também a presença de dois dupletos em δ 5,95 e em δ 

6,02 ppm, integrados para 1 hidrogênio cada (Figura 13 e 14), os quais foram 

atribuídos aos hidrogênios H5’ e H3’. Ainda pela análise do espectro de RMN de 1H, 

podemos inferir que o anel aromático A é tetrassubstituído, devido a presença de 

apenas 2 hidrogênios (PAVIA et al., 2010). 

Finalmente, a presença de um simpleto em δ 3,95 ppm, integrado para 3 

hidrogênios, evidencia a presença de uma metoxila na molécula.  

As atribuições dos demais sinais, hidrogênios aromáticos do anel B, podem 

ser observadas na Tabela 4. 

Assim, a comparação dos dados de RMN de 1H obtidos com aqueles 

previamente publicados na literatura (PING et al., 2018), sugerem que esta 
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substância seja a 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-chalcona, cardamonina, representada na 

Figura 12. 

 

Figura 13 - Espectro de RMN de 
1
H (CD3OD; 500 MHz) para a cardamonina. 

 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Figura 14 - Seções expandidas entre δ 8,0 - 7,4; 6,15 - 5,85 do espectro de RMN de 
1
H (CD3OD, 500 

MHz) da cardamonina.  

  

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Tabela 4 - Dados do espectro de RMN de 
1
H (CD3OD; 500 MHz) para a cardamonina. 

 
Cardamonina 

Hidrogênio Cardamonina PING et al., 2018 (b) 
δ (ppm) 

 7,71 (1H, d, J = 15,6 Hz) 7,80 (1H, d, J = 15,5 Hz) 

 7,94 (1H, d, J = 15,6 Hz) 7,92 (1H, d, J = 15,5 Hz) 

6’-OCH3 3,93 (1H, s) 3,85 (1H, s) 
3’ 5,95 (1H, d, J = 2,2 Hz) 5,98 (1H, s) 
5’ 6,02 (1H, d, J = 2,2 Hz) 6,12 (1H, s) 
Anel B 7,64 e 7,42 (5H, m) 7,62 (2H, d) e 7,46 (3H, m) 
(a) 500 MHz, CD3OD; (b) CDCl3 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

3.7.3 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pela 

cardamonina 

 

Conforme descrito no item 2 deste trabalho, várias pesquisas têm 

demonstrado a homologia entre a apirase de batata e as ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni (FARIA-PINTO et al., 2004; VASCONCELOS et al., 1996). Além disso, a 

literatura evidencia que algumas substâncias esquistossomicidas foram capazes de 

promover tanto a inibição da atividade hidrolítica da apirase de batata, quanto das 

isoformas presentes no tegumento do verme adulto. Estes resultados também 

mostraram uma similaridade de sítios ativos entre a apirase da batata e as isoformas 

de ATP difosfohidrolases de S. mansoni (PENIDO et al., 2007).  

Em trabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisa está relatado o 

potencial inibitório de algumas substâncias, em especial a cardamonina, frente às 

enzimas presentes no tegumento de S. mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al., 

2015; CASTRO et al., 2015). Atraavés destes pode-se observar que as atividades 

esquistossomicidas dessas substâncias podem estar relacionadas à inibição das 

ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 

Portanto, considerando a importância da descoberta de substâncias inibidoras 

das ATP difosfohidrolases de S. mansoni e a dificuldade de obtenção destas 

enzimas a partir do tegumento dos parasitos, a apirase de batata pode ser uma 

alternativa para selecionar moléculas com afinidade para SmATPDases. 

Dessa forma, no presente trabalho investigou-se a atividade inibitória da 

cardamonina frente à apirase de batata, partindo do conhecimento de que essa 

substância inibe as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (CASTRO et al., 2015).  
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Como pode-se observar na Figura 15, a cardamonina foi capaz de diminuir a 

atividade enzimática da apirase de batata. Na menor concentração testada de 

cardamonina (12,5 M) a inibição da enzima foi em torno de 12% e o percentual 

inibitório aumentou até promover cerca de 60% de inibição na concentração de 100 

M. Neste experimento, a cardamonina apresentou IC50 de 49 M. 

Esses dados são consistentes com os da literatura, uma vez que a 

cardamonina também inibiu as ATP difosfohidrolases, porém com IC50 menor, de 

23,54 M (CASTRO et al., 2015). 

No trabalho de Penido e colaboradores (2007) algumas substâncias 

promoveram tanto a inibição da atividade hidrolítica da apirase de batata, quanto das 

isoformas presentes no tegumento do verme adulto de S. mansoni. Uma dessas 

substâncias avaliadas apresentou 28% de inibição da atividade das ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni e 26% de inibição da apirase de batata (PENIDO et 

al., 2007). Porém, apesar da porcentagem de inibição serem próximas nas duas 

enzimas, a concentração da substância foi 10 vezes maior no ensaio enzimático 

com a apirase. 

 

Figura 15 - Inibição da atividade enzimática da apirase de S. tuberosum pela cardamonina. 
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** Diferença significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 Segundo Vasconcelos e colaboradores (2009), a apirase de batata possui 

alto potencial como ferramenta em estudos de monitoramento da atividade 
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ATPásica, ADPásica e, ensaios de inibição enzimática in vitro, podendo, portanto, 

ser utilizada para encontrar inibidores de NTPDases (MAIA et al., 2019; PENIDO et 

al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009). 

Apesar disso, até o momento, nenhum inibidor potente e seletivo de NTPDase 

foi descrito na literatura. Dessa forma, a busca por inibidores específicos e potentes 

das NTPDases se torna desejável, especialmente os inibidores das ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni, os quais podem vir a ser promissores fármacos 

esquistossomicidas. 

 

3.7.4 Estudos de docking molecular 

 

Tendo em vista a alta homologia existente entre as NTPDases de diferentes 

espécies, inclusive as ATP difosfohidrolases de S. mansoni, e a presença das cinco 

ACRs,  torna-se possível explorar as análises in silico com o intuito de caracterizar 

novas regiões que possam servir como alvos farmacológicos para essas proteínas, e 

também encontrar possíveis ligantes e inibidores enzimáticos (FARANI, 2016). 

Portanto, de acordo com os resultados experimentais apresentados no 

presente trabalho, nos quais evidenciamos que a cardamonina inibe a apirase de 

batata, e em relatos anteriores os quais demonstram que essa substância também 

inibe as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (CASTRO et al., 2015), estudos de 

modelagem computacional também foram realizados com a finalidade de verificar a 

capacidade de ligação da cardamonina nessas enzimas.  

Docking molecular é uma metodologia baseada na predição do modo de 

interação entre um ligante e uma proteína de estrutura tridimensional conhecida 

(MORRIS; LIM-WILBY, 2008). Como resultados obtem-se a energia livre de ligação 

entre o encaixe proteína-ligante, a qual é capaz de prever a força de associação ou 

afinidade de ligação entre duas moléculas, através das forças intermoleculares do 

tipo dipolo-dipolo. Desse modo, a classificação de melhor orientação de encaixe 

pode ser dada pela menor quantidade de energia utilizada, uma vez que demonstra 

que não é necessário um grande gasto energético para que ocorra a ligação 

(KITCHEN et al., 2004). 

Nos estudos de docking molecular utilizando o software AutoDock Vina 1.1.2 

(Maio 11, 2011) do presente trabalho, foram levados em consideração para análise: 

valor de afinidade (Kcal/mol) e as interações moleculares entre os compostos 
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submetidos e os resíduos flexíveis da proteína, conforme mostrado na Tabela 5. 

Nesta tabela, estão descritos os resultados da cardamonina submetida ao docking 

molecular com a proteína SmATPDase1, SmATPDase2, ambas de S. mansoni e 

apirase da batata. 

A cardamonina apresentou valores negativos de energia (afinidade) com 

todas as proteínas avaliadas, sugerindo que as interações (ponte de hidrogênio e 

dipolo-induzido) entre o sítio ativo e o composto podem ocorrer de forma 

espontânea. Além disso, verifica-se que os valores de Ki calculados foram 3,18 M 

para SmATPDase 1 e 1,37 M para SmATPDase 2 e apirase, evidenciando assim, 

que seria necessário uma menor concentração dessa molécula para inibir o sítio 

ativo da SmATPDase 2 e apirase. 

Complementando os resultados foi avaliada a toxicidade in silico da 

cardamonina. Assim, essas análises abrangem parâmetros, como absorção, 

distribuição, metabolismo e excreção, têm se tornado crucial no planejamento 

racional de fármacos, uma vez que suas predições são simples, de alto rendimento 

e baixo custo (WANG et al., 2015).  

No presente trabalho, a cardamonina e o fármaco de escolha para tratamento 

da esquistossomose, Praziquantel, foram submetidos aos estudos de toxicidade, a 

fim de comparação. Conforme descrito anteriormente, estes estudos foram 

realizados nos programas SwissADME e Molinspiration e a biodisponibilidade oral 

teórica dos ligantes foram determinadas pela “Regra dos Cinco” de Lipinski (RO5) e 

pelo número de bandas rotáveis (nrotb). 

De acordo com a “Regra dos Cinco” de Lipinski, para que um composto tenha 

boa disponibilidade oral, ele precisa atender a pelo menos três dos seguintes 

parâmetros: LogP (coeficiente de partição) menor ou igual a 5,00; Massa molar 

menor ou igual a 500 g/mol; área de superfície polar (TPSA) menor ou igual a 140 

Å²; não mais que 5 doadores de hidrogênio (soma de OH e NH na molécula) e no 

máximo 10 grupos aceptores de ligação de hidrogênio (soma de átomos de N e O) 

(LIPINSKI et al., 2001). 

A análise de TPSA é a soma das superfícies polares de uma molécula, 

geralmente átomos de oxigênio, nitrogênio e hidrogênio ligado. Através desta 

análise, é possível prever as propriedades de transporte passivo do fármaco, seja 
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através do intestino ou pela barreira hematoencefálica (ERTL; ROHDE; SELZER, 

2000). 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, a cardamonina ao 

ser comparada com o fármaco de escolha Praziquantel, apresenta boa 

disponibilidade oral e um perfil de baixo risco de citotoxicidade, pois não demonstrou 

violação a nenhum dos paramêtros de RO5. 

Além desses paramêtros, também foi analisado, em ambos os programas, o 

número de bandas rotáveis presentes na estrutura química do composto, o qual 

corresponde ao número de ligações simples presentes ligadas a um átomo não 

terminal. Quanto maior o número de nrotb, maior será a flexibilidade do composto e, 

portanto, maior será a sua interação com o sítio ativo da enzima estudada (VEBER 

et al., 2002). Estudos demonstram que valores de TPSA ≤ 140 Å² e nrotb ≤ 10, 

facilitam a transposição de barreiras e, portanto, possuem grande possibilidade de 

boa biodisponibilidade oral (BORGES, 2018). Como pode-se observar na Tabela 6, 

a cardamonina apresentou nrotb igual a 4 e TPSA igual a 66,76, os quais estão de 

acordo com os valores esperados para que o composto seja seguro e apresente boa 

disponibilidade oral quanto ao seu uso terapêutico (BORGES, 2018; VEBER et al., 

2002).
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Tabela 5 - Resultados dos estudos de docking molecular da cardamonina com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase. 

Receptor AutoDock Vina 

(Kcal/mol) 

Ki calculado 

(M) 

Interações (AutoDock Vina) 

SmATPDase 1 -7,5 3,1800 GLU201, SER81, THR82 E SER83 

SmATPDase 2 -8,0 1,3675 ARG51, ASP44, THR122, GLU164, SER47 E THR48 

Apirase -8,0 1,3675 TYR315, THR30, ASP26, GLU145, THR102 E SER29 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

 

Tabela 6 - Resultados de predição de toxicidade da cardamonina, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (MI). 

Amostra Doador de ligação 

de hidrogênio 

Aceptor de ligação 

de hidrogênio 

nrotb Massa molar 

(g/mol) 

LogP TPSA 

MI/SA MI/SA MI/SA MI SA MI SA MI SA 

Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62 

Cardamonina 2 4 4 270,28 270,28 3,23 1,78 66,76 66,76 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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3.7.5 Ensaio esquistossomicida in vivo 

 

Vários extratos vegetais e substâncias de origem natural e sintética têm sido 

recentemente avaliados quanto às suas atividades esquistossomicidas frente ao S. 

mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO et al., 2015; PEREIRA et 

al., 2018). Dentre estes extratos vegetais, destaca-se o extrato das partes aéreas de 

P. aduncum (Piperaceae), o qual apresentou expressiva atividade esquistossomicida 

in vitro frente à vermes adultos de S. mansoni. Além disso, neste mesmo trabalho 

evidenciou-se o potencial esquistossomicida in vitro e de inibição de ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni da cardamonina, a qual foi obtida do extrato de P. 

aduncum por meio de fracionamento cromatográfico bioguiado (CASTRO et al., 

2015).  

No entanto, para a cardamonina, somente os ensaios esquistossomicidas in 

vitro haviam sido realizados anteriormente. Neste sentido, há de se considerar que 

os ensaios in vivo permitem que a atividade da molécula seja avaliada perante a 

complexidade do metabolismo de um organismo vivo, diferentemente do que ocorre 

em testes in vitro, onde as condições ambientais podem ser moldadas e, por isso, 

muitas vezes servem como modelo de triagem na seleção de moléculas que podem 

vir a ser fármacos em potencial (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO et 

al., 2015; DIAS et al., 2017). 

Dessa forma, considerando os resultados do presente trabalho, bem como os 

resultados previamente publicados que evidenciam o potencial de inibição das ATP 

difosfohidrolases, estudos em modelo murino foram realizados, no sentido de avaliar 

a atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina quando administrada por via 

oral. 

 

3.7.5.1Recuperação de vermes 

 

Em modelo murino, a perfusão dos animais consiste em uma ferramenta útil 

para avaliar a redução da parasitemia promovida por uma substância em teste, além 

do efeito da mesma sobre o deslocamento hepático dos vermes como indício de 

uma boa atividade esquistossomicida (FELICISSIMO, 2014). 

Primeiramente, importante destacar que o delineamento experimental deste 

estudo, incluindo dose e o esquema terapêutico, foram elaborados com base em 
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literatura especializada (SILVA et al., 2017), bem como em trabalhos recentemente 

publicados pelo nosso grupo de pesquisa (PEREIRA et al., 2018). 

A análise dos dados obtidos em nosso estudo evidencia que o número total 

de vermes recuperados no sistema porta-hepático foi alterado no grupo tratado com 

cardamonina em comparação com o grupo não tratado. A análise estatística mostrou 

diferença significativa na recuperação de vermes acasalados e no total de vermes 

recuperados (p˂0,0001). Observa-se que no grupo não tratado o número de vermes 

acasalados (machos + fêmeas) foi de 31,6 ± 4,18, enquanto no grupo tratado com 

cardamonina este número foi de 17,8 ± 2,71 (Figura 16, Tabela 7). Em relação a 

recuperação do número de vermes totais, o grupo controle (sem tratamento) 

apresentou número total de vermes de 37,6 ± 5,75, enquanto o número total de 

vermes recuperados dos animais que receberam o tratamento com cardamonina 

(400 mg/kg) foi de 20,0 ± 3,28 (Tabela 7), apresentando a cardamonina a 

capacidade de reduzir em 46,81% a carga total de vermes (Figura 16, Tabela 7).  

Além disso, pode-se observar na Tabela 7 que a maioria dos vermes 

recuperados estavam acasalados. Contudo, avaliando a recuperação de vermes 

machos e fêmeas separadamente, apesar de não haver significância estatística 

entre o grupo tratado e não tratado, observa-se efeito da cardamonina na separação 

dos vermes, uma vez que foi evidenciada diminuição da recuperação dos vermes 

machos (1,8 ± 1,16) e aumento do número de vermes fêmeas (0,4 ± 0,8) quando 

comparado ao grupo controle (5,8 ± 3,31; 0,2 ±0,4, respectivamente). 

A comparação com outros resultados de estudos esquistossomicidas in vivo 

frente à vermes adultos de S. mansoni, previamente publicados (GUIMARÃES et al., 

2018; LAGO et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; SILVA et al., 2017) os quais 

mostram atividade in vivo, entre 31% e 70% para outros compostos naturais, indica 

uma boa atividade esquistossomicida in vivo para a cardamonina. Resultados 

similares foram encontrados para epiisopilosina, alcaloide encontrado no jaborandi, 

o qual demonstrou uma redução no número total de vermes em torno de 57% 

quando avaliado na dose única de 400 mg/kg (GUIMARÃES et al., 2018). Outro 

estudo, realizado com chalconas sintéticas, evidenciou uma redução em torno de 

32% do número total de vermes recuperados após o tratamento com dose única de 

400 mg/kg (PEREIRA et al., 2018). 
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Figura 16 - Efeitos do tratamento por vial com cardamonina na recuperação dos parasitos dos 

animais infectados com S. mansoni. 
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*** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Tabela 7 - Efeitos do tratamento por via oral com cardamonina na recuperação dos parasitos dos 
animais infectados com S. mansoni. 

 
 Sem 

tratamento 

Cardamonina 

(400 mg/kg) 

Média de vermes machos ± desvio padrão 5,8 ± 3,31 1,8 ± 1,16 

Média de vermes fêmeas ± desvio padrão 0,2 ±0,4 0,4 ± 0,8 

Média de vermes machos e fêmeas ± desvio padrão 31,6 ± 4,18 17,8 ± 2,71 

Média de vermes ± desvio padrão 37,6 ± 5,75 20,0 ± 3,28 

% de redução de vermes - 46,81 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

A redução de vermes recuperados (machos ou fêmeas) de camundongos 

tratados é relatada, por diversos autores, como um parâmetro confiável, seguro e de 

forte evidência da eficácia de um medicamento (SULEIMAN et al., 2004; UTZINGER 

et al., 2002). Segundo Harder e colaboradores (2002), a morte dos vermes adultos, 

em virtude do tratamento realizado com possíveis fármacos anti S. mansoni, pode 
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ser atribuída a distúrbios metabólicos, bem como a destruição mecânica e muscular 

dos vermes após a exposição aos fármacos (HARDER et al., 2002).  

Além disso, o presente estudo demonstrou que a porcentagem de vermes 

machos recuperados após o tratamento com cardamonina foi significativamente 

menor que a porcentagem de vermes fêmeas. Esse fato demonstra que os machos 

de S. mansoni foram mais sensíveis aos tratamentos realizados com a cardamonina. 

O tegumento é a interface entre o meio e o parasito, desempenhando funções 

vitais para o verme, como a absorção de nutrientes, excreção, proteção contra o 

sistema imunológico do hospedeiro. Ainda, o tegumento apresenta proteínas 

reparadoras de danos, além de ser seletivo para absorção de fármacos e lipídeos. 

Além disso, diversos trabalhos têm demonstrado a importância das enzimas ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni, presentes no tegumento de vermes adultos, para a 

sobrevivência destes, durante longos períodos, dentro do hospedeiro (DA’DARA, 

BHARDWAJ, SKELLY, 2014, FARIA-PINTO et al., 2004). Dessa maneira, tegumento 

de S. mansoni é considerado importante alvo farmacológico para novos fármacos 

esquistossomicidas (BERTÃO et al., 2012; SILVA et al., 2017). 

Apesar do mecanismo de ação esquistossomicida da cardamonina ainda não 

estar esclarecido, é possível sugerir algumas possibilidades de ação, considerando 

os resultados obtidos e aqueles previamente publicados. Pesquisas realizadas pelo 

nosso grupo de pesquisa têm relacionado a atividade esquistossomicida, 

evidenciada para algumas substâncias, com a inibição da atividade enzimática das 

ATP difosfohidrolases de S. mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO 

et al., 2015). No trabalho de Castro e colaboradores (2015), a cardamonina 

apresentou expressiva atividade esquistossomicida in vitro e IC50 de 23,54 µM na 

inibição das ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Dessa forma, um dos possíveis 

mecanismos de ação da cardamonina, para sua atividade esquistossomicida, pode 

estar relacionado à inibição da atividade enzimática das ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni. 

 

3.7.5.2Análise de oograma 

 

Além da quantificação de vermes recuperados, o presente trabalho também 

levou em consideração alguns critérios sugeridos por Pellegrino e Katz (1968), como 

o número de ovos retidos no tecido intestinal (oograma) e os volumes médios do 
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fígado e do baço. Segundo esses autores, tais critérios são fundamentais para 

avaliação da atividade esquistossomicida de um potencial fármaco. 

Dessa forma, a análise quantitativa dos ovos foi realizada (Figuras 17), 

levando-se em consideração o número de OPG de fezes e a presença de ovos 

maduros, imaturos e mortos. Neste sentido, é importante considerar que o 

parâmetro de ovos imaturos é de grande interesse, pois a redução desses significa 

que não há oviposição recente por parte dos parasitos (DE MORAES, 2011). 

Como pode-se observar na Figura 17 e Tabela 8, a cardamonina causou 

diminuição no número de OPG de fezes, bem como alteração no padrão de 

oviposição. Assim, observa-se redução de 54% no OPG de fezes no grupo tratado 

com cardamonina (Figura 17b, Tabela 8).  

Em relação ao padrão de oviposição, observa-se que o número de ovos 

maduros não apresentou diferença significativa em comparação com o controle 

negativo. Porém, o tratamento com cardamonina foi capaz de reduzir 

significativamente em 62,44% ± 16,9 o número de ovos imaturos quando comparado 

ao controle (p˂0,001) (Figura 17a, Tabela 8). Além disso, houve ainda aumento do 

número de ovos mortos, o qual alcançou 17,4 ± 10,61 no grupo tratado, enquanto no 

grupo controle foi de apenas 4,4 ± 3,72 (Figura 17a).  

Como descrito anteriormente, o oograma consiste em um dos parâmetros 

mais relevantes para demonstrar a eficácia de um composto esquistossomicida ou 

para sugerir o surgimento de um novo fármaco esquistossomicida (DE MORAES, et 

al., 2014; PEREIRA et al., 2018). Nesse sentido, a oviposição está diretamente 

relacionada à incapacidade da fêmea em realizá-la ou, ainda, a inabilidade ao 

acasalamento dos parasitos. Além disso, as principais lesões causadas pelo S. 

mansoni ao organismo são decorrentes da presença de ovos nos tecidos do 

hospedeiro, desencadeando reações inflamatórias e na formação dos granulomas 

(GRYSEELS et al., 2006; KLAVER et al., 2015). 

Assim, a literatura revela que imediatamente após a postura, os ovos 

mantêm-se imaturos por aproximadamente 6 dias (1° a 4° estádios). A partir daí 

atingem a maturidade e são eliminados juntamente com as fezes ou morrem 

(tornam-se inviáveis) em aproximadamente 12 dias. A postura mais acentuada 

acontece do 45° ao 72° dia pós-infecção (SOARES, 2016).  
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Figura 17 - Efeitos nos estágios de desenvolvimento dos ovos (a) e na quantidade de ovos por grama 

de fezes (b) após tratamento com cardamonina por via oral. 
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** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,001). 

*** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Tabela 8 - Efeitos do tratamento por via oral com cardamonina na oviposição dos animais infectados 

com S. mansoni. 

Grupo Tratamento % de redução 
Ovos Imaturos 

% de redução 
OPG 

Cardamonina 400 mg/Kg 62,44 54,00 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

No presente trabalho, observou-se que a cardamonina foi capaz de reduzir o 

número de OPG de fezes, além de causar diminuição no número de ovos maduros e 

(a) 

(b) 
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imaturos, bem como aumento no número de ovos mortos no oograma dos animais 

tratados. Resultados semelhantes foram observados para outra substância natural, o 

nerolidol. Em relação ao padrão de oviposição, o tratamento com dose única de 

nerolidol (400 mg/kg) resultou em 84,6% de redução do ovos imaturos, além de 

causar um aumento significativo no número de ovos mortos (SILVA et al., 2017).  

Os resultados relacionados ao tratamento com cardamonina sugerem que, 

provavelmente, não ocorreu oviposição recente do parasito no hospedeiro e que 

essa substância possa atuar também sobre os parasitos fêmeas de S. mansoni, 

interferindo em sua oviposição. 

 

3.7.5.3Análise do peso médio dos fígados e baços dos animais após tratamento 

 

Na esquistossomose as principais intercorrências clínicas são consequência 

das formações granulomatosas que circundam os ovos de S. mansoni, os quais são 

depositados nos tecidos do hospedeiro, principalmente no fígado e baço. Nestes 

casos, os ovos maduros do S. mansoni, depositados nos tecidos do hospedeiro, 

contêm miracídeos em seu interior que liberam antígenos essenciais à formação da 

resposta inflamatória granulomatosa aguda. Além disso, as citocinas mediadoras da 

resposta inflamatória estimulam a produção de colágeno e a fibrogênese, resultando 

na produção de tecido fibroso que culmina com a cicatrização do granuloma 

(McMANUS et al., 2018). 

A deposição desse tecido fibroso na matriz extracelular pode causar graves 

danos ao hospedeiro, como a fibrose periportal associada à perda da elasticidade e 

bloqueio da luz dos vasos, resultando no aumento da pressão portal (hipertensão 

portal) (McMANUS et al., 2018). Todos esses fatores, inclusive a hipertensão portal, 

pode levar à esplenomegalia, ascite, varizes gastroesofágicas e sangramentos 

gastrointestinais, sendo este responsável pelo aumento das taxas de morbidade e 

mortalidade entre os hospedeiros dessa verminose (GRYSEELS et al., 2006). Dessa 

forma, substâncias com potencial resolutivo desses processos podem auxiliar na 

redução da morbidade da doença. 

No presente trabalho, após eutanásia, os fígados e baços dos animais 

tratados e não tratados foram retirados e pesados imediatamente. A média dos 

pesos foi então avaliada com o intuito de investigar o potencial de redução destes 
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pela cardamonina. Como demonstrado na Figura 18, não se observa redução 

estatisticamente significativa nos pesos desses órgãos entre o grupo tratado com 

cardamonina e o controle negativo.  

Sabendo-se da capacidade de uma substância em abrandar a oviposição, 

espera-se que a mesma, consequentemente, possa interferir no número de 

formações granulomatosas, já que o ovo e seus antígenos são indispensáveis para 

que haja a formação do granuloma esquistossomótico (McMANUS et al., 2018). 

Apesar dos nossos resultados demonstrarem que a cardamonina interfere na 

oviposição, não foi observada redução no peso dos fígados e baços dos animais 

tratados. Uma possível explicação é a cardamonina ter demonstrado ação mais 

significativa na redução de ovos imaturos, uma vez que não houve redução 

significativa dos ovos maduros, os quais são os que efetivamente se depositam 

nestes órgãos e geram as formações granulomatosas. 

 

Figura 18 - Efeitos do tratamento por via oral com cardamonina sobre o peso relativo de fígados e 

baços dos animais com esquistossomose. 

F
íg

a
d

o

B
a
ç
o

F
íg

a
d

o

B
a
ç
o

0

1

2

3

M
a

s
s

a
 (

g
)

C o n tro l C a rd a m o n in a

*

 

Os pontos e triângulos representam os dados de animais individuais, barras na horizontal 
representam a média de cada grupo. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Diante do exposto, a análise dos resultados in vivo aqui apresentados 

demonstraram eficácia no tratamento com cardamonina (400 mg/kg), a qual foi 
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capaz de reduzir consideravelmente a carga parasitária dos animais tratados (Figura 

16), e de diminuir significativamente o número de ovos imaturos, além de evidenciar 

maior efeito sobre os vermes machos de S. mansoni.  

Tendo em vista os dados previamente publicados da atividade 

esquistossomicida in vitro da cardamonina, juntamente com os resultados de 

atividade esquistossomicida in vivo aqui apresentados, podemos sugerir que a 

cardamonina talvez possa exercer essa atividade biológica também pela inibição 

enzimática das ATP difosfohidrolases de S. mansoni (CASTRO et al., 2015). A 

possibilidade de inibição destas enzimas pela cardamonina já foi relatada na 

literatura, sendo que os resultados de docking molecular obtidos neste trabalho 

corroboram com esta proposta de mecanismo de ação. Além disso, foi evidenciado 

que a cardamonina também pode se ligar e inibir a atividade da apirase de batata. 

Assim, tendo em vista a atividade esquistossomicida in vitro e in vivo da 

cardamonina e sua capacidade de se ligar e inibir tanto as ATP difosfohidrolases de 

S. mansoni quanto a apirase de batata, essa substância foi utilizada para determinar 

as condições ideais de incubação com apirase de batata nos ensaios de 

ultrafiltração acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM com o intuito de selecionar e 

identificar ligantes e potenciais compostos esquistossomicidas. 
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3.8 CONCLUSÃO 

 

O trabalho apresentado neste capítulo visou avaliar a atividade enzimática da 

cardamonina frente à apirase de batata e compará-la à atividade, já descrita na 

literatura, frente às ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Além disso, o presente 

estudo relata pela primeira vez a atividade esquistossomicida in vivo da 

cardamonina. 

Em relação à sua capacidade de inibição da atividade enzimática, a 

cardamonina foi capaz de inibir a atividade da apirase numa concentração maior 

quando comparada à sua capacidade de inibição das ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni. O estudo de docking molecular evidenciou que a cardamonina apresenta 

resultados satisfatórios de energia, Ki calculado e interação com resíduos de 

interesse nas enzimas, podendo se ligar aos sítios ativos das SmATPases 1, 

SmATPases 2 e apirase. 

Já os estudos de avaliação da atividade esquistossomicida in vivo 

demonstraram que o tratamento oral com cardamonina é capaz de reduzir 

significativamente a carga parasitária, o número de ovos e o OPG em animais 

infectados com S. mansoni. 

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo, aliados aos já alcançados 

pelo nosso grupo de pesquisa, mostram o potencial esquistossomicida de 

chalconas. Além disso, sugere-se que a apirase de batata possa ser utilizada em 

estudos de triagem para a identificação de ligantes enzimáticos com potencial de 

inibição frente às ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 
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4 ULTRAFILTRAÇÃO ACOPLADA A CLUE-ESI-QTOF-EM PARA SELEÇÃO 

DE LIGANTES NATURAIS DA ENZIMA APIRASE 

 

Considerando os resultados apresentados no capítulo anterior, o presente 

capítulo descreve-se a utilização da cardamonina para padronizar alguns 

parâmetros da técnica de ultrafiltração acoplada à cromatografia líquida de ultra 

eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLUE-EM), e assim utilizar essa 

técnica para seleção de ligantes naturais da apirase de batata.  

 

4.1 ULTRAFILTRAÇÃO COMO TÉCNICA DE SELEÇÃO DE MOLÉCULAS 

LIGANTES DE ALVOS TERAPÊUTICOS 

 

A ultrafiltração (UF) foi desenvolvida pela primeira vez em 1981 como um 

método alternativo para determinações clínicas de substâncias ligadas às proteínas 

do soro, tendo em vista a baixa sensibilidade de alguns métodos para determinar 

pequenas quantidades de frações livres (WHITLAM, BROWN, 1981). 

A UF é uma operação unitária, na qual o solvente e alguns solutos em uma 

solução são removidos seletivamente por uma membrana semipermeável. As 

membranas de UF, em comparação com as membranas de osmose inversa (OI) e 

nanofiltração (NF), apresentam porosidade maior e retêm somente macromoléculas 

(como proteínas ou coloides), que possuem baixa pressão osmótica. Solutos 

menores são transportados através da membrana com os solventes (FELLOWS, 

2006).  

Considerando que a afinidade de ligação de uma substância a um alvo 

terapêutico relevante é determinante para a eficácia biológica dessa substância, 

pesquisas foram direcionadas para desenvolver técnicas que pudessem avaliar essa 

possível ligação. Diante desse cenário, no final dos anos 90, a ultrafiltração foi 

introduzida, pela primeira vez, na descoberta de medicamentos orientados a alvos 

específicos (VAN BREEMEN et al., 1997; WIEBOLDT, ZWEIGENBAUM, HENION, 

1997).  

No trabalho de Van Breemen e colaboradores (1997), a técnica de 

ultrafiltração foi acoplada à espectrometria de massas com a finalidade de facilitar a 

identificação das substâncias que se ligaram com afinidade ao alvo terapêutico. 

Esse grupo de pesquisa desenvolveu uma unidade de operação especializada, que 
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consistia em uma câmara de ultrafiltração, acoplada a um espectrômetro de massas, 

que permitia que o analito com atividade de ligação ao alvo fosse detectado após a 

interação com um alvo macromolecular na câmara. Esta unidade de operação foi 

chamada de espectrometria de massas por ultrafiltração pulsada (JOHNSON, 

NIKOLIC, VAN BREEMEN, 2002). Embora esse equipamento não tenha sido 

adotado fora do laboratório de Van Breemen, o princípio da espectrometria de 

massas por ultrafiltração pulsada forneceu informações valiosas e serviu de 

inspiração para o desenvolvimento de nova plataforma de ultrafiltração por afinidade 

(WEI et al., 2016). 

Dessa forma, surge então a espectrometria de massas por ultrafiltração off-

line ou tradicional, também conhecida como ultrafiltração acoplada à espectrometria 

de massas (UF-EM). Essa técnica consite na incubação do analito com um alvo 

terapêutico, e a solução resultante é removida por um filtro cutoff contendo uma 

membrana de ultrafiltração (Figura 19). Essa separação resulta em duas partes, a 

fração ligada ao alvo (FLA) e a fração não ligada ao alvo (FNL). Em seguida, essas 

frações são analisadas por espectrometria de massas, na qual a análise da fração 

ligada é usada para identificar diretamente as substâncias ligantes do alvo (após 

procedimento de dissociação do complexo, por meio da adição de solventes 

orgânicos ou mudança de pH). Já a análise das frações não ligadas é um ensaio 

indireto das substâncias não ligadas que passaram através da membrana (Figura 

20) (WEI et al., 2016). 

 

Figura 19 - Filtro contendo a membrana de ultrafiltração. 

 

Fonte: Adaptado de WEI et al. (2016). 
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Figura 20 - Esquema geral da ultrafiltração acoplada à espectrometria de massas com base na 

análise de fração não ligada (FNL) e da fração ligada (FLA). 

 

Fonte: Adaptado de WEI et al. (2016). 

 

Esta técnica simples tem sido utilizada de maneira rápida e eficiente na 

seleção de novas substâncias em ensaios de interações entre proteínas e ligantes 

(LIU et al., 2017; MULABAGAL E CALDERÓN, 2010). Estudos recentes (LIU et al., 

2017; WU et al., 2016; YANG et al., 2018) demonstram que a UF acoplada à 

técnicas cromatográficas (como a CLAE-DAD e CLUE-EM) pode ser uma 

metodologia eficiente para selecionar potenciais ligantes enzimáticos a partir de 

misturas complexas, como extratos vegetais, visando principalmente o isolamento 

de ligantes que possam interagir e/ou inibir seletivamente as proteínas-alvo 

utilizadas (LIU et al., 2017; YANG et al., 2012). Portanto, a aplicação da UF-EM na 

descoberta de potenciais substâncias à partir de produtos naturais evita o 

isolamento desnecessário de compostos inativos e direciona o isolamento dos 

compostos ligantes, potencialmente ativos, de extratos vegetais. 

Diante disso, vários estudos com produtos naturais têm sido realizados 

empregando a UF-EM para identificar inibidores de diversas enzimas, como a 

tirosinase (YANG et al., 2012), a quinona redutase-2 (CHOI et al., 2011), a 

glucosidase (WU et al., 2016), a xantina oxidase (SONG et al., 2014), a 

fosfodiesterase (LIU et al., 2017) e a acetilcolinesterase (YANG et al., 2018). 

Yang e colaboradores (2012) adaptaram a técnica de UF-EM para rastrear e 

caracterizar inibidores de tirosinase presentes nas folhas de Morus alba. Neste 

trabalho, após a otimização das condições de ligação à incubação, foram realizados 

dois ensaios usando tirosinase ativa e tirosinase desnaturada, no intuito de 

selecionar os potenciais inibidores. Os ultrafiltrados resultantes da ultrafiltração 

foram analisados por cromatografia líquida acoplada a detector de fotoarranjo diodo 

e por espectrometria de massas. As áreas dos picos, de cada substância, obtidos 
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nos dois cromatogramas resultantes da incubação do extrato com enzimas ativa e 

enzima desnaturada, foram cuidadosamente comparados. Como resultado, doze 

compostos com atividade de ligação à tirosinase foram identificados no extrato de 

folhas de Morus alba (YANG et al., 2012). 

Outro trabalho que merece destaque é o desenvolvido por Munigunti, 

Mulabagal e Calderón (2011), no qual aplica-se a UF e a UF-EM para avaliar a 

afinidade de ligação de inúmeros compostos naturais e sintéticos às enzimas 

presentes no Plasmodium falciparum (MUNIGUNTI, MULABAGAL E CALDERÓN, 

2011).  

Contudo, apesar do crescente número de publicações, nas quais utiliza-se a 

UF-EM para selecionar moléculas ligantes de diversos alvos terapêuticos, há poucos 

relatos investigando o potencial de ligação das substâncias naturais às importantes 

enzimas presentes em parasitos.  

 

4.2 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ULTRA EFICIÊNCIA ACOPLADA A 

DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLUE-EM) 

 

As técnicas cromatográficas de análise constituem técnicas de separação 

físico-química de substâncias presentes em matrizes complexas, como fluidos 

biológicos e produtos naturais. Sua introdução no meio científico deu-se em 1906 

pelo botânico russo Mikhail Semyonovich Tswett, o qual empregou uma coluna de 

vidro preenchida com carbonato de cálcio e usou éter de petróleo para separar 

clorofilas e xantofilas de plantas. Desde então a cromatografia tem sido largamente 

empregada em todo o mundo (GANZERA, STURM, 2018; LANÇAS, 2009; LÓPEZ-

RUIZ, ROMERO-GONZÁLEZ, FRENICH, 2019). 

Dentre as técnicas cromatográficas, a cromatografia líquida de alta eficiência 

teve avanço considerável ao longo dos últimos anos. Nesta técnica o solvente, 

também chamado de fase móvel ou eluente, é bombeado em direção à coluna, onde 

está a fase estacionária sólida. Juntamente com o eluente, é introduzida a amostra, 

que tem suas substâncias separadas e direcionadas a um detector, o qual gera um 

sinal em função do tempo, denominado cromatograma (LANÇAS, 2009). Tais 

avanços são decorrentes da capacidade da CLAE em utilizar pequenas colunas com 

recheios especialmente preparados para eluição com fases movéis a altas pressões. 
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Além disso, destaque especial deve ser dado para as rápidas análises qualitativas e 

quantitativas, com elevada resolução, eficiência e sensibilidade (PORTO, 2014). 

O avanço mais recente nas separações cromatográficas foi a CLUE. Esta 

técnica permite o uso de fases estacionárias com partículas menores que 2 μm, gera 

pressões mais elevadas (que podem ser superiores aos 14000 psi) e menor 

consumo de solventes, aumentando assim a resolução e diminuindo o tempo das 

análises (MALDANER; JARDIM, 2012; PORTO, 2014; TOFOLLI et al., 2019). Aliado 

a estes métodos de separação surgem as técnicas hifenadas, nas quais há um 

acoplamento entre um sistema de separação cromatográfico a um detector 

espectroscópico ou espectrométrico, visando a obtenção de informações estruturais 

das substâncias analisadas (CROTTI et al., 2006). 

Dentre as técnicas hifenadas, o acoplamento de detectores de espectrometria 

de massas à cromatografia líquida certamente foi um grande avanço em relação à 

identificação e, principalmente, confirmação da identidade de substâncias em uma 

amostra analisada por cromatografia. Atualmente, o seu uso em análises quali e 

quantitativas ganha a cada dia mais espaço (LÓPEZ-RUIZ, ROMERO-GONZÁLEZ, 

FRENICH, 2019; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012; VU et al., 2014; XIE et al., 2012). 

A espectrometria de massas consiste na capacidade de converter moléculas 

neutras em íons na forma gasosa e separá-los de acordo com a sua razão 

massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Essencialmente, o 

equipamento é composto por uma fonte de ionização, um analisador de massas e 

um detector. As fontes de ionização do tipo impacto eletrônico (EI) e ionização 

química (CI) são tipos de fontes que operam a pressões muito baixas (vácuo), sendo 

principalmente utilizadas quando o detector é acoplado a cromatografia em fase 

gasosa (CG). Já em cromatografia líquida, devido à diferença no estado físico da 

fase móvel utilizada, as fontes de ionização empregadas atuam à pressão 

atmosférica e não só realizam a ionização da amostra, como também facilitam o 

processo de transferência da amostra que sai da coluna para a fase gasosa, no 

espectrômetro de massas. As fontes de ionização mais utilizadas nesse caso são 

electrospray (ESI), ionização química a pressão atmosférica (APCI) e ionização por 

fótons a pressão atmosférica (APPI). Como resultado, é obtido um gráfico, 

denominado espectro de massas, em que o eixo y representa a intensidade do sinal 

dos íons e no eixo x é representada a razão m/z (ASZYK et al., 2018; LANÇAS, 

2009; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012).  
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Ao acoplar um equipamento de cromatografia líquida a um detector de EM, 

com fonte de ionização do tipo ESI, uma substância que foi separada das demais 

substâncias da amostra na cromatografia está solubilizada na fase móvel e passa 

através de um capilar, à pressão atmosférica, mantido a alta voltagem. Na saída 

deste capilar são formadas gotículas (spray) carregadas, que sofrem dessolvatação 

ao se deslocarem em sentido contrário ao posicionamento de eletrodos carregados. 

Essa dessolvatação é acompanhada por um fluxo contínuo de gás (em geral N2) e o 

tamanho das gotículas vai reduzindo até que ocorra uma força de repulsão muito 

grande capaz de gerar a chamada “explosão coulômbica”, que produz a ionização. 

Os íons então fluem para o espectrômetro de massas, atraídos por força 

eletrostática e pelo vácuo, que está presente, neste caso, após a ionização (ASZYK 

et al., 2018; DIAS, 2018; DINIZ, 2011). Esse tipo de ionização está ilustrado na 

Figura 21. 

De maneira geral, a ionização propriamente dita ocorre em solução, no 

interior do capilar, por meio de reações ácido-base, nas quais os íons gerados 

individualmente são moléculas protonadas ([M+H]+) ou desprotonadas ([M-H]-) 

(DIAS, 2018). 

 

Figura 21 - Esquema geral de uma fonte de ionização por eletrospray. 

 

Fonte: Adaptado de DIAS (2018). 

 

Após a fonte de ionização, os espectrômetros de massas possuem os 

chamados analisadores de massas, cuja função é separar, ou resolver os íons 
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formados na fonte de ionização de acordo com razão m/z. Existem vários tipos de 

analisadores, que vão se diferenciar em função de suas características de 

construção, operação, benefícios e limitações. O analisador de massas do tipo 

quadrupolo (Q) é um dos mais utilizados e é composto por 4 hastes metálicas, onde 

os pares opostos são conectados por campo elétrico, sendo também aplicada uma 

combinação de corrente contínua e radiofrequência. Os íons passam pelo 

quadrupolo a velocidade constante e somente os íons que apresentarem 

determinada m/z que esteja em ressonância com o campo aplicado irão atravessar o 

quadrupolo e serão detectados (LANÇAS et al., 2009; RODRIGUEZ-ALLER et al., 

2012). 

Outro tipo de analisador de massas existente é o “time of flight”, ou tempo de 

vôo (TOF). A separação das massas em um TOF se baseia nas diferentes 

velocidades obtidas pelos íons com diferentes valores de m/z após terem sido 

acelerados por um mesmo impulso. Ou seja, neste analisador, os íons são 

acelerados a altas velocidades em um longo tubo por um campo elétrico, assumindo 

diferenças velocidades decorrentes das diferenças de suas m/z e, dessa forma, é 

medido o “tempo de vôo” de cada um dentro do espectrômetro de massas (ASZYK 

et al., 2018; LANÇAS et al., 2009; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012). 

Após a passagem pelo analisador de massas, os íons chegam finalmente ao 

detector, onde é registrada a carga induzida ou a corrente produzida quando um íon 

atravessa uma superfície, gerando um espectro de massas (LANÇAS, 2009). 

Com o maior uso da técnica de espectrometria de massas, foram criados 

diversos bancos de dados em todo o mundo com dados relativos ao fingerprint de 

fragmentação de cada composto. Isso é possível, pois cada composto possui sua 

própria característica de fragmentação, baseado em sua estrutura (DIAS, 2018; 

NICULAU et al., 2016; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012). 

Como descrito anteriormente, o ESI é considerado um método de ionização 

brando, ou seja, produz íons com baixo conteúdo de energia interna, sendo 

adequada para a determinação da massa molecular e fórmula molecular. Portanto, a 

obtenção de informações estruturais é dificultada pela pouca ou nenhuma 

fragmentação observada nos espectros de massas obtidos por ESI. Como resolução 

dessa limitação, surgem os detectores de massas acoplados entre si. Essa junção 

de dois ou mais analisadores é conhecida como espectrometria de massas do tipo 

tandem ou EM-EM (DIAS, 2018).  
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Esta técnica consiste na seleção, em um primeiro estágio de EM, de um íon 

de razão m/z específica (chamado de “íon precursor”) gerado na fonte de ESI. Este 

íon é então ativado para fragmentação e os íons fragmentos formados são 

analisados em um segundo estágio de EM (LANÇAS, 2009, NICULAU et al., 2016). 

Exemplos de analisadores de massas utilizados na espectrometria de massas do 

tipo tandem são o triplo quadrupolo (QqQ) e o quadrupolo-tempo de vôo (Q-TOF), 

ambos utilizados no presente trabalho. 

O analisador de massas QqQ é um espectrômetro constituído por três 

quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo, ao invés de separar m/z 

(como o primeiro e o terceiro), funciona como uma câmara de colisão, na qual ocorre 

a fragmentação dos íons selecionados no primeiro quadrupolo. Esta fragmentação 

geralmente é conduzida por dissociação induzida por colisão (DIC) com um gás 

inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N2) (LANÇAS, 2009). Já no Q-TOF, 

o último quadrupolo do triplo quadrupolo é substituído por um analisador do tipo 

TOF, ortogonalmente ao segundo quadrupolo. Este tipo de detector detecta todos os 

íons que entram no tubo em um determinado tempo específico, ao invés de fazer 

uma varredura sequencial de m/z, como aconteceria no triplo quadrupolo (LANÇAS, 

2009; XIE et al., 2012).  

Atualmente, a CLUE-EM tem sido extensamente empregada em vários 

campos, especialmente na área da fitoquímica, na qual tem como principal 

vantagem poupar tempo na análise dos constituintes de extratos vegetais, uma vez 

que permite a identificação de inúmeros compostos em uma única análise (CROTTI, 

2006; GANZERA, STURM, 2018; NICULAU et al., 2016; RODRIGUEZ-ALLER et al., 

2012). 

Dessa forma, considerando a aplicabilidade da técnica de UF acoplada à LC-

EM na seleção de novas substâncias em ensaios de interações entre proteínas e 

ligantes, no presente trabalho identificou-se ligantes naturais da enzima apirase, os 

quais podem ser potenciais substâncias esquistossomicidas. Cabe ainda destacar o 

carácter inédito da utilização da ultrafiltração acoplada à CLUE-ESI-QTOF-EM na 

seleção de ligantes enzimáticos de apirase, a partir de extratos vegetais. 
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4.3 OBJETIVOS 

 

Considerando o potencial esquistossomicida de inibidores de ATPDases, o 

objetivo geral do trabalho apresentado neste capítulo foi a identificação de ligantes 

enzimáticos de apirase de batata, por meio da ultrafiltração acoplada à CLUE-ESI-

QTOF-EM, a partir de extratos vegetais. 

 

 Para esses propósitos, os objetivos específicos foram: 

 Selecionar as condições de incubação para a técnica de ultrafiltração, 

incluindo concentração de apirase de batata e tempo de incubação, utilizando 

a cardamonina como ligante conhecido da apirase e das ATP 

difosfohidrolases; 

 Preparar diferentes extratos brutos a partir de espécies vegetais 

selecionadas; 

 Realizar os experimentos de seleção de extratos e de substâncias ligantes à 

apirase de batata utilizando ultrafiltração acoplada à CLUE-EM; 

 Obter e analisar os perfis cromatográficos em CLUE-EM dos extratos 

produzidos e de seus ultrafiltrados. 
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4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos deste capítulo foram realizados nos laboratórios: NIPPAN 

da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora, Laboratório de Farmacologia Clínica e 

Experimental (LaFaCE) da Universidade Federal de Juiz de Fora e Laboratório de 

Nanotecnologia – Unidade EMBRAPA Gado de Leite. 

Para execução dos métodos foram utilizados os seguintes equipamentos: 

 NIPPAN 

 Balança analítica: marca Marte, modelo BL320H;  

 Balança analítica: marca Marte, modelo AY220;  

CentralBio 

 Ultrassom: marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2;  

 Microcentrífuga: marca Kasvi;  

 Bomba a vácuo: marca Gast, modelo DOA-P704-AA;  

 Cromatógrafo de fase líquida de alta eficiência (HPLC Waters) composto por 

duas bombas (modelo 1525), injetor automático (modelo 2707) e detector de 

arranjo de diodos PDA (modelo 2998). 

 Cromatógrafo de fase líquida de ultra eficiência de bomba quaternária com injetor 

automátivo: marca Waters, modelo Acquity CLUE H-Class; Detector de 

espectrometria de massas com analisador de massas do tipo quadrupolo 

acoplado a “time of flight” marca Waters, modelo Xevo G2-S.  

LaFaCE  

 Cromatógrafo de fase líquida de alta eficiência (HPLC Waters) composto por 

duas bombas (modelo 1525), injetor automático (modelo 2707) e detector de 

ultravioleta/visível (UV/Vis) 2489 duplo canal (Waters). 

Laboratório de Nanotecnologia – EMBRAPA. 

 Cromatógrafo de fase líquida de ultra eficiência de bomba quaternária com injetor 

automátivo: marca Waters, modelo Acquity UPLC; Detector de espectrometria de 

massas com analisador de massas do tipo triplo quadrupolo marca Waters, 

modelo Xevo TQS.  

Para CLAE foram utilizadas as seguintes colunas: coluna analítica de fase 

reversa (Sun FireTM C18; 4,6 x 250 mm; 5 μm), na presença de pré-coluna (Sun 
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FireTM C18; 4,6 x 20 mm; 5 μm), e coluna analítica de fase reversa (Phenomenex C18; 

4,6 x 150 mm; 5 μm). A aquisição de dados e controle foi feita pelo software 

Empower 3 Waters Corporation. 

Para CLUE foram utilizadas as seguintes colunas: coluna analítica de fase 

reversa (Acquity BEH C18; 2,1 x 100 mm; 1,7 μm), na presença de pré-coluna 

(Acquity BEH C18; 2,1 x 5 mm; 1,7 μm). A aquisição de dados e controle foi feita pelo 

software MassLynx. 

 

4.4.1 Ultrafiltração acoplada às técnicas espectroscópicas 

 

Com o intuito de utilizar a técnica de ultrafiltração acoplada a CLUE-ESI-

QTOF-EM para selecionar potenciais extratos vegetais que possuem ligantes da 

apirase de batata e possivelmente das enzimas ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni, a cardamonina (um inibidor conhecido dessas enzimas), foi utilizada para 

avaliar e determinar as condições ideais de incubação desse experimento, com base 

em metodologias descritas para a ultrafiltração acoplada a CLUE-EM (LI et al., 2019; 

LIU et al., 2017; YANG et al., 2012). 

Para isso, incubou-se a apirase de batata e a cardamonina em diferentes 

condições de incubação. 

 

4.4.1.1Desenvolvimento e realização da ultrafiltração para avaliação das condições 

de incubação com a apirase de batata 

 

Inicialmente avaliou-se a influência da concentração da enzima apirase de 

batata na porcentagem de ligação da cardamonina. Para isso, a cardamonina, na 

concentração de 400M, foi incubada com três concentrações diferentes de apirase 

(6, 18 e 24 g/mL) por 120 min em um volume final de 400 L. As análises foram 

realizadas em duplicatas para cada concentração. 

Em seguida, avaliou-se a influência do tempo de incubação entre a 

cardamonina e a apirase de batata no grau de ligação. Assim, para determinar o 

tempo apropriado de incubação, a amostra, na concentração de 400M, foi incubada 

nos tempos de 40, 80 e 120 min com 24 g/mL de apirase em um volume final de 

400 L. As análises foram realizadas em duplicatas para cada tempo de incubação. 
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Em todos os experimentos de avaliação da concentração da enzima e de 

tempo de incubação, a cardamonina foi incubada sem enzima para determinação da 

ligação não específica. Na Figura 22 estão representadas as etapas do processo de 

incubação e ultrafiltração. Inicialmente a cardamonina foi incubada com e sem 

enzima. Após essa etapa de incubação, cada amostra foi filtrada em filtro de 

membrana de ultrafiltração com cut-off de 10 kDa, através da centrifugação (10.000 

rpm) por 20 minutos à 4 °C, com o intuito de que o complexo proteína-ligante 

(apirase + metabólito) ficasse retido, enquanto as substâncias não ligadas à enzima 

fossem descartadas no ultrafiltrado. O ultraconcentrado retido na membrana 

(formado pelo complexo apirase + metabólito) foi lavado por três vezes com 400 µL 

de tampão fosfato e centrifugado (10.000 rpm) por 20 minutos à 4°C. Em seguida, 

adicionou-se 800 µL de metanol grau CLAE para que as substâncias ligadas à 

proteína (apirase) fossem dissociadas do complexo ligante-proteína. Essa mistura 

permaneceu em contato por 20 minutos. Logo após, o ultraconcentrado contendo 

metanol, foi centrifugado (10.000 rpm) por 20 minutos à 4 °C. Os ultrafiltrados 

obtidos de cada amostra, contendo metanol e os metabólitos ligantes, foram 

analisados por CLAE-DAD com o objetivo de determinar o grau de ligação da 

cardamonina nestas condições avaliadas. A porcentagem de ligação da 

cardamonina com a enzima foi calculada pela equação (YANG et al., 2012): 

 

% de ligação = Aa – Ab x 100 

 

Onde Aa e Ab são as áreas dos picos da cardamonina interagindo com a 

enzima e sem a enzima, respectivamente, nos cromatogramas de CLAE. 

As análises em CLAE foram realizadas na CentralBio sob a colaboração da 

Técnica Carolina Miranda Gasparetto; e no Laboratório de Farmacologia Clínica e 

Experimental, sob a colaboração e responsabilidade do Prof. Dr. Jorge Willian 

Nascimento e a aluna de doutorado Aline Corrêa Ribeiro. 

Os ultrafiltrados obtidos foram inicialmente secos através de banho-maria a 

40ºC + 5ºC e gás nitrogênio, por aproximadamente 2 horas. Em seguida, o soluto foi 

ressuspendido em 300 L de metanol grau HPLC, centrifugado em microcentrífuga 

por 5 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante filtrado em unidade filtrante de poro 

0,45 μm. O volume de injeção foi 30 L de cada amostra. 

Aa 
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Em um primeiro momento as análises em CLAE foram realizadas na 

CentralBio, utilizando uma coluna de fase reversa Sun FireTM C18 (4,6 mm x 250 mm, 

5m), fluxo de 1mL/min, e a temperatura da coluna foi mantida a 40ºC. A partir da 

varredura (190 – 400 nm) foi selecionado o comprimento de onda de 345 nm para 

leitura, sendo que o gradiente de eluição consistiu de fase binária composta de água 

(acidificada com 1% de ácido acético glacial) e metanol, de acordo com a tabela 9: 

 

Tabela 9 - Gradiente de eluição em CLAE 

 

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %H2O %MeOH 

Inicial 1.00 60.0 40.0 
40.00 1.00 0.0 100 
45.00 1.00 0.0 100 
46.00 1.00 60.0 40.0 
60.00 1.00 60.0 40.0 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Devido a não disponibilidade do para uso do equipamento acima, algumas 

análises foram realizadas no Laboratório de Farmacologia Clínica e Experimental, 

utilizando uma coluna de fase reversa Phenomenex C18 (4,6 mm x 250 mm, 5m), 

fluxo de 1mL/min, e a temperatura da coluna foi mantida a 40ºC. O comprimento de 

onda de 345 nm foi selecionado para leitura e o gradiente de eluição consistiu de 

fase binária composta de água (acidificada com 1% de ácido acético glacial) e 

metanol como mostra a Tabela 10: 

 

Tabela 10 - Gradiente de eluição em CLAE 

 

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %H2O %MeOH 

Inicial 1.00 50.0 50.0 
5.00 1.00 0.0 100.0 
20.00 1.00 0.0 100.0 
30.00 1.00 0.0 100.0 
36.00 1.00 50.0 50.0 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 22 - Representação do ensaio de ligação entre cardamonina ou extratos vegetais e apirase através da ultrafiltração. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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4.4.1.2Screening para seleção de potenciais ligantes em extratos vegetais por meio 

da ultrafiltração acoplada a CLUE-EM 

 

O screening das amostras foi realizado através da técnica de ultrafiltração 

acoplada a CLUE-EM, com base nos métodos previamente descritos (LI et al., 2019; 

LIU et al., 2017; YANG et al., 2012) e nos resultados obtidos neste trabalho através 

da avaliação das condições de incubação entre apirase e cardamonina. 

Inicialmente, diferentes espécies vegetais (Tabela 11) foram selecionadas 

levando em consideração seu potencial antiparasitário e perfil de metabólitos 

produzidos (COCK, SELESHO, VUUREN, 2019; MWANGI et al., 2010; SPELMAN 

ET AL., 2011). Essas plantas foram coletadas no horto da Faculdade de Farmácia 

da Universidade Federal de Juiz de Fora – UFJF, no período de abril a julho de 

2016. Após a coleta e separação dos órgãos vegetais, estes foram secos e 

estabilizados em estufa de ar quente e circulante a 40C. Em seguida, os materiais 

obtidos foram triturados com auxílio de moinho de facas para obtenção dos pós. Os 

pós obtidos foram submetidos à maceração, em temperatura ambiente, utilizando-se 

mistura de etanol: água 9:1 (v/v) como líquido extrator. As soluções hidroalcoólicas 

obtidas de cada material vegetal foram filtradas e evaporadas em rotaevaporador, 

obtendo-se os extratos hidroalcoólicos brutos destes materiais. Com o intuito de 

retirar substâncias polifenólicas, como os taninos, os quais podem ser ligantes 

enzimáticos inespecíficos, os extratos hidroalcoólicos brutos passaram por processo 

de partição com solução de NaCl 1% (MELO, SANTOS, 2001), conforme Figura 23.  

 

Figura 23- Diagrama geral do procedimento de retirada de polifenois. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

1º Ressuspendido em 50 mL de diclorometano 
2º Partição com 50 mL de NaCl 1% 

Extrato bruto seco (50 mg) 

Fase Orgânica Fase Aquosa 

Extrato bruto sem 
polifenois 

Evaporação do solvente 
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Tabela 11 - Dados de coleta das espécies vegetais. 

Nome Científico Nome Popular Partes Nº exsicata 

Achyrocline satureioides Macela do 
campo 

Folhas a 

  Flores  
Acmella oleracea Jambú Folhas CESJ 47480 

  Flores  
Brugmansia suaveolens Trombeteira Folhas a 

  Flores  
Centella erecta Centela Folhas CESJ 65907 

Cordia verbenacea Erva baleeira Folhas CESJ 47480 
  Raízes  

Curcuma longa Açafrão Folhas a 
  Raízes  

Justicia pectoralis Chambá Folhas a 
  Raízes  

Rosmarinus officinalis Alecrim da horta Folhas CESJ 48253 
  Ramos  

Ruta graveolens Arruda Folhas CESJ 70472 
  Caule  

a
 Aguardando confirmação da identificação 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Em seguida, 40 µL de cada extrato vegetal (40 mg/mL) foi incubado com 15 

µL de apirase (24 g/mL) por 120 min à temperatura ambiente em um volume final 

de 400 L. Depois da incubação, cada mistura (extrato + apirase) foi submetida a 

ultrafiltração conforme descrito no item 4.4.1.1 deste capítulo. Os extratos também 

foram submetidos a esse mesmo processo, porém sem a presença da enzima. Por 

fim, obtiveram-se os perfis cromatográficos por CLUE-ESI-QTOF-EM dos extratos 

brutos vegetais produzidos e seus respectivos ultrafiltrados. 

Inicialmente a aquisição dessas análises foram realizadas na CentralBio, 

através de um CLUE acoplado a um espectrômetro de massas de alta resolução 

com fonte ESI e analisador tipo Q-TOF (XEVO G2- S QTOF). As condições 

cromatográficas e de ESI-EM estão descritas no item 3.6.2 deste trabalho. 

Em decorrência da não disponibilidade para uso deste equipamento, análises 

complementares foram realizadas no Laboratório de Nanotecnologia – EMBRAPA, 

sob a colaboração e responsabilidade do Prof. Dr. Humberto de Mello Brandão e a 

técnica Michelle Daiane de Almeida Loures.  

Essas análises foram realizadas somente para amostras correspondentes à 

incubação do extrato sem enzima. Para separação dos componentes da amostra, foi 
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usado o sistema CLUE nas mesmas condições anteriores. Foi usado o 

espectrômetro de massas do modelo XEVO TQS micro, contendo analisador de 

massas do tipo triplo quadrupolo. As condições de ESI-EM foram realizadas em 

modo negativo e positivo com as seguintes especificações: voltagem no cone de 

40V, capilar de 3 kV, a temperatura de dessolvatação foi de 500 °C, fluxo do gás 

nitrogênio de 50 L/hr, energia inicial de colisão foi de 3V para geração do íon 

precursor. Para as análises EM/EM, foi selecionado a m/z do composto de interesse, 

nestes casos a energia de colisão foi de 20eV. 
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.5.1 Desenvolvimento e realização da ultrafiltração para avaliação das 

condições de incubação com a enzima apirase de batata 

 

Os procedimentos convencionais para a descoberta de novos compostos de 

origem vegetal com atividades biológicas ou atividade inibitória de determinada 

enzima incluem fracionamento bioguiado, isolamento, purificação e identificação 

estrutural. Esses procedimentos consomem muito tempo além de intensivo trabalho. 

Diante desse cenário, novos e rápidos métodos para screening de compostos 

bioativos de misturas complexas, como extratos vegetais, tem se tornado necessário 

(WEI et al., 2016). 

A UF acoplada com técnicas de separação e/ou identificação, como CLAE-

DAD e CLUE-EM tem sido descrita como uma poderosa ferramenta para selecionar 

potenciais ligantes enzimáticos. Várias pesquisas têm relatado a descoberta de 

potencias compostos ativos através da utilização desta técnica (CHOI et al., 2011; 

LIU et al., 2017; SONG et al., 2014; WU et al., 2016; YANG et al., 2012; YANG et al., 

2018). 

O screening de amostras para seleção de potenciais ligantes e inibidores de 

determinada enzima, utilizando a técnica de ultrafiltração, se baseia em três etapas: 

incubação, ultrafiltração e caracterização. 

No presente trabalho, inicialmente determinou-se as condições ideais de 

incubação entre a cardamonina e enzima de modo que a técnica de ultrafiltração 

possa ser utilizada para detectar possíveis ligantes das enzimas ATP 

difosfohidrolases em amostras complexas.  

O processo de incubação permite que a amostra entre em contato com a 

enzima e, portanto, alguns paramêtros devem ser avaliados para otimizar esse 

processo. Dessa forma, o estudo das condições de incubação entre a cardamonina 

e a apirase de batata, utilizando a técnica de ultrafiltração, foi realizado com base 

nos métodos previamente descritos (LIU et al., 2017; YANG et al., 2012), com 

algumas modificações. 

De maneira semelhante, Yang e colaboradores (2012) determinaram a 

concentração da enzima e o tempo de incubação necessários para utilizar a técnica 

de UF-EM, a fim de encontrar inibidores da enzima tirosinase a partir de extrato de 
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M. alba. Neste trabalho, incubou-se 5 mg/mL de extrato com 53nM de enzima por 30 

minutos (YANG et al., 2012). Já no trabalho de LI et al., 2019 as condições de 

incubação foram determinadas utilizando um inibidor conhecido da enzima (LI et al., 

2019). 

Inicialmente, investigou-se a influência da concentração da enzima apirase na 

porcentagem de ligação da cardamonina. Para isso, a cardamonina (400M), foi 

incubada com a apirase de batata nas concentrações de 6, 18 e 24 g/mL. Como 

controle negativo, a cardamonina (400M) foi incubada sem a presença de enzima 

com o intuito de descontar uma possível ligação da amostra no aparato. Após a 

ultrafiltração, os ultrafiltrados foram analisados por CLAE-DAD e as respectivas 

áreas dos picos foram utilizadas para calcular a porcentagem de ligação. Na Figura 

24 estão representados os cromatogramas obtidos da ultrafiltração entre 

cardamonina e apirase de batata (24 g/mL) (Fig. 24a) e cardamonina incubada sem 

enzima (Fig. 24b). 

Como pode-se observar na Figura 25, o aumento da concentração da enzima 

influencia no aumento da porcentagem de ligação da cardamonina, de modo que as 

porcentagens de ligação da cardamonina-enzima foram bem menores ao incubar a 

amostra com 6 g/mL e 18 g/mL de apirase, aproximadamente 2% e 15%, 

respectivamente. Enquanto que na incubação de cardamonina com 24 g/mL de 

enzima, a porcentagem de ligação chega a 79%. Uma possibilidade desse aumento 

de ligação poderia ser que, em alta concentração de enzima, quase todo o ligante 

adicionado está ligado aos locais de ligação da enzima. 

Estudos anteriores relatam que, por exemplo, em amostras complexas, a 

quantidade insuficiente de enzimas durante a incubação pode resultar em baixas 

porcentagens de ligação ou até mesmo reduzir o número de compostos ligantes 

devido à competição entre os ligantes (JOHNSON, NIKOLIC, VAN BREEMEN, 

2002). Portanto, o excesso de enzima se torna necessário para garantir a detecção 

de todos os potenciais ligantes (YANG et al., 2012).  
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Figura 24 - Cromatograma do ultrafiltrado resultante da incubação da cardamonina com (a) e sem 

enzima (b). 

 
 

 
(a) Ultrafiltrado obtido da incubação da cardamonina com apirase de batata (24 M). 

(b) Ultrafiltrado obtido da incubação da cardamonina sem enzima. 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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Figura 25 - Percentual de ligação da cardamonina-enzima em diferentes concentrações de apirase. 
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Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Além da verificação da influência da concentração da enzima, o tempo de 

incubação da amostra-enzima também foi avaliado.  

Determinada a concentração ideal de enzima, a cardamonina foi incubada 

com 24 g/mL de apirase nos tempos de 40, 80 e 120 min. De maneira semelhante 

ao experimento anterior, também utilizou-se um controle negativo, no qual a 

cardamonina foi incubada sem a presença de apirase de batata com o intuito de 

descontar uma possível ligação da amostra no aparato. Após a ultrafiltração, os 

ultrafiltrados foram analisados por CLAE-DAD e as respectivas áreas dos picos 

foram utilizadas para calcular a porcentagem de ligação. 

Neste experimento observa-se que a porcentagem de ligação do ligante 

aumenta de maneira tempo-dependente (Figura 26). Ao incubar a cardamonina com 

a apirase de batata por 40 minutos a porcentagem de ligação é de aproximadamente 

44%. O aumento desse tempo de incubação para 80 minutos observa-se também 

um aumento na porcentagem de ligação para aproximadamente 57%. E por fim, um 

tempo de incubação de 120 minutos acarreta em uma porcentagem de ligação de 

79%.  

Estudos anteriores demonstram a importância do tempo de incubação na 

detecção de possíveis ligantes (LIU et al., 2017; YANG et al., 2012). De maneira 

semelhante à concentração da enzima, tempos de incubação relativamente rápidos 

pode não determinar a presença de ligantes na amostra. Tempo de incubação 
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prolongados também são necessários de forma que todos os possíveis ligantes 

possam encontrar a enzima e se ligarem. Portanto, é necessário um período 

suficiente de incubação de forma que os ligantes possam alcançar a enzima e 

tenham um período suficiente de tempo para alcançar o equilíbrio ligante-enzima 

(YANG et al., 2012). 

 

Figura 26 - Percentual de ligação da cardamonina-enzima em diferentes tempos de incubação. 
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Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Com base nestes resultados apresentados, foi possível determinar a 

concentração de apirase de batata e o tempo de incubação entre as amostras e a 

enzima, para que se possa utilizar a técnica de ultrafiltração acoplada a CLUE-EM 

na determinação de possíveis ligantes da enzima apirase de batata a partir de 

amostras complexas.  

Além disso, evidenciamos que a cardamonina é capaz de se ligar (ensaio de 

ultrafiltração de cardamonina com apirase) e inibir (ensaio de inibição enzimática) a 

apirase de batata, portanto propomos a utilização dessa enzima nos subsequentes 

ensaios de ultrafiltração com o objetivo de selecionar extratos vegetais que 

apresentem ligantes da apirase de batata, os quais, possivelmente, serão também 

ligantes e inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 

 

 

 



101 
 

 
 

4.5.2 Screening de seleção de potenciais ligantes da apirase presentes em 

extratos vegetais através da ultrafiltração acoplada a CLUE-EM 

 

Com o intuito de investigar a presença de ligantes da enzima apirase de 

batata em extratos vegetais, 9 espécies de plantas foram selecionadas com base na 

disponibilidade das mesmas no horto da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal de Juiz de Fora – UFJF e levando em consideração seu potencial 

antiparasitário e perfil de metabólitos produzidos.  

A partir dessas espécies vegetais, produziram-se 17 tipos diferentes de 

extratos brutos vegetais (descrito no item 4.4.1.2), os quais foram submetidos à 

incubação com a apirase de batata e subsequente processo de ultrafiltração 

acoplada à CLUE-EM. A concentração de apirase de batata e o tempo de incubação 

das amostras com a enzima foram determinados através dos experimentos 

realizados com cardamonina e apirase de batata descritos no item 4.5.1. Detalhes 

do processo de ultrafiltração também estão descritos no item 4.4.1.2.  

A técnica de UF combinada com cromatografia líquida e espectrometria de 

massas é uma ferramenta poderosa para descobrir compostos biologicamente ativos 

em misturas complexas, como os extratos vegetais (LIU et al., 2017). Vários estudos 

têm relatado a descoberta de potenciais inibidores enzimáticos através da UF (LIU et 

al., 2012; LIU et al., 2017; MULABAGAL, CALDERON, 2010; YANG et al., 2012). 

Alguns exemplos incluem a triagem de ligantes potenciais para neuramidase, 

tirosinase e glutationa redutase (LIU et al., 2012; MULABAGAL, CALDERON, 2010; 

YANG et al., 2012). Até o momento, não há relatos da utilização dessa técnica para 

a seleção de ligantes das enzimas apirase e ATP difosfohidrolases de S. mansoni.  

Dentre as amostras avaliadas através da ultrafiltração acoplada a CLUE-EM 

selecionou-se 3 extratos brutos de três espécies vegetais distintas, as quais 

apresentaram ligantes da apirase de batata. São elas Acmella oleracea L., Ruta 

graveolens L. e Centela erecta L.f. 
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4.5.2.1Ensaio de ultrafiltração e identificação de ligantes presentes em Ruta 

graveolens 

 

Em relação ao ensaio de UF, o extrato bruto de R. graveolens, após avaliado 

no ensaio de UF, também apresentou ligantes da enzima apirase de batata, como 

mostrado no cromatograma do ultrafiltrado realizado em CLUE-EM (Figura 27). Cabe 

destaque a presença do ligante no tempo de retenção de 6,72 minutos. 

Além disso, a nova UF realizada incubando o extrato bruto de R. graveolens 

sem a presença da enzima permitiu verificar a baixa concentração do principal 

ligante (Tr = 5,94) neste ultrafiltrado (Figura 28), cerca de 1000 vezes menor em 

comparação ao extrato bruto. Dessa forma, também é possível sugerir que este 

composto está se ligando, durante a incubação e ultrafiltração, à enzima apirase de 

batata. 

Experimentos de EM/EM foram realizados para determinar a estrutura 

química do principal ligante e direcionar seu posterior isolamento. A análise do 

espectro de massas (Figura 29), realizado em modo positivo, permitiu propor que o 

ligante trata-se do alcaloide acridônico conhecido como arborinina (Figura 30), 

baseado no íon molecular m/z 286,1070, assim como no padrão de fragmentação 

semelhante aos dados previamente publicados (De CARVALHO et al., 2019b; 

NARDIN et al., 2018). 
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Figura 27 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo positivo) do extrato bruto de R. graveolens (a), do ultrafiltrado incubado com enzima (b) e branco 

(c). 

 

(a) Extrato bruto etanólico das partes aéreas de R. graveolens; (b) Ultrafiltrado de R. graveolens; (c) Ultrafiltrado do branco (solvente utilizado na análise). As 
setas indicam as substâncias ligantes da enzima apirase. 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figura 28 - Cromatograma em CLUE-EM-QqQ em modo positivo do extrato bruto de R. graveolens (a), do ultrafiltrado incubado sem enzima (b). 

 

(a) Extrato bruto etanólico das partes aéreas de R. graveolens; (b) Ultrafiltrado de R. graveolens incubado sem enzima. A seta indica o principal ligante da 
enzima apirase presente no extrato. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 29 - Espectro de massas do composto no tempo de retenção de 6,72 minutos obtido por EM/EM-QTOF em modo positivo. 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 30 - Estrutura química da arborinina. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

4.5.2.2Ensaio de ultrafiltração e identificação de ligantes presentes em Acmella 

oleracea 

 

De forma semelhante ao extrato de R. graveolens, o extrato bruto de A. 

oleracea, foi incubado com apirase de batata e, em seguida, filtrado em membrana 

de ultrafiltração. Posteriormente, este extrato e seu respectivo ultrafiltrado (obtido 

pela técnica de UF) foi analisado por CLAE-DAD (dados não mostrados) e CLUE-

EM. Analisando os resultados obtidos e evidenciados pelos cromatogramas de 

CLUE-EM (Figura 31) é possível observar a presença de ligantes da apirase no 

ultrafiltrado, com destaque para o ligante identificado no tempo de retenção de 7,86 

minutos. 

Posteriormente, uma nova ultrafiltração foi realizada, na qual o extrato bruto 

de A. oleracea passou pelos mesmos procedimentos, porém sem a presença da 

enzima. Estes novos experimentos tiveram a finalidade de verificar se o principal 

ligante estava se ligando de fato à enzima ou ao aparato de UF. Assim o extrato 

bruto e seu respectivo ultrafiltrado foram analisados por CLUE-EM com analisador 

de massas do tipo triplo quadrupolo. Analisando os resultados obtidos e mostrados 

pelo cromatograma de CLUE-EM (Figura 32) é possível verificar a presença do 

ligante no Tr = 7,05 min (identificado pela análise do espectro de massas, descrito a 

seguir) no extrato bruto de A. oleracea, e a baixa concentração deste no ultrafiltrado 

em questão. Esses resultados nos permitem sugerir que este composto está se 

ligando, durante a incubação e ultrafiltração, à enzima apirase de batata. 

Com o intuito de identificar estruturalmente o principal ligante para seu 

posterior isolamento, experimentos de EM/EM foram realizados. O espectro de 

massas, realizado em modo positivo, do ligante no tempo de retenção de 7,86 

minutos (ligante identificado no ensaio de UF), mostra o pico do íon molecular em 

m/z = 222,1840, sugerindo a fórmula molecular C14H24NO. Através do experimento 
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de EM/EM foi possível identificar os principais fragmentos m/z 141,1148 e m/z 

126,0919 (Figura 33). 

Segundo Hiserodt e colaboradores (2004), amidas insaturadas (2E, 6Z), sob 

baixa energia de colisão, formam dois fragmentos característicos. Um deles é 

formado através de uma clivagem homolítica gerando um cátion radical (Figura 34 

a). E o outro íon formado é o cátion ciclopropeno (Figura 34 b), o qual passa pela 

formação inicial de um bicíclico intermediário seguido da perda de um alceno. 

Nestes dois casos, os cátions gerados são estabilizados por ressonância. Estes 

mecanismos de fragmentação propostos para a formação dos íons fragmentos de 

m/z 141 e m/z 126 estão representados na Figura 34. 

Dessa forma, os principais fragmentos encontrados são consistentes com a 

fragmentação proposta por Hiserodt et al., 2004 para a estrutura do espilantol. Além 

disso, outros fragmentos observados foram m/z 166,1256 (perda do resíduo 

isobutila, m/z 56), m/z 149,0968 referente ao íon acílio, e os fragmentos m/z 

123,1179 e m/z 121,1025 resultantes da perda de CO da molécula do íon acílio 

(BOONEN et al., 2012). Esses dados comparados com os presentes na literatura 

permitiram propor que esta substância trata-se da substância (2E,6Z,8E)-N-isobutil-

2,6,8-decatrienamida, conhecida como espilantol (Figura 35) (BOONEN et al., 2010; 

HISERODT et al., 2004). 
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Figura 31 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo positivo) do extrato bruto de A. oleracea (a), do ultrafiltrado incubado com enzima (b) e branco 

(c). 

 

(a) Extrato bruto clorofórmico das flores de A. oleracea; (b) Ultrafiltrado de A. oleracea; (c) Ultrafiltrado do branco (solvente utilizado na análise). As setas 

indicam as substâncias ligantes da enzima apirase. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figura 32 - Cromatograma em CLUE-EM-QqQ em modo positivo do extrato bruto de A. oleracea (a), do ultrafiltrado incubado sem enzima (b). 

  

(a) Extrato bruto clorofórmico das flores de A. oleracea; (b) Ultrafiltrado de A. oleracea incubado sem enzima. A seta indica o principal ligante da enzima 
apirase presente no extrato. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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Figura 33 - Espectro de massas do composto no tempo de retenção de 7,86 minutos obtido por EM/EM-QToF em modo positivo. 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 34 - (a) Mecanismo de formação do cátion radicalar. (b) Mecanismo de formação do cátion 

ciclopropeno.  

 

Fonte: Adaptado de HISERODT et al. (2004). 
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Figura 35 - Estrutura química do espilantol. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

4.5.2.3Ensaio de ultrafiltração e identificação de ligantes presentes em Centela 

erecta 

 

E por fim, o extrato bruto de C. erecta, também avaliado no ensaio de UF, 

apresentou ligantes da enzima apirase de batata, como mostrado no cromatograma 

do ultrafiltrado realizado em CLUE-EM (Figura 36). Cabe destaque a presença do 

ligante no tempo de retenção de 4,98 minutos. Na Figura 37 observa-se a baixa 

concentração deste ligante quando o extrato foi incubado sem a presença da 

enzima, seguido da ultrafiltração. 

Na análise do espectro de massas (Figura 38), realizado em modo negativo, 

do principal ligante (Tr = 4,98 min) foi possível observar o íon molecular de massa 

semelhante à substância conhecida como asiaticosídeo. No entanto, seu perfil de 

fragmentação foi caracterizado pela formação de aduto com o íon cloreto. Neste 

caso, observa-se um sinal correspondente à massa do asiaticosídeo m/z 957,5045 

[M-H] -, e um sinal de maior intensidade, m/z 993,4827, o que indica uma possível 

ligação do fragmento ao íon cloreto (34,9694), logo 958,5173 (massa exata do 

asiaticosídeo) + 34,9694 = 993,4831.  

Um melhor perfil de fragmentação foi observado no modo EM/EM, no qual 

selecionou-se o íon de m/z 958 para posterior fragmentação (Figura 39). Os 

principais íons gerados a partir do íon precursor foram m/z 487,3571 [M-H-2Glc-

Rha]- e 469,2375 [M-H-2Glc-Rha-H2O] -, os quais estão de acordo com a literatura 

(LONG et al., 2012; ZACARIA et al., 2019). Esses dados nos permitiram propor que 

a substância trata-se do asiaticosídeo (Figura 40). 
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Figura 36 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo negativo) do extrato bruto de C. erecta (a), do ultrafiltrado incubado com enzima (b) e branco (c). 

 

 

(a) Extrato bruto etanólico das partes aéreas de C. erecta; (b) Ultrafiltrado de C. erecta; (c) Ultrafiltrado do branco (solvente utilizado na análise). As setas 
indicam as substâncias ligantes da enzima apirase. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figura 37 - Cromatograma em CLUE-EM-QqQ em modo negativo do extrato bruto de C. erecta (a), do ultrafiltrado incubado sem enzima (b). 

 

(a) Extrato bruto etanólico das partes aéreas de C. erecta; (b) Ultrafiltrado de C. erecta incubado sem enzima. A seta indica o principal ligante da enzima 
apirase presente no extrato. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 38 - Espectro de massas do composto no tempo de retenção de 4,99 minutos obtido por EM/EM-QToF em modo negativo. 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

Massa do Cl-= 34,9694 

958,5137 + 34.9694= 993,4831 
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Figura 39 - Espectro de massas do asiaticosídeo obtido por EM/EM-QqQ em modo negativo. 
 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 40 - Estrutura química do asiaticosídeo. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

A caracterização química de cada extrato, o fracionamento e isolamento dos 

ligantes identificados através da UF acoplada à CLUE-EM são descritos nos 

capítulos a seguir, assim como a confirmação das estruturas químicas desses 

ligantes através da RMN de Hidrogênio e Carbono. Além disso, investigou-se a 

capacidade de inibição enzimática da apirase de batata pelos ligantes isolados, os 

quais também foram submetidos aos estudos de docking molecular nas SmATPases 

e apirase. E por fim, extratos brutos e seus respectivos ligantes isolados foram 

avaliados quanto à atividade esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. 

mansoni e um ligante foi selecionado para avaliação da sua atividade 

esquistossomicida in vivo. Os resultados de todos esses experimentos estão 

descritos a seguir, individualizado por planta em cada capítulo. 
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4.6 CONCLUSÃO 

 

O trabalho apresentado neste capítulo visou identificar, através da UF 

acoplada à CLUE-EM, ligantes enzimáticos de apirase a partir de misturas 

complexas, extratos brutos vegetais. 

Dessa forma, as condições de incubação do ensaio de UF entre amostra e 

enzima foram determinadas, através da utilização da cardamonina como ligante da 

apirase de batata e das ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Assim, selecionou-se 

a concentração da apirase de batata e o tempo de incubação para os testes 

posteriores. 

Diferentes extratos brutos foram preparados e avaliados nos ensaios de UF 

acoplada à CLUE-EM. A análise desses dados permitiu selecionar 3 extratos 

promissores, os quais apresentaram ligantes da enzima apirase de batata, são eles: 

R. graveolens, A. oleracea, C. erecta. As estruturas químicas destes ligantes foram 

determinadas através dos dados de espectrometria de massas. 

Assim, sugere-se que a técnica de UF acoplada à CLUE-ESI-QTOF-EM pode 

ser utilizada como uma ferramenta de screening para selecionar extratos vegetais 

com potenciais ligantes enzimáticos da apirase de batata, os quais podem ainda ser 

identificados estruturalmente e direcionar os procedimentos de fracionamento e 

isolamento dos mesmos. 
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5 CARACTERIZAÇÃO POR CLUE-ESI-QTOF-EM DO EXTRATO BRUTO DE 

Ruta graveolens (RUTACEAE) E AVALIAÇÃO DA SUA ATIVIDADE 

ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE À VERMES ADULTOS DE S. 

mansoni 

 

O presente capítulo se destina à caracterização química por CLUE-ESI-

QTOF-EM do extrato bruto de R. graveolens, bem como o processo de 

fracionamento cromatográfico para isolamento e identificação estrutural das 

substâncias ligantes da enzima apirase de batata selecionados através da técnica 

de UF acoplada à CLUE-EM. Além disso, investigou-se a capacidade de inibição 

enzimática da apirase de batata pelos ligantes isolados, os quais também foram 

submetidos aos estudos de docking molecular nas SmATPases e apirase. E ainda 

investigou-se a atividade esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. 

mansoni do extrato bruto e do ligante isolado. 

 

5.1 Ruta graveolens 

 

A família Rutaceae possui mais de 1600 espécies diferentes de arbustos e 

árvores de pequeno porte, distribuídas em cerca de 150 gêneros, principalmente em 

países de climas tropicais, subtropicais e temperados. Dentre os gêneros dessa 

família, cita-se como os mais importantes os gêneros Ruta, Esenbeckia e Cusparia, 

os quais incluem espécies medicinais (BRASIL, 2015). 

Do ponto de vista químico, a família Rutaceae possui grande diversidade de 

metabólitos, como alcaloides, cumarinas, lignanas, flavonoides e terpenos. Muitos 

desses compostos possuem variadas atividades biológicas, de grande importância 

farmacológica, despertando o interesse na investigação fitoquímica desta família 

(ASGARPANAH, KHOSHKAM, 2012). No Brasil estão descritas cerca de 200 

espécies de 33 gêneros diferentes, sendo a espécie mais conhecida R. graveolens 

L. (BRASIL, 2015; MALIK et al., 2016). 

A R. graveolens é conhecida popularmente como arruda, ruta, arruda-

fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-doméstica e arruda-dos-jardins. O termo “ruta” 

é derivado do grego e significa libertar, relacionado à capacidade de “limpeza de 

maus fluidos” (BRASIL, 2015; LEMOS, 2015). 
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É uma planta nativa da região da Europa com aproximadamente 1,5 metros 

de altura. Suas folhas são longas com folíolos de cor verde-acinzentada a azulada. 

Os ramos são ramificados e herbáceos e com o passar do tempo se tornam 

lenhosos na base. Além disso, apresenta flores com coloração amarelo-esverdeada, 

hermafroditas com pétalas livres entre si (BRASIL, 2015; MALIK et al., 2016) (Figura 

41). 

Suas propriedades foram reconhecidas por grandes autores gregos e 

romanos, tais como Hipócrates, Dioscoríades e Plínio. Na medicina tradicional e 

popular é utilizada pelo homem, desde muito tempo, em rituais de proteção, 

principalmente em crianças contra o mal olhado, desordens menstruais, inflamações 

na pele, câimbras, dor de ouvido e dente (MALIK et al., 2016). Atualmente é usada 

no tratamento de várias doenças como vitiligo, psoríase, infecções de bexiga e rins, 

inflamações e parasitoses. Na homeopatia, R. graveolens é utilizada para tratamento 

de dor profunda e reumatismo, além da fadiga ocular, distúrbios gástricos, rigidez na 

nuca, tonturas e dores de cabeça (BRASIL, 2015; MALIK et al., 2016). Além disso, 

esta espécie está listada na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao 

Sistema Único de Saúde (RENISUS), o que demonstra a grande importância das 

pesquisas ligadas a sua composição química e atividades biológicas (BRASIL, 

2018). 

 

Figura 41 - Folhas (A) e flores (B) de R. graveolens. 

 
Fonte: Adaptado de BRASIL (2015). 

 

Diante desse cenário, várias pesquisas têm investigado e relatado os efeitos 

anti-helmíntico, febrífuga, emenagoga, espasmolítica, fotossensibilizante, 

cicatrizante, anti-inflamatória, antirreumática e antiulcerogênica (ASGARPANAH, 
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KHOSHKAM, 2012). Sendo mencionada em farmacopeias de 28 países, seu uso 

medicinal se destaca devido à presença de seus metabólitos, principalmente 

flavonoides, cumarinas e alcaloides, os quais estão concentrados nas partes aéreas 

da planta (MALIK et al., 2016).  

Os flavonoides são responsáveis pela coloração amarela das flores, e 

destacam-se a rutina, quercetina, gossipetina, kaempferol e isoramnetina (Figura 

42). A rutina, um dos constituintes mais conhecidos de R. graveolens, possui a 

capacidade de aumentar a resistência dos capilares sanguíneos, evitando a ruptura 

destes e, consequentemente, as hemorroidas. Essa substância também já foi 

descrita com propriedade antioxidante, anticâncer e anti-inflamatória 

(ASGARPANAH, KHOSHKAM, 2012; LEMOS, 2015; MALIK et al., 2016).  

 

Figura 42 - Alguns flavonoides identificados em R. graveolens. 

 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Já entre as cumarinas, mais de 40 compostos dessa classe já foram isolados 

e identificados nesta planta. Entre eles destacam-se o bergapteno, psoraleno, 

xantotoxina, rutamarina, isopimpinelina, chalepensina, rutacultina e chalepina 
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(Figura 43). As cumarinas e furanocumarinas são usadas no tratamento de doenças 

dermatológicas, como psoríase e vitiligo, por apresentarem propriedades 

fotoreativas, e também, são utilizadas no tratamento sintomático de doenças 

neurológicas, particularmente escleroses múltiplas (KOSTOVA et al., 1999; MALIK et 

al., 2016; SAMPAIO, 2012). 

 
Figura 43 - Algumas cumarinas identificados em R. graveolens. 

 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
 

Os alcaloides são descritos em três grupos, quinolínicos (como a graveolina), 

furanoquinolínicos (como a skimmianina, -fagarina, kokusaginina e dictamina) e 

acridônicos (como a arborinina, rutacridona e gravacridondiol) (Figura 44). Estudos 

demonstram que os alcaloides, presentes na arruda, apresentam diversas 

atividades, dentre elas destacam-se a atividade antiparasitária contra P. falciparum e 

T. cruzi, bem como a atividade antimicrobiana e antitumoral (ASGARPANAH, 

KHOSHKAM, 2012; MALIK et al., 2016; SAMPAIO, 2012).  

Dentre os alcaloides acridônicos, a arborinina é o composto mais comumente 

encontrado nas partes aéreas dessa planta, enquanto a rutacridona e 

gravacridondiol são encontrados nas raízes (BURGA, 2005). 
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Figura 44 - Alguns alcaloides identificados em R. graveolens. 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

5.2 ALCALOIDES ACRIDÔNICOS E A ARBORININA 

 

Alcaloides acridônicos possuem um núcleo aromático heterocíclico que 

contém um grupo carbonila e um grupo amino secundário na posição 9 e 10, 

respectivamente (Figura 45). 

Figura 45 - Núcleo acridônico. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Alcaloides acridônicos, também denominados acridonas, são uma classe de 

metabólitos restritos apenas à família Rutaceae (BURGA, 2005). Diversos relatos na 

literatura evidenciam algumas atividades biológicas dessa classe de substâncias, 

como atividade antitumoral, antiviral e antiparasitária (AHUA et al., 2004; KAWAII et 

al., 1999; SEPULVEDA et al., 2013; WAFFO et al., 2007).  
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Assim, por exemplo, algumas acridonas obtidas das raízes de plantas da 

família Rutaceae têm demonstrado efeito indutor de diferenciação de células HL-60, 

linhagem derivada de leucemia promielocítica humana, característica de leucemia 

mielóide aguda. O mecanismo de ação sugerido para esta atividade é a interação 

das acridonas com o DNA, por intercalação (KAWAII et al., 1999; KUMAR, 

SHARMA, PRASAD, 2018). 

Em relação à atividade antiviral, vários alcaloides acridônicos mostraram ação 

inibitória frente a diferentes tipos de vírus, como vírus do herpes simplex (HSV), 

citomegalovírus humano (HCMV), vírus da imunodeficiência humana (HIV), vírus da 

diarréia viral bovina (BVDV), vírus da hepatite C (HCV), vírus da dengue (DENV) e 

vírus da febre hemorrágica (HFV) (KUMAR, SHARMA, PRASAD, 2018; 

SEPULVEDA et al., 2013).  

A atividade antiparasitária também tem sido extensivamente investigada para 

alcaloides acridônicos frente ao Plasmodium sp, Leishmania sp e Trypanosoma sp 

(ASTELBAUER et al., 2011; DOS SANTOS et al., 2009; LACROIX et al., 2011; 

MURIITHI et al., 2002). Como exemplo, nos trabalhos de AHUA e colaboradores 

(2004) e WAFFO e colaboradores (2007), onze alcaloides acridônicos foram 

isolados de Salvia glutinosa e avaliados quanto à atividade in vitro frente ao P. 

falciparum sensível à cloroquina, T. brucei rhodesiense e L. donovani. Nove desses 

compostos apresentaram valores de IC50 variando de 0,3 a 11,6 μM contra P. 

falciparum. E um pequeno número de compostos mostrou-se ativo contra os outros 

parasitos avaliados (AHUA et al., 2004; WAFFO et al., 2007). 

Dentre os alcaloides acridônicos de origem natural, a arborinina, encontrada 

principalmente nas partes aéreas de R. graveolens, tem mostrado significativa 

atividade antiparasitária (ALBARICI, 2006; MALEBO et al., 2009;  MWANGI et al., 

2010). 

No estudo realizado por MWANGI e colaboradores (2010), a arborinina foi 

ativa frente ao P. falciparum, apresentando IC50   de 1,61 μg/mL (MWANGI et al., 

2010). Além disso, a arborinina também apresentou atividade frente às formas 

amastigotas de L. donovani, com IC50 de 5,20 μg/mL (MWANGI et al., 2010). 

Estudos demonstram ainda a atividade antiparasitária da arborinina frente às 

espécies de T. cruzi e T. brucei rhodesiense (ALBARICI, 2006; MALEBO et al., 

2009;  MWANGI et al., 2010).   
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Em relação ao mecanismo de ação, trabalhos têm relacionado a atividade 

antiparasitária da arborinina e outros alcaloides, com a capacidade de interação com 

alvos enzimáticos, principalmente enzimas presentes em Leishmania sp 

(OGUNGBE, NG, SETZER, 2013). 
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5.3 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral do trabalho descrito no presente capítulo foi a caracterização 

química dos constituintes de R. graveolens, o isolamento dos metabólitos e 

avaliação da atividade esquistossomicida in vitro do extrato e substância isolada 

frente à vermes adultos de S. mansoni. 

 

 Para esses propósitos, os objetivos específicos foram: 

 Caracterizar quimicamente o extrato bruto etanólico das partes aéreas de R. 

graveolens por meio de CLUE-ESI-QTOF-EM; 

 Realizar o isolamento, a purificação e identificação da arborinina, a qual foi 

anteriormente identificada como ligante da apirase de batata; 

 Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto e da arborinina 

frente à vermes adultos de S. mansoni; 

 Avaliar a atividade enzimática da apirase de batata frente à arborinina; 

 Realizar estudos de docking molecular da arborinina frente à apirase de 

batata e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 
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5.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratórios: NIPPAN 

da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora, Departamento de Química da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, NPDN - Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP e no 

Departamento de Ciência da Computação - Programa de Pós-Graduação em 

Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Para execução dos métodos foram utilizados os mesmos equipamentos 

descritos no item 3.6 deste trabalho. 

Foram utilizados solventes de grau P.A., das marcas Vetec, Cromato 

Produtos Químicos LTDA, Quemis, Isofar e Alphatec. Para realização do processo 

de CLAE foram utilizados água ultrapura e metanol grau CLAE da marca J. T. Baker. 

Para a realização de CCD, foram utilizadas cromatoplacas de sílica gel 60 GF254 

(Merck). A revelação das mesmas foi obtida através de irradiação no UV (254 e 366 

nm), bem como de revelador químico, solução de anisaldeído, seguida de 

aquecimento.  

Para a realização de CLV e cromatografia em coluna clássica (CC) foram 

utilizadas como adsorventes sílica gel 40-63 m. 

Para CLAE foram utilizadas coluna analítica de fase reversa (SunFire C18; 4,6 

x 250 mm; 5 μm), na presença de pré-coluna (SunFire C18; 4,6 x 20 mm; 5 μm) e 

coluna semipreparativa de fase reversa (SunFire C18, 10 x 250 mm, 5 μm), na 

presença de pré-coluna (SunFire C18 10 x 20 mm, 5 μm).  

Para CLUE foi utilizada coluna analítica de fase reversa (Acquity BEH C18; 2,1 

x 100 mm; 1,7 μm), na presença de pré-coluna (Acquity BEH C18; 2,1 x 5 mm; 1,7 

μm). 

Para a obtenção dos espectros de RMN de 1H e 13C foi utilizado clorofórmio 

deuterado da marca Cambridge Isotope Laboratories. 

 

5.4.1 Análise por CLUE-ESI-QTOF-EM  
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Os extratos vegetais selecionados a partir da técnica de UF acoplada a 

CLUE-EM foram analisados por um CLUE acoplado a um espectrômetro de massas 

de alta resolução com fonte ESI e analisador tipo Q-TOF (XEVO G2- S QTOF). As 

condições cromatográficas e de ESI-EM foram as mesmas citadas no item 3.6.2. 

A identificação das substâncias presentes no extrato bruto de R. graveolens 

foi realizada por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados 

com dados disponíveis nas bases de dados MassBank of North America 

(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e 

ChemSpider (http://www.chemspider.com/) para identificação das substâncias, além 

das literaturas CUTHBERTSON et al., 2013; De CARVALHO, et al., 2019; KACEN et 

al., 2015; LING et al., 2016; XU et al., 2018; YANG et al., 2016. 

 

5.4.2 Fracionamento cromatográfico e isolamento da arborinina e outros 

metabólitos 

 

O material vegetal de R. graveolens foi novamente coletado em janeiro de 

2017 para produção de maior quantidade do extrato das partes aéreas de R. 

graveolens. A exsicata do vegetal foi depositada no Herbário Leopoldo Krieger – 

CESJ, da UFJF, sob número de tombo 70472. 

Este material vegetal passou pelos mesmos processos de secagem e 

trituração descritos no item 3.6.1 deste trabalho e resultou em 650 g de pó, o qual foi 

submetido à maceração em etanol. As soluções etanólicas obtidas foram filtradas e, 

em seguida, transferidas para balões de fundo redondo e concentradas com auxílio 

de rotaevaporador à temperatura de 40°C. Os extratos obtidos foram transferidos 

para frascos previamente pesados fornecendo 30,0 g de extrato bruto etanólico das 

partes aéreas de R. graveolens (Rg). 

Com o propósito de separação inicial dos constituintes presentes no Rg e 

isolamento da substância identificada como ligante no ensaio de ultrafiltração, 22,0 g 

deste extrato foi submetido à CLV de 10 cm de diâmetro por 15 cm de altura e 

empacotada com 400g de sílica gel (40-63 µm). Utilizou-se como fase móvel 

hexano, clorofórmio e acetato de etila eluídos em grau crescente de polaridade, 

sendo coletadas 5 subfrações de aproximadamente 600 mL cada. 

Essas subfrações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD utilizando as 

condições cromatográficas descritas no item 4.4.1.1 deste trabalho. A partir dessa 
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análise, as subfrações Rg-F2 e Rg-F4 foram selecionadas para prosseguir com o 

procedimento de isolamento das substâncias.  

A subfração RgF-2 (4,32 g) foi submetida à CC de 4 cm de diâmetro por 20 

cm de altura e empacotada com 130g de sílica gel (40-63 m), utilizando como fase 

móvel a mistura de hexano:acetato de etila em grau crescente de polaridade. 

Coletou-se 75 subfrações de aproximadamente 50 mL, as quais foram reunidas em 

7 subfrações de acordo com as semelhanças cromatográficas observadas pela 

CCD. Este fracionamento resultou no isolamento de duas substâncias, RgF2. 30-35 

(174,1 mg) e RgF2. 61-72 (124,3 mg), posteriormente identificadas por meio de 

análises de RMN de 1H e 13C. 

A subfração RgF-4, a qual apresentava o ligante, foi processada em CLAE 

semipreparativo. Inicialmente, selecionou-se o melhor sistema isocrático de 

separação em CLAE analítico. Os sistemas avaliados foram de 60% de MeOH em 

água (acidificada com 0,1% de ácido acético) e 50% de MeOH em água (acidificada 

com 0,1% de ácido acético). A subfração Rg-F4 foi então submetida à CLAE 

semipreparativa de fase reversa C18, utilizando eluição isocrática MeOH 50% em 

água com 0,1% de ácido acético, fluxo de 5 mL/min e volume de injeção variando de 

50 a 450 L. Foram realizadas 39 injeções. Este procedimento resultou no 

isolamento de duas substâncias, Rg-F4 pico2 (10,2 mg) e Rg-F4 pico 4 (15,3 mg), 

as quais tiveram suas estruturas químicas identificadas por meio de análises de 

RMN de 1H e 13C. O processo de fracionamento do extrato bruto etanólico das 

partes aéreas de R. graveolens e isolamento das substâncias estão resumidos na 

Figura 46. 
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Figura 46 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto etanólico das partes aéreas de R. graveolens (Rg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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5.4.3 Ensaio esquistossomicida in vitro 

 

Os ensaios in vitro foram efetuados no Núcleo de Enteroparasitos do Instituto 

Adolfo Lutz, sob a colaboração e supervisão do Prof. Dr. Josué de Moraes. Todos os 

ensaios foram submetidos e aprovados pelo CEUA número 031/2017. 

A linhagem de S. mansoni e a manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni 

estão descritos nos item 3.6.7.1 deste trabalho.  

As amostras foram solubilizadas e diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Merck) e meio RPMI 1640 de forma a obter as concentrações de 100 a 1,56 μg/mL, 

para os extratos, e 50 μM para a substância isolada, sendo que a concentração final 

de DMSO não foi superior a 0,5 %. O PZQ (2 μM) foi utilizado como controle 

positivo. 

Para a realização dos ensaios esquistossomicidas in vitro, inicialmente, os 

vermes foram lavados com meio RPMI 1640 contendo penicilina 200 UI/mL 

(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e estreptomicina 200 μg/mL (Vitrocell, Campinas, 

SP, Brasil), em placa de Petri de polietileno estéril (90 mm x 15 mm). 

Posteriormente, os parasitos foram transferidos para placas de cultura de células 

com 24 poços contendo 1 casal por poço em 2 mL do meio RPMI 1640, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e 

tamponado com HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich).  

Em seguida, as amostras foram adicionadas e os parasitos foram incubados 

em estufa (Thermo Scientific 8000 WJ, CA, EUA) a 37ºC e atmosfera de CO2 a 5%. 

Utilizou-se um grupo controle negativo (casais de parasitos cultivados somente em 

meio RPMI 1640 ou meio RPMI 1640 com DMSO a 0,5%) e um grupo controle 

positivo (PZQ a 2 μM) (CASTRO et al., 2015; De MORAES et al., 2013a; De 

MORAES et al., 2013b).  

Os casais de vermes adultos foram monitorados por 72 horas, diariamente, 

com auxílio de estereomicroscópio. A mortalidade dos parasitos foi avaliada pela 

ausência de movimentos por 2 minutos. Além disso, também foi avaliada a redução 

da atividade motora, classificado em moderada e significativa (De MORAES et al., 

2011a; De MORAES et al., 2011b). 
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5.4.4 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pela 

arborinina 

 

O ensaio de atividade enzimática foi realizado no NIPPAN, de acordo com 

métodos previamente descritos com modificações (DETONI et al., 2012; MAIA et al., 

2019; TAUSSKY, SHORR, 1953).  

Neste ensaio de atividade enzimática, 8,5 μL de apirase de batata 

(0,00001μg/μL no poço) foram adicionados ao meio de reação contendo 50μL de 

tampão succinato 50 mM pH 6,5, 25 a 100 μM de arborinina e água deionizada 

suficiente para totalizar um volume de 100μL. Em seguida, a placa de 96 poços foi 

incubada durante 20 minutos em banho-maria à 37ºC para estabilização do sistema 

e a reação foi disparada com a adição de 10μL de ATP 1mM. Após 10 minutos a 

reação foi interrompida pela adição de 100μL de HCl 0,1N. O doseamento de fosfato 

inorgânico (Pi) liberado foi determinado através da utilização do Phosphate Assay Kit 

– MAK 308. Para isso, compararam-se as densidades ópticas obtidas em 620 nm 

com uma curva padrão de fosfato, variando as concentrações de 0 a 40 μM.  

Para cada experimento foi realizada uma atividade enzimática basal e uma 

atividade controle DMSO. A partir deste valor, os dados de atividade enzimática 

residual foram calculados através da análise do percentual de redução da atividade 

em relação à atividade controle. 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

 

5.4.5 Estudos de docking molecular 

 

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da 

Ciência da Computação da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboração 

e responsabilidade da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt, conforme 

descrito no item 3.6.6 deste trabalho. 
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.5.1 Caracterização química do extrato bruto etanólico das partes aéreas de 

R. graveolens por CLUE-ESI-QTOF-EM 

 

A identificação das substâncias presentes no extrato de R. graveolens foi 

realizada através das análises dos dados obtidos pela espectrometria de massas. 

Além dos espectros de EM observados e dos dados obtidos pela análise QTOF-EM, 

as principais ferramentas para identificação de compostos foram a interpretação dos 

espectros observados de QTOF-EM em comparação com os encontrados na 

literatura e em vários bancos de dados online (CUTHBERTSON et al., 2013; De 

CARVALHO, et al., 2019; KACEN et al., 2015; LING et al., 2016; MassBank; XU et 

al., 2018; YANG et al., 2016). 

Além disso, alguns compostos foram isolados e tiveram sua estrutura química 

confirmada através das análises dos espectros de ressonância magnética nuclear de 

1H e 13C e também pela comparação com a literatura. Para auxiliar na identificação, 

foi realizado um levantamento das principais classes de substâncias já identificadas 

na espécie, gênero ou família de R. graveolens. 

A análise dos resultados obtidos em CLUE-ESI-QTOF-EM do extrato bruto de 

R. graveolens (Figura 47) permitiram realizar a identificação de quatorze 

substâncias. A Tabela 12 mostra o tempo de retenção de cada substância 

identificada, bem como informações obtidas do espectro de massas. As estruturas 

químicas das substâncias identificadas no extrato estão representadas na Figura 48. 

Através da análise desses dados obtidos experimentalmente foi possível 

identificar alguns alcaloides, dentre eles os de núcleo arilquinolínico, 

furanoquinolínico, acridônico e alquilquinolínicos. 

Sabe-se que os alcaloides constituem um vasto grupo de metabólitos 

secundários com grande diversidade estrutural, devido aos diversos caminhos 

biossintéticos que podem seguir. De maneira geral e resumida, os alcaloides são 

uma classe de substâncias de carácter básico encontrado principalmente em 

plantas, contendo em sua fórmula, basicamente nitrogênio, oxigênio, hidrogênio e 

carbono (YANG et al., 2016). 
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Figura 47 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM do extrato bruto de R. graveolens. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Tabela 12 - Substâncias identificadas no extrato bruto de R. graveolens e dados de massas e fragmentos encontrados comparados com a literatura. 

Pico Composto TR (min) m/z [M+H] Fragmentos Literatura a 

1 Graveolina 4,87 280,0962 265,0717; 237,0768; 207,0654 265; 250; 237; 222; 207 

2 Graveolinina 5,36 280,0962 265,0717; 250,0862; 222,0900 265; 250; 222 

3 Psoraleno 5,48 187,0374 143,0544; 131,0500; 115,0515 159; 143; 131; 115 

4 Xantotoxina 5,68 217,0484 202,0240; 174,0309; 161,0594; 146,0341 202; 174; 161; 146; 118 

5 Skimmianina 5,75 260,0886 245,0661; 230,0430; 216,0615; 202,0472; 

199,0583 

245; 230; 227; 216; 202; 199; 

184; 156 

6 Bergapteno 6,11 217,0454 202,0211; 174,0282; 146,0316; 118,0391 202; 174; 146; 118 

7 Arborinina 6,71 286,1064 271,0844; 253,0732; 244,1687; 225,0770; 

197,0848; 182,0599 

271; 243; 199 

8 Chalepina 7,94 315,1586 273,1148; 259,0970; 255,1037; 241,0889; 

223,0753; 213,0903; 201,0573 

273; 259; 255; 241 

9 Rutacultina 8,26 275,1223 233,0766; 219,0593; 190,0593; 175,0358; 

147,0390 

233; 219; 191; 174; 147 

1 
3 

4 

5 

6 

7 

8 11 
13 

9 2 
10 

12 

14 
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10 1-metil-2-nonil-

4(1H)-quinolínico 

8,77 286,2171 186,0907; 173,0827 261; 217; 186; 173; 144; 102 

11 Chalepensina 8,86 255,0939 213,0515; 199,0329; 185,0573; 171,0416; 

157,0624; 141,0645 

213; 199; 185; 171; 157; 155 

12 1-metil-2-decil-

4(1H)-quinolínico 

9,23 300,2355 186,0907; 173,0827 257; 228; 186; 173; 159 

13 Rutamarina 9,42 357,1557 315,1187; 297,1399; 255,0939; 241,0762; 

223,0692; 198,0620; 178,0705 

315; 297; 255; 241; 223; 212 

14 1-metil-2-undecil-

4(1H)-quinolínico 

10,06 314,2481 186,0907, 173,0827 186; 173; 144; 132 

a
 CUTHBERTSON et al., 2013; De CARVALHO, et al., 2019; KACEN et al., 2015; LING et al., 2016; MassBank; XU et al., 2018; YANG et al., 2016. 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 48 - Estruturas químicas dos compostos identificados no extrato bruto de R. graveolens por CLUE-ESI-QTOF-EM. 

            

 

 

      

 

     

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Na família Rutaceae ocorrem cinco tipos diferentes de alcaloides que são 

classificados segundo sua biossíntese em derivados da fenilalanina/tirosina, 

derivados do triptofano, derivados do ácido antranílico, da histidina e derivados de 

origem desconhecida. No entanto, as plantas pertencentes à família Rutaceae 

produzem, em quase sua totalidade, alcaloides derivados do ácido antranílico: 2-

quinolona, 4-quinolona, alquilquinolínicos, furanoquinolínicos e acridônicos 

(SAMPAIO, 2012). 

Os alcaloides arilquinolínicos identificados neste trabalho foram a graveolina e 

graveolinina (compostos 1 e 2, Figura 48). A análise dos dados de massas revelam 

que os picos 1 (4,87 min) e 2 (5,36 min) são isômeros, apresentando a mesma 

fórmula molecular (C17H13NO3), mas com diferentes padrões de fragmentação no 

EM/EM. Observa-se que o íon molecular (m/z 280,0962) sofre inicialmente, em 

ambas moléculas, uma perda de CH3, produzindo fragmentos de íons com m/z de 

265,0717 [M-CH3]
+. Em relação ao pico 1 é possível observar uma perda de CO, 

resultando em m/z de 237,0768 [M-CH3-CO]+. E por fim, a perda de formaldeído 

pode levar a formação do fragmento de m/z 207,0654 [M-CH2O]+. Com base na 

comparação desses dados obtidos experimentalmente com os dados de 

fragmentação da literatura sugere-se que o composto 1 trata-se da graveolina 

(composto 1, Figura 48) (De CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015; 

O’DONNELL et al., 2006). De maneira semelhante, o pico 2 mostrou uma perda de 

um grupo metoxil OCH3, produzindo fragmentos de m/z de 250,0862 [M-OCH3]
+, 

sugerindo que o composto 2 pode ser a graveolinina (composto 2, Figura 48) (De 

CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015; O’DONNELL et al., 2006). 

Outro alcaloide identificado foi a skimmianina, de núcleo furanoquinolínico, 

(composto 5, Figura 48). O composto 5 (tR = 5,75) mostrou um íon molecular m/z 

260,0886 e íons fragmentos m/z 245,0661 [M-CH3]
+ and 230,0430 [M-CH3-CH3]

+ no 

modo EM/EM, sugerindo perdas consecutivas de 15 u, as quais podem ser devido à 

perda de grupos metilas dos grupos metoxilas. Além disso, observaram-se íons 

fragmentos m/z 216,0615 [M-CH3-CO]+ e 199,0583 [M-CH3-H2O-CO]+. O íon 

molecular e o padrão de fragmentação são similares aos descritos na literatura 

(CUTHBERTSON et al., 2013; De CARVALHO et al., 2019b; O’DONNELL et al., 

2006).  

De maneira similar, foi proposto que o pico 7 (tR = 6,71) trata-se do alcaloide 

acridônico conhecido como arborinina (composto 7, Figura 48), baseado no íon 
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molecular m/z 286,1064, assim como no padrão de fragmentação semelhante aos 

dados previamente publicados (De CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015). 

Em relação aos alcaloides alquilquinolínicos, verificou-se a presença de 3 

compostos, sendo eles a 1-metil-2-nonil-4(1H)-quinolínico; 1-metil-2-decil-4(1H)-

quinolínico e 1-metil-2-undecil-4(1H)-quinolínico (compostos 10, 12 e 14, Figura 48). 

De acordo com a literatura, o rearranjo de McLafferty ocorre em alcaloides 

quinolínicos, formando sistemas conjugados estáveis com íons fragmentos de m/z 

186 e m/z 173 (ZHAO et al., 2015). Dessa forma, íons fragmentos m/z 186 e 173 

foram usados para identificar os alcaloides quinolona 10, 12 e 14 (Figura 48), que 

diferem apenas no número de carbonos da cadeia lateral. Em seguida, comparando 

os dados do espectro de massas com a literatura (YANG et al., 2016), os picos 10 

(m/z 286,2171), 12 (m/z 300,2355) e 14 (m/z 314,2481) foram identificados, 

respectivamente, como os alcaloides 1-metil-2-nonil-4(1H)-quinolínico, 1-metil-2-

decil-4(1H)-quinolínico e 1-metil-2-undecil-4(1H)-quinolínico. Todos esses alcaloides 

(10, 12 e 14) foram previamente identificados em R. graveolens (KOSTOVA et al., 

1999). 

Outra principal classe de metabólitos encontrada em R. graveolens são as 

cumarinas, sendo que várias já foram isoladas dessa espécie, tais como: 

umbeliferona, chalepensina, bergapteno, chalepina, psoraleno, xantotoxina, dentre 

outras (MALIK et al., 2016). As cumarinas têm origem biossintética no ácido p-

hidroxi-cinâmico, o qual após várias modificações pode formar as furanocumarinas, 

caracterizadas por um anel furano fundido a benzopirano-2-ona (MALIK et al., 2016; 

SAMPAIO, 2012). 

Neste trabalho foi possível identificar a presença de uma cumarina e 6 

furanocumarinas no extrato bruto de R. graveolens. A cumarina identificada neste 

trabalho foi a rutacultina (composto 9, Figura 48) e as furanocumarinas identificadas 

foram psoraleno, xantotoxina, bergapteno, chalepina, chalepensina e rutamarina, 

(compostos 3, 4, 6, 8, 11, e 13, Figura 48), respectivamente. 

A discussão da identificação por espectrometria de massas dessas 

substâncias no presente trabalho se dividirá no perfil de fragmentação observado 

nas cumarinas e furacumarinas não preniladas e preniladas. 

Em relação às análises de dados de massas, observou-se que o espectro de 

massas do composto 3 (5,48 min) apresentou um íon m/z 187,0374 [M+H]+, com a 

fórmula molecular C17H13NO3, e com fragmentos principais do íon precurssor m/z 
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187,0374, os íons m/z de 143,0544; 131,0500 e 115,0515, atribuídos às sucessivas 

perdas de monóxido de carbono e dióxido de carbono. Através da análise do perfil 

de fragmentação do composto 3 e a comparação com os dados da literatura  foi 

possível sugerir se tratar da substância conhecida como psoraleno (composto 3, 

Figura 48) (XU et al., 2018; YANG et al., 2017; ZHAO et al., 2016). 

No modo positivo, os compostos 4 e 6 produziram o mesmo íon molecular m/z 

217,0484 e 217,0454, respectivamente. Além disso, os mesmos íons fragmentos 

m/z 202 [M-CH3]
+, 174 [M-CH3-CO]+ e 146 [M-CO2-CO]+, os quais foram gerados 

pela perda inicial de um grupo metila seguido da perda de monóxido de carbono e 

dióxido de carbono. A comparação destes dados juntamente com os dados da 

literatura, permitiu propor que os compostos 4 e 6 podem ser xantotoxina e 

bergapteno (composto 4 e 6, Figura 48) (TANG et al., 2014; XU et al., 2018). 

Já o perfil de fragmentação de cumarinas e furacumarinas preniladas tem sido 

descrita por alguns pesquisadores, os quais sugerem uma ciclização da prenila com 

um carbono adjacente do anel pirano e subsequente perda de C3H6 no EM/EM 

(Figura 49). 

 

Figura 49 - Fragmentação de furanocumarinas preniladas. A chalepensina foi utilizada como modelo. 

 

Fonte: Adaptado de CONCANNON et al. (2000). 

 

Dessa forma, íons fragmentos resultantes desta ciclização e subsequente 

perda foram usados para identificar as cumarinas e furacumarinas preniladas 8, 9, 

11 e 13 (Figura 48). 

A cumarina prenilada identificada como rutacultina (composto 9, Figura 48) 

apresentou íon molecular m/z 275,1223 e através do experimento de fragmentação 

EM/EM foi possível observar o íon fragmentos m/z 233,0766 (perda C3H6) e também 

o íon fragmento m/z 219,0593 resultante da perda de 2 moléculas de monóxido de 

carbono.  
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De maneira semelhante, o composto 8 (Figura 48) identificado como 

chalepina apresentou íon molecular m/z 315,1586 e íons fragmentos m/z 273,1148 

(perda C3H6), m/z 259,0970 (perda de 2CO) e ainda o íon fragmento m/z 255,1037 

[M-(CH3)2COH]+.  

Na análise de dados do espectro de massas do composto 11, chalepensina 

(composto 11, Figura 48), observou-se o íon molecular m/z 255,0939 e íons 

fragmentos m/z 213,0515 (perda C3H6) e m/z 199,0329 (perda de 2CO). 

E por fim, o composto 13, identificado como rutamarina (composto 13, Figura 

48) apresentou íon molecular m/z 357,1557 e íons fragmentos de m/z 315,1187 

resultante da ciclização e perda de C3H6 e de m/z 297,1399 [CH3COOH]. 

Com base nos padrões de fragmentação dessas substâncias, juntamente com 

dados previamente publicados sugere-se que estes compostos sejam chalepina, 

rutacultina, chalepensina e rutamarina (composto 8, 9, 11 e 13, Figura 48) (De 

CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015; QUINTANILLA-LICEA et al., 2014; 

UENG et al., 2011; WAHYUNI et al., 2014). 

 

5.5.2 Isolamento e identificação estrutural das substâncias isoladas do extrato 

de R. graveolens  

 

Como descrito no anterior, o extrato bruto de R. graveolens apresentou, no 

ensaio de UF acoplada à CLUE-EM, alguns ligantes da enzima apirase de batata. 

Com o intuito de isolar um ou mais ligantes, este extrato foi submetido a 

procedimentos de fracionamento. Dessa forma, após a produção do extrato bruto 

etanólico das partes aéreas de R. graveolens, e sucessivos processos 

cromatográficos, isolaram-se 4 substâncias, dentre elas cumarinas e alcaloides. 

Cabe destacar que a arborinina (ligante identificado por CLUE-ESI-QTOF-EM no 

ensaio de ultrafiltração) foi uma das substâncias isoladas. 

 

5.5.2.1Identificação das substâncias RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72 

 

As furanocumarinas RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72, após isolamento, tiveram 

suas estruturas identificadas com base na análise dos dados de RMN de 1H e 13C e 

comparação com os dados encontrados na literatura. Na Figura 50 estão 

representadas suas estruturas químicas. 
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Figura 50 - Estruturas químicas do psoraleno (RgF2. 30-35) e bergapteno (RgF2. 61-72). 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Os espectros de RMN de 1H (Figura 51 e 52) apresentaram sinais típicos do 

esqueleto cumarínico, com dupletos característicos de hidrogênios do anel lactônico 

em δ 6,38 (J = 9,6 Hz, 1H, d, H3) e em δ 7,80 (J = 9,6 Hz, 1H, d, H4) para a 

substância RgF2. 30-35; em δ 6,27 (J = 9,8 Hz, 1H, d, H3) e em δ 8,15 (J = 9,8 Hz, 

1H, d, H4), para a substância RgF2. 61-72. Outros sinais observados são 

pertencentes aos aneis furânicos dissubstituídos em δ 7,69 (J = 2,1 Hz, 1H, d, H2’) e 

em δ 6,83 (1H, m, H3’) para a substância RgF2. 30-35; em δ 7,59 (J = 2,4 Hz, 1H, d, 

H2’) e em δ 7,02 (1H, m, H3’) para a substância RgF2. 61-72. Todos os sinais 

referentes aos hidrogênios observados estão na Tabela 13. 

Para a substância RgF2. 30-35, observam-se dois simpletos com 

deslocamento químico em δ 7,68 e em δ 7,48, integrados para 1 hidrogênio cada, 

referentes aos hidrogênios aromáticos H5 e H8, respectivamente. 

Para a substância RgF2. 61-72 o espectro de RMN de 1H apresenta apenas 

um simpleto em δ 7,13, integrado para 1 hidrogênio, o qual foi associado ao 

hidrogênio H8. Além disso, observou-se um sinal em δ 4,27 (3H, s) que é relativo à 

metoxila da estrutura. 

Segundo SAMPAIO (2012), nos espectros de RMN de 1H de cumarinas que 

possuem substituintes oxigenados na posição C5, os hidrogênios H4 apresentam-se 

desblindados, com valores de deslocamento químico em torno de δ 8,00, devido ao 

efeito anisotrópico da ligação C-O na posição 5. Dessa forma, o sinal do H4 

encontra-se mais desblindado, em torno de δ 8,15 no espectro da substância RgF2. 

61-72, indicando que a posição C5 pode estar substituída (SAMPAIO, 2012). 

Segundo MURRAY, JORGE (1984), um método simples para diferenciação 

entre furanocumarinas lineares e angulares é o deslocamento químico do sinal do 

grupo metoxila. Assim, os grupos metoxilas que apresentam sinais que absorvem 
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acima de δ 4,15 indicam furanocumarinas lineares, enquanto as que absorvem 

abaixo de δ 4,15 caracterizam furanocumarinas angulares. Assim, como o sinal da 

metoxila se mostra mais desblindado (δ 4,27), podemos sugerir que essa cumarina 

seja linear (MURRAY, JORGE, 1984). 

Os dados de RMN de 1H associado aos dados de RMN de 13C (Tabela 14), 

comparados com os dados encontrados na literatura (NGADJUI et al., 1998; 

MASSUDA et al., 1998; SAMPAIO, 2012), permitiram propor que a substância RgF2. 

30-35 trata-se do Psoraleno (Figura 50a) e a substância RgF2. 61-72 trata-se do 

Bergapteno (Figura 50b). 

 
Figura 51 - Espectro de RMN de 

1
H (CDCl3; 500 MHz) da substância RgF2. 30-35. 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

H4 

H5 e H2’ 
H8 H3’ H3 
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Figura 52 - Espectro de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) da substância RgF2. 61-72. 

 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Tabela 13 - Dados dos espectros de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) para as substâncias RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72. 

 
 Psoraleno (RgF2. 30-35)  Bergapteno (RgF2. 61-72)  

Hidrogênios  RgF2. 30-35 (a) NGADJUI et al., 1998 (b) RgF2. 61-72 (a) MASSUDA et al., 1998 (b) 
δ (ppm) 

3 6,38 (1H, d, J = 9,6 Hz) 6,39 (1H, d, J = 9,8 Hz) 6,27 (1H, d, J = 9,8 Hz) 6,26 (1H, d, J = 9,8 Hz) 
4 7,80 (1H, d, J = 9,6 Hz) 7,81 (1H, d, J = 9,8 Hz) 8,15 (1H, d, J = 9,8 Hz) 8,15 (1H, d, J = 9,8 Hz) 
5 7,68 (1H, s) 7,70 (1H, s) - - 
8 7,48 (1H, s) 7,49 (1H, s) 7,13 (1H, s) 7,12 (1H, s) 
2’ 7,69 (1H, d, J = 2,1 Hz) 7,70 (1H, d, J = 2,3 Hz) 7,59 (1H, d, J = 2,4 Hz) 7,59 (1H, d, J = 2,5 Hz) 
3’ 6,83 (1H, m) 6,84 (1H, dd, J = 0,8 e 2,2 Hz) 7,02 (1H, m) 7,02 (1H, d, J = 2,5 Hz) 
5-OMe - - 4,27 (3H, s) 4,27 (3H, s) 
(a) 500 MHz, CDCl3; (b) 300 MHz, CDCl3 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
Tabela 14 - Dados dos espectros de RMN de 

13
C (CDCl3; 125 MHz) para as substâncias RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72. 

 
 Psoraleno (RgF2. 30-35)  Bergapteno (RgF2. 61-72)  

Carbono RgF2. 30-35 (a) SAMPAIO, 2012 (b) RgF2. 61-72 (a)  SAMPAIO, 2012 (b) 
δ (ppm) 

2 161,2 161,3 161,4 161,2 
3 114,8 115,0 112,6 112,6 
4 144,2 144,5 139,4 139,2 
4a 115,6 115,7 149,7 149,6 
5 120,0 120,1 106,5 106,5 
6 125,0  125,2 112,8 112,8 
7 156,6 156,7 158,5 158,4 
8 100,0 100,2 94,0 93,9 
8ª 152,2 152,4 152,8 152,8 
2’  147,1 147,2 144,9 144,8 
3’ 106,5 106,7 106,1 105,0 
5-OMe -  60,2 60,1 
(a) 125 MHz, CDCl3; (b) 50 MHz, CDCl3 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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5.5.2.2Identificação da substância RgF4 pico2 

 

Alcaloides furanoquinolínicos apresentam características bastante peculiares 

em seus espectros de RMN de 1H facilitando sua caracterização: um simpleto em 

aproximadamente δ 4,4, relativo à metoxila em C4, e dois dupletos (J = 2,8 Hz) 

próximo a δ 7,65 e δ 7,10 referentes aos hidrogênios furânicos H2’ e H3’(SIMOTE, 

2006). 

O espectro de RMN de 1H (Figura 53) da substância RgF4 pico2 apresentou 

um sinal com deslocamento químico em δ 4,43 (3H, s), relativo aos hidrogênios 

metoxílicos em C4 e dois dupletos com deslocamento químico em δ 7,56 (J = 1,3 

Hz, 1H) e em δ 7,03 (J = 2,5 Hz, 1H), referentes aos hidrogênios H2’ e H3’, 

respectivamente. 

Outros sinais observados aparecem na região aromática, em δ 7,47 (1H, s) e 

em δ 7,33 (1H, s), os quais foram atribuídos aos hidrogênios H5 e H8, 

respectivamente. Foram observados também, dois simpletos sobrepostos com 

deslocamento químico em δ 4,02 (6H, s), referentes aos grupos metoxilas C6 e C7. 

No espectro de RMN de 13C, foram observados 14 sinais, sendo três 

atribuídos às metoxilas em δ 59,0, δ 56,2 e δ 56,1. Todos os sinais referentes aos 

hidrogênios e carbonos observados estão descritos nas Tabelas 15 e 16. Estes 

dados, comparados com os da literatura (PUSSET et al., 1991) permitiram propor 

que a substância RgF4 pico2 trata-se de um alcaloide, conhecido como 

Kokusaginina (Figura 54a). 
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Figura 53 - Espectro de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) da substância RgF4 pico2. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
Tabela 15 - Dados do espectro de RMN de 

1
H (CDCl3; 500 MHz) para substância RgF4 pico2. 

 
Kokusaginina (RgF4 pico 2) 

Hidrogênio RgF4 pico 2 (a) PUSSET, 1991 (b) 
δ (ppm) 

2’ 7,56 (1H, d, J = 1,3 Hz) 7,52 (1H, d, J = 2,7 Hz) 
3’ 7,03 (1H, d, J = 2,5 Hz) 6,97 (1H, d, J = 2,7 Hz) 
5 7,47 (1H, s) 7,41 (1H, s) 
8 7,33 (1H, s) 7,31 (1H, s) 
4-OMe 4,43 (3H, s) 4,37 (3H, s) 
6-OMe 4,02 (3H, s) 4,00 (3H, s) 
7-OMe 4,02 (3H, s) 4,02 (3H, s) 

(a) 500 MHz, CDCl3; (b) CDCl3 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Tabela 16 - Dados do espectro de RMN de 
13

C (CDCl3; 125 MHz) para substância RgF4 pico2. 

 
Kokusaginina (RgF4 pico 2) 

Carbono RgF4 pico 2 (a) PUSSET, 1991 (b) 
δ (ppm) 

2 163,2 163,1 
3 102,4 102,3 
4 155,7 155,6 
4a 113,1 113,1 
5 100,4 100,4 
6 147,9 147,9 
7 152,7 152,8 
8 106,9 106,7 
8a 142,7 142,7 
2’ 142,6 142,4 
3’ 104,7 104,5 
4-OMe 59,0 58,8 
6-OMe 56,1 56,0 
7-OMe 56,2 56,0 

(a) 125 MHz, CDCl3; (b) CDCl3 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
Figura 54: Estruturas químicas da kokusaginina (RgF4 pico2) e arborinina (RgF4 pico4. 61-72). 

 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

5.5.2.3Identificação da substância RgF4 pico4 

 

O espectro de RMN de 1H da substância RgF4 pico 4 também apresentou 

sinais característicos na região de hidrogênios aromáticos em: δ 7,50 (J = 8,3 Hz, 

1H, d); δ 7,72 (J = 7,5 Hz, 1H, t); δ 7,29 (J = 7,4 Hz, 1H, t) e δ 8,43 (J = 7,9 Hz, 1H, 

d). Esses sinais foram atribuídos aos hidrogênios do anel A, referentes aos 

hidrogênios H5, H6, H7 e H8 (Figura 55 e 56). A partir das multiplicidades e 

constantes de acoplamento observadas, pode-se concluir sobre o perfil de 

substituição e de acoplamento do anel A. Neste, observa-se o acoplamento em orto 

de H5 com H6, H6 com H7 e H7 com H8. 
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Além disso, outro sinal observado na região de hidrogênios aromáticos é o 

sinal com deslocamento químico em δ 6,26 (1H, s) referente ao H4. Foi possível 

observar ainda sinais com deslocamento químicos em δ 3,83 (3H, s); δ 3,93 (3H, s) 

e δ 4,01 (3H, s), os quais foram associados a grupos metilas ligados a heteroátomos 

(N ou O) (Figura 55). 

 

Figura 55 - Espectro de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) da substância RgF4 pico4. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
 

O espectro de RMN de 13C (Figura 57) da substância RgF4 pico 4 apresentou 

16 sinais de carbono, dentre eles: o sinal em δ 180,9, referente à carbonila da 

posição C9, o sinal em δ 34,3, atribuído aos hidrogênios metílicos N-Me; os sinais 

em  δ 60,9 e δ 56,1 relativos aos hidrogênios metoxílicos O-Me nas posições 2 e 3, 

respectivamente. Todos os outros sinais foram atribuídos aos demais carbonos 

aromáticos. Com a análise dos espectros de RMN de 1H e de 13C, e a comparação 

com os dados da literatura (HAQUE et al., 2013; MAFEZOLI, 2002), foi possível 

propor que a substância RgF4 pico4 trata-se de um alcaloide acridônico, conhecido 

1-OH 

H4 

2-OCH3 

3-OCH3 

N-Me 
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como arborinina (Figura 54b). Todos os sinais referentes aos hidrogênios e carbonos 

observados estão na Tabela 17 e 18. 

 
Figura 56 - Seção expandida entre δ8,6 – 7,2 do espectro de RMN de 

1
H (CDCl3; 500 MHz) da 

substância RgF4 pico4.  

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Figura 57 - Espectro de RMN de 
13

C (CDCl3; 125 MHz) da substância RgF4 pico4. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Tabela 17 - Dados do espectro de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) para substância RgF4 pico4. 

 
Arborinina (RgF4 pico 4) 

Hidrogênio RgF4 pico 4 (a) HAQUE et al., 2013 (b) 
δ (ppm) 

1 14,7  
4 6,26 (1H, s) 6,29 (1H, s) 
5 7,50 (1H, d, J = 8,3 Hz) 7,51 (1H, d, J = 8,8 Hz) 
6 7,72 (1H, t, J = 7,5 Hz) 7,72 (1H, ddd, J = 7,2 Hz) 
7 7,29 (1H, t, J = 7,4 Hz) 7,30 (1H, t, J = 7,4 Hz) 
8 8,43 (1H, d, J = 7,9 Hz) 8,47 (1H, dd, J = 6,4 Hz) 
N-Me 3,83 (3H, s) 3,85 (3H, s) 
3-OMe 3,93 (3H, s) 3,93 (3H, s) 
2-OMe 4,01 (3H, s) 4,02 (3H, s) 

(a) 500 MHz, CDCl3; (b) 400 MHz, CDCl3 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
Tabela 18 - Dados do espectro de RMN de 

13
C (CDCl3; 125 MHz) para substância RgF4 pico4. 

 
Arborinina (RgF4pico 4) 

Carbono RgF4 pico 4 (a) MAFEZOLI, 2002 (b) 
δ (ppm) 

1 156,3 155,7 
2 130,3 129,9 
3 159,5 159,1 
4 86,8 86,7 
5 114,7 114,5 
6 134,1 133,7 
7 121,6 121,2 
8 126,8 126,0 
9 180,9 180,4 
4ª 140,7 140,1 
9ª 105,9 105,3 
8ª 120,9 120,3 
5ª 142,1 141,6 
N-Me 34,3 33,8 
2-OMe 60,9 60,6 
3-OMe 56,1 55,8 
(a) 125 MHz, CDCl3; (b) 50 MHz, CDCl3 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

5.5.3 Avaliação da atividade esquistossomicida in vitro do extrato de R. 

graveolens e da arborinina frente à vermes adultos de S. mansoni 

 

Como descrito anteriormente, por meio do ensaio de UF, selecionaram-se os 

extratos vegetais que apresentaram ligantes da enzima apirase, a qual apresenta 

homologia com as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Dessa forma, avaliou-se a 

atividade in vitro desses extratos frente à vermes adultos de S. mansoni.  
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Utilizou-se como controle negativo o meio RPMI 1640 e DMSO a 0,5% em 

meio RPMI 1640, com a finalidade de comprovar que o meio de cultura e o solvente 

utilizado para diluição do extrato e das substâncias não exercem efeitos sobre os 

vermes testados. De fato, nenhum efeito relacionado à morte ou à atividade motora, 

foi observado para os controles negativos nos experimentos realizados. O PZQ, 

controle positivo utilizado, promoveu a morte de todos os vermes em 24 h de 

incubação, na concentração de 2 μM (Tabela 19). 

Em relação ao extrato de R. graveolens, este apresentou atividade 

esquistossomicida in vitro. Como pode-se observar na Tabela 19, a fração Rg-F4 

causou a morte de todos os vermes após 24 h de incubação, nas concentrações de 

100 e 50 μg/mL. Além disso, verifica-se a morte de todos os vermes machos, após 

24 h de incubação com a fração Rg-F4, (6,25 μg/mL) e, após 72 h de incubação, 

ocorre a morte das fêmeas, nesta mesma concentração. As outras frações, oriundas 

dos processos cromatográficos do extrato de R. graveolens, também foram 

avaliadas, porém não apresentaram atividade esquistossomicida relevante (dados 

não mostrados). 

A arborinina também foi avaliada quanto a sua atividade esquistossomicida in 

vitro frente à vermes adultos de S. mansoni. Na concentração testada (50 M) a 

arborinina não apresentou atividade esquistossomicida. 

A atividade antiparasitária de extratos de R. graveolens tem sido relacionada 

aos alcaloides presentes nestes extratos. No trabalho de MWANGI e colaboradores 

(2010), alguns alcaloides foram avaliados frente à diversos parasitos. A arborinina 

apresentou atividade antiparasitária frente ao P. falciparum, T. brucei rhodesiense, L. 

donovani e T. cruzi com IC50 de 1,61 μg/mL; 23,52 μg/mL; 5,20 μg/mL e maior que 

30 μg/mL, respectivamente (MWANGI et al., 2010). Outro estudo avaliou, por meio 

de docking molecular, a ligação de vários alcaloides com alvos proteicos de 

Leishmania. Neste caso, arborinina apresentou notável acoplamento com o alvo 

proteíco LmajMetRS de L. donovani (OGUNGBE, NG, SETZER, 2013). 

Apesar da literatura relatar a atividade antiparasitária da arborinina, o 

presente trabalho evidenciou que essa substância não apresenta atividade 

esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. mansoni na concentração 

testada.  
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Tabela 19 - Atividade esquistossomicida in vitro do extrato de R. graveolens sobre os vermes adultos 
de S. mansoni. 

Grupos 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Mortalidade 
(%)

a
 

Redução da atividade motora 
(%)

a
 

Leve Significativa 

M F M F M F 

Controle
 b
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

DMSO 0,5%
c
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

PZQ 24 100 100 0 0 100 100 

2 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

Rg
 d
 24 0 0 100 100 0 0 

100 µg/mL 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

50 µg/mL 24 0 0 100 100 0 0 

 48 0 0 100 100 0 0 

 72 100 100 0 0 100 100 

25 µg/mL 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

Rg-F4
 e
 24 100 100 0 0 100 100 

100 µg/mL 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

50 µg/mL 24 100 100 0 0 100 100 

 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

25 µg/mL 24 100 40 0 0 100 100 

 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

12,5 µg/mL 24 100 0 0 0 100 100 

 48 100 60 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

6,25 µg/mL 24 100 0 0 0 100 100 

 48 100 0 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

3,125 µg/mL 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 20 0 100 100 0 0 

1,56 µg/mL 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

Arborinina 24 0 0 0 0 0 0 

50 µM 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 
a
 Porcentagem em relação a 20 vermes. 

b
 Meio RPMI. 

c
 DMSO em meio RPMI. 

d
 Extrato bruto 

etanólico das partes aéreas de R. graveolens. 
e 
Subfração Rg-F4. 
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5.5.4 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pela 

arborinina 

 

Tendo em vista que a arborinina se apresentou como um ligante da apirase 

no ensaio de UF, investigou-se a atividade inibitória in vitro dessa substância frente 

à apirase de batata. 

Como pode-se observar na Figura 58, a arborinina foi capaz de diminuir a 

atividade enzimática da apirase de batata, principalmente na concentração de 100 

M. Nas menores concentrações testadas de arborinina (25 e 50 M) a inibição da 

enzima foi de 31,32 e 33,06%. Já na concentração de 100 M a inibição chegou a 

50% da atividade enzimática.  

Estudos demonstram o potencial de inibição enzimática apresentado por 

extratos de R. graveolens frente a diferentes enzimas.  STAFFORD e colaboradores 

(2007) evidenciaram significativa habilidade de inibição da enzima 

monoaminooxidase pelos extratos aquoso, etanólico e acetato de etila das folhas de 

R. graveolens. Em outro estudo o extrato hexânico dessa planta promoveu potente 

inibição das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (WSZELAKI, KUCIUN, 

KISS, 2010). 

Na literatura também há relatos dos efeitos inibitórios enzimáticos promovidos 

por alcaloides acridônicos. Cabe destacar a inibição dessa classe de substâncias na 

enzima DYRKIA1, enzima envolvida em doenças neurodegenerativas, e também a 

inibição da atividade da acetilcolineserase pela arborinina (MICHAEL, 2017). 

Além disso, como descrito anteriormente, a arborinina apresenta ligação com 

outras enzimas, como alvos enzimáticos presentes em Leishmania sp (OGUNGBE, 

NG, SETZER, 2013). 

Para complementar essa proposta, estudos de modelagem computacional 

também foram realizados com a finalidade de verificar a capacidade de ligação da 

arborinina na apirase e também em outras enzimas. 
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Figura 58 - Inibição da atividade enzimática da apirase de S. tuberosum pela arborinina. 
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*** Diferença significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,0001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

5.5.5 Estudos de docking molecular 

 

Nos estudos de docking molecular do presente trabalho utilizou-se o software 

AutoDock Vina 1.1.2 (Maio 11, 2011) levando em consideração para análise o valor 

de afinidade (Kcal/mol) e as interações moleculares entre os compostos submetidos 

e os resíduos flexíveis da proteína, conforme mostrado na Tabela 20. Nesta tabela, 

estão descritos os resultados da arborinina submetida ao docking molecular com a 

proteína SmATPDase1, SmATPDase2, ambas de S. mansoni e apirase da batata. 

Nestes estudos de docking molecular, a arborinina apresentou valores 

negativos de energia (afinidade) com todas as proteínas avaliadas, sugerindo que as 

interações (ponte de hidrogênio e dipolo-induzido) entre o sítio ativo e o composto 

podem ocorrer de forma espontânea. Além disso, verifica-se que os valores de Ki 

calculados foram 1,37 M para SmATPDase 1; 0,25 M para SmATPDase 2 e 0,82 

M para apirase, evidenciando assim, que a menor concentração dessa molécula 

inibiria o sítio ativo da SmATPDase 2 (Tabela 20). 

Em 2008, foram descritos dois modelos catalíticos para as NTPDases. Um 

deles, utilizaram a NTPDase 2 proveniente de Rattus norvegicus para a criação do 

modelo, o qual se baseia no ataque nucleofílico de uma molécula de água no grupo 

fosfato terminal (γ-fosfato) de um análogo de ATP, por meio de um processo de 
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hidrólise. A água nucleofílica responsável pelo ataque é ativada pelo resíduo 

GLU165, que devido a sua proximidade com a água catalítica e posicionamento, 

facilita a transferência de elétrons. Outros resíduos também influenciam o 

posicionamento da água nucleofílica, como ALA123 e SER206 (ZEBISCH, 

STRATER, 2008). 

Outro modelo foi o proposto por KOZAKIEWICZ e colaboradores (2008). 

Neste modelo utiliza-se a NTPDase 1 proveniente da apirase de batata, e sugere-se 

que o resíduo SER54 posicionado próximo aos fosfatos γ do ATP, seria responsável 

pelo posicionamento do ATP no sítio ativo; e o resíduo THR55 posicionado próximo 

aos fosfatos  do ATP, auxilia na conversão de ATP em AMP ativando a água 

catalítica. Outros resíduos também são citados como importantes no mecanismo de 

ação, como o THR127 e GLU170 (KOZAKIEWICZ et al., 2008). 

No presente trabalho, os resíduos GLU201, LYS279, SER81, THR82, LYS85, 

TYR397, ASP78, THR154, SER54, THR55, THR127 e GLU170 são compatíveis 

com os dois modelos apresentados acima. Dessa forma, observa-se que a 

arborinina apresentou interações envolvendo os resíduos GLU201 e THR82, 

considerados importantes para que ocorra a inibição da enzima (Tabela 20). 

Nas análises in silico da toxicidade, a arborinina e o fármaco de escolha para 

tratamento da esquistossomose, Praziquantel, foram avaliados. Conforme descrito 

anteriormente, estes estudos foram realizados nos programas SwissADME e 

Molinspiration e a biodisponibilidade oral teórica dos ligantes foram determinadas 

pela RO5 e pelo nrotb. 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, a arborinina ao ser 

comparada com o Praziquantel, apresenta boa disponibilidade oral e um perfil de 

baixo risco de citotoxicidade, pois não demonstrou violação a nenhum dos 

paramêtros de RO5. Além disso, a arborinina apresentou nrotb igual a 2 e TPSA 

igual a 60,70, os quais estão de acordo com os valores esperados para que o 

composto seja seguro e apresente boa disponibilidade oral quanto ao seu uso 

terapêutico (BORGES, 2018; VEBER et al., 2002). 

No presente trabalho evidenciamos que a arborinina é capaz de se ligar e 

inibir a enzima apirase. Além disso, os estudos de docking molecular sugerem que a 

arborinina se liga aos resíduos dos sítios ativos da apirase, SmATPase 1 e 2, em 

concentrações bem pequenas. Dessa forma, esperava-se que esta substância 
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apresentasse atividade esquistossomicida. Porém este efeito não foi observado no 

ensaio esquistossomicida in vitro, na concentração avaliada.  

É possível que essa atividade esquistossomicida seja visualizada em ensaios 

esquistossomicidas in vivo, já que há uma relação importante entre as ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni e sua sobrevivência no organismo do hospedeiro. 
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Tabela 20 - Resultados dos estudos de docking molecular da arborinina com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase. 

Receptor AutoDock Vina 

(Kcal/mol) 

Ki calculado 

(M) 

Interações (AutoDock Vina) 

SmATPDase 1 -8,0 1,3675 GLU201, THR82 

SmATPDase 2 -9,0 0,2529 ARG51, GLU164 

Apirase -8,3 0,8241 GLU145 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

Tabela 21 - Resultados de predição de toxicidade da arborinina, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (MI). 

Amostra Doador de ligação 

de hidrogênio 

Aceptor de ligação 

de hidrogênio 

nrotb Massa molar 

(g/mol) 

LogP TPSA 

MI/SA MI/SA MI/SA MI SA MI SA MI SA 

Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62 

Arborinina 1 4 2 285,29 285,29 2,22 2,68 66,70 60,69 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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5.6 CONCLUSÃO 

 

No presente capítulo, alcaloides e cumarinas presentes no extrato bruto 

etanólico das partes aéreas de R. graveolens foram identificadas por CLUE-ESI-

QTOF-EM. O fracionamento cromatográfico desse extrato resultou no isolamento de 

4 substâncias, dentre as quais a arborinina, alcaloide acridônico identificado como 

ligante da apirase. 

Em relação às atividades biológicas, a arborinina apresentou inibição 

enzimática da atividade da apirase e os estudos de docking molecular sugerem que 

esta substância também possui capacidade de inibir outras enzimas, como 

SmATPase 1 e 2, ambas de S. mansoni. Dessa forma, a atividade 

esquistossomicida in vitro, tanto do extrato quanto da arborinina foram investigadas. 

Apesar do extrato bruto etanólico das partes aéreas de R. graveolens apresentar 

atividade esquistossomicida, corroborando com o potencial antiparasitário desta 

espécie, não foi observado, neste mesmo ensaio, atividade esquistossomicida para 

a arborinina na concentração avaliada. 

Apesar disso, torna-se importante a investigação da atividade 

esquistossomicida in vivo da arborinina, pois a mesma apresentou potencial de 

inibição enzimática de enzima que se assemelha às enzimas do tegumento de S. 

mansoni. Dessa forma, estudos adicionais devem ser realizados com esta 

substância a fim de conhecer suas atividades biológicas e os possíveis mecanismos 

de ação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



159 
 

 
 

6 CARACTERIZAÇÃO POR CLUE-ESI-QTOF-EM DO EXTRATO BRUTO DE 

Acmella oleracea (ASTERACEAE) E AVALIAÇÃO DA SUA ATIVIDADE 

ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE À VERMES ADULTOS DE S. 

mansoni 

 

O presente capítulo se destina à caracterização química por CLUE-ESI-

QTOF-EM do extrato bruto de A. oleracea, bem como o processo de fracionamento 

cromatográfico para isolamento e identificação estrutural das substâncias ligantes da 

enzima apirase de batata selecionados através da técnica de UF acoplada à CLUE-

EM. Além disso, investigou-se a capacidade de inibição enzimática da apirase de 

batata pelo ligante isolado, o qual também foi submetido aos estudos de docking 

molecular nas SmATPases e apirase. E ainda investigou-se a atividade 

esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. mansoni do extrato bruto e 

do ligante isolado. 

 

6.1 Acmela oleracea (L.) R.K. Jansen 

 

Acmella oleracea é uma planta herbácea nativa da Região Norte do Brasil e 

pertencente à família Asteraceae. Popularmente conhecida como jambu, apresenta 

como sinônimos Spilanthes acmella L. var oleracea Clarke, Spilanthes oleracea (L.) 

e Spilanthes acmella (L.) Murr. (RONDANELLI et al., 2020). 

A família Asteraceae, anteriormente denominada Compositae, é considerada 

como uma das maiores famílias de plantas, compreendendo cerca de 1.600 gêneros 

e 24.000 espécies, amplamente distribuídas pelo mundo, com exceção da Antártida, 

sendo encontradas principalmente em formações campestres.  No Brasil, existem 

aproximadamente 2.000 espécies e 300 gêneros, as quais abrangem regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas (CHRIST, ZÁCHIA, 2016). Entre os gêneros 

presentes na família Asteraceae, está o gênero Acmella. 

Acmella é um gênero de ervas anuais e perenes, amplamente distribuídas 

nas regiões tropicais e subtropicais ao redor do mundo, sendo atualmente 

conhecidas cerca de 30 espécies (MONDIN et al., 2015). Mondin e colaboradores 

(2015) listaram as espécies de Acmella presentes no Brasil, reconhecendo 16 

distribuídas pelo território brasileiro. Na Amazônia brasileira há cinco espécies 
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pertencentes a este gênero, dentre elas está a espécie A. oleracea (L.) R.K. Jansen 

(MODIN et al., 2015; PINHEIRO, 2016). 

A espécie A. oleracea, é uma planta nativa da Amazônia, conhecida 

popularmente como jambu, agrião bravo, ou agrião do Pará, amplamente utilizada 

na culinária local, em pratos típicos regionais, como o tacacá e o pato no tucupi 

(BARBOSA et al., 2016; FAVORETO, GILBERT, 2010; NASCIMENTO et al., 2013). 

É uma planta herbácea anual, perene, de 20-40 cm de altura, semi-ereta ou quase 

rasteira, com inflorescências compostas de flores amarelas (Figura 59) 

(FAVORETO, GILBERT, 2010). 

Na medicina popular, é empregada para o tratamento de anemia, tuberculose, 

resfriados, problemas estomacais, doenças da boca e garganta, além de ser usada 

para tratar dores de dente, pois proporciona uma sensação anestésica local quando 

suas inflorescências e folhas são mastigadas (FAVORETO, GILBERT, 2010; 

NASCIMENTO et al., 2013; RONDANELLI et al., 2020). 

 

Figura 59 - Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de RONDANELLI et al. (2020). 

 
Além disso, os extratos de Acmella também são efetivos contra parasitos da 

malária. Esta espécie é uma das três plantas do “Malarial-5®”, formulação tradicional 

utilizada no Mali para o tratamento da malária (SILVEIRA, 2017). O Malarial-5® foi 

inicialmente formulado pelo Professor Mamadou Koumaré, inspirado em uma 
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fórmula utilizada pela sua família e, nos dias atuais, é produzido como um 

medicamento padronizado pelo Département de Médecine Traditionelle (DMT) do 

Institut National de Recherche em Santé Publique (INRSP) do Mali. Esta formulação 

é vendida na forma de pó, em sachês de 10 g, que deve ser aquecido em água para 

a obtenção de uma decocção (WILLCOX, BODEKER, 2004). 

Várias pesquisas já demostraram as propriedades medicinais da A. oleracea 

como anestésico e antipirético (CHAKRABORTY et al., 2010; LEY et al., 2006), anti-

inflamatório e analgésico (CHAKRABORTY et al., 2004; WU et al., 2008), diurético e 

emagrecedora (DUBEY et al., 2013; EKANEM et al., 2007) e acaricida (CASTRO et 

al., 2014). Essas atividades biológicas têm sido, na sua grande maioria, atribuídas à 

presença de alquilamidas, especialmente o espilantol (BARBOSA et al., 2016; 

NASCIMENTO et al., 2013; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; SINGH et al., 2012; 

RONDANELLI et al., 2020). 

 

6.2 ALQUILAMIDAS E ESPILANTOL 

 

Estudos fitoquímicos relatam diversos compostos já identificados nos extratos 

de diferentes partes de A. oleracea, tais como cumarinas (como a escopoletina), 

triterpenóides, óleos essenciais e terpenos (como o limoneno e β-cariofileno), 

polissacarídeos (ramnogalacturonana), fitoesteróis (estigmasterol e β-sitosterol) e 

compostos fenólicos (ácido vanílico, ácido trans-ferúlico e ácido trans-isoferulico). 

Mas considera-se que as principais substâncias ativas presentes na A. oleracea são 

as alquilamidas (NASCIMENTO et al., 2013; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; 

RONDANELLI et al., 2020; SINGH et al., 2012). 

As alquilamidas ou alcamidas são uma classe de alcaloides especiais, 

constituídos pela união de um ácido graxo com oito a dezoito átomos carbonos e um 

grupo amino, formando assim uma função amida, como demonstrado na Figura 60 

(RAHMAN, 2014). 

Dependendo do tipo de ligações que apresentam na cadeia carbônica 

originada do ácido graxo, as alcamidas são divididas em dois grupos principais: 

alcamidas olefínicas que possuem ligações duplas (como por exemplo o espilantol) 

e alcamidas acetilênicas com pelo menos uma ligação tripla (como por exemplo a 

(7Z)-N-isobutil-7-tridecadieno-10,12-dienamida) (RAHMAN, 2014). 
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Figura 60 - Estrutura do grupo funcional das alquilamidas. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de RAHMAN (2014). 

 

No que diz respeito ao gênero Acmella, vários estudos já demostraram a 

presença de alquilamidas, as quais podem conter uma porção isobutilamina, 2-

metilbutilamina e feniletilamina (BAE et al., 2007; BOONEN et al., 2010; SHARMA et 

al., 2011). Na Figura 61 estão representadas algumas alquilamidas encontradas nas 

espécies de Acmella. 

Dentre estas alquilamidas, a isobutilamida (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-

decatrienamida, usualmente conhecida como  espilantol ou afinina, é a substância 

ativa encontrada abundantemente nos capítulos florais de A. oleracea 

(RONDANELLI et al., 2020).  

O espilantol (Figura 61) foi obtido pela primeira vez, a partir das flores de A. 

oleracea por Gerber, em 1903 (RAMSEWAK et al., 1999) e caracterizado como um 

óleo viscoso, ardente, de tonalidade amarela pálida à amarela clara (BARBOSA et 

al., 2016). 

Devido à diversidade de suas propriedades químicas e aplicações medicinais, 

o extrato de A. oleracea e o espilantol vêm despertando crescente interesse 

comercial por parte de indústrias farmacêuticas. Várias patentes já foram registradas 

quanto à utilização do espilantol, assim como o extrato bruto da planta e suas 

aplicações. Estas patentes envolvem fórmulas de produtos para indústrias de 

higiene, cosméticos e alimentos (BARBOSA et al., 2016; RONDANELLI et al., 2020; 

SILVEIRA, SANDJO, BIAVATTI, 2018). 
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Figura 61 - Algumas alquilamidas descritas na literatura. 

 

                 
 

            
 

                
 

 
 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 



164 
 

 
 

Como exemplo, diversas formulações têm sido comercializadas para a 

estética humana, devido ao suposto “efeito botox” ao reduzir as rugas nas áreas 

aplicadas e sem a necessidade de injeções. Tanto no Brasil quanto no exterior, é 

possível encontrar formulações que prometem reduzir em até 80% as rugas na face 

(ARTARIA et al., 2011). A empresa francesa Gattefossé® (GATTEFOSSÉ, 2015) e a 

brasileira Natura® (NATURA, 2017) comercializam produtos com este mesmo 

objetivo. 

Além disso, várias atividades farmacológicas já foram atribuídas ao espilantol, 

como o efeito anestésico e de formigamento sobre a língua, sendo utilizado nas 

afecções da boca e garganta, assim como tratamento de dores de dente 

(RONDANELLI et al., 2020; SILVEIRA, SANDJO, BIAVATTI, 2018).  

As atividades antifúngica e bacteriostática do espilantol também foram 

avaliadas. Esta substância inibiu 100% do crescimento dos fungos Sclerotium rolfsii, 

Sclerotium cepivorum, Phytophthora infestans e Rhizoctonia solani, além das 

bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae em 

concentrações inferiores a 25 μg/mL (MOLINA-TORRES et al., 2004). 

O espilantol também se mostrou útil como inseticida. Ele apresentou atividade 

contra larvas de Aedes aegyptii, que podem transmitir os vírus causadores da 

dengue, chikungunya, zika e febre amarela a uma concentração de 12,5 mg/mL. 

Além disso, o espilantol também se mostrou tóxico aos mosquitos Anopheles 

transmissores da malária (RAMSEWAK et al., 1999). 

Adicionalmente, o espilantol mostrou-se ativo contra o parasita causador da 

malária, o Plasmodium falciparum, com IC50 de 16,5 μg/mL e 16,3 μg/mL frente às 

cepas PFB e K1 (resistente à cloroquina), respectivamente (SPELMAN et al., 2011). 

Em outro estudo, o extrato bruto metanólico das flores de A. oleracea e algumas 

alquilamidas isoladas, também apresentaram atividade antiplasmodial (MBEUNKUI 

et al., 2011). 

Apesar da diversidade de aplicações do extrato de A. oleracea e seus 

metabólitos, em especial o espilantol, cabe ressaltar que ainda não há trabalhos 

publicados descrevendo a atividade esquistossomicida deste extrato e desta 

alquilamida frente à vermes adultos de S. mansoni, tornando relevante essas 

avaliações. 
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6.3 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral do trabalho descrito no presente capítulo foi a caracterização 

química dos constituintes de A. oleracea, o isolamento dos metabólitos e avaliação 

da atividade esquistossomicida in vitro do extrato e substância isolada frente à 

vermes adultos de S. mansoni. 

 

 Para esses propósitos, os objetivos específicos foram: 

 Caracterizar quimicamente o extrato bruto clorofórmico das flores de A. 

oleracea por meio de CLUE-ESI-QTOF-EM; 

 Realizar o isolamento, purificação e identificação do espilantol, a qual foi 

anteriormente identificada como ligante da apirase de batata; 

 Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto e do espilantol 

frente à vermes adultos de S. mansoni; 

 Avaliar a atividade enzimática da apirase de batata frente ao espilantol; 

 Realizar estudos de docking molecular do espilantol frente à apirase de batata 

e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 
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6.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratórios: NIPPAN 

da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora, Departamento de Química da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, NPDN - Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP e no 

Departamento de Ciência da Computação - Programa de Pós-Graduação em 

Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Para execução dos métodos foram utilizados os mesmos equipamentos 

descritos no item 3.6 deste trabalho. 

Os solventes, a CCD, a CLUE e os espectros de RMN estão descritos no item 

5.4 e 5.4.1. 

Para a realização da CC foram utilizadas como adsorventes sílica gel 40-63 

m, alumina neutra ativa (classe I) 63-200 m.  

 

6.4.1 Análise por CLUE-ESI-QTOF-EM 

 

As condições cromatográficas e de ESI-EM foram as mesmas citadas no item 

3.6.2. 

A identificação das substâncias presentes no extrato bruto de A. oleracea foi 

realizada por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados 

com dados disponíveis nas bases de dados MassBank of North America 

(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e 

ChemSpider (http://www.chemspider.com/) para identificação das substâncias, além 

das literaturas BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA 

et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016. 

 

6.4.2 Fracionamento cromatográfico e isolamento do espilantol 

 

Com o intuito de produzir maior quantidade de extrato das flores A. olearacea 

para isolamento dos constituintes, o material vegetal foi coletado novamente em 

novembro de 2017. A exsicata do vegetal foi depositada no Herbário Leopoldo 

Krieger – CESJ, da UFJF, sob número de tombo 47480.  
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Esse material vegetal passou pelos mesmos processos de secagem e 

trituração descritos no item 3.6.1 deste trabalho. Este procedimento resultou em 

33,863 g de pó, o qual foi submetido à maceração em clorofórmio. As soluções 

clorofórmicas obtidas foram filtradas e, em seguida, transferidas para balões de 

fundo redondo e concentradas com auxílio de rotaevaporador à temperatura de 

40°C. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados 

fornecendo 3,641 g de extrato bruto clorofórmico das flores de A. olearacea (Ao-Fl). 

Com o propósito de separação inicial dos constituintes presentes no Ao-Fl, 

3,6 g deste extrato foi submetido à CC de 4 cm de diâmetro por 17 cm de altura e 

empacotada com 100g de sílica gel (40-63 µm). Utilizou-se como fase móvel a 

mistura de hexano:acetato de etila em grau crescente de polaridade, sendo 

coletadas 42 frações de aproximadamente 50 mL, as quais foram reunidas em 7 

subfrações de acordo com as semelhanças cromatográficas observadas pela CCD. 

A presença da substância de interesse nas subfrações obtidas foi investigada 

através da RMN de 1H. A partir dessa análise, a subfração Ao-Fl-9 (261,9 mg) foi 

selecionada para prosseguir com o fracionamento. Dessa forma, esta subfração foi 

submetida à CC de 2 cm de diâmetro e 15 cm de altura, empacotada com 60 g de 

alumina neutra ativa (classe I) 0,063-0,200 mm. A fase móvel utilizada foi a mistura 

de hexano:acetato de etila em grau crescente de polaridade, sendo coletadas 20 

subfrações de aproximadamente 50 mL, as quais foram reunidas em 5 subfrações 

de acordo com as semelhanças cromatográficas observadas pela CCD. 

Realizou-se a CCD das subfrações obtidas da CC da subfração Ao-Fl-9, 

utilizando como sistema eluente, hexano:acetato de etila (1:1 v/v), e revelando em 

luz UV no comprimento de onda de 254nm e, posteriormente, em anisaldeído. De 

acordo com a análise do perfil cromatográfico das subfrações resultantes, observou-

se que as subfrações Ao-Fl-9/2, Ao-Fl-9/3 e Ao-Fl-9/4 apresentavam como uma 

única mancha na CCD. Assim, estas subfrações foram avaliadas em RMN de 1H e 

13C para a determinação da estrutura química. 

O processo de fracionamento do extrato bruto clorofórmico das flores de A. 

olearacea e isolamento da substância estão resumidos na Figura 62. 
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Figura 62 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto clorofórmico das flores de A. olearacea 

(Ao-Fl). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
 

6.4.3 Ensaio esquistossomicida in vitro 

 

Os ensaios in vitro foram efetuados no Núcleo de Enteroparasitos do Instituto 

Adolfo Lutz, sob a colaboração e supervisão do Prof. Dr. Josué de Moraes. Todos os 

ensaios foram submetidos e aprovados pelo CEUA número 031/2017. Os 

procedimentos deste ensaio estão descritos no item 5.4.3 deste trabalho. 

As amostras foram solubilizadas e diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Merck) e meio RPMI 1640 de forma a obter as concentrações de 200, 100, 50 e 25 

μg/mL, para o extrato, 100 e 50 μM para a substância isolada (espilantol), sendo que 

a concentração final de DMSO não foi superior a 0,5 %. O PZQ (2 μM) foi utilizado 

como controle positivo. 
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6.4.4 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pelo 

espilantol 

 

O ensaio de atividade enzimática foi realizado no NIPPAN, de acordo com 

métodos previamente descritos com modificações (DETONI et al., 2012; MAIA et al., 

2019; TAUSSKY, SHORR, 1953). A descrição do método utilizado está descrito no 

item 5.4.4 deste trabalho. 

As concentrações de espilantol testadas foram: 100; 50; 25 μM. 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

 

6.4.5 Estudos de docking molecular 

 

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da 

Ciência da Computação da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboração 

e responsabilidade da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt, conforme 

descrito no item 3.6.6 deste trabalho. 
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.5.1 Caracterização química do extrato bruto clorofórmico das flores de A. 

oleracea por CLUE-ESI-QTOF-EM 

 

De maneira semelhante ao descrito no capítulo anterior, as substâncias 

presentes no extrato de A. oleracea foram caracterizadas a partir das análises dos 

dados de espectrometria de massas e perfil de fragmentação em comparação com 

os encontrados na literatura (BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 

2004; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016). 

 Além disso, a alquilamida conhecida como espilantol foi isolada e teve sua 

estrutura química confirmada através das análises dos espectros de ressonância 

magnética nuclear de 1H e 13C.  

Dessa forma, os resultados da análise, no presente trabalho, em CLUE-ESI-

QTOF-EM sugerem a presença de sete alquilamidas no extrato bruto de A. oleracea 

(Tabela 22 e Figura 63), sendo cinco N-isobutilamidas, uma 2-butilmetilamida e uma 

2-feniletilamida (Figura 64). A Tabela 22 mostra o tempo de retenção de cada 

alquilamida identificada, informações de fragmentação e, ainda seu íon precursor, 

obtidos no modo positivo.  

Em virtude dos diversos trabalhos de prospeção fitoquímica, muito se 

conhece sobre a constituição química de A. oleracea. Estes estudos revelam que a 

planta possui cumarinas, terpenos, compostos fenólicos e, principalmente, 

alquilamidas (NASCIMENTO et al., 2013; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; 

RONDANELLI et al., 2020; SINGH et al., 2012). Dentre as alquilamidas, o espilantol 

é o constituinte mais abundante nas flores de A. oleracea e tem sido relacionado 

com diversas atividades biológicas da planta (BARBOSA et al., 2016). 
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Figura 63 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo positivo) do extrato bruto de A. oleracea. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Tabela 22 - Dados cromatográficos e do espectro de massas das substâncias identificadas no extrato bruto de A. oleracea. 

 
Pico Substâncias identificadas TR (min) m/z 

[M+H] 

Fragmentos principais Literaturaa  

1 (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-dinamida 7,23 230,1591 174,0310; 157,1050; 131,0868; 
129,0730  

222; 188; 174; 
157; 146; 
131;129; 91 

2 (2Z)-N-fenetil-2-noneno-6,8-dinamida 7,42 252,1428 147,0738; 132,0835; 105,0709; 
103,0556 

196;173; 147; 
131; 105; 103; 
79  

3 (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-dinamida 7,47 232,1761 176,1116; 159,0851; 133,1041; 
131,0887 

204; 176; 159; 
133; 131; 105; 
91 

4 (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida 
(espilantol) 

7,86 222,1840 166,1256; 149,0968; 141,1148; 
126,0919; 123,1179; 121,1025  

166; 149; 123; 
121;81 

5 (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-dinamida 8,15 258,1927 202,1277; 185,1010; 159,1200; 
157,1040; 117,0720; 115,0561; 
105,0717 

230; 202; 185; 
157; 131; 117; 
105; 101; 99; 
91; 73; 56 

6 (7Z)-N-isobutil-7-trideceno-10,12-dinamida 8,31 260,2088 204,1442; 187,1528; 159,1206; 
105,0721 

246; 204; 176; 
159; 133; 105; 
91 

1 
2 3 

4 

5 

6 7 
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7 (2E,6Z,8E)-N-metilbutil-2,6,8-decatrienamida 8,44 236,2075 165,0913; 149,0999; 141,1169; 
126,0943; 123,1195; 121,1039 

166; 149; 123; 
121; 81 

a
 BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Figura 64 - Estruturas químicas dos compostos identificados no extrato bruto de A. oleracea por CLUE-ESI-QTOF-EM.  

                     

 

               

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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As alquilamidas ou alcamidas são formadas a partir da reação de 

condensação química de um ácido carboxílico de cadeia média a grande (cadeia 

carbônica com 10 a 18 carbonos) com uma amina. Segundo Barbosa e 

colaboradores (2016), as alquilamidas manifestam-se em poucos grupos de plantas, 

dos quais os mais importantes estão presentes nas famílias Asteraceae. 

A CLUE-ESI-QTOF-EM tem sido considerada uma excelente técnica para 

uma ampla análise de alquilamidas em diversos extratos vegetais. A identificação de 

substâncias dessa classe se baseia no tempo de retenção, nos valores de m/z do 

íon molecular protonado, e principalmente, na análise dos fragmentos formados a 

partir da ativação dos íons através da dissociação induzida por colisão (BAE, 2007; 

BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA et al., 2011;  SILVEIRA et 

al., 2016).  

Segundo Hiserodt e colaboradores (2004), amidas insaturadas (2E, 6Z), sob 

baixa energia de colisão, formam dois fragmentos característicos. Um deles é 

formado através de uma clivagem homolítica gerando um cátion radical. E o outro 

íon formado é o cátion ciclopropeno, o qual passa pela formação inicial de um 

bicíclico intermediário seguido da perda de um alceno. Nestes dois casos, os cátions 

gerados são estabilizados por ressonância. Estes mecanismos de fragmentação 

propostos para a formação dos íons fragmentos de m/z 141 e m/z 126 estão 

descritos anteriormente no item 4.5.2.2 e representados na Figura 30. 

Além desses dois mecanismos, as alquilamidas também apresentam outros 

padrões característicos de fragmentação. Um deles é a formação de íons 

fragmentos dependendo do grupamento da porção amina, podendo ser resultante da 

perda de um resíduo isobutila (a); feniletila (b) e metilbutila (c) (Figura 65) (BOONEN 

et al., 2012).  

Outra fragmentação frequentemente observada nas alquilamidas é a 

formação do íon acílio, sendo este resultado da quebra da ligação amida (Figura 66) 

(BOONEN et al., 2012). 

Dessa forma, através da comparação dos íons moleculares e padrões de 

fragmentação EM/EM do extrato bruto de A. oleracea, com valores da literatura, foi 

possível identificar 7 alquilamidas. 
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Figura 65 - Fragmentos característicos da porção amina das alquilamidas. 

 

Fonte: Adaptado de BOONEN et al. (2012). 

 

Figura 66 - Perda de fragmentos característicos e formação do íon acílio nas alquilamidas. 

 

Fonte: Adaptado de BOONEN et al. (2012). 

 

Em relação às alquilamidas do tipo N-isobutilamidas, foram identificadas 

neste trabalho as seguintes substâncias: (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-

dinamida; (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-dinamida; (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-

decatrienamida (espilantol); (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-dinamida e 

(7Z)-N-isobutil-7-trideceno-10,12-dinamida (compostos 1, 3, 4, 5 e 6, 

respectivamente, Figura 64).  

O espectro de massas do composto 1 apresentou íon molecular com a massa 

m/z 230,1591 [M+H]+ e o íon fragmento m/z 174,0310 o qual sugere a perda da 

porção isobutila (perda de m/z 56) (Figura 65), caracterizando essa alquilamida 

como do tipo N-isobutilamida. Além disso, foi observado o íon fragmento m/z 

157,1050, que pode ser atribuído ao íon acílio, referente ao resíduo ácido resultado 

da clivagem da ligação amida. Segundo Boonen e colaboradores (2012), um 

fragmento frequentemente formado nas alquilamidas do tipo N-isobutilamidas é o íon 

acílio, o qual ocorre através da perda de um grupo de m/z 73 (Figura 66). E por fim, 

a perda de CO do íon acílio, resulta nos íons fragmentos m/z 129,0730 e m/z 

131,0868. Dessa forma, com base na comparação desses dados obtidos 
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experimentalmente com os dados de fragmentação da literatura sugere-se que o 

composto 1 pode-se tratar da (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-dinamida 

(composto 1, Figura 64)  (BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA 

et al., 2011). 

A análise do espectro de massas do pico 3 apresentou íon molecular m/z 

232,1761 [M+H]+ e íon fragmento m/z 176,1116, típico da perda do resíduo isobutila 

(perda de m/z 56) (Figura 65). Além disso, observa-se o íon fragmento m/z 159,0851 

(íon acílio) (Figura 66), resíduo ácido resultado da clivagem da ligação amida, que 

após a perda de CO, originou os íons fragmentos m/z 131,0887 e m/z 133,1041. 

Estes dados sugerem que o composto 3 trata-se da (2E)-N-isobutil-2-undeceno-

8,10-dinamida (composto 3, Figura 64)  (BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 

2004). 

O espectro de massas, realizado em modo positivo, do composto 4 (ligante 

identificado no ensaio de ultrafiltração), mostra o pico do íon molecular em m/z = 

222,1840, sugerindo a fórmula molecular C14H24NO. Através do experimento de 

EM/EM foi possível identificar os fragmentos m/z 141,1148 (cátion radicalar) e m/z 

126,0919 (cátion ciclopenteno) (Figura 30), consistentes com a fragmentação 

proposta por Hiserodt e colaboradores (2004) para a estrutura do espilantol. Além 

disso, outros fragmentos observados foram m/z 166,1256 (perda do resíduo 

isobutila, m/z 56) (Figura 65), m/z 149,0968 referente ao íon acílio (Figura 66), e os 

fragmentos m/z 123,1179 e m/z 121,1025 resultantes da perda de CO da molécula 

do íon acílio. Esses dados comparados com os presentes na literatura permitiram 

propor que esta substância trata-se da substância (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-

decatrienamida, conhecida como espilantol (composto 4, Figura 64) (BOONEN et al., 

2010; HISERODT et al., 2004). 

De maneira semelhante às outras isobutilamidas, os compostos 5 e 6 também 

apresentaram fragmentos correspondentes a perda do resíduo isobutila (perda de 

m/z 56) (Figura 65), fragmentos relacionados à formação do íon acílio (perda de m/z 

73) (Figura 66) e fragmentos da perda de CO da molécula do íon acílio (perda de 

m/z 99 e 101). Dessa forma, através da comparação dos íons moleculares formados 

e os padrões de fragmentação EM/EM desses compostos, foi possível propor que o 

composto 5 trata-se da substância (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-

dinamida (composto 5, Figura 64) e o composto 6 da (7Z)-N-isobutil-7-trideceno-
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10,12-dinamida (composto 6, Figura 64) (BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; 

SHARMA et al., 2011). 

Outras alquilamidas encontradas no extrato bruto de A. oleracea foram as do 

tipo 2-feniletilamida e 2-butilmetilamida. 

Em relação às alquilamidas do tipo feniletilamida, alguns autores 

demonstraram fragmentação característica da perda do grupamento da porção 

amina, neste caso a perda do grupamento feniletila (m/z 105) (Figura 65) (BOONEN 

et al., 2012). O composto 2 apresentou íon molecular m/z 252,1428 e através do 

experimento de fragmentação EM/EM foi possível observar o íon de pico base m/z 

105,0709, consistente com o grupamento feniletila. Além disso, o fragmento m/z 

147,0738 é típico da perda do resíduo feniletila (perda m/z 105). E por fim, segundo 

Boonen e colaboradores (2010), as alquilamidas do tipo 2-feniletilamidas também se 

fragmentam formando o íon acílio, através da perda de um grupo de m/z 120 (Figura 

66), o qual perde CO, resultando no íon fragmento m/z 103. O espectro de massas 

do composto 2 evidencia a formação do fragmento de m/z 132,0835 (íon acílio) e o 

fragmento m/z 103,0556. Dessa forma, sugere-se que o composto 2 trata-se da 

substância (2Z)-N-fenetil-2-noneno-6,8-dinamida (composto 2, Figura 64) (BOONEN 

et al., 2010; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016). 

O composto 7 apresentou íon molecular m/z 236,2075 e fragmento 165,0913 

resultante da perda do grupamento metilbutila (perda m/z 71), caracterizando essa 

substância como um alquilamida do tipo metilbutilamida (Figura 65) (BOONEN et al., 

2012). Observa-se ainda o fragmento m/z 149,0999 referente ao íon acílio (perda 

m/z 87) (Figura 66), e os fragmentos m/z 123,1195 e m/z 121,1039, correspondentes 

à perda de CO do íon acílio. Além disso, o espectro de massas evidencia os 

fragmentos m/z 126,0943 (cátion ciclopropeno) e m/z 141,1169 (cátion radical), 

característicos das alquilamidas olefínicas, já discutidos anteriormente como para o 

espilantol (Figura 30) (HISERODT et al., 2004). As análises desses dados 

juntamente com a comparação dos dados encontrados na literatura foi possível 

propor que o composto 7 trata-se da substância (2E,6Z,8E)-N-metilbutil-2,6,8-

decatrienamida (composto 7, Figura 64) (BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 

2004; SHARMA et al., 2011). 
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6.5.2 Isolamento e identificação estrutural da substância isolada do extrato de 

A. oleracea  

 

O extrato bruto A. oleracea apresentou, no ensaio de ultrafiltração acoplada à 

EM, descrito no item 4.5.2.2 deste trabalho, alguns ligantes da enzima apirase. 

Dentre estes, o ligante identificado como espilantol foi isolado do extrato de A. 

oleracea e, em seguida, identificado por meio de técnicas espectroscópicas. Para 

este isolamento, o extrato bruto clorofórmico das flores de A. olearacea foi 

submetido ao fracionamento em CC, utilizando sílica gel e alumina neutra como 

fases estacionárias. Após estes procedimentos foram obtidas 44,3 mg de espilantol. 

O espilantol teve sua estrutura química identificada com base na análise dos 

dados de RMN de 1H e 13C e comparação com os dados encontrados na literatura.  

Segundo Nakatani, Nagashima (1992), no RMN de 1H, alquilamidas do tipo 

isobutilamida apresentam sinais característicos de hidrogênios desta porção 

isobutilamida em δ 3,15 (2H, dd, H1’); δ 1,78 (1H, m, H2’) e δ 0,93 (6H, d, H3’ e H4’). 

Pela análise do espectro de RMN de 1H (Figura 67 e 68) da substância Ao-Fl-

9/4 pode-se observar a presença de um tripleto em δ 3,14 (J = 6,5 Hz, 2H), referente 

aos hidrogênios metilênicos H1’; um multipleto entre δ 1,83 - 1,75, atribuído ao 

hidrogênio metínico H2’; e um dupleto em δ 0,92 (6H) referente aos hidrogênios 

metílicos H3’ e H4’. Além disso, observa-se a ocorrência de um simpleto largo em δ 

5,49 (1H), atribuído ao hidrogênio do grupo amino. Esses sinais indicam, portanto, a 

presença de um grupo isobutilamida.  

Já os sinais observados em δ 5,79 (J = 15 Hz, 1H, d) e δ 6,82 (1H, m) foram 

atribuídos aos hidrogênios olefínicos  e  da ligação dupla conjugada com o grupo 

carbonílico, H2 e H3, respectivamente. Os sinais dos outros hidrogênios olefínicos 

presentes nesta molécula são observados no deslocamento químicos δ 5,26 (1H, m) 

e δ 5,97 (J = 11 Hz, 1H, t), referentes aos hidrogênios H6 e H7, respectivamente. E 

por fim em δ 6,29 (J = 15 Hz, 1H, t) e δ 5,70 (1H, m) atribuídos aos hidrogênios H8 e 

H9 (Figura 67 e 68). Outros sinais referentes aos hidrogênios observados estão na 

Tabela 23. 

Já o espectro de RMN de 13C (Figura 69 e 70) da substância Ao-Fl-9/4 

apresentou 13 sinais de carbono. Destes, os sinais em δ 46,99 (C1’); δ 20,26 (C2’); 

δ 18,45 (C3’ e C4’) confirmam a presença do grupo isobutilamida. Além disso, 
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observa-se um sinal em δ 166,13, o qual foi atribuído ao carbono carbonílico C1. As 

atribuições dos demais carbonos podem ser observadas na Tabela 24. 

Deste modo, a análise conjunta dos espectros de RMN de 1H e de 13C, bem 

como a comparação com os dados da literatura (BAE, 2007; NAKATANI, 

NAGASHIMA, 1992), permitem propor a estrutura da substância Ao-Fl-9/4 como 

sendo a N-alquilamida conhecida como espilantol. 

 

Figura 67 - Espectro de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) da substância Ao-Fl-9/4. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 68 - Seções expandidas entre δ 6,8 – 6,0; δ 5,8 – 5,2; δ 3,2-1,8 e δ 1,0 - 0,75 do espectro de 
RMN de 

1
H (CDCl3; 500 MHz) da substância Ao-Fl-9/4. 

 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Figura 69 - Espectro de RMN de 
13

C (CDCl3; 125 MHz) da substância Ao-Fl-9. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Figura 70 - Espectro de RMN de 
13

C (CDCl3; 125 MHz) da substância Ao-Fl-9. Expansão dos sinais. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Tabela 23 - Dados do espectro de RMN de 
1
H (CDCl3; 500 MHz) para substância Ao-Fl-9/4. 

Espilantol (Ao-Fl-9) 

Hidrogênio Ao-Fl-9/4 (a) BAE, 2007 (b) 
δ (ppm) 

2 5,79 (1H, d, J=15 Hz) 5,77 (1H, d, J=15 Hz) 
3 6,82 (1H, m) 6,82 (1H, dt, J=15 Hz) 
4 e 5 2,27 (4H, m) 2,29 (4H, m) 
6 5,26 (1H, m) 5,26 (1H, dt, J=11 Hz) 
7 5,97 (1H, t, J=11 Hz) 5,97 (1H, dd, J=11 Hz) 
8 6,29 (1H, t, J=15 Hz) 6,28 (1H, dd, J=15 Hz) 
9 5,70 (1H, m) 5,69 (1H, dq, J=15 Hz) 
10 1,79 (4H, m) 1,77 (3H, d) 
N-H 5,49 (s) 5,45 (s) 
1’ 3,14 (2H, t, J= 6,5 Hz) 3,14 (2H, dd) 
2’ 1,79 (4H, m) 1,77 (1H, m) 
3’ e 4’ 0,92 (6H, d) 0,92 (6H, d) 

(a) 500 MHz, CDCl3; (b) 500 MHz, CDCl3 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Tabela 24 - Dados do espectro de RMN de 
13

C (CDCl3; 125 MHz) para substância Ao-Fl-9/4. 

Espilantol (Ao-Fl-9) 

Carbono Ao-Fl-9/4 (a)  BAE, 2007 (b) 
δ (ppm) 

1 166,13 166,06 
2 124,24 124,13 
3 143,76 143,78 
4 32,23 32,19 
5 28,72 28,68 
6-9 126,83 / 127,81 / 129,59 / 130,12 126,77 / 127,79 / 129,52 / 130,10 
10 26,50 26,44 
1’ 46,99 46,92 
2’ 20,26 20,22 
3’ e 4’ 18,45 18,44 

(a) 125 MHz, CDCl3; (b) 125 MHz, CDCl3 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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6.5.3 Avaliação da atividade esquistossomicida in vitro do extrato de A. 

oleracea e do espilantol frente à vermes adultos de S. mansoni 

 

Como descrito anteriormente, alguns extratos vegetais foram selecionados 

para investigação da atividade esquistossomicida. Dentre eles, o extrato de A. 

oleracea e a substância espilantol foram avaliados quanto à atividade 

esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. mansoni. 

Apesar dos inúmeros relatos na literatura do potencial esquistossomicida de 

diferentes espécies de plantas, ainda não há estudos desta atividade para o extrato 

bruto de A. oleracea ou para a alquilamida, espilantol. 

Em relação ao extrato de A. oleracea, como mostrado na Tabela 25, após 48 

h de incubação, 100% dos vermes adultos foram mortos na presença do Ao-Fl (200, 

100 e 50 μg/mL), bem como todos os parasitos apresentaram redução significativa 

do movimento.  

Considerando a atividade esquistossomicida do extrato bruto das flores de A. 

oleracea, bem como o ensaio de ultrafiltração realizado, no qual o espilantol foi 

identificado como ligante da enzima apirase de batata, esta substância também foi 

avaliada frente à vermes adultos de S. mansoni. 

Como se pode observar na Tabela 25, o espilantol (100 μM) foi capaz de 

reduzir significativamente a atividade motora de todos os vermes machos e fêmeas, 

e, além disso, causou a morte de 100% dos vermes adultos após 24 h de incubação. 

Já na concentração de 50 μM, observa-se apenas leve redução da atividade motora 

em 30% dos vermes após 24 h de incubação com espilantol. E nesta mesma 

concentração, observa-se que 30% de vermes são mortos após 48 h de incubação, 

aumentando essa taxa para 60% após 72 h de incubação (Tabela 25). 

Em relação às atividades biológicas de A. oleracea e seus metabólitos frente 

a outros parasitos, Spelman e colaboradores (2011) observaram que o espilantol, 

obtido desta planta, apresentou IC50 de 16,5 μg/mL frente ao P. falciparum (linhagem 

PFB) e IC50 de 5,8 μg/mL para a cepa K1 (falciparum resistente à cloroquina). Além 

disso, em concentrações relativamente baixas, o espilantol (5 mg/kg) e o extrato 

aquoso de A. oleracea (50 mg/kg) reduziram a parasitemia em 59% e 53% em 

camundongos infectados com P. yoelii (SPELMAN et al., 2011).  

Em outro estudo, alquilamidas isoladas de A. oleracea também apresentaram 

atividade frente às cepas de P. falciparum. Dentre as substâncias testadas o 
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espilantol foi o mais potente, o qual apresentou IC50 de 26,43 μg/mL (MBEUNKUI et 

al., 2011). 

Apesar do mecanismo de ação para a atividade antiparasitária ainda não ter 

sido esclarecido, estes autores sugerem que esta atividade, observada nos extratos 

de Acmella, pode ser devido ao efeito sinérgico das alquilamidas presentes. Além 

disso, a atividade imunológica de algumas alquilamidas estruturalmente 

semelhantes ao espilantol na modulação de citocinas, poderiam estar contribuindo 

para a redução da parasitemia (MBEUNKUI et al., 2011; SPELMAN et al., 2011). 

 
Tabela 25 - Atividade esquistossomicida in vitro do extrato de A. oleracea (Ao-Fl) sobre os vermes 
adultos de S. mansoni. 

 

Grupos 

Tempo de 

incubação 

(h) 

Mortalidade 

(%)
a
 

Redução da atividade motora 

(%)
a
 

Leve Significativa 

M F M F M F 

Controle
 b
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

DMSO 0,5%
c
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

PZQ 24 100 100 0 0 100 100 

2 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

Ao-Fl
 d
 24 0 0 100 100 0 0 

200 µg/mL 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

100 µg/mL 24 0 0 100 100 0 0 

 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

50 µg/mL 24 0 0 0 0 100 100 

 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

25 µg/mL 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

Espilantol 24 100 100 0 0 100 100 

100 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

50 µM 24 0 0 30 30 0 0 

 48 30 30 0 0 30 30 

 72 60 60 0 0 60 100 
a
 Porcentagem em relação a 20 vermes. 

b
 Meio RPMI. 

c
 DMSO em meio RPMI. 

d
 Extrato bruto 

clorofórmico das flores de A. oleracea. 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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6.5.4 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pelo 

espilantol 

 

Tendo em vista que o espilantol se apresentou como um ligante da apirase de 

batata no ensaio de UF, e também apresentou atividade esquistossomicida in vitro 

frente à vermes adultos de S. mansoni, investigou-se a atividade inibitória in vitro 

dessa substância frente à apirase de batata. 

Como pode-se observar na Figura 71, o espilantol foi capaz de diminuir a 

atividade enzimática da apirase de batata em todas as concentrações testadas (25 a 

100 M). Na menor concentração testada de espilantol (25 M) a inibição da enzima 

foi em média 77,29%. Enquanto que nas maiores concentrações a inibição foi em 

média de 84,43 e 85,3%.  

Na literatura há relatos da inibição de outra enzima pelo espilantol. No estudo 

conduzido por Barbosa e colaboradores (2016) avaliou-se o efeito do extrato de A. 

oleracea na enzima tirosinase. Neste caso a fração diclorometânica de A. oleracea 

(contendo aproximadamente 100% de espilantol) inibiu significativamente a atividade 

enzimática da tirosinase, com IC50 = 0,50mM (BARBOSA et al., 2016). 

Para complementar essa proposta, estudos de modelagem computacional 

também foram realizados com a finalidade de verificar a capacidade de ligação do 

espilantol na apirase de batata e também em outras enzimas. 

 

Figura 71 - Inibição da atividade enzimática da apirase de S. tuberosum pelo espilantol. 
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*** Diferença significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,0001). 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 



184 
 

 
 

6.5.5 Estudos de docking molecular 

 

Nos estudos de docking molecular do presente trabalho utilizou-se o software 

AutoDock Vina 1.1.2 (Maio 11, 2011) levando em consideração para análise o valor 

de afinidade (Kcal/mol) e as interações moleculares entre os compostos submetidos 

e os resíduos flexíveis da proteína, conforme mostrado na Tabela 26. Nesta tabela, 

estão descritos os resultados do espilantol submetido ao docking molecular com a 

proteína SmATPDase1, SmATPDase2, ambas de S. mansoni e apirase da batata. 

Como pode-se observar na Tabela 26, o espilantol apresentou valores 

negativos de energia (afinidade) com todas as proteínas avaliadas, sugerindo que as 

interações (ponte de hidrogênio e dipolo-induzido) entre o sítio ativo e o composto 

podem ocorrer de forma espontânea. Além disso, o espilantol apresentou interações 

envolvendo os resíduos GLU201 e THR82, considerados importantes para que 

ocorra a inibição da enzima. 

As concentrações estimadas de espilantol para inibição das enzimas são de 

66,35 M para SmATPDase 1, 92,99 M para SmATPDase 2 e 130,33 M para 

apirase. 

Nas análises in silico da toxicidade, o espilantol apresentou boa 

disponibilidade oral e um perfil de baixo risco de citotoxicidade, pois não demonstrou 

violação a nenhum dos paramêtros de RO5. Além disso, o espilantol apresentou 

nrotb igual a 7 e TPSA igual a 29,10, os quais estão de acordo com os valores 

esperados para que o composto seja seguro e apresente boa disponibilidade oral 

quanto ao seu uso terapêutico (Tabela 27) (BORGES, 2018; VEBER et al., 2002). 

O perfil farmacocinético de algumas alquilamidas têm sido investigado por 

diversos autores. Nestes trabalhos, após o uso oral dessa classe de substância, 

verifica-se rápida absorção oral com Cmax variando entre 10 e 40 min e tempo de 

eliminação de 1,5-5,0 h, indicando que as alquilamidas apresentam um boa 

biodisponibilidade oral (GUIOTTO et al., 2008; MATTHIAS et al., 2007; WOELKART, 

BAUER, 2007; WOELKART et al., 2008). Além disso, o espilantol também apresenta 

bom perfil farmacocinético, atingindo a circulação sistêmica após absorção intestinal 

e apresentando também capacidade de permeação da barreira hematoencefálica 

com significativo efluxo da mesma (VERYSER et al., 2016). 
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Apesar dos resultados apresentados nos estudos de docking molecular 

sugerirem uma inibição enzimática em concentrações acima de 66 M, verificamos 

no ensaio de inibição enzimática in vitro da apirase que o espilantol foi capaz de 

inibí-la em concentrações inferiores (25 M). 
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Tabela 26 - Resultados dos estudos de docking molecular do espilantol com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase. 

Receptor AutoDock Vina 

(Kcal/mol) 

Ki calculado 

(M) 

Interações (AutoDock Vina) 

SmATPDase 1 -5,7 66,35 GLU201, THR82 

SmATPDase 2 -5,5 92,99 - 

Apirase -5,3 130,33 THR30, GLU145, SER29, ARG33 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

Tabela 27 - Resultados de predição de toxicidade do espilantol, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (MI). 

Amostra Doador de ligação 

de hidrogênio 

Aceptor de ligação 

de hidrogênio 

nrotb Massa molar 

(g/mol) 

LogP TPSA 

MI/SA MI/SA MI/SA MI SA MI SA MI SA 

Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62 

Espilantol 1 1 7 221,34 221,34 3,49 3,55 29,10 29,10 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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6.6 CONCLUSÃO 

 

No presente capítulo, o extrato bruto clorofórmico das flores de A. oleracea 

teve algumas das suas alquilamidas identificadas por espectrometria de massas e, o 

espilantol, identificado como ligante da apirase de batata, foi isolado desse extrato 

por cromatografia em coluna clássica.  

O extrato bruto clorofórmico das flores de A. oleracea e o espilantol 

apresentaram atividade esquistossomicida in vitro, corroborando com o potencial 

antiparasitário desta espécie e também das substâncias pertencentes à classe de 

alquilamidas. 

Além disso, o espilantol apresentou expressiva inibição enzimática da 

atividade da apirase de batata e os estudos de docking molecular sugerem que esta 

substância também tem capacidade de inibir outras enzimas, como SmATPase 1 e 

2, ambas de S. mansoni. 

Finalmente, a análise dos dados obtidos permitem sugerir que o espilantol 

pode exercer seu efeito esquistossomicida in vitro através da inibição de enzimas 

essenciais para o parasita, como as ATPdifosfohidrolases. No entanto, estudos 

adicionais devem ser realizados com esta alquilamida, a fim de conhecer os 

mecanismos de ação desta substância sobre os vermes adultos de S. mansoni.  
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7 CARACTERIZAÇÃO POR CLUE-ESI-QTOF-EM DO EXTRATO BRUTO DE 

Centela erecta (APIACEAE) E AVALIAÇÃO DA SUA ATIVIDADE 

ESQUISTOSSOMICIDA FRENTE À VERMES ADULTOS DE S. mansoni 

 

O presente capítulo se destina à caracterização química por CLUE-ESI-

QTOF-EM do extrato bruto de C. erecta, bem como o processo de fracionamento 

cromatográfico para isolamento e identificação estrutural das substâncias ligantes da 

enzima apirase de batata selecionados através da técnica de UF acoplada à CLUE-

EM. Além disso, investigou-se a capacidade de inibição enzimática da apirase de 

batata pelo ligante isolado, o qual também foi submetido aos estudos de docking 

molecular nas SmATPases e apirase. E ainda investigou-se a atividade 

esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. mansoni do extrato bruto e 

in vivo do ligante isolado. 

 

7.1 Centella erecta 

 

A família Apiaceae é composta por plantas normalmente aromáticas e de 

caule oco. É considerada uma das maiores famílias de Angiospermas, incluindo 

aproximadamente 400 gêneros e 4000 espécies. No Brasil, ocorrem 8 gêneros e 

cerca de 100 espécies, sendo cultivadas como condimentares e alimentícias, como 

é o caso da cenoura (Daucus carota L.), o aipo (Anethum graveolens L.), o funcho 

(Foeniculum vulgare Mill.), a erva doce (Pinpinella anisum L.) e a salsa (Petroselium 

crispum Mill. Nylman ex A. W. Hill) (TOMCHINSKY, MING, 2019). 

O gênero de Centella L. compreende mais de 40 espécies (ALGAHTANI et 

al., 2017; RUMALLA et al., 2010). A maioria dessas espécies caracteriza-se por 

plantas perenes de porte herbáceo, que crescem em lugares úmidos e sombreados, 

formando sobre o solo um tapete semelhante a um gramado. São endêmicas da 

África do Sul e várias espécies também são indígenas das regiões tropicais e 

subtropicais da Ásia, África, América do Norte e do Sul (ALGAHTANI et al., 2017). 

Dentre as espécies desse gênero destaca-se a Centella asiatica (L.) Urb.e a 

C. erecta (L.f.) Fern. 

C. asiatica é a espécie mais conhecida deste gênero e tem sido amplamente 

cultivada na China, Ásia, Índia, Sri Lanka e África. É muito utilizada na medicina 

ayurvérdica para tratamento de problemas de memória e doenças de pele, como 
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cicatrização de feridas, queimaduras, hanseníase, lúpus (RUMALLA et al., 2010). As 

principais atividades biológicas de C. asiatica têm sido atribuídas ao seu conteúdo 

de saponinas triterpênicas e suas agliconas, especialmente ao asiaticosídeo, 

madecasosídeo, ácido asiático e ácido madecásico. Compostos fenólicos e 

flavonoides encontrados nesta planta também têm demostrado potencial antitumoral, 

anti-inflamatório, efeito neuroprotetor e relacionados ao estresse oxidativo (BYLKA 

et al., 2014; ORHAN, 2012).  

C. erecta (Figura 72), outra espécie desse gênero, é geralmente encontrada 

na América do Sul e em regiões do Leste e Sul da América do Norte. Segundo o 

Departamento de Recursos Naturais de Maryland a espécie C. erecta está 

ameaçada de extinção no estado de Maryland (HOGAN, BELTON, 2016).  

 

Figura 72 - Centella erecta (L.f.) Fern. 

 

Fonte: Adapatado de ALGAHTANI et al. (2017). 

 

Em contraste com C. asiatica, que tem sido amplamente estudada, os 

constituintes químicos de C. erecta ainda são pouco investigados. Além disso, esta 

espécie é facilmente confundida com a C. asiatica (RUMALLA et al., 2010). 

Dentre os poucos estudos que há na literatura, Rumalla e colaboradores 

(2010) relataram o isolamento de 19 compostos das folhas de C. erecta, além de 

elucidarem um novo glicosídeo triterpênico nesta espécie. 

Outros trabalhos têm identificado as saponinas triterpênicas (asiaticosídeo e 

madecasosídeo) e suas agliconas (ácido asiático e ácido madecásico) tanto em C. 

asiatica quanto em C. erecta (RAFAMANTANANA et al., 2009; RUMALLA et al., 

2010). Mais recentemente, essas substâncias foram quantificadas nestas duas 

espécies, e verificou-se que nas amostras de C. erecta havia um menor conteúdo de 
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saponinas totais e sapogeninas em comparação com a C. asiatica (ALGAHTANI et 

al., 2017). 

 

7.2 SAPONINAS TRITERPÊNICAS E O ASIATICOSÍDEO 

 

As saponinas são frequentemente subdivididas em duas classes principais, 

triterpênicas e esteroidais, ambas derivadas do precursor óxido de esqualeno, com 

30 átomos de carbono (C30). A diferença entre estas duas classes é que as 

saponinas esteroidais possuem o núcleo aglicônico esteroidal com 3 grupos metila a 

menos (C27), enquanto as saponinas triterpênicas se mantêm com 30 átomos de 

carbono (CAVALCANTI, 2015). 

 As saponinas possuem uma parte com característica lipofílica (triterpeno ou 

esteroide) e outra hidrofílica (açúcares). Esse tipo de estrutura determina a 

propriedade de redução da tensão superficial da água, sua ação detergente e 

emulsificante. Em solução aquosa, forma espuma persistente e abundante 

(CAVALCANTE, 2015). 

As saponinas esteroidais são encontradas nas famílias Liliaceae, 

Dioscoreaceae e Agavaceae. Já as saponinas triterpênicas são mais abundantes na 

natureza e encontram-se mais difundidas nas famílias Primulaceae, Sapotaceae, 

Caryophyllaceae e Apiaceae (PODOLAK et al., 2010). 

Na C. erecta (Apiaceae) verifica-se a presença de algumas saponinas 

triterpênicas ativas, como o asiaticosídeo, o madecasosídeo, e suas agliconas como 

o ácido asiático e o ácido madecásico (RUMALLA et al., 2010) (Figura 73).  

 

Figura 73 - Algumas saponinas triterpênicas e suas agliconas identificadas em C. erecta. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Essas e outras saponinas encontradas nas espécies de Centella são 

utilizadas principalmente para a cicatrização de feridas e tratamento da insuficiência 

venosa. Elas também são usadas pela indústria cosmética em cremes anti-

envelhecimento e antioxidantes (AZERAD, 2016). 

Dentre as moléculas ativas presentes em extratos de Centella, destaca-se o 

asiaticosídeo, o qual é um éster do ácido asiático com duas moléculas de glicose e 

uma molécula de ramnose, e foi isolado pela primeira vez por Bontems (1941), tendo 

sua elucidação estrutural por RMN e espectrometria de massas realizada por Luo e 

Chin (1981). 

Em relação às atividades biológicas do asiaticosídeo, há relatos na literatura 

demonstrando a ação desta substância na cicatrização de úlcera gástrica (CHENG 

et al., 2004), no tratamento da hanseníase e de certos tipos de tuberculose (NABI et 

al., 2019). Além disso, essa substância é capaz de inibir a atividade proliferativa de 

queloides e cicatrizes hipertróficas, regulando a proliferação de fibroblastos e a 

síntese de colágeno (LEE et al., 2012; LU et al., 2004). E ainda, sendo usado no 

combate à lipodistrofia ginoide, por exercer atividade anti-inflamatória e de regulação 

da microcirculação (BYLKA et al., 2013), justificando a sua utilização em produtos 

cosméticos. 

O asiaticosídeo também tem sido avaliado quanto a sua atividade 

antileishmanial in vitro e in vivo. Estudo realizado demonstra que o asiaticosídeo foi 

capaz de inibir efetivamente a replicação in vitro do parasito (L. donovani) dentro dos 

macrófagos, sendo essa inibição concentração e tempo dependentes, atingindo 98% 

de inibição com 25 mg/L de asiaticosídeo após 36 h de tratamento. Verificou-se 

ainda que o asiaticosídeo demonstrou atividade leishmanicida contra as formas 

amastigotas intracelulares através indução da produção de TNF- via óxido nítrico 

(BHAUMIK et al., 2012). 

Além disso, a atividade antileishmanial in vivo do asiaticosídeo (1 a 10 

mg/kg/dia) também foi investigada em camundongos infectados com L. donovani. 

Como resultado, o tratamento com asiaticosídeo (5 mg/kg/dia) resultou na quase 

completa eliminação da carga parasitária do fígado e do baço dos animais 

infectados (BHAUMIK et al., 2012). Os autores sugerem que o mecanismo de ação 

do asiaticosídeo se relaciona com uma troca de resposta Th2 para Th1 
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acompanhada da indução de TNF- via óxido nítrico, sendo todos esses elementos 

importantes para uma efetiva atividade antileishmanial (BHAUMIK et al., 2012). 

Apesar das diversas atividades biológicas das espécies de Centella, bem 

como as saponinas, especialmente o asiaticosídeo, não há relatos na literatura 

investigando o potencial esquistossomicida desses extratos e da saponina pura. 
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7.3 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral do trabalho descrito no presente capítulo foi a caracterização 

química dos constituintes de C. erecta, bem como o isolamento dos metabólitos e a 

avaliação da atividade esquistossomicida in vitro do extrato e substância isolada 

frente à vermes adultos de S. mansoni. 

 

 Para esses propósitos, os objetivos específicos foram: 

 Caracterizar quimicamente o extrato bruto etanólico das partes aéreas de C. 

erecta por meio de CLUE-ESI-QTOF-EM; 

 Realizar o isolamento, purificação e identificação do asiaticosídeo, o qual foi 

anteriormente identificado como ligante da apirase de batata; 

 Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto e do 

asiaticosídeo frente à vermes adultos de S. mansoni; 

 Avaliar a atividade enzimática da apirase de batata frente ao asiaticosídeo; 

 Realizar estudos de docking molecular do asiaticosídeo frente à apirase de 

batata e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. 

 Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo do asiaticosídeo frente ao S. 

mansoni. 
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7.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratórios: NIPPAN 

da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora, Departamento de Química da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, NPDN - Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP e no 

Departamento de Ciência da Computação - Programa de Pós-Graduação em 

Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Para execução dos métodos foram utilizados os mesmos equipamentos 

descritos no item 3.6 deste trabalho. 

Os solventes, a CCD, a CLUE e os espectros de RMN estão descritos no item 

5.4 e 5.4.1. deste trabalho. 

Para a realização de cromatografia em coluna foi utilizado como adsorvente 

sephadex LH-20.  

 

7.4.1 Análise por CLUE-ESI-QTOF-EM  

 

As condições cromatográficas e de ESI-EM foram as mesmas citadas no item 

3.6.2. 

A identificação das substâncias presentes no extrato bruto de C. erecta foi 

realizada por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados 

com dados disponíveis na base de dados MassBank of North America 

(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), para identificação das substâncias, além das 

literaturas LONG et al., 2012; ZACARIA et al., 2019. 

 

7.4.2 Fracionamento cromatográfico e isolamento do asiaticosídeo 

 

Com o mesmo objetivo descrito anteriormente para os outros extratos, as 

partes aéreas de C. erecta foram coletadas novamente em janeiro de 2018. A 

exsicata do vegetal foi depositada no Herbário Leopoldo Krieger – CESJ, da UFJF, 

sob número de tombo 65907. 

Este material vegetal passou pelos mesmos processos de secagem e 

trituração descritos no item 3.6.1 deste trabalho e resultou em 580 g de pó, o qual foi 

submetido à maceração em etanol. As soluções etanólicas obtidas foram filtradas e, 
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em seguida, transferidas para balões de fundo redondo e concentradas com auxílio 

de rotaevaporador à temperatura de 40°C. Os extratos obtidos foram transferidos 

para frascos previamente pesados fornecendo 26,5 g de extrato bruto etanólico das 

partes aéreas de C. erecta (Ce). 

O extrato etanólico das partes aéreas de C. erecta foi inicialmente submetido 

às partições líquido-líquido com solventes orgânicos de diferentes polaridades, com 

a finalidade de separação inicial dos constituintes do extrato e obtenção de uma 

fração rica em saponinas, por meio da diferença de solubilidade de cada composto 

nas fases, conforme descrito a seguir. 

Cada 1 g do extrato foi ressuspendido em 10 mL da mistura de metanol-água 

(9:1 v/v). Assim, esta suspensão foi transferida para funil de separação e extraída 

com hexano por processo de partição líquido-líquido. A partição foi realizada até a 

clarificação das soluções hexânicas finais. Após adição de sulfato de sódio anidro 

para eliminação da água, as soluções hexânicas foram filtradas para um balão de 

fundo redondo e concentradas em rotaevaporador, sob pressão reduzida à 40 ºC, 

sendo em seguida transferidas para frasco previamente pesado e denominada 

fração hexânica das partes aéreas de C. erecta (Ce-H) (1,2 g). 

A suspensão hidrometanólica restante foi rotaevaporada até a eliminação do 

metanol e, em seguida, adicionada de água destilada e particionada 3 vezes com 

acetato de etila. Às soluções de acetato de etila obtidas foi adicionado sulfato de 

sódio anidro para eliminação da água e, estas soluções foram filtradas para um 

balão de fundo redondo e concentradas em rotaevaporador sob pressão reduzida à 

40 ºC, sendo em seguida transferidas para frasco previamente pesado e 

denominada fração em acetato de etila das partes aéreas de C. erecta (Ce-A) (5,5 

g). 

A solução aquosa remanescente foi particionada em butanol. Após adição de 

sulfato de sódio anidro e filtração, estas soluções em butanol foram transferidas, 

progressivamente, para um balão de fundo redondo, sendo concentradas em 

rotaevaporador sob pressão reduzida à 40 ºC. Após transferência para frasco 

previamente pesado, foi denominada fração butanólica das partes aéreas de C. 

erecta (Ce-B) (4,2 g). A fração aquosa restante foi descartada.  

O processo de fracionamento por partição líquido-líquido do extrato bruto e as 

massas obtidas estão resumidos na Figura 74. 
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No intuito de isolar o constituinte de interesse, 1,0 g da fração Ce-B foi 

submetida à cromatografia em coluna utilizando uma coluna de vidro de 2 cm de 

diâmetro preenchida com sephadex LH-20, resultado em 35 cm de comprimento da 

fase estacionária. Utilizou-se como fase móvel metanol puro, sendo coletadas 80 

frações de aproximadamente 10 mL, as quais foram reunidas em 7 subfrações de 

acordo com as semelhanças cromatográficas observadas pela CCD. 

A subfração Ce-B40 apresentou um precipitado, o qual foi lavado com 

metanol e o sobrenadante transferido para outro frasco. De acordo com a análise do 

perfil cromatográfico desta subfração, após este procedimento, observou-se que a 

mesma apresentava como uma única mancha na CCD. Assim, esta subfração foi 

avaliada em RMN de 1H e 13C para a determinação da estrutura química. 

 
Figura 74 - Fluxograma geral do procedimento de partição líquido-líquido do extrato bruto etanólico 
das partes aéreas de C. erecta (Ce). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

Ce-H 
1,2 g 
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Este mesmo processo de fracionamento foi aplicado ao restante da fração 

Ce-B, resultando no isolamento de uma massa total de 84 mg da substância, 

posteriormente identificada. O processo de fracionamento do extrato bruto etanólico 

das partes aéreas de C. erecta e isolamento da substância estão resumidos na 

Figura 75. 

 

Figura 75 - Fluxograma do fracionamento da fração butanólica do extrato bruto etanólico das partes 

aéreas de C. erecta (Ce-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

7.4.3 Ensaio esquistossomicida in vitro 

 

Os ensaios in vitro foram efetuados no Núcleo de Enteroparasitos do Instituto 

Adolfo Lutz, sob a colaboração e supervisão do Prof. Dr. Josué de Moraes. Todos os 

ensaios foram submetidos e aprovados pelo CEUA número 031/2017. Os 

procedimentos deste ensaio estão descritos no item 5.4.3 deste trabalho. 

As amostras foram solubilizadas e diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Merck) e meio RPMI 1640 de forma a obter as concentrações de 100, 50 e 25 

μg/mL, para o extrato, 50 μM para a substância isolada, sendo que a concentração 

final de DMSO não foi superior a 0,5 %. O PZQ (2 μM) foi utilizado como controle 

positivo. 
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7.4.4 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pelo 

asiaticosídeo 

 

O ensaio de atividade enzimática foi realizado no NIPPAN, de acordo com 

métodos previamente descritos com modificações (DETONI et al., 2012; MAIA et al., 

2019; TAUSSKY, SHORR, 1953). A descrição do método utilizado está descrito no 

item 5.4.4 deste trabalho. 

As concentrações de asiaticosídeo testadas foram: 100; 50; 25 μM. 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

 

7.4.5 Estudos de docking molecular 

 

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da 

Ciência da Computação da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboração 

e responsabilidade da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt, conforme 

descrito no item 3.6.6 deste trabalho. 

 

7.4.6 Ensaio esquistossomicida in vivo 

 

O ensaio esquistossomicida in vivo foi realizado no Núcleo de Doenças 

Negligenciadas da Universidade de Guarulhos, sob a colaboração e 

responsabilidade do Prof. Dr. Josué de Moraes, utilizando como base metodologias 

previamente publicadas (MORAES et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; SILVA et al., 

2017). Os animais foram liberados através da comissão de ética de uso de animais, 

CEUA número 031/2017. 

A linhagem de S. mansoni e a manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni 

estão descritos nos item 3.6.7.1 deste trabalho.  

O asiaticosídeo foi solubilizado em etanol e diluído em PBS na concentração 

final de 100 mg/mL e os animais foram tratados com asiaticosídeo na dose única de 

400 mg/kg de animal. 
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Para a realização dos tratamentos, os camundongos fêmeas da linhagem 

Swiss, pesando em média 20 g, foram infectados (injeção subcutânea) com 100 

cercárias/animal. Os animais foram divididos em 2 grupos distintos (Tabela 28) 

contendo 5 animais cada. Como controle negativo, foi utilizado um grupo de animais 

não tratados (somente PBS e etanol). O outro grupo de animais foi tratado com 

asiaticosídeo na dose de 400 mg/kg de animal. O início do tratamento ocorreu 49 

dias após a infecção e todos os grupos foram tratados em dose única de 100 L por 

via oral através de gavagem. Duas semanas após o tratamento os animais foram 

eutanasiados.  

 

Tabela 28 - Disposição dos animais nos grupos experimentais e respectivos tratamentos via oral. 

Grupo Tratamento Dose Número de 

doses 

1 Controle - 1 

2 Asiaticosídeo   400,0 mg/kg 1 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Análises do número de vermes adultos de S. mansoni recuperados, contagem 

do número de ovos maduros, imaturos, mortos e contagem de ovos por grama de 

fezes, peso hepático e esplênico foram realizados conforme descritos nos itens 

3.6.7.4; 3.6.7.5 e 3.6.7.6 deste trabalho. 

 

7.4.6.1Análises estatísticas  

 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

Os dados foram expressos em média ± desvio padrão. 
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7.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.5.1 Caracterização química do extrato bruto etanólico das partes aéreas de 

C. erecta por CLUE-ESI-QTOF-EM 

 

A identificação estrutural das substâncias presentes nos extratos de C. erecta 

foi realizada a partir dos dados de espectrometria de massas e comparação com os 

dados encontrados na literatura e em bancos de dados online (LONG et al., 2012; 

MassBank; ZACARIA et al., 2019). Além disso, o asiaticosídeo foi isolado e sua 

estrutura química confirmada através das análises dos espectros de ressonância 

magnética nuclear de 1H e 13C e também pela comparação com a literatura.  

Há relatos na literatura que as saponinas triterpênicas (asiaticosídeo e 

madecassosídeo) e suas agliconas (ácido asiático e ácido madecássico) são os 

constituintes mais abundantes encontrados na C. erecta (GRAY et al., 2018; 

ZACARIA et al., 2019).  

No presente trabalho, os resultados da análise dos dados obtidos em CLUE-

ESI-QTOF-EM sugerem a presença da saponina triterpênica asiaticosídeo e das 

agliconas, ácido asiático e ácido madecássico (Tabela 29 e Figura 76). A Tabela 29 

mostra o tempo de retenção de cada substância identificada, informações de 

fragmentação e, ainda seu íon precursor, obtidos no modo negativo. 

Como descrito anteriormente, a estrutura do asiaticosídeo (Figura 77) foi 

atribuída ao pico de tempo de retenção igual a 4,98 min, no qual observa-se um íon 

m/z 993,4827, correspondente à formação de aducto com o íon cloreto e m/z 

957,5045 [M-H]-, correspondente à massa do asiaticosídeo. Além disso, verificam-se 

como principais fragmentos os íons m/z 487,3400 [M-H-2Glc-Rha]- e 469,1537 [M-H-

2Glc-Rha-H2O] -, os quais estão de acordo com a literatura (LONG et al., 2012; 

ZACARIA et al., 2019). 

As agliconas, ácido madecássico e ácido asiático (Figura 77), foram 

detectadas nos tempos de retenção, 6,87 e 7,52 min, respectivamente. O ácido 

madecássico apresentou íon m/z 503,3387[M-H]-, e o ácido asiático apresentou um 

íon m/z 487,3445[M-H]-, os quais também estão de acordo com a literatura (LONG et 

al., 2012; ZACARIA et al., 2019). 
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Figura 76 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo negativo) do extrato bruto de C. erecta. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Tabela 29 - Dados cromatográficos e do espectro de massas das substâncias identificadas no extrato bruto de C. erecta. 

 
Pico Substâncias identificadas TR (min) m/z    

[M-H] 

Fragmentos principais Literaturaa  

1 Asiaticosídeo 4,98 993,4827 957,5045; 487,3400; 469,1537; 
162,8393; 160,8240; 116,9285 

957; 487; 469; 
367 

2 Ácido Madecásico 6,87 503,3387
. 
 

325,1851; 178,8417; 162,8393; 
160,8420; 116,9285 

503 

3 Ácido Asiático 7,52 487,3445
. 
 

441,2468; 325,1851; 178,8417; 
162,8419; 160,8420; 116,9285 
 

487 

a
 LONG et al., 2012; MassBank.;  ZACARIA et al., 2019 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

 

1 2 3 
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Figura 77 - Estruturas químicas dos compostos identificados no extrato bruto de C. erecta por CLUE-

ESI-QTOF-EM. 

 

 

   Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

7.5.2 Isolamento e identificação estrutural da substância isolada do extrato de 

C. erecta  

 

Como descrito anteriormente, o extrato bruto C. erecta apresentou, no ensaio 

de UF acoplada à EM, alguns ligantes da enzima apirase de batata. Dentre estes, o 

ligante identificado como asiaticosídeo foi isolado do extrato de C. erecta e, em 

seguida, identificado por meio de técnicas espectroscópicas. Para este isolamento, o 

extrato bruto C. erecta foi submetido ao processo de partição líquido-líquido e em 
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seguida ao processo de fracionamento em cromatografia coluna, utilizando 

sephadex LH-20. Como resultado, obteve-se o 84 mg de asiaticosídeo. 

O asiaticosídeo teve sua estrutura química identificada com base na análise 

dos dados de RMN de 1H e 13C e comparação com os dados encontrados na 

literatura.  

A análise do espectro de RMN de 1H (Figura 78) mostrou sinais para dois 

esqueletos glucopiranosila, observados devido à presença de dois dupletos em δ 

5,31 (J = 8,1 Hz, 1H) e em δ 4,39 (J = 7,9 Hz, 1H), referentes aos hidrogênios H1’ e 

H1’’, respectivamente, e sinal referente ao esqueleto raminopiranosila, com um 

dupleto em δ 1,27 (J = 6,2 Hz, 3H), correspondente aos hidrogênios H6’’’. Esses 

dados estão de acordo com a literatura (LEAL, 2006). 

Além disso, outros sinais observados e compatíveis com a literatura para a 

estrutura do asiaticosídeo estão na Tabela 30 (LEAL, 2006). 

Já o espectro de RMN de 13C (Figura 79) da substância Ce-B40 apresentou 

45 sinais de carbono, sendo 7 metílicos,11 metilênicos, 21 metínicos e 3 carbonos 

não hidrogenados. Os 2 outros sinais de carbonos tiveram o mesmo deslocamento 

químico do solvente utilizado na análise. 

Destes, os sinais em δ 178,0 (C28) e δ 139,3 (C13) confirmam a presença do 

carbono do éster carbonílico e do carbono olefínico, respectivamente. As atribuições 

dos demais carbonos podem ser observadas na Tabela 31. 

Deste modo, a análise conjunta dos espectros de RMN de 1H e de 13C, bem 

como a comparação com os dados da literatura (LEAL, 2006), permitem propor a 

estrutura da substância Ce-B40 como sendo a saponina triterpênica conhecida como 

asiaticosídeo. 

Após isolamento do asiaticosídeo e identificação estrutural do mesmo por 

RMN, a análise complementar de espectrometria de massas foi realizada para 

confirmação da sua estrutura.  

Neste caso, o composto isolado foi submetido às mesmas condições de 

análise do extrato bruto, descrito anteriormente. Os resultados obtidos confirmaram 

se tratar do asiaticosídeo, uma vez que esses dados demonstraram a mesma massa 

molecular e perfil de fragmentação condizentes com os dados encontrados na 

literatura para essa substância (dados não mostrados). 
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Figura 78 - Espectro de RMN de 
1
H (D3COD; 500 MHz) para substância Ce-B40. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
Figura 79 - Espectro de RMN de 

13
C (D3COD; 125 MHz) para substância Ce-B40. 

 
Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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Tabela 30 - Dados do espectro de RMN de 
1
H (D3COD; 500 MHz) para substância Ce-B40. 

Asiaticosídeo (Ce-B40) 

Hidrogênio Ce-B40 (a) LEAL, 2006 (b) 
δ (ppm) 

3 3,57 (1H, d, J=9 Hz) 3,57 (1H, d, J=11,3 Hz) 
6 - 4,86 (2H, m) 
12 5,26 (1H, t, J=3,4 Hz) 5,24 (1H, dd, J=3,4 e 3,7 Hz) 
18 2,25 (1H, d, J=10,9 Hz) 2,23 (1H, d, J=11,3 Hz) 
23,24, 25,26 e 27 1,30; 0,71; 1,07; 0,85; 1,14 (s) 1,28; 0,69; 1,05; 0,83; 1,12 (s) 
29 0,92 (3H, d, J=6,5 Hz) 0,89 (3H, d, J=6,2 Hz) 
30 0,99 (3H, s) 0,97 (3H, d, J=6,9 Hz) 
1’ 5,31 (1H, d, J=8,1 Hz) 5,29 (1H, d, J=8,1 Hz) 
1’’ 4,39 (1H, d, J=7,9 Hz) 4,37 (1H, d, J=7,9 Hz) 
6’’’ 1,27 (3H, d, J=6,2 Hz) 1,27 (3H, d, J=6,3 Hz) 
(a) 500 MHz, D3COD; (b) 400 MHz, D3COD 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
Tabela 31 - Dados do espectro de RMN de 

13
C (D3COD; 125 MHz) para substância Ce-B40. 

Asiaticosídeo (Ce-B40) 

Carbono Ce-B40 (a) LEAL, 2006 (b) 
δ (ppm) 

1 48,1 46,5 
2 66,3 68,9 
3 79,5 80,5 
4 44,2 42,7 
5 - 49,2 
6 19,1 18,5 
7 33,6 32,8 
8 40,9 39,7 
9 48,2 47,6 
10 38,9 38,3 
11 24,0 23,3 
12 126,9 125,4 
13 139,3 138,4 
14 43,4 42,3 
15 29,3 28,2 
16 25,2 24,4 
17 - 48,2 
18 54,1 53,0 
19 40,4 39,2 
20 40,2 39,0 
21 31,7 30,8 
22 37,6 36,8 
23 69,7 70,4 
24 13,9 13,0 
25 17,6 17,1 
26 17,8 17,2 
27 24,5 23,9 
28 178,0 178,2 
29 17,9 17,3 
30 21,6 21,3 
Glucose’   
1’ 96,8 95,8 
2’ 73,7 73,7 
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3’ 77,9 77,9 
4’ 70,6 70,6 
5’ 78,2 78,1 
6’ 69,7 69,6 
Glucose’’   
1’’ 104,5 104,5 
2’’ 76,7 76,7 
3’’ 76,9 76,9 
4’’ 72,4 72,3 
5’’ 75,3 75,3 
6’’ 61,9 61,9 
Ramnose   
1’’’ 102,9 102,9 
2’’’  79,5 
3’’’ 72,2 72,2 
4’’’ 73,8 73,8 
5’’’ 71,0 70,9 
6’’’ 18,0 17,9 
(a) 125 MHz, D3COD; (b) 100 MHz, D3COD 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 
7.5.3 Avaliação da atividade esquistossomicida in vitro do extrato de C. erecta 

e do asiaticosídeo frente à vermes adultos de S. mansoni 

 

O extrato de C. erecta e a substância asiaticosídeo foram avaliados quanto a 

atividade esquistossomicida in vitro frente à vermes adultos de S. mansoni. 

Em relação ao extrato de C. erecta, como mostrado na Tabela 32, na maior 

concentração testada (100 μg/mL) observa-se, nas primeiras 24 h de incubação, 

uma diferença de ação desse extrato em vermes machos e fêmeas, sendo que 

somente os vermes machos foram mortos, enquanto as fêmeas tiveram apenas uma 

pequena redução da atividade motora. Já após 48 h de incubação, todos os vermes 

adultos (machos e fêmeas) foram mortos na presença do extrato (100 μg/mL), bem 

como todos os parasitos apresentaram redução significativa do movimento.  

Em concentrações menores (50 e 25 μg/mL) a morte de todos os vermes foi 

observada após 72 h de incubação, sendo observada uma leve redução da atividade 

motora após 24 h, quando incubado com 50 μg/mL do extrato, e após 48 h com 25 

μg/mL do mesmo extrato. 

Considerando a atividade esquistossomicida do extrato bruto das partes 

aéreas de C. erecta, bem como o ensaio de ultrafiltração realizado, no qual o 

asiaticosídeo foi identificado como ligante da enzima apirase, esta substância 
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também foi avaliada frente à vermes adultos de S. mansoni. Porém, o asiaticosídeo, 

na concentração avaliada (50 M) não apresentou atividade esquistossomicida. 

 
Tabela 32 - Atividade esquistossomicida in vitro do extrato de C. erecta (Ce) e do asiaticosídeo sobre 
os vermes adultos de S. mansoni. 

 

Grupos 

Tempo de 

incubação 

(h) 

Mortalidade 

(%)
a
 

Redução da atividade motora 

(%)
a
 

Leve Significativa 

M F M F M F 

Controle
 b
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

DMSO 0,5%
c
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

PZQ 24 100 100 0 0 100 100 

2 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

Ce
 d
 24 100 0 0 100 100 0 

100 µg/mL 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

50 µg/mL 24 0 0 100 100 0 0 

 48 0 0 100 100 0 0 

 72 100 100 0 0 100 100 

25 µg/mL 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 100 100 0 0 

 72 100 100 0 0 100 100 

Asiaticosídeo 24 0 0 0 0 0 0 

50 µM 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 
a
 Porcentagem em relação a 20 vermes. 

b
 Meio RPMI. 

c
 DMSO em meio RPMI. 

d
 Extrato bruto 

etanólico das partes aéreas de C. erecta. 
 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Na literatura há poucos relatos sobre as atividades antiparasitárias de extratos 

de Centella e dentre os existentes, a espécie mais estudada é a C. asiatica. Alguns 

desses trabalhos demonstram a atividade antiparasitária dos extratos de C. asiatica 

frente à P. falciparum e L. donovani (BHAUMIK et al., 2012; CLARKSON et al., 2004; 

COCK, SELESHO, VUUREN, 2019).  

No estudo de CLARKSON e colaboradores (2004), investigou-se a atividade 

antiplasmodial de 134 espécies vegetais e as amostras que apresentaram IC50 

menor que 10 g/mL foram classificadas como extratos promissores. Dentre as 
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amostras avaliadas o extrato hidrometanólico das folhas de C. asiatica apresentaram 

IC50 = 8,3 g/mL (CLARKSON et al., 2004; COCK, SELESHO, VUUREN, 2019). 

Além disso, como descrito anteriormente, o asiaticosídeo apresentou 

atividade antileishmanial frente à L. donovani. Neste estudo, os efeitos do 

asiaticosídeo foram investigados nas formas amastigotas de L. donovani, e esta 

substância apresentou IC50 = 0,109 nM para as cepas de macrófagos peritoneais 

AG83, GE1F8R e IC50 = 0,104 nM para as cepas de macrófagos peritoneais K39 

(BHAUMIK et al., 2012). 

Apesar desses relatos, não há estudos investigando o potencial 

esquistossomicida da espécie de C. erecta e nem do asiaticosídeo. 

 

7.5.4 Ensaio de inibição da atividade enzimática da apirase de batata pelo 

asiaticosídeo 

 

Tendo em vista que o asiaticosídeo se apresentou como um ligante da 

apirase no ensaio de ultrafiltração, investigou-se a atividade inibitória in vitro dessa 

substância frente à apirase de batata. 

Como pode-se observar na Figura 80, ocorreu uma inibição da atividade 

enzimática da apirase de batata em todas as concentrações testadas de 

asiaticosídeo (25, 50 e 100 M), sendo que na menor concentração testada de 

asiaticosídeo (25 M) a inibição da enzima foi em média 33,23%. Enquanto que nas 

maiores concentrações a inibição foi em média de 43,14 e 40,61%. 

Apesar da literatura não descrever a atividade inibitória do asiaticosídeo frente 

à enzima apirase e ATP difosfohidrolases de S. mansoni, estudos têm mostrado que 

o extrato de C. asiatica e o asiaticosídeo inibem outras enzimas. No trabalho de 

Nema e colaboradores (2013), o extrato de C. asiatica e o asiaticosídeo inibiram as 

enzimas hialuronidase (IC50 = 27,00 ± 0,43 e 18,63 ± 0,33 µg/mL) e elastase 

(IC50 = 29,15 ± 0,31 e 19,45 ± 0,25 µg/mL), respectivamente, e também a enzima 

metaloproteínase de matriz (MMP-1). Todas essas enzimas se relacionam com o 

envelhecimento da pele, sendo que a inibição destas pode ser uma terapia eficaz no 

tratamento de rugas e danos celulares (NEMA et al., 2013). 
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Outro estudo relaciona a redução do conteúdo de melanina dentro dos 

melanócitos, ocasionado por extrato de C. asiatica, à ação inibitória da enzima 

tirosinase pelo asiaticosídeo (KWON et al., 2014). 

Por fim, o asiaticosídeo também inibiu a isoformas da enzima fosfolipase A 

(PLA), a qual está relacionada com diversas doenças neurodegenerativas e psicose. 

Neste trabalho, o asiaticosídeo inibiu de maneira dose-dependente a atividade das 

PLA em amostras cerebelares de ratos (SILVA, 2008). 

Para complementar essa proposta, estudos de modelagem computacional 

também foram realizados com a finalidade de verificar a capacidade de ligação do 

asiaticosídeo na apirase e também em outras enzimas. 

 

Figura 80 - Inibição da atividade enzimática da apirase de S. tuberosum pelo asiaticosídeo. 
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*** Diferença significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,0001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

7.5.5 Estudos de docking molecular 

 

Conforme mostrado na Tabela 33, o asiaticosídeo se liga aos sítios ativos de 

todas as enzimas avaliadas, SmATPDase1, SmATPDase2 e apirase, com valores 

negativos de energia (afinidade), sugerindo que estas ligações ocorrem de maneira 

espontânea. Além disso, o asiaticosídeo apresentou interações envolvendo os 

resíduos GLU201, SER81 e THR82, considerados importantes para que ocorra a 

inibição da enzima. 
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As concentrações estimadas de asiaticosídeo para inibição das enzimas são 

de 0,05 M para SmATPDase 1 e apirase, e 0,005 M para SmATPDase 2. 

Nas análises in silico da toxicidade, o asiaticosídeo ultrapassou o número de 

violações permitidas pela regra dos 5 de Lipinski, com violações nos parâmetros de 

TPSA, número de aceptores/receptores de ligação de hidrogênio e massa molecular, 

demonstrando problemas quanto a biodisponibilidade do fármaco no organismo e 

sua citotoxicidade oral (Tabela 34). 

Segundo o Verber e colaboradores (2002), quanto maior o nrotb presentes na 

estrutura química de uma substância, maior será sua flexibilidade e, portanto, maior 

será sua interação com o sítio ativo da enzima avaliada. No caso do asiaticosídeo, o 

nrotb apresentado é igual a 10, demonstrando uma grande interação com as 

enzimas. 

Apesar dos resultados apresentados nos estudos in silico da toxicidade 

sugerirem que o asiaticosídeo apresenta citotoxicidade oral e baixa 

biodisponibilidade, os resultados obtidos no docking molecular sugerem que esta 

substância apresenta um alto potencial de inibição, uma vez que a inibição 

enzimática ocorreria em concentrações bem baixas, a partir de 0,05 M, com fortes 

interações entre o sítio ativo das enzimas e a substância, especialmente com os 

resíduos importantes para tal inibição. 

De acordo com os usos tradicionais, extratos de Centella são utilizados para 

diversas atividades terapêuticas com toxicidade mínima (JAMIL et al., 2007). Além 

disso, alguns trabalhos têm sido realizados investigando o perfil farmacocinético de 

algumas dessas preparações (ANUKUNWITHAYA et al., 2017; HENGJUMRUT et 

al., 2018; KHEMAWOOT et al., 2018).  

No estudo, recentemente publicado, Khemawoot e colaboradores (2018) 

avaliaram o perfil farmacocinético de um extrato de C. asiatica padronizado em 

comparação com uma mistura de asiaticosídeo e madecasosídeo. Como resultado 

observou-se que todos os animais apresentaram boa tolerabilidade após 

administração via oral e intravenosa das amostras. Além disso, não foram 

observadas alterações significativas na aparência física ou nos marcadores de rim e 

fígado, indicando um bom perfil de segurança tanto do extrato quanto da mistura de 

asiaticosídeo e madecasosídeo (KHEMAWOOT et al., 2018). 
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Dessa forma, considerando os trabalhos já publicados, os quais demonstram 

que o asiaticosídeo apresenta boa biodisponibilidade oral e baixa toxicidade, e os 

resultados apresentados no presente trabalho, os quais sugerem uma possível 

inibição enzimática das ATPs difosfohidrolases de S. mansoni, nós investigamos a 

atividade esquistossomicida in vivo do asiaticosídeo.  

O asiaticosídeo também foi escolhido para essa investigação, ao invés das 

outras substâncias apresentadas como potenciais neste trabalho, como arborinina e 

espilantol, em virtude da sua maior obtenção em quantidade de massa, a qual seria 

necessária para o ensaio esquistossomicida in vivo. 
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Tabela 33 - Resultados dos estudos de docking molecular do asiaticosídeo com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase. 

Receptor AutoDock Vina 

(Kcal/mol) 

Ki calculado 

(M) 

Interações (AutoDock Vina) 

SmATPDase 1 -10,0 0,05 TYR397, LYS279, GLU201, THR82, SER81 

SmATPDase 2 -11,3 0,005 GLU164, THR48 

Apirase -9,9 0,05 GLU145, THR30 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

Tabela 34 - Resultados de predição de toxicidade do asiaticosídeo, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (MI). 

Amostra Doador de ligação 

de hidrogênio 

Aceptor de ligação 

de hidrogênio 

nrotb Massa molar 

(g/mol) 

LogP TPSA 

MI/SA MI/SA MI/SA MI SA MI SA MI SA 

Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62 

Asiaticosídeo 12 19 10 959,12 959,12 0,37 2,50 315,21 315,21 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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7.5.6 Ensaio esquistossomicida in vivo 

 

Os grupos experimentais formados nesse trabalho, assim como a dose e o 

esquema de tratamento utilizados nesse trabalho foram elaborados com base em 

trabalhos recentemente publicados pelo nosso grupo de pesquisa (PEREIRA et al., 

2018). 

 

7.5.6.1Recuperação de vermes 

 

Neste estudo, observou-se que o total de vermes recuperados no sistema 

porta-hepático foi alterado no grupo tratado com asiaticosídeo em comparação com 

o grupo não tratado. A análise dos resultados mostrou diferença significativa na 

recuperação de vermes acasalados e no total de vermes recuperados (p˂0,0001). 

Observa-se que no grupo não tratado o número de vermes acasalados (machos + 

fêmeas) foi de 31,6 ± 4,18, enquanto no grupo tratado com asiaticosídeo este 

número foi de 10,2 ± 2,93 (Figura 81, Tabela 35). Em relação à recuperação total de 

vermes, o grupo sem tratamento apresentou número total de vermes de 37,6 ± 5,75, 

enquanto o número total de vermes recuperados dos animais que receberam o 

tratamento com asiaticosídeo (400 mg/kg) foi de 13,0 ± 2,83 (Tabela 35), tendo este 

grupo uma redução de 65,43% da carga total de vermes (Figura 81, Tabela 35).  

Portanto, pode-se observar na Tabela 35 que a maioria dos vermes 

recuperados estavam acasalados, e apesar de não haver significância estatística na 

recuperação de vermes machos e fêmeas separadamente entre o grupo tratado e 

não tratado, verifica-se o efeito do asiaticosídeo na separação dos vermes, 

evidenciada na diminuição da recuperação dos vermes machos (1,4 ± 0,8) e 

aumento do número de vermes fêmeas (1,4 ± 1,5) comparado com o controle 

negativo (5,8 ± 3,31; 0,2 ±0,4, respectivamente). Esses dados foram semelhantes 

aos obtidos com o tratamento com cardamonina (resultados apresentados no item 

3.7.5.1 deste trabalho). 

Em comparação com os próprios resultados obtidos neste mesmo trabalho 

em relação aos estudos esquistossomicidas in vivo, observa-se que o asiaticosídeo 

apresentou uma maior redução no número total de vermes, sendo a redução de 

65,43%, enquanto outra substância avaliada, a cardamonina, reduziu 46,81%. 
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Dessa forma, nossos resultados indicam uma boa atividade esquistossomicida para 

o asiaticosídeo. 

 

Figura 81 - Recuperação de vermes após tratamento com asiaticosídeo por via oral. 
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*** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Tabela 35 - Efeitos do tratamento por via oral com asiaticosídeo na recuperação dos parasitos dos 
animais infectados com S. mansoni. 

 
 Sem 

tratamento 

Asiaticosídeo 

(400 mg/kg) 

Média de vermes machos ± desvio padrão 5,8 ± 3,31 1,4 ± 0,8 

Média de vermes fêmeas ± desvio padrão 0,2 ±0,4 1,4 ± 1,5 

Média de vermes machos e fêmeas ± desvio padrão 31,6 ± 4,18 10,2 ± 2,93 

Média de vermes ± desvio padrão 37,6 ± 5,75 13,0 ± 2,83 

% de redução de vermes - 65,43 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Existem poucos relatos na literatura em relação à atividade esquistossomicida 

in vitro e in vivo de saponinas. Porém pode-se citar o trabalho de Melek e 

colaboradores (2012), no qual o fracionamento bioguiado de extratos obtidos de 
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organismos marinhos, Actinopyga echinites e Holothuria polii, levou ao isolamento 

de duas saponinas que apresentaram altos níveis de atividade esquistossomicida in 

vitro (MELEK et al., 2012). Além disso, em um estudo zoofarmacológico em 

chimpanzés, saponinas esteroidais e suas agliconas, isoladas de Vernonia 

amygdalina (Asteraceae) foram avaliadas quanto a sua atividade in vitro e in vivo 

contra S. japonicum (JISAKA et al., 1992). 

Nossos resultados demonstram que o tratamento com asiaticosídeo reduziu a 

recuperação do número de vermes machos, sugerindo que os machos de S. 

mansoni foram mais sensíveis a este tratamento em comparação com as fêmeas. E 

também apresentou uma redução significativa na recuperação dos vermes 

acasalados. 

Como descrito anteriormente, o tegumento é a interface entre o meio e o 

parasito, e desempenha funções vitais para o verme, como a absorção de 

nutrientes, excreção, proteção contra o sistema imunológico do hospedeiro. Como a 

fêmea se aloja no canal ginecofórico do macho, o tegumento do macho é a parte 

que está exposta e em contato com o meio. Além disso, no tegumento, 

principalmente do macho, encontra-se algumas proteínas, como as ATP 

difosfohidrolases, as quais são importantes para a sobrevivência desses vermes 

dentro do hospedeiro (DA’DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; FARIA-PINTO et al., 

2004).  

Dessa maneira, tal estrutura é considerada importante alvo farmacológico 

para novas drogas esquistossomicidas (BERTÃO et al., 2012; SILVA et al., 2017). E 

com base nos resultados apresentados neste trabalho, em que o asiaticosídeo inibe 

a apirase, a qual apresenta similaridade com as ATPases de S. mansoni, e possui 

potencial inibitório das SmATPase 1 e 2, nos estudos de docking molecular, pode-se 

sugerir que a atividade esquistossmicida in vivo pode estar relacionada à inibição 

destas enzimas pela substância avaliada. 

 

7.5.6.2Análise de oograma 

 

Além da quantificação de vermes recuperados, o presente trabalho também 

levou em consideração alguns critérios sugeridos por Pellegrino e Katz (1968), como 

o número de ovos retidos no tecido intestinal (oograma) e o volume médio do fígado 
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e baço. Segundo esses autores, tais critérios são fundamentais para avaliação da 

atividade esquistossomicida de um novo fármaco. 

Em relação ao oograma, autores descrevem que este parâmetro é um dos 

quais pode-se utilizar para demonstrar a eficácia de uma droga esquistossomicida, 

ou para sugerir o surgimento de um novo fármaco esquistossomicida (DE MORAES, 

et al., 2014; PEREIRA et al., 2018). Pois a oviposição está diretamente relacionada 

com o acasalamento dos parasitos ou com a incapacidade da fêmea em realizá-la. 

Além disso, as principais lesões causadas pelo S. mansoni ao organismo parasitado 

são decorrentes da presença dos ovos nos tecidos do hospedeiro, desencadeando 

reações inflamatórias e a formação dos granulomas (GRYSEELS et al., 2006; 

KLAVER et al., 2015). 

Dessa forma, no presente trabalho, uma análise quantitativa dos ovos foi 

realizada (Figuras 82), levando-se em consideração o número de OPG de fezes e 

presença de ovos maduros, imaturos e mortos.  

Observa-se, na Figura 82b e Tabela 36, que o asiaticosídeo foi capaz de 

reduzir em 67,86% o número de OPG de fezes. Além disso, foram observadas 

alterações no oograma dos animais tratados, havendo uma diminuição no número 

de ovos maduros e imaturos (Figura 82a, Tabela 36).  

Em relação aos ovos maduros, o asiaticosídeo causou redução significativa 

em comparação com o controle negativo (p˂0,001). Além disso, o número de ovos 

imaturos apresentou 71,53% de redução significativa quando comparado com o 

controle negativo (p˂0,001) (Figura 82a, Tabela 36). Resultados semelhantes foram 

encontrados no trabalho de Pereira e colaboradores (2018), no qual uma aurona 

diminuiu em 87,7% o número de ovos imaturos e reduziu significativamente o 

número de ovos maduros.  

Considerando o paramêtro de ovos imaturos como de grande interesse, pois 

a redução desses significa que não houve oviposição recente por parte dos 

parasitos (DE MORAES, 2011), e os achados sobre a produção de ovos no presente 

trabalho, é possível que a diminuição na carga de ovos tenha sido uma 

conseqüência da redução da carga de vermes. Além disso, a redução da oviposição 

e a alteração no padrão do oograma também podem ser devido a um possível efeito 

do asiaticosídeo no sistema reprodutivo dos parasitos fêmeas. Portanto, essa 

hipótese deve ser avaliada posteriormente, considerando principalmente possíveis 

danos nos ovários dos parasitos fêmeas e nas glândulas vitelinas. 
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Figura 82 - Efeitos nos estágios de desenvolvimento dos ovos (a) e na quantidade de ovos por grama 

de fezes (b) após tratamento com asiaticosídeo por via oral. 
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** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,001). 

*** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001). 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Tabela 36 - Efeitos do tratamento por via oral com asiaticosídeo na oviposição dos animais infectados 

com S. mansoni. 

Grupo Tratamento % de redução 
Ovos Imaturos 

% de redução 
OPG 

Asiaticosídeo 400 mg/Kg 71,53 67,87 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 

(a) 

(b) 
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7.5.6.3Análise do peso médio dos fígados e baços dos animais após tratamento 

 

No presente trabalho, após eutanásia, os fígados e baços dos animais 

tratados e não tratados foram retirados e pesados imediatamente. A média dos 

pesos foi então avaliada com o intuito de investigar o potencial de redução deste 

quadro pelo asiaticosídeo. Como demonstrado na Figura 83, não se observa uma 

redução estatisticamente significativa nas massas desses órgãos entre o grupo 

tratado e o controle negativo.  

 

Figura 83 - Efeito do tratamento por via oral com asiaticosídeo sobre o peso relativo de fígados e 

baços dos animais com esquistossomose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os pontos e triângulos representam os dados de animais individuais, barras na horizontal 

representam a média de cada grupo. 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Diante do exposto, os resultados aqui apresentados demonstraram eficácia 

no tratamento realizado com asiaticosídeo, na concentração de 400 mg/kg, 

reduzindo consideravelmente a carga parasitária dos grupos tratados conforme 

mostrado na Figura 81, além de evidenciar uma maior susceptibilidade dos vermes 

machos de S. mansoni e diminuir consideravelmente o número de ovos maduros e 

imaturos. 
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Destaca-se ainda que não há relatos na literatura investigando a atividade 

esquistossomicida do asiaticosídeo, apenas demonstrando sua atividade 

antiparasitária frente a espécies de Leishmania (BHAUMIK et al., 2012). 

No trabalho de Bhaumik e colaboradores (2012), o asiaticosídeo apresentou 

atividade antileishmanial in vitro e in vivo. Nos estudos in vivo, o asiaticosídeo foi 

administrado oralmente, nas concentrações de 1 a 10 mg/kg/dia, em camundongos 

infectados com L. donovani, apresentando expressiva redução da carga parasitária 

do fígado e do baço dos animais infectados (tratados com 5 mg/kg/dia de 

asiaticosídeo) (BHAUMIK et al., 2012). Esses autores sugerem que o mecanismo de 

ação do asiaticosídeo se relaciona com seus efeitos imunomodulatórios. Ainda, 

segundo esses autores, a presença da ramnose como açúcar terminal na estrutura 

do asiaticosídeo é capaz de ativar macrófagos, levando à indução de TNF-, 

citocina importante para o controle da infeção com L. donovani (BHAUMIK et al., 

2012).  

Assim, considerando a atividade antiparasitária frente à L. donovani e a 

inibição de várias enzimas, como hialuronidase, elastase, MMP-1 e tirosinase, pelo 

asiaticosídeo, esperava-se que essa substância apresentasse atividade 

esquistossomicida e inibição enzimática de enzimas importantes para o 

Schistosoma. De fato, a atividade esquistossomicida in vivo foi evidenciada para o 

asiaticosídeo, e também sugerimos, pelos estudos de docking molecular, que o 

mesmo pode inibir as SmATPAses de Schistosoma, sendo que a atividade 

esquistossomicida possa ocorrer também por meio da inibição enzimática das ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni. 
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7.6 CONCLUSÃO 

 

No presente capítulo, o extrato bruto etanólico das partes aéreas de C. erecta 

foi submetido a processos cromatográficos resultando no isolamento do 

asiaticosídeo, identificado como ligante da apirase.  

O extrato bruto de Centella apresentou atividade esquistossomicida in vitro 

frente à vermes adultos de S. mansoni, porém o mesmo não foi observado para o 

asiaticosídeo.  

Em relação à atividade enzimática do asiaticosídeo, este apresentou inibição 

enzimática da atividade da apirase e os estudos de docking molecular sugerem que 

esta substância também possua capacidade de inibir outras enzimas, como 

SmATPase 1 e 2, ambas de S. mansoni. Dessa forma, investigou-se sua atividade 

esquistossomicida in vivo, sendo o primeiro relato da investigação dessa atividade 

para o asiaticosídeo. 

O asiaticosídeo, no ensaio esquistossomicida in vivo, demonstrou ser capaz 

de reduzir o número de vermes recuperados e reduzir o número de ovos e o OPG 

nos animais tratados. A análise dos resultados apresentados neste capítulo sugere 

que o asiaticosídeo possa exercer seu efeito esquistossomicida in vivo por meio da 

inibição das ATP difosfohidrolases. No entanto, estudos adicionais devem ser 

realizados com esta saponina, a fim de conhecer melhor os mecanismos de ação 

desta substância sobre os vermes adultos de S. mansoni.  

Além disso, os resultados obtidos no presente trabalho, aliados aos já 

alcançados pelo nosso grupo de pesquisa, sugerem que a apirase pode ser utilizada 

como molécula alvo em estudos de triagem para encontrar ligantes e possíveis 

inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni, a partir de amostras complexas, 

como os extratos vegetais. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente trabalho visou identificar por da UF acoplada à CLUE-EM ligantes 

enzimáticos da apirase de batata a partir de fontes naturais e também avaliar a 

atividade esquistossomicida in vitro e in vivo de extratos vegetais e substâncias 

isoladas.  

Inicialmente, considerando a importância das ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni e sua homologia com a apirase de batata, investigou-se a possibilidade de 

uma substância com evidenciada atividade inibitória das ATP difosfohidrolases de S. 

mansoni também apresentar inibição enzimática da apirase de batata. Além disso, 

verificou-se a relação desses potenciais inibitórios para tais enzimas com a atividade 

esquistossomicida in vivo. Portanto, a cardamonina, com evidenciada atividade 

enzimática inibitória das ATP difosfohidrolases de S. mansoni e atividade 

esquistossomicida in vitro, foi instrumento de estudo no presente trabalho. Assim, 

neste estudo relata pela primeira vez a atividade esquistossomicida in vivo da 

cardamonina e sua atividade inibitória da apirase de batata. Além disso, sugere que 

a apirase de batata possa ser utilizada em estudos de triagem para a identificação 

de ligantes enzimáticos com potencial de inibição frente às ATP difosfohidrolases de 

S. mansoni. 

Tendo em vista estes resultados iniciais obtidos, utilizou-se, pela primeira vez, 

a técnica de UF acoplada à CLUE-EM para seleção de ligantes enzimáticos de 

apirase de batata a partir de extratos brutos vegetais. Como resultado selecionou-se 

3 extratos promissores (R. graveolens, A. olerarcea, C. erecta) e alguns dos ligantes 

identificados foram isolados, como o espilantol, a arborinina e o asiaticosídeo. A 

atividade enzimática e esquistossomicida in vitro dessas substâncias foram 

investigadas. 

Todas as 3 substâncias apresentaram inibição enzimática da atividade da 

apirase de batata e estudos de docking molecular sugerem que elas também 

possuem capacidade de inibir outras enzimas, como SmATPase 1 e 2, ambas de S. 

mansoni. O espilantol apresentou atividade esqustossomicida in vitro, porém o 

mesmo não foi observado para a arborinina e o asiaticosídeo, os quais não 

demonstraram atividade esquistossomicida in vitro na concentração testada (50M).  
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Adicionalmente, investigou-se, pela primeira vez, a atividade 

esquistossomicida in vivo do asiaticosídeo e sugere-se que essa substância possa 

exercer seu efeito esquistossomicida in vivo por meio da inibição das ATP 

difosfohidrolases. Estudos adicionais devem ser realizados com esta saponina, a fim 

de conhecer melhor seus mecanismos de ação sobre os vermes adultos de S. 

mansoni. A investigação da atividade esquistossomicida in vivo da arborinina e do 

espilantol também devem ser realizadas, já que pode existir uma relação entre o 

efeito esquistossomicida in vivo e a inibição das ATP difosfohidrolases. Além disso, 

torna-se importante a investigação da atividade enzimática inibitória, dessas 

substâncias, frente às ATP difosfohidrolase de S. mansoni, assim como em outros 

apirases com aplicabilidade terapêutica. 

Por fim, o presente trabalho sugere que a apirase de batata possa ser 

utilizada como molécula alvo na seleção de ligantes e possíveis inibidores das ATP 

difosfohidrolases de S. mansoni, possibilitando a identificação de potenciais 

substâncias esquistossomicidas a partir de extratos vegetais. E ainda que essa 

seleção de ligantes enzimáticos possa ser por meio da técnica de UF acoplada à 

CLUE-ESI-QTOF-EM. 

Em relação à produção bibliográfica diretamente relacionada ao trabalho, 

foram publicados, até o momento, um artigo completo em periódico internacional (De 

CARVALHO et al., 2019b), um capítulo de livro (De CARVALHO et al., 2017), um 

artigo de revisão (De CARVALHO et al., 2019a). Além disso, um capítulo de livro (A 

review of recent patents and natural products in clinical trial to treat Schistosomiasis) 

foi submetido e aguardamos parecer dos revisores. 
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