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RESUMO 

 

A esquistossomose é uma doença que afeta cerca de 200 milhões de 

pessoas no mundo e mais de 600 milhões estão expostas ao risco de contraí-la, 

sendo que no Brasil, o Estado de Minas Gerais é um dos mais afetados com esta 

parasitose. Atualmente, o único fármaco disponível para o tratamento desta 

doença é o praziquantel (PZQ). No entanto, este medicamento já está no 

mercado há décadas e tem demonstrado relatos de ineficácia. Neste contexto, 

extratos e metabólitos secundários obtidos de espécie do gênero Artemisia 

(Asteraceae) têm demonstrado expressiva atividade esquistossomicida. Assim, 

o presente trabalho descreve o estudo fitoquímico do extrato diclorometânico das 

folhas de Artemisia absinthium L. (AAF), bem como a avaliação da atividade 

esquistossomicida in vitro dos extratos AAF e das raízes, do óleo essencial e do 

metabólito obtido. O estudo fitoquímico, do AAF, culminou no isolamento e 

identificação de dois metabólitos: uma flavona, artemetina e uma lactona 

sesquiterpênica, hidroxipelenolídeo. No estudo esquistossomicida in vitro foi 

utilizado vermes adultos de S. mansoni da linhagem BH e os parâmetros 

avaliados foram mortalidade, motilidade e alterações tegumentares. Os 

resultados deste estudo demonstraram que o extrato diclorometânico bruto 

(AAF), na concentração de 200 μg/mL, possui expressiva atividade 

esquistossomicida in vitro ao ser capaz de causar a morte de 100% dos parasitos 

após 24 h de incubação. Em relação à atividade esquistossomicida do extrato 

bruto da raiz (200 μg/mL), este foi capaz de provocar a morte de todos os vermes 

após 48 h. O óleo essencial da A. absinthium L. (100 µg/mL) apresentou 

atividade esquistossomicida moderada sendo capaz de causar 60% de 

mortalidade nos parasitos após 48 h de incubação. Dentre as substâncias 

isoladas, a artemetina, foi submetida ao ensaio de atividade esquistossomicida 

e não foi ativa. Estudos adicionais de avaliação esquistossomicida devem ser 

realizados com o extrato bruto e metabólitos de A. absinthium L. com o intuito de 

se identificar as moléculas responsáveis pela atividade esquistossomicida in vitro 

observada pelo extrato AAF. 

 

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Artemisia absinthium L.; 
esquistossomicida, flavona. 



ABSTRACT 
 
 

Schistosomiasis is a disease that affects more than 200 million individuals 

in the world and 600 million people remain under risk of infection. In Brazil, the 

Minas Gerais state is one of the most affected by this disease. Nowadays, the 

only drug available for schistosomiasis treatment is praziquantel (PZQ). 

However, this drug is already on market for decades and has shown 

ineffectiveness. In this context, extract and secondary metabolites of the genus 

Artemisia (Asteraceae) have shown an expressive schistosomicidal activity. 

Thus, the present work describes the phytochemical study of the 

dichloromethane extract of Artemisia absinthium L. leaves (AAF), as well as in 

vitro schistosomicidal evaluation of AAF, crude roots extracts, essential oil and 

metabolite. The phytochemical study of AAF allowed the isolation and 

identification of two metabolites: one flavone, artemetin and one sesquiterpene 

lactone, hydroxypelenolide. In the in vitro schistosomicidal study, was used adult 

worms of the S. mansoni BH strain and the parameters evaluated were mortality, 

motility and alterations tegumental surface. The results showed that AAF, at 200 

μg/mL, presents expressive schistosomicidal activity being able to cause 100% 

of death in parasites after 24 h of incubation. Regarding the schistosomicidal 

activity of the extract crude roots extract (200 μg/mL), was able to kill all the 

parasites after 48 h. The A. absinthium L. essential oil (100 mg / mL) showed 

moderate schistosomicidal activity being able to cause 60% mortality of parasites 

after 48 h of incubation. Among the isolated compounds, artemetin, was 

subjected to the schistosomicidal activity test and was inactive. Additional 

schistosomicidal assays should be carried out with A. absinthium L. crude extract 

and metabolites in order to identify the molecules responsible for 

schistosomicidal in vitro activity observed by AAF. 

 

 

 

Keywords: Schistosoma mansoni; Artemisia absinthium L.; schistosomicidal; 
flavone 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 ESQUISTOSSOMOSE 

 

  A esquistossomose é uma designação coletiva para infecções crônicas 

causadas por vermes digenéticos pertencentes ao gênero Schistosoma, os 

quais possuem como hospedeiros intermediários caramujos de água doce 

(NASCIMENTO et al., 2014; GUIMARÃES et al., 2013). Existem dois tipos 

principais da doença, a esquistossomose intestinal e a urogenital. Os principais 

agentes etiológicos da forma intestinal englobam o Schistosoma mansoni e o 

Schistosoma japonicum sendo as espécies menos comuns, o Schistosoma 

mekongi, o Schistosoma guineensis e o Schistosoma intercalatum. O 

Schistosoma haematobium é o único agente conhecido responsável por causar 

a esquistossomose urogenital (OMS, 2015; USEH, 2013). 

A esquistossomose, também conhecida como bilharziose, é uma das 

mais proeminentes doenças tropicais negligenciadas (DTNs) (GUGLIELMO et 

al., 2014; MIDZI et al., 2014; JENKINS-HOLICK & KAUL, 2013). As DTNs 

constituem um grupo de doenças crônicas causadoras de considerável 

morbidade e mortalidade endêmicas de populações mais pobres (NORMAN et 

al., 2010). Estudos epidemiológicos apontam que a esquistossomose afeta a 

vida de mais de 200 milhões de pessoas e ameaça à saúde de mais de 600 

milhões em todo o mundo, o que leva a um número maior que 200 mil mortes 

por ano (FONSECA et al., 2014; GUGLIELMO et al., 2014; XU et al., 2015; 

OMS, 2015). A figura 1 mostra a distribuição global da esquistossomose no ano 

de 2012. 

 

 

 

 

 

 

 



2 
 

Figura 1: Distribuição global da esquistossomose no ano de 2012 – adaptado pela autora 
(OMS, 2013) 

 

A ocorrência da esquistossomose, bem como a manutenção da 

endemicidade nas áreas atingidas, está diretamente associada a condições 

socioeconômicas precárias. Ou seja, a esquistossomose acomete regiões onde 

a população carece de educação sanitária, o acesso à água potável e ao 

saneamento básico é restrito ou inexistente e os recursos para investimento em 

saúde pública são escassos (MIDZI et al., 2014; UTZINGER et al., 2011; 

NORMAN et al., 2010). 

Nesses países, além da alta taxa de mortalidade, a esquistossomose 

gera inúmeras outras comorbidades, entre elas: comprometimento do 

desenvolvimento cognitivo de jovens e crianças, impactando diretamente o 

desempenho escolar dos mesmos, baixo peso de recém-nascidos de mães 

infectadas e diminuição da produtividade de adultos em idade ativa o que 

contribui para a perpetuação da pobreza, entre outros (COUTO et al., 2014; 

MIDZI et al., 2014; USEH, 2013; OMS, 2010a). 

De acordo com UTZINGER et al. (2011), há uma tendência de 

propagação da esquistossomose para áreas não endêmicas, em face da 

inadequada gestão dos recursos hídricos, uma situação que pode ser ainda 

mais agravada em função das mudanças climáticas. 
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O Brasil representa uma área endêmica de esquistossomose (figura 2), 

sendo a única espécie autóctone o S. mansoni, responsável então por causar a 

esquistossomose mansônica. Estima-se, que aproximadamente 6 milhões de 

brasileiros sejam infectados e que 25 milhões estejam sobre ameaça de 

contrair essa enfermidade (ESPIRITO-SANTO et al., 2014; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014).  

Atualmente, a doença é detectada em todas as regiões do país. Os 

estados das regiões Nordeste e Sudeste são os mais afetados sendo que a 

ocorrência está diretamente ligada à presença dos moluscos transmissores. As 

áreas endêmicas e focais abrangem 19 estados; compreendendo Alagoas, 

Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litorânea), Paraíba, Sergipe, 

Espírito Santo e Minas Gerais (predominantemente no Norte e Nordeste do 

Estado). No Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, Rio de Janeiro, São Paulo, Santa 

Catarina, Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e no Distrito Federal, a 

transmissão é focal, não atingindo grandes áreas (figura 2) (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014).  

 

 
Figura 2: Distribuição da esquistossomose de acordo com a faixa de 

prevalência por município (ESPÍRITO-SANTO, 2013) 
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O S. mansoni pertence ao filo Platyhelminthes e à classe Trematodea.  

Os vermes adultos vivem na corrente sanguínea do hospedeiro humano onde 

podem sobreviver por até 30 anos, com uma média de 3 a 5 anos. Esse fato 

representa uma conquista evolutiva notável que requer mecanismos intrínsecos 

de evasão por parte dos vermes em relação a imunidade inata e adquirida do 

hospedeiro (GRYSEELS, 2012). 

O S. mansoni é dioico e apresenta acentuado dimorfismo sexual na fase 

adulta, sendo que a fêmea nesta fase está permanentemente abrigada dentro 

do corpo do macho. A fêmea mede cerca de 1,5 cm e apresenta o tegumento 

liso, já o macho mede cerca de 1 cm apresentando tegumento coberto por 

tubérculos e espinhas e um canal ginecófaro para abrigar a fêmea e fecundá-

la. Os vermes apresentam ventosas, um sistema digestivo cego e órgão 

reprodutivos (GRYSEELS, 2012) (figura 3). 

 

 
Figura 3: Eletromicrografia de um casal de Schistosoma mansoni adulto (MHN, 2013) 

 

Eles se alimentam de células sanguíneas e globulinas, sendo que os 

restos da digestão são regurgitados na corrente sanguínea humana. O 

metabolismo anaeróbio é utilizado principalmente para os movimentos dos 

machos e para a produção de ovos nas fêmeas (GRYSEELS, 2012). 

A transmissão da esquistossomose ocorre pelo contato do homem com 

águas onde existam moluscos infectados. O ciclo biológico do S. mansoni 

apresenta uma alternância de gerações entre o hospedeiro intermediário, 

moluscos de água doce do gênero Biomphalaria spp., e os hospedeiros 
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definitivos, dentre eles, o homem (HUYSE et al., 2013; MONE et al., 2012; 

SOUZA et al., 2011; LAMBERTUCCI, 2010). 

Em relação ao hospedeiro intermediário, no Brasil, 11 diferentes 

espécies e uma subespécie do gênero Biomphalaria já foram identificados: B. 

glabrata, B. tenagophila, B. straminea são os hospedeiros naturais do S. 

mansoni; B. peregrina, B. amazonica, B. cousini são hospedeiros potenciais, 

uma vez que se infectam quando expostos experimentalmente ao parasito; e B. 

schrammi, B. kuhniana, B. intemedia, B. oligoza, B. occidentalis, e B. 

tenagophila guaibensis os quais até o momento são considerados como não 

hospedeiros (GUIMARÃES et al., 2013).  

O B. glabrata representa uma espécie de grande importância, devido à 

sua ampla distribuição geográfica, alto índice de infecção e eficiência na 

transmissão da esquistossomose. Altas concentrações dessa espécie de 

molusco, em conjunto com outros fatores de risco, favorecem a existência de 

elevadas taxas de prevalência da doença (GUIMARÃES et al., 2013). 

O ciclo biológico do S. mansoni inicia-se quando as fezes de indivíduos 

contaminados, contendo ovos do parasito, entram em contato com a água 

doce. Os ovos, em contato com a água, eclodem, liberando miracídios, os 

quais penetram no hospedeiro intermediário, infectando-o (MONE et al., 2012; 

SOUZA et al., 2011). Segundo BRUM et al. (2013) essa penetração é 

fortemente influenciada por temperaturas mais elevadas. 

O miracídio sofre uma série de transformações estruturais e anatômicas 

dentro do hospedeiro intermediário e transforma-se em esporocisto. A partir 

dessa fase, o esporocisto passa pelas fases primária, secundária e terciária, as 

quais sofrem alterações morfofisiológicas até a eliminação do parasito na forma 

de cercária. Estima-se que o Biomphalaria elimina em média 4000 cercárias/dia 

(BRUM et al., 2013). 

O contato com águas contaminadas por cercárias é o fator 

predisponente para a infecção e facilita a penetração ativa da larva pela pele e 

mucosa humanas. Em geral, o período de incubação é de 2 a 6 semanas após 

a infecção, que corresponde à fase de penetração das cercarias e 

desenvolvimento dessas, no interior do hospedeiro definitivo onde se 

transformam em esquistossômulos, os quais migram para a circulação 

hepatoportal, e tornam-se vermes adultos machos e fêmeas. Após o 
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acasalamento, os pares de vermes adultos se movem contra a corrente 

sanguínea e ao atingirem os capilares das paredes intestinais depositam seus 

ovos, os quais são responsáveis pela lesão imunológica característica dessa 

patologia (CDC, 2012; BRUM et al., 2013; SOUZA et al., 2011). Um resumo do 

ciclo do S. mansoni e ilustrado na figura 4. 

 

 
Figura 4: Ciclo S. mansoni - adaptado pela autora (CDC, 2012) 

 

A evolução clínica da esquistossomose mansônica depende da resposta 

imunológica do hospedeiro à invasão, ao amadurecimento e à oviposição do 

helminto (BRUM et al., 2013). Em relação ao quadro clínico, trata-se de uma 

doença inicialmente assintomática na maioria dos indivíduos infectados. 

Contudo, pode evoluir para formas clínicas extremamente graves e levar o 

paciente ao óbito (NEGRÃO-CORRÊA et al., 2014).  

Clinicamente, a esquistossomose pode ser classificada em fase aguda e 

crônica. Na fase aguda, os principais sinais e sintomas são decorrentes de uma 

reação de hipersensibilidade sistêmica desencadeada pela migração dos 

esquistossômulos e pelo depósito de ovos (LABERTUCCI et al., 2013).  Dentre 

eles estão dermatite (em função da penetração das cercárias), enterocolite, 

granulomas hepáticos, febre, sudorese, calafrios, diarreia com má absorção e 



7 
 

emagrecimento, hepatoesplenomegalia discreta e eosinofilia (BRUM et al., 

2013; LABERTUCCI et al., 2013). 

Na fase crônica o quadro clínico é variável e a doença pode evoluir para 

diversas formas clínicas. Uma das formas mais comuns ocorre quando os ovos 

ficam alojados no fígado e intestino causando fibrose e calcificação destes 

tecidos (granulomas). Os granulomas podem bloquear vasos sanguíneos 

desses órgãos, gerando uma hipertensão portal. Pode ainda haver acúmulo de 

líquido na cavidade peritoneal (ascite) com o desenvolvimento de varizes 

esofágicas, as quais podem romper, desencadeando hemorragias importantes 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014a). 

Vale ressaltar que o parasito e/ou seus ovos podem alojar-se fora do 

sistema portal, desenvolvendo as formas ectópicas: neurológica, 

vasculopulmonar e renal da doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014a).     

O controle da esquistossomose pode ser realizado por medidas isoladas 

e conjuntas, tais como combate ao hospedeiro intermediário (caramujo) 

utilizando agentes moluscicidas, melhoria do saneamento básico, educação 

sanitária das populações expostas, tratamento individual ou em massa nas 

áreas de alta prevalência, proteção individual contra a penetração das 

cercárias, entre outros (ECDC, 2014; ALLEGRETTI et al., 2012).  

  Em relação ao tratamento medicamentoso, o Praziquantel (PZQ) 

(figura 5) é o fármaco de escolha sendo atualmente a única substância utilizada 

na rotina dos programas de controle e tratamento dessa doença.  Esse fármaco 

é efetivo contra todas as principais espécies de Schistossoma que parasitam o 

homem (WANG et al., 2014; RETA & ERKO, 2013). O PQZ é um derivado 

pirazinoisoquinolínico, comercializado na forma de uma mistura racêmica, na 

qual somente um dos isômeros possui propriedade esquistossomicida, sendo 

que o outro contribui para parte dos efeitos adversos, e também pelo sabor 

desagradável do medicamento (CIOLI et al., 2014; GUGLIELMO et al., 2014; 

DISSOUS & GREVELDING, 2011).  
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Figura 5. Estrutura química do Praziquantel 

 

 Mesmo sendo extensamente utilizado, o mecanismo de ação exato do 

PZQ continua incerto. No entanto, os primeiros efeitos exercidos pelo fármaco 

no Schistosoma são descritos e podem ser resumidos em três principais 

categorias: influxo de cálcio no parasito como um todo, contração muscular e 

modificações de superfície. Em síntese, esses três fenômenos podem ser 

reduzidos em um único segmento, em que o evento-chave é o influxo de cálcio, 

que por sua vez provoca alterações na contração muscular e no tegumento. 

Elementos de prova recolhidos nos últimos anos fornecem forte, mas não 

definitivo apoio a essa hipótese (CIOLI et al., 2014). GUGLIELMO et al. (2014) 

acrescenta outros possíveis mecanismos como alteração da fluidez do 

tegumento do Schistossoma sp., redução na concentração de glutationa, 

ligação à actina seguida da destruição do tegumento e interferência com 

componentes do metabolismo aeróbico.  

Embora a eficácia do PZQ seja elevada, as taxas de cura variam de 60 a 

95% (MELMAN et al., 2009). Este pode ser entendido como um bom resultado, 

entretanto alguns autores consideram que essa porcentagem de indivíduos 

curados seja superestimada, provavelmente em função da baixa sensibilidade 

dos métodos de diagnóstico (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF, 1998).   

As potenciais explicações para a não obtenção de 100% de cura podem 

estar relacionadas com a dose, esta pode ser sub-curativa, ou com a presença 

de traços de resistência apresentado por algumas populações de vermes. O 

uso extensivo de PZQ por mais de 20 anos em algumas nações Africanas 

aumentou a preocupação em relação à seleção de parasitos resistentes ao 

PQZ. Experimentos laboratoriais, realizados com ratos, produziram cepas 

resistentes do S. mansoni em apenas 2 gerações de exposição repetida a 
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doses sub-letais do fármaco, demonstrando dessa maneira, que a resistência é 

mais do que uma hipotética possibilidade (MELMAN et al., 2009).  

 Outro fato relevante em relação a eficácia do PZQ é que o 

Schistosoma sp. é suscetível a esse fármaco nos primeiros dias após a 

infecção, mas depois sua suscetibilidade diminui para um mínimo em torno de 

28 dias, retomando novamente de forma gradual até um máximo após 6-7 

semanas. Essas diferentes susceptibilidades podem ser verificadas no gráfico 

representado na figura 6.  Logo, se o indivíduo faz uso da medicação enquanto 

abriga as formas imaturas do parasita (esquistossômulos) possivelmente não 

haverá a cura (CIOLI et al., 2014). Fato esse leva a mais um fator limitante do 

PZQ o qual só é efetivo contra as formas adultas do parasito (FERREIRA et al., 

2015).  

 

 
Figura 6: Representação do efeito do PQZ sobre S. japonicum – adaptado pela autora 

(Bergquist 2002) 

  

 A fim de se evitar o problema da baixa susceptibilidade dos estágios 

imaturos, foi proposto administrar uma segunda dose de PZQ duas semanas 

mais tarde, quando as formas imaturas já teriam amadurecido, um 

procedimento que, na verdade, resultou em maiores taxas de cura de acordo 

com CIOLI et al. (2014). Contudo, uma pesquisa realizada por GARBA et al. 

(2013), na Nigéria, procurou avaliar a segurança e a eficácia de duas doses 

espaçadas do PQZ, com o objetivo de se atingir as formas adultas do verme. O 

estudo foi realizado com 1558 crianças infectadas ou por S. haematobium ou 

S. mansoni, ou por ambos. Os resultados obtidos demonstraram que após a 
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administração da primeira dose de PQZ, 13,6% das crianças (119) 

apresentaram cólicas abdominais, 4,3% (38), apresentaram sonolência, 3,7% 

(32) dor de cabeça entre diversos outros sintomas. Em acréscimo aos efeitos 

adversos, foi observado em duas regiões diferentes desse país, após a 

segunda administração do medicamento, baixos níveis de cura e pouca 

redução do número de ovos excretados, quando a espécie era o S. mansoni.  

 Outros pesquisadores como ERKO et al. (2012) e ISMAIL et al. (1999) 

também encontraram reduzidas taxas de cura e pouca redução no número de 

ovos na Etiópia e Egito respectivamente. Esses resultados levam a um cenário 

novo, no qual a eficácia e a segurança do PZQ são questionadas. WANG et al. 

(2014) acrescenta que o PQZ apresenta baixa estabilidade metabólica, uma 

vez que seu tempo de meia-vida varia de 1 a 3h (t1/2 = 1– 3 h), além do mesmo 

sofrer extensivo metabolismo de primeira passagem. 

Assim, é motivo de grande preocupação a esquistossomose, segunda 

doença parasitária mais prevalente do mundo, ser dependente de um único 

fármaco. Em acréscimo, o PQZ não é eficaz contra as formas jovens do 

parasito bem como já existem evidências de baixas taxas de cura em áreas 

endêmicas e desenvolvimento de resistência em linhagens cultivadas em 

laboratório. Fatos esses, revelam a explícita e imperativa necessidade de 

busca por agentes terapêuticos mais efetivos e seguros, de forma a permitir a 

melhoria da qualidade de vida da população afetada pela esquistossomose 

(DOS SANTOS et al., 2014; WANG et al., 2014; RETA & ERKO, 2013; KONÉ 

et al., 2012; DISSOUS & GREVELDING, 2011; BERGQUIST, 2002).  
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1.2 PRODUTOS NATURAIS COMO PROTÓTIPOS PARA O 
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FÁRMACOS ESQUISTOSSOMICIDAS 

 

 

NEWMAN & CRAGG (2012) defendem fortemente a expansão da 

exploração da natureza como fonte de novos agentes ativos que possam servir 

como um guia ou suporte para elaboração de medicamentos eficazes para uma 

grande variedade de doenças. De acordo com esses autores, de 1981 a 2010, 

14 novos fármacos antiparasitários foram desenvolvidos, sendo que destes, 

somente 4 são de origem sintética; os demais, são derivados de produtos 

naturais. 

Muitos extratos de plantas são utilizados na medicina popular como anti-

helmínticos desde tempos remotos. Em função disso, diversas plantas se 

tornaram objeto de estudos químicos e biológicos, com o objetivo de se 

encontrar preparações com real atividade ou constituintes isolados a partir 

delas os quais podem conduzir a descoberta de novos fármacos 

antiparasitários (BARBOSA DE CASTRO et al., 2013).  

Contudo, substâncias isoladas fornecem maior possibilidade de 

caracterização de suas propriedades quando comparadas a extratos brutos ou 

às suas frações, e podem também servir como alicerce para a produção de 

análogos estruturais, os quais em muitos casos permitem a seleção de 

substâncias ainda mais promissoras (VUORELA et al., 2004). 

A exemplo do acima citado tem-se a artemisinina (figura 7), uma lactona 

sesquiterpênica utilizada no tratamento da malária. A artemisinina foi 

descoberta a partir de um estudo etnobotânico realizado na China, que ao 

pesquisar mais de 2 mil receitas populares chinesas utilizadas contra a malária, 

encontrou próspero resultado com o extrato da Artemisia annua (absinto doce). 

Fato esse que culminou posteriormente com o isolamento da artemisinina, a 

qual isoladamente se mostra muito mais ativa que seu extrato bruto, além de 

ter sido o ponto de partida para o desenvolvimento de outras substâncias 

bastante promissoras (LAHLOU 2013; MILLER & SU, 2011).  

A artemisinina se tornou a base para o desenvolvimento de outras 

substâncias semi-sintéticas também utilizadas no tratamento da malária, como 

artemetér, diidroartemisinina, artemotil e artesunato (figura 7), sendo todas 
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essas recomendadas pela OMS, para o tratamento da malária, de acordo com 

o Guidelines for the treatment of malaria, Segunda Edição 2010 (OMS, 2010b). 

Ademais, a artemisinina e os derivados semi-sintéticos artemetér e artesunato 

passaram por diversas investigações clínicas e laboratoriais que possibilitaram 

a identificação de atividade esquistossomicida frente a todas as principais 

espécies de Schistossoma (EL-LAKKANY & SEIF EL-DIN, 2013; MILLER & 

SU, 2011; OMS 2010b; CAFFREY, 2007). 

 

 

Figura 7: Artemisinina (A), Artemetér (B), Dihidroartemisinina (C), Artemotil (D) e 
Artesunato (E) 

 

As drogas sintéticas bem como substâncias naturais com atividade 

esquistossomicida em geral causam perturbações: no acasalamento entre 

machos e fêmeas, na morfologia ou constituição do tegumento, e na atividade 

neuromuscular do parasita (NDJONKA et al., 2013). 

Em relação ao acasalamento, o estado de cópula é fundamental para a 

viabilidade do parasita no interior do hospedeiro humano e para o 

estabelecimento da infecção. Só quando os parasitas estão acasalados (fêmea 

mantida dentro do canal ginecóforo do macho) a maturação sexual e produção 

de ovos ocorre. A indução da separação de machos e fêmeas reduz ou até 

mesmo impede a liberação de ovos, que é um fator relevante na patologia na 

transmissão da doença (NDJONKA et al., 2013).   
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O tegumento do Schistosoma está envolvido em várias funções vitais 

tais como a absorção e secreção de nutrientes, e como barreira física contra 

componentes do sistema imunológico do hospedeiro. Assim, drogas que geram 

alterações tegumentares tais como vacuolização, descamação, perda de 

espinhos ou alterações em protuberâncias são consideradas como sendo 

adequadas para ensaios in vivo. No entanto, ao lado das modificações visíveis 

do tegumento, critérios adicionais devem ser utilizados para avaliar o potencial 

esquistossomicida de uma substância ou de um extrato, uma vez que essas 

alterações nem sempre afetam a sobrevivência do parasita. Em acréscimo, 

diferenças morfológicas e bioquímicas entre macho e fêmea podem fazer com 

que a eficiência da droga também possa ser diferenciada entre os gêneros 

(NDJONKA et al., 2013). 

O sistema neuromuscular do S. mansoni é essencial para uma bem 

sucedida migração e fixação do verme no hospedeiro definitivo. Este sistema 

controla os músculos das ventosas, bem como os músculos que revestem as 

vísceras, incluindo o sistema reprodutivo, digestivo e excretor sendo de grande 

importância durante o acoplamento entre machos e fêmeas. Alterações em 

qualquer uma dessas atividades (muscular/neuromuscular) através da 

intervenção farmacológica poderia interferir no ciclo de vida normal e 

possivelmente causar a eliminação do parasita (PATOCKA et al., 2014; DE 

MORAES, 2012a). 

A tabela 1 mostra alguns exemplos de produtos naturais ou derivados 

que apresentaram atividade esquistossomicida. 
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Tabela 1: Lista de plantas medicinais, produtos e substâncias ativas com conhecida atividade esquistossomicida. 

Substância/Extrato Origem 
Atividades esquistossomicidas 

Referência 
In vitro In vivo Observações 

 

 
Piplartina 
(alcaloide) 

Piper 
tuberculatum 

(pimenta longa) 

S. mansoni adultos – 9,5 
μM 

(mortalidade de 100% de 
machos e fêmeas) 

Esquistossômulo – 7,5 
μM 

(100% mortalidade) 

------ 

 

Redução da 
atividade motora 

e redução na 
oviposição 

DE MORAES et al., 2011 e 
2012b 

Extrato hidroalcóolico partes 
aéreas  

Tanacetum 
vulgare 

(catinga-de-
mulata) 

S. mansoni adultos – 100 
e 50 μg/mL 

(mortalidade de 100%) 

------ Alterações 
tegumentares 

GODINHO et al., 2014 

 

 
Nerolidol 

(sesquiterpeno) 

Óleos essenciais 
de diversas 

espécies 

S. mansoni adultos –250 
e 125 μM 

(mortalidade de 100% de 
machos e fêmeas) 

 

------ 

Redução da 
atividade motora 

e alterações 
tegumentares 

SILVA et al., 2014 

 

 
Curcumina 

(diarilheptanoide) 

Curcuma longa 
(açafrão-da-

terra) 

S. mansoni adultos - 
50 μM (100% 

Mortalidade em machos e 
fêmeas) 

400mg/Kg em 
ratos - 

43,5% de 
mortalidade em  
machos e 4,6% 
em fêmeas de 

S. mansoni 

Redução da 
oviposição, 
indução da 

separação de 
machos e fêmeas 

e redução na 
atividade motora 

ALLAM, 2009; MAGALHÃES et 
al., 2009 

 

 
Artesunato 

(éster) 

Artemisia annua 
(absinto doce) 

S. mansoni adultos - 
40 μg/mL (80% 

Mortalidade em machos e 
fêmeas) 

S. mansoni 
formas jovens - 

150 e 300 mg/kg 
em ratos - 67 a 

77% de 
mortalidade em 

machos e 
fêmeas) 

Redução da 
atividade motora 
e da oviposição. 

Alterações 
tegumentares 

UTZINGER et al., 2002  
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         Plantas do gênero Artemisia (Asteraceae) consistem numa rica fonte de 

lactonas sesquiterpênicas bioativas e possuem uma longa história relacionada 

ao controle de parasitas em humanos, e mais recentemente em animais 

(FERREIRA et al., 2011). Logo, tendo em vista a atividade esquistossomicida in 

vitro dos extratos brutos (FERREIRA et al., 2011) e de substâncias isoladas 

provenientes de espécies de Artemisia (LAHLOU, 2013), esse gênero é 

considerado um importante arcabouço para a obtenção de extratos ou 

substâncias ativas frente ao Schistosoma. Sendo assim, estudos fitoquímicos, 

associados a ensaios esquistossomicidas, com extratos brutos e metabólitos 

isolados de espécies de Artemisia podem ser considerados promissores no 

intuito de encontrar novas moléculas ativas frente ao S. mansoni. 

  

 

1.2.1 Família ASTERACEAE 

 

  A família Asteraceae, anteriormente designada Compositae, pertence à 

ordem Asterales e constitui a maior das famílias dentre as Eudicotiledôneas. 

Apresenta mais de 1.600 gêneros e 23.600 espécies de ervas, arbustos e 

raramente árvores, agrupadas em três subfamílias e 17 tribos (KENNY et al., 

2014; SILVA & ANDRADE, 2013; BERETTA et al., 2008). Os principais 

metabólitos secundários isolados das espécies de Asteraceae são 

monoterpenos, sesquiterpenos, lactonas sesquiterpênicas, diterpenos, 

triterpenos poliacetilenos, flavonoides, benzofuranos, benzopiranos e 

cumarinas (SCOTTI et al., 2012).  

 Do ponto de vista econômico, cerca de 40 espécies têm importância 

direta na alimentação humana, como alface (Lactuca sativa L.) e chicória 

(Cichorium endivia), e indireta na obtenção de produtos, como girassol 

(Helianthus annuus L.), camomila (Matricaria recutita L.) e carqueja (Baccharis 

trimera). Muitas das espécies silvestres apresentam potencial nutricional, 

interesse tecnológico ou ornamental, e centenas produzem metabólitos 

secundários de uso farmacêutico ou industrial ou fornecem néctar e pólen para 

a apicultura e também forragem para a produção pecuária (SILVA & 

ANDRADE, 2013). 
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Segundo BERETTA et al. (2008), as Asteráceas constituem um dos 

grupos que obtiveram maior sucesso entre as plantas com flores. E a contínua 

expansão dessa família tem sido fomentada por uma evolução química, a qual 

permitiu o desenvolvimento de substâncias repelentes. Ela possui ampla 

distribuição, sendo bem representada nas regiões tropicais, subtropicais e 

temperadas. 

No Brasil, todas as tribos estão presentes, tanto de forma nativa quanto 

introduzida artificialmente. Há registros de aproximadamente 250 gêneros e 

2.000 espécies, distribuídas em todo o território nacional (SILVA & ANDRADE, 

2013; BERETTA et al., 2008). 

 

1.2.2 Gênero Artemisia 

 

O gênero Artemisia é o maior e o mais amplamente distribuído gênero 

dentre os pertencentes à família Asteraceae. Possui aproximadamente 500 

espécies distribuídas em todo o mundo (ZHU et al., 2013; GONZALEZ-

COLOMA et al., 2012).  

As plantas pertencentes a este gênero são fontes de metabólitos 

secundários como terpenos, cumarinas, flavonoides, ácidos fenólicos e esteróis 

(CALA et al., 2014; ZHU et al., 2013). As espécies de Artemisia são 

comumente utilizadas, como antihelmínticos alternativos tanto em humanos 

quanto em animais (CALA et al., 2014). De acordo com SQUIRES et al., (2011) 

as lactonas sesquiterpênicas e os flavonoides são as classes de metabólitos 

que possivelmente estejam mais relacionadas com a atividade antihelmíntica, 

observadas em várias pesquisas. Um compilado de trabalhos que 

demonstraram a atividade antiparasitária de diferentes espécies de Artemisia, é 

apresentado na Tabela 2. 
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Tabela 2: Compilado de trabalhos que demonstram atividade antiparasitária de diferentes 
espécies de Artemisia sp. 

Espécie de 
Artemisia 

sp. 

Atividade anti-
parasitária in vitro/in 

vivo - frente à 

Extrato/metabólito 
ativo  

Referência 

A. ciniformis In vitro - inibição β-
hemetina (antimalária) 

Extrato 
diclorometânico – 

partes aéreas 

MOJARRAB et al., 
2015 

 

A. biennis 
A. turanica 

 

In vitro - inibição β-
hemetina (antimalária) 

Extratos de acetato 
de etila – partes 

aéreas 

MOJARRAB et al., 
2015 

 

A. campestris In vitro - Haemonchus 
contortus  

Extratos aquoso e 
etanólico – partes 

aéreas 

AKKARI et al., 2014 

A. armeniaca 
A. aucheri 

In vitro - inibição β-
hemetina (antimalária) 

Extratos 
diclorometânicos – 

partes aéreas 

MOJARRAB et al., 
2014 

A. lancea In vitro - Haemonchus 
contortus 

Óleo essencial ZHU et al., 2013 

A. annua  
A. triloba 

In vitro - 
Schistosoma mansoni 
Echinostoma caproni 

Fasciola hepatica 

Extrato etanólico - 
folhas 

FERREIRA et al., 
2011 

A. absinthium 
L.  

In vitro - 
Schistosoma mansoni 

Fasciola hepatica 

Extrato etanólico - 
folhas 

FERREIRA et al., 
2011 

A. absinthium 
L. 

In vivo – 
Haemonchus 

contortus 

Planta na forma de 
forragem 

VALDERRÁBANO 
et al., 2010 

A. annua  
A. absinthium 

L.  

In vitro - Plasmodium 
falciparum  

In vivo - Plasmodium 
bergei 

 

Extrato etanólico 
80% -  

partes aéreas 

RAMAZANI et al., 
2010 

A. absinthium  In vitro e in vivo - 
Haemonchus 

contortus 

Extratos aquoso e 
etanólico – partes 

aéreas 

TARIQ et al., 2009 

A. maciverae In vivo – 
Trypanosoma brucei 

brucei 

Extrato etanólico – 
toda a planta 

ENE et al., 2009 

A. absinthium 
L.  

A. vulgaris 

In vivo - 
Trichinella spiralis 

Extratos metanólicos 
– partes aéreas 

CANER et al., 2008 

A. absinthium 
L.  
 

In vitro - 
Ovos de Ascaris suum  

Larvas 
Trichostrongylus 

colubriformis 
 

Extrato etanólico 
80% – partes aéreas 

URBAN et al., 2008 

A. brevifolia In vitro - Haemonchus 
contortus 

Extratos aquoso e 
metanólico – toda a 

planta 

IQBAL et al., 2004 

A. absinthium 
L.  

In vivo - Plasmodium 
berghei 

Extrato etanólico – 
folhas 

ZAFAR et al., 1990 
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1.2.3 A espécie Artemisia absinthium L. 

 

 Artemisia absinthium L., também conhecida mundialmente como absinto, 

é uma espécie de planta aromática medicinal pertencente à família Asteraceae, 

originária da Europa e Ásia, amplamente distribuída por esses continentes e 

também pela América e África, sendo no Brasil popularmente conhecida como 

“losna” (CHI et al., 2012; HEINRICH et al., 2012). A figura 8 demonstra a 

distribuição global dessa espécie. 

 

 
Figura 8: Distribuição global da espécie A. absinthium L. (GBFI, 2013) 

 

 As partes aéreas de A. absinthium L. têm sido tradicionalmente 

utilizadas como anti-helmíntico, anti-séptico, antiespasmódico, febrífugo, 

estimulante cardíaco, para restauração do declínio da função mental, 

inflamação do fígado, dores de estômago, anorexia, má digestão e para 

melhorar a memória (VALIAKOS et al., 2015; CORRÊA-FERREIRA et al., 

2014; TURAK et al., 2014; JOSHI, 2013; SHAFI et al., 2012; BORA & 

SHARMA, 2010; TARIQ et al., 2009). ALI et al. (2013) acrescenta  que  essa 

espécie também é utilizada no tratamento da leucemia e esclerose, sendo 

muito comum encontrá-la em bebidas alcoolicas (absinto e bebidas 

relacionadas) em função de estimular a criatividade, capacidade cognitiva e 

excitação (TURAK et al., 2014; ALI et al., 2013; BORA & SHARMA, 2010).  

O absinto (extraído da A. absinthium L.), uma bebida popular, (vendida 

sob a forma de um licor verde-esmeralda) foi intensamente utilizado no final do 

século 19 e início do 20 por poetas e artistas, incluindo Arthur Rimbaud, Degas, 

Monet, Baudelaire, Picasso, Hemingway, Oscar Wilde e Vincent van Gogh.  Há 
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relatos que essa bebida provocava alucinações, convulsões, contribuindo para 

psicoses e suicídios. Devido a esses efeitos, no passado, teve sua 

comercialização proibida em vários países, porém atualmente, após correção 

de teor alcoolico,  está liberada em quase todo o mundo (DA SILVA et al., 

2005).  

A A. absinthuim L. (figura 9) é uma planta subarbustiva de caule piloso 

com pouco mais de 1,0 m  de altura, folhas multifendidas de lóbulos finos, 

canescentes, de margem inteira, de 7 a 12 cm de comprimento. Apresenta 

flores em capítulos subglobosos, amarelos, agrupados em panículas. Sendo 

que todas as partes da planta apresentam sabor muito amargo (LORENZI & 

MATOS, 2008). 

 

 
Figura 9: Partes aéreas Artemisia absinthium L. (autora) 

 

O Ministério da Saúde divulgou em fevereiro de 2009 uma Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), na qual estão 

incluídas 71 espécies vegetais. A finalidade da Renisus é orientar estudos e 

pesquisas que possam subsidiar a elaboração de produtos de interesse do 

SUS. A espécie A. absinthium L., objeto de estudo deste trabalho, está incluída 

nesta lista de plantas selecionadas pelo SUS, em função da sua utilização para 

problemas de estômago, fígado, rins e vermes (lombriga, oxiúro, giárdia e 

ameba) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 

A composição e os efeitos biológicos dos óleos essenciais (OE) obtidos 

a partir de A. absinthium L. têm sido extensamente estudados. Entre os 
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componentes majoritários estão a β e α tujona, mirceno, acetato trans-sabinil, 

pineno, 1,8-cineol, cânfora, acetato de crisantenil, sabineno, mirtenol, acetato 

de bornila, artemisiacetona, linalol, entre outros monoterpenos dependendo da 

origem da planta (BAILEN et al., 2013). Em relação aos efeitos biológicos do 

óleo, foi demonstrada atividade antimicrobiana (JOSHI, 2013; LOPES-LUTZ et 

al., 2008; BLAGOJEVIC et al., 2006), antiprotozoária contra Leishmania 

aethiopica e L. donovani (TARIKU et al., 2011) e para os óleos ricos em tujona 

foram obtidos atividades acaricidas (CHIASSON et al., 2001), inseticidas 

(BACHROUCH et al., 2015; UMPIÉRREZ et al., 2012) entre outras. 

Além da atividade biológica do óleo essencial de A. absinthium L., os 

extratos brutos desta espécie também têm despertado grande interesse dos 

pesquisadores. DARADKA et al. (2014) colocou em prova a atividade 

hipoglicemiante in vivo de extratos hidro alcoólicos de A. absinthium L. e obteve 

nas concentrações de 500 e 1.000mg/kg redução significativa dos níveis 

glicêmicos dos animais.  GHAFOORI et al. (2013) avaliou extratos obtidos com 

diferentes solventes, em diferentes concentrações, em relação à atividade 

antioxidante e encontrou pronunciado efeito, para esse parâmetro, nos extratos 

metanólicos.  

NALBANTSOY et al. (2013) investigou a atividade antiinflamatória in vivo 

e a eficácia terapêutica do extrato metanólico de A. absinthium L. em relação 

ao veneno da cobra Montivipera xanthina e em modelo de edema de pata 

induzido por carragenina, obtendo-se resultados estatisticamente significativos 

para redução do processo inflamatório nos dois modelos analisados. SHAFI et 

al. (2012) estudou os efeitos, também, do extrato metanólico de A. absinthium 

L. sobre linhagens de células de câncer de mama encontrando inibição 

irreversível da proliferação dessas células, o que sugere que esse extrato 

apresente propriedade anticancerígenas. 

As propriedades hepatoprotetoras descritas popularmente para A. 

absinthium L. foram confirmadas por AMAT et al. (2010), os quais avaliaram o 

extrato aquoso da planta em ratos com injúria hepática, ocasionada 

imunologicamente ou induzida por tetracloreto de carbono. O pré-tratamento 

dos ratos com o extrato aquoso de A. absinthium L., protegeu o fígado de 

injúrias, sendo que o tratamento com 200 mg/kg mostrou atividade comparável 

ao tratamento com silimarina, substância hepatoprotetora utilizada como 
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referência. Os autores sugerem que o extrato da planta protegeu o fígado 

contra danos oxidativos e possibilitou a manutenção dos níveis intracelulares 

de enzimas antioxidantes, resultando assim na proteção do fígado contra injúria 

aguda. 

Diversos autores buscaram também isolar, identificar e avaliar 

metabólitos secundários dessa espécie sobre diferentes atividades biológicas. 

A tabela 2 apresenta algumas das substâncias já isoladas das partes aéreas de 

A. absinthium L, sendo que quando foi possível encontrar na literatura alguma 

atividade biológica, esta foi mencionada. 
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Tabela 3: Substâncias já isoladas das partes aéreas de A. absinthium L.  

METABÓLITOS ISOLADOS DAS PARTES AÉREAS DE A. absinthium L. 

Estrutura Química |Nomes Isolamento Atividade Biológica 

LIGNANAS 
 

 
1 - Diaiangambina 

 

TULAKE et al., 2012; 
CHI et al., 2012 

Atividade imunomodulatória 
e antiinflamatória - In vitro e 

in vivo (DE LEÓN et al., 
2002) 

 

 
2 - Sesartemina 

 

TULAKE et al., 2012; 
CHI et al., 2012; 

ABERHAM et al., 2010 
 

Citotóxica para células de 
sarcoma (Meth-A) (MA et al., 

2001) 

 

 
3 - Epiangambina 

 

TULAKE et al., 2012; 
CHI et al.,2012; 

ABERHAM et al., 2010 

Antagonista in vitro do Fator 
de Agregação Plaquetária 

(CHEN et al., 2000) 

 

 
4 - (-)Siringarenisol  

 

TULAKE et al., 2012 ------- 
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Continuação Tabela 3 

 

  
5 - Epianchantina 

 

TULAKE et al., 2012 
 

Antagonista in vitro do Fator 
de Agregação Plaquetária 

(CHEN et al., 2000) 

 

 
6 - Iangambina 

 

TULAKE et al., 2012 
 

Antagonista in vitro e in vivo 
do Fator de Agregação 

Plaquetária (ARAÚJO et al., 
2001) 

 
Atividade anti-leishmania in 

vitro 
(NETO et al., 2011) 

 

 
7 - Caruilignana C 

 

TULAKE et al., 2012 
CHI et al., 

2012 
 

------- 

 

 
8 - 3β – caruilignana C 

 

TULAKE et al., 2012 
 

------- 

 

 
9 - Arborona 

 

TULAKE et al., 2012 
CHI et al., 

2012 
------- 
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Continuação Tabela 3 

LACTONAS SESQUITERPÊNICAS 
 

 
10 - Absintina 

 

ABERHAM et al., 2010 
 

------- 

 

 
11 - Anabsina 

 

ABERHAM et al., 2010 
 

------- 

 

 
12 - Anabsintina 

 

TURAK et al., 
2014; 

ABERHAM et al., 2010 
 

------- 

 

 
13 - 3-hidroxianabsintina 

 

ABERHAM et al., 2010 ------- 

 

 
14 - Artabolídeo 

 

ARAI et al., 2013 ------- 

 



 

25 
 

Continuação Tabela 3 

 

 
15 - Ketopelenolídeo A 

 

ARAI et al., 2013 ------- 

 

 
16 - Ketopelenolídeo B 

 

ARAI et al., 2013; 
ABERHAM et al., 2010 

------- 

 

 
17 - Hidroxipelenolídeo 

 

ARAI et al., 2013; 
GONZALEZ-COLOMA 

et al., 2012; 
MARTÍN et al., 2011 

------- 

 

 
18 - Artabina 

 

SAFAROVA & 
SERKEROV, 1997 

------- 

 

 
19 - Absindiol 

 

SAFAROVA & 
SERKEROV, 1997 

------- 

 

 
20 - Arlatina 

 

KASAMOV et al., 1984 ------- 
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Continuação Tabela 3 

 

 
21 - Artemolina 

 

KASYMOV et al., 1979 ------- 

FLAVONOIDES 

 

 
22 - Artemetina 

 

MARTÍN et al., 2011; 
ABERHAM et al., 2010 

Efeito hipotensor in vivo e in 
vitro (DE SOUZA et al., 

2011) 

 

 
23 - Casticina 

 

MARTÍN et al., 2011 

Efeito protetivo in vitro contra 
glioma 

(LIU et al., 2013) 
 

Citotoxicidade frente a 
células cancerígenas 
(HUANG et al., 2013) 

 

 
24 - Luteolina 

 

CRACIUNESCU et al., 
2012 

 

Atividade anticâncer in vitro e 
in vivo (CHIAN et al., 2014) 

 
Atividade antibacteriana 

(SATO et al., 2000) 

 

 
25 - Quercetina 

 

CRACIUNESCU et al., 
2012; GESZPRYCH et 

al., 2011 

Atividade antiinflamatória in 
vitro (BRONNER et al., 1985) 

 

 
26 - Rutina 

 

CRACIUNESCU et al., 
2012; GESZPRYCH et 

al., 2011 
------- 

 



 

27 
 

Continuação Tabela 3 

 

 
27 - Apigenina 

 

CRACIUNESCU et al., 
2012; GESZPRYCH et 

al., 2011 

Atividade antibacteriana 
(SATO et al., 2000) 

 

 

 
28 - Miricetina 

 

CRACIUNESCU et al., 
2012 

------- 
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2 OBJETIVOS 

 

 

 

- Objetivo geral 

 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade 

esquistossomicida in vitro de extratos brutos, óleo essencial e metabólitos 

isolados de A. absinthium L.. 

 

 

- Objetivos específicos 

 
 

a. Obter os extratos brutos das raízes e das partes aéreas de A. absinthium 

L.; 

b. Obter o óleo essencial das partes aéreas de A. absinthium L.; 

c. Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro dos extratos brutos e do 

óleo essencial obtidos;  

d. Realizar o estudo fitoquímico do extrato bruto mais ativo, buscando a 

purificação, isolamento, e identificação das substâncias principais desse 

extrato; 

e. Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro dos metabólitos 

majoritários isolados do extrato que apresentar melhor atividade. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 INSTRUMENTAÇÃO  

 

3.1.1 Materiais cromatográficos 

 

A obtenção dos extratos brutos das raízes e folhas de A. absinthium L., bem 

como o fracionamento e isolamento dos metabólitos secundários foram 

realizados no laboratório do Núcleo de Identificação e Pesquisa em Princípios 

Ativos Naturais (NIPPAN). Este pertencente à Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), o qual dispôs dos seguintes 

equipamentos/materiais para o desenvolvimento deste trabalho:  

 Rotaevaporador RII Buchi  

 Bomba V-700 Buchi  

 Balança AY220 Marte  

 Câmara U.V. SL-204 (λ= 254 e 366 nm)  

 para cromatografia em camada delgada (CCD), utilizaram-se 

cromatofolhas de sílica gel 60 GF254 (Merck)  

 para cromatografia líquida à vácuo (CLV) utilizaram-se como 

adsorventes sílica gel 60H (90% das partículas são menores que 55 μm, 

Merck) e sílica gel 60 A (partículas de 40-63 μm, Merck), na proporção 

de 1:1 (m/m), empregando-se coluna de vidro com 10 cm de diâmetro e 

30 cm de altura, contendo placa sinterizada 

 para cromatografia em coluna flash utilizou-se como adsorvente sílica 

gel 60 A (partículas de 40-63 μm, Merck) empregando-se coluna de 

vidro com 4 cm de diâmetro e 40 cm de altura  

 para as cromatografias em coluna clássica utilizou-se como adsorvente 

sílica gel 60 A (partículas de 40-63 μm, Merck) empregando-se colunas 

de vidro com 2 e 3 cm de diâmetro por 40 cm de altura  

 para as revelações das cromatoplacas  foram utilizadas solução de 

vanilina em ácido sulfúrico e/ou irradiação no UV (254 e 366 nm) 
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 para a extração, partições, fracionamentos e sistemas cromatográficos  

em colunas e placa, utilizaram-se solventes de grau P.A., das marcas 

Vetec, Cromato Produtos Químicos LTDA, Quemis, Isofar e Alphatec  

 

3.1.2 Obtenção e Análise em Cromatografia de Fase Gasosa Acoplada a 
Espectrometria de Massas (CG-EM) do Óleo Essencial de A. absinthium L. 
(OEAA) 
 

A obtenção do óleo essencial foi realizada no laboratório de 

Farmacognosia, da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Juiz de 

Fora, coordenado pela professora Magda Narciso Leite, a qual gentilmente 

disponibilizou o espaço e os seguintes equipamentos para a realização desse 

procedimento: 

 Clevenger 

 Manta aquecedora 

 

As análises de CG-EM foram gentilmente realizadas no Departamento de 

Química da Universidade de São Paulo de Ribeirão Preto sob os cuidados do 

professor Dr. Antônio Eduardo Miller Crotti, sendo utilizados os seguintes 

equipamentos/materiais para as análises: 

 Cromatógrafo de fase gasosa acoplado a espectrometria de massas 

(CG-EM) Shimadzu QP2010Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão), 

equipado com injetor automático AOC-20i, fonte de ionização por 

elétrons (EI-EM) e analisador quadrupolar do tipo filtro de massas. 

 coluna capilar Rtx5-MS (Restek) de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d. i. x 

0,25 μm de filme), composta de 5% de difenilsiloxano e 95% de 

dimetilpolisiloxano 

 hexano grau espectroscópico (marca Mallinkrodt) 

 

3.1.3 Análises em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

As análises em CLAE foram realizadas na Central Analítica de Bioprodutos 

e Bioprocessos (CENTRALBIO), da Faculdade de Farmácia da Universidade 
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Federal de Juiz de Fora (UFJF), a qual dispôs dos seguintes equipamentos 

para o desenvolvimento deste trabalho: 

 Microcentrífuga – KASVI 

 Purificador de água Purelab Classic - ELGA  

 Lavadora Ultrassônica Digital Aquecida – SoniClean 2 

 Kit filtração à vácuo 

 Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (Waters), composto por: bomba 

binária 1525, detector PDA 2998, injetor auto sampler 2707, e Software 

Empower3 para aquisição e tratamento dos dados. Utilizaram-se duas 

colunas de fase reversa, C18, ambas Sunfire, sendo uma analítica (4,6 

mm x 250 mm, 5 µm) e a outra semipreparativa (10 mm x 250 mm, 5 

µm) 

 Metanol grau HPLC (J.T. Baker), água purificada e ácido orto-fosfórico 

85% (Merck). 

 

3.1.4 Análise espectroscópica por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

As análises espectroscópicas foram realizadas no Departamento de 

Química, do Instituto de Ciências Exatas da UFJF, o qual disponibilizou o 

espectrômetro BRUKER AscendTM 500, operado em 500MHz (RMN de 1H) e 

125MHz (RMN de 13C), e o Software TopSpin 3.2. Para a obtenção dos 

espectros de RMN de 1H e 13C das substâncias isoladas utilizou-se clorofórmio 

deuterado (CDCl3, Cambridge Isotope Laboratories). 
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3.2 COLETA E IDENTIFICAÇÃO DO MATERIAL VEGETAL  

 

O material vegetal (folhas e raízes) foi coletado no dia 09 de Janeiro de 

2014, no horto da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Juiz de 

Fora - UFJF (21°46’39.48’’ S; 43°22’00.10’’ O). A exsicata do vegetal foi 

depositada no Herbário Leopoldo Krieger – CESJ, da UFJF, sob número de 

tombo CESJ 65106. 

 

 

3.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO ETANÓLICO BRUTO DAS RAÍZES DE A. 
absinthium L. 
 

Após a seleção e lavagem das raízes para remoção de sujidades, o 

material vegetal foi seco em temperatura ambiente, durante 10 dias. Após 

secagem, as mesmas foram submetidas à moagem para obtenção do pó. O pó 

assim obtido (180 g) foi submetido à extração por remaceração (três etapas), 

em etanol, por um período de 9 dias. 

A solução etanólica foi filtrada e, em seguida, transferida 

progressivamente para balão de fundo redondo e concentrada com auxílio de 

rotaevaporador à temperatura de 400C. O extrato obtido foi transferido para um 

frasco de boca larga, previamente pesado, e mantido aberto para a completa 

evaporação do solvente orgânico até a obtenção de peso constante. Após 

estes procedimentos, foram obtidos 1,5 g de extrato etanólico bruto da raiz de 

A. absinthium L. (AAR). 

 

 

 

3.4 OBTENÇÃO DO EXTRATO DICLOROMETÂNICO BRUTO DAS FOLHAS 

DE A. absinthium L. OBTIDO POR LAVAGEM FOLIAR 

 

 Optou-se pela lavagem foliar com o intuito de extrair o conteúdo dos 

tricomas glandulares encontrados na A. absinthium L., uma vez que, grande 

parte dos metabólitos secundários presentes (monoterpenos, lactonas 

sesquiterpênicas, flavonoides e cumarinas) nas espécies pertencentes à família 

Asteraceae, concentram-se nos tricomas glandulares encontrados na superfície 

das folhas (BARTOLI et al., 2011; KELSEY & SHAFIZADEH, 1980). As 
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imagens a seguir (figura 10) foram capturadas das folhas de A. absinthuim L., 

utilizada nesse trabalho, com a colaboração de Flavia Bonizol Ferrari -  Instituto 

de Ciências Biológicas (ICB) do departamento de Botânica da Universidade 

Federal de Juiz de Fora.  O material foi cortado transversalmente, montado em 

água glicerinada e fotografado em microscópio de luz modelo BX41 com 

câmera digital acoplada modelo Power Shot A640. Nessas imagens é possível 

visualizar a presença desses tricomas glandulares. 

  

 
Figura 10: Tricomas glandulares A. absinthium L. 

 

Após a coleta, parte das folhas foram selecionadas e secas em 

temperatura ambiente por 7 dias, obtendo-se no total 242,3g de folhas. Essas 

foram divididas em 6 partes e submetidas a lavagem com CH2Cl2. Cada parte 

(aproximadamente 40g de folhas) foi colocada em um recipiente de vidro alto e 

de boca larga juntamente com 1L de CH2Cl2, promoveu-se agitação em 

movimento circular por 30 segundos em capela de exaustão e, em seguida, o 

solvente foi filtrado, rotaevaporado à temperatura de 400C e novamente 

adicionado às folhas (figura 11). Esse procedimento foi realizado três vezes 

para cada uma das 6 porções. O extrato obtido foi transferido para um frasco 

de boca larga, previamente pesado e mantido aberto para a completa 

evaporação do solvente orgânico até a obtenção de um peso constante. Após 

estes procedimentos, foram obtidos 6,2 g de extrato diclorometânico bruto das 

folhas de A. absinthium L. (AAF). 
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Figura 11: Esquema para obtenção do AAF (ED – extrato diclorometânico) 

 

No intuito de selecionar um dos extratos brutos para dar continuidade ao 

processo fitoquímico, estes foram avaliados quanto à atividade 

esquistossomicida in vitro frente aos vermes adultos de S. mansoni.  

De acordo com os resultados descritos no item 4.4.1, o extrato 

diclorometânico obtido por lavagem foliar (AAF), por apresentar melhor 

atividade esquistossomicida in vitro, foi selecionado para dar prosseguimento 

ao estudo fitoquímico. 

 

 

3.5 OBTENÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL DE A. absinthium L. 

 

 Logo após a coleta da A. absinthium L. 100g de folhas foram 

selecionadas, rasuradas e colocadas em um balão de fundo redondo com o 

auxílio de um bastão de vidro e às folhas foi acrescentado 1000 mL de água 

deionizada. O balão foi acondicionado sobre uma manta aquecedora e 

acoplado ao aparelho de Clevenger. A temperatura do termostato da manta foi 

mantida no máximo, 9, numa escala de 0 a 9 até a ebulição da água, sendo 

diminuída para 2, e mantida nesta, por 4h (figura 12). O óleo foi retirado do 

Clevenger e a ele foi acrescentado sulfato de sódio anidro para retirar uma 

possível presença de água. Após essa etapa, o óleo foi filtrado com algodão e 

acondicionado em freezer -100C até o encaminhamento para o ensaio 

biológico. Foram obtidos 0,3 mL do óleo essencial de Artemisia absinthium L. 

(OEAA). 
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Figura 12: Obtenção do OEAA 

 

 

 

3.6 ANÁLISE EM CLAE DO EXTRATO, FRAÇÕES E  METABÓLITOS DE A. 

absinthium L. 

 

 A análise do extrato AAF, substâncias isoladas e frações foram 

realizadas em CLAE acoplada ao detector UV-visível PDA, em fase reversa. 

 Para as análises, 2mg das amostras foram solubilizados em MeOH grau 

HPLC e colocado em ultrassom aquecido a 350C por aproximadamente 5 

minutos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 

minutos e os sobrenadantes foram retirados com uma seringa e filtrados 

através de uma membrana, de poro 45µm, diretamente para os vials. 

O gradiente de eluição consistiu de uma fase binária composta de H2O 

(0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 40 

minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e 

fluxo de 1mL/min.   
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3.7 IDENTIFICAÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS DO OEAA 

 

A constituição química do óleo essencial das folhas de Artemisia 

absinthium L. (OEAA) foi determinada por cromatografia a gás acoplada à 

espectrometria de massas (CG-EM). A identificação dos constituintes químicos 

do OEAA foi realizada com base na metodologia estabelecida por ADAMS 

(2007) conforme descrito a seguir. 

Foi utilizado hélio (99,999%) como gás de arraste, a um fluxo constante 

de 1,0 mL/min. A temperatura do injetor foi de 240°C e o volume de injeção foi 

de 0,1 μL. A temperatura do forno foi programada de 60°C a 240°C a uma 

velocidade de 3°C/min. Para a padronização dos tempos de retenção foi 

adicionada às amostras de óleos essenciais uma mistura de hidrocarbonetos 

alifáticos (C8 a C20). Os índices de retenção (IR) foram calculados de acordo 

com a equação abaixo, proposta por DOOL & KRATZ (1963): 

 

IR = 100n + 100 (tx-tn) / (tn+1-tn)  

 

Onde n é o número de carbonos do primeiro hidrocarboneto da mistura 

de padrões cujo tempo de retenção tn é imediatamente menor que o tempo de 

retenção tx do constituinte do óleo essencial, e tn+1 é o tempo de retenção do 

hidrocarboneto da mistura de padrões imediatamente maior. 

A amostra eluída da coluna cromatográfica foi direcionada pelo divisor 

de fluxo para a fonte de ionização, na razão de 1:20. A temperatura da fonte foi 

ajustada em 280°C e a energia do feixe de elétrons foi de 70 eV. O analisador 

foi controlado para separar íons de m/z entre 40 e 600. 

A identificação dos compostos foi baseada na comparação dos 

espectros de massa obtidos, com a base de dados NIST, Pherobase e 

WILEY7.LIB, este através do software CG-EM Solution (Shimadzu, Japão), que 

forneceu o índice de similaridade (IS), expresso em porcentagem, e pela 

comparação dos índices de retenção (IR) calculados com a literatura de 

ADAMS, 2007. Os IR das substâncias foram obtidos através de uma co-injeção 

da amostra com uma série homologa de alcanos (C8 – C20). 
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3.8 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DO AAF 

 

 

Com o objetivo de isolar seus constituintes, 6,2 g do extrato AAF foi 

submetido à CLV de 10 cm de diâmetro por 8 cm de altura de sílica, 

empacotada com 300 g de sílica (sílica gel 60H + sílica 60A na proporção de 

1:1p/p), utilizando-se como eluentes solventes e misturas de solventes com 

polaridades crescentes, sendo coletadas 8 frações de 1500 mL cada (figura 

13). Após análise das mesmas, por meio de CCD, foi possível agrupá-las em 7 

frações, como mostra a Tabela 4. 

 

 
Figura 13: Coluna Cromatográfica Líquida a Vácuo (VLC) do extrato AAF 

 

Tabela 4: Frações obtidas da CLV do extrato AAF 

Eluentes Frações Massas (g) 

Hex100% AA1 0,2538 
Hex:AcOEt 5% e 10% AA3 (2+3) 0,4918 
Hex:AcOEt 20% AA4 0,3754 
Hex:AcOEt 40% AA5 0,7163 
Hex:AcOEt 70% AA6 0,9432 
AcOEt 100% AA7 1,3586 
MeOH 100% AA8 0,5042 

TOTAL  4,6433 
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3.8.1 Estudo da fração AA6 

 

 Em continuidade ao estudo fitoquímico, a fração AA6 (0,9432g) obtida 

da CLV, foi submetida à cromatografia em coluna Flash (coluna de vidro de 4 

cm de diâmetro empacotada com 120g de sílica gel 60A, obtendo-se uma 

altura de 20 cm) figura 11. Foram obtidas 107 frações de 40 mL cada (figura 

14). Os eluentes utilizados foram CHCl3 e Me2CO em gradiente de polaridade. 

Após análise em CCD, foi possível agrupar as 107 frações em 13 subfrações 

(tabela 5).  

 

 
Figura 14: Coluna Cromatográfica Flash da fração AA6  

 

Tabela 5: Subfrações obtidas da Coluna Flash AA6  

Eluentes Frações     Massas (g) 

CHCl3:Me2CO 5% AA6.12(1-12)  0,1593 
CHCl3:Me2CO 5% AA6.18(13-18) 0,0831 
CHCl3:Me2CO 5% AA6.40(19-40)  0,1596 
CHCl3:Me2CO 5% AA6.44(41-44) 0,009 
CHCl3:Me2CO 5% AA6.70(45-70) 0,0465 
CHCl3:Me2CO 5% e 10% AA6.93(71-93) 0,044 
CHCl3:Me2CO 10% AA6.101(94-101) 0,048 
Me2CO 100% AA6.102 0,0063 
Me2CO 100% AA6.103 0,0145 
Me2CO 100% AA6.104 0,1076 
Me2CO 100% AA6.105 0,0784 
Me2CO 100% AA6.106 0,034 
Me2CO 100% AA6.107 0,0137 

TOTAL  0,804 
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Após a análise das subfrações por meio da CCD, a subfração AA6.12 

(0,1593 g) foi selecionada para dar continuidade ao processo de isolamento. 

 

3.8.2 Estudo da fração AA6.12 

 

Em função do perfil cromatográfico obtido em CCD, novamente optou-se 

nessa subfração realizar lavagem com MeOH seguida de sedimentação 

permitindo dessa forma a separação de substâncias com polaridades distintas, 

por entre o sobrenadante e o sedimento. Após análise cromatográfica em CCD, 

observou-se que o sedimento desta subfração AA6.12 após a lavagem com 

MeOH apresentou uma única mancha nas condições cromatográficas 

analisadas (figura 15), obtendo-se no total 0,0875g de substância pura. Logo, 

essa subfração foi submetida a análises em CLAE e espectroscópica para 

verificação do perfil químico e identificação de sua estrutura molecular, 

respectivamente. 

 

 
Figura 15: CCD da substância obtida da subfração AA6.12. Eluente: CHCl3:Me2CO (9:1 v/v). 

Revelador: Vanilina Sulfúrica 5% 

 

3.8.3 Estudo da fração AA6.40 

 

Em continuidade ao estudo fitoquímico, a fração AA6.40 (0,1596g) 

obtida na coluna Flash da fração AA6, foi submetida à cromatografia em coluna 

clássica (coluna de vidro de 2 cm de diâmetro empacotada com 40g de sílica 

gel 60A, obtendo-se uma altura de 22 cm) figura 12. Foram obtidas 38 frações 

de 40 mL cada. Os eluentes utilizados foram CHCl3 e Me2CO em gradiente de 
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polaridade (figura 16). Após análise em CCD, foi possível agrupar as 38 

frações em 9 subfrações (tabela 6). 

 

 
Figura 16: Coluna Cromatográfica Clássica da fração AA6.40 

 

Tabela 6: Subfrações obtidas da Coluna Clássica AA6.40  

Eluentes Frações     Massas (g) 

CHCl3:Me2CO 2% AA6.40.1 0,002 
CHCl3:Me2CO 2% AA6.40.8(2-8) 0,008 
CHCl3:Me2CO 5% AA6.40.17(9-17) 0,015 
CHCl3:Me2CO 10% AA6.40.26(18-26)  0,010 
CHCl3:Me2CO 10% AA6.40.27 0,003 
CHCl3:Me2CO 10% e 15% AA6.40.28 0,004 
CHCl3:Me2CO 15% AA6.40.30(29-30) 0,005 
CHCl3:Me2CO 15% A6.40.36(31-36)  0,048 
CHCl3:Me2CO 20% AA6.40.38(37-38) 0,006 

TOTAL  0,101 
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3.8.4 Estudo da fração AA6.40.36 

 

Após análise cromatográfica em CCD observou-se uma mancha 

majoritária na fração AA6.40.36 nas condições cromatográficas utilizadas 

(figuras 17). Logo, essa fração 0,048g, foi submetida à análise em CLAE e 

espectroscópica para verificação do seu perfil químico e identificação de sua 

estrutura respectivamente. 

 

 
Figura 17: CCD da subfração AA6.40.36. A seta preta indica a substância majoritária. 

Eluente: CH2Cl2:AcOEt (95:5 v/v). Revelador: Vanilina Sulfúrica 5% 

 

3.8.5 Estudo da fração AA7 

 

 Em continuidade ao estudo fitoquímico, a fração AA7 (1,3586g) obtida 

da CLV, foi submetida à cromatografia em coluna Clássica (coluna de vidro de 

3 cm de diâmetro empacotada com 85g de sílica gel 60 A, obtendo-se uma 

altura de 30 cm) (figura 18). Foram obtidas 39 frações de 100 mL cada. Os 

eluentes utilizados foram Hex e AcOEt em gradiente de polaridade. Após 

análise em CCD, foi possível agrupar as 39 frações em 5 subfrações (tabela 7). 

A figura 19 mostra as subfrações de AA7.33 antes de serem agrupadas. 
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Figura 18: Coluna Cromatográfica Clássica da fração AA7 

 
Tabela 7: Subfrações obtidas da Coluna Clássica AA7  

Eluentes Frações Massas (g) 

Hex:AcOEt 30% AA7.1 0,0367 
Hex:AcOEt 30% a 45% AA7.26(2-26) 0,235 
Hex:AcOEt 50% AA7.27 0,0458 
Hex:AcOEt 55% AA7.33(28-33) 0,472 
Hex:AcOEt 60% AA7.39(33-39) 0,490 

TOTAL  1,2795 

 

 
Figura 19: CCD das frações AA7.28 a AA7.33 antes de serem agrupadas. Eluente: 

CH2Cl2:AcOEt (8:2 v/v). Revelador: Vanilina Sulfúrica 5% 
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3.8.6 Estudo da fração AA7.33 

 

A fração AA7.33 foi encaminhada para análise do perfil cromatográfico 

em CLAE. Devido ao perfil do cromatograma analítico obtido (figura 20), altura 

e distância dos picos, essa fração foi submetida a um novo fracionamento em 

CLAE-semipreparativo com o intuito de se isolar as substâncias majoritárias.  

 

 
Figura 20: Perfil cromatográfico da fração AA7.33 220 nm em CLAE-PDA, e os tempos de 
retenção dos picos majoritários. O gradiente de eluição consistiu em uma fase móvel binária  
composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 
40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 
1mL/min. 

 

 As condições estabelecidas para as eluições semipreparativas foram: 

 Fluxo 7 mL/min 

 Fase móvel isocrática 35% de água purificada (0,1% H3PO4) e 65% 

MeOH (HPLC) 

 Tempo de eluição de 20 minutos  

 

As frações coletadas foram bem estreitas para evitar a presença de 

impurezas associadas a pequenas porções de outros compostos. Este 

procedimento diminui o rendimento, mas aumenta a pureza do composto. Após 

a coleta os solventes foram rotaevaporados e novamente as frações foram 

submetidas a uma nova eluição em CLAE analítico para obtenção de seus 

perfis químicos. 
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3.9 AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA 

 

Os extratos brutos AAF e AAR, o óleo essencial OEAA bem como a 

substância, foram avaliados quanto à atividade esquistossomicida in vitro frente 

a vermes adultos de S. mansoni.  

Os ensaios esquistossomicidas foram realizados no Núcleo de 

Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz em São Paulo, sob a coordenação e 

responsabilidade do Dr. Josué de Moraes. 

 

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

A linhagem de S. mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho foi a 

BH (Belo Horizonte, MG), mantida no Núcleo de Enteroparasitas do Instituto 

Adolfo Lutz (São Paulo, SP) como previamente descrito por DE MORAES 

(2012a). Os parasitos foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata 

Say, 1818 (hospedeiro intermediário) e hamsters Mesocricetus auratus 

Waterhouse, 1839 (hospedeiro definitivo). 

 

3.9.2 Manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni  

 

A manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni foi feita de acordo com 

PELLEGRINO & KATZ (1968). Os hamsters infectados foram sacrificados em 

câmara de CO2 para a retirada dos ovos infectados do fígado e posterior 

obtenção dos miracídios. Os fígados foram triturados em liquidificador em 

solução salina 0,85% (m/v), e a suspensão dos tecidos homogeneizados foi 

deixada para sedimentação no escuro. O sedimento foi suspenso com água 

declorada e exposto à luz para obtenção dos miracídios. O número e a 

viabilidade dos miracídios e cercárias foram determinados com o auxílio de um 

estereomicroscópio. 

 Para a infecção do hospedeiro intermediário, B. glabrata, foram 

utilizados 8 miracídios por caramujo e após 35 a 40 dias, estes foram expostos 

à luz artificial para a eliminação das cercárias.  

Cerca de 150 cercárias foram inoculadas nos camundongos por via 

subcutânea e após aproximadamente 45 dias, os vermes adultos foram 
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recuperados do sistema porta hepático por perfusão como descrito por 

SMITHERS & TERRY (1965). 

 

3.9.3 Preparo das amostras para o ensaio  

 

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfóxido 100% (DMSO, Merck) 

e posteriormente, adicionou-se meio “Roswell Memorial Park Institute“ (RPMI 

1640), esterilizado por filtração, para obter a concentração de 200 μg/mL dos 

extratos brutos, em DMSO 0,5% (v/v). O praziquantel 1 μg/mL ou 3 μM 

(Merck), preparado nas mesmas condições, foi utilizado como controle positivo. 

 

3.9.4 Ensaios in vitro 

 

 Os ensaios in vitro com vermes adultos de S. mansoni foram realizados 

com machos e fêmeas acasalados. Na placa de Petri, os pares de vermes 

obtidos dos hamsters, por perfusão, foram lavados 2 vezes com o meio RPMI 

1640 contendo penicilina 200 U/mL, estreptomicina 200 μg/mL e anfotericina B 

2 μg/mL (Cultilab).  

Posteriormente, os parasitos acasalados foram transferidos para placas 

de cultura de células com 24 poços contendo 1 casal de verme, por poço, em 2 

mL do meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) 

e tamponado com HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich) (DE MORAES et al., 2011; 

2012b; 2013a; 2013b).  

Diferentes concentrações das amostras foram diluídas no meio de 

cultura antes da adição dos parasitos, sendo que a concentração final de 

DMSO não foi superior a 0,5%. O praziquantel (1 μg/mL ou 3 μM) foi utilizado 

como controle positivo e os poços contendo somente meio de cultura, RPMI 

1640, e meio com DMSO 0,5% foram usados como controle negativo. As 

culturas foram mantidas em estufa a 37oC, em atmosfera de CO2 a 5% 

(Thermo Scientfic-Revco®) e foram monitoradas diariamente por 5 dias, com o 

auxílio de um microscópio invertido e um estereomicroscópio (SMZ 1000, 

Nikon). 
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3.9.5 Viabilidade de adultos de Schistosoma mansoni em presença dos 
extratos brutos, óleo essencial e substância isolada 
 

 Para avaliar a toxicidade dos extratos AAF e AAR sobre o S. mansoni 

foram considerados os seguintes parâmetros: atividade motora (motilidade), 

contração muscular e alterações morfológicas no tegumento (MORAES, 

2012b). Para o OEAA e substância isolada foram avaliados a taxa de 

mortalidade e a redução da atividade motora. 

A redução da atividade motora e as alterações morfológicas no 

tegumento foram qualitativamente avaliadas como “leve” ou “significativa”. No 

primeiro caso utilizou-se um estereomicroscópio, enquanto que, no segundo, 

um microscópio invertido, usando técnica de campo claro ou contraste de 

interferência.  

Um resumo das etapas executadas com o objetivo de isolar os 

metabólitos secundários das folhas de A. absinthium L., bem como as amostras 

que foram encaminhadas para os ensaios esquistossomicidas é mostrado no 

fluxograma a seguir (figura 21). 
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Figura 21: Fluxograma demonstrando as etapas realizadas para o isolamento de substâncias (AAF) e as amostras encaminhadas para ensaio 

esquistossomicida. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Primeiramente, os extratos brutos das folhas e raízes foram produzidos 

e, em seguida, os mesmos foram submetidos à avaliação da atividade 

esquistossomicida in vitro, no intuito de identificar o extrato mais ativo frente 

aos vermes adultos de S. mansoni. De acordo com os resultados obtidos, o 

extrato AAF apresentou melhor atividade esquistossomicida e, por isso, foi 

selecionado para dar continuidade ao processo de isolamento e identificação 

de seus constituintes. 

 

4.1 ANÁLISE EM CLAE DO EXTRATO AAF 

 

Extratos brutos vegetais podem ser analisados com sucesso utilizando-

se uma técnica hifenada apropriada. Dentre essas técnicas, a CLAE-PDA 

também conhecida como LC-PDA é um método bastante adequado. A CLAE-

PDA é extremamente útil para a análise de produtos naturais que possuem 

grupos cromóforos, tais como substâncias fenólicas, incluindo flavonoides, 

cumarinas e outros metabólitos (SARKER & NAHAR, 2012).  

O perfil cromatográfico do AAF a 254 nm é representado no 

cromatograma da figura 22a bem como o espectro no UV dos picos 

majoritários e seus respectivos tempos de retenção (Tr) na figura 22b. 
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Figura 22a: Perfil cromatográfico do AAF, obtido a 254 nm em CLAE-PDA, e os tempos de 
retenção dos picos majoritários. O gradiente de eluição consistiu em uma fase móvel binária  
composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 
40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 
1mL/min. 

 

 
Figura 22b: Espectro no UV dos picos majoritários obtidos nos tempos de retenção, 23,262; 
26,813; 34,958 e 39,494 minutos. 

 

 A análise do cromatograma da figura 22a demonstra a presença de 

substâncias mais apolares no extrato. É possível observar a presença de 4 

picos mais proeminentes nos Trs 23,262; 26,813; 34,958 e 39,494 minutos. No 

Tr 26,813 se encontra a substância majoritária do extrato AAF. As análises dos 

espectros no UV (figura 22b) permitem inferir a presença de uma LST no Tr de 

23,262 minutos [UV máx: 254 nm (SCHORR & DA COSTA, 2005)] e de 

flavonoides nos Tr 26,813; 34,958 e 39,494 minutos [banda II UV máx: 260-280 

nm, banda I UV máx: 320-370 (GOBBO-NETO & LOPES, 2008).  
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4.2 PERFIL EM CLAE, IDENTIFICAÇÃO ESTRUTURAL DAS SUBSTÂNCIAS 
ISOLADAS E COMPARATIVO DOS PERFIS ANALÍTICOS COM O EXTRATO 
AAF 
 

4.2.1 Substância AA6.12(1-12) 

 

 Em função do perfil obtido em CCD, o sedimento da fração AA6.12(1-12) 

foi encaminhado para análise do perfil cromatográfico em CLAE-PDA e 

elucidação estrutural por RMN. 

 O cromatograma obtido na análise em CLAE-PDA (figura 23a) 

demonstrou a presença de um pico isolado, nas condições cromatográficas 

analisadas, no Tr de 26,845 minutos. O espectro no UV é apresentado na 

figura 23b. 

 
 

 
Figura 23a: Perfil cromatográfico da substância isolada da subfração AA6 a 220 nm. O 
gradiente de eluição consistiu em uma fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e 
MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de 
fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 1mL/min. 
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  Figura 23b: Perfil no UV do pico no tempo de retenção 26,845 minutos. 

 
 

A análise do espectro no UV obtido no Tr 26,845 minutos e a coloração 

amarela da substância visualizada em CCD mesmo antes de aplicar o 

revelador, permitem sugerir que a substância isolada da fração AA6.12(1-12) 

seja um flavonoide.  

O espectro de RMN de 1H desta substância (tabela 8 e figura 28) 

evidencia a presença de 5 simpletos, integrados cada um para 3H cada, na 

região de δ 3,85-3,95 ppm (figura 24). Estes sinais foram atribuídos a 

hidrogênios de grupos metoxilas (figura 27), já vez que os mesmos ocorrem 

como simpletos nessa faixa de deslocamento químico (PAVIA, 2010). Por outro 

lado, o simpleto observado em δ 6,48 ppm (figura 25), integrado para 1H, foi 

atribuído ao H-8 do anel aromático A (figura 27), uma vez que não acopla com 

nenhum outro hidrogênio do anel. Esse padrão de substituição é indicativo de 

que esse anel aromático A seja pentasubstituído. Já o dupleto em δ 6,97 ppm 

(figura 25), integrado para 1H, foi atribuído ao H-3’ (figura 27) do anel 

aromático B, em função da sua constante de acoplamento (J = 8,5 Hz), a qual 

é típica de acoplamento orto, sendo este acoplamento observado com o H-2’, o 

qual ocorre como um duplo dupleto em δ 7,70 ppm (J = 8,5 e 2,o Hz) (figura 

26). O hidrogênio H-6’, por sua vez, ocorre como um dupleto em δ 7,66 ppm 

(figura 26) e acopla em posição meta (J = 2,0 Hz) com o H-2’. Esse padrão de 

hidrogênios sugere que esse anel aromático B seja trisubstituído (figura 32) 

(PAVIA, 2010). 
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Figura 24: Espectro de RMN de 1H da AA6.12(1-12) (CDCl3, 500MHz). Expansão dos 

sinais dos hidrogênios (δ=3,85-3,95 ppm) 

 

Figura 25: Espectro de RMN de 1H da AA6.12(1-12) (CDCl3, 500MHz). Expansão dos 

sinais dos hidrogênios (δ=6,48-6,97 ppm) 
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Figura 26: Espectro de RMN de 1H da AA6.12(1-12) (CDCl3, 500MHz). Expansão dos 

sinais de hidrogênios (δ=6,66-7,70 ppm) 
 

 

O espectro de RMN de 13C (tabela 9 e figura 29), evidencia a presença 

de 20 carbonos magneticamente distintos. Em função do deslocamento, foi 

possível observar a presença de um grupo carbonila em δ 179 ppm e de pelo 

menos 5 carbonos ligados a oxigênio na região entre δ 56,1 a 61,0 ppm 

(PAVIA, 2010).  

A análise dos dados espectroscópicos obtidos por RMN de 1H e 13C, 

aliada aos dados oriundos da literatura (YOSHIOKA et al., 2004), permitem 

inferir que a substância AA.6.12(1-12) refere-se à flavona artemetina (5-hidroxi-

3,6,7,4’,5´ -pentametoxiflavona) (Figura 27). 

 

 
Figura 27: Estrutura Química da Artemetina 
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Tabela 8: Dados de RMN de 1H da AA6.12(1-12) e dados da Artemetina descritos na literatura  

 
Hidrogênios 

Dados Obtidos (CDCl3, 500MHz) Referência 

Deslocamento Químico 
δ=PPM |Integral | Multiplicidade | 
Constante de Acoplamento J = 

Hz 

YOSHIOKA et al., 
2004 

(CDCl3, 500MHz) 

4’ OCH3 3,85 (3H; s) 3,86 (3H; s) 

5’ OCH3 3,89 (3H; s) 3,87 (3H; s) 

7 OCH3 3,94 (3H; s) 3,93 (3H; s) 

6 OCH3 3,95 (3H; s) 3,95 (3H; s) 

3 OCH3 3,95 (3H; s) 3,97 (3H; s) 

8 6,48 (1H; s) 6,51 (1H; s) 

3’ 6,97 (1H; d; 8,5) 6,99 (1H; d; 8,5) 

6’ 7,66 (1H; d; 2,0) 7,69 (1H; d; 2,1) 

2’ 7,70 (1H, dd; 8,5; 2,0) 7,74 (1H; dd; 8,5; 2,1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

58 
 

Tabela 9: Dados de RMN de 13C da AA6.12(1-12) e dados da Artemetina descritos na literatura 

Carbono 
Dados Obtidos  

(CDCl3, 125 
MHz) 

Referência 

Deslocamento 
 Químico 
δ=PPM 

YOSHIOKA et al., 
2004 

(CDCl3, 125 MHz) 

OCH3 56,1 55,9 

OCH3 56,5 56,0 

OCH3 56,4 56,3 

OCH3 60,2 60,1 

OCH3 61,0 60,8 

8 90,4 90,3 

10 106,5 106,5 

3’ 111,0 110,8 

2’ 111,3 111,1 

1’ 122,2 122,1 

6’ 123,0 122,8 

6 132,3 132,2 

3 139,0 138,8 

5’ 149,0 148,7 

4’ 151,4 151,3 

9 152,3 152,3 

5 152,8 152,7 

2 156,0 155,8 

7 159,0 158,7 

4 179,0 178,8 
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Figura 28: Espectro de RMN de 1H da AA6.12(1-12) (CDCl3, 500MHz). 
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Figura 29: Espectro de RMN de 13C da AA6.12(1-12) (CDCl3, 125MHz). 
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Com relação ao metabólito identificado, a artemetina é uma flavona que 

já foi isolada de várias outras espécies vegetais. BENYAHIA et al. (2014) a 

isolou a partir das partes aéreas da Artemisia arborescens; ANSHUL et al. 

(2013) e BILIA et al. (2006) da Artemisia annua também das partes aéreas; 

YOSHIOKA et al. 2004 das folhas de Vitex rotundifolia; DE SOUZA et al. (2011) 

das partes aéreas de Achillea millefolium e HUANG et al. (2013) das folhas e 

galhos de Vitex trifolia. 

 As flavonas exibem grande diversidade de atividades biológicas em 

função da sua particular habilidade de modular vários sistemas enzimáticos 

(KOIRALA et al., 2014; VERMA & PRATAP, 2012). 

A respeito das atividades biológicas da artemetina, DE SOUZA et al. 

(2011) avaliaram o efeito hipotensor da artemetina in vivo. Este flavonoide foi 

capaz de reduzir de maneira dose-dependente a pressão arterial dos animais. 

Os autores sugerem que a diminuição da pressão arterial observada ocorre em 

função da habilidade da artemetina em inibir a enzima conversora de 

angiotensina (ECA) e consequentemente diminuir os níveis de angiotensina II. 

HUANG et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade da artemetina sobre três 

linhagens de células cancerígenas humanas, PANC-1 (pancreáticas), K562 

(leucêmicas) e BxPC-3 (pancreáticas de adenocarcinoma). Essa substância se 

mostrou inativa frente a essas células. A baixa citotoxicidade foi explicada em 

função da ausência de um grupo hidroxila na posição 5’, uma vez que a 

casticina substância também avaliada se mostrou altamente citotóxica e sua 

estrutura química só se diferencia da artemetina pela presença de uma 

hidroxila nessa posição. 

A artemetina juntamente com outros flavonoides presentes na Artemisia 

annua apresentou atividade frente à larva Helicoverpa armigera. Esta é uma 

praga que prejudica o cultivo de uma vasta gama de 300 espécies de plantas, 

incluído plantas ornamentais, medicinais e alimentícias. Essa mistura 

flavonoídica tem sido apontada como candidata a um possível biopesticida 

(ANSHUL et al., 2013).  

MARTINS et al. (2014), WEATHERS et al. (2012) e BILIA et al. (2006) 

relatam  que alguns flavonoides, incluindo  a artemetina, têm demonstrado 

efeito sinérgico com artemisinina contra Plasmodium falciparum. Além disso, de 

acordo com AKKARI et al. (2014) e FERREIRA et al. (2011) ensaios in vitro 
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sugerem que alguns flavonoides possam também apresentar propriedades 

antihelmínticas. 

 Através das análises em CLAE foi possível observar que a artemetina é 

a substância majoritária do extrato AAF. A figura 30 compara o perfil 

cromatográfico, obtido nas mesmas condições analíticas, da artemetina (linha 

vermelha) em relação ao extrato AAF (linha preta), o qual deixa explícito a 

abundância da artemetina em relação as outras substâncias encontradas no 

extrato. 

 

 

 
Figura 30: Comparativo entre perfil cromatográfico da artemetina (linha vermelha) e o extrato 
AAF (linha preta) a 220 nm. O gradiente de eluição consistiu em uma fase móvel binária  
composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 
40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 
1mL/min. 

  

Assim, tendo em vista a atividade esquistossomicida apresentada pelo 

extrato AAF, a artemetina substância majoritária, foi submetida à avaliação in 

vitro frente ao S. mansoni pela primeira vez.  

 

 

4.2.2 Substância AA6.40.36(31-36)  

 

 Em função do perfil obtido em CCD a fração AA6.40.36, mostrou-se com 

adequado grau de pureza e foi encaminhada para análise do perfil 

cromatográfico em CLAE-PDA e elucidação estrutural por RMN. 
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 O cromatograma obtido na análise em CLAE-PDA (figura 31a) 

demonstrou a presença de um pico majoritário, nas condições cromatográficas 

analisadas, com Tr de 19.941 minutos. O espectro no UV é apresentado na 

figura 31b. 

 

Figura 31a: Perfil cromatográfico da substância majoritária da subfração AA6.40.36 a 210 nm. 

O gradiente de eluição consistiu em uma fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e 

MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de 

fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 1mL/min. 

 

 
 Figura 31b: Perfil no UV do pico no tempo de retenção 19,941 minutos. 

 

A análise do espectro no UV, obtido no Tr 19,941, juntamente com a 

análise quimiossistemática, permitem sugerir que a substância majoritária da 

fração AA6.40.36  trata-se de uma lactona. 

No espectro de RMN de 1H (figura 35 e tabela 10) pode-se observar a 

presença de dois dupletos, integrados para 3H cada, em δ 0,99 e 1,13 ppm, 
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além de um simpleto (3H) em δ 1,68 ppm (figura 32), sendo estes sinais 

característicos de hidrogênios metílicos e atribuídos, respectivamente aos 

hidrogênios H-15, H-13 e H-14. O multipleto em δ 1,49 ppm e o simpleto largo 

em δ 1,63 ppm (figura 33), ambos integrados para 1H cada, foram atribuídos 

aos hidrogênios H-8a e H-8b (figura 34). O tripleto de dupletos observado em δ 

2,07 ppm (J = 13,0 e 2,5 Hz), integrado para 1H, foi atribuído a um dos 

hidrogênios metilênicos de H-9a (figura 34), sendo que o segundo hidrogênio 

metilênico de H-9b ocorre como um multipleto em δ 2,28 ppm (figura 33). O 

tripleto encontrado em δ 2,15 ppm (J = 10 Hz) (figura 33), integrado para 1H, 

foi designado ao H-7 (figura 34). O multipleto em δ 2,30 ppm (1H) e o tripleto 

em δ 2,42 ppm (1H, J = 11,5 Hz) foram atribuídos aos hidrogênios metilênicos 

H-2a e H-2b. Por outro lado, o multipleto em δ 2,79 (figura 33), integrado para 

1H, foi atribuído ao H-11, enquanto os dois simpletos em δ 4,03 e 4,09 ppm 

(1H cada) foram designados para os hidrogênios metínicos H-3 e H-6, 

respectivamente. 

 

Figura 32: Espectro de RMN de 1H da AA6.40.36. Expansão dos sinais dos 
hidrogênios (δ=0,99-1,68) 
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Figura 33: Espectro de RMN de 1H da AA6.40.36. Expansão dos sinais dos 

hidrogênios (δ=1,86-2,07) 

 

O espectro de RMN de 13C (tabela 11, figura 36), evidencia a presença 

de sinal típico para carbonila em δ 180,3 ppm, atribuído ao C-12 (figura 34). 

Sinais típicos de carbonos olefínicos foram observados em δ 123,1 e 136,1 

ppm, os quais foram atribuídos ao C-1 e C-10, respectivamente.  

A análise destes espectros e comparação com dados obtidos da 

literatura (GONZALEZ-COLOMA et al., 2012), permitem concluir que a 

substância isolada seja o hidroxipelenolídeo (figura 34).  

 

 

Figura 34: Estrutura química do Hidroxipelenolídeo 
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Tabela 10: Dados de RMN de 1H da substância AA6.40.36 e dados do Hidroxipelenolídeo 
descritos na literatura 

 
Hidrogênios 

Dados Obtidos (CDCl3, 500MHz) Referência 

Deslocamento Químico 
δ=PPM |Integral | Multiplicidade | 
Constante de Acoplamento J = 

Hz 

 (CDCl3, 500MHz) 
GONZALEZ-COLOMA 

et al., 2012 
 

15 0,99 (3H; d; 7,0) 0,98 (3H; d; 7,1) 

13 1,13 (3H; d; 7,5) 1,13 (3H; d; 7,5) 

8a 1,49 (1H; m) 
1,49 (1H; dtd; 14,0; 

12,6 e 2,8) 

8b 1,63 (1H; s) 
1,64 (1H; dtd; 14,0; 4,1 

e 2) 

14 1,68 (3H; s) 1,68 (3H; s) 

4 e 5 1,87 (3H; m)  1,85 (3H; s) 

9a 2,07 (1H; td; 13,0 e 2,5) 
2,06 (1H; td; 12,8 e 

3,2) 

7 2,15 (1H; t; 10,0) 2,14 (1H; tt; 10,2 e 2,4 

9b 2,28 (1H; m) 2,28 (1H; m) 

2a 2,30 (1H; m) 2,30 (1H; m) 

2b 2,42 (1H; t; 11,5) 
2,41 (1H; ddd; 13,6; 

10,5 e 2,7) 

11 2,79 (1H; m) 2,77 (1H; m) 

3 4,03 (1H; s) 4,02 (1H; s) 

6 4,09 (1H; s) 4,08 (1H; s) 

1 5,51 (1H; s) 5,51 (1H; s) 
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Tabela 11: Dados de RMN de 13C da AA6.40.36 e dados do Hidroxipelenolídeo descritos na 
literatura 

Carbono 

Dados Obtidos  
(CDCl3, 125 

MHz) 
Referência 

Deslocamento 
 Químico 
δ=PPM 

GONZALEZ-COLOMA 
et al., 2012 

(CDCl3, 125 MHz) 

13 11,1 10,7 

14 16,6 16,3 

15 19,3 19,3 

8 27,4 27,3 

2 34,3 34,4 

11 37,1 37,0 

5 38,2 38,6 

4 40,4 40,2 

9 40,7 40,4 

7 47,3 47,3 

3 73,3 73,6 

6 86,0 86,1 

1 123,1 123,3 

10 136,1 135,8 

12 180,3 179,4 
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Figura 35: Espectro de RMN de 1H da AA6.40.36 (CDCl3, 500MHz). 
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Figura 36: Espectro de RMN de 13C da AA6.40.36 (CDCl3, 125MHz).
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 O hidroxipelenolídeo também já foi isolado por outros pesquisadores das 

partes aéreas de A. absinthium L. (ARAI et al., 2013; GONZALEZ-COLOMA et 

al., 2012 e MARTÍN et al., 2011). 

O hidroxipelenolídeo é uma lactona sesquiterpênica (LST) pertencente à 

classe dos Germacranolídeos (figura 37) (GONZALEZ-COLOMA et al., 2012). 

De acordo com CHATURVEDI, (2011) uma planta normalmente produz um 

único tipo de esqueleto de LST.  

 

 
Figura 37: Estrutura química do esqueleto de germacranolídeo 

 

Não há relatos na literatura a respeito de qualquer atividade biológica 

apresentada pelo hidroxipelenolídeo. As atividades biológicas atribuídas para a 

maioria das lactonas sesquiterpênicas ocorrem em grande parte em função de 

propriedades alquilantes de grupos α-metileno-γ-lactonas, e de insaturações α, 

β no anel de ciclopentano (figura 38) (CHATURVEDI, 2011; FISHER et al., 

1998). Na presença de biomoléculas contendo aminoácidos nucleofílicos ou 

resíduos de guanina, essas regiões das LST atuam como um aceptor de 

Michael, formando adutos estáveis (GHANTOUS et al., 2010). Entretanto, 

essas estruturas não são encontradas no hidroxipelenolídeo.  

 

 
Figura 38: A Estrutura de um grupo α-metileno-γ-lactona. B Estrutura de um grupo α-β 

insaturado 
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Há alguns autores que segerem que os germacranolídeos representam 

a classe biogeneticamente mais primitiva e que todas as outras lactonas 

sesquiterpênicas evoluem a partir deles (PICMAN, 1986).  

Através das análises em CLAE foi possível observar que o 

hidroxipelenolídeo está entre as 6 substâncias mais abundantes do extrato 

AAF. A figura 39 compara o perfil cromatográfico, obtido nas mesmas 

condições analíticas, do hidroxipelenolídeo (linha vermelha) em relação ao 

extrato AAF (linha preta). 

 

 
Figura 39: Comparativo entre perfil cromatográfico do hidroxipelenolídeo (linha vermelha) e o 
extrato AAF (linha preta) a 210 nm. O gradiente de eluição consistiu em uma fase móvel binária  
composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 
40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 
1mL/min. 
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4.3 TRANSPOSIÇÃO DA ESCALA ANALÍTICA PARA A 

SEMIPREPARATIVA DA FRAÇÃO AA7.33 E ISOLAMENTO DAS 

SUBSTÂNCIAS MAJORITÁRIAS  

 

A transposição da escala analítica para a escala preparativa, na 

purificação dos compostos, deve ser feita através do modelo matemático 

descrito na literatura de HEUER et al. (1996). Neste modelo matemático, um 

fator, chamado de “fator de transposição direta” é calculado e é utilizado para 

prever a concentração em termos de massa e volume no sistema preparativo. 

Também é calculada a vazão a ser utilizada no sistema preparativo de tal 

maneira que seja possível reproduzir as condições obtidas no sistema analítico 

com uma relação direta entre as vazões e o diâmetro das colunas.  

A transposição de escala só pode ser realizada depois de estabelecidas 

as condições ótimas de seletividade e de rendimento para a separação. A 

transposição direta de escala (também chamada de “linear”, ou “matemática 

direta”), tem as vantagens da simplicidade, por se basear em apenas um fator 

de cálculo a partir de um cromatograma e da similaridade gráfica com a escala 

analítica. Por isso a transposição direta é a mais empregada nas separações 

semipreparativas de substâncias naturais (RIBANI, 2008). 

O cromatograma obtido nas condições cromatográficas ajustadas para o 

sistema preparativo pode ser observado na figura 40a, e o espectro no UV dos 

picos majoritários na figura 40b. 
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Figura 40a: Cromatograma obtido em escala semipreparativa após estabelecidas as condições 
de carga, fluxo e fase móvel isocrática a 210 nm. Fase móvel binária isocrática composta de 
35% H2O (0,1% H3PO4) e 64% MeOH em 20 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, 
(10 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 7mL/min. 

 

 
Figura 40b: Espectro no UV dos picos majoritários obtidos nos tempos de retenção, 3,936; 
4,691; 7,141; 10,946 e 16,915 minutos  

 

Os picos nos Tr: 4,145 (pico 1); 4,690 (pico 2); 7,098 (pico 3); 10,968 

(pico 4) e 16,879 (pico 5) minutos, foram coletados em sucessivas eluições e 

submetidos a uma nova eluição em CLAE analítico. O cromatograma do pico 1 

(em condições analíticas) é exibido na figura 41a, o espectro no UV da 

substância obtida é mostrado na figura 41b e o comparativo do perfil químico 

da substância isolada com a fração AA7.33, da qual foi originada, nas mesmas 

condições de análise é apresentado na figura 41c.  
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Figura 41a: Perfil cromatográfico da substância presente no pico 1 a 210 nm. O gradiente de 
eluição consistiu em uma fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um 
gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa 
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 1mL/min. 

Figura 41b: Espectro no UV da substância presente no pico 1 

Figura 41c: Comparativo entre perfil cromatográfico da substância presente no pico 1 (linha 
vermelha) e a fração AA7.33 (linha preta) a 210 nm. O gradiente de eluição consistiu em uma 
fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 
100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 
µm) e fluxo de 1mL/min. 
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O cromatograma do pico 3 (em condições analíticas) é exibido na figura 

42a, o espectro no UV da substância obtida na figura 42b e o comparativo do 

perfil químico da substância isolada com a fração AA7.33, da qual foi originada, 

nas mesmas condições de análise é apresentado na figura 42c.  

 

Figura 42a: Perfil cromatográfico da substância presente no pico 3 a 210 nm. O gradiente de 
eluição consistiu em uma fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um 
gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa 
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 1mL/min. 

 

Figura 42b: Espectro no UV da substância presente no pico 3 
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Figura 42c: Comparativo entre perfil cromatográfico da substância presente no pico 3 (linha 
vermelha) e a fração AA7.33 (linha preta) a 210 nm. O gradiente de eluição consistiu em uma 
fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 
100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 
µm) e fluxo de 1mL/min. 

 

O cromatograma do pico 5 (em condições analíticas) é exibido na figura 

43a, o espectro no UV da substância obtida na figura 43b e o comparativo do 

perfil químico da substância isolada com a fração AA7.33, da qual foi originada, 

nas mesmas condições de análise é apresentado na figura 43c. 

 

Figura 43a: Perfil cromatográfico da substância presente no pico 5 a 210 nm. O gradiente de 
eluição consistiu em uma fase móvel binária  composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um 
gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa 
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 µm) e fluxo de 1mL/min. 
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Figura 43b: Espectro no UV da substância presente no pico 5. 

 

Figura 43c: Comparativo entre perfil cromatográfico da substância presente no pico 5 (linha 

vermelha) e a fração AA7.33 (linha preta) a 210 nm. O gradiente de eluição consistiu em uma 

fase móvel binária composta de H2O (0,1% H3PO4) e MeOH em um gradiente linear de 40 a 

100% de MeOH em 40 minutos. Foi utilizado coluna de fase reversa C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 

µm) e fluxo de 1mL/min. 

 

As 5 substâncias obtidas em CLAE semipreparativo da fração AA7.33 

apresentam espectros no UV típicos de lactonas (SCHORR & DA COSTA, 

2005). Essas substâncias estão em fase de elucidação estrutural e, portanto 

suas estruturas não serão apresentadas. 
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4.4 CONSTITUIÇÃO QUÍMICA DO ÓLEO ESSENCIAL DE Artemisia 

absinthium L. 

 

 O óleo essencial de Artemisia absinthium L. (OEAA) obtido apresentou 

coloração avermelhada, com forte odor. O teor de óleo essencial calculado foi 

de 1,5% em relação à massa de folhas frescas.  

 O cromatograma do OEAA, obtido por CG-EM encontra-se na figura 44. 

Foram obtidos 67 picos, dos quais 13 foram identificados conforme mostrado 

na tabela 12. As estruturas químicas desses metabólitos estão reunidas na 

figura 45. 

 

Figura 44: Cromatograma do CG-EM do óleo essencial da Artemisia absinthium L.. Foi 

utilizado hélio (99,999%) como gás de arraste, a um fluxo constante de 1,0 mL/min. A 

temperatura do injetor foi de 240°C e o volume de injeção foi de 0,1 μL. A temperatura do forno 

foi programada de 60°C a 240°C a uma velocidade de 3°C/min. Coluna de sílica fundida (30 m 

x 0,25 mm d. i. x 0,25 μm de filme) Rtx5-MS. 
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Tabela 12: Composição química do óleo essencial de Artemisia absinthium L. 

Substância IR exp a) IR lit b) Conteúdo % c) Identificação d) 

Sabineno 976 969 0,27 IR, MS 

β-mirceno 992 988 0,17 IR, MS 

α-felandreno 1005 1002 0,13 IR, MS 

Linalool 1102 1102 4,03 IR, MS 

Lavandulol 1171 1172 1,27 IR, MS 

4-terpineol 1179 1174 2,94 IR, MS 

Trans-grandisol 1219 1213 0,78 IR, MS 

Trans-cariofileno 1423 1417 1,79 IR, MS 

Butirato de geranila  1467 1459 1,23 IR, MS 

Isobutirato de nerila  1492 1485 1,35 IR, MS 

Nerolidol 1567 1564 0,64 IR, MS 

Isovalerato de nerila  1579 1582 1,77 IR, MS 

Óxido de cariofileno  1590 1587 1,05 IR, MS 

Monoterpenos   9,59  

Sesquiterpenos   7,83  

Total Identificado   17,42  

a) IR exp: Índice de Retenção relativo a série de alcanos (C8-C20) na coluna Rtx-5 
MS. b) IR lit: Índice de Retenção obtido do ADAMS, 2007. c) Conteúdo relativo 
calculado em função da área do pico e do conteúdo total da soma das áreas de 
todos os picos. d) Identificação da Substância: IR, comparação dos IRs com aqueles 
encontrados na literatura de ADAMS, 2007; MS, comparação do espectro de 
massas com aqueles encontrados nas bibliotecas de espectros WILEY 7, NIST e 
PHEROBASE.  
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Figura 45: Estruturas químicas dos metabólitos secundários do óleo essencial da Artemisia 

absinthium L. 

 

 A composição química do óleo essencial das folhas da Artemisia 

absinthium L. vem sendo investigada há décadas. Diferentes quimiotipos de 

óleos foram encontrados em diferentes países (JOSHI et al., 2013). Dentre os 

constituintes majoritários, encontrados no óleo essencial da A. absinthium L., 

descritos por diversos pesquisadores se encontra a tujona (alpha e beta) 

(PELKONEN et al., 2013; MARTÍN et al., 2011). Entretanto essa substância 

não foi identificada no OEAA assim como também não esteve presente nos 

óleos essenciais da A. absinthium L. estudados por ASFAW & DEMISSEW, 

(2015) na Etiópia e por BAILEN et al. (2013) na Espanha. 
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4.5 ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO DOS EXTRATOS 
BRUTOS AAF E AAR, DO OEAA E ARTEMETINA FRENTE A VERMES 
ADULTOS DE S. mansoni 
 

4.5.1 Atividade Esquistossomicida in vitro dos extratos brutos AAF e AAR 
 

 

Apesar de vários estudos apresentarem os potenciais efeitos de extratos 

e partições de preparações vegetais frente aos parasitos de S. mansoni 

(FERREIRA et al., 2011; KONÉ et al., 2011; YOUSIF et al., 2007), até o 

presente momento não há relatos na literatura quanto à atividade 

esquistossomicida dos extratos, diclorometânico obtido por lavagem foliar, bem 

como etanólico da raiz de A. absinthium L..  

Além disso, uma vez que estudos têm demonstrado potencial atividade 

esquistossomicida in vitro de extratos brutos etanólicos das partes aéreas da A. 

absinthium L. bem como para outras espécies do mesmo gênero (FERREIRA 

et al., 2011), o AAF e o AAR, foram avaliados in vitro frente aos vermes adultos 

de S. mansoni. 

Primeiramente foi realizada uma triagem para avaliar o efeito 

esquistossomicida dos dois extratos (AAF e AAR). A concentração final, das 

duas amostras, foi de 200 µg/mL. Os resultados estão sumarizados na tabela 

13. 
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Tabela 13: Atividade esquistossomicida in vitro dos extratos etanólico da raiz (AAR) e 
diclorometâncico das folhas (AAF) de A. absinthium L., frente a vermes adultos de S. mansoni. 

Grupos 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Mortalidade 
(%)a 

Redução na atividade 
motora (%)a 

Alterações tegumentares 
(%)a 

Leve Significativa Leve Significativa 

Controle b 24 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

DMSO 0,5% c 24 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

Praziquantel 24 100 0 100 0 100 

1 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAF 24 100 0 100 0 100 

200 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAR 24 0 0 0 0 0 

200 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

a Porcentagem em relação a 20 vermes (10 machos e 10 fêmeas). 
b Meio RPMI.  
c DMSO em meio RPMI. 

 

 

Ressalta-se que em todos os ensaios, o grupo controle, meio RPMI e 

DMSO 0,5% não apresentaram qualquer alteração na mortalidade, atividade 

motora e tegumento dos vermes adultos, comprovando que o meio e o veículo 

não exerceram efeitos sobre os parasitos avaliados, conforme preconiza a 

literatura (DE MELO et al., 2011).   

Como mostrado na tabela 13, ocorreu efeito esquistossomicida com 

ambas as amostras (AAF e AAR), avaliadas na concentração de 200 µg/mL. 

Entretanto, o extrato AAF apresentou melhor atividade, já que nas primeiras 

24h de análise foi capaz de causar morte, redução da atividade motora e 

alterações tegumentares em 100% dos parasitos de maneira semelhante ao 

observado pelo PZQ (1 µg/mL). Por outro lado, o AAR apresentou esses 

mesmos efeitos somente a partir de 48h. Levando-se em consideração esses 

aspectos, essas amostras foram avaliadas em diferentes concentrações, cujos 

resultados estão sumarizados nas tabelas 14 e 15. 
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Tabela 14: Efeito do extrato AAF em vermes adultos de Schistosoma mansoni. 

Grupos 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Mortalidade 
(%)a 

Redução na atividade 
motora (%)a 

Alterações tegumentares 
(%)a 

Leve Significativa Leve Significativa 

Controle b 24 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

DMSO 0,5% c 24 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

Praziquantel 24 100 0 100 0 100 

1 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAF 24 100 0 100 0 100 

200 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAF 24 0 0 0 0 0 

100 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAF 24 0 0 0 0 0 

50 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAF 24 0 0 0 0 0 

25 µg/mL 48 0 0 0 0 0 

 72 20 0 20 0 20 

AAF 24 0 0 0 0 0 

12,5 µg/mL 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

a Porcentagem em relação a 20 vermes (10 machos e 10 fêmeas).  
b Meio RPMI.  
c DMSO em meio RPMI. 
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Tabela 15: Efeito do extrato AAR em vermes adultos de Schistosoma mansoni. 

Grupos 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Mortalidade 
(%)a 

Redução na atividade 
motora (%)a 

Alterações tegumentares 
(%)a 

Leve Significativa Leve Significativa 

Controle b 24 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

DMSO 0,5% c 24 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

Praziquantel 24 100 0 100 0 100 

1 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAR 24 0 0 0 0 0 

200 µg/mL 48 100 0 100 0 100 

 72 100 0 100 0 100 

AAR 24 0 0 0 0 0 

100 µg/mL 48 0 0 0 100 0 

 72 100 0 100 0 100 

AAR 24 0 0 0 0 0 

50 µg/mL 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

AAR 24 0 0 0 0 0 

25 µg/mL 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

AAR 24 0 0 0 0 0 

12,5 µg/mL 48 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 

a Porcentagem em relação a 20 vermes (10 machos e 10 fêmeas).  
b Meio RPMI.  
c DMSO em meio RPMI. 

 

 

 Como é possível observar nas tabelas 13, 14 e 15, o extrato AAF 

demonstrou melhor atividade quando comparado ao AAR. A partir dos dados 

descritos na tabela 14, observa-se que o extrato AAF mesmo na concentração 

4 vezes menor (50 µg/mL) que a utilizada na triagem inicial (200 µg/mL) foi 

capaz de causar redução da atividade motora e alterações tegumentares 

significativas, além de provocar a morte de 100% dos vermes adultos após 48 

horas de incubação. 

No entanto, esse mesmo extrato na concentração de 25 µg/mL foi capaz 

de provocar a morte de 20% dos parasitos somente após 72 horas de 

incubação. Por outro lado, na concentração de 12,5 µg/mL, esse extrato não 

provocou qualquer alteração nos vermes adultos. 
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  Para o extrato AAR, na concentração de 100 µg/mL, 100% dos vermes 

apresentaram leves alterações tegumentares após 48 horas de incubação, 

sendo obtido nenhum outro efeito dentre esse mesmo período de análise. Já 

após 72h, foi obtido efeito esquistossomicida máximo similar ao controle. 

 Os extratos diclorometânico das partes aéreas de diversas espécies de 

Artemisia sp. têm sido avaliados frente a diferentes parasitos. MOJARRAB et 

al. (2014) avaliaram os extratos diclorometânicos de Artemisia armeniaca e 

Artemisia aucheri obtendo pronunciados efeitos antimaláricos in vitro para as 

duas espécies, sendo a primeira mais potente. Foi possível inferir a partir do 

solvente utilizado para se obter os extratos, que as substâncias antimaláricas 

mais ativas apresentavam média polaridade. Os autores relacionaram a 

elevada atividade do extrato diclorometânico de Artemisia armeniaca com a 

presença de terpenos, ácidos graxos, cumarinas e flavonoides metoxilados. 

Também MOJARRAB et al. (2015) avaliaram a atividade antimalárica de 

15 extratos, de diferentes polaridades, obtidos a partir de 3 espécies de 

Artemisia (A. ciniformis, A. biennis e A. turanica) e novamente obteve mais 

potente atividade com o extrato diclorometânico (espécie A. ciniformis). A 

espécie A. ciniformis apresenta elevado conteúdo de lactonas sesquiterpêncas 

quando comparado com as duas outras espécies. Logo, foi inferido que a 

atividade antiparasitária obtida poderia estar relacionada à presença dessas 

lactonas. 

 As LST têm sido identificadas como substâncias ativas em ensaios 

esquistossomicidas. A LST vernodalina (figura 46), isolada de Vernonia 

amygdalina (Asteraceae), se mostrou ativa após avaliação in vitro frente ao S. 

japonicum (JISAKA et al., 1992). BAKER et al. (1972) avaliaram a habilidade de 

diferentes LST em inibir a penetração cercariana. Foi observado que as LST 

eremantina, ciclocostunolídeo e costunolídeo apresentaram atividade. 

Entretanto, o α-dihidrociclocostunolídeo se mostrou inativo, provavelmente pela 

ausência do grupo α metileno externo ao anel lactônico (figura 46). 

VICHNEWSKI et al. (1976) também demonstraram a atividade da LST 

goyazenolídeo (figura 46) em inibir a penetração cercariana. O goyazensolídeo 

e outras LST também apresentaram atividade contra moluscos adultos de 

Biomphalaria sp., os quais estão diretamente implicados na transmissão da 

esquistossomose (BORKOSKY et al., 2009). 
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Figura 46: A. Vernodalina; B. Eremantina; C. Ciclocostunolídeo; D. Costunolídeo; E. α-
dihidrociclocostunolídeo e F. goyazensolídeo. Destaque para os grupos ligados ao carbono α. 

 

 

O estudo bioguiado de extratos e frações orgânicas é uma importante 

ferramenta, uma vez que direciona o trabalho fitoquímico para a identificação 

de substâncias bioativas. Neste contexto, estudos fitoquímicos bioguiados têm 

sido realizados no intuito de isolar substâncias com atividade 

esquistossomicida. Como exemplo, tem-se o trabalho realizado por RAPADO 

et al., (2014), o qual isolou três substâncias ativas (derivado do ácido benzoico 

e duas chalconas) frente ao B. glabrata partindo de extratos de plantas Piper 

sp. com já reconhecida atividade moluscicida. Ainda, por meio de estudo 

bioguiado para atividade esquistossomicida, DE CASTRO et al. (2015) isolaram 

uma chalcona a partir do extrato diclorometânico das inflorescências de Piper 

aduncun. Esta chalcona, denominada de cardamonina, foi capaz de matar os 

vermes adultos de S. mansoni em baixas concentrações e de inibir a enzima 

difosfohidrolase deste parasito. 

Além desses, YOUSIF et al. (2012) através de um bio-screening in vitro 

partindo da análise de 309 extratos obtidos de 278 espécies, culminou com a 

seleção de 18 extratos os quais apresentaram elevada atividade 

esquistossomicida frente ao S. mansoni. Logo, esses extratos foram 
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encaminhados para mais estudos com o objetivo de isolar e caracterizar as 

substâncias ativas. 

 Assim, considerando a importância da realização de estudos iniciais de 

triagem de extratos vegetais, bem como a atividade esquistossomicida 

demonstrada para o extrato diclorometânico das folhas de A. absinthium L. 

(AAF) e, ainda, a ausência de trabalhos que exploram o potencial 

esquistossomicida desse extrato, o mesmo foi submetido ao fracionamento 

cromatográfico, resultando no isolamento das substâncias artemetina e 

hidroxipelenolídeo. Desta forma, a substância majoritária foi também avaliada 

frente à vermes adultos de S. mansoni. 

 

4.5.2 Atividade Esquistossomicida in vitro da Artemetina 

 

 A artemetina, substância majoritária do extrato AAF, foi avaliada quanto 

à mortalidade e redução da atividade motora in vitro frente a vermes adultos de 

S. mansoni na concentração de 100 μM. Os resultados são expressos a seguir, 

na tabela 16.  

 

Tabela 16: Efeito da artemetina em vermes adultos de Schistosoma mansoni. 

Grupos 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Mortalidade 
 (%)a 

Redução  
da Atividade Motora (%) 

Controle b 24 0 0 

 48 0 0 

 72 0 0 

DMSO 0,5%c  24 0 0 

 48 0 0 

 72 0 0 

Praziquantel 24 100 100 

3 µM 48 100 100 

 72 100 100 

Artemetina 24 0 0 

100 µM 48 0 0 

 72 0 0 

a Porcentagem em relação a 20 vermes (10 machos e 10 fêmeas). 
b Meio RPMI.  
c DMSO em meio RPMI. 
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Como pode ser observado na tabela 16, a artemetina, na concentração 

de 100 μM, não foi capaz de promover qualquer tipo de alteração na 

mortalidade e na atividade motora dos parasitos. 

Com relação a atividade antiparasitária, NWODO et al. (2015) avaliaram, 

in vitro, a atividade tripanocida de 7 flavonoides, dentre eles a artemetina, 

isolados da espécie Vitex simplicifolia. A artemetina foi a substância que 

apresentou melhor e mais seletiva atividade tripanocida. Os autores sugerem 

que a atividade observada está relacionada com a sua estrutura química, a 

qual apresenta 5 grupos metoxilas. Já que a atividade tripanocida parece 

aumentar com o aumento da metilação dos grupos hidroxilas. Uma explicação 

plausível para essa observação é o aumento correspondente na lipofilicidade, o 

que poderia aumentar a permeabilidade dos compostos através das estruturas 

de revestimento do parasita.  

FERREIRA et al. (2010) relatam a possibilidade de sinergismo de 

flavonoides com fármacos antiparasitários. Por exemplo, os flavonoides 

casticina e artemetina não apresentam nenhuma atividade antimalárica in vitro 

quando avaliadas isoladamente, mas apresentam efeito sinérgico quando 

combinadas com a lactona sesquiterpênica artemisinina (ELFORD et al., 1987).  

  Tendo em vista os resultados esquistossomicidas obtidos, esperava-se 

que a artemetina, por ser a substância majoritária do extrato AAF, 

apresentasse alguma atividade esquistossomicida frente aos vermes adultos 

de S. mansoni, já que o extrato AAF foi ativo. Contudo, a artemetina foi inativa 

na concentração avaliada. Entretanto, considerando os aspectos envolvidos na 

ação de diferentes compostos presentes em extratos vegetais, uma possível 

ação sinérgica da artemetina com outras substâncias presentes no AAF (como 

as LST) não pode ser descartada. Além disso, concentrações mais elevadas de 

artemetina (não avaliadas neste trabalho) poderiam resultar em algum efeito 

sobre o parasito. Considerando os resultados obtidos até o momento, a 

atividade esquistossomicida observada pelo extrato AAF pode ainda estar 

relacionada a outros constituintes ainda não avaliados isoladamente, com 

destaque para as LST. 

Outro fator que merece ser ressaltado é que de acordo com EL-

LAKKANY & SEIF EL-DIN (2013), existem evidências in vitro que sugerem que 

vermes adultos de Schistosoma sp apresentam maior capacidade de 
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desintoxicação oxidante do que as formas jovens (esquistossômulos). Esse 

aspecto pode ser futuramente investigado, desafiando a artemetina frente às 

formas jovens do parasito, formas estas refratárias ao PQZ. 

 

4.5.3 Atividade Esquistossomicida in vitro do óleo essencial OEAA 

 

Os óleos essenciais das espécies pertencentes a família Asteraceae têm 

apresentado atividade esquistossomicida promissora frente a vermes de S. 

mansoni (DE OLIVEIRA et al., 2012; TONUCI et al., 2012; DE MELO et al., 

2011).  

Assim considerando seu potencial, o óleo essencial de Artemisia 

absinthium L. (OEAA), foi avaliado in vitro frente aos vermes adultos de S. 

mansoni, sendo os resultados apresentados na tabela 17. 

 

Tabela 17: Efeito do óleo OEAA em vermes adultos de Schistosoma mansoni. 

Grupos 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Mortalidade 
 (%)a 

Redução  
da Atividade Motora (%) 

Controle b 24 0 0 

 48 0 0 

 72 0 0 

DMSO 0,5%c  24 0 0 

 48 0 0 

 72 0 0 

Praziquantel 24 100 100 

3 µM 48 100 100 

 72 100 100 

OEAA 24 0 0 

100 µg/mL 48 60 60 

 72 100 100 

OEAA 24 0 0 

50 µg/mL 48 0 0 

 72 100 100 

OEAA 24 0 0 

25 µg/mL 48 0 0 

 72 20 80 

OEAA 24 0 0 

12,5 µg/mL 48 0 0 

 72 0 0 

a Porcentagem em relação a 20 vermes (10 machos e 10 fêmeas). 
b Meio RPMI.  
c DMSO em meio RPMI. 
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A partir dos dados descritos na tabela 17, observa-se que OEAA na 

concentração de 100 µg/mL causou 60% de mortalidade e de redução da 

motilidade após 48 horas de incubação. Já após 72 horas de incubação, o 

OEAA provocou 100% de mortalidade e de redução na atividade motora. 

O OEAA (50 µg/mL) foi ativo após 72 horas causando 100% de 

mortalidade e de redução da atividade motora nos parasitos. Por outro lado, o 

OEAA (25 µg/mL) foi capaz de causar 20% de mortalidade e 80% de redução 

na atividade motora, após 72 horas de incubação. Contudo, na concentração 

de 12,5 µg/mL, o OEAA não provocou qualquer alteração nos vermes adultos. 

Com relação aos estudos já realizados com óleos essenciais, DE 

OLIVEIRA et al. (2012) avaliaram a atividade esquistossomicida in vitro do óleo 

essencial de Baccharis trimera. Esse óleo apresentou elevada atividade na 

concentração de 130 µg/mL. Dentre as substâncias majoritárias (14,77%) do 

óleo de B. trimera em comum com os metabólitos identificados do OEAA 

(1,79%) está o trans-cariofileno. Contudo MATOS-ROCHA et al. (2013) 

avaliaram também in vitro o trans-cariofileno, isoladamente na concentração de 

7,3 µg/mL, frente a vermes adultos de S. mansoni não observando atividade 

esquistossomicida. 

 MAGALHÃES et al. (2012) avaliaram o óleo essencial de Piper cubeba 

L. frente as formas jovens (esquistossômulos) e adultas de S. mansoni. Esse 

óleo causou alteração tegumentar, convulsões, redução da atividade motora e 

morte de 100% dos vermes adultos na concentração de 100 μg/mL, sendo que 

esses mesmos efeitos foram observados frente as formas jovens na 

concentração de 50 μg/mL. Os constituintes majoritários do óleo de Piper em 

comum com as substâncias identificadas do OEAA foram o sabineno (19,99%) 

e o 4-terpineol (6,36%). 

Dentre os constituintes identificados do OEAA o nerolidol, já foi avaliado 

in vitro por SILVA et al. (2014) frente a vermes adultos de S. mansoni. Essa 

substância foi capaz de exercer atividade esquistossomicida já na 

concentração de 15,6 µM. O mecanismo de ação exato do nerolidol ainda não 

está claramente elucidado, entretanto a correlação entre dano ao tegumento e 

viabilidade foi observada. Esse aspecto pode ser analisado, principalmente em 

função da lipofilicidade do nerolidol, o qual atravessa facilmente as estruturas 
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de revestimento do parasito, podendo danificá-las, o que também viabiliza a 

interação com moléculas internas do parasito. 

Um fato relevante em relação ao OEAA foi a ausência dos metabólitos α 

e β tujona bastante característicos da espécie A. absinthium L.. A respeito, 

GODINHO et al. (2014) avaliaram a atividade esquistossomicida in vitro do óleo 

essencial de Tanacetum vulgare (Asteraceae) o qual possuía 84,13% de β-

tujona. Na concentração de 200 µg/mL, ocorreu diminuição da atividade motora 

e 100% de mortalidade dos vermes adultos. Nas concentrações de 100 e 50 µg 

/mL o óleo não apresentou atividade. 

Em relação a atividade esquistossomicida in vitro apresentada pelo 

OEAA, ela pode ser decorrente de uma ou mais moléculas presentes no óleo. 

Em acréscimo, estudos vem sugerindo que a eficácia demonstrada por alguns 

óleos essenciais decorre principalmente em função da rápida difusão através 

das membranas (em função da alta liposolubilidade dos compostos), o que 

pode danificar o tegumento e outras estruturas celulares, podendo causar a lise 

de células (GODINHO et al. 2014; MAGALHÃES et al., 2012). 

Embora ensaios in vitro não sejam adequados para avaliar todos os 

aspectos relacionados com a atividade biológica observada pelos extratos e 

substâncias, eles fornecem a primeira evidência dos prováveis efeitos e modos 

de ação, contribuindo de modo efetivo para o descobrimento de novas 

moléculas e abordagens terapêuticas (MAGALHÃES et al., 2012). 

Portanto, de forma geral, estudos adicionais de avaliação da atividade 

esquistossomicida serão realizados com as substâncias já isoladas, assim que 

as mesmas forem identificadas, no intuito de se encontrar qual ou quais 

compostos são efetivamente ativos frente ao S. mansoni. Além disso, outros 

ensaios, como os de citotoxicidade frente a células humanas, já estão sendo 

realizados com as amostras ativas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

O estudo fitoquímico do extrato diclorometânico bruto das folhas de A. 

absinthium L. (AAF) resultou no isolamento e na identificação da artemetina e 

do hidroxipelenolídeo, substâncias já isoladas da espécie, bem como no 

isolamento de outras 5 substâncias ainda não identificadas.  

O extrato AAF apresentou significativa atividade esquistossomicida in 

vitro, corroborando com o potencial esquistossomicida de espécies do gênero 

Artemisia, além de corroborar com o uso popular das partes aéreas de A. 

absinthium L. como antihelmíntica. 

Entretanto, a artemetina, substância majoritária isolada do AAF, não 

apresentou atividade esquistossomicida frente aos vermes adultos de S. 

mansoni na concentração avaliada. Este resultado sugere que a atividade 

observada pelo extrato AAF possa estar relacionada a outros constituintes 

ainda não avaliados isoladamente, com destaque para as lactonas 

sesquiterpênicas.  

 Por sua vez, o óleo essencial de A. absinthium L., (OEAA) apresentou 

moderada atividade esquistossomicida in vitro, causando alterações nas taxas 

de mortalidade e na atividade motora dos parasitos a partir da concentração de 

25 µg/mL. 

Estudos adicionais de avaliação esquistossomicida devem ser realizados 

com o extrato bruto e metabólitos de A. absinthium L. com o intuito de se 

identificar as moléculas responsáveis pela atividade esquistossomicida in vitro 

observada pelo extrato. 
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