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RESUMO 

 

Neste trabalho mostramos que a integração de métodos in sílico foram cruciais 

para ajudar no levantamento de novos dados, revisão de fundamentos da ação de drogas e os 

experimentos in sílico mostraram ser valiosas ferramentas na escolha de potenciais candidatos 

pela relativa abundância dentre de um gênero ou em vários gêneros.  Usamos uma 

combinação de ferramentas de pesquisa estatística dos principais compostos naturais 

presentes em três gêneros de plantas indicados para uso no tratamento fitoterápico junto ao 

SUS e identificamos que a quercetina e seus derivados estão entre os compostos prevalentes e 

abundantes, que mostraram uma forte capacidade de interação com a PLA2 secretória da 

cascavel. Por outro lado, nós reexaminamos e reavaliamos dois grandes conjuntos de dados 

experimentais, que mostraram resultados discrepantes em relação a atividade anti-inflamatória 

do Kaempferol e Quercetina em presença da sPLA2 como agente indutor de inflamação e em 

ambos os casos a sPLA2 mesmo em presença dos dois inibidores, a inflamação e mesmo a 

mionecrose não foram inibidas. Os resultados das análises in sílico, mostraram que ambos os 

compostos não mostraram um encaixe molecular capaz de se ligar ao sítio ativo, por outro 

lado os dados in sílico mostraram que ambos compostos foram capazes de inibir enzimas 

como a PAF AH, que é uma enzima crucial para o controle da inflamação. Esta enzima 

pertencente faz parte de uma classe de proteínas denominada de alfa beta hidrolase e as 

análises também mostraram que outras enzimas da classe alfa beta hidrolase como a Acetil 

colinesterase também mostraram forte interação com estas enzimas, junto ao seu sítio ativo e 

que tiveram sua inibição confirmada por ensaios in vitro. Os nossos resultados, mostram que 

os experimentos in sílico foram valiosos para o fechamento do diagnóstico dos dois trabalhos. 
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ABSTRACT 

 

In this work, we show that the integration of in silico methods was crucial to help 

in the collection of new data, both the review of drug action fundamentals and the in silico 

experiments proved to be valuable tools in the choice of potential candidates due to the 

relative abundance within a genus or in various genres. We used a combination of statistical 

research tools of the leading natural compounds present in three genders of plants indicated 

for use in herbal treatment with the SUS. We identified that quercetin and its derivatives are 

among the prevalent and abundant compounds, which showed a solid ability to interact with 

the rattlesnake's secretory PLA2. On the other hand, we re-examined and re-evaluated two 

large experimental datasets, which showed discrepant results regarding the anti-inflammatory 

activity of Kaempferol and Quercetin in the presence of sPLA2 as an inflammation-inducing 

agent, and in both cases sPLA2 even in the presence of the two inhibitors, inflammation and 

even myonecrosis were not inhibited. The results of the in-silico analysis showed that both 

compounds did not show a molecular fit capable of binding to the active site, on the other 

hand, the in-silico data showed that both compounds were able to inhibit enzymes such as 

PAF-AH, which is an enzyme crucial for controlling inflammation. This enzyme belongs to a 

class of proteins called alpha-beta hydrolase and the analysis also showed that other enzymes 

of the alpha-beta hydrolase class such as Acetylcholinesterase also showed strong interaction 

with these enzymes, along with their active site and that they had their inhibition confirmed 

by in vitro assays. Our results show that the in-silico experiments were valuable for the 

conclusion of the diagnosis of the two works. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 FOSFOLIPASES 

A fosfolipase compreende um supergrupo de enzimas de lipases-esterases presentes em 

células de diversos vertebrados, plantas e microrganismos que desempenham 

enzimaticamente a hidrólise da ligação éster em triglicerídeos. Especificamente, as 

fosfolipases A (PLA) catalisam a hidrólise de gliceróis esterificados no carbono 1 e 2 (sn-1 e 

sn-2, com ácidos graxos) e no carbono 3 do glicerol, a presença de um grupo fosfodiéster 

(Figura 1) (Dennis et al., 2011; Vulfius et al., 2017). 

 

Figura 1. Estrutura básica dos fosfolipídios com seus grupos ésteres O-C=O e sua região fosfodiéster O-P=O. 

Fonte: Autoria Própria 

 

As PLAs podem ser classificadas em grupos ou classes, dependendo da estrutura 

química do fosfoglicerídeo, apresentado na Figura 1. Elas desempenham vários papéis 

fisiológicos importantes, incluindo a produção de eicosanoides inflamatórios a partir do ácido 

araquidônico (Murakami; Lambeau, 2013). 

Assim, as enzimas PLA2 (EC 3.1.1.4) pertencem a uma família de esterases, ou 

seja, são enzimas lipolíticas que catalisam especificamente a hidrólise das ligações ésteres nos 

glicerofosfolipídeos na posição sn-2 (Vulfius et al., 2017). A hidrólise dos 

glicerofosfolipídeos liberta ácidos graxos livre, como o ácido araquidônico e a libertação dos 

lisofosfolipídeos, que atuam como mediadores em diversos processos biológicos.  

Embora tenham sido formalmente classificadas em cerca de 16 grupos e 

numerosos subgrupos, as PLA2s possuem seis tipos principais, incluindo: i) secretórias 

(sPLA2), ii) citossólicas (cPLA2), iii) independente de Ca2+ (iPLA2), iv) associada a 

lipoproteína (LpPLA2) também conhecida como Fator ativador de plaquetas acetilhidrolase 



(PAF-AH), v) lisossomal (LPLA2), e vi) adipose (AdPLA) (Cao et al., 2013; Fragopoulou; 

Demopoulos; Antonopoulou, 2009). 

1.1.1 Funções das PLA2s 

As PLA2s de serpentes possuem inúmeros efeitos tóxicos, mas nem todos são 

explicados pela hidrólise de fosfolipídios. As PLA2s estão envolvidas na patogênese de várias 

condições inflamatórias, incluindo artrite reumatoide, aterosclerose, múltiplas formas de 

tumores, doenças cardiovasculares, e outras doenças inflamatórias.  

Cada enzima tem uma atuação característica. A PLA2 do veneno de Pseudechis 

australis, por exemplo, apresenta atividade anticoagulante (Du et al., 2016), enquanto a 

Lemnitoxina do veneno de Micrurus lemniscatus possui atividade miotóxica. Dentre tantas 

funções que as PLA2s desempenham, a ação de neurotoxicidade é a mais importante (Fathi; 

Rowan; Harvey, 2001; Šribar; Križaj, 2011; Casais-e-Silva et al., 2016). 

A atividade de neurotoxicidade ocorre devido a um bloqueio de comunicação 

neuromuscular em fases no organismo, iniciando em uma baixa liberação de acetilcolina 

(ACh), até alcançar um bloqueio irreversível (Fathi; Rowan; Harvey, 2001; Šribar, Križaj, 

2011).  

Ensaios com heparina apontaram uma redução da atividade de neurotoxicidade da 

PLA2 F16 do veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt.), demonstrando que mesmo 

apresentando semelhanças com outras isoformas de PLA2, a atividade de neurotoxicidade da 

F16 varia de acordo com a preparação neuromuscular para usar a crotapotina na formação do 

complexo de crotoxina (Hossen et al., 2005). Segundo estudos de Câmara et al. (2003) e 

Freitas et al. (2021), a crotoxina e a PLA2 podem atuar sobre os sistemas nervosos e 

desencadear vários eventos celulares, e essa ativação pode modular outras atividades 

celulares, incluindo mastócitos, linfócitos e células musculares (Huang et al., 2015). 

Ao contrário do que se pensava, apenas uma fração da PLA2 tem uma atividade 

neurotóxica, portanto se bem purificada for a proteína extraída de venenos, ela se encontra 

com similaridade alta à PLA2 pancreática, no caso da PLA2 de Cdt., permitindo assim uma 

mimetização em experimentação animal (Toyama, 2014). 

1.1.2 Sítio catalítico das PLA2s 

As PLA2s podem ser divididas em dois grupos de acordo com localização celular, 

sendo elas as PLA2s citosólicas e secretórias. Em ambos os casos, a base de seu mecanismo 

catalítico, seja ele dependente ou não de cálcio, tem como base bioquímica a presença da 

tríade catalítica das lipases-esterases (Takada; Fujita, 2016; Chen et al., 2016; Casais-e-Silva 

et al., 2016).  

O mecanismo de catálise das lipases que inclui as PLA2s citosólicas é definido 

pela tríade catalítica dos aminoácidos Serina (Ser), Histidina (His) e Ácido Aspártico (Asp.), 

substituído em alguns casos pela Glutamina (Glu). A Serina ativada adiciona 



nucleofilicamente a função carbonila de um substrato éster ou lactona. A Histidina, durante a 

reação da PLA2 com um substrato, doa e recebe elétrons e, com isso, pode realizar uma auto-

oxidação, fazendo com que o substrato interaja apenas com uma cadeia da PLA2. No caso da 

PLA2, o primeiro produto a ser liberado seria o ácido graxo livre e o segundo o 

lisofosfolipídio (Sharp et al., 1994; Pickard et al., 1996; Vasquez et al., 2018).  

Estudos prévios revelam que a PLA2 associada a lipoproteínas mostram bem 

conservada a tríade catalítica das αβ-hidrolases constituídas pela serina, ácido aspártico e 

histidina. A hidrólise de grupos acila nas α/β hidrolases lipásicas é realizada por uma tríade 

catalítica Ser-His-Asp/Glu análoga à presente nas proteases de serina, onde o resíduo de 

histidina é posicionado espacialmente entre a serina e o aspartato (Dessen et al., 1999; 

Dessen, 2000). 

Por outro lado, as PLA2s citosólicas cálcio dependentes (GIVA cPLA) e cálcio 

independentes (GVIA iPLA2) à His, aminoácido importantíssimo nos sítios ativos das PLA2s, 

foi substituído pela presença de Arginina (Arg.), pois a arginina tem um grupo guanidina que 

poderia desempenhar uma função análoga à histidina, sendo uma troca nonsense, mantendo a 

estabilidade do sítio (Pickard et al., 1996; Mouchlis et al., 2012; Muller et al., 2019). 

O papel da Tirosina (Tyr) na atividade enzimática das PLA2s está fundamentado 

no fato de que não somente a Tyr 52 e a Tyr 73 são resíduos que ajudam a estabilizar o sítio 

ativo das PLA2s secretórias, mas também por manter uma forte interação com a His 48, Asp. 

99 e conceder as características espaciais da proteína (Tomoo et al., 1997).  

Trabalhos realizados por Salvador et al. (2019; 2021) revelam que o composto 

sintético Varespladib (LY315920) está acomodado em um local próximo à Lys 48, Gly 29, 

Gly 30, onde está situada a região denominada “Loop de cálcio”, pois esta alça de glicinas 

mantém o cálcio dentro da proteína, mantendo-a funcional, pois ela é cálcio dependente. 

Com base nos estudos de Davidson e Dennis (1990), Dupureur et al. (1992), 

Moura-da-Silva et al. (1995), Tomoo et al. (1997), Janssen et al. (1999), Corrêa et al. (2008) 

e Kim et al. (2020), e utilizando dados das proteínas depositadas no PDB, criamos um modelo 

teórico de catálise da PLA2 secretória do grupo II de Cdt. (PDB 2QOG), onde os resíduos de 

Tyr adjacentes ao ácido aspártico teriam o papel funcional de Asp. da tríade catalítica das 

esterases, a His central e o complexo Gly, Asp., cálcio teriam o papel funcional da Ser (Figura 

2), e todos estes resíduos localizados no sítio ativo da PLA2 secretória. 

As enzimas αβ-hidrolases de forma geral, estão amplamente distribuídas pelo 

corpo humano em funções especificas como como a PAF-AH e Acetilcolinesterase (AchE) 

que atua na Ach (Acetilcolina) (YARLA et al., 2015; Tordera; Ferrándiz; Alcaraz, 1994). 



 
Figura 2. Modelo teórico de catálise da PLA2 secretória do grupo II de Crotalus durissus terrificus, depositada 

no RCSB, sendo elas PDB 2Q42 (sPLA2 pancreática de Homo sapiens) e PDB 2QOG (sPLA2 de Crotalus 

durissus terrificus). Imagens geradas pelo Pymol. Em verde, observamos a estrutura 3D das proteínas; em 

vermelho, observamos os aminoácidos considerados essenciais para a estrutura das proteínas; em rosa, 

observamos o cálcio. Fonte: Autoria Própria 

1.2 RELAÇÃO DE PLANTAS MEDICINAIS DE INTERESSE AO SUS  

Em 2007, o Ministério da Saúde (MS) liberou alguns fitoterápicos para utilização 

na rede pública. Posteriormente, em 2009, criou a Relação Nacional de Plantas Medicinais de 

Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS), sendo uma lista composta por 71 gêneros 

de plantas que possuem algum benefício à saúde, de acordo com a medicina popular ou bases 

científicas. Esta relação popularizou na medicina nacional a prática e utilização de plantas, 

com artifícios de tratamento fitoterápico e nutracêutica (Brasil, 2009). 

Suas funções benéficas são anti-inflamatórias, antidiarreicas, diuréticas, 

expectorantes, entre outras propriedades farmacológicas. Todas as espécies citadas pela 



Relação estão presentes em território nacional, por serem nativas ou por serem naturalizadas e 

se adaptarem nos biomas brasileiros (Correa, 2018; Costa, 2018). 

No campo da nutracêutica, isso ocorreu com base na ideia de utilizar alimentos 

funcionais, desencadeando assim inúmeros trabalhos sobre as plantas listadas pelo RENISUS 

e suas diversas formas de utilização. 

Atualmente, percebe-se a dinâmica das pesquisas com a biodiversidade brasileira, 

seguindo os gêneros indicados pelo RENISUS, além de ter se tornado mais simples, menos 

burocrática e mais esclarecida em relação às regras dispostas na Lei 13.123 de 20 de maio de 

2015. Conhecida como o Marco da Biodiversidade, a nova legislação regulamentou o acesso à 

biodiversidade e repartição de benefícios, e garantiu a segurança jurídica necessária para 

programas de inovação para o desenvolvimento de novos fármacos com potencial terapêutico. 

1.3 FLAVONOIDES  

Os flavonoides compõem uma ampla classe de compostos polifenólicos de origem 

vegetal e são encontrados nas plantas de diferentes ecossistemas, sendo considerados 

compostos relativamente estáveis por resistirem à oxidação. Podem se apresentar como 

agliconas, glicosídeos ou como parte de outros compostos químicos (Kumar; Pandey, 2014).  

Nas plantas, os flavonoides são metabólitos secundários que atuam na defesa das 

plantas frente a adversidades, para que consigam desempenhar seu ciclo de vida de forma 

correta, crescendo, atingindo a maturação sexual, e gerando herdeiros com características de 

resistência. Alguns flavonoides atuam no transporte de substâncias e na pigmentação do 

mesmo (Prior et al., 2007; Yonekura-Sakakibara et al., 2019). 

Na medicina, os compostos flavonoides não são considerados um medicamento ou 

suplemento alimentar, com o objetivo de melhorar a saúde, pois na literatura, diversos estudos 

apontam a utilização dos flavonoides e evidenciam a ausência de efeitos colaterais 

significativos, sendo usados somente em forma de alimento funcional (Prior et al., 2007; 

Christen et al., 2007; Chun et al., 2020). 

Estes compostos polifenólicos são biossintetizados pela via do ácido chiquímico, 

um importante intermediário na biossíntese de substâncias aromáticas em plantas com pH 

entre 5-9, e têm a função de originar o ácido cinâmico e seus derivados, como os ácidos 

cafeico, ferúlico e sináptico, com nove átomos de carbono; pela via do acetato que origina um 

tricetídeo com seis átomos de carbonos, seguindo a rota metabólica das plantas, eles irão 

conjugar mais carbonos, sintetizando os flavonoides  com 15 carbonos, quando necessário 

para sua proteção em relação às adversidades do ambiente (Kroll et al., 2003; Brudzynki, 

Maldonado-Alvarez, 2015; Wang et al., 2018). 

Sua estrutura química básica destes compostos, conhecida como flavonoide, 

consiste em 15 carbonos distribuídos em dois anéis aromáticos (anéis A e B), os benzenos, 

interligados a uma estrutura heterocíclica central, podendo ser um pirano (anel C) (Dornas et 

al. 2010; Wang et al., 2018).  

A grande diversidade estrutural encontrada nos flavonoides ocorre em função das 

pequenas modificações químicas ocorridas na estrutura básica destes compostos, que podem 



ser por meio de hidroxilação, metilação, acilação, glicosilação, hidrogenação e sulfatação. 

Devido a essa grande diversidade química, a relação da estrutura e função dos flavonoides 

ainda não está elucidada (Kumar, Pandey, 2013; Wang et al., 2018; Jucá et al., 2020). 

1.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA DOS FLAVONOIDES  

A inflamação é um processo normal e biológico em resposta à lesão tecidual, 

microbiana, infecção patogênica, e irritação química, iniciada pela migração de células 

imunitárias dos vasos sanguíneos e libertação de mediadores no local dos danos, incluindo as 

PLA2s (Rodrigues, 2014; Toyama et al., 2019).  

Este processo é seguido pelo recrutamento de células inflamatórias, libertação de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ROS e RNS), citocinas pró-inflamatórias para 

eliminar agentes patogênicos estranhos, e reparação de tecidos feridos. Os flavonoides podem 

atuar em diversos pontos do processo inflamatório tanto em nível celular quanto em nível 

extracelular, e isso inclui a ação de vários flavonoides sobre a atividade enzimática da PLA2 

(Kumar, Pandey, 2013; Panche et al, 2016; Toyama et al., 2019). 

De forma geral, os estudos indicam que os flavonoides apresentam diferentes 

mecanismos de ação, sendo eles: inibição da síntese de TNF‒α, bloqueio das enzimas 

fosfolipase, cicloxigenase (COX) 1 e 2 ou lipoxigenase (LOX), e outras enzimas envolvidas 

no processo inflamatório. Além disso, alguns flavonoides, como a Apgenina e Quercetina, 

inibem a COX‒2 e a NOS (Griffiths et al., 2016; Ginwala et al., 2019; Maleki et al., 2019).  

A Quercetina também age reduzindo a adesão de células inflamatórias ao 

endotélio vascular, mesmo modo de ação da Luteolina. Já os estudos com rutina, apigenina‒

7‒O‒glicosídeo e luteolina‒7‒O‒glicosídeo, principais flavonoides presentes no extrato bruto 

de Achillea millefolium Linn., inibem a elastase neutrofílica humana (HNE) e as 

metaloproteinases da matriz, que estão associadas a processos anti-inflamatórios em estudos 

in vitro. Por sua vez, o Kaempferol‒3‒O‒β‒d‒galactosídeo inibe a produção de TNF‒α e a 

NOS, exibindo uma significativa atividade anti-inflamatória (Griffiths et al., 2016; Ginwala et 

al., 2019; Maleki et al., 2019). 

Os flavonoides são úteis no tratamento da inflamação, principalmente devido a 

sua capacidade de regular a atividade de enzimas e a síntese de substâncias envolvidas nesse 

processo (Griffiths et al., 2016; Ginwala et al., 2019; Maleki et al., 2019). 

Nossa experiência com flavonoides mostra que estas moléculas têm um grande 

potencial farmacêutico, nutracêutica e podem auxiliar no uso funcional de determinados 

alimentos, além de abordarmos as chaves inflamatórias por marcadores não convencionais 

como as PLA2 e as αβ-hidrolases de forma geral onde também possuímos enzimas 

amplamente distribuídas pelo corpo humano como a Acetilcolinesterase (AchE), e as PLA2, 

tendo ênfase na PAF-AH (LpPLA2) e sPLA2. (YARLA et al., 2015; Toyama et al., 2019; 

Tordera; Ferrándiz; Alcaraz, 1994). 



1.5 BIOINFORMÁTICA 

A bioinformática consiste no uso da informática para pesquisas biológicas. Nesse 

contexto, estudos recentemente mostraram a importância da utilização do desenho de drogas 

com base em algumas características de compostos naturais, para o desenvolvimento de 

substâncias com menores interações adversas, realizando assim uma revisão com base nos 

dados disponíveis na literatura. (Leeson et al., 2021). Este processo, chamado de in silico ou 

triagem de substâncias se mostra cada vez mais eficaz e viável, devido à minimização de 

tempo de pesquisa e seus custos assim se tornam impulsionada na área de desenvolvimento de 

fármacos, o protocolo de triagem utilizado neste trabalho é similar ao de Matos, Júnior e 

Meotti (2020). 

Geralmente, as técnicas in silico são utilizados grandes bancos de compostos 

químicos virtuais derivados de fontes naturais ou de composição orgânica disponíveis em 

domínios como Pubchem, Nature e ChEMBL (Guedes et al., 2014; Moura; Halder; Cordeiro, 

2019). 

Duas abordagens são usadas para a triagem de compostos a partir das bibliotecas 

virtuais: i) estrutura do receptor biológico 3D (SBVS – structure-based virtual screening, e ii) 

estrutura de ligantes bioativos (LBVS - ligand-based virtual screening). Em ambos os casos, é 

necessário ter tanto a estrutura molecular do ligante quanto do alvo conhecido (Rodrigues et 

al., 2012).  

A triagem virtual baseada em estruturas (SBVS) fundamenta-se em características 

físico-químicas (químicas, eletrônicas e estruturais) entre o ligante e o sítio ativo da proteína, 

utilizando-se de dados tridimensionais de alvos terapêuticos (Rodrigues, 2014). 

A metodologia denominada “ancoragem molecular” (AM) (Dock molecular) é um 

procedimento de simulação computacional amplamente utilizado que prevê os modos de 

ligação e afinidades de pequenas moléculas no sítio de ligação de um complexo 

receptor/ligante, onde o receptor é geralmente uma proteína ou uma molécula de ácido 

nucleico e o ligante uma pequena molécula ou outra proteína, detalhando o reconhecimento 

molecular envolvido nas ligações entre moléculas (Guedes et al., 2014). 

Protocolos de ancoragem podem ser compostos por dois componentes diferentes: 

algoritmos de busca e função score de localização aos locais de interação (Domingues et al., 

2012; Rodrigues et al., 2012).  

O Dock molecular vem se desenvolvendo e aprimorando ao longo destes últimos 

anos, mas sua capacidade de gerar uma droga viável ainda é questionável. Apesar de 

controverso, atualmente existem várias drogas que foram descobertas pela técnica de Dock 

molecular (Lionta et al., 2014; dos Santos et al., 2018; Moura; Halder; Cordeiro, 2019). 



1.5.1 TRIAGEM E SELEÇÃO DE FLAVONOIDES  

O método de triagem virtual viabiliza o processo de busca por compostos líderes e 

o planejamento racional de novos possíveis fármacos, pois dispensam a necessidade de síntese 

de cada composto a ser estudado (Li et al., 2006). 

Os métodos de triagem virtual são fundamentados em duas principais formas de 

abordagens. Na primeira, se avalia a afinidade de interação ou a energia livre de interação 

entre ligante-alvo (structure-based drug discovery ou target-based drug discovery), a exemplo 

da ancoragem molecular. A segunda abordagem independe da estrutura do alvo, uma vez que 

utiliza as estruturas químicas dos compostos ativos como referência (ligand-based drug 

discovery) (Acharya, 2011; Moura; Halder; Cordeiro, 2019). 

Algumas destas ferramentas investigam a similaridade na superposição das 

estruturas em representações bidimensionais e tridimensionais e avaliam a existência de 

grupos farmacofóricos. Outras ferramentas fundamentadas decompõem as estruturas em 

descritores moleculares e comparam com perfis gerados a partir das estruturas e informações 

disponíveis das substâncias ativas já conhecidas (Li et al., 2006; Acharya, 2011).  

1.5.1.1 Flavonoides selecionados 

Os compostos flavonoides mais presentes nas espécies vegetais indicados pelo 

RENISUS, Eugenia uniflora Leaves (Pitanga), Jatropha gossypiifolia Linn (Pinhão-roxo), 

Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-vermelha), foram a Quercetina e o Kaempferol 

A Quercetina é um flavonoide presente em grande parte dos vegetais e compõe 

grande parte da dieta humana. Seu uso na indústria farmacêutica e alimentícia é amplamente 

investigado devido aos seus benefícios antivirais, anticâncer e anti-inflamatórios. 

Outros benefícios já foram comprovados pela literatura, como a agregação 

plaquetária, ação de permeabilidade capilar, peroxidação lipídica e aumento da biogênese 

mitocondrial, diminuição de radicais livres entre outras funções, além de gama de atividades 

biológicas para combater a neurodegeneração (Aguirre et al., 2011; Dabeek; Marra, 2019; 

ZAPLATIC et al., 2019; KHAN et al., 2019).  

Pesquisas demonstraram que a Quercetina tem a capacidade de reduzir o LDL no 

organismo. O composto foi encontrado nos três gêneros selecionados para esse trabalho. Ela 

pode aparecer conjugada com um ou dois açúcares, se tornando quercitrina e rutina, 

respectivamente. Por meio do dock molecular, foi possível verificar que as Quercetinas 

presentes nos gêneros têm grande potencial de inibição da sPLA2 devido à interação presente 

no sítio catalítico da proteína (Stewart et al., 2000; Fabre et al., 2001; D’Andrea, 2015; 

ISLAM et al., 2013). 

O Kaempferol é um metabólito secundário, comum do tipo flavona, encontrado 

em uma grande diversidade de plantas medicinais, como Acacia nilotica (L.) Delile, Aloe vera 

(L.) Burm.f., Crocus sativus L., Euphorbia pekinensis Rupr., Ginkgo biloba L., Hypericum 

perforatum L., Phyllanthus emblica L., Ribes nigrum L., e Rosmarinus officinalis L (L.) 

(Kotani et al., 2000; Bitis et al., 2010; Calderón et al., 2011; Devi et al., 2015). A sua forma 



glicosídica é conhecida como astragalina, reconhecida devido às suas propriedades 

terapêuticas, principalmente pelas ações antioxidantes, anti-inflamatórias (Kotani et al., 2000; 

Bitis et al., 2010; Kim et al., 2017; Riaz et al., 2018) e antivirais (BIKBOV et al., 2020).  

Em sua forma não glicosilada, ele possue a característica de atuação na resposta 

inflamatória, estudos recentes, pré-clínicos mostraram que o Kaempferol dietético tem uma 

ampla gama de atividades farmacológicas, incluindo atividades antioxidantes, anti-

inflamatórias, anticancerígenas, antidepressivas, antidiabéticas, neuroprotetoras, 

cardioprotetoras e antialérgicas (SHIN et al., 2015; SHRIVASTAVA et al., 2016)) 

 A inibição de atividade das enzimas PLA2 por flavonoides tem sido 

demonstrado em vários entre a inibição depende da estrutura do Flavonóide. Os flavonoides, 

Kaempferol e Quercetina, inibiram quase completamente a agregação plaquetária induzida 

pelo ácido araquidônico, onde se tem a atuação das enzimas PAF-AH e da AchE (Tzeng; Ko; 

Ko; Teng, 1991; Fragopoulou; Demopoulos; Antonopoulou, 2009). 
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‘Para a obtenção de um composto bom, possível candidato a fármaco, é preciso inúmeros 

testes combinados, sendo eles in silico, in vitro e in vivo. Pois cada área é complementar a 

outra. Portanto os processos combinados tornam-se mais eficazes, evitando o 

reposicionamento errôneo de alguns fármacos.’ 

 

2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Identificação e caracterização de inibidores de Fosfolipase A2 provenientes de 

metabólitos secundários de plantas da Mata Atlântica listados no SUS. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.Triagem e Seleção de Flavonoides com potencial contra a fosfolipase A2 usando a 

mineração de dados com base nas características dos compostos presentes em plantas 

utilizadas no SUS, principalmente entre os gêneros Eugenia spp., Schinus spp. e Jatropha 

spp.; 

2.Seleção com programas de mineração de dados e análise de estruturas químicas que incluem 

bancos de dados gratuitos, em conjunto com as plataformas Molinspiration, SwissADME e 

Cocoonut; 

3.Estudos de Dock molecular e seleção dos melhores ligantes flavonoides contra a sPLA2 de 

Crotalus durissus terrificus (Cdt.) e das enzimas AchE e LP PLA2 de seres humanos; 

4.Comparação de efetividade de interação in silico entre os compostos selecionados frente as 

enzimas alvo; 

5.Avaliação in vitro (enzimática, cromatográfica, espectroscópica, dicroísmo circular) dos 

compostos em presença da sPLA2 de Cdt; 

6.Avaliação farmacológica in vivo (edematogênica, miotóxica, citotóxica). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MINERAÇÃO DE DADOS 

As estruturas químicas dos flavonoides de plantas apresentam potencial 

propriedade para inibição da atividade fosfolipásica A2. Obtivemos como base as moléculas 

que nosso grupo trabalhou ao longo dos últimos anos, que tiveram sua atividade inibitória 

tanto da atividade enzimática por si só, mas também pela redução ou neutralização dos efeitos 

inflamatórios, citotóxicos e antioxidantes.   

As moléculas desse trabalho foram selecionadas por mineração de dados por 

características de QSAR, que são características físico-químicas baseadas no ligante e no 

alvo. Esses parâmetros foram importantes na mineração principalmente nas plataformas 

PubChem, Cocoonut e National Center for Biotechnology Information (NCBI), além de 

outras plataformas abertas (Ferreira et al., 2015). Em todos os passos da mineração de dados 

priorizamos a gratuidade dos bancos de dados e a presença de estruturas tridimensionais 

definidas. 

A regra dos cinco de Lipinski indica que uma molécula, para ser uma boa 

candidata a fármaco, deve ter no mínimo estes parâmetros múltiplos de 5: log P ≥ 5, massa 

molecular ≤ 500, aceptores de ligação de hidrogênio ≤ 10 e doadores de ligação de hidrogênio 

≤ 5 (Santos et al., 2018). 

Os descritores são parâmetros utilizados para representar propriedades 

moleculares, incluindo as eletrônicas, geométricas, e topológicas, implícitas na estrutura 

química de cada composto, seguindo a regra dos cinco de Lipinski com auxílio de 

conhecimentos e aplicações prévias do grupo (Acharya, 2011; Filimonov, 2014; Santos et al., 

2018; Moura; Halder; Cordeiro, 2019). 

Nesta etapa foram utilizadas quatro plataformas para avaliação e seleção 

molecular dos compostos, sendo eles: PubChem, Cocoonut, Molinspiration e SwissADME, 

além de nos basearmos em conhecimentos prévios do grupo em relação aos flavonoides, e 

elucidou questões encontradas durante pesquisas realizadas anteriormente. 

Para visualização da mineração de dados, foi utilizado o programa WordCloud, 

técnica de contagem e parametrização de palavras ou termos, onde se analisa a representação 

significativa de termos. De acordo com o programa, quanto maior a caixa do texto da nuvem 

de palavras estatísticas, maior a sua representação dentro da pesquisa de mineração de dados. 

As nuvens de palavras têm sido utilizadas em trabalhos acadêmicos para a realização de 

análises qualitativas que consistem em usar tamanhos e fontes de letras diferentes de acordo 

com a frequência de ocorrência das palavras no texto analisado (Carvalho, 2012). 

3.2 ANÁLISE IN SILICO 

A determinação da sequência de aminoácidos e a sequência parcial de 

aminoácidos estão depositadas nas bases de dados PDB (Protein Data Bank - 
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https://www.rcsb.org/) e no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sequência parcial será 

alinhada às sequências de outras PLA2s. Os compostos foram retirados da plataforma 

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), pertencente ao banco de dados do NCBI. 

 As fosfolipases A2 sPLA2 de Cdt e LP-PLA2 foram o selecionadas de acordo 

com sua resolução estrutural, uma estrutura molecular que acomode a maior parte dos sítios 

catalíticos. O modelo cristalográfico foi escolhido como o melhor modelo para a construção 

do modelo estrutural teórico de Cdt. - sPLA2 (PDB 2qog), Acetilcolinesterase (PDB 4m0e) e 

a Lp-PLA2 (PDB 3d59). 

Os ligantes foram obtidos na plataforma PubChem em formato 3D com a extensão 

.SDF. Após o download, os arquivos dos ligantes foram convertidos para o formato Mol2., e 

os modelos em .PDB foram gerados pelo RCBS, para serem inseridos na plataforma 

SwissDock. 

A preparação das coordenadas do modelo para os procedimentos de dock 

molecular foi efetuada utilizando a ferramenta Chimera 1.14, onde observamos os locais que 

possuem maiores interações entre o composto e a proteína, dentre as 250 posições geradas 

pelo SwissDock neste dock preliminar (Pettersen et al., 2004).  

Realizamos uma sobreposição de outros modelos cristalográficos conjugados com 

compostos similares para avaliar qual seria o local ideal de criação de grid box, no software 

Autodock, que gerou 10 modelos dentro deste grid, neste segundo dock. 

O AutoDock Vina foi empregado para adicionar átomos de hidrogênio polares e 

agregar as cargas Kollman. Por fim, após todas as modificações, os arquivos foram 

convertidos com a extensão. PDBQT (Teske, 2019).  

 Para a ancoragem, foi necessário executar os cálculos dos mapas de grade de 

energia (Grid Box) através dos programas AutoDock Tools e Vina. O tamanho escolhido será 

suficiente para envolver todos os aminoácidos do microambiente do sítio catalítico. As 

informações das coordenadas x, y e z serão salvas para uso posterior (Picanço, 2015). 

No caso da enzima PLA2 Cdt., utilizamos as coordenadas 100x70x100. Para a 

AchE, foi utilizado 50x50x50, e para a LpPla2, o grid foi de 90x90x90, devido às suas 

características e tamanho de seu sítio. 

As análises dos modelos obtidos foram realizadas por três diferentes 

metodologias, e o melhor modelo foi selecionado com base em testes de atividade biológica, 

estruturas e inibição realizada durante o projeto. Todas as figuras resultantes desses estudos 

foram construídas pelo programa PYMOL v2.4 (Seeliger, De Groot, 2010). A plataforma 

Molinspiration foi utilizada para melhor visualização da estrutura dos compostos (Tetko, 

2005), assim como o software Discovery Studio 4.0 e LigPlot (Wallace et al., 1995; Biovita 

Fundation, 2007). 

3.3 DOCK MOLECULAR 

 O Dock molecular é um método in silico amplamente aplicado em programas 

de descoberta de novas drogas, o qual prevê a ligação de uma determinada molécula 

interagindo com um alvo biológico específico. Neste estudo, os experimentos de ancoragem 
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molecular foram realizados pela plataforma SwissDock (Grosdidier; Zoete; Michielin, 2011), 

posteriormente utilizamos a plataforma CavityPlus (XU et al., 2018), seguindo a ideia de XU 

et al., 2018, a associação do uso das plataformas gerou um melhor resultados, para gerar uma 

Grid Box mais fidedigna com a realidade, utilizando o software Autodock Vina (Goodseell; 

Morris; Olson, 1996; Seeliger; de Groot, 2010). Foram gerados diversos resultados de várias 

execuções de encaixe, resumidos em uma tabela para posterior análise (Pettersen et al., 2004; 

Trott et al., 2010). 

 As análises dos modelos obtidos foram realizadas por diferentes metodologias, 

com base em dados bibliográficos. Selecionamos os melhores modelos com base em seus 

RSMD com a menor Kcal. Todas as figuras resultantes desses estudos serão construídas pelo 

programa PYMOL v2.4 (Seeliger; de Groot, 2010) e pelo software de Discovery Studio 4.0 

(Biovita Fundation, 2007). 

 Os resultados foram avaliados com base nas ferramentas Discovery Studio 

(Biovita Fundation, 2007), LigPlot (Wallace et al., 1995) e Pymol (Seeliger; de Groot, 2010), 

avaliando as energias de ligação, distâncias e orientações das moléculas no microambiente do 

sítio ativo de PLA2. 

3.4 PURIFICAÇÃO DA SPLA2 

3.4.1  Cromatografia de exclusão molecular em HPLC 

Foi utilizado 20 mg/mL do veneno total, que será homogeneizado em tampão 

bicarbonato de amônio 0,1M, pH 7,9 até a sua completa dissolução. Posteriormente, essa 

solução de veneno será centrifugada a 2500xg por 5 minutos para clarificação da solução.  

O sobrenadante obtido será aplicado à coluna pré-empacotada de exclusão 

molecular em coluna Superdex 75. O sistema cromatográfico será previamente equilibrado 

com o tampão bicarbonato de amônio, pH 7,9, 0,1M, 60 minutos antes da aplicação da 

amostra. A eluição do material será realizada a um fluxo constante de 0,2 ml/min e 

monitorada a uma absorbância de 280 nm. O pool de fosfolipase será agrupado e, 

posteriormente, liofilizado. 

3.4.1.1 Análise do grau de pureza da toxina 

O grau de homogeneidade molecular será realizado por dois métodos, um em 

HPLC de fase reversa, usando uma coluna C18 analítica (0.39 x 30 cm, Phenomenex). A 

coluna cromatográfica será equilibrada durante 10 minutos, usando uma solução de ácido 

trifluoroacético a 0,1% (TFA, 0,1%) previamente filtrado em filtro 0,22 mm. As amostras 

liofilizadas serão dissolvidas em 250 ml de TFA 0,1%, e centrifugadas a 4500xg por 5 

minutos. O sobrenadante obtido será então aplicado na coluna cromatográfica. Para eluição da 

fração, foi usado um gradiente linear contínuo do solvente B (Acetonitrila 66% em solvente 

A). O registro da corrida cromatográfica será realizado a 214nm. 
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3.5 ENSAIOS ENZIMÁTICOS 

A fim de avaliar o comportamento da enzima frente às diferentes concentrações 

de substrato cromogênico derivado do ρ-nitroanilida, 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid 

(NOB), a sPLA2 (previamente purificada) foi solubilizada com solução salina NaCl a 0,9% na 

concentração de 1 mg/mL e o substrato solubilizado em Acetonitrila PA em concentrações 

que variaram de 0,25 até 2 mg/mL (n=5).  

Para avaliar o potencial inibitório das Quercetinas, a enzima foi solubilizada da 

mesma maneira e na mesma concentração e incubada com os compostos por 30 minutos. 

Neste segundo teste, o substrato (NOB) foi solubilizado com Acetonitrila a uma concentração 

de 1 mg/mL. Ambos foram adicionados ao tampão Tris-HCl 0,02M, NaCl 0,15M e CaCl2 

1mM (pH 8) para serem analisados com leitura em espectrofotômetro UV-VIS SPECTRA 

MAX (Molecular Devices, CA), com comprimento de onda a 405 nm. As leituras ocorreram 

ao longo do tempo de incubação (90 minutos), com intervalos de 5 minutos entre as leituras. 

Para calcular a porcentagem de inibição, utilizou-se a velocidade de consumo do substrato 

(inclinação da reta) sob a fórmula descrita abaixo: 

 

 
 

Os dados foram expressos em porcentagem e seu erro em pontos de porcentagem. 

3.6  ENSAIOS FARMACOLÓGICOS  

Foram utilizados animais da espécie Mus musculus de 23 a 30 g, provenientes do 

Biotério Central da UNICAMP (CEMIB). Os experimentos foram realizados no laboratório 

Biologia Molecular de Proteínas e Peptídeos (BIOMOLPEP) da UNESP Campus do Litoral 

Paulista, onde foram mantidos até o momento do teste em um gabinete biotério, climatizados 

com umidade e temperatura controlada. Os animais foram tratados com água e ração ad 

libidum, controle do ciclo claro/escuro, e mantidos de acordo com as normas do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Todos os procedimentos experimentais 

foram apresentados ao Comitê de Ética da UNESP (CEUA/UNESP) para aprovação.  

Devido à pandemia de COVID-19, foram reutilizados resultados de antigos 

experimentos animais aprovados pelos respectivos Comitês de Ética. Todos os experimentos 

foram finalizados por meio de anestesia e eutanásia dos animais utilizados e seguirão as 

normas do CONCEA. Os animais serão anestesiados em câmara de CO2 e, posteriormente, 

eutanasiados por deslocamento cervical. 
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3.6.1 Avaliação do edema de pata protocolo incubado 

Foram realizados dois modelos experimentais in vivo para avaliação da inibição 

da inflamação aguda causada por sPLA2 purificada, ambos utilizando camundongos fêmeas 

Swiss (~25g, n=5). Os protocolos de aprovação do Comitê de Ética utilizados foram: 

008/2015; 009/2015; 010/2015; 14/2016; 15/2016; 18/2016; 19/2016; 03/2019; 04/2019. 

Os testes in vivo foram efetuados somente após a averiguação in vitro da inibição 

ou interação com compostos com as enzimas utilizadas no estudo, de acordo com o descrito 

previamente sobre ensaios enzimáticos. Os animais foram separados em oito grupos: controle 

(salina), sPLA2, Q (Quercetina), Kpf (Kaempferol), sPLA2:Kpf (Kaempferol incubada com a 

sPLA2) e sPLA2:Q (Quercetina incubada com a sPLA2).  

Neste primeiro experimento, foram inoculados 25 μL através de injeção 

subplantar posterior direita das moléculas isoladas e/ou incubadas 30 min com PLA2. No 

grupo controle negativo, foi injetado 25 μL de solução salina (NaCl 0,9%); no controle 

positivo, 10 μL de sPLA2 na concentração de 10,72.10-2 mol/L; no grupo das Quercetinas 

isoladas, foi injetado 25 mg/mL de cada composto com a sPLA2 incubada previamente. As 

concentrações dos compostos injetados foram 8,27x10-4 mol/L de Quercetina e 8,73x10-4 

mol/L de Kaempferol.  

O monitoramento do volume do edema foi realizado através de 

hidropletismômetro durante 4h ou até a diminuição da inflamação do controle chegar a 20% 

da inicial. Após os testes, os camundongos foram anestesiados e sacrificados via 

deslocamento cervical. 

3.6.2 Edema de pata 

Serão realizados modelos experimentais in vivo para avaliação da inflamação 

aguda causada pelo veneno, enzimas e compostos naturais que serão aplicados na região 

subplantar da pata direita (25 mg/mL) com solução salina estéril de camundongos fêmeas (n = 

5).  

As concentrações dos compostos injetados foram, respectivamente, 8,27x10-4 

mol/L de Quercetina e 8,73x10-4 mol/L de Kaempferol. O monitoramento do volume do 

edema será conduzido através de hidropletismômetro nos tempos 0, 30, 60, 120, e 240 

minutos de observação até a diminuição da inflamação do controle chegar a 20% da inicial. 

Após os testes, os camundongos serão anestesiados e eutanasiados.  

Para as análises bioquímicas e de biologia molecular, o sangue será coletado com 

heparina, centrifugado e o plasma separado e estocado a -80 ºC. Além disso, ao final do 

experimento, amostras de 100 a 200 mg de tecido das patas serão coletadas e congeladas em 

nitrogênio líquido e, posteriormente, guardadas em um biofreezer a -80 ºC até o momento do 

ensaio. Os tecidos provenientes das patas serão homogeneizados em um sistema “Polytron 

Homogenizer” durante 15 segundos com 1mL de HTAB para cada 50 mg de amostra. Após 

esta etapa, os homogenatos serão agitados em vórtex e centrifugados em centrífuga de 

eppendorf a 4500xg por 5 minutos e o sobrenadante obtido será submetido à análise.  
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3.6.3 Atividade miotóxica 

Para avaliar a atividade miotóxica, serão inoculados no músculo gastrocnêmico 

direito as proteínas e os compostos a serem escolhidos para os ensaios, numa concentração de 

10,72x10-2 mol/L de PLA2, tendo o sangue coletado da calda 30 minutos após a aplicação de 

25 μL da proteína e/ou composto.  

O sangue será coletado com heparina, centrifugado e o plasma separado e 

estocado a -80 ºC para quantificação bioquímica e molecular. Ao final do experimento, 

amostras de 100 a 200 mg de tecido das patas serão coletadas e congeladas em nitrogênio 

líquido e, posteriormente, guardadas em um biofreezer a -80 ºC até o momento do ensaio.  

Os tecidos provenientes das patas serão homogeneizados em um sistema 

“Polytron Homogenizer” durante 15 segundos com 1mL de HTAB para cada 50mg de 

amostra. Após essa etapa, os homogenatos serão agitados em vórtex e centrifugados em 

centrífuga de eppendorf a 4500 xg por 5 minutos e o sobrenadante obtido será submetido a 

análises bioquímicas.  

A atividade miotóxica será quantificada pela atividade da enzima creatina cinase 

(CK), determinada pelo uso de 4 microlitros de plasma com 1.0 mL do reativo do kit CK-UV 

K010 (Bioclin) cinético incubado por 3 minutos a 37 ºC, e realizando-se leituras a 340 nm 

após 3 minutos. A atividade da creatina cinase será expressa em unidades/litro. 

3.7 . ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados serão expressos como média ± desvio padrão da média. Os resultados 

serão analisados por análise da variância (ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste 

Dunett ou Bonferroni. Valores de p < 0,01 foram considerados significativos. Para o ensaio 

enzimático, será realizada uma regressão linear, cuja angulação da reta será utilizada para 

encontrar a porcentagem de inibição, e seu erro os pontos de porcentagem. 
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4 RESULTADOS 

Foi realizada a triagem sistematizada e tabelada dos flavonoides das espécies 

Eugenia spp., Schinus spp., e Jatropha spp., com base na técnica de estudo das relações 

quantitativas entre a estrutura química e a atividade biológica ou alguma propriedade físico-

química (QSAR/QSPR). A modelação quantitativa das relações estrutura-atividade (QSAR) é 

uma técnica bem conhecida que se tem revelado extremamente útil em vários campos de 

investigação, incluindo o farmacêutico, a ecotoxicidade dos produtos químicos industriais, e a 

ciência dos materiais. Esta técnica não só ajuda na triagem de produtos químicos, mas 

também fornece pistas para melhorar as propriedades físicas e (Bio)químicas de interesse. 

A triagem foi realizada com preferência aos artigos com acesso aberto, para 

consulta de dados concentrados nos indexadores NCBI, Google Acadêmico e Elsevier, 

gerando uma tabela com a apresentação por espécie vegetal e seus flavonoides principais 

isolados, descritos e referenciados (Anexo I). Para melhor explicação, apresentamos um 

resumo na forma de infográfico (Figura 3) baseado no programa WordCloud. 

Nesta primeira fase do projeto, foi realizada uma extensa pesquisa de plantas 

mencionadas, citadas e que tenham sido descritas com medicinais, seguindo basicamente as 

definições da OMS, que afirma que planta medicinal é “[...] todo e qualquer vegetal que 

possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas com fins terapêuticos ou 

que sejam precursores de fármacos semissintéticos”, e do Ministério da Saúde, que relata 

que “ [...] as plantas medicinais são aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e têm 

tradição de uso como remédio em uma população ou comunidade”.  

Para utilizar uma planta medicinal, é preciso conhecê-la, saber onde colhê-la, e 

como prepará-la. Normalmente, são utilizadas na forma de chás e infusões. Junto a estes 

critérios, também foi foco desta primeira triagem home office a presença de trabalhos que, em 

sistema aberto (open access) ou com um conjunto de informações de acesso livre, colocassem 

detalhes sobre o isolamento, caracterização estrutural, funcional e biológica de plantas 

medicinais. 

A seleção dos compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski. Todos os 

compostos atenderam as características para um bom fármaco. Os resultados revelaram que os 

compostos da classe dos flavonoides interagiram fortemente com as proteínas, sendo elas pro-

inflamatórias ou apenas outras proteínas da classe das esterases. 

Após a primeira catalogação, foi elaborada a Tabela II (Anexo II), onde as plantas 

foram separadas de acordo com seus respectivos biomas e comparadas ao RENISUS, com o 

respectivo potencial farmacológico (Brasil, 2009). 

Devido ao nosso grupo BIOMOLPEP ter feito um extensivo uso de flavonoides 

como moléculas capazes de inibir a atividade farmacológica induzida pela sPLA2 de Crotalus 

durissus terrificus, e com base nos dados das Tabelas I e II (Anexo I e II), selecionamos para 

a Tabela III (Anexo III) os compostos polifenólicos com predominância de flavonoides que 

apareciam em comum nos três gêneros selecionados e possuíam espécies. A catalogação de 

acordo com o RENISUS, presente na Tabela II, prossegue com a sistemática de base da 

metodologia QSAR. 
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A triagem de compostos foi conduzida com base no seguinte esquema de trabalho: 

busca no site pela combinação dos termos atividade farmacológica, estrutura molecular 

definida e propriedades, e após selecionados, os componentes foram relacionados com a 

plantas medicinais usadas no SUS e propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias.  

Assim, seguiu-se para o último ponto da classificação estrutural, onde 

selecionamos os compostos com propriedade anti-inflamatória mais evidente, com base nos 

estudos estruturais de Farooqui e Farooqui (2010). O estudo caracterizou regiões com maior 

atividade anti-inflamatória e outras que possuem maior atuação antioxidante. 

Após esta separação, prosseguimos o estudo com as estruturas moleculares dos 

compostos em 3D, onde já se inicia a preparação para o dock molecular. Essa etapa ocorreu 

com o auxílio da plataforma Molinspiration, inserindo a nuvem eletrônica, evidenciando as 

propriedades de hidrofilicidade e hidrofobicidade de cada composto e suas relações com a 

estrutura e atividade, conforme indicado na Tabela IV (Anexo IV). 

 

 
Figura 3: Análises da nuvem de termos ou palavras mostrando os gêneros Eugenia spp., Schinus spp. e 

Jatropha spp. Esta análise cruzando a mineração de dados com a nuvem de dados indica que os compostos 

presentes nos três gêneros mais frequentemente isolados são a quercitrina, Quercetina, Apgenina e Kaempferol. 

 

De acordo com Farooqui e Farooqui (2010), dois tipos de atividade podem ser 

encontrados em flavonoides: os antioxidantes e as anti-inflamatórias. Nesse sentido, criamos 

uma derivação da Tabela VI explicando a imagem e suas interações, conforme Anexo V. 

Realizamos uma visualização do perfil químico dos compostos, para melhor 

entendimento, indo de acordo com as características apresentadas pela plataforma 

SwissADME (Anexo VI). A seleção dos compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski. 

Todos os compostos atenderam as características para um bom fármaco. 

Após esta etapa, partiu-se para os estudos de ancoragem molecular dos compostos 

selecionados (Quercetina; Kaempferol), frente à Cdt. sPLA2 (PDB 2qog), conforme ilustra a 

Figura 4. As estruturas foram retiradas das plataformas PubChem e NCBI. 

Para melhor compreensão deste trabalho, seguimos a realização de dock com as 

proteínas AchE (Acetilcolinesterase); (PDB 4m0e); e com a fosfolipase A2 associada a 

lipoproteína (LpPLA2) também conhecida como Fator ativador de plaquetas acetilhidrolase 

(PAF-AH); (3D59). 

 



27 

 
Figura 4: Estruturas tridimensionais das proteínas utilizadas (3D). Figura 5A: Fosfolipase A2 de Crotalus 

durrissus terrificus; as esferas verdes representam o cálcio. Figura 5B: Acetilcolinesterase de Homo sapiens. 

Figura 5C: Fator ativador de plaquetas acetilhidrolase de Homo sapiens. A cor segue a ordem de cor do software 

Pymol, sendo cadeias A (verdes), B (azuis), C (rosas), e D (amarelas). 

 

Durante o processo de Dock molecular, foram feitos dois refinos, onde o primeiro 

foi obtido por meio da plataforma SwissDock com 250 possíveis locais de ancoragem. 

Seguimos para a análise de cavidades de interação para uma melhor comparação, 

utilizando assim a plataforma Cavity Plus, que nos gerou múltiplas cavidades de interação, 

selecionamos as que apareciam com interações mais fortes ente a proteína e o composto 

testado, com a associação do uso das plataformas gerou um melhor resultado, como podemos 

observar na Figura 5. 
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Figura 5: Representação do dímero da proteína PAF-AH de Homo sapiens interagindo com o composto. Na 

Figura 5A, está presente a estrutura 3D com as interações do composto Kaempferol geradas pelo SwissDock e 

analisadas pelo Chimera1.14; a Figura 5B ilustra as cavidades de interação do composto com a proteína. A cor 

segue a ordem de cor da plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis). 

 

Após este resultado, foi feita uma segunda ancoragem com a montagem de 

coordenadas para criar uma Grid Box feita pelo Autodock Tools, nos locais em que o 

SwissDock sinalizou maior quantidade de interações. Para melhor localização da Grid box, 

realizamos uma pesquisa preliminar, avaliando o encaixe e sobreposição de PLA2 similares 

provenientes de venenos de cobras. Os modelos cristalográficos já conhecidos estão 

depositados no banco de dados RCSB-PDB.  

Com o Autodock, foram gerados 10 modelos seguindo as coordenadas refinadas 

da Grid box, considerando o local de maior interação dos compostos.  

Dentre os dez, selecionamos o melhor, de acordo com o índice RMSD, onde a 

melhor ancoragem deve ter um valor de 0 – 6 Å. O valor mais recomendado é abaixo de 1,5 Å 

(Bell; Zhang, 2019). Dentro deste parâmetro, selecionamos um modelo de cada composto, e 
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avaliamos suas interações com a proteína. As interações avaliadas foram os tipos de ligação, 

locais e a distância do composto com a proteína. As imagens foram geradas no Discovery.  

Para melhor visualização das interações entre o modelo de ancoragem com a 

proteína, e entre o modelo de Dock com a proteína, foram utilizados os softwares Discovery e 

LigPlot Plus. Os softwares permitem observar os tipos de interação, locais de interação e suas 

respectivas forças.  

Em um melhor entendimento e interpretação das interações dos compostos frente 

às proteínas, foi montada uma tabela geral que mostra as ligações, os tipos de ligação, forças e 

distância média entre o composto e as respectivas proteínas (Anexos VII). 

4.1 QUERCETINA 

A Figura 6 revela que a Quercetina interage no tetrâmero da sPLA2 de Cdt., onde 

ela interage apenas com a cadeia C, sendo as ligações com o Ácido Aspártico(D) 49 de forma 

covalente e com o Cálcio de forma Infavorável, com a Histidina (H) 48, que são aminoácidos 

do sítio catalítico da enzima. O composto também interagiu com as Isoleucinas (I) 9 e 19, 

Cistina (C)29, Asparagina (N) 6, Leucina (L)2 e o Triptofano (W)31 por Van der Walls. 

Os aminoácidos Fenilalanina (F)5, Alanina (A)18 e 23, e Tirosina(Y)22 se ligam 

de forma Alkyl. A Glicina (G)32 faz pontes de hidrogênio de forma covalente em uma 

distância de 3,08 Å e ponte de carbono com a Lisina (K) 69. A média de distância nas 

interações entre os aminoácidos e a proteína foi de 3,25 Å. 
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Figura 6: Representação do tetrâmero da proteína sPLA2 de Cdt. Imagens retiradas da plataforma RCSB. Na 

Figura 6A, está presente a estrutura química do composto Quercetina. A Figura B ilustra a interação do 

composto com a proteína (imagem do software Discovery). Na Figura C, estão representadas as interações pelo 

software Lig Plot. A Figura D foi elaborada pela plataforma RCSB, onde observamos a superfície da proteína 

com as quatro subunidades destacadas por cor, o sítio da proteína e de ligação, respectivamente destacados por 

setas. A Figura E, elaborada pela plataforma RCSB, indica apenas o monômero de interação com seu sítio 

destacado na cor magenta. 
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Observa-se na Figura 7 os gráficos obtidos no HPLC de fase reversa em coluna 

Wide Pore C5, previamente calibrado com tampão A (TFA 0,1%). Seu tampão B é de 

ACN66%. Nas Figuras 7A1 e 7A2, a varredura de absorbância foi realizada em 280nm e 

360nm, respectivamente, com o composto Q incubado por 30 minutos com a sPLA2 de Cdt., 

onde observa-se uma diminuição no cume do pico (sinalizado pela seta). 

Nas Figuras 7B1 e 7B2, a varredura de absorbância foi conduzida em 280nm e 

360nm, respectivamente, onde aparece apenas a sPLA2, mostrando que seu pico mais alto 

ocorre sem o composto. Tal resultado demonstra uma diminuição no tempo de retenção dos 

picos quando incubados, tendo uma interação entre o composto e a proteína, onde observamos 

a junção dos picos e redução da afinidade pela coluna (Figura 7C).  

Na Figura 7D, observa-se que quando os picos estavam puros, foram passados no 

HPLC e seus gráficos ficaram sobrepostos, mostrando seus diferentes tempos de retenção de 

acordo com o gradiente de tampão B. A linha tracejada exemplifica o gradiente de tampão B, 

que se inicia aos 5 minutos de corrida e chega a 100% em 40 minutos. 

 

 
Figura 7: Diagramas de perfis em HPLC de sPL2 de Cdt. e Kpf, com varreduras de absorbância (7A; 7B) 

incubados por 30 min (7C), e puros (7D). 
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No teste enzimático, a sPLA2 mostrou que, ao degradar o substrato cromogênico 

4N3OBA em comparação ao composto Quercetina, possuem atividades enzimáticas 

diferentes com absorbâncias e intensidades distintas, pois a sPLA2 com Quercetina 

apresentou uma diminuição de atividade da sPLA2, porém, ambas possuem comportamento 

sigmoide (Figura 8A). O teste V Max demonstrou que a sPLA2 com Quercetina alterou a 

atividade da sPLA2, potencializando sua atividade no início do teste e inibindo-a ao final 

(Figura 8B).  

 

 
Figura 8: Ensaio de atividade enzimática utilizando substrato cromogênico sintético 4N3OBA específico para 

PLA2. Reação monitorada em 425 nm por 80 minutos, com intervalos de 5 minutos. Amostras das sPLA2 ácidas 

com concentração de 1 mg/mL, concentrações de 4N3OBA 2 mg/mL. 
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Observamos no ensaio de edema de pata um edema imediato após a administração 

da sPLA2 na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade edematogênica atingiu seu 

máximo em 15 minutos (n=3 e p<0,001).  

Com o composto Quercetina incubado com a sPLA2, analisamos o pico máximo 

da atividade edematogênica em 30 minutos e uma diminuição significativa no edema 

comparado apenas com a sPLA2. Percebemos no teste que a Quercetina não tem capacidade 

de causar atividade edematogênica significante (Figura 9A). 

Analisamos a atividade miotóxica da sPLA2 pela dosagem da enzima creatina 

quinase (CK), presente no plasma sanguíneo dos camundongos injetados. Foi realizado 

também um comparativo com a sPLA2 incubada com a Quercetina e com um controle. A 

concentração de CK no plasma dos animais demonstrou que a sPLA2 com a Quercetina 

apresentou menor atividade miotóxica comparada com a atividade da sPLA2 sem o composto 

(Figura 9B). 

 

 
Figura 9: Ensaios farmacológicos. 9A: Ensaio de volume de edema de pata quando a sPLA2 ácida é injetada via 

subplantar. Análise estatística ANOVA seguida de Bonferroni a posteriori, p <0,05. 9B: Ensaio de quebra da 

creatina quinase. Os dados foram expressos em média e desvio padrão (n=3) e a ANOVA foi utilizada como 

teste estatístico, com Dunnet como teste a posteriori. As proteínas foram administradas isoladamente, mostrando 

diferenças estatísticas em relação à PLA2.  
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Com o composto Quercetina incubado com a sPLA2, analisamos o pico máximo 

da atividade edematogênica após 30 minutos, tendo um aumento no edema comparado apenas 

com a sPLA2. Percebemos no teste que o composto Quercetina reduz a afinidade da enzima 

com o substrato, mas continua seu curso de ação (Figura 10A). 

A atividade miotóxica da sPLA2 foi analisada pela dosagem da enzima creatina 

quinase (CK), presente no plasma sanguíneo dos camundongos injetados. Foi realizado 

também um comparativo com a sPLA2 incubada com a Quercetina e com um controle. A 

concentração de CK no plasma dos animais demonstrou que a sPLA2 com a Quercetina 

apresentou menor atividade miotóxica comparada com a atividade da sPLA2 sem o composto 

(Figura 10B). 

 

 
Figura 10: Ensaios farmacológicos com avaliação após 30 minutos. 10A: Ensaio de volume de edema de pata 

quando a sPLA2 ácida é injetada via subplantar. Análise estatística ANOVA seguida de Bonferroni a posteriori, 

p <0,05. 10B: Ensaio de quebra da creatina quinase. Os dados foram expressos em média e desvio padrão (n=3) 

e a ANOVA foi utilizada como teste estatístico, com Dunnet como teste a posteriori. As proteínas foram 

administradas isoladamente, mostrando diferenças estatísticas em relação à PLA2.  
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Seguimos nossas pesquisas realizamos testes in silico com PAF-AH, caracterizada 

como uma enzima esteárica pertencente à inflação e coagulação, posteriormente realizamos 

testes in silico com a AchE, caracterizada como uma enzima esteárica pertencente à 

comunicação muscular, para um melhor entendimento sistêmico da atuação deste composto.  

Nossos estudos in silico mostraram que o composto Q; observamos na Figura 11; 

pode interagir em três cavidades da PAF-AH por serem as cavidades do sítio optamos por 

criarmos a grid box diretamente na cavidade 2 que abrange o sítio ativo da subunidade A do 

dímero, já que a proteína tem subunidades simétrica. 

 

 
Figura 11: ilustra as cavidades de interação do composto com a proteína. A cor segue a ordem de cor da 

plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis). 

 

Após a docagem foi selecionado o melhor dock seguindo os parâmetros já citados, 

na figura 11, observamos as interações do composto com o sítio ativo da proteína, seguindo a 

cavidade 2, onde o composto interage com todos os aminoácidos que formam o sítio ativo da 

PAF-AH de humanos, sendo eles, Leucina (Leu) 153, Serina (Ser) 273, Fenilalanina (Phe) 

274, Acido Aspártico (Asp) 296 e Histidina (His) 351. Também tiveram interações com 

outros aminoácidos ao redor do sítio ativo como podemos observar em cinza na figura 13A, 

His 272, Glutamina (Gln) 352, Phe 357, Glicina (Gly) 152 e Leu 227 
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Figura 11: Representação do monômero de PAF- AH de Homo sapiens (PDB 3D59), em sua forma 

tridimensional, com os aminoácidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo software Pymol. A 

Figura 11A, ilustra a interação do composto com a proteína, com os aminoácidos essenciais do sítio catalítico 

com a nuvem eletrônica destacada em verde, em cinza observa-se outros aminoácidos que interagem com o 

composto representado em azul. Na Figura 11B, ilustra a interação do composto com a proteína. 

 

Em uma visão do diagrama em segunda dimensão nos observamos as inúmeras 

interações que o composto tem com a proteína sendo em especial as interações covalentes 

com a His 272 e Tirosina (Tyr) 100 em pontes de hidrogênio, em pontes de carbono interage 

com Gly152 e Gln 352, de forma pi-stacked com Phe 357 e Alanina (Ala) 355 e Ala 155 com 

os outros aminoácidos vistos na Figura 12 tem interações fracas. 
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Figura 12: Representação das interações do composto com a proteína. Na Figura 12A, ilustra a interação do 

composto com a proteína, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 12B, estão representadas as 

interações pelo software Lig Plot.  

 

Durante os testes in silico com a AchE, caracterizada como uma enzima esteárica 

pertencente à comunicação muscular, para um melhor entendimento sistêmico da atuação 

deste composto.  

Nossos estudos in silico mostraram que o composto Q; observamos na Figura 13; 

pode interagir em quatro cavidades da AchE por serem as cavidades do sítio optamos por 

criarmos a grid box diretamente na cavidade 3 que abrange o sítio ativo da subunidade A do 

dímero, já que a proteína tem subunidades simétrica. 

 

 
Figura 14: ilustra as cavidades de interação do composto com a proteína. A cor segue a ordem de cor da 

plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis). 

 

Após a docagem foi selecionado o melhor dock seguindo os parâmetros já citados, 

na figura 15, observamos as interações do composto com o sítio ativo da proteína, seguindo a 

cavidade 3, onde o composto interage com todos os aminoácidos que formam o sítio ativo da 

AchE de humanos, Ser 203, His 447, Glutamina (Glu) 334. Também tiveram interações com 

outros aminoácidos ao redor do sítio ativo como podemos observar em cinza na figura 15A, 
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Figura 15: Representação do monômero de AchE de Homo sapiens (4M0E), em sua forma tridimensional, com 

os aminoácidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo software Pymol. A Figura 15A, ilustra a 

interação do composto com a proteína, com os aminoácidos essenciais do sítio catalítico com a nuvem eletrônica 

destacada em verde, em cinza observa-se outros aminoácidos que interagem com o composto representado em 

azul. Na Figura 15B, ilustra a interação do composto com a proteína. 

 

 

Em uma visão do diagrama em segunda dimensão nos observamos as inúmeras 

interações que o composto tem com a proteína sendo em especial as interações Tyr 332, 

Arginina (Arg.) 296, Ser 293, Tyr 124, Gln 291, Phe295 que são covalentes, em ponte de 

hidrogênio tem uma interação Pi-pi Stacked com Tyr 341, o composto também interage com 

os outros aminoácidos de forma fraca, onde podemos observar na figura 16. 

 



39 

 
Figura 16: Representação das interações do composto com a proteína. Na Figura 16A, ilustra a interação do 

composto com a proteína, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 16B, estão representadas as 

interações pelo software Lig Plot.  
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4.1 KAEMPFEROL 

In silico, podemos observar que o Kaempferol interage no tetrâmero da sPLA2 de 

Cdt (Figura 17). Com o Ácido Aspártico(D) 49 um de forma covalente em ponte de 

hidrogênio em uma distância de 3.2 Å, no principal aminoácido do sítio catalítico da sPLA2 

de Cdt., acreditamos que essa interação altere a conformação da enzima, e interaja com a 

Tirosina (Y) 52, que são importantes aminoácidos em esterases. 

Além de interagir com a Glicina (G) 53 do anel do Loop de cálcio e a Lisina (K) 

69, também interage com a Serina (S) 113 de forma covalente em ponte de hidrogênio em 

uma distância de 3,1 Å, sendo ela e o Ácido aspártico (D) 122 os únicos aminoácidos da 

cadeia B. A média de distância nas interações entre os aminoácidos e a proteína foi de 3,44 Å. 

 

 
Figura 17: Representação do tetrâmero da proteína sPLA2 de Cdt. Na Figura 17A, está presente a estrutura 

química do composto Kaempferol; a Figura 17B ilustra a interação do composto com a proteína, imagem obtida 

pelo software Discovery; na Figura 17C, estão representadas as interações pelo software Lig Plot. A Figura 17D 

foi elaborada pela plataforma RCSB, onde observamos a superfície da proteína com as quatro subunidades 

destacadas por cor; o sítio da proteína e de ligação estão respectivamente destacados por setas. A Figura 17E, 

elaborada pela plataforma RCSB, ilustra apenas o monômero de interação com seu sítio destacado na cor 

magenta. 
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Observa-se na Figura 18 os gráficos obtidos no HPLC de fase reversa em coluna 

Wide Pore C5, previamente calibrado com tampão A (TFA 0,1%). O tampão B é de 

ACN66%. Nas Figuras 18A1 e 18A2, ilustra-se a varredura de absorbância em 280nm e 

360nm, respectivamente, com o composto Kpf incubado por 30 minutos com a sPLA2 de 

Cdt., o qual registra uma diminuição no cume do pico (sinalizado pela seta). 

Nas Figuras 18B1 e 18B2, na varredura de absorbância em 280nm e 360nm, 

respectivamente, aparece apenas a sPLA2, mostrando que seu pico é mais alto que quando 

sem o composto. Tal resultado demonstra uma redução no tempo de retenção dos picos 

quando incubados, tendo uma interação entre o composto e a proteína, onde observamos a 

junção dos picos e menor afinidade pela coluna (Figura 18C).  

Na Figura 18D, quando os picos estavam puros, foram passados no HPLC e seus 

gráficos ficaram sobrepostos, mostrando seus diferentes tempos de retenção de acordo com o 

gradiente de tampão B. Observa-se a linha tracejada exemplificando o gradiente de tampão B 

que se inicia aos 5 minutos de corrida e chega a 100% em 40 minutos. 

 

 
Figura 18: Diagramas de perfis em HPLC de sPL2 de Cdt. e Kpf, com varreduras de absorbância (18A; 18B) 

incubados por 30 min (18C), e puros (18D). 
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No teste enzimático, a sPLA2 mostrou que, ao degradar o substrato cromogênico 

4N3OBA comparada ao composto Quercetina, possuem atividades enzimáticas diferentes 

com absorbâncias e intensidades distintas, pois a sPLA2 com Quercetina apresentou uma 

diminuição de atividade da sPLA2, porém ambas possuem um comportamento sigmoide 

(Figura 19A). Com o teste V Max, foi possível analisar que a sPLA2 com Quercetina alterou 

a atividade da sPLA2, potencializando sua atividade no início do teste e inibindo-a ao final 

(Figura 19B).  

 

 
Figura 19: Ensaio de atividade enzimática utilizando substrato cromogênico sintético 4N3OBA específico para 

PLA2. Reação monitorada em 425 nm por 80 minutos, com intervalos de 5 minutos. Amostras das sPLA2 ácidas 

com concentração de 1 mg/mL, concentrações de 4N3OBA 2 mg/mL. 
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No ensaio de edema de pata, observou-se um edema imediato após a administração 

da sPLA2 na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade edematogênica obteve seu 

máximo em 15 minutos (n=3 e p<0,001).  

Além disso, o teste revelou que o Kaempferol com sPLA2 atrasou a atividade 

edematogênica, que obteve seu máximo em 30 minutos e gerou uma diminuição significativa 

no edema em comparação ao causado somente pela sPLA2. Ao analisar o composto 

Kaempferol de forma isolada, notou-se a ausência de capacidade de causar atividade 

edematogênica significante (Figura 20A). 

A atividade miotóxica da sPLA2 pode ser quantificada pela dosagem da enzima 

creatina quinase (CK), presente no plasma sanguíneo dos camundongos injetados. Foi 

realizado também um comparativo da sPLA2 com o Kaempferol e com um controle. De 

acordo com os resultados, a concentração de CK no plasma dos animais indicou que a sPLA2 

com o Kaempferol interagiram e promoveram um aumento do efeito miotóxico em torno de 

50 µ/L, quando comparado com a atividade miotóxica da sPLA2 (Figura 20B). 

 

Figura 20: Ensaios Farmacológicos. 20A: Ensaio de volume de edema de pata quando a sPLA2 ácida é injetada 

via subplantar. Análise estatística ANOVA seguida de Bonferroni a posteriori, p <0,05. 10B: Ensaio de quebra 

da creatina quinase. Os dados foram expressos em média e desvio padrão (n=3) e a ANOVA foi utilizada como 

teste estatístico, com Dunnet como teste a posteriori. As proteínas foram administradas isoladamente, mostrando 

diferenças estatísticas em relação à PLA2.  

 

Para se ter um maior entendimento de nossos resultados, realizamos testes in silico 

com a acetilcolinesterase (AchE), caracterizada como uma enzima esteárica pertencente à 

comunicação muscular, explicando assim os resultados de miotoxicidade.  

In silico, a Figura 21 indica que o Kaempferol interage com dois importantes 

aminoácidos do sítio catalítico da AchE, sendo a Histidina (H) 447, de forma covalente em 

ponte de hidrogênio, alterando a conformação da enzima, e por Van der Walls com a Serina 

(S) 203. Com a Serina (S) 125, o composto interage por ponte de hidrogênio de forma 

covalente em uma distância de 3.15 Å, e com as Tirosinas (Y) 133, 337, 72 e 124, 

respectivamente, sendo pontes de hidrogênio Y133 e Y337, Van der Walls Y72 e interação 
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alkyl a Y24. O Kaempferol também interage com Ácido Aspártico (D) 74 por Van der Walls, 

com Triptofano (W)86 em Alkyl e com Glutamina (E) 220 por Van der Walls. A média de 

distância nas interações foi de 3,21Ǻ. 

 

 
Figura 21: Representação do dímero da proteína Acetilcolinesterase (AchE) de Homo sapiens (PDB 4m0e), em 

sua forma tridimensional, com os aminoácidos essenciais do sítio catalítico destacados em azul. Observamos 

também a superfície tridimensional do monômero com a representação de onde o composto interage. Imagens 

retiradas da plataforma RCSB. A Figura 21A, retirada do software Pymol, ilustra a interação do composto com a 

proteína. Na Figura 21B, estão representadas as interações pelo software Discovery. Na Figura 21C, estão 

representadas as interações pelo software Lig Plot.  

 

Seguimos nossas pesquisas realizamos testes in silico com o Fator de Agregação 

plaquetária acetilhidrolase (PAF-AH) caracterizada como uma enzima esteárica pertencente à 

inflação e coagulação, para um melhor entendimento sistêmico da atuação deste composto.  

Nossos estudos in silico mostraram que o composto Kaempferol; observamos na 

Figura 22; pode interagir em três cavidades da PAF-AH por serem as cavidades do sítio 

optamos por criarmos a grid box diretamente na cavidade 2 que abrange o sítio ativo da 

subunidade A do dímero, já que a proteína tem subunidades simétrica. 
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Figura 22: ilustra as cavidades de interação do composto com a proteína. A cor segue a ordem de cor da 

plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis). 

 

Após a docagem foi selecionado o melhor dock seguindo os parâmetros já citados, na figura 

23, observamos as interações do composto com o sítio ativo da proteína, seguindo a cavidade 

2, onde o composto interage com todos os aminoácidos que formam o sítio ativo da PAF-AH 

de humanos, sendo eles Leu 153, Ser 273, Phe 274, Asp 296 e His 351. Também tiveram 

interações com outros aminoácidos ao redor do sítio ativo como podemos observar na Figura 

24A, A Leu 159, Phe110, Gly 152, Phe 357, Leu 371 e Gln 352. 

 

 
Figura 23: Representação do monômero de PAF- AH de Homo sapiens (PDB 3D59), em sua forma 

tridimensional, com os aminoácidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo software Pymol. A 

Figura 23A, ilustra a interação do composto com a proteína, com os aminoácidos essenciais do sítio catalítico 

com a nuvem eletrônica destacada em verde, em cinza observa-se outros aminoácidos que interagem com o 

composto representado em azul. Na Figura 23B, ilustra a interação do composto com a proteína. 
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  Em uma visão do diagrama em segunda dimensão, podemos observar as inúmeras 

interações que o composto tem com a proteína sendo em especial as interações Tyr 160 e His 

272 que são covalentes, em ponte de hidrogênio tem uma interação Pi-pi Stacked com Phe 

357, ligações Alkyl com Ala 355 e 155, além de uma ponte de carbono com Gln 352. O 

composto também interage com os outros aminoácidos de forma fraca, onde podemos 

observar na figura 24. 

 

 
Figura 24: Representação das interações do composto com a proteína. Na Figura 24A, ilustra a interação do 

composto com a proteína, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 24B, estão representadas as 

interações pelo software Lig Plot.  
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5 DISCUSSÃO 

 Nos últimos anos, houve um aumento no número de trabalhos voltados para a 

triagem de compostos naturais para inibir o vírus por meio da técnica de Dock molecular 

(Derosa et al., 2021). Uma dessas triagens foi realizada na China com diversos compostos 

naturais, incluindo a Quercetina e o Kaempferol, os quais já apresentam estudos na literatura 

relacionados a outras doenças. O Flavonóide Quercetina apresentou no Dock uma inibição 

significativa do vírus da COVID-19, com uma energia livre correspondente a -6,25 kcal 

(Zhang et al., 2020).  

 Pesquisadores relatam que os flavonoides  Kaempferol, Quercetina e 

quercitrina estão associados à inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias, como a 

TNF-α e IL-1, e através do dock molecular, percebemos que todos esses flavonoides  

apresentam uma possível forte inibição da sPLA2 (Costa et al., 1994; Silván et al., 1996; 

Nijveldt et al., 2001; Kim et al., 2004; López- Pousadas et al., 2008; Inaba et al., 2008; De 

Melo et al., 2009; De Melo et al., 2009). 

 Segundo Devi et al. (2015), o Kaempferol inibe inúmeras enzimas envolvidas 

com a inflamação e seus efeitos colaterais. Porém, em nosso trabalho, foi observado que este 

metabólito não aboliu a atividade de PLA2, mas apenas retardou sua afinidade com a enzima, 

potencializando assim sua atividade miotóxica devido à sua interação com outras enzimas 

esteáricas (Tordera; Ferrándiz; Alcaraz, 1994). 

 Yarla, et al. 2015 e Tu et al. 2016, descrevem a interação da via das PLA2 no 

desenvolvimento de neoplasias, visto que as PLA2 são intrinsicamente pro-inflamatórias, 

acredita-se que algumas neoplasias possam ser de origem inflamatória. Levantando-se a ideia, 

de que possamos usar em breve base das características de compostos naturais, para o 

desenvolvimento de drogas antitumorais especificas a alguns tipos de tumores, visto que no 

trabalho de Tu et al. (2016), onde ele nos mostra a interação do composto Kaempferol com a 

membrana celular, aumentando o estresse oxidativo e a quantidade de peroxido de hidrogênio, 

levando a desestabilização da célula, reforçando nosso resultado de atividade miotóxica 

aumentada, ainda se tem a ideia de que o Kaempferol além de atuar com outras enzimas da 

classe das fosfolipases A2, como a cPLA2 ativando assim a rota intra celular para apoptose. 

 A interação do composto Kaempferol com a enzima AchE potencializou a 

atividade tóxica da PLA2 em decorrência de uma reação orgânica do metabolismo. Os ensaios 

in silico demonstraram que ela interage com o sítio ativo da sPLA2 de Cdt., entretanto é uma 

enzima fundamentalmente dimerica, Marchi-Salvador et al. (2008), mostram que ela pode 

formar tetrâmeros, o composto interage apenas com um dos sítios dela, justificando sua 

redução de afinidade, mas continuando com a reação.  

 A enzima PAF-AH tem como uma de suas funções a formação de coágulos, 

estudos recentes mostram a atuação do Kaempferol na redução de trombose, reforçando 
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nossos resultados da atuação dela na via das PLA2, no caso diretamente com a sPLA2 e a 

LpPLA2/PAF-AH. (Laszuk; Petelska, 2021; Ren et al., 2019).  

 No estudo de Laszuk & Petelska (2021), se tem outro ponto de interação do 

Kaempferol com a rota da PAF-AH, que é no receptor de PAF (fator de agregação 

plaquetária), onde se tem interação. Por tanto, reforça a ideia das múltiplas interações, 

gerando efeitos colaterais com doses altas de composto, em Ren et al., 2019, nos mostra que 

essas altas doses de Kaempferol o torna toxico, pois, quanto maior a dose menor sua 

especificidade. 

 Durante o estudo, foi observado, que os compostos Kaempferol e Quercetina 

apesar de interagirem com o sitio catalítico de algumas enzimas, observamos que tiveram 

respostas diferentes na atuação da enzima, dado este resultado nos levanta a hipótese de que 

os compostos possam atuar de diferentes formas devido a posição da hidroxila que difere os 

dois na posição R3', como podemos observar na Figura 25, corroborando com os estudos de 

Farooqui e Farooqui (2010), onde situam as funções em cada parte do flavonoide, no caso está 

diferença torna a Quercetina mais Antioxidante, tendo assim uma atuação mais especifica e 

estável com algumas enzimas, pois conforme o compreendido no trabalho de Farooqui e 

Farooqui (2010), um bom composto deve possuir três ligações, em cada uma das regiões 

supra, para que possa ter boa atividade farmacológica. 

 

 

Figura 25: Representação da estrutura de flavonoide, constituído por três anéis, sendo dois aromáticos e um 

pirando, onde no anel B está o radical (R) que se altera entre Quercetina e Kaempferol. 
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 Os testes com a Quercetina mostraram uma redução no tempo de interação da 

sPLA2, aumentando assim o tempo para uma resposta do organismo. Porém, ela elevou a 

miotoxicidade, mesmo com o edema reduzido. Este composto, devido aos grupamentos 

carbonilas em sua estrutura, põe em xeque a auto-oxidação que alguns flavonoides podem 

realizar (Hajji, 2006; Boots et. al, 2008), em nossos estudos in silico, demonstrou capacidade 

de se ligar fortemente com a sPLA2 de Cdt., podendo inibi-la, e interagiu com outras enzimas 

da classe das esterases. (Boots et al., 2008). 

 Os compostos interagem com a PAF-AH que tem uma relação importante com 

a Arteriosclerose justificando as pesquisas de Fragopoulou; Demopoulos; Antonopoulou 

(2009) e Ren et al., 2019, onde nos mostram o uso do Kaempferol e seus efeitos, porém 

normalmente não se verificam outros pontos regulatórios do organismo que, quando se 

encontram em desequilíbrio geram efeitos adversos. (LASZUK et al., 2021) 

 Outro pronto importante de nossas pesquisas, foi verificar a é a interação dos 

compostos com a enzima esteárica AchE que é amplamente encontrada no organismo, 

hemácias, atua em dois pontos importantes na cascata de coagulação (Ren et al., 2019; Choi 

et al., 2015). Segundo Tzeng et. al., (1991) e Shrivastava et. al. 2016, o Kaempferol interage 

com a enzima AchE dentro e fora da Barreira Hemato Encefálica, assim como a Quercetina, 

tem potencial neuroprotetor (Islam, et al, 2013; Khan, et al, 2019). Entretanto dados os nossos 

resultados in vivo vemos que os compostos, obtiveram respostas diferentes no organismo dos 

camundongos.  

 Reforçando nossas ideias de que existem mais pontos de interação, 

principalmente no caso do Kaempferol que é pouco se encontra pouco disponível no 

metabolismo, em quantidade controlada, quanto maior a concentração utilizada no organismo 

maiores interações e desregulações sistêmicas podendo até desencadear inflamações indiretas 

e interações com outros fármacos, alterando sua farmacocinética. 

Analisar outras vias, como por exemplo as que envolvem os receptores de PAF ou 

para o LPS (lipopolissacaríeo), seria a melhor forma para a caracterização correta de um 

composto, minimizando assim sua gama de efeitos adversos e possíveis interações danosas, 

pois segundo as bases da farmacocinética “quanto maior a concentração de certa substância 

no organismo, menor será sua especificidade de ação efetiva”.   
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6 CONCLUSÃO 

Ao longo do trabalho, foi visto que a busca de anti-inflamatórios a partir de 

metabólitos secundários de plantas pode permitir o uso de moléculas com estas características 

presentes em gêneros vegetais indicados pelo Renisus-SUS (Brasil, 2009), o qual popularizou 

na medicina nacional a prática e utilização de plantas, com artifícios de tratamento na 

fitoterapia e no campo da nutracêutica. 

Pela mineração de dados os compostos flavonoides mais presentes nas espécies 

vegetais indicados pelo RENISUS, Eugenia uniflora Leaves (Pitanga), Jatropha gossypiifolia 

Linn (Pinhão-roxo), Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-vermelha). 

A seleção dos compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski. Todos os 

compostos atenderam as características para um bom fármaco. Os flavonoides Kaempferol e 

Quercetina foram os que mais se correlacionaram em nossos quesitos durante a mineração e 

refino de dados, principalmente quando colocados frente à PLA2. 

Ao longo deste trabalho, observamos que o uso de apenas um modelo 

inflamatório não mostra de forma fidedigna a real interação de um composto no organismo 

devido às diferentes complexidades metabólicas. Assim, sugerimos o uso de mais que um 

modelo inflamatório a fim de gerar mais resultados conclusivos em futuros testes de 

substâncias com potencial anti-inflamatório. 

Ambos os compostos in vitro interagiram fortemente com a sPLA2 mostrando 

assim uma alteração de afinidade da proteína pelo seu substrato, mesmo que ambos chegaram 

ao platô e fim da reação.  

Quando testado in vivo, em decorrência dos múltiplos sistemas orgânicos 

presentes nos animais, ocorreram reações danosas aos animais que diferem da cascata 

inflamatória, atuando inclusive em AchE e PAF-AH, importante enzimas presente em muitas 

células do organismo, e crucial para a comunicação do sistema nervoso e coagulação 

sanguínea, respectivamente. 

Dentre os compostos analisados, a Quercetina demonstrou ser o melhor composto 

em interação, tanto in silico quanto in vitro e in vivo, pois reduziu o tempo de interação da 

PLA2, aumentando assim o tempo para uma resposta do organismo, de fármaco, porém 

futuramente precisará passar por um processo de melhoramento, com a utilização de 

ferramentas de drug design, por ela apresentar mais pontos favoráveis para se tornar um 

fármaco proveniente de bases naturais. 
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Contudo, devemos analisar outras rotas que não são tidas como convencionais 

para a propagação inflamatória, para que assim possamos caracterizar devidamente um 

composto, sintético ou não, para sua função e utilização, evitando a gama de efeitos adversos 

e possíveis interações danosas, que possam causar outras doenças no individuo, a curto médio 

e longo prazo e as devidas doses de exposição. Portanto a associação de metodologias 

multidisciplinares, que agregam informações importantes, associada as múltiplas-etapas de 

pesquisa e desenvolvimento utilizando, fazem assim uma melhor criação ou reposicionamento 

de fármacos. 
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ANEXO I 

Tabela I - Apresentação por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e 

referenciados.  

Espécie Flavonóide Referência 

Schinus polygamus Agathisflavone Dumitru, 2019 

Schinus terebinthifolius Raddi Agathisflavone (AGF) Da Rocha, 2019; Carvalho, 2013 

Schinus terebinthifolius Raddi Amentoflavone (AMF) Da Rocha, 2019; Carvalho, 2013 

Eugenia selloi B.D. Jacks Apiagin-7-Glicosidade Lazarini, 2020 

Eugenia brasiliensis Apigenin Tenfen, 2017 

Eugenia uniflora Leaves Apigenin Celli, 2011 

Jatropha cinerea (Ortega) Müll. Arg Apigenin Aati, 2018; Prasad, 2012 

Jatropha gossypiifolia Apigenin Silveira et al., 2020 

Schinus terebinthifolius Raddi Apigenin Uliana, 2016; Carvalho, 2013 

Jatropha platyphylla Apigenin 7-o-glucoside Nascimento, 2017 

Jatropha platyphylla Apigenin 7-o-neohesperoside Nascimento, 2017 

Jatropha platyphylla 
Apigenin 8-c-glucoside 

rhamnoside Nascimento, 2017 

Jatropha platyphylla 
Apigenin 8-c-glucoside 

rhamnoside Nascimento, 2017 

Jatropha curcas Leaves Benzoic El-Baz, 2014 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Caffeic acid Baliga, 2011 

Eugenia uniflora Leaves Caffeic acid Da Cunha, 2016 

Jatropha cordata (Ortega) Müll. Arg Caffeic acid Aati, 2018 

Jatropha gossypiifolia Caffeic acid Silveira et al., 2020 

Schinus terebinthifolius Raddi Caffeic acid Uliana, 2016; Carvalho, 2013 

Jatropha curcas Caffeic acids El Diwani, 2009 

Jatropha curcas Leaves Catechin El-Baz, 2014 

Jatropha gossypiifolia Catechin Silveira et al., 2020 

Eugenia brasiliensis Catechin Tenfen, 2017 

Jatropha cinerea (Ortega) Müll. Arg Catechol Aati, 2018 

Eugenia uniflora Leaves Chlorogenic acid Da Cunha, 2016 

Jatropha gossypiifolia Chlorogenic acid Silveira et al., 2020 

Schinus molle Chlorogenic acid Marzouk, 2006 

Schinus terebinthifolius Raddi Chlorogenic acid Uliana, 2016; Carvalho, 2013 

Jatropha curcas Chlorogenic acids El Diwani, 2009 

Jatropha curcas Cinnamic acids El Diwani, 2009 

Jatropha curcas Leaves Coumaric acid El-Baz, 2014 

Jatropha curcas Leaves Coumarin El-Baz, 2014 

Jatropha curcas Coumarins El Diwani, 2009 
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Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Delphinidin Baliga, 2011 

Eugenia uniflora Leaves Delphinidin Da Cunha, 2016 

Schinus terebinthifolius Raddi Dihydroamentoflavone Da Rocha, 2019; Carvalho, 2013 

Eugenia uniflora Leaves Ellagic acid Da Cunha, 2016 

Eugenia calycina Cambess Epicatechin Ferreira, 2014 

Eugenia pyriformis Cambess Epicatechin Sganzerla, 2018 

Eugenia brasilienses Lam. 

(Grumixama) Epicatechind Teixeira, 2015 

Eugenia brasilienses Lam. 

(Grumixama) Epigallocatechin gallated Teixeira, 2015 

Jatropha curcas Leaves Ferulic El-Baz, 2014 

Jatropha gossypiifolia Ferullic acid Silveira et al., 2020 

Eugenia aurata Gallic acid Costa, 2016 

Eugenia punicifolia Gallic acid Costa, 2016 

Eugenia uniflora Leaves Gallic acid Da Cunha, 2016 

Jatropha curcas Leaves Gallic acid El-Baz, 2014 

Jatropha gossypiifolia Gallic acid Silveira et al., 2020 

Schinus molle Gallic acid Marzouk, 2006 

Schinus terebinthifolius Raddi Gallic acid Uliana, 2016; Carvalho, 2013 

Schinus lentiscifolius Gallic acid Gehrke, 2013 

Jatropha curcas Leaves Genistein El-Baz, 2014 

Eugenia uniflora Leaves Hesperidin Bakr, 2017 

Jatropha gossypiifolia Isoorientin Xavier-Santos, 2018 

Eugenia brasiliensis Isoquercitin Tenfen, 2017 

Eugenia uniflora Leaves Isoquercitrin da Cunha, 2016 

Schinus molle Isoquercitrin Marzouk, 2006 

Schinus molle Isoquercitrin 6″‐gallate Marzouk, 2006 

Jatropha curcas L. leaves Isorhoifolin (5) Papalia, 2017 

Jatropha gossypiifolia Isovitexina Xavier-Santos, 2018 

Jatropha curcas L. leaves Isovitexina Papalia, 2017 

Jatropha curcas Isovitexina Prasad, 2012; Huang, 2014 

Jatropha multifida L. Isovitexina Hirota, 2011 

Jatropha cinerea (Ortega) Müll. Arg Isovitexina Aati, 2018 

Eugenia brasiliensis Kaempferol Tenfen, 2017 

Eugenia myrcianthes Kaempferol Infante, 2016 

Eugenia uniflora Leaves Kaempferol da Cunha, 2016 

Eugenia uniflora Leaves Kaempferol de Oliveira, 2018 

Jatropha gossypiifolia Kaempferol Silveira et al., 2020 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Kaempherol Baliga, 2011 

Eugenia pyriformis Cambess Kampoferol Sganzerla, 2018 
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Schinus terebinthifolius Raddi Kampoferol Carvalho, 2013 

Eugenia uniflora Leaves Luteolin da Cunha, 2016 

Jatropha gossypiifolia Luteolin Silveira et al., 2020 

Schinus terebinthifolius Luteolin da Silva, 2017; Carvalho, 2013 

Jatropha curcas Leaves Luteolin El-Baz, 2014 

Jatropha platyphylla Luteolin 8-c-glucosidade Nascimento, 2017 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Malvidin Baliga, 2011 

Schinus terebinthifolius Raddi Methyl digallate da Rocha, 2019; Carvalho, 2013 

Schinus molle Methyl gallate Marzouk, 2006 

Eugenia pyriformis Cambess Myrhicerin Sganzerla, 2018 

Eugenia brasiliensis Myricetin Tenfen, 2017 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Myricetin Baliga, 2011 

Eugenia myrcianthes Myricetin Infante, 2016 

Eugenia uniflora Leaves Myricitin de Oliveira, 2018 

Eugenia uniflora Leaves Naringin Bakr, 2017 

Jatropha curcas Orientin Huang, 2014 

Jatropha gossypiifolia Orientin Xavier-Santos, 2018 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Petunidin Baliga, 2011 

Eugenia aurata Quercitin Costa, 2016 

Eugenia brasiliensis Quercitin Tenfen, 2017 

Eugenia Involucrata Quercitin Infante, 2016 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Quercitin Baliga, 2011 

Eugenia myrcianthes Quercitin Infante, 2016 

Eugenia punicifolia Quercitin Costa, 2016 

Eugenia pyriformis Cambess Quercitin Sganzerla, 2018 

Eugenia uniflora Leaves Quercitin 
da Cunha, 2016; Bakr, 2017; de 

Oliveira, 2018 

Jatropha cinerea (Ortega) Müll. Arg Quercitin Aati, 2018 

Jatropha curcas Linn Quercitin Salim, 2018 

Jatropha gossypiifolia Quercitin Silveira et al., 2020 

Jatropha pelargoniifolia Quercitin Aati, 2018 

schinus lentiscifolius Quercitin Gehrke, 2013 

Schinus terebinthifolius Raddi Quercitin da Silva, 2017; Carvalho, 2013 

Eugenia calycina Cambess Quercitrin Ferreira, 2014 

Eugenia jambolana Lam. (black 

plum) Quercitrin Baliga, 2011 

Eugenia uniflora Leaves Quercitrin 
da Cunha, 2016; Bakr, 2017; de Oliveira, 

2018 

Jatropha gossypiifolia Quercitrin Silveira et al., 2020 



77 

schinus lentiscifolius Quercitrin Gehrke, 2013 

Schinus terebinthifolius Raddi Quercitrin Carvalho, 2013 

Jatropha curcas Rhoifolin Huang, 2014 

Jatropha curcas L. leaves Rhoifolin Papalia, 2017 

Eugenia uniflora Leaves Rutin Bakr, 2017; da Cunha, 2016 

Jatropha cordata (Ortega) Müll. Arg Rutin Aati, 2018 

Jatropha curcas Leaves Rutin El-Baz, 2014 

Jatropha curcas Linn Rutin Salim, 2018 

Jatropha gossypiifolia Rutin Silveira et al., 2020 

Schinus terebinthifolius Raddi Rutin Carvalho, 2013 

Eugenia brasiliensis Rutin Tenfen, 2017 

Eugenia florida DC. (Myrtaceae) Rutin Bastos, 2019 

Jatropha curcas Sterol stigmasterol. Prasad, 2012 

Schinus terebinthifolius Raddi Tri-o-galloyl hexoside da Rocha, 2019; Carvalho, 2013 

Jatropha gossypiifolia Vanillic acid Silveira et al., 2020 

Jatropha cinerea (Ortega) Müll. Arg Vitexin Aati, 2018 

Jatropha curcas Vitexin Huang, 2014 

Jatropha multifida L. Vitexin Hirota, 2011 

Jatropha curcas L. leaves Vitexin Papalia, 2017 

Jatropha gossypiifolia Vitexin Xavier-Santos, 2018 

Jatropha curcas Vitexin Prasad, 2012 

 

Tabela I: Apresentação por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e referenciados. A 

catalogação da tabela está organizada por cores: Laranja, Azul e Verde são referentes às espécies Euginia spp., 

Jatropha spp. e Schinus spp., respectivamente. Nesta paleta de cores, os tons mais escuros do azul, laranja ou 

verde referem-se às espécies medicinais que estão no catálogo de espécies pertencentes ao SUS. As cores mais 

claras referem-se às demais espécies do gênero. 
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ANEXO II 

Tabela II: Apresentação por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e 

referenciados.  

Espécie Composto 

Pertence 

ao 

RENISUS 

Bioma 

Brasileiro 
Atividade Biológica Referências 

Eugenia 

brasiliensis 
Apgenina Não 

Mata 

Atlântica 

Anti-inflamatório, 

antioxidante 
Tenfen, 2017 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Apgenina Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante Celli, 2011 

Jatropha 

gossypiifolia 
Apgenina Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Apgenina Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Carvalho, 2013; 

Uliana, 2016; 

Eugenia 

jambolana 

Lam. (black 

plum) 

Caffeic acid Não 
Mata 

Atlântica 
Anti-inflamatório Baliga, 2011 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Caffeic acid Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante da Cunha, 2016 

Jatropha 

gossypiifolia 
Caffeic acid Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Caffeic acid Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Carvalho, 2013; 

Uliana, 2016 

Jatropha 

curcas 

Caffeic 

acids 
Não Caatinga Antioxidante 

El Diwani, 2009; 

Drumond, 2016 

Jatropha 

curcas Leaves 
Catechin Não Caatinga Antioxidante 

El-Baz, 2014; 

Drumond, 2016 

Jatropha 

gossypiifolia 
Catechin Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Eugenia 

brasiliensis 
Catechin Não 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 
Tenfen, 2017 

Eugenia 

uniflora Leaves 

Chlorogenic 

acid 
Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante da Cunha, 2016 

Jatropha 

gossypiifolia 

Chlorogenic 

acid 
Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Chlorogenic 

acid 
Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Carvalho, 2013; 

Uliana, 2016 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Cyanidin Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante da Cunha, 2016 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Delphinidin Sim 

Cerrado e 

Mata 
Antioxidante da Cunha, 2016 
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Atlântica 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Dihydroame

ntoflavone 

(DHAF) 

Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antioxidante 
Carvalho, 2013; 

da Rocha, 2019 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Ellagic acid Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante da Cunha, 2016 

Jatropha 

gossypiifolia 
Ferullic acid Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Eugenia 

punicifolia 
Gallic acid Não 

Caatinga, 

Cerrado, Mata 

Atlântica. 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 
Costa, 2016 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Gallic acid Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante da Cunha, 2016 

Jatropha 

curcas Leaves 
Gallic acid Não Caatinga Antioxidante 

El-Baz, 2014; 

Drumond, 2016 

Jatropha 

gossypiifolia 
Gallic acid Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Schinus molle Gallic acid Não 
Mata 

Atlântica 
Antioxidante Marzouk, 2006 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Gallic acid Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Uliana, 2016; 

Carvalho, 2013 

schinus 

lentiscifolius 
Gallic acid Não 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante, 

antimicrobiano 
Gehrke, 2013 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Hesperidin Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 
Bakr, 2017 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Isoquercitrin Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante da Cunha, 2016 

Jatropha 

gossypiifolia 
Isovitexin Sim Caatinga Anti-inflamatório 

Hirota, 2011; 

Xavier-Santos, 

2018 

Eugenia 

Myrcianthes 
Kaempferol Não 

Mata 

Atlântica, 

Pampa, 

Cerrado 

Anti-inflamatório, 

antioxidante 
Infante, 2016 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Kaempferol Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

da Cunha, 2016; 

de Oliveira, 2018 

Jatropha 

gossypiifolia 
Kaempferol Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Eugenia 

pyriformis 

Cambess 

Kampoferol Não 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante Sganzerla, 2018 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Kampoferol Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 
Carvalho, 2013 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Luteolina Sim 

Cerrado e 

Mata 
Antioxidante da Cunha, 2016 
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Atlântica 

Jatropha 

gossypiifolia 
Luteolina Sim Caatinga 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

terebinthifolius 
Luteolina Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antioxidante, Anti-

inflamatória 

da Silva, 2017; 

Carvalho, 2013 

Eugenia 

uniflora Leaves 

Myricetin-

arabinoside 
Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobiano, 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Rattman, 2012 

Eugenia 

uniflora Leaves 

Myricetin-

hexoside 
Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobiano, 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Rattman, 2012 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Myricitin Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
de Oliveira, 2018 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Naringin Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Bakr, 2017 

Jatropha 

gossypiifolia 
Orientin Sim Caatinga Anti-inflamatório 

Xavier-Santos, 

2018 

Eugenia aurata Quercetina Não 
Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Costa, 2016 

Eugenia 

brasiliensis 
Quercetina Não 

Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Tenfen, 2017 

Eugenia 

Involucrata 
Quercetina Não 

Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Infante, 2016 

Eugenia 

jambolana 

Lam. (black 

plum) 

Quercetina Não 
Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Baliga, 2011 

Eugenia 

myrcianthes 
Quercetina Não 

Mata 

Atlântica, 

Pampa, 

Cerrado 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Infante, 2016 

Eugenia 

punicifolia 
Quercetina Não 

Caatinga, 

Cerrado, Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Costa, 2016 

Eugenia 

pyriformis 

Cambess 

Quercetina Não 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante Sganzerla, 2018 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Quercetina Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

da Cunha, 2016; 

Bakr, 2017; de 

Oliveira, 2018 

Jatropha 

curcas Linn 
Quercetina Não Caatinga Anti-inflamatório 

Drumond, 2016; 

Salim, 2018 

Jatropha 

gossypiifolia 
Quercetina Sim Caatinga 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

lentiscifolius 
Quercetina Não 

Mata 

Atlântica 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 
Gehrke, 2013 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Quercetina Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Carvalho, 2013; 

da Silva, 2017 
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Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Quercetina 

o-

deoxyhexosi

de 

Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antioxidante 
Carvalho, 2013; 

da Rocha, 2019 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Quercetina 

o-hexoside 
Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antioxidante 
Carvalho, 2013; 

da Rocha, 2019 

Eugenia 

uniflora Leaves 

Quercitin-

rhamnoside 
Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobiano; 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Rattman, 2012 

Eugenia 

uniflora Leaves 

Quercitin-

rhamnosyl-

gallate 

Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobiano; 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Rattman, 2012 

Eugenia 

uniflora Leaves 

Quercitin-

rhamnosyl-

hexoside 

Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobiano; 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

Rattman, 2012 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Quercetina Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante Da Cunha, 2016 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Quercetina Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobiano; 

Antioxidantes; Anti-

inflamatórias 

De Oliveira, 2018 

Jatropha 

gossypiifolia 
Quercitrina Sim Caatinga 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Quercitrina Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 
Carvalho, 2013 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Quercitrina Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 
Bakr, 2017 

Schinus 

terebinthifolius 

Robustaflav

one 
Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Carvalho, 2013; 

da Silva, 2017; 

Eugenia 

uniflora Leaves 
Rutin Sim 

Cerrado e 

Mata 

Atlântica 

Antioxidante 
da Cunha, 2016; 

Bakr, 2017 

Jatropha 

curcas Linn 
Rutin Não Caatinga Anti-inflamatório 

Drumond, 2016; 

Salim, 2018 

Jatropha 

gossypiifolia 
Rutin Sim Caatinga 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Silveira et al., 

2020 

Schinus 

terebinthifolius 

Raddi 

Rutin Sim 

Cerrado, Mata 

Atlântica, 

Pampa 

 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Carvalho, 2013 

Eugenia 

brasiliensis 
Rutin Não 

Mata 

Atlântica 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 
Tenfen, 2017 

Jatropha 

gossypiifolia 
Vanillic acid Sim Caatinga 

Antimicrobianos, 

Antioxidantes 

Silveira et al., 

2020 

Tabela II: Apresentação por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e referenciados. A 

catalogação da tabela está organizada por cores: Laranja, Azul e Verde são referentes às espécies Euginia spp., 

Jatropha spp. e Schinus spp., respectivamente. Nesta paleta de cores, os tons mais escuros do azul, laranja ou 

verde referem-se às espécies medicinais que estão no catálogo de espécies pertencentes ao SUS. As cores mais 

claras referem-se às demais espécies do gênero.  
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ANEXO III 

Tabela III: Estruturas de flavonoides encontrados em comum nas espécies selecionadas 

pertencentes ao RENISUS. 

Indicados pelo SUS Composto Aplicações Referência 

Eugenia uniflora Leaves 

Apgenina Antioxidante e Anti-inflamatório 

Celli, 2011; 

Carvalho, 2013; 

Uliana, 2016; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Kaempferol Antioxidante e Anti-inflamatório 

Carvalho, 2013 

da Cunha, 2016; 

de Oliveira, 2018; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Luteolina Antioxidante e Anti-inflamatório 

Carvalho, 2013 

da Cunha, 2016; 

da Silva, 2018; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Quercetina Antioxidante e Anti-inflamatório 

Carvalho, 2013; 

Da Silva, 2017; 

De Oliveira, 2018; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Quercitrina 
Antimicrobianos, Antioxidantes, 

Anti-inflamatória 

 

da Cunha, 2016; 

Bakr, 2017; 

de Oliveira, 2018; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Rutin Anti-inflamatório 

 

Carvalho, 2013; 

da Cunha, 2016; 

Bakr, 2017 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Caffeic Acid Anti-inflamatório 

 

Carvalho, 2013; 

da Cunha, 2016; 

Uliana, 2016; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Eugenia uniflora Leaves 

Chlorogenic 

Acid 
Antioxidante 

Carvalho, 2013; 

da Cunha, 2016; 

Uliana, 2016; 

Silveira et al., 2020 

Jatropha gossypiifolia 

Schinus terebinthifolius Raddi 

Tabela III: Estruturas de flavonoides encontrados em comum nas espécies selecionadas presentes no SUS, 

mantendo o padrão de cores das tabelas anteriores. 
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ANEXO IV 

Tabela IV: Estrutura 3D dos compostos com sua respectiva nuvem eletrônica. 

 

Compostos Estrutura 3D Referência 

Quercetina 

 

 

 

 

Carvalho, 2013 

da Silva, 2017 

de Oliveira, 2018 

Silveira et al., 2020 

 

 

 

Quercitrina 

 

 

 

 

Da Cunha, 2016; 

Bakr, 2017; 

De Oliveira, 2018; 

Silveira et al., 2020 

 

 

 

Kaempferol 

 

 

 

 

Carvalho, 2013; 

da Cunha, 2016; 

de Oliveira, 2018; 

Silveira et al., 2020 

 

 

 

Tabela IV: Estrutura 3D dos compostos com sua respectiva nuvem eletrônica. As imagens 3D mostram a nuvem 

eletrônica de cor de acordo com suas características de hidrofobicidade (violeta e azul) e hidrofilicidade 

(laranja e vermelho). Imagens geradas pela plataforma Molinspiration. 
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ANEXO V 

Composto Atividade Antioxidante Atividade Anti-inflamatória 

Kaempferol 

 

 

1 ligação no grupo hidroxila no carbono 3 do 

anel C 

1 ligação no grupo hidroxila no carbono 4 do 

anel B 

1 ligação dupla no grupo carbonila no 

carbono 3;4 do anel C; 

Ligação no 5 e 7 do carbono A um grupo de 

hidroxila. 

 

 

Composto Atividade Antioxidante Atividade Anti-inflamatória 

Quercetina 

1 ligação no grupo hidroxila no carbono 3 do 

anel C; 

1 ligação no grupo hidroxila no carbono 3 do 

anel B; 

1 ligação no grupo di-hidroxil no carbono 4 do 

anel B. 

1 ligação dupla no grupo carbonila no 

carbono 3;4 do anel C; 

 

5 e 7 do carbono A um grupo de hidroxila. 

 

Figura: Caracterização dos compostos Kaempferol e Quercetina segundo Farooqui e Farooqui (2010). Na 

imagem acima, vemos o quadrado amarelo, com setas que sinalizam a região anti-inflamatória do Flavonóide, e 

na seta em destaque na cor vermelha, observamos a região antioxidante.   
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ANEXO VI 

Dados obtidos na plataforma SwissADME 
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ANEXO VII 

Tabela V: Interpretação e resultados de Dock de compostos frente às proteínas, parte I 

Proteína AchE - Homo sapiens 
Lp-PLA2 –  

Homo sapiens 
sPLA2 – Cdt. 

Composto KP Q KP Q KP Q 

Ligações com 

Asp. 
6 2 ---- ---- 6 5 

Tipo de 

ligações com 

Asp. 

Van der Walls 
Van Der 

Walls 
----- ----- 

Van der Walls 

Ponte de 

Hidrogênio 

Favorável Aceptor, 

aceptor. 

Pi Ânion 

Distância 

ligações com 

Asp. (a) 

2,92 3,3 ----- ----- 3,1 3,24 

Ligações com 

His 
4 ---- 5 6 1 5 

Tipo de 

ligações com 

His 

Ponte de Carbono ----- 

Van Der 

Walls 

Ponte De 

Hidrogênio 

Van Der 

Walls 
4,6 Van der Walls 

Distância 

ligações com 

His (a) 

3,05 ----- 3,5 3,23 Van der Walls 2,84 

Ligações com 

Gly. 
7 ---- 7 4 3 5 

Tipo de 

ligações com 

Gly. 

Van der Walls ----- 
Van Der 

Walls 

Ponte De 

Carbono 
Ponte de Carbono Ponte de Hidrogênio 

Distância 

ligações com 

Gly. (a) 

3,12 ----- 3,2 3,6 3,3 3,08 

Número de 

interações 

com o sítio 

ativo 

5 7 13 10 5 10 

Proximidade 

das 

interações. 

(a) 

3,21 2,86 4,18 3,5 3,44 3,25 

Hidrofóbica 

VS hidrofílica 
44::19 24::17 66::2 6::31 08:07 15:30 

Força das 

ligações, tipos 

covalentes e 

pontes de 

hidrogênio 

34 19 33 14 7 14 

Ligações 

Infavoraveis 
0 0 0 0 0 2 

Van der 

Walls 
29 22 35 23 10 16 

Total de 

ligações 
63 41 68 37 17 32 
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ANEXO VIII 
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ANEXO IX 
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