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RESUMO 

 
Doenças tropicais negligenciadas (DTN´s), tal como esquistossomoses provocadas por 

vermes do gênero Schistosoma, são expressivas helmintíases a qual acometem mais de 250 

milhões de pessoas em todo mundo, onde estimasse que mais de 300 mil mortes anuais 

ocorram por infecções causadas por vermes trematódeos. Alternativas na quimioterapia contra 

tal enfermidade compreendem desde seu surgimento nos anos 1970, o derivado pirazino- 

quinolínico praziquantel (PZQ), o que somado a resiliência e potencial adaptativo dos 

parasitos, assim como uma baixa biodisponibilidade do PZQ, trazem maior complexidade no 

controle de infecções e eliminação desses helmintos. Desta forma, em meio a escassez de 

antiparasitários, produtos do metabolismo secundário de plantas, ainda constituem promissora 

fonte de metabólitos bioativos, os quais muita das vezes além de sua heterogeneidade a nível 

molecular em sítios ativos de doenças, são acompanhados de baixa toxicidade em modelos 

animais, sendo então atrativos para seu uso farmacológico. Neste contexto, algumas espécies 

da família Asteraceae, como as do gênero Eremanthus, possuem relatadas promissoras 

atividades esquistossomicidas em seus óleos essenciais e diferentes extratos vegetais. Desta 

forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial esquistossomicida de extratos de E. 

erythropappus e através da anotação de substâncias por análise de dados de MS/MS, conduzir 

uma investigação química desta espécie e posteriormente isolar substâncias relacionadas a 

atividade antiparasitária. Através das análises de UHPLC-MS/MS, dezesseis substâncias 

foram anotadas, onde lactonas sesquiterpênicas, triterpenoides pentacíclicos e flavonóides do 

tipo flavonol e flavona foram majoritariamente propostos. A partir do extrato LEE foram 

isolados os triterpenoides fridelina (1) e ácido betulínico (2) e a flavona acacetina (3), nos 

quais (2) e (3) encotram-se primeiramente reportados nesta espécie. A partir de ensaios in 

vitro frente ao S. mansoni, o extrato LEE demonstrou-se mais ativo que EEE, levando até 

25µ/mL a morte e redução de atividade motora de vermes adultos de Schistosoma, onde a 

investigação dos metabólitos isolados relacionados a tal atividade revelou promissor potencial 

esquistossomicida da substância (2), a qual pode após 48h eliminar totalmente vermes machos 

e fêmeas e reduzir completamente sua mobilidade nas concentrações de 200µ/mL e 100µ/mL, 

mantendo tal efeito em 50µ/mL após 72h. Resultados obtidos trazem notável conhecimento 

fitoquímico e relacionado ao potencial antiparasitário de extratos da candeia-da-serra. 

 
Palavras-chave: Eremanthus erythroppapus, Schistosoma mansoni, triterpenoides 

pentacíclicos, flavonas, produtos naturais 



 

ABSTRACT 

Neglected tropical diseases (NTDs), such as schistosomiasis caused by worms of the genus 

Schistosoma, are expressive helminthiases that affect more than 250 million people 

worldwide, where it is estimated that more than 300 thousand deaths occur annually due to 

infections caused by trematode worms. Alternatives in chemotherapy against this disease 

include, since its emergence in the 1970s, the pyrazinoquinolinic derivative praziquantel 

(PZQ), which, added to the resilience and adaptive potential of parasites, as well as a low 

bioavailability of PZQ, lead to greater complexity in the control of infections and elimination 

of these helminths. Thus, in the midst of the scarcity of antiparasitics, products of the 

secondary metabolism of plants still constitute a promising source of bioactive metabolites, 

which often in addition to their heterogeneity at the molecular level in active sites of diseases, 

are accompanied by low toxicity in animal models, thus regarded attractive for their 

pharmacological use. In this context, some species of the Asteraceae family, such as those of 

Eremanthus genera, have reported promising schistosomicidal activities in their essential oils 

and different plant extracts. Therefore, this work aimed to evaluate the schistosomicidal 

potential of E. erythropappus extracts and through annotation of compounds by analysis of 

MS/MS data, to conduct a chemical investigation of this species and later isolate antiparasitic 

activity related metabolites. Through the UHPLC-MS/MS analyses, sixteen compounds were 

annotated, where sesquiterpene lactones, pentacyclic triterpenoids and flavonol and flavone 

type flavonoids were majorly detected. From the LEE extract, the triterpenoids fridelin (1) 

and betulinic acid (2) and the flavone acacetin (3) were isolated, in which (2) and (3) are first 

reported in this species. Regarding evaluation of antiparasitic activity at in vitro assays against 

S. mansoni, the LEE extract showed to be more active than EEE, leading to death and 

reduction of motor activity of adult Schistosoma worms until 25μ/mL, where the investigation 

of the isolated metabolites related to such activity revealed promising schistosomicidal 

potential of compound (2), which after 48 hours post infection led to total elimination and 

complete mobility reduction of male and female worms at concentrations of 200μ/mL and 

100μ/mL, maintaining this effect at 50μ/mL after 72 hours. Results obtained bring remarkable 

phytochemical knowledge and related to the antiparasitic potential of candeia-da-serra 

extracts. 

 
Keywords: Eremanthus erythropappus, Schistosoma mansoni, pentacyclic triterpenoids, 

flavones, Natural products 



 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 

 
Figura 1 

Figura 2 

Figura 3 

Figura 4 

– 

– 

– 

– 

Ciclo de Schistosoma ................................................................................ 16 

Praziquantel ............................................................................................... 17 

Eremanthus erythropappus ....................................................................... 18 

Sesquiterpenoides e triterpenoides em Eremanthus .................................... 19 

Figura 5 

Figura 6 

Figura 7 

Figura 8 

Figura 9 

Figura 10 

Figura 11 

Figura 12 

Figura 13 

Figura 14 

Figura 15 

Figura 16 

 
 

Figura 17 

 
 

Figura 18 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

 
 

– 

 
 

– 

Flavonóides de Lychnophorinae ................................................................. 20 

Biossíntese de terpenoides .......................................................................... 21 

Arranjo conformacional de 2,3-óxido de esqualeno ..................................... 22 

Mecanismo de ciclização de triterpenoides .................................................. 23 

Biossíntese de cucurbitacinas ....................................................................... 24 

Formação de triterpenos do tipo lupano ....................................................... 25 

Biossíntese de flavonóides .......................................................................... 27 

Lavado glandular de E. erythropappus ........................................................ 31 

Extrato por lavagem glandular das partes aéreas (LEE) ............................... 31 

Extrato etanólico de E. erythropappus (EEE) .............................................. 32 

Separação do extrato por lavagem glandular de E. erythropappus ................ 33 

Extratos de Eremanthus erythropappus UHPLC-ESI-MS/MS modo positivo 

.........................................................................................................................37 

Extratos de Eremanthus erythropappus UHPLC-ESI-MS/MS modo negativo 

.........................................................................................................................37 

Fragmentação de triterpenos pentacíclicos ................................................... 39 

Figura 19 

Figura 20 

Figura 21 

Figura 22 

Figura 23 

Figura 24 

Figura 25 

Figura 26 

Figura 27 

Figura 28 

Figura 29 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

Frações obtidas por VLC ............................................................................. 50 

Fração 1.3. .................................................................................................. 50 

Cristais de friedelina .................................................................................... 51 

Subfrações 3.1-4.5 da VLC ......................................................................... 51 

Subfrações 17-23 da coluna cromatográfica clássica ....................................52 

Cristais de ácido betulínico .........................................................................52 

Frações e cristais de acacetina .....................................................................53 

Espectro de  RMN de 1H da friedelina ........................................................ 54 

Espectro de  RMN de 13C da friedelina ....................................................... 55 

Friedelina ....................................................................................................56 

Espectro de RMN de ¹H do ácido betulínico ............................................... 58 



 

 

Figura 30 

Figura 31 

Figura 32 

Figura 33 

Figura 34 

Figura 35 

Figura 36 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

Espectro de RMN de ¹³C do ácido betulínico .............................................. 59 

RMN de DEPT-135 e comparação com a literatura ..................................... 60 

Espectro no infravermelho do ácido betulínico ...........................................61 

Ácido betulínico .......................................................................................... 62 

Espectro de RMN de ¹H da acacetina em DMSO-d6 ...........................................................63 

Espectro de RMN de ¹³C da acacetina em DMSO-d6 ..........................................................63 

Acacetina .................................................................................................... 64 



 

LISTA DE TABELAS 
 

 
Tabela 1 – Extratos e metabólitos de E. erythropappus .............................................. 35 

Tabela 2 – Substâncias anotadas em extratos de E. erythropappus (LEE e EEE) por 

análise em UHPLC-ESI-MS/MS .............................................................. 46 

Tabela 3 – RMN de ¹H e comparação com Ali et al., 2010 ........................................ 54 

Tabela 4 

Tabela 5 

Tabela 6 

– 

– 

– 

 RMN de 13C e comparação com Escobedo-Martinez et al., 2012 .............. 55 

 RMN de ¹³C e comparação com Pohjala et al., 2009. ................................. 59 

Avaliação in vitro de extratos de E. erythropappus e substâncias isoladas 

contra vermes adultos de S. mansoni ........................................................ 65 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

Acetil-CoA  Acetilcoenzima-A 

BCS   Classificação biofarmacêutica 

CBC   Cadeira-barco-cadeira 

CCC   Cadeira-cadeira-cadeira 

CID   Dissociação induzida por colisão 

CYP450  Monooxigenase do citocromo P450 

d   Dupleto 

ddd   Duplo dupleto duplo 

dqd  Dupleto de quartetos duplo 

dq  Duplo quarteto  

DMAPP  Difosfato de dimetilalila 

DMSOd-6  Dimetilsulfóxido deuterado 

DTN´s  Doenças tropicais negligenciadas 

DXP   1-desóxi-D-xilulose-5-fosfato 

EEE   Extrato em etanol das partes aéreas de Eremanthus erythropappus 

FPP   Difosfato de farnesila 

GNPS   Global Natural Products Social Molecular Networking 

IPP   Difosfato de isopentenila 

LEE  Extrato por lavagem glandular das partes aéreas de Eremanthus erythropappus 

m  Multipleto 

MVA   Ácido mevalônico 

-OPP   Ânion difosfato 

OSCs   Ciclases de óxido de esqualeno 

PKS   Policetídeo sintase 

qd   Quarteto de dupletos 

RDA   Retro-Diels-Alder 

RMN  de 1H  Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

RMN  de 13C Ressonância magnética nuclear de carbono 13 

ROS   Espécies reativas de oxigênio 

s  Simpleto 

TGs  Tricomas glandulares 

TMS  Tetrametilsilano 

TMZ  Temozolomida 

VLC  Cromatografia líquida a vácuo



 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 16 

1.1 ESQUISTOSSOMOSE ............................................................................................ 16 

1.2 EREMANTHUS ERYTHROPAPPUS ....................................................................... 18 

1.3 TRITERPENOIDES ................................................................................................ 21 

1.4 FLAVONOIDES ..................................................................................................... 27 

2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 28 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS................................................................................... 29 

3. MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................. 29 

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL .................................................................... 29 

3.2 ANÁLISE E ANOTAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS POR UHPLC–ESI-MS/MS .......... 29 

3.3 GLOBAL NATURAL PRODUCTS SOCIAL MOLECULAR NETWORKING 

(GNPS) ............................................................................................................................... 30 

3.4 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS .............................................................. 30 

3.5 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DAS PARTES AÉREAS .............................. 32 

3.6 IDENTIFICAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS ISOLADAS .............................................. 33 

3.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE AO 

S. MANSONI ........................................................................................................................33 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................ 34 

4.1 SELETIVIDADE NA EXTRAÇÃO POR LAVAGEM GLANDULAR DAS PARTES 

AÉREAS DE E. ERYTHROPAPPUS ................................................................................... 34 

4.2 ANÁLISE POR UHPLC-ESI-MS/MS DE EXTRATOS DE E. ERYTHROPAPPUS.36 

4.3 ISOLAMENTO DE SUBSTÂNCIAS (1), (2) E (3) ................................................. 50 

4.4 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E IDENTIFICAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS 

ISOLADAS ......................................................................................................................... 53 

4.5 ENSAIOS IN VITRO FRENTE A VERMES ADULTOS DE SCHISTOSOMA 

MANSONI ........................................................................................................................... 63 

5. CONCLUSÃO ........................................................................................................ 66 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 67 

ANEXOS ............................................................................................................................ 77 



16 
 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. ESQUISTOSSOMOSE 
 

A esquistossomose ou bilharzíase, é uma doença tropical negligenciada, a qual acomete 

mais de 250 milhões de pessoas em todo mundo. Anualmente, estima-se que mais de 300 mil 

mortes ocorram por infecções ocasionadas por vermes trematódeos do gênero Schistosoma, 

sendo esta considerada desta forma, uma das mais expressivas helmintíases em termos de 

morbidade e mortalidade (Vale et al., 2017; Souza et al., 2017). 

A infecção em humanos por esses helmintos, ocorrem, em sua maioria, pelas espécies 

de Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium, Schistosoma intercalatum, 

Schistosoma mekongi e Schistosoma mansoni, onde esta última encontra-se responsável pela 

esquistossomose hepática e intestinal em regiões como as do leste Mediterrâneo, África 

Subsaariana e América do Sul (De Castro et al., 2013). Assim como as demais espécies de 

Schistosoma, S. mansoni possui um complexo ciclo de reprodução e infecção (Figura 1). 

Figura 1. Ciclo de Schistosoma 
 

Fonte: Adaptado de Gryseels et al., 2006 
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Resumidamente, vermes adultos fêmea, inseridas e associadas ao corpo do macho em 

seu canal ginecóforo, excretam ovos em água, os quais então eclodem liberando os miracídios 

capazes de infectar hospedeiros intermediários. Através de estímulos químicos e de luz, os 

miracídios buscam caramujos do gênero Biomphalaria sp., onde reproduzem-se de forma 

assexuada à esporocistos, de modo a se desenvolverem em cercarias liberadas novamente em 

água (Gryseels et al., 2006). Ainda na fase aquática do ciclo, estas cercarias poderão penetrar 

a pele de humanos ou outros mamíferos (hospedeiro definitivo), alcançando o sistema porta 

hepático, transformando-se em esquistossômulos, os quais desenvolvem-se em vermes 

adultos. Por fim pares destes schistosomas migram à circulação mesentérica onde ocorre a 

cópula e liberação de ovos em urina e fezes, recomeçando o ciclo novamente (Gryseels et al., 

2006, De Castro et al., 2013). 

A resiliência e o potencial adaptativo destes parasitos em adversidade impostas a estes, 

como modulações na população de hospedeiros intermediários e definitivos, junto da 

proximidade constante de humanos a água fresca, dependência da irrigação na agricultura, 

proximidade a hospedeiros reservatório, predispõem uma maior prevalência de infecções e da 

doença (Rollison et al., 2013). Além disso, desde seu surgimento na década de 1970, o 

praziquantel (PZQ) (Figura 2), um derivado pirazino-isoquinolínico, tem sido usado como 

único anti-helmíntico no tratamento da esquistossomose. 

Figura 2. Praziquantel 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Em razão de seu baixo custo, sensibilidade a todas as espécies de Schistosoma e 

mínimos efeitos adversos, justifica-se seu amplo uso como agente esquistossomicida (Vale et 

al., 2017). Entretanto, a não responsividade no tratamento em vermes jovens, baixa adesão em 

crianças devido ao gosto amargo provocado por S-PZQ, baixa biodisponibilidade por sofrer 

extenso metabolismo de primeira passagem e reinfecção iminente mesmo com o uso de PZQ, 

são empecilhos comumente observados na quimioterapia com este anti-helmíntico (Vale et 

al., 2017). 

A busca por novos agentes esquistossomicidas tem recebido maior preocupação, visto a 

escassez dos mesmos e complexidade no controle da infecção, eliminação dos parasitos 
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devido a idiossincrasias de cada espécie e alto potencial adaptativo dos vermes. Somado a 

isso, a resistência humana em mudanças comportamentais, implica em maiores taxas de 

infecção e transmissão, trazendo maior dificuldade na eliminação desses helmintos (Rollison 

et al., 2013). Nesta óptica, a investigação do potencial esquistossomicida de matrizes vegetais 

e seus metabólitos constituintes, tal como a Eremanthus erythropappus, pode constituir uma 

promissora estratégia na busca de novas substâncias no tratamento da esquistossomose. 

 

 
1.2 EREMANTHUS ERYTHROPAPPUS 

 
Pertencente à família Asteraceae e conhecida popularmente como candeia-da-serra, 

Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish (Figura 3), de sinonímia botânica 

Vanillosmopsis erythropappa, é predominante encontrada nas regiões do Nordeste, Sudeste, 

Centro-Oeste e Sul do Brasil (Silvério et al., 2008), sendo esta comumente utilizada na 

medicina tradicional como cicatrizante, antiucelrogênico e no tratamento de infecções devido 

suas propriedades antiflogísticas e antimicrobianas (Soares et al., 2011, Silvério et al., 2013). 

Figura 3. Eremanthus erythropappus 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 
Além de seu uso popular, um notório apelo comercial é atribuído a candeia, em especial 

ao óleo essencial desta espécie vegetal, rico em α-bisabolol e outros sesquiterpenoides, o qual 

encontra-se utilizado em diversas preparações cosméticas e farmacêuticas em meio a 

propriedades anti-inflamatórias, atribuídas as substâncias obtidas por arraste à vapor (Keles et 

al., 2010, Silvério et al., 2013). Em meio ao seu uso etnomedicinal, a investigação das 

propriedades de extratos de E. erythropappus em diferentes solventes também é descrita, onde 
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o extrato etanólico da espécie apresentou notável atividade anti-inflamatória e 

antiulcerogênica em modelos animais, utilizando-se da carragenina como agente inflamatório 

e indometacina como anti-inflamatório e ulcerogênico (Silvério et al., 2008). 

Além disso, os extratos em etanol, diclorometano e hexano foram avaliados quanto sua 

atividade antiparasitária em vermes de Schistosoma mansoni in vitro, de forma que maior 

escurecimento do tegumento, ausência de ovos no meio de cultura e redução da motilidade 

desses helmintos foram predominantemente observados no extrato diclorometânico em todas 

as concentrações testadas, sugerindo um promissor potencial esquistossomicida do mesmo 

(Almeida et al., 2012). 

As atividades biológicas difusas investigadas e observadas para extratos de Eremanthus 

erythropappus, estimula a busca por produtos do metabolismo secundário contidos nesta 

matriz vegetal que possam estar relacionados a tais propriedades farmacológicas. Desta 

forma, similarmente a outras espécies do gênero Eremanthus, a predominância de terpenoides 

é descrita dentre seus metabólitos, nos quais sesquiterpenos e triterpenos constituem maior 

percentual de representantes desta classe de substâncias (Figura 4) (Bohlmann et al., 1982). 

 
 

Figura 4. Sesquiterpenoides e triterpenoides em Eremanthus 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Triterpenoides pentacíclicos constituem um importante grupo de substâncias na 

candeia-da-serra, os quais são amplamente descritos por sua proeminente atividade 

antineoplásica, assim como uma toxicidade comedida em diversos de seus representantes. 

Porém, além de suas bioatividades, constituem ferramenta química importante na dominância 

vegetal, como observado no efeito alelopático exercido pela espécie vegetal em questão, onde 

triterpenoides do tipo lupano, sendo estes lupenona, taraxasterol e friedelina, puderam inibir o 

crescimento de raízes de Lycopersicon esculentum e Echinochloa crusgalli (Jorge et al., 

2022). 

O potencial antioxidante de extratos de candeia avaliado por Del-Vechio-Vieira e 

colaboradores (Del-Vechio-Vieira et al., 2017) apresentou maior efeito redutor em espécies 

reativas de oxigênio quando tais matrizes apresentavam maior concentração de flavonóides e 

outros polifenóis, em ensaios de DPPH, β-caroteno/ácido linoléico e de propriedade redutora 

de Fe+3. Adicional a conferência de pigmentos a plantas, o qual é relacionado ao grau de 

oxidação de seu anel C, flavonóides constituem também um importante grupo de metabólitos 

em espécies de Lychnophorinae (Figura 5) (ex: Eremanthus erythropappus) (Keles et al., 

2010), atribuído em suma a suas diversas propriedades em sistemas biológicos, como na 

prevenção de neurodegeneração e redução de atividade osteoclástica em quadros de 

Alzheimer e osteoporose, respectivamente. Tais isoprenoides e polifenóis serão discutidos em 

maior detalhe nas próximas seções. 

 
Figura 5. Flavonóides de Lychnophorinae 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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1.3 TRITERPENOIDES 

 
Triterpenos ou triterpenoides são produtos do metabolismo secundário de matrizes de 

produtos naturais, e assim como os demais terpenos, possuem o isopreno como bloco 

construtor fundamental. Duas vias biossintéticas derivam os terpenos, sendo estas a via 

clássica do ácido mevalônico (MVA) e via da 1-desóxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) ou 

mevalonato independente (Dewick, 2009). Na via clássica, 2 moléculas de acetil-coenzima A 

(acetil-CoA) são condensadas para a formação de acetoacetil-CoA e então é adicionada uma 

terceira molécula de acetil-CoA, formando-se 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. Este, por sua 

vez, é reduzido à mevalonato, que é convertido a difosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de 

dimetilalila (DMAPP) (Dewick, 2009; Paduch et al., 2007). 

Na via mevalonato independente, 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato é formado a partir da 

condensação de piruvato e gliceraldeído-3-fosfato. O produto dessa reação sofre um rearranjo 

seguido de redução, dando origem a 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, que é convertido às 

unidades isoprênicas bioativas (Dewick, 2009). 

O encadeamento cabeça-cauda de unidades isoprênicas bioquimicamente ativas, ou seja, 

IPP e DMAPP, dão origem aos demais isoprenoides precursores de representantes da classe 

destes metabólitos, sendo alguns desses os monoterpenos, sequisterpenos e diterpenos, os 

quais derivam de difosfato de geranila (10 C), difosfato de farnesila (15 C) e difosfato de 

geranilgeranila (20 C) respectivamente, como mostra a Figura 6(Dewick, 2009) 

Figura 6. Biossíntese de terpenoides 
 

 

Fonte: Adaptado de Dewick, 2009 
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Entretanto, apesar de seus núcleos terpênicos fundamentais inteiramente compostos 

destas unidades de isopreno, os triterpenoides surgem a partir de uma condensação entre duas 

unidades de 15 carbonos de difosfato de farnesila (FPP), em um encadeamento do tipo cauda- 

cauda, levando a esqualeno, o qual será então oxidado a 2,3-oxido de esqualeno por ação da 

esqualeno epoxidase e que por sua vez, poderá levar a uma gama bastante diversificada de 

esqueletos triterpênicos, em reações de ciclização e funcionalização subsequentes (Dewick, 

2009; Thimmappa et al., 2014). Comumente, estes metabólitos têm sua origem biossintética a 

partir da via do ácido mevalônico, via esta comum a moléculas esteroides e colesteróis 

(Thimmappa et al., 2014). 

 
Em plantas, ciclases de óxido de esqualeno (OSCs) tem papel fundamental na 

diversidade estrutural de triterpenoides cíclicos, uma vez que vários genes expressos no 

genoma de vegetais, os quais correspondem a diferentes produtos de biossíntese, codificam 

estas enzimas, dando origem a múltiplos núcleos triterpênicos (Cárdenas et al., 2019). Além 

disso, os arranjos conformacionais cadeira-barco-cadeira (CBC) ou cadeira-cadeira-cadeira 

(CCC) inicialmente adotados, traduzem a que via a ciclização por OSCs irá proceder, de 

forma que a predisposição a produtos como o cátion de prostosterila e damarenila é 

favorecida em substratos de conformação CBC e CCC, respectivamente (Dewick, 2009) 

(Figura 7). 

Figura 7. Arranjo conformacional de 2,3-óxido de esqualeno 
 

 

Fonte: Adaptado de Thimmappa et al., 2014 

 

A saída do ânion difosfato (-OPP) estabilizado por ressonância, constitui a etapa inicial 

para a ciclização de diversos terpenoides, como na biossíntese de diterpenos policíclicos 

naturais, em derivados do tipo pimarano, na qual a saída de -OPP leva a um cátion alilíco, 



23 
 

 

 

 

resultante de adições eletrofílicas sucessivas, ciclizando a um íon de carbênio e isomerizando 

ao esqueleto iônico de pimarano (Bretmaier, 2006). 

Entretanto, OSCs destes isoprenoides de 30 carbonos, tem o início dessas reações com a 

abertura do anel epóxido a partir de sua protonação, o que permite a formação de um cátion 

terciário, seguido de adições eletrofílicas em cascata por intermédio da formação de 

carbocátions e migrações de Wagner–Meerwein de alquila e hidreto (Figura 8). Desta forma, 

estas ciclases são classificadas como terpeno sintases do tipo II, enquanto as anteriores com a 

saída de -OPP, do tipo I (Oldfield et al., 2012). 

Figura 8. Mecanismo de ciclização de triterpenoides 

 

Fonte: Adaptado de Dewick, 2009 

Monooxigenases do citocromo P450 (CYP450), constituem um amplo grupo de 

isoenzimas, sendo comumente descritas em reações de oxigenação de produtos do 

metabolismo secundário de plantas, dentre estes, os triterpenos, os quais compõem substratos 

para um número bastante limitado desta classe de hemoproteínas (Thimmappa et al., 2014). 

No entanto, a funcionalização de núcleos destas substâncias em reações de 

hidroxilação, acetilação, carboxilação catalisadas por CYP450 conferem junto de diferentes 

padrões de ciclização, maior heterogeneidade estrutural e química a triterpenoides, assim 

como a possibilidade de reações subsequentes devido a inserção de grupos funcionais, como a 

glicosilação da porção apolar (aglicona), dando origem a saponinas triterpênicas (Augustin et 

al., 2011). 
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A gama de atividades biológicas de produtos oriundos de ambos os arranjos 

conformacionais (CBC e CCC) de óxido de esqualeno, são comumente atribuídas a 

características estruturais únicas de classes dessas substâncias (Cárdenas et al., 2019), como 

por exemplo as cucurbitacinas, as quais partir da formação do cátion de protosterila, 

migrações sucessivas do tipo Wagner–Meerwein de 1,2 de hidreto poderão ocorrer, uma vez 

que a disposição antiperiplanar entre o próton H-5 e o carbono 10 atende a simetria necessária 

para a ocorrência destes rearranjos, culminando na formação de uma olefina entre os carbonos 

5 e 6, seguido de oxidações do esqueleto triterpênico dando origem a tais triterpenos 

altamente oxigenados da família Cucurbitaceae (Dewick, 2009) (Figura 9). 

Atividades citotóxicas e antitumorais são principalmente atribuídas as cucurbitacinas, 

porém propriedades antibacterianas, anti-inflamatórias, e hepato protetoras também são 

descritas para estes tipos estruturais (Valente et al., 2004). 

Figura 9. Biossíntese de cucurbitacinas 
 

 
Fonte: Adaptado de Dewick, 2009 

Além disso, diferente de fungos e animais, OSCs de plantas podem ainda catalisar 

ciclizações em um arranjo CCC de oxidoesqualeno, trazendo desta forma mais de 20.000 

tipos estruturais diferentes produzidos por plantas (Hill et al., 2012). Dentre metabólitos 

biossintetizados por esta via de ciclização, triterpenoides pentacíclicos do tipo lupano, onde a 

partir da conformação CCC de óxido de esqualeno, é formado o cátion de damarenila, em um 

mecanismo de ciclização também iniciado pela abertura do epóxido, formando um cátion 

terciário, seguido de sucessivas adições eletrofílicas. A formação de um carbocátion 



25 
 

 

 

secundário agora é favorecida, visto maior liberdade conformacional obtida através de uma 

migração de 1,2 de alquila, levando a expansão do anel de 5 membros para um de 6. O cátion 

de lupanila poderá então ser gerado a partir da formação do anel pentacíclico (Figura 10). 

Tais metabólitos são amplamente descritos por suas propriedades biológicas, sendo algumas 

vezes relacionados como promissoras substâncias em estudos de drogas multialvo (Liu et al., 

2021). 

Figura 10. Formação de triterpenos do tipo lupano 

 

Fonte: Adaptado de Dewick, 2009 

Alguns desses lupanoides encontram-se em abundância em matrizes vegetais, como por 

exemplo, o lupeol, o qual é descrito por seu notável potencial antitumoral, onde a indução de 

oncogenes pró-apoptóticos no equilíbrio entre Bax:Bcl-2, alteração do equilíbrio redox com 

aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) e ativação de p53, o que por sua vez leva a 

ativação de uma via pró-apoptótica com recaptação de Bcl-2, são alguns dos mecanismos 

descritos em suas propriedades antineoplásicas (Liu et al., 2021). 

Propriedades imunomoduladoras em infecções por protozoários patogênicos são 

também atribuídas a este triterpeno, onde a inibição de maturação de esquizontes em cepas de 

Plasmodium sp., atividade contra formas promastigota e amastigota e supressão da produção 

de óxido nítrico, reduzindo assim resposta anti-inflamatória, são respectivamente alguns dos 

mecanismos por qual lupeol desempenha suas atividades antimalária e antileishmania 

(Sharma et al., 2020). 

Dentre outras doenças tropicais negligenciadas (DTN´s), lupeol demonstra-se promissor 

na busca de novos agentes esquistossomicidas, em meio a suas propriedades moluscicidas em 

caramujos de Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediário no ciclo de vida de vermes de 

Schistosoma mansoni (Menezes et al., 1999). 
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Entretanto o uso clínico de lupeol é limitado devido a suas propriedades 

farmacocinéticas pouco satisfatórias, sendo classificado com uma substância de classe II no 

sistema de classificação biofarmacêutica (BCS), em razão de sua pouca solubilidade em água 

e boa penetrabilidade em membranas biológicas (Liu et al., 2021). 

Além disso, betulina e ácido betulínico, triterpenos do tipo lupano, que assim como 

lupeol, são descritos por sua proeminente atividade antiparasitária em DTN´s. Possuem suas 

atividades antimalária por um mecanismo envolvendo a modulação estrutural na membrana 

de eritrócitos, bloqueando assim a entrada de merozoítos de Plasmodium falciparum, 

impedindo a subsequente lise celular e replicação destes parasitos (Isah et al., 2016). 

A avaliação do potencial esquistossomicida destes metabólitos foi também realizada, de 

forma que acentuada redução da viabilidade in vitro de Schistosoma adultos na presença 

cátions de fosfina derivados betulina e ácido betulínico foi observada, onde em um 

mecanismo sinérgico, a formação de ROS por esses derivados levou a danos aos tegumentos 

desses helmintos por desestabilização mitocondrial, assim como redução de sua motilidade 

devido ao aumento da ação catalítica de acetilcolinesterases (AChe) (Spivak et al., 2014). 

Dentre outros isoprenoides resultantes da ciclização em CCC do 2,3-óxido de 

esqualeno, triterpenoides do tipo friedelano, tais como a cetona friedelina, são descritos por 

uma ampla gama de bioatividades, além de papel fundamental na adaptação e defesa vegetal 

(Jorge et al., 2022). Similarmente a lupanoides (ex: ácido betulínico), proeminente potencial 

antitumoral é relatado para friedelina em meio a diversos mecanismos, exemplificados, por 

exemplo, pela alteração do equilíbrio redox com aumento de ROS levando a danos ao DNA, 

assim como a supressão de via antiapoptóticas relacionadas a BCl-2 e outros oncogenes 

(Singh, et al., 2023). Além de outras propriedades relacionadas a este triterpeno, destaca-se 

também seu potencial antiparasitário, no qual alta eficiência na eliminação de cepas de P. 

falciparum resistentes a cloroquina foi observada em meio a um baixo valor de IC50 (IC50 de 

7.20 ± 0.5 µM), assim como notáveis propriedades antileshimania e tripanocidas são relatadas 

(Singh, et al., 2023). 

Portanto, devido, dentre outras atividades, tais produtos do metabolismo secundário de 

plantas apresentarem pronunciado potencial antiparasitário, a investigação de propriedades 

antihelmínticas frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni destes tipos estruturais 

isolados neste trabalho foi realizada. 
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1.4 FLAVONÓIDES 

 
Flavonóides são metabólitos especializados, os quais têm como unidade iniciadora uma 

molécula de cinamoil-CoA, que por sua vez deriva da via do ácido chiquímico através da 

atividade catalítica de cinamato-CoA ligase no fenilpropanoide ácido cinâmico (Dewick, 

2009, Gaid et al., 2012). Esta subunidade fenilpropanoídica inicial forma os anéis B e C, onde 

subsequente extensão de cadeia prosseguirá levando ao anel A por meio da condensação de 

três unidades de malonil-CoA, advindas da via do acetato-malonato, podendo ocorrer por 

meio de uma condensação aldólica ou claisen, originando stilbenos e chalconas 

respectivamente (Dewick, 2009) (Figura 10). Encontra-se importante ressaltar que ao 

contrário de policetídeos (ex: macrolídeos), nos quais a policetídeo sintase do tipo II (PKS-II) 

através de diferentes domínios enzimáticos realiza a biossíntese destes metabólitos (AT, ACP, 

KS), PKS’s do tipo III, conhecidas também como chalcona-sintases, independem de um 

domínio ACP para ativação de substratos de acyl-CoA, agindo diretamente sob os mesmos na 

biossíntese de policetídeos aromáticos tais como flavonóides (Ben Shen, 2003). 

A partir do ataque nucleofílico intramolecular do tipo adição de Michael na ligação 

dupla (α, β) da chalcona, precursora dos flavonoides, ocorre uma ciclização em β, originando 

a flavanona (Figura 11). A partir das flavanonas podem ser originadas as flavonas, flavonóis, 

isoflavonoides, antocianidinas e catequinas (Dewick, 2009). Dentre as diferentes formas que 

os flavonoides podem ser encontrados estão a glicosilada e metilada. 

Figura 11. Biossíntese de flavonoides 
 

 

Fonte: Adaptado de Dewick, 2009 
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A glicosilação e metilação podem ocorrer via oxigênio ou átomo de carbono, formando 

os flavonoides O- ou C-glicosídeos, assim como os O- ou C-metilados, respectivamente 

(Hofer, 2016; Koirala et al., 2016). Em flavonoides O-glicosídeos as posições O3 no anel C e 

O7 no anel A são comumente glicosiladas enquanto em O-metilados, 3-OH (anel C), 7-OH 

(anel A), 3’ e 4’-OH (anel B) (Hofer, 2016; Koirala et al., 2016). Para os C-glicosídeos, é 

comum a glicosilação em C6 e C8 no anel A (Cavaliere et al., 2005; Kachlicki et al., 2016). 

Dentre os carboidratos, glicose, galactose, rhamnose, xilose, arabinose e rutinose são 

comumente ligados aos flavonoides (Cavaliere et al., 2005; Hofer, 2016; Kachlicki et al., 

2016) 

Além de suas propriedades antioxidantes, estes metabólitos são relacionados a diversas 

bioatividades, como pronunciado potencial antitumoral em diferentes linhagens de células de 

câncer de mama, de forma que em uma avaliação sistemática dos efeitos inibitórios de 

flavonoides na proteína de resistência ao câncer de mama (do inglês BCRP=breast cancer 

resistance protein) in vitro e in vivo, um de seus representantes, licochalcona-A, demonstrou 

uma inibição de 95% neste transportador transmembrana em células U251T e T98G 

resistentes a temozolomida (TMZ), que estruturalmente se deve ao anel B e a presença de 

grupos hidrofóbicos em 4´, assim como hidroxilas e outros aceptores de ligação de hidrogênio 

nos carbonos 5 e 7 em seu núcleo flavonoídico fundamental (Nielsen et al., 2004; Fan et al., 

2019). 

Pronunciado potencial antiparasitário também é atribuído a estes metabólitos de via 

mista, como observado em um trabalho que avaliou o potencial sinérgico de alguns 

flavonóides no tratamento de malaria com artemisinina, no qual a flavona acacetina 

apresentou notável atividade contra P. falciparum resistente a cloroquina (IC50 = 13 µM) 

(Ferreira et al., 2010), assim como o potencial esquistossomida de retrochalconas devido a 

vacuolização e dano ao tegumento de vermes adultos de S. mansoni (Souza et al., 2017;Silva 

et al., 2021). 

2 OBJETIVOS 

 
A partir dos extratos por lavagem glandular (LEE) e em etanol (EEE) das partes aéreas 

de Eremanthus erythropappus, este trabalho teve por objetivo realizar a investigação e 

comparação de seus perfis químicos por análises de UHPLC-ESI-MS/MS, assim como o 

isolamento de substâncias relacionadas ao potencial anti-helmíntico de tais matrizes em 

vermes trematódeos de Schistosoma mansoni. 
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2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Coletar das partes aéreas de E. erythropappus 

● Obter o extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. erythropappus (LEE) para 

subsequente fracionamento 

● Obter o extrato etanólico de E. erythropappus (EEE) 

● Investigar o perfil químico dos extratos por análises de UHPLC-ESI-MS/MS nos modos de 

ionização positivo e negativo através da anotação de substâncias 

● Comparar o perfil químico de extratos LEE e EEE através de análises de UHPLC-ESI- 

MS/MS nos modos de ionização positivo e negativo 

● Realizar o isolamento de substâncias do extrato LEE 

● Caracterizar e identificar substâncias isoladas por técnicas de análise instrumental como 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de ¹H), carbono 13 (RMN de ¹³C) DEPT-

135 e espectroscopia no infravermelho 

● Avaliar o potencial antiparasitário in vitro dos extratos de E. Erythropappus e substâncias 

isoladas, frente a vermes de Schistosoma mansoni 

 

 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

 
As partes aéreas (1,2 kg) de E. erythropappus foram coletadas no campus da Faculdade 

de Farmácia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (22◦ 13’ 22" S, 44◦ 37’ 59" W) 

no mês de agosto de 2022. A espécie vegetal trabalhada encontra-se com um exemplar já 

depositado herbário Leopoldo Krieger CESJF da UFJF sob o número 25363. 

3.2 ANÁLISE E ANOTAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS POR UHPLC–ESI-MS/MS 

 
Utilizou-se uma coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 C18 (100 mm × 2,1 mm, 1,7 

μm, Santa Clara, EUA), fluxo de 0,4 mL/min, e fase móvel de água e 0,1%. ácido fórmico (A) 

e acetonitrila (B). Os extratos de LEE e EEE foram analisados utilizando-se um gradiente 

descrito da seguinte forma: 0–2 min, 5% B; 2–14 min, 5–98% B; 14–16 min, 98% B; e 16–20 

min, 98–5% B. O compartimento da coluna e da fonte foram fixados em temperaturas de 

40°C e 150°C, respectivamente, utilizando-se nitrogênio como gás carreador com fluxo de 10 

L.min-1 e pressão de gás do nebulizador de 4 bar. Os dados de MS foram adquiridos nos 
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modos de ionização positiva e negativa, usando uma faixa de massa entre m/z 50-1500 e uma 

dissociação induzida por colisão (CID) de energia de 30 eV. Processamento de 

cromatogramas e dados MS foram realizados no programa Thermo Xcalibur Qual Browser 

Versão 2.2 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA). Além disso, a 

anotação de substâncias foi feita através da análise de seu padrão característico de 

fragmentação nos espectros de MS/MS e posterior comparação com literatura e bancos de 

dados, tais como ChemSpider, Scifinder, MassBank e Spectral Database for Organic 

Compounds. 

3.3 GLOBAL   NATURAL   PRODUCTS SOCIAL MOLECULAR NETWORKING 

(GNPS) 

Os dados espectrais de MS/MS foram analisados usando a plataforma GNPS 

(https://gnps.ucsd.edu acessado em 6 de abril de 2024), e hits obtidos nos modos de ionização 

positivo e negativo foram confirmados manualmente pela interpretação de seu padrão de 

fragmentação, confirmando assim as substâncias anotadas. Os dados de MS/MS foram 

convertidos para o formato mzXML usando o MS Convert e, em seguida, inseridos na 

plataforma GNPS. Após a conversão dos dados brutos MS/MS para o formato mzXML, os 

dados foram submetidos a processamento posterior através do software MZmine versão 3.28, 

seguido da interpretação dos espectros de íons do produto organizados em feature lists. Os 

dados coletados da biblioteca molecular GNPS podem ser encontrados em 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=768bc5d42cd5483f976f2e62eacc9efb  para 

o modo positivo e no 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b1e98027b1b34cf7a5c70fc5f64ec5b0  para 

o modo negativo, acessados em 6 e 9 de abril de 2024, respectivamente. 

 
3.4 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS 

A partir do material vegetal coletado (E. erythropappus), foi feita a preparação do 

extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. erythropappus. A mistura de solventes 

MeOH e CH2Cl2 (1:1 v/v) foi utilizada como solução extratora, empregando-se 400 mL da 

solução a cada processo extrativo, a qual foi recuperada e reutilizada na extração subsequente, 

sendo realizadas um total de 26 extrações em MeOH e CH2Cl2 (1:1 v/v). 

As partes aéreas do vegetal foram utilizadas em sua forma íntegra e fresca, sendo 

posteriormente transferidas para um frasco e então postas em contato com a mistura de 

solventes MeOH e CH2Cl2 (1:1 v/v) (Figura 12), onde o contato com o solvente extrator foi 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=768bc5d42cd5483f976f2e62eacc9efb
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b1e98027b1b34cf7a5c70fc5f64ec5b0
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de no máximo 25 segundos, a fim de obter-se maior seletividade no processo extrativo e 

extrair substâncias contidas na superfície glandular a partir da ruptura dos tricomas. 

 
Figura 12. Lavado glandular de E. erythropappus 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Após a extração na solução diclorometanólica, o lavado obtido foi devidamente filtrado 

e recuperado por evaporação-rotatória e transferido para um frasco previamente pesado. Desta 

forma, obteve-se 37,5 g de extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. 

erythopappus (LEE) (Figura 13). 

 

Figura 13. Extrato por lavagem glandular das partes aéreas (LEE) 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

No intuito de posterior análise de seu perfil químico e atividade antiparasitária, assim 

como subsequente comparação de tais parâmetros com o extrato LEE, foi também realizado o 

preparo de um extrato etanólico de E. erythropappus (EEE) por meio de maceração estática a 

frio. 
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Desta forma, utilizou-se 120g de material vegetal para preparo do extrato, onde as 

partes aéreas desta planta foram totalmente submersas em etanol em temperatura ambiente, 

sendo o solvente extrator renovado após 24h (x2 400 mL). O material foi então filtrado e 

recuperado por evaporação-rotatória e transferido para um frasco previamente pesado, 

obtendo-se então 12g de material bruto (Figura 14). 

Figura 14. Extrato etanólico de E. erythropappus (EEE) 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
3.5 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DAS PARTES AÉREAS 

 
Para o processamento do extrato das partes aéreas de E. erythropappus, foi proposto 

uma eluição em gradiente, devido a complexidade e diversidade de substâncias contidas nesta 

matriz, sendo possível desta forma a separação de metabólitos de polaridades distintas e 

próximas em meio a modulação da força da fase móvel. Portanto, através da cromatografia 

líquida à vácuo (VLC), uma técnica cromatográfica preparativa de média pressão, onde maior 

fluxo de solvente pode ser obtido devido ao vácuo contínuo na coluna (Hostetmman,1986), 

realizou-se a separação de 20 g do extrato por VLC. 

A coluna foi preenchida com 3 partes de sílica de 40-63μm (300 g) e 1 parte de sílica de 

60-200 μm (100 g) de tamanho de partícula (Figura 15). Para maior adesão do 

empacotamento, 40 g de sílica 60H foi adicionada além da mistura (400 g) previamente feita. 
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Figura 15. Separação do extrato por lavagem glandular de E. erythropappus 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 

No intuito de obter-se maior uniformidade da separação, a amostra foi incorporada ao 

celite e então a pastilha formada com a evaporação do solvente, adicionada ao topo da sílica. 

Desta forma, a corrida cromatográfica foi realizada em um gradiente linear de Hex/AcOEt, 

gradualmente aumentando-se a força cromatográfica em proporções de 5%-10%-15%-30%- 

50%-70%-100%. 

 
 

3.6 IDENTIFICAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS ISOLADAS 

Em propósito de identificação das substâncias isoladas, foram realizados experimentos 

de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de ¹H) carbono 13 (RMN de ¹³C), e 

DEPT- 135, assim como em espectroscopia no infravermelho. As análises das amostras foram 

realizadas em um espectrômetro de RMN de 500 MHz, onde CDCl3 e dimetilsulfóxido 

deuterado (DMSOd-6) foram utilizados como solvente para os experimentos de RMN para 

(1) e (2), (3) respectivamente. Sinais residuais de solventes não deuterados foram utilizados 

como padrão interno. 

 
3.7  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE 

AO S. MANSONI 

Estes ensaios foram realizados na Faculdade de Ciências de Guarulhos (FACIG), com a 

colaboração do Prof. Dr. Josué de Moraes, utilizando como base metodologias previamente 

publicadas pelo grupo (Pereira et al., 2021; Queiroz et al., 2021). Os ensaios in vitro com 
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vermes adultos de S. mansoni foram realizados com machos e fêmeas acasalados (Pereira et 

al., 2021; Queiroz et al., 2021). Os pares de vermes obtidos dos hamsters por perfusão serão 

lavados 2 vezes com o meio RPMI 1640 contendo penicilina 200 U/ml, estreptomicina 200 

µg/mL e anfotericina B 2 µg/mL. 

Posteriormente, os parasitas acasalados foram transferidos em placas para cultura de 

células com 24 poços contendo, por poço, 1 casal de vermes em 2 mL do meio RPMI 1640 

supracitado, porém suplementado com 10% de soro fetal bovino e tamponado com HEPES 25 

mM. Os vermes serão incubados com as amostras (derivados oxidados, em diferentes 

concentrações). Praziquantel (PZQ, 1 µM) foi utilizado como controle positivo e poços 

contendo somente meio de cultura serão usados como controle negativo (Pereira et al., 2021; 

Queiroz et al., 2021). As culturas de vermes adultos serão monitoradas por microscopia. 

Para avaliar a atividade das amostras sobre o S. mansoni foram considerados os 

seguintes parâmetros: atividade motora (motilidade), alterações morfológicas no tegumento e 

a capacidade reprodutiva. A mortalidade dos vermes será julgada pela ausência de 

movimentos durante 2 minutos ou quando tocados com uma pinça (Pereira et al., 2021; 

Queiroz et al., 2021). As amostras que apresentaram atividade em S. mansoni serão avaliadas 

quanto a toxicidade em células de mamífero, utilizando testes rápidos colorimétricos e/ou 

fluorimétricos, como descrito pelo grupo (Pereira et al., 2021; Queiroz et al., 2021). 

 
4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 SELETIVIDADE NA EXTRAÇÃO POR LAVAGEM GLANDULAR DAS  

PARTES  AÉREAS DE E. ERYTHROPAPPUS 

Tricomas glandulares (TGs) são estruturas epidérmicas especializadas, as quais diversos 

metabólitos comumente relacionados a defesa química contra herbivoria, infecções 

patogênicas, e exposição à radiação U.V., encontram-se sintetizados e armazenados (Yang et 

al., 2023). Dentre tais metabólitos, derivados do isopreno pouco voláteis como os 

triterpenoides, também são descritos majoritariamente acumulados nos TGs das partes 

aéreas em algumas espécies da família Asteraceae, como a Artemisia annua, os quais além 

de compor a cutícula, uma camada hidrofóbica que garante a proteção do vegetal em 

condições de estresse do meio, são descritos por uma ampla gama de bioatividades (Moses 

et al., 2015). 

Nesta óptica, a extração por lavado glandular empregada como metodologia para 

obtenção do extrato de E. erythropappus, sendo um breve contato com o solvente a cada 
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extração é preconizado, o que por sua vez poderia levar a um enriquecimento destes tipos 

estruturais em meio a ruptura dos tricomas presente nas partes aéreas deste vegetal. A 

mistura de solventes CH2Cl2/MeOH (1:1, v/v) utilizada como solução extratora foi mantida 

em contato com o material vegetal por até 25 segundos, sugerindo o maior direcionamento 

na extração apenas de substâncias armazenadas no tricomas da matriz vegetal utilizada. 

Além disso, a partir de 1,2 kg de partes aéreas de E. erythropappus obteve-se 37,5 g de 

extrato, onde o rendimento do extrato em termos de peso seco foi de 3,125%. Comparou-se 

também neste trabalho LEE com um extrato obtido por maceração estática em etanol (EEE) 

da mesma planta, onde maior rendimento em termos de peso seco (10,0%) pode ser obtido. 

No entanto, isto poderia ser sugestivo de uma maior seletividade na extração de metabólitos 

contidos em estruturas de armazenamento previamente descritas, melhor evidenciado através 

da anotação de substâncias por meio da análise de dados de MS/MS obtidos. 

Em meio ao seu uso na medicina tradicional, a caracterização química de constituintes 

bioativos do óleo essencial desta planta, encontra-se amplamente descrita, onde junto da 

presença majoritária de α-bisabolol, outros promissores metabólitos como o β-bisaboleno 

por seu potencial como adjuvante a ampicilina em infecções por Staphylococcus aureus 

(Silvério et al., 2013), assim como a lactona sesquiterpênica eremantina, em meio as 

propriedades esquistossomicidas em vermes trematódeos de S. mansoni (Baker et al., 1972), 

são também relatados na fração volátil deste vegetal. 

Ainda amparado pelo uso etnomedicinal de E. erythropappus, a investigação de 

metabólitos contidos no extrato por lavagem glandular das partes aéreas, levou a anotação 

isoprenoides e flavonóides majoritariamente e um derivado de fenilpropanóide. Além disso, 

maior conhecimento pertinente aos consitituintes desta matriz foram obtidos pela 

identificação de friedelina (1), previamente isolada na espécie, assim como o lupanoide 

ácido betulínico (2), observado em outras espécies do gênero, como Eremanthus 

veadeiroensis (Sacilotto et al., 2002), e flavona acacetina (3) previamente descritas em 

outros vegetais de Lychnophorinae (Keles et al., 2010). Em meio a uma revisão realizada 

neste trabalho (Tabela 1.), não foram encontrados relatos de ambas as substâncias (2) e (3) 

substância nesta matriz vegetal, nem tão pouco a obtenção através da metodologia proposta. 

Tabela 1. Extratos e metabólitos de E. erythropappus 
 

Material vegetal Extrato Metabólitos Referência 
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Flores e folhas de 

Eremanthus 

erythropappus 

 
Maceração em 

EtOH- Partição em 

CH2Cl2 

 

 
Fitol 

 

 
Cantuária, 2018 

Tronco de 

Eremanthus 

erythropappus 

 
Percolação em                  

hexano 

 
Friedelina, friedelanol, 
eremantina, bisabolol 

 

Baker et al.,1972 

Partes aéreas de 

Eremanthus 

erythropappus 

Maceração em 

hexano 

 
15-Desóxigoyazensolido 

Vichnewski et al., 
1976 

Bugalhos do tronco 

Eremanthus 

erythropappus 

 

Maceração em 
metanol 

 

Taraxasterol, β-amirona, 
tricosano 

 
Jorge et al.,2022 

 

 

 

 

Tronco de 

Eremanthus 

erythropappus 

 

 

 

 

 
Percolação em 

Hexano 

α-ciclocostunolido, 
eremantina, 4,15-α- 

epoxieremantina, 9,10-α- 

epoxieremantina, 
dehidrocostuslactona, 

costunolido, reinosina, 

santamarina, 

magnolialido, 
arbusculina A, 4-epi- 

arbusculina A, 

trifloculosido,estafiatona 
e eregogazina 

 

 

 

 

 

Lima et al., 1985 

 
Flores e folhas de 

Eremanthus 

erythropappus 

Maceração em 

EtOH- Fase 
hidroalcoólica 

(aquosa 

remanescente) 

 

 
Quercetina e rutina 

 

 
Cantuária, 2018 

Folhas de 

Eremanthus 

erythropappus 

Maceração em 

EtOH- Partição em 

hexano 

β-cariofileno, óxido de 

cariofileno, aristoleno, 

friedelina, β-amirenol, 
acetato de α-amirenil 

 

Soares et al., 2011 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
4.2 ANÁLISE POR UHPLC-ESI-MS/MS DE EXTRATOS DE E. ERYTHROPAPPUS 

 
Em meio ao sucinto conhecimento em relação ao perfil químico na matriz vegetal de E. 

erythropappus, uma análise untargeted de LC-MS/MS foi utilizada como estratégia para 

anotação de substâncias, onde os modos de ionização positivo (Figura 16) e negativo 

(Figura 17) foram aplicados para investigação dos extratos desta planta. Além disso, 16 

metabólitos foram tentativamente anotados através da análise inicial de dados espectrais 

usando a plataforma Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS), na qual 
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os hits obtidos foram posteriormente  verificados manualmente  quanto ao seu padrão de 

fragmentação pela interpretação dos dados de MS/MS, validando então substâncias propostas. 

 
Figura 16. UHPLC-ESI-MS/MS extratos de Eremanthus erythropappus em modo       positivo 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Figura 17. UHPLC-ESI-MS/MS de extratos de Eremanthus erythropappus em modo   negativo 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Lactonas sesquiterpênicas (LSTs) são frequentemente relatadas para espécies de candeia 

(ex: Eremanthus erythropappus), as quais comumente apresentam uma porção reativa α- 

metileno-γ-butirolactona, onde relatos substanciais na literatura relacionam esta a uma maior e 

seletiva toxicidade para parasitas unicelulares, levando a uma notável atividade antiparasitária 

de tais tipos estruturais (Schmidt, 2018). Dentre esses isoprenóides, as LSTs do tipo 

furanoheliangolído puderam trazer maior discernimento em relação à química de ambos os 

extratos LEE e EEE. 

EEE 

LEE 
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Os íons precursores em m/z 361 [M+H]+ e m/z 375 [M+H]+, detectados apenas no 

extrato LEE, foram relacionados respectivamente a ionização de goyazensolido (4) e 

centraterina (5) (Anexos, Tabela 2.), onde íons produto observados trouxeram um padrão de 

fragmentação característico relatado para esses sesquiterpenóides, como uma perda neutra 

inicial de H2O (-18 Da) sugestivo de um grupo hidroxila em C-15 atribuído a íons fragmento 

em m/z 343 (4) e m/z 356 (5), seguido de eliminação da carboxila [M+H-R-CO2H] do íon 

precursor resultando no mesmo íon fragmento em m/z 275 para (4) e (5), o que sugere por sua 

vez diferentes substituintes na carboxila. Fragmentos subsequentes foram relacionados a 

perdas consecutivas de unidades CO (-28 Da) e H2O (-18 Da) (Crotti et al., 2005). Além 

disso, uma via de fragmentação adicional levando a um íon acílio em vez da perda direta de 

[M+H-R-CO2H] foi descrita por Crotti e colaboradores (Crotti et al., 2005), o que é sugestivo 

de Budleina A, um isômero de (5), apresentando um íon fragmento em m/z 83 de maior 

abundância relativa favorecido nesta via de fragmentação secundária, onde a ausência desse 

íon fragmento nos dados espectrais obtidos leva a maior evidência de centraterina como 

substância proposta (Anexos, Tabela 2.). 

O lichnofolído (6), outra lactona do tipo furanoheliangolído, foi também anotada em 

meio às análises de ambos os extratos de E. erythropappus (Anexos, Tabela 2.). Após a 

formação do íon precursor m/z 359 [M+H]+, procedeu-se um padrão de fragmentação 

característico desses metabólitos, como por exemplo, a eliminação direta [M+H-R-CO2H] da 

molécula protonada em m/z 259 (Crotti et al., 2005). Os íons produto subsequentes são 

atribuídos a perdas consecutivas de unidades de H2O (m/z 241) e CO (m/z 185, m/z 213), 

igualmente observadas para goyazensolído e centraterina previamente descritas. 

Assim como em outras espécies brasileiras da tribo Vernonieae, tais lactonas 

sesquiterpênicas foram também previamente descritas em E. erythropappus (Gallon et al., 

2018). No entanto, os dados obtidos apontaram (4) e (5) apenas para o extrato de LEE, o que 

juntamente com outros metabólitos anotados, como triterpenóides do tipo oleanano, trazem 

respaldo adicional de uma seletividade envolvendo a extração de metabólitos contidos em 

tricomas glandulares. 

A ionização em modo positivo também levou à detecção de alguns triterpenóides 

pentacíclicos, tais como do tipo oleanano, ursano, lupano e friedelano. Embora alguns desses 

isoprenóides de 30 carbonos contenham átomos de hidrogênio ácidos (ex: ácido betulínico), o 

que por sua vez poderia trazer uma maior sensibilidade à geração de íons precursores no 

modo de ionização negativa (Yang et al., 2007, Sun et al., 2019), respectivos íons produto 
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foram melhor visualizados no modo positivo, permitindo a anotação dos metabólitos através 

da investigação de seu padrão de fragmentação nos dados MS/MS obtidos. 

Entre os oleanóides, o composto (7) apresentou atribuições semelhantes às relatadas na 

literatura (Sun et al., 2019), o que possibilitou a anotação de ácido oleanônico no extrato LEE 

[M+H]+ em m/z 455. A detecção de um sinal devido à perda neutra de água do íon precursor 

[M+H-H2O]+ em m/z 437, foi prontamente observado no que se acredita estar relacionado a 

remoção do substituinte C-3 levando a formação de um alceno, como visto para outros 

triterpenos pentacíclicos do tipo oleanano (Figura 18) (Uddin et al., 2021). O alceno 

resultante da primeira desidratação poderá então sofrer uma segunda perda de água observado 

pelo íon fragmento em m/z 419, levando à formação de um íon acílio em C-28, cuja a 

eliminação posterior é detectada pela eliminação de uma unidade de CO (m/z 409) (Anexos, 

Tabela 2.). 

Figura 18. Fragmentação de triterpenos pentacíclicos 
 

Fonte: Adaptado de Sun et al., 2019 

Adicionalmente, perdas neutras, as quais são relacionadas a uma projeção da diferença 

entre o íon precursor e o íon produto, são uma maneira útil de detectar espécies específicas e 

confirmar dados de MS/MS (Aisporna et al., 2022). Desta forma, tais fragmentos neutros são 

comumente observados em triterpenóides pentacíclicos, como descrito por Sun e 

colaboradores (Sun et al., 2019) para eritrodiol na eliminação de um grupo metileno (-14 Da) 

procedida após uma segunda perda de H2O, similarmente visto para o composto (7) levando a 

formação do íon em m/z 395 (Anexos, Tabela 2.). 

Como descrito acima, o mecanismo de fragmentação em modo positivo de triterpenos 

pentacíclicos geralmente envolve a quebra da ligação do substituinte C-3 diretamente de seu 
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íon molecular (ex: cetona, hidroxila ou grupo éster) (Figura 18), e fragmentações 

subsequentes, originam desta forma íons fragmento diagnósticos para tais substâncias (Uddin 

et al., 2021). Neste contexto, o oleanóide eritrodiol detectado m/z 443 [M+H]+ (8) (Anexos, 

Tabela 2.), demonstrou prontamente uma perda inicial característica de H2O do íon precursor 

[M+H- H2O] evidenciada por um íon fragmento em m/z 425, sugestivo de um grupo hidroxila 

em C-3. Além de uma eliminação característica de um grupo metileno do íon precursor em 

m/z 411, fragmentos seguintes em m/z 237 (C16H27O
+) e m/z 197 (C13H21O

+), sugerem a 

possível ocorrência de um mecanismo do tipo retro-Diels-Alder (RDA) no anel C. 

Além disso, o uvaol triterpenóide tipo ursano (9) foi detectado em ambas as matrizes 

investigadas por E. erythropappus (extratos LEE e EEE). A análise dos dados de MS/MS (9) 

levou a atribuições semelhantes de (8), além do mesmo íon precursor (Anexos, Tabela 2.). 

Ambos os metabólitos podem ser diferenciados como isômeros de posição devido à sua 

respectiva razão de abundância de isótopos de íons precursores, como descrito anteriormente 

por Sun e colaboradores (Sun et al., 2019). Portanto, o eritrodiol (8) é descrito com uma razão 

de abundância de 2:1, enquanto o íon precursor do uvaol m/z 443 [M+H]+ obtido nos dados de 

MS/MS apresentou uma razão de abundância de > 2:1, como mostrado nos dados espectrais 

obtidos (Anexos). 

Friedelina (1), uma cetona triterpênica do tipo friedelano, foi também detectada dentre 

os terpenóides pentacíclicos anotados. Neste contexto, os espectros de MS permitiram a 

detecção de um íon precursor em m/z 427 [M+H]+, relacionado à friedelina protonada 

(Anexos, Tabela 2.). Além disso, o perfil de fragmentação obtido pelas análises do espectro 

de MS/MS obtido, encontrou-se em concordância com as atribuições feitas por Naumoska e 

colaboradores (Naumoska et al., 2015), onde íons fragmento característicos foram detectados, 

como a eliminação de H2O do íon molecular em m/z 409, relacionada à quebra da cetona em 

C-3. 

Triterpenóides do tipo lupano, diferente de isoprenoides descritos anteriormente, 

apresentam um anel E de cinco membros ligado a um grupo alílico em seu núcleo pentacíclico 

(Dewick, 2009). Em relação a essa classe de metabólitos, o ácido betulínico (2), no qual são 

relatadas notáveis bioatividades, como seu potencial antiparasitário proeminente frente a 

vermes adultos de S. mansoni (Spivak et al., 2014) , foi também identificado em ambos os 

extratos LEE e EEE (Anexos, Tabela 2.). 

Os espectros de MS/MS de (2) trazem uma proeminente perda de H2O do íon precursor 

m/z 457 [M+H]+ em m/z 439 [M+H-H2O]+, diagnóstico de uma hidroxila como substituinte 

em C-3, como previamente descrito nestes lupanoides (Yang et al., 2007, Sun et al., 2019). A 
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formação do alceno [M+H-H2O]+, semelhante a triterpenos do tipo oleanano (Figura 18), 

prosseguiu com uma segunda eliminação de água do grupo carboxila C-28 resultando no íon 

fragmento em m/z 421, na qual após a formação do íon acílio, procedeu com a eliminação da 

unidade de CO resultando no íon fragmento em m/z 393. 

Hits obtidos após análise inicial no GNPS em modo negativo consistiram 

fundamentalmente em substâncias de caráter redutor, majoritariamente flavonoides como 

flavonóis e flavonas e seus glicosídeos, assim como um derivado de fenilpropanóide. O 

potencial antioxidante dos extratos de candeia-da-serra foi avaliado em relatos da literatura 

por ensaios como o DPPH, poder redutor de Fe+3 e β-caroteno/ácido linoléico (Del-Vechio- 

Vieira et al., 2017), onde a triagem fitoquímica através da reação com diferentes reagentes 

para detecção de compostos e análise estatística, mostrou pronunciado efeito sequestrador de 

radicais livres quando flavonoides e outros fenólicos foram encontrados majoritariamente nos 

extratos. 

Neste contexto, a flavona apigenina (10) foi tentativamente anotada (Anexos, Tabela 

2.), em meio à detecção de alguns fragmentos principais após o íon precursor [M-H]- m/z 269, 

como a perda inicial da unidade de CO em m/z 240, atribuída à fragmentação do anel C 

devido à eliminação do grupo carbonila, como visto para demais flavonas (ex: luteolina) 

(Fabre e Rustan, 2001). Outro íon produto foi detectado em m/z 227, que semelhante a outras 

flavonas contendo uma hidroxila em C-4', procedeu com a eliminação de uma unidade C2H2O 

(-42Da) do íon precursor [M-H]-, em um mecanismo semelhante ao descrito por Ma e 

colaboradores (Ma et al., 1997), onde a fragmentação do anel C leva a uma nova ciclização 

envolvendo o anel B. Além disso, uma perda subsequente de CO2 do íon [M-H-C2H2O] leva a 

outro fragmento comum relatado em m/z 181, onde ocorre contração do anel A, seguida por 

uma quebra mediada por reação de retro-Diels-Alder, dando origem a mais um fragmento 

característico em m/z 151 (Fabre e Rustan, 2001, Hvatum, 2004). 

Flavonóis, metabólitos secundários que apresentam uma fração α-hidroxicetona no anel 

C do núcleo flavonoídico, também foram detectados. Em relação a tais produtos 

biossintéticos, o derivado O-glicosídeo de quercetina, isoquercetina (11) m/z 463 [M-H]- 

(Anexos, Tabela 2.), apresentou íons fragmento típicos, como por exemplo, visto em m/z 301 

atribuídos à perda neutra de uma hexose (-162Da) do íon precursor [M-H]-, liberando assim 

sua aglicona como produto (Lu et al., 2013). 

Fragmentos subsequentes foram atribuídos à fragmentação da quercetina [M-H- 

C6H12O6]
-, apresentando íons produto correspondentes aos relatados por Fabre e Rustan 

(Fabre e Rustan, 2001), o que sugere um mesmo mecanismo de fragmentação, onde uma 
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eliminação inicial de CO ocorre por quebra e contração do anel C dando o íon fragmento em 

m/z 271, também relatado em um estudo envolvendo quantificação de (11) e seu isômero 

estrutural hiperosídeo (Zhou et al., 2011). Outras atribuições realizadas relacionam-se à 

eliminação de CO2 em m/z 257, ocorrendo também no anel C, gerando uma estrutura 

semelhante a de estilbenos com uma ligação dupla cis diaril substituída, seguido por uma 

RDA resultando no íon fragmento em m/z 151. 

Isorhamnetina-3-O-galactosídeo (12) foi tentativamente anotado devido a íons 

fragmentos característicos desta substância nos dados de MS/MS obtidos, como a ruptura 

proeminente da porção glicosídica do íon precursor aniônico m/z 477 [M-H]-, resultando em 

m/z 315 como fragmento [M-H-C6H12O6]
- relacionado à aglicona livre (Ruiz et al., 2014). 

Como relatado para outros compostos do tipo flavonol, propusemos que da mesma forma, a 

perda de grupo metila (-15Da) também é observada para a isorhamnetina (aglicona livre), 

levando à detecção do íon produto em m/z 300. Além disso, alguns outros fragmentos 

característicos em m/z 271 e m/z 256, são sugestivos de perdas de CO, CO2 respectivamente, 

seguido de uma retro-Diels-Alder levando ao íon fragmento em m/z 151, o que por sua vez 

fornecem evidências adicionais de (12) como flavonol proposto (Anexos, Tabela 2.). 

Derivados dissacarídicos de tais substâncias foram também detectados nas matrizes 

investigadas. Kaempferol, um flavonol comumente relatado para várias espécies vegetais e 

com grande importância dentro do campo nutracêutico (Georgiev et al., 2014), foi detectado 

como seu derivado glicosídico Kaempferol-7-O-neohesperidosídeo (13) m/z 593 [M-H]-, onde 

pela análise dos dados espectrais de MS/MS obtidos, resultados consistentes com as 

atribuições feitas por Sánchez-Rabaneda e colaboradores (Sánchez-Rabaneda, et al., 2003) 

foram alcançados (Anexos, Tabela 2.). 

No entanto, a literatura relata fragmentação direta da porção glicosídica como um 

dissacarídeo (-308Da) levando ao íon produto m/z 285 de kaempferol livre (Sánchez- 

Rabaneda, et al., 2003), enquanto aqui descrevemos uma perda consecutiva de deoxihexose (- 

146Da) e uma hexose (-162Da), resultando respectivamente em íons fragmento em m/z 447 e 

m/z 285 do íon precursor [M-H]-, no qual este último íon (m/z 285) apresentou maior 

abundância relativa. Vale ressaltar que uma energia de colisão mais branda na dissociação 

molecular (30 v) foi usada neste trabalho em relação à literatura reportada, o que pode ter sido 

fundamental para essa diferença detectada. Evidências adicionais para o composto proposto 

(13) puderam ser obtidas, uma vez que alguns íons principais de fragmentação de sua aglicona 

foram detectados, tais como eliminação de unidade de CO (m/z 256) e perda de CO2 (m/z 

240), também diretamente da aglicona (m/z 285), seguido por uma segunda unidade de CO 
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(m/z 212) como fragmento do íon produto anterior [M-H-CO2-CO]- (Fabre e Rustan, 2001, 

Sánchez-Rabaneda, et al., 2003). 

Flavonoides C-glicosídeos são comumente relatados, entre outras agliconas, por ocorrer 

em compostos do tipo flavona. Em uma revisão sobre a química e a ocorrência biossintética 

de metabólitos naturais contendo C-glicosídeos (por exemplo, flavonoides, xantonas, 

cromonas), Franz e Grün (Franz e Grün, 1983) delinearam um padrão de substituição um 

tanto sistemático de ocorrência da ligação C-C com a porção do açúcar nas posições 6 e 8 do 

anel A, quando estes são encontrados orto e para a hidroxilas fenólicas (ou seja, em C-5 e C- 

7). Isso pode estar relacionado a uma maior nucleofilicidade trazido por grupos orto/para- 

orientadores nessas posições (C-5 e C-7), embora a proposição de uma via biossintética clara 

para esta C-glicosilação ainda não se encontre relatada até o momento. 

Nesse sentido, a flavona Vicenina-II (14) foi proposta como substância anotada no 

decorrer da verificação de dados espectrais de MS/MS (Anexos, Tabela 2.). Atribuições 

semelhantes a Silva e colaboradores (Silva et al., 2014) foram feitas, como íons produto 

relacionados à fragmentação de hexoses em m/z 473 (-120Da) diretamente do íon precursor e 

em m/z 353 (-120Da) relacionado a fragmentação do íon anterior. 

De acordo com a literatura relatada a (14), íons fragmento menos abundantes detectados 

foram sugestivos de mecanismos de fragmentação secundários (Silva et al., 2014). Neste 

contexto, em m/z 502 devido à fragmentação do açúcar em C-6 diretamente do íon precursor, 

a fragmentação subsequente da hexose em C-8 poderá levar a duas possíveis quebras, 

ilustradas pela geração dos íons produto m/z 413 e m/z 383. Deve-se ressaltar que nenhuma 

ligação C-glicosídeo resultou na aglicona livre ao longo da via de fragmentação relatada, 

como visto para perdas neutras de hexoses (-162 Da) em derivados de O-glicosídeos de 

flavonas, o que pode ser devido a diferenças de eletronegatividade e labilidade entre as 

ligações C-C e C-O. 

Além disso, o íon precursor aniônico em m/z 283 [M-H]- sugeriu a presença da 5,7- 

hidroxiflavona acacetina (3) (Anexos, Tabela 2.). Íons fragmentos apontaram perdas 

características para este flavonoide, tais como a eliminação de CH3 (-15Da) do grupo metoxi 

em C-4' em m/z 268 (Yin et al., 2019). Adicionalmente, este flavonoide (3) foi isolado do 

extrato por lavagem glandular de E. erythropappus (LEE), o que traz maior validação aos 

dados de fragmentação de MS/MS descritos para (3). 

Luteolina (15) m/z 285 [M-H]-, entre outras flavonas, foi também anotada nas matrizes 

de E. erythropappus analisadas (Anexos, Tabela 2.). Um padrão de fragmentação semelhante 

aos relatados em trabalhos envolvendo quantificação deste composto em plasmas de 
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camundongos foi detectado após análise de dados espectrais (Cheruvu et al., 2018), como 

uma perda inicial de unidade de CO levando ao íon fragmento em m/z 257 do íon precursor 

[M-H]- devido à fragmentação do anel C. 

Fragmentos adicionais foram concordantes com aqueles relatados por Fabre e Rustan 

(Fabre e Rustan, 2001), que também sugeriram uma série de possíveis mecanismos de 

fragmentação para esse metabólito, tais como, ao contrário da eliminação inicial da uma 

unidade de CO, ocorrer uma eliminação da unidade C2H2O do íon precursor [M-H- C2H2O]- 

em m/z 243, seguida de perda de CO2 em m/z 241 levando à retrociclização do anel C e 

contração do anel A. A eliminação de uma unidade de CO2 a partir do íon em m/z 243 

também foi detectada, dando o íon produto m/z 199. Além disso, o íon fragmento em m/z 217 

pode ser atribuído a uma eliminação de C3O2 diretamente do íon precursor [M-H-C3O2]
-, 

sendo por sua vez sugestiva de outro possível mecanismo mencionado. Portanto, a 

comparação da literatura permitiu anotar a luteolina como substância proposta. 

Outro conjunto de metabólitos detectados nos dados adquiridos de MS foram os do tipo 

di-O-cafeoilquínicos. A cinarina foi inicialmente obtida como metabólito atingido em análises 

preliminares da biblioteca GNPS em ambos os extratos de LEE e EEE, porém nossa 

investigação da fragmentação de MS/MS, encontrava-se de acordo com um de seus isômeros, 

o ácido 3,5-di-O-cafeoilquínico (16). 

Uma unidade cafeoila foi prontamente detectada como íon fragmento (m/z 353) do íon 

precursor [M-H]- em m/z 515, seguida por outra perda da segunda unidade cafeoila, como 

mostrado pelo íon produto em m/z 191 (Anexos, Tabela 2.). Embora a primeira eliminação do 

substituinte cafeoila seja mais proeminente devido a uma maior abundância relativa desta 

entre todos os outros íons do produto, a eliminação da segunda unidade pode estar ocorrendo 

rapidamente, como descrito por relatos anteriores (Wu et al., 2007). 

No entanto, alguns outros íons fragmentos menos abundantes levaram a possíveis 

atribuições, como perdas de água em m/z 335 e CO2H em m/z 291 após a eliminação da 

primeira unidade de cafeoila, ocorrendo diretamente do núcleo de ácido quinínico. 

O modo negativo mostrou alguns metabólitos notáveis não relatados para extratos de E. 

erythropappus, como (13), além do C-glicosídeo Vicenina-II (14) detectado apenas no extrato 

etanólico (EEE), o que pode sugerir uma extração favorecida de metabólitos mais polares, 

porém esta afirmação seria de natureza especulativa, no sentido de que mais investigações 

seriam necessárias. 

No entanto, a análise de UHPLC-ESI-MS/MS em modo positivo trouxe maiores 

características distinguíveis entre os extratos de LEE e EEE, onde substâncias (4), (5), (7), (8) 
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relacionados à defesa da planta foram apenas detectadas no extrato LEE, implicando que um 

conteúdo mais rico de lactonas sesquiterpênicas e triterpenóides pentacíclicos poderia ser 

obtido ao aplicar-se um método de extração por lavagem glandular, obtendo-se seletivamente 

metabólitos contidos em tricomas glandulares. Além disso, substâncias isoladas trazem maior 

respaldo a esta hipótese, assim como contribuem para maior conhecimento pertinente a 

química desta espécie, onde metabólitos não previamente relatados puderam ser obtidos. 



46 
 

 

 

 

 

Tabela 2. Substâncias anotadas em extratos de E. erythropappus (LEE e EEE) por análise em UHPLC-ESI-MS/MS 
 
 

Extrato de E. 

erythropappus  

 

[M+H]+  

(m/z) 

[M-H]-  

(m/z) 

 

Formula 

Molecular 

 

MS/MS 

(MS2) 

Substância  

Proposta 
Referência Estrutura Química 

LEE 361 - C19H20O7 

343, 275, 

257, 229, 

211, 201, 

179, 133 

Goyazensolido 

(4) 

Crotti et al., 

2005 

 

LEE 375 - C20H22O7 

356,275, 

256,229, 

211, 199 

Centraterina 

(5) 

Crotti et al., 

2005  

 

LEE/EEE 359 - C20H22O6 

340, 

313,276, 

259,241, 

230,213, 

185, 

Lychnofolido 

(6) 

Crotti et al., 

2005  

 

LEE 455 - C30H46O3 

437, 

419,409, 

395, 367 

323 

Ácido 

oleanônico 

(7) 

Sun et al.,  

2019 
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LEE 443 - C30H50O2 

 425, 411, 

396, 313, 

285, 237, 

197 

Eritrodiol 

 (8) 

Sun et al.,  

2019 

  

 

 

LEE/EEE 443 - C30H50O2 

 425,385, 

367,351, 

313, 197 

Uvaol 

(9) 

Sun et al.,  

2019  

 

  

LEE/EEE 427 - C30H50O 

409, 381, 

368, 339, 

358 

Friedelina 

(1) 

Naumoska et 

al.,  

2015 
 

 
  

LEE/EEE 457 - C30H48O3 

439, 421, 

393, 369, 

325, 313  

Ácido 

betulínico 

(2) 

Sun et al., 

 2019  

 

 
  

LEE/EEE - 269 C15H10O5 

240, 227, 

210, 197, 
181, 183 

168,151, 

83 

Apigenina 

(10) 

Hvattum,  

2002 

  

 

 

LEE/EEE - 463 C21H20O12 

301, 271, 

257, 161, 
151 

Isoquercetina 

(11) 

Lu et al.,  

2013  

 
LEE/EEE - 477 C22H22O12 315, 300, Isorhamnetina- Ruiz et al.,  
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285, 

271, 256, 

242, 216, 

190, 151, 
144 

3-O- 

galactosideo 

(12) 

2014 

 

 
  

LEE/EEE - 593 C27H30O15                

447, 327, 

285, 256, 

240, 212 

Kaempferol-7-

O- 

neohesperidosi

deo 

(13) 

Sanchéz-

Rabaneda 

 et al.,  

2003 

  

 

 

  

EEE - 593 C27H30O15 

502, 473, 
413, 383, 

353 

311, 297 

Vicenina-II 

(14) 

Silva et al., 

2014 

  

 

 
  

LEE/EEE - 283 C16H12O5 268 
Acacetina 

(3) 

Yin et al.,  

2019  

 

LEE/EEE - 285 C15H10O6 

257, 243, 
241, 217, 

199, 

185,174, 

168 

Luteolina 

(15) 

Cheruvu  

et al.,  

2018 
 

 

  

LEE/EEE - 515 C25H24 O12 

353, 335, 

291, 191 

178 

Ácido 3,5-di-

O-

caffeoilquínico  

(16) 

Wu et al.,  

2007 
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4.3. ISOLAMENTO DE SUBSTÂNCIAS (1), (2) E (3) 

Em meio à complexidade de matrizes fonte de produtos naturais, tais como extratos 

vegetais, foi-se proposto um fracionamento através de uma eluição em gradiente do extrato 

por lavagem glandular de E. erythropappus (LEE), onde misturas de hexano e acetato de etila 

em gradual aumento de polaridade foram utilizadas como fase móvel. Sucintamente, após a 

separação cromatográfica de 20g do extrato LEE por cromatografia líquida à vácuo (VLC), 

subfrações obtidas foram então reunidas quanto ao seu perfil cromatográfico em análises por 

cromatografia em camada delgada (CCD), dando origem a 7 frações principais (Figura 19). 

Figura 19. Frações obtidas por VLC 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Prontamente, na 1ª etapa do gradiente (Hex/AcOEt-5%) frações enriquecidas puderam 

ser obtidas, de forma que a partir de testes com solventes de média polaridade, a 

recristalização em acetato de etila da fração 1.3 (Fr. 1.3) (200mg) (Figura 20) levou a 

obtenção de cristais de friedelina (1) (50mg) (Figura 21). 

Figura 20. Fração 1.3 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 21. Cristais de friedelina 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Adicionalmente, outro triterpenoide pentacíclico pode ser isolado, onde partir da 3ª 

etapa do gradiente (Hex/AcOEt-15%), uma mancha atribuída a este tipo estrutural pode ser 

observada, terminando na 4ª etapa do gradiente (Hex/AcOEt-30%). Desta forma, foram 

reunidas as subfrações 3.1 a 3.4, 4.0 a 4.5 referentes aos grupos de frações 3 e 4 

respectivamente, levando a 895 mg de produto obtido (Figura 22) 

 
Figura 22. Subfrações 3.1-4.5 da VLC 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 

As frações obtidas (3.1-4.5) foram então submetidas a uma etapa final de purificação, 

onde inicialmente uma separação em cromatografia em gel de sílica foi feita, a qual foi 

também foi acompanhada por CCD , dando origem então a 34 subfrações. Dentre essas, as 

subfrações 17 à 23 (Figura 23) demonstram similaridade de perfil cromatográfico entre si, 

sendo desta forma reunidas e resultando em 300mg de produto obtido. 
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Figura 23. Subfrações 17-23 da coluna cromatográfica clássica 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Por fim, foram conduzidos testes de solventes em alíquotas da fração purificada, a fim 

de resolver a co-eluição de impurezas junto ao produto obtido. Portanto, em meio a aparente 

apolaridade da substância, foram preconizados solventes ou misturas de solvente de média- 

alta polaridade. 

Resultados promissores puderam ser obtidos através da mistura de solventes MeOH/ 

EtOH (1:1, v/v). A reoorganização do sólido em uma estrutura cristalina era iniciada somente 

no período de 24 h, formando cristais bem finos em formato de agulha, os quais por sua vez 

aglomeravam-se em pequenos grumos posteriormente dissociando-se no processo de 

filtragem do sólido cristalino. Ao final de sucessivas recristalizações, 160 mg do produto pode 

ser obtido, identificado posteriormente como o lupanoide ácido betulínico (2) (Figura 24). 

Figura 24. Cristais de ácido betulínico 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Além disso, a composição de Hex/AcOEt-30% (4ª etapa) como fase móvel ainda levou 

a obtenção de cristais amarelo pálido, nas frações 4.6 (Fr. 4.6) e 4.7 (Fr. 4.7) (Figura 25), 

estes por sua vez foram rinsados em CH2Cl2 para a eliminação de impurezas e então filtrados, 

recolhidos e colocados em um frasco previamente pesado, resultando em 20mg do que 

posteriormente foi identificado como a flavona acacetina (3). 
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Figura 25. Frações e cristais de acacetina 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.4. CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E IDENTIFICAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS 

ISOLADAS 

Na busca de possíveis metabólitos em E. erythropappus, uma revisão por Keles e 

colaboradores (Keles et al., 2010), descreveu os terpenoides como constituintes majoritários 

em espécies de Eremanthus. Apesar da escassez de informações sobre a composição química 

da candeia, a Tabela 1 reúne tais derivados do isopreno compondo a maioria dos metabólitos 

isolados desta matriz vegetal, onde sesquiterpenoides e triterpenoides foram principalmente 

obtidos dos extratos relatados. 

Em relação a este grupo de metabólitos, a expansão do anel de cinco membros do 

esqueleto lupano, seguida por rearranjos de Wagner-Meerwein (deslocamentos de grupos 

alquila e hidreto), permitida por uma conformação axial-axial entre grupos envolvidos no 

rearranjo, originando o cátion friedenil, levando então à friedelina após oxidação subseqüente 

(Singh et al., 2023). Este friedelano (1), previamente relatado para E. erythropappus (Baker et 

al., 1972, Jorge et al., 2022), foi isolado neste trabalho, onde a comparação com a literatura 

levou a atribuições semelhantes em seus espectros de RMN de  1H (Figura 26) e RMN de 13C 

(Figura 27), permitindo a identificação da friedelina (Figura 28).
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Figura 26: Espectro de RMN de 1H de friedelina 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Sinais de absorção na região de hidrogênios de carbonos sp3 não ligados a 

heteroátomo puderam ser observados entre 0.73-1.18 ppm, respectivamente, 1.18 (3H, s), 1.05 

(3H, s), 1.00 (6H, d), 0.95 (3H, s), 0.87 (6H, d), 0.73 (3H, s), o que por sua vez diz respeito ao 

padrão característico de 8 metilas no esqueleto fundamental de friedelanos. Além disso, a 

Tabela 3 traz a comparação com atribuições feitas por Ali e colaboradores (Ali et al., 2010) 

de forma que maior respaldo ao isolamento desta cetona triterpênica é obtido. 

Tabela 3. RMN  de ¹H e comparação com Ali et al., 2010 
 

δ1H Isolado δ1H Ali et al., 2010 

2.37 (1H, ddd) 

2.28 (2H, dq) 

1.95 (1H, m) 

1.75 (1H, d) 

1.70 (1H, dqd) 

1.60 (1H, m) 

155 (2H, m) 

1.45 (3H, m) 

1.38 (3H, m) 

1.26 (3H, m) 

1.18 (3H, s) 

2.38 (1H, m) 

2.27 (2H, m) 

1.95 (1H, m) 

1.92-1.18 (m) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1.16 (3H, s) 
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1.05 (3H, s) 

1.00 (6H, d) 

0.95 (3H, s) 

0.87 (6H, d) 

0.73 (3H, s) 

1.03 (3H, s) 

0.99 (6H, s) 

0.93 (3H, s) 

0.86 (3H, d) 

0.70(3H, s) 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 

Figura 27: Espectro de RMN de 13C de friedelina 
 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Após a interpretação do espectro de RMN de ¹³C de friedelina (Figura 27), observa-

se prontamente a presença de 30 sinais de absorção, em sua maioria em região característica 

a carbonos do tipo sp3 não ligados a heteroátomo, além de apenas 1 sinal em campo baixo 

referente a uma carbonila de cetona (213.3 ppm), característico a tal substituinte em C-3. A 

comparação feita com dados da literatura também foi realizada, demonstrando alta 

similaridade a atribuições feitas por Escobedo-Martinez e colaboradores (Escobedo-Martínez 

et al., 2012) (Tabela 4.) possibilitando a identificação desta substância (1) (Figura 28). 

Tabela 4. RMN de 13C e comparação com Escobedo-Martinez et al., 2012 
 

δ13C Isolado 
δ13C Escobedo-Martinez 

et al., 2012 

213.3 213.33 
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59.5 

58.2 

53.1 

42.8 

42.2 

41.5 

41.3 

39.7 

39.3 

38.3 

37,5 

36.0 

35.6 

35.4 

35.0 

32.8 

32.4 

32.1 

31.8 

30.5 

30.0 

28.2 

22.3 

20.3 

18.7 

18.2 

18.0 

14.7 

6.8 

59.5 

58.24 

53.12 

42.81 

42.16 

41.54 

41.31 

39.72 

39.27 

38.31 

37.46 

36.03 

35.64 

35.36 

35.04 

32.79 

32.44 

32.1 

31.79 

30.52 

30.1 

28.18 

22.3 

20.27 

18.67 

18.25 

17.96 

14.67 

6.83 

 

Fonte: Elaborado pelo autor  

Figura 28. Friedelina 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Posteriormente, após o isolamento e purificação de frações de interesse do extrato LEE 

(frações 17-23, 160mg), estas foram analisadas por RMN de  1H, ¹³C e DEPT-135, de forma 

que      a presença de 30 sinais de absorção no espectro de ¹³C, somado aos achados da literatura, 

sugeriu-se a obtenção de um triterpeno como metabólito isolado, revelando assim após as 

análises por técnicas espectroscópicas, a presença do ácido betulínico. 

Em meio a interpretação do espectro de ¹H (Figura 29), alguns sinais de absorção 

característicos para um esqueleto do tipo lupano puderam ser observados, o que 

posteriormente foi confirmado por meio da comparação com atribuições descritas na 

literatura, chegando-se ao ácido betulínico. Inicialmente, a presença de um sinal em 12 ppm 

sendo este um simpleto largo (sl), sugeriu a presença de um hidrogênio de carboxila, o que 

corrobora nas análises de RMN de ¹³C, onde um sinal em 177.1 ppm em região característica 

de carbono de ácido carboxílico foi observado. Ainda, em campo baixo, dois sinais de 

absorção em 4.68 e 4.56 ppm. sugerem o acoplamento entre dois hidrogênios metilênicos de 

olefina, podendo desta forma serem atribuídos a dupla exocíclica do esqueleto lupano, sendo 

observados na forma de dois simpletos devido ao pequeno acoplamento destes hidrogênios 

diasterotópicos. Além disso, a presença de sinais de absorção referentes a hidrogênios 

metílicos homotópicos de 6 metilas entre 0,65-1.64 ppm. foram observados, assim como um 

hidrogênio em 4.24 ppm em um sinal alargado, o que por sua vez mostrou-se pouco 

conclusivo ao se tratar de um hidrogênio de hidroxila, ou de um carbono carbinólico na 

posição 3, ambos comuns para lupanóides. 

Figura 29. Espectro de RMN de 1H do ácido betulínico 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Através da análise do espectro de RMN de ¹³C do ácido betulínico (Figura 30), a 

presença de sinais de absorção para 30 carbonos pode ser atribuída, sendo majoritariamente 

observados na região entre 15-55 ppm., região esta característica para carbonos de 

hibridização sp3 não ligados a elementos eletronegativos. Além disso, a presença da hidroxila 

no carbono 3 (Dewick, 2009), traduz outra característica estrutural de triterpenos do tipo 

lupano, onde um sinal de absorção em 76.7 ppm. foi observado, sugestivo a um carbono sp3 

ligado a um átomo de oxigênio. 

Em campo baixo, dois sinais de absorção em 109.5 e 150.2 ppm, sugerem a presença de 

carbonos olefínicos, atribuídos desta forma a ligação dupla exocíclica no anel de cinco 

membros da substância proposta assim como um sinal em região característica de carbonilas 

de ácido carboxílico em 177.1 ppm. Maior evidência é trazida para a identificação do ácido 

lupélico, através da análise do carbono-17 diretamente ligado a carboxila, o qual apesar de ser 

um carbono do tipo sp3, espera-se esse estar mais desblindado por se tratar de um carbono 

quaternário, e também devido ao efeito indutivo exercido pela carbonila. Logo, é razoável a 

sua atribuição ao sinal de absorção em 55.3 ppm observado no espectro, sendo então um 

carbono sp3 mais desblindado que os demais. 

 
Figura 30. Espectro de RMN de ¹³C do ácido betulínico 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

A comparação das atribuições feitas com dados de RMN de ¹H ¹³C e DEPT-135 

descritos na literatura, foi também realizada, o que por sua vez respalda a caracterização 
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proposta para o ácido betulínico. A tabela a seguir (Tabela 5), traz a caracterização deste 

triterpenoide por RMN de ¹³C feita por Pohjala e colaboradores (Pohjala et al., 2009), onde 

DMSO-d6 foi também utilizado na obtenção dos espectros de RMN. 

 
Tabela 5. RMN de ¹³C comparação com Pohjala et al., 2009 

 

δ ¹³C Isolado δ ¹³C Pohjala et al., 2009 

177.1 

150.2 

109.5 

76.7 

55.3 

54.8 

49.9 

48.5 

46.5 

41.9 

40.2 

38.4 

38.2 

37.5 

36.7 

36.3 

33.9 

31.6 

30.1 

29.1 

28.1 

27.1 

25.0 

20.4 

18.9 

17.9 

15.9 

15.7 

15.7 
14.3 

177.3 
150.3 

109.7 

76.8 

55.4 
54.9 

50.0 

48.6 

46.6 

42.0 

40.3 

38.5 

38.3 

37.6 

36.7 

36.4 
34.0 
31.7 

30.1 

29.2 

28.1 

27.2 

25.1 

20.4 

19.0 

18.0 

16.0 

15.8 
15.7 
14.4 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Além disso, a partir de experimentos de DEPT-135 (Figura 31), o padrão de carbonos 

hidrogenados pode ser também identificado, de forma que atribuições também similares a 

literatura (Noviany & Osman, 2021) foram obtidas. Desta forma, seis metilas, seis metinas e 

onze metilenos foram identificados, conforme mostrado a seguir. 
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Figura 31. RMN de DEPT-135 e comparação com a literatura 
 

 

 
 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 

A confirmação dos diferentes grupos funcionais foi também realizada através de 

análises por espectroscopia no infravermelho, de forma que alguns sinais característicos desta 

substância, como a sua carbonila e hidroxila de ácido carboxílico, assim como sua hidroxila 

presente no carbono 3, puderam ser detectados (Figura 32). 
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Figura 32. Espectro no infravermelho do ácido betulínico 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Conforme assinalado (Figura 32), bandas de absorção características das ligações 

carbono-oxigênio puderam ser atribuídas no espectro obtido. Desta forma, frequências de 

estiramento referentes a carbonila do ácido carboxílico em 1677,9 cm-1, uma banda mais 

intensa de largura média em 3429 cm-1 atribuído ao grupo O-H do álcool secundário no 

carbono 3 de banda mais larga, assim como em menores frequências devido a ressonância na 

carboxila, frequências de 1444,3 cm-1 e 883,3cm-1 referentes respectivamente, as ligações C-O 

da carbonila e a hidroxila do C-28 do mesmo ácido (2) (Figura 33) 

Figura 33. Ácido betulínico 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Outra classe de metabólitos frequentemente relatada para espécies de Eremanthus são 

os flavonoides (Keles et al., 2010), formados por uma unidade iniciadora de cinamoil-CoA, 

ocorrendo então uma extensão de cadeia por condensação de claisen ou aldol com três 

unidades de malonil-CoA, levando a chalconas e estilbenos, respectivamente (Dewick, 2009). 
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As chalconas, por sua vez, através do fechamento inicial do anel C em uma adição de Michael 

a carbonila α,β-insaturada, atuam como precursores de vários derivados de flavonoides, tais 

como flavononas e flavonas (Dewick, 2009). 

Neste contexto, a flavona acetina (3) pode também ser pela primeira vez isolada desta 

planta. Estes metabólitos comumente apresentam um característico próton em baixo campo da 

hidroxila em C-5 (5-OH) no anel A, devido à ligação de hidrogênio com o grupo carbonila do 

anel C, assim como relatado por Aksnes e colaboradores (Asknes et al., 1996) na 

identificação de flavonas polihidroxiladas. Portanto, a análise por RMN de 1H (Figura 34) da 

substância (3) apresentou tal sinal característico em 12.92 ppm (1H, s), sugestivo deste próton 

5-OH desblindado devido a interação com a carbonila de cetona (182.2 ppm), descrito 

também em um trabalho envolvendo a síntese total da acacetina (Zhao et al., 2016). 

Atribuições subsequentes no espectro de 1H trazem maior conhecimento do padrão de 

substituição em ambos os anéis A e B, como indicam dupletos em 8.02 ppm (2H, d) e 7.10 

ppm (2H, d) , sugestivos de um plano de simetria em um padrão dissubstituído no anel B, 

devido à presença da metoxila em C-4' evidenciado por prótons homotópicos não acoplados 

em 3.85 (3H, s), resultando em dois acoplamentos do tipo orto (J3= 10 Hz) de cada lado do 

anel B. Evidências adicionais do isolamento desta 5,7-hidroxiflavona foram obtidas por 

análise de RMN de 13C (Figura 35), onde sinais de absorção característicos em alto campo 

dos carbonos C-6 e C-8 no anel A foram observados em 99.5 e 94.6 ppm, respectivamente, 

nos quais tal blindagem pode ser atribuída a grupos orto-, para- orientadores nas posições C-5 

(162.8 ppm) e C-7 (165.2 ppm), semelhantes à crisina, também uma 5, 7-hidroxiflavona 

(Markham, 1989), possibilitando a identificação de (3) (Figura 36) 

Figura 34. Espectro de RMN de ¹H da acacetina em DMSO-d6 

 

 
 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 35. Espectro de RMN de ¹³C da acacetina em DMSO-d6 
 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

Figura 36. Acacetina 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

4.5 ENSAIOS IN VITRO FRENTE A VERMES ADULTOS DE SCHISTOSOMA 

MANSONI 

Em meio à análise química de extratos de E. erythropapus (LEE e EEE) por UHPLC- 

MS/MS, a anotação de lactonas sesquiterpênicas, triterpenoides pentacíclicos e flavonóides 

livres e O- e C-glicosilados, sugeriu a presença de tais substâncias, o que somado a 

pronunciada propriedade antiparasitária de tais tipos estruturais, estimulou a investigação da 

potencial atividade antihelmíntica frente a vermes adultos de S. mansoni dos extratos, 

confirmado posteriormente por análises in vitro, onde a eliminação de vermes machos e 

fêmeas e diminuição da motilidade foram utilizados como parâmetros na avaliação. Desta 

forma, a partir da comparação de ambos os extratos (LEE e EEE), observou-se após a 

incubação nas concentrações de 200 e 100µg/mL a morte total e completa redução da 

motilidade de vermes machos e fêmeas para o extrato por lavagem glandular de E. 
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erythropappus (LEE) em 24h e mantido após 72h . Além disso, LEE demonstrou mesmo 

efeito posteriormente à 48h de incubação na concentração de 50µ/mL, assim como morte 

parcial (após 72h) e redução total da motilidade (após 48h) de tais helmintos em 25µ/mL. 

Para o extrato etanólico (EEE), apenas redução leve de atividade motora foi observada em 

200 µg/mL até 72h (Tabela 6). 

 
Tabela 6 – Avaliação in vitro de extratos de E. erythropappus e substâncias isoladas contra 

vermes adultos de S. mansoni. 

 

Grupo 

 
Período de 

incubação (h) 

Morte dos 

parasitas 

(%) 

Redução da atividade motora (%) * 

Moderada 
 

Significativa 

M F M F M F 

 
 

Controle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

100 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   48 - - 10 - 100 100 

Imediatamente - - - - - - 

24 - - - - - - 

48 - - - - - - 

72 - - - - - - 

Imediatamente - - - - - - 

0,5% 24 - - - - - - 

DMSO 48 - - - - - - 

72 - - - - -  

Imediatamente 100 100 - - 100 100 

PZQ 24 100 100 - - 100 100 

1 µg/mL 48 100 100 - - 100 100 

72 100 100 - - 100 100 

Extrato por lavagem glandular de E. erythropappus (LEE) 

Imediatamente - - - - - - 

200 µg/mL 
24

 100 100 - - 100 100 

48 100 100 - - 100 100 

72 100 100 - - 100 100 

Imediatamente - - - - - - 

24 100 100 - - 100 100 

48 100 100 - - 100 100 

72 100 100 - - 100 100 

Imediatamente - - - - - - 

50 µg/mL 
24

 - - 10 100 - - 

48 100 - - - 100 100 

72 100 100 - - 100 100 

Imediatamente - - - - - - 

25 µg/mL 24 - - - 100 - - 
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72 30 30 - - 100 100 

 
 

 
200 µg/mL 

Imediatamente - - - - - - 

24 - - 50 50 - - 

48 - - 50 50 - - 

72 - - 50 50 - - 

 
 

 
200 µg/mL 

Imediatamente - - - - - - 

24 - - - - - - 

48 - - - - - - 

72 - - - - - - 

 
 

 
200 µg/mL 

Imediatamente - - - - - - 

24 - - - - - - 

48 - - - - - - 

72 - - - - - - 

 
 

Imediatamente - - - - - - 

200 µg/mL 24 100 - - - 100 - 

48 100 100 - - 100 100 

72 100 100 - - 100 100 

Imediatamente - - - - - - 

24 100 60 - - 100 60 
100 µg/mL 

48 100 100 - - 100 100 

72 100 100 - - 100 100 

Imediatamente - - - - - - 

50 µg/mL 
24 -

 - - - - - 

48 - - - - - - 

72 100 100 - - 100 100 

 

- Não houve resultado significativo 

* ensaio realizado em triplicata. 

 
 

Relacionado ao promissor potencial esquistossomicida do extrato LEE, buscou-se 

investigar a relação dos metabólitos isolados desta matriz com tal propriedade antiparasitária. 

Desta forma, resultados obtidos após a incubação dos parasitos com as substâncias (1), (2) e 

(3), levaram a observação de propriedades antihelmínticas do ácido betulínico (2) o qual após 

24h, levou a morte e redução da capacidade motora total em vermes machos e parcial em 

Ácido Betulínico 

Acacetina 

Friedelina 

Extrato etanólico de E. erythropappus (EEE) 
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fêmeas em concentrações de 200 µg/mL e 100 µg/mL, onde após 48h vermes de ambos os 

sexos foram totalmente eliminados com perda completa de motilidade, mantendo-se tal efeito 

após 72h. Adicionalmente, o mesmo efeito foi observado na concentração de 50 µg/mL após 

72h pós infecção (Tabela 6). Substâncias (1) e (3) não demonstraram qualquer atividade nas 

concentrações testadas (Tabela 6). 

 
5 CONCLUSÃO 

 

O perfil por UHPLC-MS/MS de extratos de E. erythropappus, onde metabólitos contidos 

nos tricomas glandulares constituíram principais diferenças entre as matrizes, assim como o 

isolamento de metabólitos não previamente reportados na espécie estudada, trazem 

compreensivo conhecimento pertinente ao perfil químico da candeia-da-serra. 

Dentre os extratos, observou-se maior expressividade no potencial esquistossomicida para 

o extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. erythropappus, de forma que maior 

respaldo para seu subsequente fracionamento e investigação de constituintes relacionados a tal 

atividade foi estimulado. As propriedades antiparasitárias observadas para o ácido betulínico 

endossam seu promissor potencial como agente esquistossomicida, no entanto em meio à 

detecção deste metabólito em ambos os extratos, indica-se a possibilidade de um mecanismo 

sinérgico na atividade esquistossomicida do extrato LEE. Tais resultados preliminares 

sugerem que dentre o conjunto de metabólitos responsáveis por efeitos em vermes adultos de 

Schistosoma, podem estar os triterpenoides pentacíclicos do tipo lupano, o que somado a 

comparação no perfil químico de ambos os extratos, onde lactonas sesquiterpênicas e 

triterpenoides constituíram tipos estruturais que trouxeram diferenças entre tais matrizes, a 

seletividade de extração de metabólitos relacionados ao estresse externo pode ter papel 

fundamental em uma atividade mais expressiva do extrato LEE frente ao S. mansoni. 
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ANEXOS 

Espectros de MS/MS (MS2) de Extratos por lavagem glandular (LEE) e 

Maceração em EtOH (EEE) 

Goyazensolído MS/MS m/z 361 [M+H]+ 
 
 

 
Centraterina MS/MS m/z 375 [M+H]+ 

 
 

 
Lichnofolído MS/MS m/z 359 [M+H]+ de extratos LEE e EEE 
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Ácido Oleanônico MS/MS m/z 455 [M+H]+ do extrato LEE 
 
 

 
Eritrodiol MS/MS m/z 443 [M+H]+ do extrato LEE 

 
 

 
Uvaol MS/MS m/z 443 [M+H]+ dos extratos LEE e EEE 
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Friedelina MS/MS m/z 427 [M+H]+ dos extratos LEE e EEE 
 

 

 
Ácido betulínico MS/MS m/z 457 [M+H]+ dos extratos LEE e EEE 

 
 



79 
 

 

 
 

Apigenina MS/MS m/z 269 [M-H]- dos extratos LEE e EEE 
 
 

 
Isoquercetina MS/MS m/z 463 [M-H]- do extrato EEE 

 
 

 
Isorhamnetina-3-O-galactosídeo MS/MS m/z 477 [M-H]- do extrato EEE 
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Kaempferol-7-O-neohesperidosídeo MS/MS m/z 593 [M-H]- dos extratos LEE e EEE 
 
 

 
Vicenina-II MS/MS m/z 593 [M-H]- do extrato EEE 

 
 

 
Acacetina MS/MS m/z 283 [M-H]- dos extratos LEE e EEE 
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Luteolina MS/MS m/z 285 [M-H]- dos extratos LEE e EEE 
 
 

 
Ácido 3,5-di-O-caffeoilquínico MS/MS m/z 515 [M-H]- dos extratos LEE e EEE 
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