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RESUMO 

 

A esquistossomose é considerada um problema de saúde pública no mundo. 

Atualmente o praziquantel é a única droga utilizada no tratamento desta patologia e 

este medicamento vem apresentando resistência devido ao seu uso extensivo. 

Combinação entre drogas é uma estratégia importante para o tratamento de várias 

infecções, aumentando a eficácia, diminuindo a resistência e a toxicidade. Este 

estudo avaliou a atividade in vitro da interação entre o alcaloide epiisopiloturina, a 

amida piplartina e a droga de referência praziquantel e análogos sintéticos a partir 

da piplartina contra vermes adultos de Schistosoma mansoni com 49 dias de idade. 

O capítulo I apresenta uma breve revisão sobre a esquistossomose, produtos 

naturais, alcaloides, amidas, produtos naturais estes principalmente epiisopiloturina 

e a piplartina e o uso combinado de produtos naturais como alternativa no 

tratamento de doenças negligenciadas. No capítulo II, foi verificado o efeitos in vitro 

da combinação entre piplartina, praziquante e epiisopiloturina contra vermes adultos 

de S.mansoni. Foram calculados os valores de LC50 e LC100 para o alcaloide 

epiisopiloturina, amida piplartina e praziquantel contra o parasita S. mansoni. 

Combinações entre epiisopiloturina/praziquantel; piplartina/praziquantel; 

epiisopiloturina/piplartina mostraram atividade sinérgica e de adição contra vermes 

adultos do parasita Schistosoma mansoni com índice de combinação (IC) a partir de 

0,42. Foram observadas alterações tegumentares com estas combinações com a 

utilização do microscópio confocal a laser e SEM. O sinergismo entre estes 

farmoquímicos e o praziquantel na atividade in vitro contra o parasita S.mansoni 

apresentou melhor resultado do que utilizadas isoladamente. A interação entre 

epiisopiloturina/piplartina diminuiu a toxicidade em células de mamíferos do tipo 

VERO, MDCK e L929. No capítulo III, foi estudado a atividade in vitro 

esquistossomicida e a citotoxicidade da piplartina e seus análogos. Os análogos 

foram sintetizados a partir da piplartina, foi verificado que a piplartina apresentou 

atividade contra o parasita S.mansoni, mas os análogos não apresentaram atividade 

nas concentrações testadas, quanto a citotoxicidade, os análogos quando 

comparado a piplartina não apresentou toxicidade para células de mamíferos nas 

concentrações de até 200 µg/ml. Estes são os primeiros estudos de sinergismo entre 

epiisopiloturina, piplartina e praziquantel contra S. mansoni, com isto estudos in vivo 



 

 
 

são necessários para verificar o mecanismo de ação da atividade esquistossomicida 

resultante destas interações, como também demonstrou que os análogos da 

piplartina, quando comparado a esta molécula, apresentou perca da atividade contra 

o parasita S.mansoni, mas consequentemente os análogos apresentaram 

diminuição da toxicidade quando comparada a piplartina. 

Palavra chave: Schistosoma mansoni, combinação de fármacos, análogos de 

piplartina, citotoxicidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

ABSTRACT 

 

Schistosomiasis is considered a public health problem in the world. Currently 

praziquantel is the only drug used in the treatment of this pathology and this drug has 

shown resistance due to its extensive use. Combining drugs is an important strategy 

for treating multiple infections, increasing efficacy, decreasing endurance and 

toxicity. This study evaluated the in vitro activity of the interaction between the 

alkaloid epiisopyloturine, amide piplartine and the reference drug praziquantel and 

synthetic analogs from piplartine against 49-day-old Schistosoma mansoni adult 

worms. Chapter I presents a brief review on schistosomiasis, natural products, 

alkaloids, amides, natural products, mainly epiisopiloturine and piplartine and the 

combined use of natural products as an alternative in the treatment of neglected 

diseases. In chapter II, the in vitro effects of the combination of piplartin, praziquante 

and epiisopiloturin against S. mansoni adult worms were verified. LC50 and LC100 

values were calculated for the alkaloid epiisoptylurine, amide piplartine and 

praziquantel against the S. mansoni parasite. Combinations of epiisopiloturine / 

praziquantel; piplartine / praziquantel; epiisopiloturine / piplartine showed synergistic 

and addition activity against adult worms of the Schistosoma mansoni parasite with 

combination index (CI) from 0.42. There were tegumentary changes with these 

combinations with the use of the laser confocal microscope. The synergism between 

these pharmacochemical and praziquantel in the in vitro activity against S.mansoni 

parasite presented better results than those used alone. The interaction between 

epiisopiloturine / piplartine decreased toxicity in mammalian cells of the VERO type 

MDCK and L929. In Chapter III, the in vitro schistosomicidal activity and the 

cytotoxicity of piplartine and its analogues were studied. The analogs were 

synthesized from piplartine, it was found that piplartine showed activity against the S. 

mansoni parasite, but the analogues showed no activity at the tested concentrations, 

as for cytotoxicity, the analogues when compared to piplartine did not present toxicity 

to mammalian cells at concentrations up to 200 μg/ ml. These are the first synergistic 

studies of epiisopiloturine, piplartine and praziquantel against S. mansoni, with which 

in vivo studies are required to verify the mechanism of action of the schistosomicidal 

activity resulting from these interactions, but also demonstrated that the piplartine 



 

 
 

analogs, when compared to this molecule, showed a loss of activity against the 

S.mansoni parasite, but consequently the analogs showed decreased toxicity when 

compared to piplartine. 

 

Key-word: Schistosoma mansoni, combination, analogs, praziquantel, cytotoxicity. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

A esquistossomose é uma doença de regiões tropicais e subtropicais causada 

pelo parasita do gênero Schistosoma, onde a espécie Schistosoma mansoni é a 

principal causadora desta patologia em humanos. Os sintomas da esquistossomose 

são quase todos devidos á produção de ovos, que estão presentes no fígado, baço e 

outros tecidos. A resposta inflamatória mediada pelo sistema imune a estes ovos é 

que causa maiores danos ao hospedeiro (GRYSEELS, 2006). A infecção por este 

helminto é maior em pessoas que vivem em comunidades que não apresentam 

saneamento básico adequado e acesso à água potável. O caramujo de água doce é 

o principal hospedeiro intermediário desta doença. (GEIGER, 2008). 

Os medicamentos de escolha para a terapia da esquistossomose atualmente 

são o praziquantel (PZQ) e a oxamniquine. No entanto estudos têm relatado a 

resistência e ineficácia destas drogas. Devido a isto, é necessário o 

desenvolvimento de novos e mais eficazes compostos esquistossomicidas. O Brasil 

apresenta uma das maiores biodiversidades do planeta em relação a sua flora, o 

que faz desta uma fonte de produtos naturais para a pesquisa de diversos 

medicamentos e princípios ativos para utilização em diversas doenças seja ela 

bacteriana, parasitária, viral e fúngica (FOGLIO et al., 2006). Planta Medicinal é 

definida como um vegetal que apresenta em sua composição princípios ativos com 

alguma atividade biológica e que pode ser útil a saúde do homem ou aos animais 

(CORRÊA e ALVES, 2008). Com o pressuposto de que esses apresentam uma ação 

biológica eficaz com baixa toxicidade e efeitos colaterais (FÚZER et al., 2003), os 

mesmos podem ser utilizados na produção de fitoterápicos, que de acordo com a 

ANVISA são medicamentos, suplementos e chás oriundos dessas plantas.  

No mundo e em particular nos países da América do Sul o uso de planta 

medicinal para cura de várias enfermidades é uma prática antiga e consiste nos 

primeiros cuidados com a saúde (MACIEL et al., 2002). As observações populares 

sobre o uso e a eficácia das plantas medicinais têm contribuindo para se conhecer e 

divulgar de forma relevante o poder terapêutico destes vegetais, prescritos e 

utilizados com frequência, pelos efeitos medicinais que estes produzem, apesar de 
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nem sempre terem sua caracterização química, atividade biológica e mecanismo de 

ação conhecido (FÙZER et al., 2003). 

Com advento e o desenvolvimento da inovação tecnológica no Brasil, as 

pesquisas na área de plantas medicinais, a partir da prospecção da flora brasileira a 

cada dia ganham um avanço com o propósito de descobrir novos agentes 

terapêuticos para a utilização destes em várias patologias que acometem os seres 

humanos (BATALHA, 2007). Uma das principais vantagens apresentadas pelas 

plantas medicinais e fitoterápicas é o baixo custo. Outro grande diferencial destes 

fármacos para os sintéticos consiste em seus efeitos adversos, ou seja, menor 

incidência de efeitos colaterais. Isto tem estimulado aos centros de pesquisa estudar 

e descobrir novas formas terapêuticas no tratamento de várias doenças a partir do 

arsenal de produtos existentes na flora brasileira (GALLO et al., 2005).  

Várias plantas têm sido utilizadas para fins terapêuticos, mas vários 

obstáculos foram encontrados neste processo, o qual se destaca a existência de 

compostos indesejáveis, com isto a indústria farmoquímica tem preferido isolar e 

caracterizar os produtos naturais de plantas que apresentam atividade biológica 

sobre outros organismos para posteriormente desenvolver o fármaco (SILVA, 2010). 

Dentre as espécies encontradas na flora brasileira, de grande importância e 

de grande valor medicinal destacam-se as pertencentes à família Rutaceae e a 

Piperaceae. Um dos gêneros pertencente à família Rutaceae é o Pilocarpus que 

está presente em todo o continente americano, onde no Brasil é conhecida como 

jaborandi. Esta planta passou a ser estudada quando foi confirmada sua potente 

ação no sistema secretor, passando a ser utilizada como planta medicinal. Com o 

isolamento do alcalóide pilocarpina e a descoberta da sua atividade biológica para 

diminuição da pressão intraocular (glaucoma), esta planta passou a ser uma das 

mais importantes da flora brasileira (PINHEIRO,1997 e SILVA, 2004).  

O gênero Piper da família Piperaceae, apresenta vários metabólitos 

secundários utilizados como terapêuticos na medicina popular dentre os quais 

podemos citar a amida piplartina que apresenta atividade antioxidante, antitumoral e 

antibacteriana e vem sendo alvo de estudo por pesquisadores devido à importância 

medicinal e econômica desta planta (Kato et al., 2007; Prasad et al., 2005). A 

propriedade antiparasitária é motivo de inúmeros estudos devido à ausência de 

medicamentos e o aumento da resistência parasitária as drogas convencionais 
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sendo uma ameaça ao tratamento da doença (SALCEDO et al., 1997). Estudos têm 

demonstrado que o sinergismo entre compostos derivados a partir de plantas 

medicinais, bem como a interação destes compostos com drogas de uso 

convencional pode inibir ou intensificar o efeito terapêutico, bem como não interferir 

na resposta esperada (NASCIMENTO et al., 2000) 

A combinação entre compostos e drogas com atividade antimicrobiana e 

antiparasitária vem sendo pesquisado no Brasil e no mundo com o intuito de 

aumentar a atividade contra estas doenças e diminuir os efeitos colaterais 

provocados por estas drogas e tem mostrado resultados positivos na atividade in 

vitro (UTZINGER et al., 2003). O uso combinado entre drogas é uma alternativa 

utilizada na terapia de doenças, incluindo, o câncer, a malária e a tuberculose. 

Estudos da interação entre a amida piplartina e o peptídeo antimicrobiano 

Dermaseptina 01 apresentam atividade contra o parasita Schistosoma mansoni nas 

formas jovem e adulta (MORAES et al., 2012). Combinações entre 

praziquantel/mefloquina; praziquantel/artemisina; praziquantel/oxamniquine 

apresentam atividade in vitro contra o parasita Schistosoma mansoni (KEISER et al., 

2011; UTZINGER et al., 2003). 

 A partir deste pressuposto este trabalho tem como o objetivo o estudo da 

interação entre o alcaloide epiisopiloturina, a amida piplartina, praziquantel e o efeito 

de análogos da piplartina na atividade in vitro contra o parasita Schistosoma 

mansoni, bem como a avaliação do efeito citotóxico em algumas linhagens de 

células de mamíferos provocadas pela interação entre estes farmoquímicos. 
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2.OBJETIVOS  

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

Este trabalho tem como objetivo o estudo de análogos da piplartina e a 

interação entre os alcaloide epiisopiloturina e piplartina com a droga de referência 

praziquantel na atividade in vitro contra formas jovens e adultas de Schistosoma 

mansoni e a avaliação da citotoxicidade destes compostos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 2.2.1. Avaliação do sinergismo in vitro entre praziquantel e epiisopiloturina 

contra S.mansoni nas formas jovens e adultas 

2.2.2. Avaliação do sinergismo in vitro entre praziquantel e piplartina contra o 

parasita S.mansoni nas formas jovens e adultas. 

2.2.3. Avaliação do sinergismo in vitro entre epiisopiloturina e piplartina contra 

o parasita S.mansoni nas formas jovens e adultas. 

2.2.4. Avaliação da citotoxicidade e genotoxicidade células de mamíferos da 

associação entre os alcaloides imidazólicos do jaborandi (Pilocarpus 

microphyllus), piplartina e a droga praziquantel.   

2.2.5. Avaliação da atividade in vitro dos análogos da piplartina contra o 

parasita S.mansoni. 

2.2.6. Avaliação da citotoxicidade sobre células de mamíferos dos análogos 

da piplartina.  
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1 – REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1 – ESQUISTOSSOMOSE E Schistosoma mansoni 

 

Dentre os parasitas presentes na terra por milhares de anos, ressaltam-se 

os helmintos, os protozoários e as enteroparasitoses que provocam danos à saúde 

do homem e dos animais (ALMEIDA e AYRES, 2006). A esquistossomose ou 

bilharziose é uma doença parasitária causada pelo helminto pertencente à classe 

trematoda do gênero Schistosoma, que acomete o homem e os animais (SHENAWY 

et al., 2008). A espécie Schistosoma mansoni é a responsável por causar esta 

patogenia em humanos. Trata-se de uma doença negligenciada que inicialmente é 

assintomática podendo evoluir para uma forma mais grave levando a óbito. A 

magnitude desta parasitose está relacionada à sua prevalência e a severidade da 

evolução da forma clínica, o que caracteriza a esquistossomose de grande 

importância para a saúde pública nas regiões tropicais e subtropicais (Geizer, 2008). 

São doenças que tem como principais agentes etiológicos as espécies: S. mansoni, 

S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi (GRYSEELS et al., 

2006). A figura 1 representa a distribuição geográfica da doença no mundo de 

acordo com o seu agente etiológico. A esquistossomose mansônica causada pelo 

parasita Schistosoma mansoni é a utilizada em modelos quimioterápicos para 

descoberta de novas drogas por ser a que mais afeta o homem (VAN DER WERF et 

al., 2003; GRYSEELS et al., 2006). 
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Figura 1. Distribuição geográfica da esquistossomose. Distribuição da doença de 
acordo com seus agentes etiológicos.  

     Fonte: WHO (2011) 

A esquistossomose é uma grande causa de morbidade e mortalidade em todo 

o mundo segundo pesquisa da Organização Mundial de Saúde (OMS). De acordo 

com o Ministério da Saúde a esquistossomose é caracterizada como uma doença de 

notificação compulsória, sendo notificada em áreas endêmicas e não endêmicas, 

mas em muitas regiões a mesma não é notificada o que dificulta ações preventivas 

no controle desta patologia (MORAES et al., 2012; Ministério da Saúde, 2009). 

No Brasil esta patologia é conhecida como Pirajá da Silva, sendo prevalente 

em 18 estados mais o Distrito Federal, sendo que sua prevalência e transmissão 

estão relacionadas à presença de moluscos em rios de água doce. No território 
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Nacional cerca de 6 milhões a 8 milhões de pessoas estão infectadas e 26 milhões 

estão em risco de se infectar por este parasita (AMARAL et al., 2006). 

A esquistossomose mansoni é endêmica em 52 países da América do Sul, do 

Caribe, da Àfrica e da região Oriental do Mediterrâneo (KATZ E PEIXOTO, 2000). 

No mundo Cerca de 200 milhões de pessoas são infectadas pelo parasita S.mansoni 

e cerca de 800 milhões estão em risco de ser infectadas por este helminto. Esta 

helmintose é responsável por 280.000 a 500.000 mortes anualmente, perdendo 

apenas para a malária (BERGQUIST et al., 2008; STEINMANN et al., 2006; DUPRÉ 

et al., 1999;).  

Esta doença é endêmica devido à pobreza e ao baixo desenvolvimento 

econômico onde ocorre a utilização de água contaminada no uso para a atividade 

doméstica, lazer e agricultura (KATZ E PEIXOTO,2000). No país, atualmente esta 

doença é detectada em todas as regiões. As principais áreas endêmicas e focais 

que acometem os seguintes estados: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do 

Norte (faixa litorânea), Paraíba, Sergipe, Espírito Santo e Minas Gerais (com 

predominância no norte e nordeste do estado). No Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, 

Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catarina, Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e no 

Distrito Federal, a transmissão é focal, não atingindo grandes áreas (DRUMMOND et 

al.,2010; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009; GEIGER, 2008). 

O parasita Schistosoma apresenta um ciclo biológico complexo (figura 2), 

apresentando hospedeiros intermediários e definitivos. Os vermes adultos são 

achatados dorsoventralmente, sem segmentação e simetria bilateral (GRYSEELS et 

al., 2006). 
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Figura 2. Ciclo de vida do S. mansoni. 

       Fonte: CVE (2005) 

Os vermes fêmeas produzem vários ovos por dia, onde cada ovo contém uma 

larva miracídio ciliada que liberam proteínas e enzimas proteolíticas que tem como 

função a migração destes ovos até o intestino (ROSS et al., 2002; BLANCHARD, 

2004). Os ovos são excretados nas fezes e podem ser viáveis até 7 dias e ao entrar 

em contato com a água liberam o miracídio que irá procurar o hospedeiro 

intermediário. O caramujo de água doce, processo que acontece por estímulos 

químicos e luminosos. Depois de penetrar nos caramujos os miracídios passam por 

reprodução assexuada transformando em esporocistos multiceluares e depois em 

larvas cercárias (GRYSEELS et al., 2006; ROSS et al., 2002). 

Após 4 a 6 semanas as cercarias deixam os caramujos e contaminam rios de 

água doce, pouca correnteza e parada, permanecendo até 72 horas em busca do 

hospedeiro definitivo. (BLANCHARD, 2004). Os caramujos liberam centenas de 

cercarias ao longo de um dia durante o mês, a infecção no hospedeiro definitivo 

ocorre durante o dia devido à capacidade desta larva de desenvolver sua atividade 

neste período (GRYSEELS et al., 2006).  
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O Homem contrai a esquistossomose através da penetração ativa da cercaria 

na pele. Após a infecção as cercárias se desenvolvem em uma forma jovem 

denominada esquistossômulo, que inicia o processo de migração, via circulação 

sanguínea e linfática, até o coração e em seguida para os pulmões. Estas formas 

jovens chegam até os vasos sanguíneos, alcançando o fígado onde se desenvolvem 

na forma adulta. Nos vasos dos portais mesentéricos ocorre a sobreposição da 

fêmea no canal ginecóforo do macho e, conseqüentemente, a cópula que permitirá 

que ocorra a oviposição (GRYSEELS et al., 2006; BLANCHARD, 2004; ROSS et al., 

2002). 

Apresentam duas ventosas, uma anterior, onde se encontra a abertura bucal 

e a ventral ou acetábulo que consistem os órgãos de fixação e um sistema digestivo 

de fundo cego, sem a presença do ânus (MORAES et al., 2011; REY, 2010). 

O Schistosoma mansoni adulto é um helminto longo e delgado, o macho 

mede cerca de 1 cm de comprimento, possui um sulco longitudinal ou canal 

ginecóforo e o tegumento é coberto por espinhos e tubérculos.  A fêmea mede cerca 

de 1,5 cm de comprimento, é mais delgada e apresenta cor escura (acizentada), a 

topografia da superfície do corpo apresenta aspecto escavado, sendo bem mais 

simples do que a do macho. O verme é coberto por uma superfície conhecida como 

tegumento, região constituída de membranas apicais, que permite a interface de 

contato entre o parasita e o hospedeiro, cuja estrutura é formada por duas camadas 

lipídicas justapostas que constituem o membranocálix. Essas camadas têm um 

papel importante na capacidade de escape do helminto a resposta imune do 

hospedeiro (BUNDY, 2006; MORAES et al., 2011). O acasalamento tem um papel 

importante para a maturidade sexual, proteção da fêmea e produção de ovos, que 

são os responsáveis pelos sintomas e a severidade da doença (MACHADO e 

SILVA, 2008; MORAES et al., 2012). 

Os principais transmissores da esquistossomose mansônica são caramujos 

gastrópodes, pertencente à família Planorbidae e o gênero Biomphalaria que 

permitem a reprodução assexuada do helminto e estão presentes em água doce. No 

continente americano três espécies de caramujos são responsáveis pela 

transmissão da esquistossomose: Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. 

straminea (STEINMANN et al., 2006).  
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No Brasil a espécie B. glabrata é responsável pela transmissão da doença, a 

mesma é a mais estudada e pesquisada devido à localização e distribuição 

geográfica, onde esta espécie está presente em cerca de 24 estados, localizados na 

região Nordeste, Sudoeste e Centro-Oeste (MORGAN et al., 2001; PARAENSE, 

2001).  

È uma doença de evolução crônica, de gravidade variada, onde a evolução 

clínica da esquistossomose está relacionada a vários fatores como: susceptibilidade 

e imunidade do hospedeiro, relação entre parasita – hospedeiro, forma jovem e 

adulta e ovos; vale ressaltar que os ovos e as reações granulomatosas que os 

envolvem são os principais causadores da morbidade (SECOR, 2006). 

A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomática, 

dependendo da intensidade da infecção. Para a clínica médica a esquistossomose 

pode ser classificada em fase inicial e tardia.  Assim esta doença está relacionada a 

vários fatores, como a presença local do agente etiológico (ovo, cercarias, vermes 

adultos), alterações hemodinâmicas no organismo e alterações imunológicas 

permitindo a infecção por outros agentes infecciosos (MORAES et al., 2011; 

WILSON et al., 2007).  

Na forma mais grave há presença de hepatoesplenomegalia e fibrose 

periportal. Os principais fatores que estão relacionados com esta helmintose são 

produção de ovos, a carga parasitária influenciando na resposta imunológica, 

produção de anticorpos, a susceptibilidade e imunidade de cada indivíduo (MORAES 

et al., 2011; WILSON et al., 2007; GRYSEELS et al., 2006; YOSRY, 2006; SECOR, 

2006; BLANCHARD, 2004; WYNN et al., 2004.).  

 Em relação ao diagnóstico desta patologia o exame microscópio de fezes 

continua sendo o método padrão ouro para a detecção da esquistossomose (ROSS 

et al., 2002). O teste de Kato-Katz é utilizado, pois o mesmo permite avaliar a 

infecção através das contagens dos ovos (figura 4). Outro meio de diagnóstico são 

os testes imunológicos, só que os mesmos não permitem a identificação da doença 

de maneira correta e em alguns casos pode ocorrer reação cruzada com outros 

helmintos (ROSS et al., 2002; GRYSEELS et al., 2006; CLERINX et al., 2010). 
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Figura 3. Morfologia dos ovos da espécie Schistossoma mansoni responsável por 

infectar o homem. 

     Fonte: ROSS, 2002. 

 

 

A técnica de Kato-Katz desenvolvida no ano de 1950 pelos pesquisadores 

Kato e Miúra (Kato e Miúra, 1954) foi modificada no início de 1970 por Katz e 

colaboradores. No Brasil é a técnica mais utilizada para pesquisa e levantamento 

epidemiológicos da esquistossomose intestinal pelos grandes centros de pesquisa. 

Vários estudos têm sido feitos para investigar a precisão do exame para a 

quantidade de produção de ovos nas fezes, bem como a discussão da implicação 

deste para investigação no controle da esquistossomose (UTZINGER et al., 2010; 

BLANCHARD, 2004). 

 

1.2 – CONTROLE E TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSÔNICA. 

  

Programas de saúde pública vêm sendo desenvolvidos e aplicados com o 

intuito de controlar a esquistossomose nas regiões endêmicas, que consiste um 

desafio para os gestores em saúde. Os principais programas de saneamento básico, 

distribuição de água tratada, destino correto dos esgotos sanitários são as principais 

estratégias, que conciliadas com a educação em saúde e sanitária permite o 

controle da doença ao longo e médio prazo, estratégias estas que não são 

observadas nas áreas endêmicas (FENWICK et al., 2006; BERGQUIST, 2002). 

 Os moluscos do gênero Biomphalaria são os principais responsáveis pela 

transmissão da esquistossomose, com isso o combate do hospedeiro intermediário é 

importante para o controle da doença. Os caramujos apresentam uma alta 

capacidade de reprodução e se desenvolvem facilmente em diferentes ambientes, 
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estes fatores é uma problemática para o seu controle. Vários métodos são utilizados 

para o controle dos moluscos, destes cita-se: ambientais, como canalização, 

assoreamento, limpeza de margens, presença de predadores, como peixe e aves, 

além de microorganismos que podem esterilizar caramujos e a utilização de 

componentes químicos que tem atividade moluscicidas. Estes métodos provocam 

danos ao meio ambiente, com isso dificultando sua utilização na prática nas regiões 

endêmicas (TELES e CARVALHO, 2008). 

 A associação da luta antivetorial e a quimioterapia são a forma mais eficaz de 

controle da esquistossomose. Entretanto o tratamento desta parasitose apresenta 

uma grande limitação, que consiste na dificuldade de encontrar medicamentos com 

uma alta eficácia e que não apresente vulnerabilidade a esta patologia (HOTZ et al., 

2010; MORAES et al., 2011).  

Em 1918, os antimoniais começaram a ser utilizados na clínica para o 

tratamento de doenças parasitárias inclusive a esquistossomose.  O antimonial de 

tártaro de potássio era utilizado para tratar a leishmaniose, mas observou-se que 

este composto tinha efeito na hematúria, sintoma causado pelo parasita 

S.hematobium. Devido aos efeitos colaterais provocados por este medicamento o 

seu uso foi interrompido e passou a ser administrado somente em pacientes 

hospitalizados (CIOLI et al., 1995).  

Várias pesquisas para a busca de antimônios com atividade contra a 

esquistossomose foram feitas e alguns sais de antimônios começaram a ser 

utilizados no tratamento da esquistossomose, os quais podemos citar: antimônio de 

sódio, antimônio de lítio, gluconato de sódio (Triostam) (CIOLI et al., 1998). Estes 

compostos utilizados por cerca de cinquentas anos no tratamento da 

esquistossomose eram administrados por via intramuscular ou intravenosa e 

deixaram de ser usados na clínica devido a sua toxicidade, alterações nas células 

sanguíneas e em casos causarem morte súbita (MORAES et al., 2011; CIOLI et al., 

1998). 

O primeiro esquistossomicida conhecido usado por via oral foi o cloridrato de 

1-N-dietil-amino-4-metil-9-tioxantona, lucantona (miracil D). Na década de 1960 

houve um avanço e melhora no tratamento da esquistossomose com a descoberta 

de alguns compostos como hicantona, do niridazol, dos nitrofuranos e do metrifonato 

(CIOLI et al., 1995). A hicantona surgiu a partir da hidrometilação da lucantona, um 
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composto ativo por via oral, com eficácia, especificamente para as espécies de 

S.mansoni e S. hematobium. Com um certo tempo de uso, a hicantona (Etrenol) 

deixou de ser utilizada devido a sua tolerância, efeitos tóxicos e graves, causando 

óbito, inclusive no Brasil por causar lesões hepáticas agudas, não havendo uso de 

medicamentos para a terapêutica da esquistossomose (Andrade et al., 1974). Em 

1971, Rogers e Bueding demonstraram que a espécie S.mansoni apresentou 

resistência para a hicantona. No Brasil esta mesma problemática foi relatada por 

Katz e colaboradores (1973) pela primeira vez, resistência a hicantona (CIOLI. 1995; 

GRYSEEL et al., 2001). 

No ano de 1964, o niridazol (Ambilhar) era utilizado no tratatamento da 

esquistossomose via oral, com eficácia para as espécies S. hematobium e 

S.japonicum e S.mansoni. Estudos clínicos mostravam que este composto 

apresentava resultados positivos melhor em crianças do que em adultos. O principal 

mecanismo de ação deste era a sua atividade oxidativa contra o parasita, esta ação 

era responsável pelos efeitos colaterais como mutagenicinade, lesões renais, 

carcinogenicidade e imunossupressão produzidos no hospedeiro, devido a estes 

fatores o mesmo deixou de ser utilizado na terapêutica desta helmintose (CIOLI et 

al., 1995).  

No mesmo ano, dois outros compostos antimoniais surgiram para serem 

utilizado no tratamento desta patologia: o nitrofuranos e o metrifonato (MORAES et 

al., 2012). Os nitrofuranos composto, de grande importância para a microbiologia, 

foram estudados por pesquisadores para verificar se este apresentavam atividade 

esquistossomicida, testes em camundongos mostraram que esta substância 

apresentava atividade contra a espécie S.japonicum e começou a ser utilizada na 

China, mas devido à toxicidade e atividade biológica abaixo do ideal os nitrofuranos 

deixaram de ser utilizados (CIOLI et al., 1998).  

O metrifonato, um organofosforado com o nome comercial de Dipterex ou 

Dylox, apresentou atividade contra o Ascaris lumbricoides in vitro na década de 

1960, passou a ser alvo de estudo para a terapêutica da esquistossomose. Em 

1953, Bueding e colaboradores demonstraram pela primeira vez a presença de 

acetilcolinesterase em espécies de Schistosoma (ARCHER, 1995). O metrifonato um 

inibidor de acetilcolinesterase produzia uma paralisia flácida neste helminto, in vitro, 

que era facilmente revertida com a retirada da droga. Este composto é utilizado até 
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os dias de hoje, mas o seu uso foi limitado para caso de esquistossomose urinária 

(CIOLI et al., 1995; ARCHER, 1995). 

Na década de 1970, os estudos e pesquisas para a descoberta de compostos 

com atividade esquistossomicida continuaram. Com isso um análogo estrutural ativo 

da lucantona, chamado de Mirosan, apresentou ótima atividade em camundongos 

no tratamento desta parasitose, mas o seu desenvolvimento não ocorreu devido à 

ausência desta atividade em macacos.  

A indústria Pfizer, localizada na Inglaterra, continuou a estudar o Mirosan 

através de um projeto para a descoberta de compostos com atividade 

esquistossomicida. Foi feita a modificação química desta molécula várias vezes o 

que permitiu a descoberta de uma molécula ativa que foi denominada inicialmente 

de UK-3883, este metabólito apresentou excelente atividade contra esta helmintose, 

com o intuito de melhorar a sua resposta biológica, o mesmo foi modificado 

quimicamente novamente, recebendo o nome de UK-4271 e posteriormente de 

oxamniquina (CIOLI et al., 1995; BERGQUIST et al., 2008).  

A Oxamniquina (6-hidroximetil-2-isopropil-aminometil-7-nitro-1,2,3,4-tetra-

hidroquinolina foi descrita pela primeira vez no ano de 1960 (UTZINGER et al., 

2003). Testes em camundongos mostraram que oxamniquina apresentou uma 

excelente atividade contra S.mansoni e não apresentou contra S.japonicum e S. 

hematobium, apresentando melhor resultado contra os vermes machos do que as 

fêmeas. A oxamniquina e o medicamento mais barato utilizado no tratamento do 

S.mansoni (CIOLI et al., 1995). Esta droga é administrada em uma única dose (15 a 

20 mg/Kg) por via oral, em alguns casos mais graves da doença é administrada até 

60 mg/Kg durante dois a três dias para que se obtenha a eficácia terapêutica 

desejada (UTZINGER et al., 2003). 

Atualmente o medicamento de uso para o tratamento da esquistossomose é o 

praziquantel (figura 5), devido a vários fatores: melhor contra todas as espécies de 

Schistosoma e cestoides, falta de efeitos secundários graves e a administração por 

uma única dose via oral e intramuscular. A estrutura molecular pirozina-isonoquilona 

inicialmente foi explorada pela indústria Merck para testes para avaliar a sua 

atividade tranquilizante, depois esta estrutura passou a ser estudada pela empresa 

Bayer que desenvolvia medicamentos para helmintos, com isso foram feitas síntese 

e testes de mais 400 compostos com atividade anti-helmíntica, e a melhor molécula 
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que apresentou este resultado foi o praziquantel (CIOLI et al., 1998; VERAS et al., 

2012).  

O mecanismo de ação do praziquantel está relacionado à alteração dos 

canais Ca2+ dos esquistossomos aumentando a permeabilidade da membrana do 

helminto, a certos cátions monovalentes e divalentes, inclusive do cálcio, fazendo 

com que ocorra a intensificação da atividade muscular, seguida por contração e 

paralisia espástica. As três principais ações deste medicamento nos vermes são: 

contração muscular, lesão do tegumento e alterações metabólicas. A dose deste 

medicamento varia de 40 mg/Kg a 60 mg/Kg dependendo da espécie de 

Schistosoma. É eficaz na morbidade, mas o uso deste medicamento apresentou 

resultados menor do que o esperado (UTZINGER, 2003; GEIZER et al.,2008). 

Estudos mostram que o Praziquantel não tem atividade contra as formas 

jovens do parasita e relatos de experiência afirmam que este medicamento 

apresenta resistência (CIOLI et al., 1998; UTZINGER, 2003; GRYSEEL et al., 2006; 

PICA-MATOCCIA, 2003, MORAES et al., 2011; WHO,2002). Outra problemática 

encontrada por este medicamento é que a dose utilizada de praziquantel para a 

terapêutica da esquistossomose, dificulta a passagem do comprimido pela via oral 

em crianças devido ao tamanho do comprimido. 

 

 

Figura 4.Estrutura Molecular do Praziquantel 

 

  Para controlar a esquistossomose pessoas que residem em áreas endêmicas 

devem fazer o tratamento de maneira correta, bem como ter acesso ao saneamento 

básico, evitar banhar em rios para que não entrem em contato com o hospedeiro 
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intermediário. Ao usar o praziquantel deve-se haver cuidadado para que não haja 

resistência ao medicamento nas espécies de Schistosoma (GRYSEEL et al., 2006). 

 Segundo a organização mundial de saúde (OMS), cerca de 1/6 da 

população mundial é acometida por alguma doença negligenciada, afetando 

principalmente pessoas que residem em áreas rurais ou urbanas em condições 

precárias (WHO, 2009). No mundo é grande a falta de pesquisa e desenvolvimento 

de fármacos para as doenças negligenciadas, pois a indústria farmacêutica e o setor 

público dos países ricos, praticamente não investem na descoberta de 

medicamentos para pessoas sem poder de compra (O’CONNELL, 2007). 

 

1.3 - COMPOSTOS NATURAIS ANTIESQUISTOSSOMA 

 

 Os fármacos usados no tratamento da esquistossomose e leishmaniose, por 

exemplo, são caros, com necessidade de injeções diárias e acompanhamento 

hospitalar, além de possibilitar o desenvolvimento de resistência pelos parasitas 

(MRAZEK et al., 2002).   Óleos e extratos de plantas há muito tempo tem sido usada 

na medicina popular como anti-séptico, cicatrizante, inflamatório, analgésico e dentre 

outras funções terapêuticas, servindo de base para grandes investigações científicas 

para a pesquisa da atividade antimicrobiana de óleos essenciais e plantas 

medicinais.    Vários estudos têm demonstrado que as plantas medicinais 

localizadas na flora brasileira apresentam uma grande atividade contra vírus, 

bactérias, fungos e atividades larvicidas (ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et., 2006).  

            A química moderna permite a síntese de vários medicamentos a partir da 

utilização de produtos naturais, dentre estes podemos destacar os antimicrobianos 

que são utilizados na clínica médica com o intuito de curar várias doenças 

infecciosas apresentando uma alta toxicidade para o microorganismo agente 

causador da infecção e poucos efeitos colaterais para o organismo afetado 

(BOXALL et al., 2004).   

           Os fármacos disponíveis estão ―perdendo‖ a sua ação devido à grande 

resistência provocada pelo seu uso descontrolado e contínuo, bem como a pouca 

segurança e alta toxicidade. Estudos e pesquisas vêm descobrindo e contribuindo 

na descoberta de fármacos naturais seguros, estáveis, padronizados e eficientes 

que poderão ser utilizados como base para a produção de moléculas sintética 

apropriada para o desenvolvimento de antimicrobianos, bem como alvos específicos 
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para doenças virais, bacterianas, fúngicas, parasitárias e até mesmo antitumorais 

apresentando assim baixa toxicidade para o homem e os animais, fato este que 

limita o tratamento (YUNES et al., 2001; MALHEIROS et., 2001).   

O uso de compostos naturais oriundos de plantas no tratamento e cura de 

várias doenças é uma prática utilizada pelo homem desde a antiguidade (MACIEL et 

al., 2002). Vários países utilizam produtos naturais como uma alternativa primária 

para problemas de saúde, especialmente na Àsia, Africa e América Latina (ZAGO et 

al., 2009). As observações e a tradição popular têm sido utilizadas como base para a 

farmacologia moderna, sendo que as drogas sintéticas utilizadas no tratamento de 

várias patologias tem origem direta ou indireta, nas plantas medicinais (ZAGO,2009; 

AMOROZO, 2004). 

Os princípios ativos são responsáveis pela ação farmacológica em muitas 

plantas com atividade medicinal, sendo esta matéria-prima para a indústria 

farmacêutica. Os principais tipos de compostos utilizados como princípios ativos em 

medicamentos e cosméticos são: alcaloides, flavonóides, glicosídeos, mucilagens, 

óleos essenciais e taninos. Estes compostos ativos estão presentes e são 

encontrados em folhas, sementes, raízes e casca de plantas (BARNABÉ e FLORES, 

2008). 

O uso de plantas medicinais para a descoberta de novas drogas vem sendo 

alvo de estudo de vários institutos de pesquisa para o tratamento de várias doenças, 

sendo um grande impacto para a indústria farmoquímica. A enorme quantidade de 

compostos ativos ainda não estudados atualmente possibilita a triagem de drogas 

com eficácia anti-inflamatória, antibacteriana e antiparasitária a partir de moléculas 

ativas de algumas plantas e extratos (NEWMAN e CRAGG, 2007; KAYSER, 2003). 

Com o uso do Praziquantel desde a década de 1970 para o tratamento da 

esquistossomose, pouco avanço terapêutico foi alcançado e este medicamento 

passou a desenvolver resistência. Nas últimas décadas os institutos de pesquisa 

tem procurado estudar extratos e compostos puros oriundos de plantas que tem 

atividade potencialmente esquistossomicida, como um método alternativo para o 

controle químico convencional (MORAES, 2012). 

A atividade anti-helmíntica de plantas é bem conhecida e utilizada em várias 

regiões em todo o mundo. Na Ásia, na África estes produtos naturais vêm sendo 

utilizada tradicionalmente no tratamento da esquistossomose e de outras 
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parasitoses, onde estas plantas são preparadas por curandeiros que apresentam o 

conhecimento empírico em comunidades culturais nestas partes do mundo. Devido a 

isto é necessário estudos para verificar e confirmar o real valor terapêutico destas 

plantas no tratamento das doenças parasitárias (NDAMBA et al., 1994; SPARG et 

al., 2000; MOLGAARD et al., 2001; MORAES et al., 2011). 

Um estudo feito por Ndamba et al (1994) consistia na investigação de plantas 

que apresentava atividade esquistossomicida, onde foi realizado uma entrevista com 

286 médicos e estes criaram uma lista que continha 47 espécies de plantas oriundas 

da Àfrica que havia sido utilizada no tratamento da esquistossomose urinária. De 

acordo com esta lista as setes plantas mais utilizadas foram: Abrus precatorius 

(Leguminosae), Ozoroa insignis (Anacardiaceae), Dicoma anômala (Cornpositae), 

Ximenia caffra (Oleaceae), Lannea edulis (Anacardiaceae), Elephantorrhiza goetzei 

(Leguminosae) e Pterocarpus angolensis (Leguminosae). Estas plantas foram 

coletadas e preparadas como descritos pelos médicos, com isso a eficácia destas foi 

avaliada usando camundongos que foram infectados com cercarias de S. 

hematobium. O preparado a partir da casca da planta P. angolensis apresentou 

atividade contra este parasita semelhante a do praziquantel (MORAES, 2012; 

FENWICK e WEBSTER, 2006). 

Um estudo com extrato de plantas feito por Molgaard et al (2001) pesquisou 

23 espécies de plantas que são utilizadas popularmente na Ásia e África para 

esquistossomose e estas apresentaram atividade anti-helmíntica contra 

esquistossômulos de S. mansoni. Nesta pesquisa os melhores resultados contra as 

formas adultas foram observadas a partir de extratos do caule e raiz da espécie 

Abrus precatorius (Fabaceae) e casca do caule de Elephantorrhiza goetzei 

(Mimosaceae). Além disso, compostos utilizados no tratamento da malária derivados 

de artemisina, tal como o arteméter e o artesunato tem mostrado atividade 

esquistossomicida (UTZINGER et al., 2001; XIAO et al., 2002).  

A artemisina é uma lactona que apresenta na sua composição química um 

grupo endoperóxido, este composto foi isolado das folhas da Artemisia annua, esta 

planta tem sido utilizada há tempos na medicina pelos chineses para a terapêutica 

de várias doenças. Os primeiros estudos com esta substância iniciou-se no ano de 

1970, quando observou que esta apresentava atividade contra malária e a mesma 

começou a ser usada no tratamento desta patologia (BRAGUINE et al., 2009). 
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No ano de 1982, cientistas chineses descobriram que a artemisina tinha 

atividade anti-esquistossoma, com isso várias pesquisas foram feitas e observaram 

que o arteméter era o responsável por esta propriedade. O derivado de éter metílico 

da artemisina tinha melhor atividade nas formas jovens do que nas formas adultas 

de Schistosoma, a partir deste pressuposto Utzinger (2001) começou a estudar o 

mecanismo de ação deste composto, ele observou que o mecanismo de ação da 

artemisina e seus derivados sobre as espécies de Schistosoma é a produção de 

radicais livres de carbono que destrói as proteínas do parasita (PARREIRA et al., 

2010; SANDERSON et al., 2002; XIAO et al., 2000). 

Além disso, a microscopia eletrônica de varredura mostrou que a artemisina 

provoca alterações severas no tegumento do S. mansoni com 21 dias de idade 

(BRAGUINE et al., 2009; MAGALHÃES et al., 2009; MORAES et al., 2011; MORAES 

2012; PARREIRA et al., 2010; SANDERSON et al., 2002; XIAO et al., 2000).  

Estudo de combinação entre praziquantel e artemisina tem sido propostos 

com o intuito de melhorar a redução da carga do verme (UTZINGER et al., 2001). 

Atualmente estudos com a artemisina e seus derivados acoplados a metais e a 

outras drogas para avaliar sua atividade esquistossomicida e de outras parasitoses 

vem crescendo e estão em andamento, bem como a pesquisa de outros compostos 

naturais contra Schistosoma vem ganhando destaque nas instituições de pesquisa, 

permitindo a descrição de vários compostos naturais anti-esquistossoma na 

literatura (LEE, 2007; UTZINGER et al., 2003; XIAO et al., 2002). 

Estudos in vivo e in vitro vem sendo realizado a partir de extratos de plantas 

com o objetivo de descobrir moléculas com atividade esquistossomicida, 

investigações fitoquímicas estão permitindo conhecer várias substâncias naturais 

que apresenta esta atividade.  

Foram isolados vários compostos da família Piperaceae e esta vem ganhando 

destaque por apresentar metabólitos ativos biológicos como alcaloides, amido, 

terpenos e lactona (PRASSAD et al., 2005; KATO & FURLAN, 2007; PARMAR et al., 

1997).  

Um estudo feito por Moraes et al (2011) mostrou que a amida piplartina, 

substância encontrada em várias plantas da espécie Piper, apresenta atividade 

esquistossomicida em baixas concentrações, bem como reduz a produção de ovos e 
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que esta molécula não apresenta efeito citotóxico para células de mamíferos na 

concentração que esta apresenta efeito anti-esquistossoma (MORAES, 2012).  

Veras et al (2012) apresentou dados comprovando que o alcaloide 

epiisopiloturina, composto secundário isolado a partir das folhas do jaborandi tem 

atividade tóxica contra o parasita S. Mansoni em baixas concentrações. A 

esquistossomose por ser um problema de saúde pública, vem despertando o 

interesse de pesquisadores que tem o objetivo de descobrir novos compostos 

naturais no combate desta patologia pesquisando o seu mecanismo de ação para 

esta terapêutica, bem como o sinergismo destas substâncias com as drogas já em 

uso melhorando a eficácia das mesmas no tratamento desta patologia. 

 

1.4 - DIVERSIDADE DA FLORA BRASILEIRA 

 

            O homem sempre buscou na natureza formas de manter sua sobrevivência. 

O emprego de plantas medicinais na terapêutica tem evoluído ao longo dos tempos, 

desde o tempo das cavernas até as formas modernas de fabricação industrial 

utilizada pelo o homem (LORENZI et al., 2002). O mundo assiste hoje a uma 

reformulação de valores pessoais, valores naturais e ecológicos que retornam com 

grande força, na determinação de novos preceitos, em todas as áreas do 

conhecimento cientifico e da vida prática, com isso os produtos naturais e os 

fitoterápicos ocupam um espaço cada vez maior no mercado (ABFISA 2007; 

CASTRO, 2004). 

             A flora brasileira é riquíssima em espécies de plantas com um grande poder 

medicinal, com existência de muitos princípios ativos identificados em ervas nativas, 

prontos para serem testados a baixos custos, necessitando, porém de recursos 

humanos especializados, verbas e equipamentos para o desenvolvimento de 

pesquisas nessa área (FERREIRA, 2002)  

           Das 119 substâncias químicas extraídas de plantas para uso medicinal no 

Brasil, 74% foram descobertas através do conhecimento popular.  Somente na 

Amazônia é sabido que existam cerca de 80 mil espécies vegetais, das quais nem 

4% foram estudadas cientificamente (FRANCO, 1996). Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS) cerca de 80% da população nos países em 

desenvolvimento, faz uso de plantas medicinais no tratamento de doenças primárias 

(CARVALHO et al., 2008). O interesse de pesquisa nesta área tem aumentado muito 
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nos últimos anos onde estão sendo desenvolvidos projetos financiados por 

instituições públicas e privadas.  

            Dentre os fatores que tem contribuído para estas pesquisas é o fato da 

eficiência comprovada de substâncias originadas de espécies vegetais, além de 

serem matéria-prima para a síntese de fármacos (FOGLIO et al., 2006). 

            Os medicamentos fitoterápicos são caracterizados pelo conhecimento da 

eficácia e dos riscos de seu uso, assim como, pela reprodutibilidade e constância de 

sua qualidade; é o produto final acabado, embalado e rotulado (BRASIL, 1995). 

Estima-se que o mercado fitoterápico movimenta anualmente R$ 1 bilhão em toda 

sua cadeia produtiva e emprega em torno de 100 mil pessoas (ABFISA, 2006). 

Diante desse número é necessário desenvolver a pesquisa de fitoterápicos no Brasil 

com o intuito de preservar a nossa biodiversidade e aumentar a produção de 

medicamentos para a população (NASCIMENTO et al., 2006).  

1.5 – PIPERACEAE (PIPER) 

  

A biodiversidade brasileira é composta por vários biomas, cerrado, caatinga, 

mata atlântica e outros. Nestas regiões tropicais e subtropicais estão localizadas 

cerca de 2000 espécies que constituem o gênero Piper que foram nomeadas de 

Piperomia, Sarchorhachis e Ottonia. Espécies de Piper são encontradas em todos 

os tipos de vegetação e as outras espécies são mais comuns em áreas frias. A 

família piperácea, juntamente com outros membros da ordem piperales foi 

classificada entre as angiospermas basais. A família Piperácea está presente em 

países pantropical e sua distribuição ocorrem do México ao sudoeste da Argentina. 

No Brasil estas espécies de piper estão presentes na floresta tropical, que abriga 

cerca de 283 membros desta espécie (JENSEN et al., 1993; SANTOS et al., 2001; 

PERIYANAYAGAM et al., 2012) 

O composto de grande importância econômica do gênero Piper é piperina 

piperamide, que é o princípio ativo da pimenta preta (Piper nigrum). Alcalóides e 

amidas são os principais compostos ativos desta espécie, estudos têm 

demonstrando a atividade biológica destes compostos secundários, onde se destaca 

a propriedade anti-inflamatória, antiparasitária, antifúngica e antitumoral (LOPEZ et 

al., 2010). As amidas encontradas na espécie Piper apresentam atividade contra 

fungos, vários estudos estão disponíveis mostrando sua toxicidade, o sinergismo 
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eficaz com outras drogas nesta atividade, além da sua atividade inseticida ser 

bastante conhecida. Esta Classe de produto natural é uma das mais promissoras 

devido ao seu potencial pesticida, contra vários tipos de insetos e microorganismos 

(PARRA et al., 2011; FACUNDO et al., 2005). 

A presença de amidas bioativas é comum em várias espécies de Piper. 

Outros compostos como ácido benzoico, hidroquinonas, dopamina, terpenóides 

foram encontradas nas espécies Piper anducum, P. hostmanianum, P.crassivernium, 

P.gaudichaunianum (FACUNDO et al., 2005). Vale ressaltar que o ácido benzoico 

encontrado nestas espécies de Piper tem uma potente atividade contra vários 

microorganismos.  

As hidroquinonas outra classe de composto encontrada nestas espécies tem 

atividade antitumoral, anti-leucémica, analgésico e antioxidante apresentando como 

mecanismo de ação a inibição da mitose (KAOU et al., 2010). Indústrias de 

cosméticos têm utilizado estas hidroquinonas em loções e cremes com o objetivo de 

diminuir os sintomas do envelhecimento. A espécie Piper solmsianum é de grande 

importância por que estudos anteriores relataram que este composto tem atividade 

contra Trypanosoma cruzi agente causador da doença de chagas, pesquisas estão 

em andamento para o tratamento desta patologia, já que não existem medicamentos 

no mercado farmacêutico com esta propriedade (SILVA et al., 2008). 

A família Piperaceae contém fontes bioativas com propriedades biológicas de 

grande importância com isso os compostos secundários deste membro devem ser 

estudados detalhadamente para que se possa conhecer o real mecanismo de ação 

destas substâncias (AHMAD et al., 2011). 

As amidas são os principais metabólitos secundários presente na família das 

piperáceas. No Brasil, em algumas espécies deste gênero, foram encontrados 

amidas e alcaloides que são classificados em: isobutil, pirrolidinas, piperidina. A 

espécie P. Tuberculatum é encontrada em algumas cidades da região Nordeste, e 

esta apresenta um fruto que tem o nome popular de pimenta ―longa‖ sendo utilizado 

como tempero na alimentação e na medicina popular devido às propriedades 

biológicas que apresenta (FOURNET et al., 1996).  

Estudos relatam a presença de várias amidas nesta espécie de piperácea, 

com destaque para a amida piplartina AHMAD et al., 2011). Nos últimos anos os 

metabólitos secundários, principlamente as amidas e alcalóides presentes no gênero 
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Piper, tem recebido uma atenção considerável devido às propriedades biológicas de 

grande relevância que estes apresentam. Estudos também relatam que as amidas 

em particular tem atividade contra febre, asma, bronquite, reumatismo e doenças 

gastrointestinais (AHMAD et al., 2011; FIGUEIREDO e SAZIMA et al., 2000). 

A piplartina {5,6-dihydro-1[1-oxo-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-trans-2-propenyl]-

2(1H) pyridone} (figura 5) é uma amida, metabólito secundário encontrado em 

espécies do gênero Piper, esta amida apresenta atividade ansiolítica, anti-

depressiva, anti-inflamatória, antifúngica, antitumoral, antiagregação plaquetária, 

antiproliferativa e antimitotica in vivo e in vitro (BEZERRA et al., 2007; BRAZ FILHO 

et al., 1981). A piplartina pode ser isolada com rendimento na faixa de 1% (BRAZ 

FILHO et al., 1981; COTINGUIBA et al., 2009). Foi relatado efeito inseticida desta 

amida para formigas e lagartos, bem como resultado contra fungos Cladosporium 

sphaerospermum e C. cladosporioedes. Pesquisas tem relatado atividade 

antiparasitária in vitro desta substância em Leishmania donovani e epimastigota de 

Trypanosoma cruzy, bem como a atividade esquistossomicida em baixas 

concentrações contra a espécie S. mansoni (MORAES et al., 2012; BEZERRA et al., 

2007; BODIWALA et al., 2007; NAVICKIENE et al., 2000; SILVA et al., 2002; SILVA 

et al., 2001). 

 

 

Figura 5.Estrutura molecular da amida piplartina 

 

 

1.6 - JABORANDI 

        Vários vegetais já foram classificados sob o nome jaborandi, principalmente 

aquelas que possuem características semelhantes, como algumas espécies de 

Piper (Piperaceae), Verbena (Verbenaceae) e Herpestis (Bacopa, 

Scrophulariaceae), e até mesmo algumas outras espécies de Rutaceae como os 
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gêneros Esenbeckia, Zanthoxylum e Monnieria (JOSEPH 1967; HOLMSTEDT et al., 

1979). 

         O jaborandi (Pilcarpus sp.) representa uma das espécies comerciais, 

econômica e médica mais importantes encontradas na flora brasileira, planta 

utilizada como matéria prima para o isolamento de vários princípios ativos de 

interesse para  a indústria farmoquímica e farmacêutica. O gênero neotropical 

Pilocarpus contém 17 espécies descritas, 9 subespécies e 12 variedades que se 

distribuem no continente Americano, indo do Sul da América Central (México) até o 

Sul da América do Sul (Argentina, Paraguai e Brasil).  

Quatorze espécies são encontradas no Brasil, sendo 11 exclusivos do 

território brasileiro: P. alatus C. J. Joseph ex Skorupa, P. carajaensis Skorupa, P. 

giganteus Engler, P. grandiflorus Engler, P. jaborandi Holmes, P. pauciflorus St. 

Hilaire, P.pennatifolius Lemmaire, P. riedelianus Engler, P. spicatus St. Hilaire, P. 

sulcatus Skorupa, P. trachyllophus Holmes, P. microphyllus Stapf ex Wardleworth e 

P. peruvianus (Macbride) Kaastra. Dentre estas espécies nativas e cultivadas no 

Brasil, vale ressltar o P. microphyllus, que é utilizada como matéria prima para 

isolamento de farmoquímicos (SANTOS & MORENO, 2004). Deste gênero já foram 

identificados quatorze tipos de alcalóides, além destes foram identificados alguns 

outros metabólitos secundários, os quais podem destacar: cumarinas, flavanóides, 

hidrocarbonetos, trieterpenos e óleos vegetais. 

           O Jaborandi é perene e pouco ramificado. As plantas conhecidas como 

jaborandi (gênero Pilocarpus) pertencem à família Rutaceae e apresentarem altura 

média de 2 metros, com folhas compostas medindo cerca de 40 cm quando adultas 

folíolos coriáceos, de forma lanceolada, variando com a espécie e flores pequenas 

dispostas em racimos (cachos) compactos. Os frutos são dispostos em cachos 

brancos contidos em cápsulas de córtex acinzentado e liso (MARQUES et al., 1994; 

HENRIQUES et al., 2000; PAIVA, 2008, MIURA, 2009).  

           Em 1873, o jaborandi foi apresentado à medicina ocidental, quando a folha 

foi levada para a Europa pelo português Symphrônio Coutinho. Seu valor em 

oftalmologia foi uma descoberta secundária. O que despertou o grande interesse da 

medicina francesa por esta espécie foi a sua utilização entre os índios brasileiros, 

para provocar salivação e suor profuso. Ironicamente este efeito no sistema nervoso 

que foi abandonado por muito tempo, foi retornando recentemente ao uso clínico 
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(PINHEIRO, 2002). Esta planta não apresenta somente o fato de sua importância 

econômica e medicinal, mas está principalmente relacionada ao seu papel 

ecológico, onde esta espécie nativa é ombrófila e secundária e em programas de 

reflorestamento é utilizada para o enriquecimento das espécies (LOPES, 2008).  

           O seu poder para a indústria farmacêutica está relacionado por ser a única 

fonte natural de pilocarpina, bem como as altas concentrações extraídas deste 

alcalóide são oriundas das folhas do jaborandi, um principio ativo utilizado para 

produzir aumento na contração da musculatura lisa e relaxamento de esfíncteres de 

todo organismo animal (VITAL e ACCO, 2006). 

           Esta substância não apresenta efeitos colaterais, quando comparadas a 

outras substâncias utilizadas no tratamento do glaucoma e da xerostomia. O 

jaborandi, por ser uma planta com vários benefícios terapêuticos, comercial e 

ecológico, deve ser preservado evitando assim sua extinção (SABÁ et al.,2002).  

            A extração e valorização do jaborandi são responsáveis por gerar recursos e 

renda nos seus estados produtores. Segundo o IBGE no ano de 2006 a extração 

desta planta movimentou cerca de 220 toneladas nas regiões do Norte e Nordeste 

Brasileiro perfazendo aproximadamente R$ 562.000,00 de um total de R$ 3,7 

bilhões referentes ao extrativismo vegetal realizado no Brasil neste mesmo ano 

(IBGE, 2006).   

 

1.7 - ALCALÓIDES ORIUNDOS DO JABORANDI 

             A palavra alcalóide deriva do árabe al-quali que corresponde ao nome vulgar 

do vegetal onde a soda foi inicialmente extraída. Este grupo de compostos 

apresenta difícil definição, devido à grande diversidade de estruturas químicas na 

sua composição molecular, propriedades físico-químicas e ações farmacológicas 

mesmo em baixas doses. (SIMÕES et al., 2002; ROBBERS et al., 1997; MIURA 

2009). 

            Alcalóides são substâncias de caráter básico, derivadas principalmente de 

plantas, mas que também podem ser encontradas em fungos, bactérias e até 

mesmo em animais, quais contêm, em sua fórmula, basicamente: nitrogênio, 

oxigênio, hidrogênio e carbono, e que podem influenciar o metabolismo destes 

organismos produtores. Possuem importância política, econômica e social, além de 

biológica (VERAS, 2009; HENRIQUES et al., 2000).  
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 Existe um consenso entre diversos autores e pesquisadores da área onde os 

mesmos definem como alcalóides verdadeiros os compostos de origem vegetal que 

possuem um ou mais nitrogênio(s) pertencente a um anel heterocíclico com 

propriedades básicas apresentando intensa atividade biológica quando em contato 

com organismos vivos (SIMÕES et al., 2002; Costa, 1994; ROBBERS et al., 1997). 

As drogas vegetais alcaloídicas desde os primórdios até hoje são fontes de 

obtenção de princípios ativos naturais através da extração, isolamento e purificação 

direta bem como constituem uma fonte de novas drogas, protótipos para obtenção 

de novas moléculas farmacologicamente ativas, através de semi-síntese e síntese 

orgânica (LIMA, 2009).  

 No jaborandi já foram identificadas as estruturas dos seguintes alcalóides: 

pilocarpina (1), isopilocarpina (2), pilocarpidina (3), isopilocarpidina (4), pilosina (5), 

isopilosina (6), epiisopilosina (7), epiisopiloturina (8), 13-nora-7(11)-dehidro-

pilocarpina (9), N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina (10), N,N-dimetiltriptamina (11), 

plastidesmina (12), (1H)-4-metoxi-2-quinolone (13) e dictamina (14) (Figura 7).  

             A partir do gênero Pilocarpus já foram identificados vários alcalóides, porém 

muitos estão em fase teste ou ainda não tem propriedades farmacológicas 

conhecidas, mas apresentam suas estruturas moleculares determinadas por 

ressonância magnética nuclear (RMN), dentre estas podemos citar os alcalóides 

imidazólicos: isopilosina, epiisopilosina e epiisopiloturina promissores para a 

medicina humana e veterinária.  

            Alcalóides azóis e seus derivados, como os identificados no jaborandi, são 

antimicóticos clássicos, de largo espectro e despertam interesse de grandes 

indústrias farmoquímicas e farmacêuticas nacionais e multinacionais, sendo um dos 

grupos químicos de ocorrência vegetal mais importantes do ponto de vista 

econômico, político, social, médico e farmacêutico (ABFISA, 2007; SANTOS et 

al.,2004; ANDRADE NETO, 1997). 

Os alcalóides constituem um grupo de compostos muito heterogêneo e 

desta forma são classificados de acordo com a estrutura química básica do núcleo 

químico da qual derivam, com isso são classificados em alcalóides de núcleo: 

tropano, imidazólicos, quinolizídinicos, quinoleínicos, isoquinoleínicos, esteroidais, 

fenantrênicos, benzênicos, purínicos e alcalóides de núcleo não-heterocíclico ou 

protoalcalóides (SIMÕES et al., 2002; ROBBERS et al., 1997; COSTA, 1994). Os 
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alcalóides citados anteriormente são classificados como imidazólicos por apresentar 

na sua estrutura química um núcleo imidazólico. 

             Os derivados azólicos são compostos sintéticos que podem ser classificados 

em imidazóis ou triazóis, de acordo com o número de átomos de nitrogênio no anel 

azólico, os imidazóis são representados pelo cetoconazol, miconazol e clotrimazol, 

onde estes são usados como terapia tópica. Os derivados triazólicos são 

representados pelo itraconazol, fluconazol e voricanazol. 

          O principal mecanismo de ação dos azóis é a inibição da síntese do 

ergosterol, que é importante para a integridade e a manutenção da função da 

membrana celular dos microorganismos, sobretudo os fungos. Os imidazólicos 

atuam mediante a inibição da enzima lanosterol 14 α – demetilasa no complexo 

citocromo P450 dos fungos, onde o resultado é a inibição da conversão de lanosterol 

em ergosterol, com a depleção conseguinte de ergosterol, acumulação de 

precursores e perda da integridade da membrana do microorganismo. 

           Os compostos imidazólicos e triazólicos inibem o metabolismo de outros 

compostos devido sua interferência em diferentes isoenzimas do complexo P450 do 

ser humano. A especificidade das drogas azólicas resulta da sua maior afinidade 

pelas enzimas fúngicas do citocromo P450 do que pelas enzimas humanas do 

citocromo P450 (SILVA et al., 2006).   

           A depleção resultante de ergosterol altera a fluidez da membrana e isto 

interfere na ação das enzimas associadas à membrana, o efeito líquido é a inibição 

da replicação. Os azóis inibem também a transformação das células de leveduras de 

cândidas em hifas a forma invasiva e patogênica do parasita. 

            A resistência dos azóis à frente de várias cepas fúngicas está aumentando 

devido ao uso crescente desses fármacos na profilaxia e tratamento, condicionando 

a seleção da resistência clínica a essas drogas.  

            A Pilocarpina (Figura 6) isolada a partir da espécie Pilocarpus microphyllus, 

agente mais concentrado nas folhas da planta do jaborandi apresenta uma ação 

colinérgica direta que estimula o sistema parassimpático (bexiga, ductos lacrimais, 

sudoríparas e glândulas salivares) apresentam na estrutura de uma amina terciária. 

Este alcalóide é a droga eleita no tratamento do glaucoma (KOROLKOVAS, 1996) e 

a sua propriedade sialagoga tem sido explorada para tratar a xerostomia (boca seca) 
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causada pelo rádioterapia ou quimioterapia de câncer de garganta ou aqueles na 

área da cabeça (MILLER, 1993;. VALDEZ et al, 1993). 

 

 

 

Figura 6: Estrutura química da Pilocarpina 

 

            A pilocarpina além de ser utilizada na medicina humana para o tratamento 

das doenças citadas acima, ela apresenta um grande valor terapêutico para a 

medicina veterinária, onde esta é utilizada no tratamento de disfunções 

gastrointestinais de ruminantes e meteorismo dos equinos, objetivando a 

estimulação da musculatura lisa do trato gastroentérico, a fim de produzir catarse 

(LARSSON et al., 2008). 

             A epiisopiloturina difere da pilocarpina pela presença de um grupamento 

hidrobenzílico ao invés de um etílico, e assemelha-se a ela por sua estrutura 

formada pela presença de um anel imidazólico ligado a um ciclopentano 

heterocíclico através de uma ligação C-C. A similaridade entre as estruturas destes 

dois compostos torna a epiisopiloturina um alcalóide promissor quanto as suas 

propriedades biologicamente ativas (LIMA, 2009; VERAS et al., 2012). 

 Estudos recentes demonstram que este alcaloide epiisopiloturina apresenta 

atividade contra o parasita S. mansoni, sendo letal para as formas adulta e jovem em baixas 

concentrações, a imagem de microscopia confocal mostrou que esta molécula provoca 

alterações morfológicas na superfície externa do verme provocando destruição dos 

tubérculos.  

1.8 - AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO ENTRE FÁRMACOS 
1.8.1 - ISOBOLOGRAMA 
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Atualmente a associação de dois medicamentos ou mais tem como objetivo 

principal aumentar a eficácia do fármaco, diminuir a resitência, as dosagens 

individuais e os possíveis efeitos colaterais de cada um (NEUSA et al., 2008). A 

interação decorrente da associação é matéria de importante preocupação e 

investigação. A farmacologia utiliza como nomenclatura para classificar estas 

interações os termos sinergismo, adição e antagonismo. Nos estudos de interação 

entre medicamentos, as metodologias usadas para definir o tipo de associação são: 

isobolograma e índice de combinação (IC). Sinergismo consiste na resposta 

farmacológica obtida da associação de duas ou mais drogas, cuja resultante, é 

maior do que os efeitos isolados de cada uma delas. O sinergismo pode ocorrer com 

drogas que possuem os mesmos mecanismos de ação (aditivo); que agem por 

diferentes modos (somação) ou com aqueles que atuam em diferentes receptores 

farmacológicos (potencialização). No antagonismo a resposta farmacológica de uma 

droga é eliminada ou reduzida na presença de outro, muitas vezes pela competição 

destes pelo mesmo sítio receptor (NIES; SPIELBERG, 1996). 

O isobolograma foi primeiramente empregado na farmacologia e utilizado na 

área de defensivos agrícolas por Tammes (1964), O isobolograma é bastante 

empregado no estudo de associações de herbicidas e inseticidas como também na 

comprovação de resistência de plantas a herbicidas e na influência de fatores 

ambientais no seu desempenho (KRUSER et al., 2006). 

Essa curva consiste em demonstrar a atividade biológica de uma associação 

às doses crescentes de medicamentos ou agentes químicos administrados de forma 

isolada e combinados entre si, de forma a se obter doses eqüidistantes em escala 

logarítmica. Via de regra obtém-se uma curva simétrica em formato sigmoidal, que 

pode ser ajustada pelo modelo logístico. Os dados são tratados por análise de 

regressão linear. Desse ajuste obtém-se a estimativa da dose que provoca 50% (ou 

outro percentual estipulado) do efeito total possível na variável resposta analisada 

(Chism et al.1992). O isobolograma é a representação gráfica das doses isoladas e 

em associação que causam a mesma porcentagem em relação ao efeito estipulado. 

Estudos feitos em 1983, por Shaww e Brammer, utilizaram o isobolograma 

para demonstrar a associação entre Praziquantel e Oxamniquina. 
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No isobolograma os valores de I50, dos produtos isoladamente são distribuídos 

nas coordenadas X e Y e juntas irão formar uma linha conhecida como isobolo de 

aditividade ou linha isobolográfica. Os valores de I50 obtidos a partir da associação 

entre os produtos em diferentes concentrações podem ser avaliados em relação a 

sua posição frente ao isobolo de aditividade ou linha isobolográfica. Se os pontos 

relacionados à associação estiverem ao redor da isobole de aditividade, é adição, 

abaixo, a resposta é sinergica, e acima do isobolo de aditividade é antagonismo 

(TAMMES, 1964). 

1.8.2 - ÍNDICE DE COMBINAÇÃO 

O índice de combinação (Icomb; IC) é outro método complementar para analisar 

o efeito de produtos aplicados isoladamente e em associação. Este índice é 

baseado no princípio da atividade de Loewe, onde são relacionados as doses dos 

compostos capazes de causar 50% de mortalidade quando os fármacos são 

administrados em associação com as doses que causam 50% de mortalidade, 

quando os fármacos são utilizados isoladamente. Quando este índice equivale a 

uma unidade, ou seja, 1, indica aditividade, quando maior, indica antagonismo e 

quando menor, indica sinergismo (Ramakrishnan e Jusko, 2001). 

O cálculo do Icomb é dado pela seguinte expressão:  

IComb, IC = LC50ab1/LC50a + LC50ab2/LC50b 

Onde I50ab1 e I50ab2 são as doses capazes de causar 50% de dano quando os 

fármacos são administrados em associação e I50a e I50b as doses capazes de causar 

50% de dano quando os fármacos são administrados isoladamente (Ramakrishnan e 

Jusko, 2001). 

Devido aos relatos de resistência e efeitos indesejáveis do Praziquantel (PZQ) 

e oxamniquina no tratamento da esquistossomose, estudos de combinações entre 

praziquantel/mefloquina; praziquantel/artemisina; praziquantel/oxamniquine em 

busca de novas alternativas para a terapia desta patologia apresentaram atividade in 

vitro contra o parasita S. mansoni (KEISER et al., 2011; UTZINGER et al., 2003) e 

que a combinação entre fármacos aumentam a atividade farmacológica e diminui o 
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efeito colateral, este trabalho tem como objetivo, a avaliação do efeito combinado 

entre o alcaloide episopiloturina, amida piplartina e a droga de referência 

praziquante e efeitos isolados de análogos da piplartina na atividade contra o 

parasita S.mansoni. 
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Resumo 

 

A esquistossomose é um problema de saúde mundial, e o praziquantel é o único 

fármaco atualmente utilizado para o tratamento. Há alguma evidência de que a 
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monoterapia extensiva de praziquantel pode estar causando resistência do parasita 

ao medicamento. A fim de encontrar tratamentos alternativos, foram avaliados os 

efeitos da combinação de epiisopiloturina (EPI), piplartina (PPT) e praziquantel 

(PZQ). A análise de similaridade destes compostos foi realizada utilizando estruturas 

moleculares optimizadas para comparar a forma e a modelação de carga de 

combinações entre PZQ e EPI ou PPT. A partir destes dados, foi realizada a 

associação in vitro de PZQ-PPT, PZQ-EPI e EPI-PPT e avaliada a atividade destas 

combinações contra o Schistosoma mansoni. Os resultados mostraram atividade 

sinérgica com um índice de combinação (IC) de 0,42 para o tratamento com PZQ-

PPT. As combinações PZQ-EPI e EPI-PPT também apresentaram efeitos sinérgicos, 

com valores de IC de 0,86 e 0,61, respectivamente. As alterações superficiais no 

tegumento de esquistossomas adultos após os tratamentos foram observadas por 

microscopia confocal a laser e microscopia eletrônica de varredura. Adicionalmente, 

a associação de EPI-PPT diminuiu a citotoxicidade quando comparada com ambos 

os compostos isolados em três linhas diferentes de células de mamífero. Assim, 

combinações sinérgicas de PZQ-PPT, PZQ-EPI e EPI-PPT criam a possibilidade de 

doses reduzidas para serem utilizadas contra o Schistosoma mansoni. 

Palavras-chave: Alcaloide; Combinação de fármacos; Piplartina; Epiisopiloturina; 

Praziquantel; Toxicidade; Pilocarpus microphyllus; Schistosoma mansoni. 

Destaques 

• As combinações de PZQ, EPI e PPT são capazes de induzir atividade sinérgica 

contra Schistosoma mansoni 

• As combinações sinérgicas de PZQ, EPI e PPT induziram alterações de superfície 

no tegumento de esquistossomas adultos após os tratamentos 

• Foi observada uma diminuição do efeito citotóxico das combinações sinérgicas em 

células de mamíferos 

1. INTRODUÇÃO 

A esquistossomose é uma doença negligenciada que ocorre amplamente em 

regiões tropicais e subtropicais, e é causada por parasitas do gênero Schistosoma, 

sendo a espécie Schistosoma mansoni a principal causa dessa doença em humanos 

[1]. Os principais sintomas desta doença estão relacionados com a produção de 
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ovos que podem ser encontrados principalmente no fígado e baço. A resposta 

inflamatória mediada pelo sistema imunológico contra estes ovos é o principal fator 

que causa danos ao hospedeiro, e pode levar a uma condição de saúde grave e, 

eventualmente, à morte [1]. Esta parasitose é responsável por 280.000 a 500.000 

mortes anuais, ficando atrás apenas da malária [2,3]. 

O único fármaco utilizado no tratamento e controle da esquistossomose é o 

praziquantel (PZQ). No entanto, após décadas de monoterapia, evidência de 

resistência do parasita ao medicamento foi observada [4], com isto há uma 

necessidade urgente de descobrir novos compostos ou terapias alternativas contra a 

esquistossomose, sendo a combinações de fármacos uma alternativa no tratamento 

desta dença [4,5]. 

Os produtos naturais têm sido considerados como uma fonte de terapias 

alternativas contra várias doenças [6]. Compostos de extratos de plantas são 

candidatos promissores no desenvolvimento de novos medicamentos para o 

tratamento de doenças microbianas e parasitárias [7,8]. Neste sentido, a 

epiisopiloturina (EPI) (3- [hidroxi (fenil) metil] -4 - [(3-metil-1H-imidazol-5-il) -metil] -

tetra-hidrofuran-2-ona), um alcalóide encontrado nas folhas de Pilocarpus 

microphyllus (Rutaceae) [9-11], apresentou in vitro atividade anti-helmíntica na forma 

isolada ou encapsulado em lipossomas [12,13]. Do mesmo modo, a piplartina (PPT) 

(5,6-di-hidro-1 [1-oxo-3- (3,4,5-trimetoxifenil) -trans-2-propenil] -2 (1H) piridina), uma 

amida encontrada em várias espécies de Piper (Piperaceae) [14,15], promove in 

vitro atividade contra formas jovens e adultos de S. mansoni [16,17]. 

As combinações de fármacos como uma abordagem alternativa utilizada na 

terapia de várias doenças têm demonstrado importância clínica devido ao aumento 

na eficácia dos tratamentos, bem como diminuições na toxicidade e resistência aos 

fármacos [18]. As interações entre fármacos são comumente classificadas como 

sinérgicas, aditivas ou antagonistas. O sinergismo pode ocorrer com drogas que têm 

o mesmo mecanismo de ação (um efeito aditivo), que agem por modos diferentes 

(soma) ou que agem em diferentes receptores farmacológicos (potencialização). 

Para definir qual tipo de associação ocorre, os estudos de interação entre fármacos 

comumente são feitos a partir da geração de isobologramas e a determinação do 

índice de combinação (IC) [6,19,20]. 
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O objetivo do presente trabalho é avaliar a atividade antihelmíntica de 

combinações em pares de PZQ, EPI e PPT contra vermes adultos e jovens de 

Schistosoma mansoni, com base na relação entre as características moleculares e 

químicas da molécula, a investigação de alterações morfológicas no parasita e a 

avaliação da citotoxicidade contra células hospedeiras de mamíferos. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Análise de Similaridade Baseada em Ligantes Ativos 
 

O cálculo de similaridade é um método computacionalmente acessível para 

identificar compostos com propriedades semelhantes às de um composto ativo, com 

baseado em certo número de parametros, incluindo as impressões digitais químicas, 

propriedades físico-químicas, bem como características de 2D e 3D [21-23]. 

MolShaCS [24] é um programa desenvolvido em C + + para comparar pequenas 

moléculas baseado em sua forma e polaridade. MolShaCS usa descritores 

implementados no programa Gaussian, para forma molecular e de distribuição de 

carga entre as moléculas para orientar uma otimização sobreposição e para calcular 

índices de similaridade, utilizando o campo de força semi-empírico AMBER FF + 

[25]. 

As cargas atómicas foram calculados utilizando o método AM1, tal como 

implementado no programa Antechamber [26], incluindo desolvatação. Para avaliar 

a similaridade da superfície de contato, os cálculos foram realizados através da 

fixação das coordenadas do PZQ e da otimização da geometria das demais 

moléculas para aumentar a correlação entre elas. Para esta operação foram 

utilizados como variáveis os raios de Van der Walls (VdW), potencial eletrostático 

(Q) e ambos simultaneamente. Os demais parâmetros estruturais calculados foram: 

área de superfície de Van der Waals; Os mapas de potencial eletrostático molecular 

(MEP), o potencial de lipofilicidade molecular (MLP) e a área de superfície polar 

(PSA), utilizando o pacote VEGA [27,28]. 

2.2 Avaliação da características de semelhança entre as moléculas. 
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As características in silico de EPI e PPT foram calculados utilizando o 

programa OSIRIS property explorer [29] para comparar com as características do 

PZQ . Os dados foram gerados on-line no programa Osiris, acessado pelo link 

(http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/ acessado em 1 de outubro de 2014) e 

representado pela semelhança e características entre estas moléculas. A densidade 

de fármaco foi calculada com base numa equação que resume os valores de 

densidade dos fragmentos presentes na molécula sob investigação. Os fragmentos 

foram identificados a partir de uma lista de 5300 fragmentos de infra estrutura 

distintas com escores de toxicidade associada [30]. Os resultados obtidos no 

OSIRIS foram comparados com dados de LogP calculados pelo applet ALOGPS [31] 

(VCCLAB, Laboratório de Química Computacional Virtual, http://www.vcclab.org/ 

acessado em 01 de outubro de 2014). A Figura 1 mostra as estruturas moleculares 

de EPI, PPT e PZQ. 

 

Figura 1. Estruturas químicas dos compostos estudados, com centros quirais em 
rosa. A: Praziquantel, B: Piplartina e C: Epiisopiloturina 

 

2.3 Moléculas. 
 

O EPI foi isolado da produção de biomassa de pilocarpina por folhas de 

jaborandi (Pilocarpus microphyllus), de acordo com o método descrito anteriormente 

[32]. O PPT foi isolado de um extrato de raízes de Piper tuberculatum (Piperaceae), 

que foi submetido a recristalização com metanol para obtenção do sal puro [33]. A 

PZQ foi adquirida da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Preparou-se uma solução de 

reserva (2 mM) para todas as substâncias utilizando dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As plantas foram coletadas e transportadas 

para fins de pesquisa de acordo com a licença ambiental emitida pelo IBAMA, 

número 5763956. 
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2.4 Animais e Parasitas. 
 

A linhagem BH de Schistosoma mansoni foi mantida em caramujos de 

Biomphalaria glabrata e hamsters de Mesocricetus auratus no Instituto Adolfo Lutz 

(São Paulo, Brasil), de acordo com procedimentos padronizados. Métodos 

detalhados para a infecção de moluscos e hamsters, bem como para a recuperação 

de parasitas, foram descritos anteriormente [34]. Resumidamente, os moluscos 

hospedeiros infectados foram expostos à luz durante aproximadamente 3 horas e 

subsequentemente, as cercárias de S. mansoni foram colhidas. Hamsters (idade 3 

semanas, peso 25 g) foram infectados subcutaneamente com 150 cercárias e, 49 

dias após a infecção, amostras adultas de S. mansoni foram recuperadas de cada 

hamster por perfusão com meio RPMI 1640 (Invitrogen, São Paulo) e heparina. Este 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Revisão Institucional do Instituto Adolfo Lutz 

(São Paulo, Brasil, número de aprovação 405/15). Todos os animais foram 

manuseados em estrita conformidade com as boas práticas animais conforme 

definido pelo Comitê de Ética em Uso Animal. 

 

2.5 Schistosomas adultos. 

 

As preparações e cultura de Schistosoma foram realizadas conforme descrito 

anteriormente [35,36]. Resumidamente, os hamsters foram eutanasiados 49 dias 

após a infecção para a recuperação de esquistossomas adultos. Em seguida, foram 

lavados pares de vermes adultos (machos e fêmeas) frescos e colocados numa 

placa de cultura de 24 poços (TPP, St. Louis, MO, EUA) contendo meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco, Brasil) e 200 μg / mL de 

estreptomicina, 200 UI / mL de penicilina (Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil) a 37 ° C 

numa atmosfera de CO2 a 5%. Os esquistossomas adultos foram mantidos 

continuamente no meio (com ou sem drogas) durante 72 h, conforme descrito 

abaixo. 

2.6 Ensaios de combinações de fármacos. 
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A sobrevivência de S. mansoni de 49 dias de idade foi avaliada in vitro após a 

incubação com diferentes concentrações de PPT, EPI e PZQ adicionados 

individualmente ou em combinação [37]. Inicialmente, a concentração letal (LC100) 

que mata todos os esquistossomos dentro de 72 horas de exposição in vitro ao 

fármaco e as concentrações de efeito mediano (LC50) foram avaliadas 

separadamente para PPT, EPI e PZQ. Para os estudos de interação, os compostos 

foram adicionados simultaneamente em doses fixas com base nos valores 

previamente determinados de LC50. Os vermes foram colocados em meio RPMI 

1640 isolado ou com 0,5% de DMSO, como controle negativo; O PZQ foi incubado 

com parasitas durante 72 h a 37°C e 5% de CO2, como controle positivo. As placas 

de cultura foram monitorizadas com um microscópio invertido. A morte do parasita 

foi avaliada qualitativamente com ênfase nas alterações na atividade motora do 

verme e / ou alterações tegumentares [38,39]. Todas as experiências foram 

realizadas em triplicata e foram repetidas pelo menos três vezes. 

2.7. Análise estatística. 
 

Os valores de LC50 foram calculados com o software GraphPad Prism 

(versão 5.0). O Índice de Combinação (IC) e as parcelas de isobolograma foram 

calculadas utilizando o pacote de software CompuSyn. O sinergismo é definido 

como um efeito aditivo mais do que o esperado. Neste método, um valor de IC igual 

a 1,0 indica um efeito aditivo, um valor IC inferior a 1,0 indica sinergismo e um valor 

superior a 1,0 indica antagonismo [40]. 

2.8. Estudos de microscopia. 

 

Para observar alterações morfológicas no tegumento do parasita, o S. 

mansoni adulto foi monitorado usando um microscópio confocal de varredura a laser 

seguindo procedimento padrão previamente descrito [37]. Resumidamente, após o 

período de tratamento com fármaco (72 h) ou após a morte, os parasitas foram 

fixados numa solução de formalina-ácido acético-álcool (FAA) e analisados 

utilizando um microscópio confocal (LSM 510 META, Carl Zeiss, Standorf Göttingen, 

Vertrieb, Alemanha) a 488 nm de excitação e 505 nm de emissão [37]. A solução 

FAA consiste numa mistura de formaldeído, ácido acético, etanol aquoso a 95% e 

água destilada (9/2/30/59, v / v). Não foi necessário fluoróforo para capturar 
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imagens, uma vez que os esquistossomos são auto fluorescentes e que a 

fluorescência é aumentada quando os parasitas estão na solução FAA. [7,13,37,38]. 

A fim de resolver mais detalhes de alterações no tegumento, utilizou - se 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para SEM, os parasitas foram 

inicialmente fixados na solução FAA. Em seguida, a FAA foi removida e substituída 

duas vezes por um fixador secundário, tetróxido de ósmio (OsO4) em tampão de 

cacodilato de sódio 100 mM, pH 7,3, seguido de incubação durante 2 h com 

agitação suave. O tampão de cacodilato de sódio foi então substituído duas vezes 

com água ultrapura. As amostras foram então secas ao ar a partir de água sobre fita 

adesiva de carbono, revestidas com ouro-paládio para condutividade, e formadas 

por imagem no SEM. O SEM foi uma quantidade de FEI 400 SEM, operando em 

modo de elétron secundário. As amostras foram fotografadas com uma distância de 

trabalho de 10-15 mm e uma tensão de aceleração de 15 kV. 

2.9. Avaliação citotóxica. 
 

Os testes de citotoxicidade utilizaram a estirpe celular VERO que se originou 

a partir de rim de macaco, células MDCK de rim canino e células L929 originárias de 

fibroblastos de camundongo. Os ensaios foram realizados utilizando o método de 

coloração com violeta cristal tal como descrito anteriormente [41]. Nas experiências, 

as células foram colocadas para crescer em placas de cultura de 96 poços 

(inoculação inicial de 2 × 105 células / mL). Após 24 horas, com camadas de células 

confluentes, os compostos foram adicionados e depois divididos em quatro grupos, 

seguido por uma diluição em série dupla. As placas foram incubadas durante 48 

horas a 37 ° C numa atmosfera de CO2 a 5%. Posteriormente, as amostras foram 

coloridas com 100 μL de solução cristal violeta (0,2%) durante 15 minutos e lavadas 

com água. Neste processo, as células não aderidas (com falta de viabilidade) foram 

removidas. Após secagem à temperatura ambiente, as placas foram observadas no 

microscópio invertido. Todos os poços de teste foram então fotografados utilizando 

uma lente objetiva 40x, e a imagem completa da célula foi focada e centrada. Depois 

disso, foi aplicada uma ampliação de 400x; focalizando-se na parte central do fundo 

de cada poço e a fotomicrografia foi tirada. 

Para avaliação quantitativa, foram utilizadas células Vero. Neste caso, foi 

adicionado 99% de etanol nas placas de cultura preparadas como acima 
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mencionado e a absorbância foi medida a 595 nm num leitor de microplacas de 

acordo com um procedimento previamente descrito [42]. 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Similaridade em pares. 
 

Os pares considerados foram PZQ-PPT, PZQ-EPI e PPT-EPI. PPT e EPI as 

quais pertencem a uma classe molecular diferente daquela de PZQ. Para investigar 

as diferenças entre eles, foi realizada uma análise estrutural para calcular a área de 

superfície vdW (vdW), a superfície do potencial eletrostático molecular (MEP), a 

superfície do potencial de lipofilicidade molecular (MLP) e a área de superfície polar 

(PSA), utilizando o pacote VEGA (Mostrados na Tabela 1 e S1). Os valores LogP de 

PZQ, PPT e EPI foram preditos utilizando o método ChemAxon. A similaridade 

global de PPT e EPI com PZQ foi calculada e os resultados para os dois compostos 

foram de 81% e 74% de similaridade, respectivamente. Com PPT como o composto 

fixo, PZQ e EPI mostraram valores de 90% e 88% de similaridade respectivamente. 

Quando o EPI foi fixado, os resultados mostraram valores de 74% para PZQ e 88% 

para PPT. A superposição entre PZQ, PPT e EPI é mostrada na Figura 2. Apesar 

das diferenças significativas na área de superfície, a diferença mais importante entre 

PZQ e PPT diz respeito à área de superfície polarizada topológica (TPSA), que é 

maior em PPT, enquanto suas superfícies hidrofóbicas são proporcionalmente 

iguais, evidenciando que eles poderiam potencialmente ser acomodados no mesmo 

local de destino. 

 

Figura 2. Superposição entre os três compostos, relacionando o raio vdW 1, o 
potencial eletrostático 2 e o potencial combinatório vdW / eletrostático. PZQ mostra 
em vermelho; PPT em azul; EPI em verde. 
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3.2 Avaliação de semelhança entre as moléculas. 
 

Os fragmentos presentes nas moléculas foram comparados com uma 

biblioteca de fragmentos de subestrutura para determinar as características de 

toxicidade para cada uma das três moléculas estudadas [43]. A característica de 

similaridade de fármaco pode prever qualitativamente a biodisponibilidade de um 

composto e foi calculada através da combinação de semelhança com fármaco, 

LogP, solubilidade prevista e peso molecular. Conforme ilustrado na Tabela 1 e S1, 

o EPI e o PPT foram preditos que tinham similaridade de fármaco entre si, e ambos 

eram superiores ao PZQ. Isto pode ser compreendido com base na maior 

flexibilidade de EPI e PPT do que de PZQ. PZQ é considerado um fármaco seguro, 

no entanto, o PZQ em doses muito elevadas (ratos albinos que receberam 1500 mg 

/ kg por semana durante 6 semanas) apresentou hepatotoxicidade [44]. In vitro, o 

PZQ foi citotóxico em concentrações muito elevadas (30 a 120 μg / mL) [45]. 

 

Tabela 1. Avaliação de Similaridade e Semelhança de Drogas. 

 PZQ PPT EPI 

VdW surface area (Probe 

radius: 1.40) 

523.8 Å² 

(ds=12.9Å) 

565.2 Å² 

(ds=13.4Å) 

457.9 Å² 

(ds=12.1Å) 

Molecular electrostatic potential 

- MEP surface  

331.6 Å² 

(ds=10.3Å) 

344.9 Å² 

(ds=10.5Å) 

310.4 Å² 

(ds=9.9Å) 

Molecular Lipophilicity potential 

- MLP surface  

541.9 Å² 

(ds=13.1Å) 

587.2 Å² 

(ds=13.7Å) 

468.3 Å² 

(ds=12.2Å) 

Polar Surface area - PSA surface  
62.8 Å² 

(apolar=461.0Å²) 

94.6 Å² 

(apolar=470.6Å²) 

124.4 Å² 

(apolar=333.5Å²) 

Similarity (%) 

VdW 100 81 74 

Electrostatic 100 28.1 32.5 

VdW + Elect 100 68.9 67.3 

DrugLikeness  -0.094 3.8 4.05 

LogP  2.62 2.49 1.22 

TPSA  40.62 65.07 64.35 
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(TPSA: Topological Polar Surface 

Area, ds: dot size; VdW: Van der 

Waals radii) 

 

  

 

 

3.3. Isolamento e Caracterização. 
 

  A extração de 10 g de extrato bruto de P. microphyllus produziu cerca de 3 g 

de EPI puro. O EPI isolado foi identificado por comparação com o EPI padrão 

usando HPLC de cromatografia líquida de alta eficiência. Além disso, a detecção de 

um pico molecular de íon m / z de 287 Da em espectrometria de massa foi utilizado 

para confirmar a molécula de EPI [13,32]. Obteve-se PPT puro após subsequente 

cristalização de extratos de metanol a partir de raízes de P. tuberculatum e a 

molécula foi confirmada por comparação do tempo de retenção em HPLC com uma 

amostra padrão, além de espectrometria de massa (MS) e ressonância magnética 

nuclear [33]. 

3.4. Ensaio de fármaco único contra S. mansoni. 

 

As concentrações letais (LC100) de fármacos isolados que causam morte 

contra S. mansoni de 49 dias de idade dentro de 72 horas de exposição a drogas in 

vitro e as concentrações de efeito mediano (LC50) foram determinadas para PPT, 

EPI e o fármaco de referência PZQ. Os resultados estão apresentados na Tabela 2. 

Com base nos valores de LC50 e LC100, o PPT tem uma atividade 

consideravelmente mais elevada do que o EPI contra S. mansoni, reduzindo a 

motilidade e provocando morte em concentrações inferiores a 10 μM, enquanto EPI 

requer concentrações superiores a 500 μM. Por outro lado, PZQ mostrou eficácia em 

concentrações mais baixas, mostrando uma LC100 inferior a 3 μM. Os valores LC50 

e LC100 foram mais tarde utilizados para a avaliação dos efeitos das combinações 

em pares de PPT, EPI e PZQ. 

Tabela 2. Efeito esquistossomicida da amida piplartina (PPT), do alcalóide 
epiisopiloturina (EPI) e do fármaco de referência praziquantel (PZQ) contra o 
Schistosoma mansoni após 72 horas. Os valores representam a concentração letal 
encontrada para 50 ou 100% (LC50 e LC100) 



 

92 
 

Piplartina Epiisopiloturina Praziquantel 

LC50 (µM) LC100 (µM) LC50 (µM) LC100 (µM) LC50 (µM) LC100 (µM) 

7.87 9.45 611.61 698.83 1.26 2.96 

 

3.5. Efeito das combinações PPT-EPI contra S. mansoni. 

 

A Tabela 3 mostra os efeitos combinados in vitro da amida PPT com o 

alcaloide EPI contra o verme adulto S. mansoni. De acordo com estes resultados, o 

sinergismo entre os dois compostos foi observado em algumas das concentrações 

testadas. De fato, metade das concentrações testadas apresentou efeitos sinérgicos 

e metade dos efeitos não sinergéticos (ver Tabela S2, informação de suporte). Por 

exemplo, não se observou morte em vermes adultos de S. mansoni tratados com 

PPT (3B) de 1,98 μM sozinho ou EPI 3C de 305,80 μM sozinhos, enquanto a 

combinação destes dois compostos era mais eficiente do que as suas doses únicas, 

matando todos os vermes. Como esperado, foram observadas alterações 

tegumentares (ruptura do tubérculo, com retração e erosão severa, e colapso de 

tecido) em esquistossomas adultos quando foram combinados 1,98 μM de PPT e 

305,8 μM de EPI (Figura 3D). Como mencionado anteriormente, essas doses 

individuais tiveram alguns efeitos na morfologia do tegumento (buracos no caso de 

PPT e mudanças na morfologia do tuberculo com EPI), mas os efeitos dos dois 

fármacos juntos foram consideravelmente maiores.  As imagens na figura 6D e 6E, 

que mostram algumas áreas sem tubérculos visíveis (à esquerda da imagem). Os 

dados de SEM confirmam este resultado, mostrando alterações tegumentares 

brutas, que foram maiores nos vermes tratados com a combinação dos dois 

fármacos do que os tratados com os fármacos isolados (Figura 6H). A Figura 7A 

ilustra o efeito da dose de combinação utilizando um isobolograma. As combinações 

de PPT-EPI mostraram efeito sinérgico sobre S. mansoni adulto, com valores de IC 

inferiores a 1,0 (IC 0,61). Note-se que embora a Tabela 3 mostre apenas os 

resultados selecionados, muitas combinações diferentes de PPT e EPI foram 

testadas, e os resultados restantes estão incluídos na Tabela S2 (informações 

suplementares). 
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Tabela 3. Efeito da piplartina (PPT) e da epiisopiloturina (EPI) em adultos 
Schistosoma mansoni de 49 dias de idade após 72 horas. 

 

Razão testada 
Piplartina 

(vermes mortos)
a  

Epiisopiloturina  

(vermes mortos)
 a
 

Piplartina + 

Epiisopiloturina 

(Vermes mortos)
 a
 

 

CI* 

 

0.25LC50:LC50 

 

1.98
b 

(0%) 

 

611.61
 b

  

(50%) 

 

1.98 + 611.61
 b

  

(100%) 

 

1.08 

0.25LC50:0.5LC50 1.98
 b
 

(0%) 

305.80
 b
 

(0%) 

1.98 + 305.80
 b

  

(100%) 

0.61 

0.125LC50:LC50 0.99
 b
 

(0%) 

305.80
 b

  

(50%) 

0.99 + 305.80
 b

  

(50%) 

0.63 

         a Porcentagem  relativa de 20 vermes investigada. 
          b Valores expressos em concentrações micromolar. 
       * Um valor do índice combinado (IC) menos que 1.0 indica sinergismo. 

 

 

Figura 3.  Microscopia confocal de varredura a laser para investigação de vermes 
adulto de S. mansoni tratados com amida piplartina e alcalóide epiisopiloturina 
administrado individualmente e em combinações.Vermes machos adultos foram 
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fixados em solução de FAA e as imagens fluorescentes foram obtidas por 
microscopia confocal. (A) Controle negativo contendo RPMI 1640 com 0,5% de 
DMSO. (B):Estrutura tegumentar de um verme macho tratado com 1,98 µM piplartina 
sozinho. (C): Estrutura tegumentar de um verme macho tratado com 305,8 µM 
epiisopiloturinea. (D): Danos extensivos no tegumento observado no verme macho 
resultante de uma combinação de 1,98 µM piplartina mais 305,8 µM epiisopiloturina 
(0.25LC50: 0.5LC50, respectivamente). Barras de escala 50 µM. 

 

 

3.6. Efeito das combinações PPT-PZQ contra S. mansoni. 

 

Alguns resultados que ilustram os efeitos na sobrevivência de vermes adultos 

de S. mansoni de exposição a PPT combinados com PZQ simultaneamente são 

mostrados na Tabela 4. A combinação de PPT com PZQ foi mais eficiente do que 

cada composto sozinho. A análise de IC mostrou uma atividade antiesquistossomica 

sinérgica de PPT e PZQ com valores de IC inferiores a 1,0 (Tabela 4). De fato, a 

quase todas as concentrações testadas, foram encontrados efeitos sinérgicos (ver 

Tabela S3, informação de apoio). Por exemplo, não se observou morte em vermes 

adultos de S. mansoni tratados com PPT de 1,98 μM (figura 4C) isoladamente, 

enquanto na mesma concentração foi observada diminuição da atividade motora e 

100% dos parasitas morreram quando O PZQ foi combinado com o PPT em 

concentrações acima de 0,315 μM. Curiosamente, a combinação de 1,98 μM de PPT 

e 0,63 μM de PZQ matou 100% dos parasitas, embora estes compostos isolados 

não tivessem efeito observado nestas concentrações. Nos dados de CLSM, quando 

os dois compostos foram combinados a 0,63 e 198 μM, foram observados danos 

tegumentares extensivos ao longo da superfície do verme (Fig. 4D). Os danos 

incluíram ruptura de tubérculos, com encolhimento e erosão severa, e colapso de 

tecido. Nas imagens dos compostos isolados, foram observadas apenas pequenas 

alterações (aparência de furos). Os dados de SEM confirmam estes dados, com as 

alterações nos compostos individuais (Figura 6B e 6E), mostrando alterações 

relativamente pequenas. Este foi especialmente o caso do PZQ, como mencionado 

anteriormente, enquanto o PPT a 1,98 μM alterou a estrutura do tubérculo e levou à 

perda de espinhas. A combinação destes dois fármacos, no entanto, leva a grandes 

alterações na morfologia, com tubérculos mal visíveis, e encolhimento do tegumento 

(figura 6F). A sinergia entre os dois compostos foi também indicada nos 

isobologramas (Figura 7B). Note-se que embora a Tabela 4 mostre apenas os 
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resultados selecionados, muitas combinações diferentes de PPT e PZQ foram 

testadas, e os resultados restantes estão incluídos na tabela S3 (informações 

suplementares). 

Tabela 4. Efeito da piplartina (PPT) e praziquantel (PZQ) em Schistosoma mansoni 
adulto de 49 dias de idade após 72 horas. 

 

Razão testada 

 

       Piplartina 

(vermes mortos)
a
 

 

Praziquantel  

 (vermes mortos)
 a
 

 

Piplartina + 

Praziquantel  

(vermes mortos)
 a
 

 

CI* 

 

0.25LC50:LC50 

 

1.98
b 

(0%) 

 

1.26
 b
 

(50%) 

 

1.98
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

 

0.63 

0.25LC50:0.5LC50 1.98
 b
 

(0%) 

0.63
 b
 

(0%) 

1.98
 b

 + 0.63 
b
 

(100%) 

0.42 

0.25LC50:0.25LC50 1.98
 b
 

(0%) 

0.315
 b
 

(0%) 

1.98
 b

 + 0.315
 b
  

(50%) 

0.50 

         a Porcentagem  relativa de 20 vermes investigada. 
          b Valores expressos em concentrações micromolar. 
       * Um valor do índice combinado (IC) menos que 1.0 indica sinergismo. 
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Figura 4.Microscopia confocal de varredura a laser para investigação de vermes 
adulto de S. mansoni tratados com praziquantel e amida piplartina administrado 
individualmente e em combinações.Vermes machos adultos foram fixados em 
solução de FAA e as imagens fluorescentes foram obtidas por microscopia confocal. 
(A) Controle negativo contendo RPMI 1640 com 0,5% de DMSO. (B):Estrutura 
tegumentar de um verme macho tratado com o,63 µM praziquantel sozinho. (C): 
Estrutura tegumentar de um verme macho tratado com 1,98 µM piplartina. (D): 
Danos extensivos no tegumento observado no verme macho resultante de uma 
combinação de 0,63 µM praziquantel mais 1,98 µM piplartina (0.25LC50:0.5LC50, 
respectivamente). Barras de escala 50 µM. 

3.7. Efeito das combinações EPI-PZQ contra S. mansoni. 

 

A atividade do EPI contra o verme de S. mansoni adulto de 49 dias de idade 

foi avaliada in vitro utilizando diferentes concentrações do alcaloide, pelo que a taxa 

de mortalidade foi observada ao longo do tempo de incubação de 72 horas. A 

combinação de EPI e PZQ foi testada, bem como diferentes proporções dos dois 

fármacos. Os resultados estão apresentados na Tabela 5. Foi observado que as 

doses 305,80 μM e 1,26 μM, com IC 0,86 apresentaram efeito sinérgico contra o 

parasita. A sinergia entre os dois compostos também é indicada no isobolograma 

(Figura 7C). Nesta proporção (metade da CL50 do EPI, com a CL50 cheia de PZQ), 

observou-se morte de verme a 100%, enquanto nas duas outras proporções 
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apresentadas na Tabela 5, ambas contendo menos que a LC50 de PZQ, foram 

observados efeitos sinérgicos (IC menor ou igual a 1). De fato, para EPI e PZQ. Os 

efeitos sinérgicos só foram observados em uma concentração (ver quadro S4, 

Informação de apoio). 

  Considerando a atividade antiesquistossomica sinérgica desta combinação 

EPI-PZQ, o efeito de compostos sozinhos ou em combinação no tegumento do 

parasita foi avaliado utilizando CLSM e SEM (Fig. 5 e Fig. 6, respectivamente). De 

forma semelhante aos dados de mortalidade, apenas danos tegumentares leves 

foram observados em vermes adultos de S. mansoni tratados com PZQ de 1,26 μM 

sozinhos. Neste caso, o tegumento apareceu intacto nos dados do CLSM (figura 

5B), e o SEM foi necessário para ver mudanças mais sutis (Figura 6C), incluindo 

pequenos buracos na superfície do tegumento e tubérculos ligeiramente deprimidos. 

Alterações semelhantes foram também observadas à menor concentração de PZQ 

testada (0,63 μM, figura 6B). No entanto, os dados CLSM não mostraram quaisquer 

alterações globais significativas. Por outro lado, as alterações no tegumento 

causadas por 305,8 μM de EPI foram um pouco mais significativas, incluindo 

alterações morfológicas nos tubérculos e perda das espinhas nos tubérculos (Fig. 

5C). A perda de espinhos também é aparente a partir dos dados do CLSM, embora 

não tão clara, e a morfologia global parecia semelhante ao controle. 

Em contraste, quando os dois compostos foram combinados nas mesmas 

concentrações, foram observados danos tegumentares extensivos ao longo da 

superfície do verme no CLSM (Fig. 5D). Estes incluíram erosão, furos e alterações 

globais na morfologia do tegumento (Figs 5D e 6G). Mais uma vez, a combinação de 

EPI e PZQ conduziu a efeitos maiores do que os compostos individuais na mesma 

concentração. Note-se que embora a Tabela 5 mostre apenas resultados 

selecionados, foram testadas muitas combinações diferentes de EPI e PZQ, e os 

resultados restantes estão incluídos na tabela S4 (informações suplementares). 

 

Tabela 5. Efeito da epiisopiloturina (EPI) e praziquantel (PZQ) em Schistosoma 
mansoni adulto de 49 dias de idade após 72 horas. 

 

Razão testada 

Epiisopiloturina  

(vermes mortos) 
a 

Praziquantel  

 (vermes mortos)
 

Epiisopiloturina + 

Praziquantel  

 

CI* 
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a
 (vermes mortos)

 a
 

 

LC50:0.25LC50 

 

611.61
b 

(50%) 

 

0.315
 b
 

(0%) 

 

611.61
 b

 + 0.315
 b
  

(50%) 

 

1.25 

0.5LC50:LC50 305.80
 b
 

(0%) 

1.26
 b
 

(50%) 

305.80
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

0.86 

0.5LC50:0.5LC50 305.80
 b
 

(0%) 

0.63
 b
 

(0%) 

305.80
 b

 + 0.63
 b
  

(0%) 

1.00 

        
 a Porcentagem  relativa de 20 vermes investigada. 

          b Valores expressos em concentrações micromolar. 
       * Um valor do índice combinado (IC) menos que 1.0 indica sinergismo. 

 

 

Figura 5.Microscopia confocal de varredura a laser para investigação de vermes 
adulto de S. mansoni tratados com praziquantel e alcalóide epiisopiloturina 
administrado individualmente e em combinações. Vermes machos adultos foram 
fixados em solução de FAA e as imagens fluorescentes foram obtidas por 
microscopia confocal. (A) Controle negativo contendo RPMI 1640 com 0,5% de 
DMSO. (B):Estrutura tegumentar de um verme macho tratado com 1,26 µM 
praziquantel sozinho. (C): Estrutura tegumentar de um verme macho tratado com 
305,8 µM epiisopiloturina. (D): Danos extensivos no tegumento observado no verme 
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macho resultante de uma combinação de 1,26 µM praziquantel mais 305,8 µM 
epiisopiloturina (0.5LC50:LC50, respectivamente). Barras de escala 50 µM. 

 

 

Figura 6. Imagem por SEM do tegumento dorsal de vermes machos de S. mansoni, 
todas as imagens mostram um sinal eletrônico secundário. A: Controle. Vermes 
tratados com: B: 0,63 μM PZQ; C: 1,26 μM PZQ; D: 306 μM de EPI; E: 1,98 pM PPT; 
F: Combinação de 0,63 μM de PZQ e 1,98 μM de PPT; G: Combinação de PZQ de 
1,26 μM e EPI de 306 μM; H: Combinação de PPT de 1,98 μM e EPI de 306 μM. As 
barras de escala nas imagens principais representam 20 μm, e na inserção 2 μm. 
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Figura 7.Isobologramas para efeito combinado de PPT e EPI (A), PPT e PZQ (B), 
EPI e PZQ (C) contra Schistosoma mansoni. Fa: fração afetada. Círculo: Fa = 0,5. 
Quadrado: Fa = 0,75. Triângulo: Fa = 0,9. 

3.8. Avaliação de citotoxicidade. 
 

A avaliação da citotoxicidade de EPI, PPT e PZQ, isoladamente ou em 

combinação, foi realizada contra células Vero, L929 e MDCK. Os resultados 

mostraram que não houve alteração morfológica significativa nas linhas celulares 

após a exposição ao EPI, PPT e PZQ isoladamente ou em combinação (Fig. 8A-8L). 

Adicionalmente, foi feita uma avaliação quantitativa do efeito dos fármacos sobre a 

viabilidade celular. Neste caso, tomando as células Vero como exemplo, as células 

permaneceram viáveis ao longo do tempo (72 h) e, deste modo, não se observou 

qualquer sinal de citotoxicidade com fármacos isolados ou em combinação (Figura 

8M). 
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Figura 8. Avaliação morfológica dos efeitos nas células VERO (8A a 8D), L929 (8E a 
8H) e MDCK (8I a 8M) sob coloração violeta de cristal após 72 horas de incubação, 
expostas a: controle de crescimento de células A. VERO; B. EPI - 57600 μM; C. PPT 
- 9,4 uM; D. Combinação de EPI e PPT; E. L929 controle do crescimento celular; F. 
EPI - 57600 μM; G. PPT - 9,4 uM; H. Combinação de EPI e PPT; I. Controle do 
crescimento das células MCDK; J. EPI-57600 uM ; K. PPT - 25,21 uM; L. 
Combinação de EPI e PPT. Escala base, 10 μm. M. Viabilidade celular de células 
tipo VERO. 
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4. DISCUSSÃO. 

 

Os objetivos do uso de dois ou mais fármacos para tratar a esquistossomose 

são o aumento da eficácia do fármaco, a redução da resistência, o uso de doses 

individuais menores e a redução dos efeitos colaterais de cada fármaco [46]. Por 

conseguinte, os compostos EPI, PPT e PZQ foram testados in vitro contra vermes 

adultos de Schistosoma mansoni, de modo a determinar a LC50 e LC100 do isolado 

e do composto combinado. O índice de combinação foi também determinado e os 

isobologramas foram plotados para avaliar se a combinação destes fármacos era 

sinérgica, aditiva ou antagônica  

As quatro propriedades físico-químicas associadas à "regra de cinco" de 

Lipinski foram calculadas para EPI, PPT e PZQ [47]. Esta regra é um guia comum 

para identificar moléculas com potenciais propriedades farmacocinéticas [48,49]. Os 

parâmetros avaliados incluem um peso molecular inferior a 500 Da, Log P 

(coeficiente de partição) inferior a 5, doadores de ligação de hidrogénio inferiores a 5 

e menos de 10 aceitadores de ligação de hidrogénio. Um maior LogP indica uma 

preferência para interações hidrofóbicas [50-52]. Considerando os cálculos de 

similaridade entre os compostos, verificou-se que a similaridade geral de PZQ para 

EPI é maior do que é para PPT. Além disso, o cálculo da semelhança do EPI com 

PZQ e PPT confirmou novamente que a similaridade mais importante foi entre PZQ 

e EPI. 

Por outro lado, o sinergismo entre fármacos não é um resultado simples de 

que uma das drogas combinadas apresenta lipofilicidade, mas depende da 

lipofilicidade de ambos os fármacos em um par de drogas. O logaritmo do 

coeficiente de partição entre n-octanol e água tem sido amplamente utilizado nos 

estudos de relação quantitativa estrutura atividade (QSAR) como parâmetro principal 

para a caracterização da lipofilicidade [53,54]. O mecanismo de ação do PZQ não é 

claro, com um alvo desconhecido. Portanto, foi escolhido um método de predição 

independente do alvo, proposto por Yilancioglu e colaboradores de trabalho [55]. 

Foram realizados cálculos baseados em superfícies de áreas polares para analisar 

as interações medicamentosas em pares e para prever como os compostos 

lipofílicos se comportariam em ensaios de sinergismo. Em testes preliminares de 

PPT versus EPI, a densidade eletrônica das nuvens π dos anéis aromáticos destes 
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compostos sobrepõe-se, sugerindo que a parte hidrofóbica da molécula pode ser 

responsável pelo aumento da atividade. A lipofilicidade destas moléculas são 

altamente semelhantes como indicado pelo potencial de lipofilicidade molecular, 

LogP virtual. De acordo com estes resultados, a EPI é um excelente composto para 

estudos posteriores. A regra de cinco de Lipinski sugere que a EPI pode ser 

adequada para ser administrado pela via oral em outras aplicações potenciais. 

Baseado nestes dados pode-se sugerir a razão para a melhor interação que está 

sendo observado no caso entre PPT-PZQ. Estes compostos tinham valores de LogP 

muito semelhantes, sugerindo que ambos os compostos poderiam atuar de forma 

semelhante. 

A atividade in vitro contra formas jovens e adultas do parasita S. mansoni foi 

previamente observada para uma combinação de PPT e do péptido DS-01 [37]. 

Resultados semelhantes foram também relatados para combinações de PZQ-

mefloquina; PZQ-artemisinina e PZQ-oxamniquina [56, 57]. Portanto, as atividades 

in vitro de combinações de PPT e PZQ; EPI e PZQ; E EPI e PPT contra os vermes 

adultos de S. mansoni foram determinados pela medida de LC50 e LC100. A 

associação entre EPI e PZQ a 305,80 μM e 1,26 μM, respectivamente, mostrou 

atividade antiesquistossoma, o que não foi observado quando estes fármacos foram 

testados sozinhos nas mesmas concentrações. 

A combinação de PPT (0,63 μM) e PZQ (1,98 μM) causou a morte de todos 

os vermes S. mansoni com IC 0,42 (Tabela 4), mostrando forte sinergia entre os 

compostos. Também se observou forte sinergia nas outras proporções destes dois 

compostos testados. Foram observadas fortes alterações no tegumento do parasita 

na presença de ambos os compostos, mostrando mais efeitos do que quando os 

fármacos foram utilizados isoladamente (Figuras 4D e 6F). A combinação de PPT e 

EPI in vitro foi também mais eficiente do que os compostos isolados na maioria das 

razões testadas (Tabela 3). Estudos anteriores relataram que o EPI tem atividade in 

vitro contra vermes adultos e jovens de S. mansoni e atividade em vermes adultos 

do parasita quando o EPI foi encapsulado em lipossomas [12,13]. Dados anteriores 

mostraram que o PPT tem atividade contra vermes adultos e jovens de S. mansoni 

em diferentes estágios e reduz consideravelmente sua oviposição [16, 17, 37]. Os 

dados aqui apresentados indicam um forte efeito do PPT contra vermes adultos, 



 

104 
 

mesmo a baixas concentrações. Assim, PPT é mais eficiente do que EPI em todas 

as fases do parasita [13, 16, 17]. 

O tegumento dos parasita é geralmente considerado de grande importância 

na absorção de nutrientes, funções secretoras e proteção parasitária contra o 

sistema imunológico do hospedeiro [58,59]. Além disso, tem sido considerado como 

alvo principal para drogas antiesquistossoma. Para determinar se os tratamentos 

foram capazes de afetar o tegumento e a superfície externa dos vermes, a 

morfologia dos vermes tratados foi avaliada por duas técnicas microscópicas 

diferentes: microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) e microscopia 

eletrônica de varredura (SEM). No presente estudo, as combinações PZQ-EPI, PZQ-

PPT e PPT-EPI causaram danos extensos ao tegumento na superfície dos vermes 

quando observados pelo CLSM e SEM, resultando em alterações significativas na 

morfologia geral do parasita. Estas alterações foram maiores do que quando cada 

composto foi utilizado sozinho. Assim, estes resultados confirmaram o efeito 

sinérgico induzido por PPT-PZQ e PPT-EPI, bem como o efeito aditivo induzido por 

EPI-PZQ. Relatos anteriores mostraram que o EPI e o PPT promovem alterações 

graves no tegumento do parasita S. mansoni causando a morte [13,16,17,37]. O EPI 

na concentração mais elevada (5760 μM) não causou alterações na morfologia 

celular. 

Os fármacos isolados ou em combinação não apresentaram qualquer sinal de 

citotoxicidade nos tipos de células de mamífero VERO, MDCK e L929, em 

comparação com os efeitos de PPT isoladamente, o que pode ser observado na 

Figura 8, estudos anteriores relataram que EPI não apresentou citotoxicidade para 

células vero ou para macrófagos peritoneais de ratos [13] e que PPT em baixas 

concentrações também não eram tóxicos para células tipo VERO [17]. Estes 

resultados sugerem que as combinações destes fármacos em concentrações mais 

baixas podem ser mais seguras e mais eficazes. 

CONCLUSÕES. 

Este trabalho demonstra que as combinações de fármacos in vitro PZQ-EPI, 

PPT-PZQ e PPT-EPI apresentaram atividade anti-helmíntica contra vermes adultos 

de S. mansoni. Apresentando um importante efeito sinérgico, especialmente para a 

combinação entre PPT e PZQ, sugerindo que estas combinações indicam um 
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tratamento antiesquistossoma eficaz promissor. A epiisopiloturina e a piplartina 

ainda não foram autorizadas para utilização em seres humanos, o que abre o 

caminho para estudos in vivo que podem indicar a utilização combinada destes 

compostos na terapia da esquistossomose em comparação com o tratamento atual 

com PZQ, promovendo efeitos biológicos contra o parasita e apresentando uma 

baixa toxicidade. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR. 

Tabela S1. Parâmetros adicionais calculados das três moléculas estudadas 

 PZQ  PPT EPI 

Solubilidade -2.41 -2.39 -1.52 

Score-Droga 0.391 0.89 0.94 

H Aceptores  4 6 5 

H Doadores  0 0 1 

Capacidade Livre de Rotação 1 5 4 
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Tabela S2. Efeito da amida piplartina e alcalóide epiisopiloturina em vermes machos 
adulto de S.mansoni com 49 dias de idade após 72 horas. 

 

Razão testada 
PPT 

(vermes mortos)
 a
 

EPI  

(vermes mortos)
 a
 

PPT + EPI 

(vermes mortos)
 a
 

IC* 

LC50:LC50 7.87
 b

  

(50%) 

611.61
 b
 

(50%) 

7.87
 b

 + 611.61
 b
  

(100%) 

1.71 

LC50:0.5LC50 7.87
 b
 

(50%) 

305.80
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 305.80
 b
  

(100%) 

1.27 

LC50:0.25LC50 7.87
 b

  

(50%) 

152.90
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 152.90
 b
  

(100%) 

1.05 

LC50:0.125LC50 7.87
 b

  

(50%) 

76.45
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 76.45
 b
  

(100%) 

0.94 

LC50:0.0625LC50 7.87
 b

  

(50%) 

38.22
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 38.22
 b
  

(50%) 

1.06 

0.5LC50:LC50 3.94
 b
 

(0%) 

611.61
 b
 

(50%) 

3.94
 b

 + 611.61
 b
  

(100%) 

1.29 

0.5LC50:0.5LC50 3.94
 b
 

(0%) 

305.80
 b
 

(0%) 

3.94
 b

 + 305.80
 b
  

(100%) 

0.85 

0.5LC50:0.25LC50 3.94
 b
 

(0%) 

152.90
 b
 

(0%) 

3.94
 b

 + 152.90
 b
  

(100%) 

0.63 

0.5LC50:0.125LC50 3.94
 b
 76.45

 b
 3.94

 b
 + 76.45

 b
  0.63 
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(0%) (0%) (50%) 

0.25LC50:LC50 1.98
 b
 

(0%) 

611.61
 b

  

(50%) 

1.98
 b

 + 611.61
 b
  

(100%) 

1.08 

0.25LC50:0.5LC50 1.98
 b
 

(0%) 

305.80
 b
 

(0%) 

1.98
 b

 + 305.80
 b
  

(100%) 

0.61 

0.125LC50:LC50 0.99
 b
 

(0%) 

305.80 
b
 

(50%) 

0.99
 b

 + 305.80
 b
  

(50%) 

0.63 

        
 a Porcentagem relativa de 20 vermes investigada. 

          b Valores expressos em concentrações micromolar. 
       * Um valor do índice combinação (IC) menor que 1.0 indica sinergismo. 
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Tabela S3. Efeito da piplartina e praziquantel em vermes machos adulto de 
S.mansoni com 49 dias de idade após 72 horas. 

Razão testada PPT  

(vermes mortos)
a
  

PZQ  

(vermes mortos)
 a

 

PPT + PZQ 

 (vermes mortos)
 a

 

IC* 

LC50:LC50 7.87
 b

  

(50%) 

1.26
 b
 

(50%) 

7.87
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

1.2

6 

LC50:0.5LC50 7.87
 b
 

(50%) 

0.63
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 0.63
 b
  

(100%) 

1.0

4 

LC50:0.25LC50 7.87
 b

  

(50%) 

0.315
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 0.315
 b
  

(100%) 

0.9

4 

LC50:0.125LC50 7.87
 b

  

(50%) 

0.158
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 0.158
 b
  

(100%) 

0.8

9 

LC50:0.0625LC50 7.87
 b

  

(50%) 

0.79
 b
 

(0%) 

7.87
 b

 + 0.79
 b
  

(50%) 

0.9

6 

0.5LC50:LC50 3.94
 b
 

(0%) 

1.26
 b
 

(50%) 

3.94
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

0.8

4 

0.5LC50:0.5LC50 3.94
 b
 

(0%) 

0.63
 b
 

(0%) 

3.94
 b

 + 0.63
 b
  

(100%) 

0.6

3 

0.5LC50:0.25LC50 3.94
 b
 

(0%) 

0.315
 b
 

(0%) 

3.94
 b

 + 0.315
 b
  

(100%) 

0.5

2 

0.25LC50:LC50 1.98
 b
 

(0%) 

1.26
 b
 

(50%) 

1.98
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

0.6

3 

0.25LC50:0.5LC50 1.98
 b
 

(0%) 

0.63
 b
 

(0%) 

1.98
 b

 + 0.63
 b
  

(100%) 

0.4

2 

0.25LC50:0.25LC50 1.98
 b
 0.315

 b
 1.98

 b
 + 0.315

 b
  0.5
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(0%) (0%) (50%) 0 

          a Porcentagem  relativa de 20 vermes investigada. 
          b Valores expressos em concentrações micromolar. 
       * Um valor do índice combinação (IC) menor que 1.0 indica sinergismo. 
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Tabela S4. Efeito da amida piplartina e alcalóide epiisopiloturina em vermes machos 
adulto de S.mansoni com 49 dias de idade após 72 horas. 

 

Razão testada EPI 

(vermes mortos)
a
  

PZQ  

 (vermes mortos)
 a
 

EPI + PZQ  

(vermes mortos)
 a
 

CI 

LC50:LC50 611.61
 b

  

(50%) 

1.26
 b
 

(50%) 

611.61
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

1.3

0 

LC50:0.5LC50 611.61
 b
 

(50%) 

0.63
 b
 

(0%) 

611.61
 b

 + 0.63
 b
  

(100%) 

1.0

9 

LC50:0.25LC50 611.61
 b
 

(50%) 

0.315
 b
 

(0%) 

611.61
 b

 + 0.315
 b
  

(50%) 

1.2

5 

0.5LC50:LC50 305.80
 b
 

(0%) 

1.26
 b
 

(50%) 

305.80
 b

 + 1.26
 b
  

(100%) 

0.8

6 

0.5LC50:0.5LC50 305.80
 b
 

(0%) 

0.63
 b
 

(0%) 

305.80
 b

 + 0.63
 b
  

(0%) 

1.0

0 

0.5LC50:0.25LC50 305.80
 b
 

(0%) 

0.315
 b
 

(0%) 

305.80
 b

 + 0.315
 b
  

(0%) 

1.3

8 

0.25LC50:LC50 152.90
 b
 

(0%) 

1.26
 b
 

(50%) 

152.90
 b

 + 1.26
 b
  

(50%) 

1.2

5 

         a Porcentagem relativa de 20 vermes investigada. 
          b Valores expressos em concentrações micromolar. 
       * Um valor do índice combinação (IC) menor que 1.0 indica sinergismo. 
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Resumo  

Doenças infecciosas e negligenciadas como a esquistossomose causam milhares de 

mortes por ano em todo o mundo e são um importante problema de saúde pública. A 

esquistossomose é uma doença comum em áreas tropicais, sendo a espécie 

Schistosoma mansoni a principal responsável por provocar esta doença em seres 

humanos. Este trabalho tem como objetivo avaliar a relação estrutura - função entre 

piplartina e seus análogos sintéticos contra Schistosoma mansoni, bem como a 

citotoxicidade em células de mamíferos. A Piplartina foi isolada das raízes de Piper 

tuberculatum e os análogos foram sintetizados a partir de modificações químicas. A 

atividade da piplartina e seus análogos foi testada contra parasitas adultos de S. 

mansoni por estudos in vitro / silico; fibroblastos murinos (NIH3T3) por ensaio MTT; 

e macrofágos de murino (J774) através do método de citometria de fluxo. Piplartina 

mostrou atividade contra o S.mansoni, mas os análogos não. Da mesma forma, a 

piplartina exibiu alguma toxicidade em células de mamíferos por ambos os métodos 

e os análogos 1G e 14B mostraram uma redução na viabilidade celular em 

concentrações de 400 e 800 μg / mL. No entanto, o tratamento com piplartina e 

análogos parece reduzir a citotoxicidade do seu veículo (DMSO) em células J774. 

Este estudo demonstrou que os análogos de piplartina, quando comparados com a 

piplartina, apresentaram perda de atividade contra o S. mansoni e, 

conseqüentemente, os análogos apresentaram menor toxicidade quando 

comparados à piplartina. 

 

Palavras - Chave: Piplartina, analogos, Schistosoma mansoni, citotoxicidade. 
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças infecciosas e negligenciadas como a esquistossomose causam 

milhares de mortes por ano no mundo, sendo um grande problema de saúde pública 

[1]. As esquistossomoses são doenças comum de áreas tropicais, existindo dois 

tipos principais de esquistossomose: a intestinal e a urogenital [2]. Os causadores 

desta patologia são parasitas digenéticos pertencentes ao gênero Schistosoma [3]. 

A espécie Schistosoma mansoni é a principal responsável por provocar esta doença 

em humanos [1].  

Atualmente o praziquantel (PZQ) e a oxamniquina são os principais fármacos 

utilizados no tratamento desta patologia [4]. Estes fármacos mesmo sendo utilizado, 

continua ainda com o seu mecanismo de ação incerto [5].  Estudos laboratoriais em 

camundongos, foram observados cepas resistentes de S.mansoni com a exposição 

repetida de doses sub-letais ao praziquantel, com isto existe uma busca de produtos 

naturais ativos para a utilização no tratamento da segunda doença mais prevalente 

no mundo [5,6]. 

No Brasil, na região Nordeste, já foram descobertas diversas plantas com 

metabolitos ativos que tem alguma atividade biológica, dentre estas plantas destaca-

se a da família Piperácea que são conhecidas por apresentar diversos compostos 

com atividades antimicrobianas [7]. Entre estes, a piplartina (3,4,5-trimetoxicinamoil-

Ndi-hidropiridin-2-ona) também conhecido como piperlongumina, encontrado em no 

gênero Piper [8] apresenta atividade anti-inflamatório, antitumoral, antifúngica e 

antiparasitária [9,10,11,12]. Estudos tem mostrado que a piplartina tem sido utilizada 

para estudos contra doenças parasitárias, apresentando atividade contra o parasita 

S.mansoni em associações com outras moléculas como isolada [13]. Estudos de 

síntese de novos análogos a partir da piplartina vem sendo feitos com o intuito de 

testar biologicamente estes análogos contra diversas patologias, baseado em 

estudos moleculares estabelecendo uma relação entre estruturas químicas desta 

moléculas e seus efeitos biológicos [14]. 
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A atividade de uma molécula não é caracterizada apenas pela sua atividade 

biológica contra microrganismos, mas também a sua toxicidade em diferentes 

células de mamíferos, estudos de toxicidade vem sendo feito em diversas moléculas 

para comprovar a sua viabilidade para a realização de testes em humanos [15]. 

Considerando que existe uma dificuldade no controle da esquistossomose e que 

algumas moléculas tem uma alta toxicidade, este trabalho tem como objetivo de 

avaliar o efeito esquistossomicida e toxicidade dos análogos sintetizados a partir da 

piplartina, de acordo com a relação estrutura química destas moléculas e seus 

efeitos biológicos comparado a amida piplartina, para possíveis aplicações 

biomédicas e biotecnológicas.  

2. Materiais e Métodos  

2.1. Piplartina e Sínteses dos analógos  

As raízes de Piper tuberculatum foram colhidas no Campus da Universidade 

de São Paulo (USP), São Paulo, Brasil. A classificação botânica foi realizada pelo 

Dr. Elsie Franklin Guimarães (Instituto de Pesquisas do Jardim Botânico do Rio de 

Janeiro). Um espécime de voucher (Kato-0169) foi depositado no Herbário do 

mesmo instituto. A piplartina foi previamente isolada de raízes secas de P 

tuberculatum de acordo com o procedimento publicado [16]. 

As amidas 1g e 14b foram sintetizadas pela adição de trietilamina (3 equiv.) 

E amina (pirrolidina) a uma solução de cloreto de acila (1 equiv) em CH2Cl2. Para 

preparar o cloreto de acila, é mantida uma solução de ácido 3,4,5-trimetoxicinâmico 

e ácido 3,4-metilenodioxicinâmico (1 equiv.), ambos obtidos de Sigma Aldrich, em 

THF seco (10 mL) sob atmosfera de nitrogênio (N2), adicionou-se cloreto de oxalila 

(5 equiv.) gota a gota e agitou-se à temperatura ambiente durante 5-6 h. O excesso 

de cloreto de oxalila foi então removido sob pressão reduzida produzindo o 

correspondente cloreto de ácido [14]. A mistura reacional foi agitada durante a noite 

à temperatura ambiente e depois interrompida com NH4Cl aquoso saturado e 

extraída com CH2Cl2 (3 vezes). As fases orgânicas combinadas foram lavadas com 

uma solução de NaCl diluída e secas sobre MgSO4. Após filtração e concentração, 

o resíduo foi purificado por cromatografia em coluna flash para obtenção da amida 

desejada [17]. 
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Os compostos 1m e 6b foram sintetizados por adição a uma solução de 

ácido (2E) -3,4,5-trimetoxicinâmico e ácido 4-nitrocinâmico (1 equiv.) Em THF 0,9 

equiv. De N, N'-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC). A mistura reacional foi agitada 

durante a noite à temperatura ambiente. A mistura foi seca numa rotavapor para 

remover o solvente restante. O produto foi dissolvido com DCM e uma solução 

saturada de NaHCO3 foi adicionada, depois a solução resultante foi então lavada 3 

vezes com DCM. A fase orgânica foi combinada, seca com MgSO4, filtrada e 

concentrada sob pressão. O produto cristalino obtido foi então recristalizado em 

metanol quente ou purificado por cromatografia [14]. 

O Composto 19a foi obtido por adição a uma solução de cloreto de ácido (1 

equiv.) Em THF 1 equiv. Butanol. O ácido (2E, 4E) -5- (3,4,5-trimetoxifenil) penta-

2,4-dienóico foi sintetizado de acordo com o procedimento descrito por Marques et al 

[18] O ácido cloridrato, a partir do ácido (2E, 4E) -5- (3,4,5-trimetoxifenil) penta-2,4-

dienóico, foi preparado como descrito anteriormente. O mesmo procedimento de 

purificação foi utilizado como descrito anteriormente [14]. 

2.2. Cálculos Teóricos 

  

Os cálculos da Teoria da Densidade Funcional (DFT) [19] foram realizados 

para determinar a energia dos orbitais que estão de ligação com b3lyp [20] e o 

conjunto de bases 6-311g com duas funções de polarização (d, p) e funções difusas 

para hidrogênio (++) foi utilizado para cálculos teóricos o software Gaussian 09 [21]. 

A estrutura do momento do dipolo foi realizada para determinar a exibição da 

densidade elétron utilizando o software GaussView 5.0. 

2.3. UV-VIS Spectro de absorção 

 

Os espectros de absorção de luz ultravioleta e visível de piplartina e 

análogos foram obtidos com um espectrofotômetro UV-1280 (Shimadzu). A piplartina 

purificada e os análogos (1G, 1M, 6B e 14B) foram solubilizados em acetonitrila de 

grau HPLC e diluídos até uma concentração de 15 µg/mL. Devido à alta absorbância 

e baixa solubilidade, o análogo 19A foi ainda diluído para 7,5 µg/mL antes das 

leituras. As varreduras foram feitas usando uma cubeta de quartzo de comprimento 

de tamanho de 1 cm na faixa de 200-450 nm comparando a uma linha de base 

registrada com acetonitrila à temperatura ambiente. 
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2.4. Estudos físico-químicos e de toxicidade in silico 

 

As estruturas 2D foram projetadas com Marvin Sketch 17.4.3, 2017, 

ChemAxon (http://www.chemaxon.com). As estruturas 3D foram otimizadas 

geometricamente pelo AMMP, um programa de dinâmica molecular completo para 

manipular moléculas pequenas e macromoléculas, incluindo proteínas, ácidos 

nucleicos e outros polímeros [22]. As taxas de Ammp-Mon foram adicionadas e a 

força de campo AMBER foi aplicada para minimizar a conformação de energia, 

através de um algoritmo genético, com 3000 passos, aplicando a constante dielétrica 

da água. A pesquisa conformacional foi realizada usando o método de salto 

Boltzmann, com torções flexíveis e psi, a 300 K, com constante dielétrica igual a 

80,000 e RMSD igual a 60,00. 

As propriedades físico-químicas também foram calculadas, tais como pesos 

moleculares (MW), lipofilicidade (logP), solubilidade do coeficiente octanol-água 

(logD), solubilidade em água (logS), ligações rotativas, área de superfície polar 

topológica (tPSA), número de aceptores de ligações de hidrogênio e número de 

dadores de ligações de hidrogênio através da Chemicalize, uma ferramenta web 

para prever parâmetros básicos, geométricos, estruturais e de solubilidade, Cálculo, 

agosto / 2017, https://chemicalize.com/ desenvolvido por ChemAxon 

(http://www.chemaxon.com). 

As análises de toxicidade foram realizadas por pkCSM [23,24]. A atividade 

biológica da piplartina e dos seus análogos foram feitas usando o programa na web 

Molinspiration (Molinspiration Cheminformatics 2017). 

2.5. Ensaio de citotoxicidade.  

As células de fibroblasto murino (NIH-3T3) foram adquiridas do banco de 

células do Rio de Janeiro (Brasil) e as células de macrófagos de murino de 

camundongos ATCC número: TIB-67, cultivadas em Meio de Eagle Modificado de 

Dulbecco (DMEM) (Life, EUA) completado com 10% de soro de bovino fetal 

http://www.chemaxon.com/
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inativado pelo calor (Life, EUA) e 1% de solução antibiótica (100 UI / mL de 

Penicilina - 100 μg / mL de Estreptomicina, Vida, EUA) a 37°C e 5% de CO2.  

Para o ensaio de viabilidade, as células NIH-3T3 foram semeadas em placas 

de cultura de 96 poços a uma densidade de 3 x 103 células em meio de cultura 

DMEM durante a noite a 37 ° C, 5% de CO2 em atmosfera úmida. Em seguida, o 

meio foi alterado e várias concentrações de amostras reconstituídas em 3% de 

DMSO foram aplicadas (25 - 800 μg / mL). DMSO (3%) foi utilizado como controle. 

Para o ensaio de viabilidade por método de citometria de fluxo, as células J774 

foram semeadas em placas de cultura de 96 poços a uma densidade de 1,0 × 105 

células em meio de cultura de DMEM durante 2 horas a 37 ° C, 5% de CO2 em 

atmosfera úmida e nas amostras foram diluídas com a adição 1% DMSO para uma 

concentração final de 25, 100 e 400 μg / mL. As placas foram incubadas durante 24 

h a 37 ° C, 5% de CO2 em atmosfera úmida [25]. 

O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando o método de redução 

de MTT (3- [4, 5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazólio do meio seco. Após 24 h de 

incubação, foram adicionados 15 μL da solução MTT (5 mg / mL em tampão fosfato) 

a cada poço e a placa foi incubada durante 2 h a 37°C e 5% de CO2 em atmosfera 

úmida. A cultura média foi descartada e 100 μL de DMSO foram adicionados a cada 

poço. A absorbância foi monitorada usando um espectrofotômetro com um leitor de 

microplacas a 595 nm (Molecular Devices, EUA). Para o experimento de citometria 

de fluxo, após 24 de incubação, as células foram lavadas com PBS e ressuspensas 

em 100 μL de tampão de ligação (10 mM de HEPES / NaOH pH 7,4, 140 mM de 

NaCl e 2,5 mM de CaCl2). As células foram tratadas com 2 μL de Annexin-V FITC 

(BD, EUA) e 2 μL de PI (50 μg / mL) durante 15 minutos no escuro à temperatura 

ambiente, posteriormente foram adicionados mais de 100 μL de tampão de ligação e 

a amostra analisada por fluxo citómetro. Um total de 20.000 eventos foram coletados 

por amostra. 

2.6. Avaliação esquistossomicida in vitro  

2.6.1. Organismos utilizados e manutenção do ciclo evolutivo de Schistosoma 

mansoni 

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho 

foi a BH (Belo Horizonte, MG). Os parasitas foram mantidos em caramujos 
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Biomphalaria glabrata Say, 1818 (hospedeiro intermediário) e hamsters 

Mesocricetus auratus (hospedeiro definitivo), como descrito por Moraes [26]. Para a 

manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni, os roedores foram infectados, 

subcutaneamente (com seringa de 1 ml), com aproximadamente 150 cercárias. Após 

49 dias, os animais foram eutanasiados (em câmara de CO2) para a retirada do 

fígado e obtenção dos miracídios de acordo com Pellegrino e Siqueira (1956). 

Os moluscos sexualmente maduros foram colocados, individualmente, em 

placas de cultura de células (placas com 24 poços), contendo água filtrada e 10 

miracídios. A exposição do molusco aos miracídios foi realizada sob a luz artificial 

(lâmpada incandescente de 60 W), durante 4 horas. Após 30 dias, os moluscos 

foram colocados sob a luz artificial para a eliminação das cercarias, durante 30 

minutos. As cercárias foram utilizadas na infecção dos hamsters, completando, 

portanto, o ciclo experimental (Pellegrino e Siqueira, 1956). As amostras foram 

solubilizadas em dimetilsulfóxido (DMSO). A concentração final de DMSO é de 0,5 a 

1% (v/v), conforme descrito por Moraes [26]. 

2.6.2. Recuperação dos vermes adultos de Schistosoma mansoni 

 

            Para verificar a atividade esquistossomicida nos experimentos in vitro, os 

parasitos foram recuperados pela técnica de perfusão do sistema porta hepático 

como descrito por Smithers e Terry [27]. A perfusão foi realizada com meio RPMI 

1640 contendo e heparina sódica 5 UI/ml 49 dias após infeção (para recuperação de 

verme adulto). Os animais foram sacrificados por inalação de CO2 [28]. 

2.6.3.Experimentos in vitro com vermes adultos de Schistosoma mansoni 

 

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

e fêmeas acasalados. Os pares de vermes obtidos dos hamsters por perfusão foram 
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lavados 2 vezes com o meio RPMI 1640 contendo penicilina 200 U/ml, 

estreptomicina 200 µg/ml e anfotericina B 2 µg/ml (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil). 

Posteriormente, os parasitas acasalados foram transferidos em placas para cultura 

de células com 24 poços (TPP, St. Louis, MO, EUA) 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 foram incubados 

com os análagos da amida piplartina utilizando diferentes concentrações (50 µM, 25 

µM, 10 µM e 5 µM); Piplartina 10 µM e 25 µM (controle positivo) por até 96 horas; 

praziquantel 2 µM foi utilizado como controle positivo e poços contendo somente 

meio de cultura usados como controle negativo [29].  

As culturas de vermes adultos foram monitoradas por microscopia ou lupa. 

Para avaliar a toxicidade dos compostos sobre o S. mansoni foram considerados os 

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

tegumento e a capacidade reprodutiva [29]. A mortalidade dos vermes julgada pela 

ausência de movimentos durante 2 minutos ou quando tocados com uma pinça [29]. 

2.7. Aspectos Éticos 
 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Revisão Institucional do Instituto 

Adolfo Lutz (São Paulo, Brasil; número de aprovação 405/15). Todos os animais 

foram manipulados em conformidade com a boa prática animal conforme definido 

pela Comité de Ética em Uso Animal. 

2.8. Análises gráficas e estatísticas 
 

As diferenças estatísticas entre o controle e as células tratadas foram 

avaliadas por ANOVA e Bonferroni post hoc test, em Graph Pad Prism 5.03 
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(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Todos os valores foram expressos como 

médias ± SEM, e p <0,05 foi definido como significância estatística ". 

3. Resultados 

3.1. Calculos Teóricos e UV-VIS Spectro de absorção 

A Figura 01 representa os dados de densidade eletrônica das amidas 

testadas, evidenciando que a piplartina obteve maior momento de dipolo com 5,47. 

As cores tendendo a vermelho tendem a ter uma carga mais negativa sendo mais 

polar. Enquanto as cores tendendo ao azul são mais positivas. A figura 2 é o espectro 

de absorção de luz ultravioleta da piplartina e seus análogos, no comprimento de onda de 

absorbância na faixa entre 280 – 400 nm. 

 

 

Figura 1. Densidade eletrônica: a) piplartina, b) 19, c) 1g, d) 14b, e) 6b e f) 1m. As 
cores representam vermelho (negativo) e azul (positivo). Valor de Momento dipolo 
de todas os compostos: Pip: 5.4728337; 1g: 1.9658996; 1m: 4.4568136; 6b: 
4.0062111; 14b: 3.9403826; 19a: 3.7385640. 
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Figura 2. Espectros de absorção de luz ultravioleta e visível de piplartina e 
análogos. Comprimento de onda da absorbância máxima na faixa de 280-400. 

 

3.2. Estudos in silico 

 

Para investigar as diferenças entre a piplartina e seus analógos, foi realizada 

uma análise estrutural e físico química, calculando a área de superfície vdW (vdW), 

a superfície do potencial eletrostático molecular (MEP), a superfície do potencial de 

lipofilicidade molecular (MLP) e a área de superfície polar (PSA), 0s valores LogP, 

solubilidade prevista e peso molecular dos compostos foram preditos utilizando o 

método ChemAxon, os resultados podem ser observados na tabela 1.  Apesar das 

diferenças significativas na área de superfície, a diferença mais importante entre diz 

respeito à área de superfície polarizada topológica (TPSA). Os fragmentos presentes 

nas moléculas foram comparados com uma biblioteca de fragmentos de 

subestrutura para determinar as características de toxicidade para cada uma das 

moléculas estudadas, bem como a predição da atividade de toxicidade. Os 

resultados de predição de toxicidade da piplartina e seus análogos podem ser 

observados na tabela 2, de acordo com os resultados de toxicidade in silico a 

piplartina apresenta toxicidade e sua capacidade de ligação aos receptores 

nucleares é maior, quando comparado aos seus análogos, podendo ser uma 
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explicação para o seu efeito citotóxico que pode ser observados nos testes in vitro 

contra células de mamíferos.  

Tabela 1. Parâmetros básicos, geométricos, estruturais e de solubilidade de 

piplartina e seus análogos. 

Compostos 
Piplarti

na 
19a 14b 6b 1m 1g 

Propriedades básicas 

 

Contagem de átomos 40 51 31 48 56 38 

Mw 315.32 287.31 432.48 387.39 239.27 359.42 

Propriedades estruturais 

Contagem de atomos assimétricos 0 0 0 0 0 0 

Contagem de títulos rotativos 5 6 2 5 7 5 

Contagem de anéis 2 2 3 3 3 2 

Contagem de anel aromático 2 1 2 3 3 2 

Contagem de anel diferenciado 1 1 2 0 0 1 

Contagem de doadores de ligação de 

hidrogênio 
0 0 0 3 1 0 

Contagem do aceitadores de ligação 

de hidrogênio 
5 5 2 5 5 4 

Carga formal 0 0 0 0 0 0 

FSP3 (a) 0.18 0.40 0.13 0.00 0.12 0.19 

Topological polar surface area (A
2
) 65.07 65.07 31.23 93.11 77.10 49.69 

Refratividade molarcm
3
/mol 87.42 101.15 70.63 112.82 123.64 79.89 

Polarização (A
3
) 32.54 38.29 26.66 41.46 46.66 30.59 

Parâmetros de solubilidade 

logP 1.89 2.71 2.36 3.55 4.63 2.26 

miLogP (b) 2.19 2.78 4.69 5.02 2.86 2.90 

logD pH range 1.7-8.0 1.89 2.71 2.36 3.54 4.63 2.26 

Solubilidade intrínseca  -3.01 -4.53 -2.87 -4.73 -5.48 -2.81 

Categoria de solubilidade High Moderate High Low Low High 

logS pH  1.7-8.0 -3.01 -4.53 -2.87 -4.73 -5.48 -2.81 

Parâmetros geométricos 

Van der Waals volume (Å 3
) 281.06 337.61 213.99 341.62 390.54 260.80 

Volume (Å 3
) (b) 282.84 263.86 394.07 340.76 218.97 339.43 

Van der Waals área de superfície(Å 2
) 425.62 543.27 333.75 515.78 620.14 423.69 

Área superficial acessível ao solvente 

(Å 2
) 

549.15 659.24 445.82 631.17 725.57 577.96 

Área superficie polarizada topologica  

(Å 2
) 

65.07 65.07 31.2 93.11 77.10 49.69 

Absorbância  322 nm 329 nm 321 nm 312 nm  306.5 nm 301.5 nm 
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Tabela 2. Parâmetros básicos, geométricos, estruturais e de solubilidade de 
piplartina e seus análogos. 

 

 

 

 

 

(a)  Número de carbonos sp3 / número de carbonos. (b) Método MolInspiration. 

Compostos Piplartina 19a 14b 6b 1m 1g 

Predição de toxicidade (c) 

AMES toxicidade Sim Não Não Não Não Não 

Max. dose tolerada 

(human0) 

(0.505 log mg/kg/day) 

1.006 0.677 1.043 1.095 1.051 1.114 

hERG I inibidor Não Não Não Não Não Não 

hERG II inibidor Não Não Não Sim Sim Não 

Toxicidade aguda oral em 

rato (LD50) 

(2.661 mol/kg) 

2.268 2.295 2.413 2.195 2.37 2.389 

Toxicidade oral crônica 

em ratos (LOAEL) 

(3.402 log mg/kg bw/day) 

1.64 1.787 1.812 2.455 2.388 1.592 

Hepatotoxicidade Não Sim Não Sim Sim Não 

Sensibilização  Não Não Não Não Não Não 

T. pyriformis toxicidade 

(0.285 log µg/L) 
1.138 1.359 2.004 0.437 0.658 1.591 

Minnow toxicidade(5.577 

log mM) 
1.293 0.446 1.179 -0.172 -0.914 1.027 

Predição de bioatividade (b) 

GPCR ligante 0.13 0.17 0.07 -0.11 -0.04 -0.15 

Canal iônico modulador -0.51 -0.16 -0.53 -0.27 -0.29 -0.54 

Kinase inibidora -0.13 -0.12 -0.13 -0.20 -0.09 -0.14 

Ligação ao receptor 

nuclear 
-0.32 -0.07 -0.12 -0.31 -0.30 -0.31 

Inibidor de protease -0.40 0.02 -0.39 -0.38 -0.33 -0.48 

Inibidor de Enzima -0.02 0.05 0.24 -0.17 -0.12 -0.00 

(a) Numero de sp3 carbonos/numero de carbonos. (b) MolInspiration metodo. (c) pkCSM. 



 

132 
 

 

 

3.3. Ensaio de Citotoxicidade  
 

A citotoxicidade da piplartina e seus análogos foi avaliada pelo ensaio de 

MTT na linha de células de fibroblasto murino (NIH-3T3) nas concentrações de 25 a 

800 μg / mL. Os resultados demonstraram que a piplartina diminuiu a viabilidade 

celular após a exposição durante 24 horas, apresentando toxicidade considerável 

(Figura 3). Os análogos 1G, 14B e 1M promoveram uma redução considerável na 

viabilidade celular em concentrações de 400 e 800 μg / mL quando comparadas à 

piplartina. Além disso, 1G e 14B apresentaram os valores mais altos de pD2 e Emax 

quando comparados aos outros análogos (Tabela 3). Por outro lado, os análogos 

19A e 6B não mostraram mudanças significativas na viabilidade de células de 

mamíferos nas concentrações testadas quando comparadas à piplartina (Figura 3). 

Seus valores de pD2 foram estimados com base em seus respectivos valores de 

Emax, que foram inferiores a 50% (Tabela 3), indicando menor citotoxicidade 

quando comparados com piplartina e outros análogos. Assim, entre estes 

compostos, a piplartina apresentou maior toxicidade. O controle do veículo de 

dimetilsulfóxido (DMSO) não mostrou nenhum efeito na viabilidade celular. 
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Figura 3. Avaliação de citotoxicidade utilizando o método MTT em células de 
fibroblastos murinos (NIH3T3) após exposição durante 24 horas para diferentes 
amostras: piplartina e análogos (19A, 1G, 1M, 14B e 6B) em concentrações de 25 a 
800 μg / mL. O DMSO foi usado como controle negativo. Os valores são expressos 
como média ± SEM. * p <0,05 versus grupo controle DMSO. 
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Tabela 3. Determinação de pD2 e Emax para efeito citotóxico de piplartina e análogos 

em células de fibroblastos murinos (NIH-3T3). 

Compostos pD2 (-logIC50) Emax
a (%) 

19A -3.06 ± 0.15 37.93 ± 2.85 

1G -2.00 ± 0.03 95.69 ± 0.79 

1M -2.31 ± 0.04 70.94 ± 1.20 

14B -1.95 ± 0.04 83.64 ± 0.47 

6B -2.80 ± 0.08 47.93 ± 2.52 

Piplartina 5.68 ± 2.95 96.94 ± 0.12 

  a Logaritmo negativo da concentração inibitória média (IC50); bEmax: diminuição da 

viabilidade celular na concentração máxima testada (800 μg / mL) 

 

A citotoxicidade da piplartina e seus análogos também foi avaliada por 

método de citometria de fluxo em células J774 em concentrações de 25, 100 e 400 

μg / mL com exposição durante 24 horas (Figura 4). O controle do veículo DMSO 

mostrou redução significativa (p <0,05) na viabilidade celular, semelhante ao 

controle de morte celular H2O2. A piplartina significativamente (p <0,05) afetou a 

viabilidade celular em concentrações de 25 e 100 μg / mL quando comparadas ao 

DMEM sem controle tratado. O análogo 1M em todas as concentrações testadas e 

análogo 1G a 100 μg / mL alterou significativamente (p <0,05) a viabilidade celular 

em comparação com o controle negativo, enquanto outros análogos não 

apresentaram efeito significativo na viabilidade celular. No entanto, o tratamento com 

piplartina e análogos parece reduzir a citotoxicidade do seu veículo (DMSO) em 

células J774. 
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Figura 4. Avaliação da citotoxicidade em células de macrófagos de murino (J774) 

após exposição durante 24 horas para piplartina e análogos (19A, 1G, 1M, 14B e 

6B) em concentrações de 25, 100 e 400 μg / mL. O DMEM foi usado como controle 

negativo. As células foram analisadas por citometria de fluxo (20.000 eventos / 

amostra). Os valores são expressos como média ± SEM. * p <0,05 e **** p <0,0001 

versus grupo controle DMEM. 
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A análise do mecanismo citotóxico parcial foi realizada utilizando manchas 

de anexina-V FITC e iodeto de propídio (PI) para distinguir células apoptóticas 

(anexina-V FITC) de células necróticas (PI) por citometria de fluxo (Figura 5 e S3). 

Como esperado, o controle da morte celular por apoptose (H2O2) mostrou aumento 

significativo (p <0,05) na intensidade de fluorescência de FITC de Annexin-V em 

relação ao controle negativo de DMEM. Observou-se um aumento significativo (p 

<0,05) na coloração de FITC de Annexin-V para células J774 após tratamento com 

piplartina 25 μg / mL e análogo 14B a 400 μg / mL quando comparado com o 

controle negativo de DMEM. Além disso, observaram-se diferenças significativas (p 

<0,05) entre o sinal de fluorescência FITC e PI de Annexin-V para cada grupo em 

células J774 tratadas com piplartina e seus análogos, indicando a apoptose como 

mecanismo de morte celular principal. 
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Figura 5. Avaliação do mecanismo de morte celular mediado pela piplartina e seus 

análogos (19A, 1G, 1M, 14B e 6B) em células J774 após tratamento por 24 h a 

concentrações de 25, 100 e 400 μg / mL usando FITC de Annexin-V (marcador de 

apoptose) e marcação de iodeto de propídio (marcador PI, necrose). As células 

foram analisadas por citometria de fluxo (20.000 eventos / amostra). Os valores são 

expressos como média ± SEM. * p <0,05 versus DMEM sem grupo de controle 

tratado. # p <0,05 contra a coloração com apoptose de seus respectivos grupos. 
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3.4. Experimentos in vitro contra vermes adultos de Schistosoma mansoni 

 

A atividade da amida piplartina e seus análogos contra o verme adulto de S. 

mansoni de 49 dias foram observado através da concentração e o tempo de 

incubação de 96 horas. A amida piplartina mostrou atividade contra o parasita 24 

horas após a incubação, seus análogos não mostraram atividade contra o parasita 

nas concentrações testadas, quando comparado à piplartina, resultados que podem 

ser observados nas tabelas 4 e S1. 

Tabela 4. Efeitos in vitro de compostos contra Schistosoma mansoni adulto de 49 
dias de idade. 

Grupo 

Periodo de 

incubação 

(h) 

Vermes mortos 

(%)
a
 

Redução da atividade motora 

 (%)
a
 

Leve Significante 

M F M F M F 

Controle
 b
 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

0.5% DMSO 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

Praziquantel 24 100 100 0 0 100 100 

2 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

Amida Piplartina  24 100 100 0 0 100 100 

10 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 

 

5 µM 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

100 

100 

0 

0 

0 

60 
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4. Discussão 

 

A esquistossomose, é um problema de saúde pública, com isto existe uma 

busca constante por fármacos, que possam ser utilizados no tratamento desta 

doença negligenciada, substâncias que devem apresentar requisitos parecidos com 

o medicamento padrão, o praziquantel. Medicamentos seguros, que possam ser 

utilizados em crianças, adultos, idosos e mulheres grávidas que apresentem uma 

baixa toxicidade e diminuição dos efeitos colaterais, o uso do praziquantel, vem 

aumentando o número de pacientes que apresentam resistência ao medicamento. A 

pesquisa de novos compostos anti-helmínticos para tratar a esquistossomose tem se 

tornado uma grande fonte de pesquisa [30]. 

Os produtos naturais tem sido uma alternativa para os grandes centros de 

pesquisas nesta área, para a descoberta de medicamentos, devido a uma grande 

quantidade de moléculas e atividade biológicas que estas substâncias apresentam. 

A biodiversidade apresenta uma grande quantidade de compostos que não tem sua 

atividade ainda descrita, com a evolução da biotecnologia, da genômica, da química 

medicinal, a descoberta de novos fármacos para o tratamento da esquistossomose, 

tem sido um desafio, pois além da atividade biológica é necessário o fármaco 

apresentar uma baixa toxicidade. Este estudo demostrou que não foi observada 

nenhuma alteração significativa em nenhuma das concentrações avaliadas que 

indicasse que os parasitas iriam morrer. Mas foi observado uma diminuição da 

toxicidade.  

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade esquistossomicida da 

piplartina e seus análogos, bem como a atividade de citotoxicidade destes 

compostos, a atividade dos análogos, foram comparadas ao seu protótipo. Existe 

diversos estudos que mostram a atividade de diversos produtos naturais contra o 

parasita Schistosoma mansoni, mas não se conhece o mecanismo de ação destes 

compostos, a piplartina apresenta uma excelente atividade contra este parasita, mas 

o seu mecanismo de ação ainda não é conhecido [10]. Uma alternativa para a 

diminuição da resistência, é a síntese química dos medicamentos utilizados, ou de 

compostos naturais com atividades já descritas na literatura, onde são feitas 

modificações estruturais químicas, em grupos funcionais destes compostos, que 
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podem ser responsáveis pela atividade biológica, estas modificações podem 

aumentar, diminuir ou perder a atividade biológica, em algumas situações estas 

sínteses promovem diminuição da toxicidade, consequentemente com perca da 

atividade biológica. As alterações estruturais feita na piplartina para produzir os 

análogos, mostraram uma perca da atividade contra este parasita e uma diminuição 

da toxicidade. Estudos demonstram que a análise fenotípica ainda é a melhor 

alternativa para a triagem de anti-helmínticos, um experimento simples e de baixo 

custo, qualitativo, sendo bastante utilizados nos testes in vitro [31,32,29,33].  

A piplartina apresentou atividade contra o parasita S.mansoni na forma 

adulta, estudos mostraram que este composto promove alterações na motilidade, 

promovendo a morte do parasita, não sendo observada nenhuma diferença na 

resposta obtida para os parasitas machos e fêmeas [10]. De acordo com os 

resultados teóricos representado na figura 1 e tabela 1 a piplartina apresenta uma 

maior densidade eletrônica ao redor da molécula apresentando um momento dipolo 

de 5,47, o que pode influenciar na atividade anti-helmíntica desta molécula. 

Estudos já mostraram que o sistema nervoso e muscular dos helmintos é 

importante em muitas funções biológicas como, percepção sensorial, localização no 

hospedeiro, invasão, locomoção, reprodução e alimentação. O comprometimento 

destas funções biológicas, compromete a motilidade do parasita, podendo levar a 

paralisia e consequentemente a morte do parasita. Estudos com fármaco com 

atividade anti-helmíntica tem se verificado que esta atividade biológica, está 

relacionada com interações ocorridas por canais iônicos, que são ativados por 

neurotransmissores, dentre estes neurotransmissores podem ser citados a 

acetilcolina, γ-ácido aminobutírico (GABA) e glutamato, seguido de outros canais 

iônicos que são responsáveis pela transmissão de sinais [34]. 

De acordo com a literatura, pode ser observado que alguns compostos 

esquistossomicidas causam alterações na motilidade dos parasitas por atuarem em 

receptores de acetilcolina [35]. Este trabalho não estudou o mecanismo de ação da 

piplartina e seus análogos, ainda é desconhecido se a piplartina pode ou não 

interferir com canais iônicos do parasita.  

O composto 1g, não apresentou atividade antiesquistossoma nas 

concentrações testadas, de acordo com a figura 1 e a tabela 1, este composto 
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apresenta uma baixa densidade eletrônica, apresentando um momento dipolo muito 

baixo quando comparado a piplartina, alterações nos grupos funcionais de uma 

molécula pode influenciar na sua atividade biológica, neste composto foi observado 

modificações no anel dihidropiperidinona, onde foi feita a substituição por piperidinil, 

essa modificação pode ter promovido a perca da atividade biológica, diminuindo a 

interação com as enzimas do parasita e promovendo uma diminuição da atividade 

biológica [36] 

O composto 14b e 19a, apresentam densidades eletrônicas parecidas, de 

acordo com o valor do momento dipolo, que estão próximas da densidade eletrônica 

da piplartina, a molécula 19a, apresenta dupla ligação entre os anéis que sofreram 

modificações, bem como foi observado uma alteração na cadeia alifática entre estes 

dois anéis.  O composto 14b sofreu uma modificação dihidropiperidinona sendo 

substituído por um anel piperidinil e na porção trimetoxibenzeno a substituição por 

um anel benzodioxol anulou a atividade esquistossomicida deste derivado. Estes 

compostos apresentam densidade eletrônica alta e quase próxima da piplartina, mas 

são compostos grandes e volumosos quando comparada ao seu protótipo, o que 

pode explicar a falta de interação com enzimas e receptores de canais iônicos no 

parasita promovendo a perda da atividade biológica contra o S.mansoni quando 

comparada a piplartina, onde a piplartina em baixas concentrações promove 

alteração do tegumento do parasita. O composto 14b apresenta dupla ligação entre 

as duas porções que sofreram alteração aumentando a distância entre os dois anéis 

que formam o composto, esta distância pode ter influenciado na perca desta 

atividade biológica.  

O composto 1m e 6b apresentam densidades eletrônicas quase próximas da 

piplartina de acordo com a tabela 1, que mostra os valores momento dipolo, mas 

não apresentaram atividade biológica contra o parasita S.mansoni, a perca desta 

atividade pode estar relacionada com o tamanho destas moléculas que são grande, 

que não é possível a ligação com enzimas que estão no tegumento, não sendo 

capaz de promover modificações na membrana do tegumento do parasita, o que não 

provoca alterações no tegumento e consequentemente não há morte do parasita. O 

composto 1m a porção dihidropiperidinona foi substituída pelo anel trimetoxibenzeno 

e a porção trimetoxibenzeno foi substituída pelo anel dicyclohecyl, essa mudança da 

posição do anel trimetoxibenzeno, pode influenciar na resposta biológica, pois este 
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composto teve perca da sua atividade contra o parasita. O composto 6b teve a 

porção do trimetoxibenzeno substituída pelo anel dicyclohecyl, como o composto 

1m, o que essa alteração como apresentando anteriormente pode promover a perca 

da atividade contra o parasita S.mansoni, quando comparada a piplartina, pois estes 

dois compostos que tiveram esta mesma alteração perdeu a atividade biológica.  

Vários estudos já demonstram a atividade esquistossomicida da piplartina, 

mas não se sabe o seu real mecanismo de ação [10], é necessário estudos para 

conhecer a sua relação química com atividades biológicas e dos seus análogos, isso 

é importante para descoberta de novos protótipos a partir da pilartina. Uma 

substituição de um átomo de hidrogênio por um grupo funcional diferente como: 

metoxila, nitro, halogênio e dentre outros pode alterar a atividade biológica, podendo 

essa alteração promover mudanças na duração e a natureza do efeito 

farmacológico, mudanças nas características físico-químicas da moléculas, 

contribuindo para a produção de novas moléculas. A partir deste estudo pode ser 

observado que alguns grupos funcionais são importantes para promover a atividade 

esquistossomicida, onde os análogos que sofreram modificação e perderam a 

atividade, aquele grupo funcional particular que tenha sido removido ou alterado é 

de grande importância para a atividade biológica e citotoxicidade do composto [37]. 

De acordo com a toxicidade em células de fibroblastos de murino, a 

piplartina apresentou toxicidade nas concentrações testadas e os compostos 1G e 

14B apresentaram toxicidade nas concentrações de 200, 400 e 800 µg/ml, o que não 

foi observado nos demais derivados. De acordo com a tabela 2 os parâmetros de 

solubilidade, estes compostos apresentam valores próximos a da piplartina e de 

acordo com a tabela 3, estes compostos sintéticos apresentam valores próximos 

com a piplartina, o que explica toxidade dos compostos 1G e 14B. Da mesma forma, 

o teste de citotoxicidade em células de macrófagos murino por citometria de fluxo 

mostrou toxicidade para células de mamífero mais expressivas quanto à piplartina 

do que os análogos. Por outro lado, observou-se uma redução notável da 

citotoxicidade mediada pela solução do veículo DMSO nas células tratadas com 

piplartina e análogos, indicando não apenas que as moléculas diminuíram o efeito 

tóxico sobre células de mamíferos, mas também tiveram algum efeito protetor. Esses 

dados direcionam para mais estudos sobre o desenho racional de moléculas 

bioativas com baixa toxicidade. A coloração de Annexin-V FITC / PI foi utilizada para 
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avaliar o mecanismo de morte celular observado no teste de citotoxicidade. A 

anexina recombinante V conjugada com o fluoróforo FITC identifica a exposição da 

fosfatidilserina na membrana interna e é para a detecção da fase inicial da apoptose 

[38], enquanto a PI é uma sonda fluorescente vermelha para o ácido nucleico, que 

impermeável em células vivas, e detecta células necróticas [39]. Neste estudo, as 

células J774 tratadas com piplartina e análogas foram mais positivas para coloração 

com FITC de Annexin-V após 24 h do que para PI, sugerindo que o mecanismo de 

morte das células tinha relação com a via da apoptose [40]. 

Estudos mostram que a atividade biológica e toxicológica da pipartina é 

devido a presença do grupo carbonila α, β insaturado, onde a substituição de 

qualquer um desses grupos insaturados, promove a formação de uma molécula sem 

citotoxicidade e perca da atividade biológica [8,41,42]. Pesquisas com este 

composto propuseram que os grupos α, β insaturado na cadeia alifática presente 

entre os dois anéis é importante para a atividade biológica contra o parasita 

S.mansoni, mantendo o arranjo conformacional aproximando os dois anéis, onde 

estas mudanças diminuem a citoxicidade, podendo isso ser observado nos 

compostos que foram sintetizados sem a dupla ligação.  

Este estudo mostra que as modificações que foram feitas no protótipo para a 

produção dos derivados, promoveu a perca da atividade esquistossomicida, 

comprovando que alguns grupos funcionais são essências para o gênero, de acordo 

com a tabela 2, onde são demonstrados as propriedades funcionais e moleculares, a 

síntese empregada promove alteração no arranjo conformacional, no equilíbrio 

hidrófilo-lipófilo e na distribuição da densidade eletrônica quando comparada a 

piplartina. Dentre as porções modificadas a trimetoxibenzeno e a instauração na 

cadeia alifática são as partes mais sensíveis, pois a alteração do radical metoxila na 

posição meta do anel aromático, promove perca da atividade esquistossomicida e 

consequentemente reduz a toxicidade.   

4. Conclusão  

Este estudo demonstrou que os análogos da piplartina, quando comparado a 

esta molécula, apresentou perca da atividade contra o parasita S.mansoni, mas 

consequentemente os análogos apresentaram diminuição da toxicidade quando 

comparada a piplartina. Foi possível observar que as alterações no anel 
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trimetoxibenzeno, na instauração da cadeia alifática e no anel dihidropiperidinona, 

são altamentes sensíveis as modificações, promovendo perca da atividade biológica, 

com diminuição da toxicidade, mostrando que moléculas analógas, da mesma série 

não apresenta propriedades físico-químicas e atividade biológica semelhantes.  
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Material Suplementar  

 

Tabela S1. Efeitos in vitro de compostos contra Schistosoma mansoni de 49 dias de idade. 

Grupo 

Periodo 

de 

incubação 

(h) 

 Vermes 

mortos 

 (%)a 

 Redução atividdae motora  

 (%)a 

Slight Significant 

M F M F M F 

Controle b 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

0.5% DMSO 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

 72 0 0 0 0 0 0 

Praziquantel 24 100 100 0 0 100 100 

2 µM 48 100 100 0 0 100 100 

 72 100 100 0 0 100 100 

Amida Piplartina  24 100 100 0 0 100 100 

10 µM 48 100 100 0 0 100 100 
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5 µM 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

100 

100 

0 

0 

0 

60 

Amida 1G 24 0 0 0 0 0 0 

50 µM 48 0 0 0 0 0 0 

 

 

25 µM 

 

 

 

10 µM 

 

 

 

5 µM 

 

 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Amida 1M 24 0 0 0 0 0 0 

50 µM 48 0 0 0 0 0 0 

 

 

25 µM 

 

 

 

10 µM 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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5 µM 

 

 

 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Amida 6B 

50 µM 

 

 

25 µM 

 

 

 

25 µM 

 

 

 

10 µM 

 

 

 

5 µM 

 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

14 

48 

72 

96 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Amida 14B 

50 µM 

 

 

24 

48 

72 

96 

24 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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25 µM 

 

 

 

10 µM 

 

 

 

5 µM 

 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Amida 19A 24 0 0 0 0 0 0 

50 µM 48 0 0 0 0 0 0 

 

 

25 µM 

 

 

 

10 µM 

 

 

 

5 µM 

 

 

 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

24 

48 

72 

96 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

 

S2. Descrição da piplartina e seus analógos  

Piplartina, IUPAC nome: 

1-[(2E)‐3‐(3,4,5‐trimethoxyphenyl)prop‐2‐enoyl]‐1,2,5,6‐tetrahydropyridin‐2‐one 
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RMN
1 

H (300 MHz; CDCl3): δ 7,68 (d; J=15,6 Hz; 1H, H2) ; 7,43 (d; J=15,6 Hz; 1H, H3); 

6,95 (m, 1H, H2’); 6,81 (s, 2H, H5 e H9); 6,04 (dt; J= 9,9 e 1,8 Hz; 1H; H3’); 4,05 (t; J= 6,5 

Hz; 2H; H5’);  3,89 (s, 6H; OMe 6 e 8)  3,88 (s; 3H; OMe 7); 2,50 (m; 2H, H4’). 

RMN 
13

C (75 MHz; CDCl3): δ 168,70 (C1); 165,80 (C1’); 153,30 (C6, C8); 145,50 (C3’); 

143,70 (C4); 139,90 (C7); 130,60 (C3); 125,70 (C2’); 121,00 (C2); 105,40 (C5, C9); 60,89 

(OMe 7); 56,11 (OMe 6 e 8); 41,62 (C5’); 24,70 (C4’). 

EMBR- m/z (%): 317 (M
+
, 90), 289 (20), 274 (32), 221 (100), 205 (20), 190 (32), 177 (17). 

EMAR (IES): calculado para C17H20NO5
+
[M+H]

+
= 318,1336; encontrado= 318,1337. 

 

1G, IUPAC nome: 

(2E)‐1‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐3‐(3,4,5‐trimethoxyphenyl)prop‐2‐en‐1‐one 

 

RMN 
1
H (300 MHz; CDCl3): δ 7,62 (d; J=15,3 Hz; 1H; H3); 6,75 (s, 2H, H5, H9); 6,62 (d; 

J= 15,3 Hz; 1H; H2); 3.89 (s, 6H; OMe 6 e 8); 3,87 (s, 3H, OMe 7); 3,65-3,60 (m, 4H, H1’, 

H4’); 2,01 (m, 2H, H2’); 1,91 (m, 2H, H3’). 

RMN 
13

C (75 MHz; CDCl3): δ 164,52 (C1); 153,25 (C6, C8); 141,64 (C3); 139,40 (C7); 

130,80 (C4); 117,98 (C2); 104,95 (C5, C9); 60,82 (OMe 7); 56,07 (OMe 6 e 8); 46,51 (C1’); 

45,96 (C4’); 26,02 (C2’); 24,23 (C3’). 

EMAR (IES): calculado para C16H22NO4
+
[M+H]

+
= 292,1543 ; encontrado= 292,1539 . 

 

1M, IUPAC nome: 

1,3‐dicyclohexyl‐1‐[(2E)‐3‐(3,4,5‐trimethoxyphenyl)prop‐2‐enoyl]urea 
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RMN 
1
H (500 MHz; CDCl3): δ 7,57 (d; J= 15,5 Hz; 1H; H2); 6,70 (s, 2H; H5, H9); 6,62 (d; 

J= 15,5 Hz; 1H; H3); 4,16 (m, 1H, H1b); 3,88 (s, 6H; OMe 6 e 8); 3,86 (s, 3H, OMe 7), 3,76 

(m, 1H, H1a); 2,02-1,82 (m, 8H, H2a, H2b, H6a, H6b), 1,41-1,15 (m, 12H; H3a, H3b, H4a, 

H4b, H5a, H5b). 

RMN 
13

C (100 MHz; CDCl3):  δ 165,89 (C1); 154,05 (C*) ; 153,35 (C6, C8); 143,08 (C3); 

139,88 (C7); 130,18 (C4); 118,64 (C2); 105,02 (C5, C9); 60,90 (OMe 7); 55,99 (OMe 6 e 8); 

55,49 (C1b); 49,98 (C1a); 34,87 (C2b); 33,90 (C6b); 32,77 (C2a); 30,86 (C6a); 26,15 (C3b, 

C5b); 25,37 (C3a); 25,34 (C5a); 24,67 (C4a, C4b). 

EMBR-m/z (%): 319 (40), 236 (100), 222 (55), 221 (50), 207 (32), 194 (25), 190 (30), 180 

(27), 163 (20), 133 (21), 121 (20), 98 (45), 77 (20), 68 (20), 55 (25). 

EMAR (IES): calculado para C25H37N2O5
+
 [M+H]

+
= 445,2697; encontrado= 445,2725. 

IV (KBr, ⱱmáx/cm
-1

): 3291, 2997, 2931, 2854, 2249, 2118, 1761, 1703, 1650, 1583, 1330, 

1129, 1006, 973, 892, 822. 

6B, IUPAC nome: 

1,3‐dicyclohexyl‐1‐[(2E)‐3‐(4‐nitrophenyl)prop‐2‐enoyl]urea 

 

RMN 
1
H (300 MHz; CDCl3): δ 8,24 (d; J=9,0 e 2,4 Hz; 2H, H6, H8); 7,69 (d; J=15,3 Hz; 1H, 

H2); 7,62 (d; J=9,0 e 2,1 Hz; 2H, H5, H9); 6,84 (d; J=15,3 Hz; 1H, H3); 6,55 (sl, NH); 4,19-

4,11 (m, 1H, H1b); 3,82-3,74 (m, 1H, H1a); 1,89-1,19 (m, 20H, H2a, H2b, H3a, H3b, H4a, 

H4b, H5a, H5b, H6a, H6b). 

RMN 
13

C (75 MHz; CDCl3): δ 165,16 (C1); 153,66 (C*); 148,28 (C7); 140,92 (C4); 140,23 

(C3); 128,41(C5, C9); 124,19 (C6, C8); 123,61 (C2); 55,73 (C1a); 50,05 (C1b); 34,89 (C2a, 

C6a); 32,78 (C2b); 31,00 (C6b); 26,16 (C3a); 25,42 (C3b); 25,35 (C4a); 25,30 (C4b); 24,66 

(C5a, C5b). 
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EMAR (IES): calculado para C22H30N3O4+: [M+H]
+
= 400,2231; encontrado= 400,2236. 

 

14B, IUPAC nome: 

(2E)‐3‐(2H‐1,3‐benzodioxol‐5‐yl)‐1‐(pyrrolidin‐1‐yl)prop‐2‐en‐1‐one 

 

 

RMN 
1
H (300 MHz; CDCl3): δ 7,61 (d; J= 15,3 Hz; 1H, H3); 7,04 (d; J= 1,5 Hz; 1H, H5); 

7,02-6,99 (dd; J= 8,4 e 1,8 Hz; 1H, H9); 6,80 (d; J=8,1 Hz; 1H, H8); 6,56 (d; J=15,3 Hz; 1H, 

H2); 5,99 (s, 2H, OCH2O); 3,63-3,56 (m, 4H, H1’, H4’) 2,04-1,98 (m; 2H, H2’); 1,94-1,87 

(m, 2H, H3’). 

RMN 
13

C (75 MHz; CDCl3): δ 164,76 (C1); 148,84 (C6); 148,10 (C7); 141,30 (C3); 129,68 

(C4); 123,75 (C9); 116,82 (C2); 108,41 (C8); 106,32 (C5); 101,32 (OCH2O); 46,47 (C1’); 

45,95 (C4’); 26,07 (C2’); 24,28 (C3’). 

EMAR (IES): calculado para C14H16NO3
+
[M+H]

+
=246,1125; encontrado= 246,1130. 

 

Amida 19A IUPAC nome:  

Butyl (2E,4E)‐5‐(3,4,5‐trimethoxyphenyl)penta‐2,4‐dienoate 

 

RMN 
1
H (300 MHz; CDCl3): δ 7,42 (qd; J= 15,5 e 8,9 Hz; 1H, H3); 6,81 (sl, 1H, H5); 6,78 

(sl, 1H, H4); 6,69 (s, 2H, H7, H11); 5,99 (d; J= 15,3 Hz; 1H, H2); 4,18 (t, J= 6,8 Hz; 2H, 

H1’); 3,90 (s, 6H; OMe 8, 10); 3,87 (s, 3H; OMe 9); 1,72-1,63 (m, 2H, H2’); 1,49-1,39 (m, 

2H, H3’); 0,96 (t, J= 7,4 Hz; 3H, H4’). 

RMN 
13

C (75 MHz; CDCl3): δ 167,11 (C1); 153,37 (C8, C10); 144,30 (C3); 140,21 (C5); 

139,10 (C9); 131,62 (C2); 125,64 (C6); 121,03 (C4); 104,26 (C7, C11); 64,22 (C1’); 60,91 

(OMe 9); 56,10 (OMe 8, 10); 30,73 (C2’); 19,15 (C3’); 13,70 (C4’). 

EMBR-m/z (%): 320 (25), 219 (100), 204 (30), 188 (55). 

EMAR (IES): calculado para C18H24NaO
+
[M+Na]

+
= 343,1516; encontrado= 343,1513 
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IV (KBr, ⱱmáx/cm
-1

): 3445, 3005, 2960, 2897, 2838, 1703, 1624, 1579, 1506, 1467, 1419, 

1357, 1253, 1244, 1142, 998, 850, 744, 724. 
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S3. Células de macrófagos de murino (J774), analisadas por citometria de fluxo 

(20.000 eventos / amostra) para avaliar o mecanismo de morte celular mediado pela 

piplartina e os análogos 1G e 1M (placa A), 6B, 14B e 19A (placa B) após o 

tratamento para 24 h a concentrações de 25, 100 e 400 μg / mL usando marcação 

de anexina-V FITC (marcador de apoptose) e iodeto de propídio (marcador PI, 

necrose). Os controles DMEM, DMSO e H2O2 foram utilizados como parâmetros de 

comparações. 
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CONSIDERAÇÔES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 Mecanismo de ação da atividade resultante destas interações entre 

piplartina/epiisopiloturina/praziquantel;  

 Avaliação do sinergismo in vivo entre alcaloides oriundos do jaborandi 

(Pilocarpus micropyllus) e a droga de referência praziquantel contra o parasita 

S.mansoni; 

 Avaliação do sinergismo in vivo entre alcaloides oriundos do jaborandi 

(Pilocarpus micropyllus) e a piplartina contra o parasita S.mansoni 

 Estudos do efeito in vivo, ensaios pré-clínicos, visando analisar a carga 

parasitária em camundongos submetidos ao tratamento com os compostos ou 

fármacos selecionados na triagem in vitro; Abordagem: usar diferentes 

esquemas terapêuticos, sobretudo administrados via oral e verificar a carga 

parasitária, as massas dos órgãos (fígado e baço) e oograma quantitativo, 

além de análises histopatológicas; 

 Avaliação da citotoxicidade e genotoxicidade in vivo da associação entre os 

alcaloides imidazólicos do jaborandi (Pilocarpus microphyllus) e a droga 

praziquantel.   
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