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RESUMO 

 

A biodiversidade brasileira, em especial no Bioma Cerrado é uma fonte promissora de 

substâncias químicas bioativas para o desenvolvimento de novos fármacos direcionados para 

as doenças neurodegenerativas com aspectos fitoquímicos, farmacológicos e terapêuticos 

desconhecidos. Neste contexto, selecionou-se as espécies Eugenia dysenterica DC. e a Annona 

crassiflora Mart. para isolamento e identificação de inibidores da acetilcolinesterase (AChE), 

enzima relacionada a doença de Alzheimer (DA). Os estudos com a espécie E. dysenterica 

consistiu em análises da atividade antioxidante e detecção de inibidores da AChE a partir da 

obtenção dos seus óleos essenciais (OE). O óleo essencial da cagaita (OEC) foi obtido 

utilizando-se o sistema de hidrodestilação, tipo Clevenger e posterior identificação e 

caracterização do OEC por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM). Realizou-se ensaios antioxidantes com o OEC, baseados na formação de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), radical hidroxila (·OH) e produção de óxido nítrico 

(NO·). Para a espécie A. crassiflora elaborou-se extratos hexânico (EH) e metanólico (EM) da 

folhas, sendo estes submetidos à extração ácido-base objetivando-se a extração de alcaloide e 

elaboração do extrato da polpa dos Frutos (EAFt). Utilizou-se técnicas de cromatografia em 

coluna (CC), cromatografia em camada delgada (CCD), RMN 1H e RMN 13C, na tentativa de 

isolamento e elucidação estrutural de substâncias isoladas de A. crassiflora. A avaliação do 

potencial anticolinesterásico foi realizada seguindo-se a metodologia descrita por Ellman 

(1961) e adaptado por Rhee (2001) que detecta inibidores da AChE para ambos os materiais 

vegetais. Observou-se a partir do ensaio de Ellman que OEC foi capaz de inibir a AChE com 

um valor de CI50 =0,916 ug.mL-1 (p <0,05) sendo um valor promissor comparando-se com o 

medicamento neostigmina (CI50 = 1,87 μg.mL-1), um medicamento amplamente utilizado na 

terapia da DA. Nas concentrações testadas foi observado que OEC preveniu a peroxidação 

lipídica, inibindo a quantidade de TBARS formado, de maneira semelhante ao ácido ascórbico. 

Além disso, houve uma redução na produção de •OH, assim como a produção de NO•. A 

extração de alcaloides, por maceração, das folhas e a elaboração de EAFt de A. crassiflora 

apresentou os seguintes rendimentos: EH= 1,74%, EM= 32,47% e EAFt= 0,54%. Observou-se 

a presença de alcaloides nos extratos quando utilizado o reagente de Dragendorf. Os extratos 

das folhas e frutos apresentaram resultados positivos para os testes de inibição qualitativos e 

quantitativos da AChE. Das folhas e frutos de A. crassiflora foram isolados três compostos 

puros e misturas, que após caracterização por espectroscopia de RMN foram identificados 

como: A05, FAH-1, FAH-2, um flavonol (Miricetina-3’,5’-dimetoxi-4’-isopropoxi-3-O-

raminosídeo), uma mistura de  sesquiterpenos (β-Sitosterol, estigmasterol e 24-

metilenocicloartanol) e o β-Sitosterol puro, respectivamente. Nenhum dos compostos isolados 

da A. crassiflora apresentaram inibição significativa da enzima AChE. A análise do OEC por 

CG/EM permitiu identificar seis constituintes, sendo o óxido de cariofileno o majoritário com 

(66,37%). Conclui-se que as espécies E. dysenterica e A. crassiflora apresentaram promissores 

resultados in vitro o que é motivador para ensaios in vivo.  

 

Palavras-chave: Annona crassiflora, Eugenia dysenterica, Anticolinesterásico, Antioxidante.  
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ABSTRACT 
 

The Brazilian biodiversity, in particular Cerrado is a promising source of bioactive 

chemical substances for the development of new drugs targeted for neurodegenerative diseases 

with phytochemicals, pharmacological and therapeutic unknown aspects. In this context, the 

species Eugenia dysenterica DC. (Cagaiteira) and Annona crassiflora Mart.(Araticum) were 

selected for identification and isolation of inhibitors for the  acetylcholinesterase (AChE), 

enzyme related with the Alzheimer disease (AD). Studies with E. dysenterica specie consisted 

of analyzes of the antioxidant activity and detection of AChE inhibitors from their essential oils 

(OE). The OECwas obtained by using a hydrodistillation Clevenger system type and subsequent 

identification and characterization by gas chromatography coupled with a mass spectrometer 

(GC-MS). Antioxidant assay was performed with OEC based on the formation of reactive 

substances to thiobarbituric acid (TBARS), hydroxyl radical (•OH) and nitric oxide production 

(NO).For the A. crassiflora specie was  prepared hexane (HE) and methanol (ME) extracts from 

its leaves, being subjected to acid-base extraction aiming to the alkaloid extraction and the 

elaboration of the fruit pulp extract (EAFt). Column chromatography (CC), thin layer 

chromatography (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC), 1H NMR and 13C 

NMR was used in an attempt to isolate and structural elucidation of the isolated substances 

from A. crassiflora.The evaluation of anticholinesterase potential was realized following the 

methodology described by Ellman (1961) adapted by Rhee (2001) which detect AChE 

inhibitors for both plant materials. It was observed from the Ellman test that OEC was able to 

inhibit the AChE with a value of CI50 =0.916 ug.mL-1 (p <0.05) being a promising value 

comparing with the drug neostigmine (CI50 = 1.87 μg.mL-1), an enlargement drug used in AD 

therapy. At the concentrations tested the OEC prevented the lipid peroxidation, Inhibiting the 

amount of TBARS formed, similarly to ascorbic acid. In addition, there was a reduction in the 

production of •OH, just like the production of NO. The extraction of alkaloids by maceration 

of leaves of A. crassiflora presented the following income: HE= 1.74%, ME=32.47% and 

EAFt= 0.54%. It was observed the presence of alkaloidsin the extracts when used the 

Dragendorf reagent. The extract of the leaves and fruits presented positive results for the 

qualitative and quantitative inhibition tests of AChE inhibition. From the leaves and fruits of A. 

crassiflora, three pure compounds and mixtures were isolated, which after characterization by 

NMR spectroscopy were identified as: A05, FAH-1, FAH-2, (Miricetin-3 ', 5'-dimethoxy- 4'-

isopropoxy-3-O-raminoside) flavonol, a mixture of sesquiterpenes (β-Sitosterol, stigmasterol 

and 24-methylenecycloartanol) and pure β-Sitosterol, respectively. None of the compounds this 

A. crassiflora showed inhibition of the enzyme AChE. The analysis of the OEC by GC / MS 

allowed to identify six constituents, with caryophyllene oxide being the majority with (66.37%). 

It is concluded that the species E. dysenterica and A. crassiflora presented promising results in 

vitro which is motivating for in vivo assays 

 

Keywords: Annona crassiflora, Eugenia dysenterica, Antioxidant, Anticolineterásica. 
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 1 INTRODUÇÃO 

O reconhecimento da promissora contribuição que o reino vegetal pode levar ao 

desenvolvimento de novos fármacos foi descrito por instituições importantes, como a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) e através de relatados da literatura por vários 

pesquisadores (ELIZABETSKI, 1987; CALIXTO, 2000; HOSTETTMANN, 1995). No Brasil, 

observa-se um crescente interesse nos estudos de plantas medicinais, em alguns Estados 

brasileiros, projetos governamentais têm introduzido o uso de fitoterapia no sistema público de 

saúde devido, principalmente, à necessidade de oferecer assistência social farmacêutica às 

comunidades carentes ou distantes dos centros urbanos e suprir as deficiências dos sistemas de 

saúde oficiais (BRITO & BRITO, 1993; SANTOS et al., 2011).  

Entretanto, as pesquisas ainda são poucas e existem lacunas referentes ao conhecimento 

científico de compostos bioativos produzidos por espécies de determinados biomas, uma 

realidade brasileira que embora se tenha a maior diversidade vegetal do mundo e muitas plantas 

medicinais sejam de amplo conhecimento popular, o número de informações sobre essas plantas 

tem crescido apenas 8% anualmente (Guarin-Neto & Morais, 2003; Silva et al., 2010; Corrêa 

& Salgado, 2011). O interesse acadêmico a respeito do conhecimento dessas populações acerca 

das plantas e seus usos têm crescido após a constatação de que a base empírica desenvolvida 

por elas pode, em muitos casos, ter uma comprovação científica. Este fato habilitaria a extensão 

de seus usos à sociedade industrializada, bem como à própria população uma vez comprovada 

a ação farmacológica das plantas (MACIEL et al, 2002). 

O crescente interesse de países desenvolvidos em fitoterápicos é uma conjuntura 

propícia para o estímulo à pesquisa de plantas medicinais. O Cerrado, dentro da biodiversidade 

brasileira, é fonte de muitas espécies vegetais que desempenham importante papel na medicina 

popular (RODRIGUES & CARVALHO, 2001), ocupa cerca de dois milhões de quilômetros 

quadrados no interior do país, o que representa 25% do território nacional e abrange 13 Estados 

e Distrito Federal, sendo dentre os biomas sul-americanos, o mais característico e próprio do 

Brasil (NETO & MORAIS, 2003). Nele, encontra-se a segunda maior biodiversidade da 

América do Sul, superada apenas pela Amazônia. Há cerca de 6.500 espécies de plantas, das 

quais mais de 200 pertencentes a pelo menos 504 famílias que têm identificado algum uso 

econômico: forrageiro, madeireiro, alimentar, ornamental, medicinal e veterinária. Porém, a 

forma da utilização das plantas pela população não é conhecida completamente e nem mesmo 

validado, sendo que os aspectos fitoquímicos, farmacológicos e terapêuticos são desconhecidos 

(MARQUES, 2013).  
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Neste contexto, a espécie Eugenia dysenterica DC., popularmente conhecida como 

cagaiteira, fora selecionada para o desenvolvimento desta pesquisa dentre os muitos exemplos 

das plantas medicinais do Cerrado, referidas pela população, em virtude de sua pluralidade de 

usos e de poucos trabalhos científicos sobre ela encontrados (GUARIM NETO & MORAIS, 

2003). E. dysenterica apresenta-se como uma planta melífera, ornamental, que produz frutos 

comestíveis detentores de propriedades laxantes (RIZZINI, 1970).  

A segunda espécie selecionada para este estudo, Annona crassiflora Mart, apresenta-se 

como uma árvore que dá uma fruta típica conhecido como araticum do cerrado, seus frutos são 

altamente consumidos ''in natura”, por pessoas nativas ou usado para preparar o suco, sorvete 

ou gelatina. Os frutos são vendidos em mercados regionais e não têm valor comercial no Brasil. 

O óleo das sementes são utilizadas contra infecções no couro cabeludo e na medicina popular, 

infusão de folhas e sementes são usadas contra a diarreia e como antitumoral (ALMEIDAet al., 

1998). 

Pesquisas apontam que drogas provenientes de produtos naturais como sendo eficazes 

no tratamento da doença de Alzheimer (DA), uma afecção neurodegenerativa irreversível e 

progressiva que atinge principalmente no indivíduo a memória e a capacidade de raciocínio 

(RANG et al., 2001, EASTWOOD & REISBERG, 1996).  

Embora intenso e recente esforços no avanço para o entendimento a cerca dos 

mecanismos de neurodegeneração envolvidos na patologia da DA um tratamento que tem sido 

bastante eficaz em diminuir os sintomas desta doença, através do uso de fármacos inibidores da 

enzima acetioclinesterase (AChE) para evitar a degradação da Acetiocolina. 

Há uma progressiva busca por inibidores da AChE a partir de produtos naturais que 

apresente menos efeitos prejudiciais a saúde do ser humano que outros medicamentos já 

existentes e assim possam ser utilizados futuramente como fitoterápicos. (FEITOSA et al., 

2011), logo as estratégias atuais para o desenvolvimento de novos agentes concentram-se em 

compostos com potencial anticolinesterásico e as plantas são uma fonte principal destes 

compostos (KONRATH et al., 2012). 

Neste contexto, visando contribuir com o conhecimento de metabólitos secundários das 

espécies e  na busca da obtenção de substâncias com princípios ativos extraídos a partir de óleos 

essenciais de E. dysenterica e extratos de A. crassiflora, com potencial farmacológico e com 

potencial de inibição da AChE para o tratamento da DA. Pretende-se com estes resultados 

corroborar com uma fonte promissora de informações e substâncias que serão utilizadas na 

elaboração futura de produtos fitoterápicos para a utilização para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral  

 

 Realizar estudo fitoquímico e farmacológico para identificar substâncias bioativas das espécies 

Eugenia dysenterica DC. e  Annona crassiflora Mart  

 

2.2 Específicos 

 

 Identificar em óleos essenciais da espécie E. dysenterica substâncias que inibam a enzima 

acetilcolinesterase (AChE); 

 Investigar o potencial do óleo essencial de Eugenia dysenterica na atividade antioxidante;  

 Avaliar as alterações sobre os sistemas antioxidantes 

 Realizar uma revisão sobre as atividade farmacológicas da Annona crassiflora; 

 Isolar, purificar e identificar a estrutura dos constituintes químicos em extratos das folhas e 

frutos da espécie A. crassiflora; 

 Analisar a inibição qualitativa e quantitativa da enzima acetilcolinesterase pela espécies 

Eugenia dysenterica e Annona crassiflora 

 Avaliar a toxicidade dos extratos a partir dos teste do MTT, Toxicidade em Artemia salina. 
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CAPÍTULO I 
Plantas Medicinais e a Doença de Alzheimer 

Capítulo de livro “Considerações sobre a Doença de Alzheimer” publicado in: Plantas medicinais e a 

doença de Alzheimer. Editora Átomo, 2015. 
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CONSIDERAÇÕES SOBRE A DOENÇA DE ALZHEIMER (DA) 

 

RESUMO 

 

A doença de Alzheimer é uma patologia degenerativa que atinge principalmente a 

memória e a capacidade de raciocínio, sendo um dos grandes problemas de demência 

conhecido, essa doença afeta em maioria idosos na qual é a terceira causa de morte nos Países 

desenvolvidos. É uma afecção neurodegenerativa irreversível e progressiva, que proporciona 

muitos distúrbios cognitivos como perda de memória, dificuldades ou perda da linguagem, 

razão e habilidade de cuidar-se. Esta doença pode ser dividida em quatro estágios: inicial, 

moderado, grave e terminal. Os sintomas sofrem variações que vão desde alterações de 

memória, personalidade, habilidades visuais e comprometimento em realizar tarefas simples do 

cotidiano, até um estágio terminal no qual o paciente possui incapacidade de locomoção, 

diálogo e fica restrito a um leito. Estudos têm mostrado que DA pode ter predisposição genética 

e/ou toxidades decorrentes do alumínio, espécies reativas do oxigênio e de aminoácidos 

neurotóxicos. Geralmente, a DA dura cerca de 8 a 10 anos, desde os primeiros sintomas até a 

morte. As regiões do cérebro como hipocampo e córtex cerebral, que estão associadas às 

funções mentais como reconhecimento de estímulos sensoriais, memória e pensamento 

abstrato, são as mais afetadas pelas alterações bioquímicas causadas pela DA. Uma das maiores 

evidências da ocorrência da doença é a deposição do peptídeo β-amilóide em placas que causam 

destruição de neurônios por criar um processo inflamatório crônico nas regiões afetadas, alterar 

a regulação de cálcio, essencial para a condução dos estímulos nervosos, e aumentar a produção 

de radicais livres, tóxicos para as células nervosas. Na DA ocorre a deficiência de 

neurotransmissores que são responsáveis pela transmissão dos estímulos nervosos transmitidos 

de um neurônio a outro. O principal neurotransmissor é a acetilcolina (ACh) que está envolvida 

diretamente nos processos motores, cognitivos e de memória. A DA gera a degradação de 

neurônios diminuindo a atuação da ACh, a qual é degradada pela ação de enzimas. 

 

Palavras-chave: Alzheimer, Plantas Medicinais e Acetilcolinesterase. 
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CONSIDERATIONS ON ALZHEIMER'S DISEASE (AD) 

 

ABSTRACT 

 

 

Alzheimer's disease (AD) is degenerative pathology that primarily affects the individual 

memory and reasoning ability is one of the great known dementia problems, this disease affects 

mostly elderly in which is the third cause of death in developed countries. It is an irreversible, 

progressive neurodegenerative disorder, which provides many cognitive disorders such as 

memory loss, difficulties or loss of language, reason and ability to care for themselves. This 

disease can be divided into four stages: initial, moderate, severe and terminal. Symptoms 

undergo variations ranging from memory impairment, personality, and impairment in visual 

abilities to perform simple daily tasks, to a terminal stage in which the patient has locomotor 

disability, dialogue and is restricted to a bed. Studies have shown that AD may have a genetic 

predisposition and / or toxicities resulting from aluminum, reactive oxygen species and 

neurotoxic amino acids. Generally, the DA takes about 8 to 10 years, from the first symptoms 

to death. The regions of the brain such as the hippocampus and cerebral cortex, which are 

associated with mental functions such as recognition of sensory stimuli, memory and abstract 

thinking, are the most affected by the biochemical changes caused by AD. One of the biggest 

evidence of the occurrence of the disease is the deposition of β-amyloid peptide in plaques that 

cause destruction of neurons to create a chronic inflammatory process in the affected areas, 

change the setting of calcium, essential for the conduction of nerve stimuli, and increase 

production of free, radical toxic to nerve cells. In AD occurs neurotransmitter deficiency that 

are responsible for the transmission of nerve signals transmitted from one neuron to 

another. The main neurotransmitter is acetylcholine (ACh) which is directly involved in motor 

processes, cognitive and memory. The DA generates degradation of neurons by decreasing the 

activity of ACh, which is degraded by the action of enzymes. 

 

Keywords: Alzheimeir, medicinal plants, acetylcholinesterase. 

 

 

 



25 

 

1. CONSIDERAÇÕES SOBRE A DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

De acordo com a Associação Brasileira de Alzheimer (ABRAz) estima-se que existam 

no mundo cerca de 35,6 milhões de pessoas com a Doença de Alzheimer. No Brasil, há cerca 

de 1,2 milhão de casos, a maior parte deles ainda sem diagnóstico. A ABRAz reúne familiares, 

familiares-cuidadores e cuidadores profissionais em seu quadro associativo, para, a partir de 

suas vivências e conhecimentos, desenvolver ações em favor das pessoas acometidas pela 

Doença de Alzheimer (DA) e oferecer apoio ao familiar-cuidador. É uma entidade privada de 

natureza civil, sem fins lucrativos, que tem como missão ser o núcleo central, em todo o País, 

das pessoas envolvidas com a DA e outras demências. 

 

1.1 O que é a doença de Alzheimer  

 

A Doença de Alzheimer foi descrita inicialmente pelo médico Alemão Alois Alzheimer, 

em 1907. Ao realizar uma autópsia em um cérebro post mortem, ele descobriu lesões nas células 

cerebrais (neurônios), as quais ficaram conhecidas como placas senis. Na figura 1 obsservamos 

a diferença de células saudáveis e células com a doença e com a presença de placas senis.  Estas 

placas é a característica fundamental da DA, uma doença neurodegenerativa que compromete 

primeiramente a memória e, posteriormente, a capacidade de raciocínio e a comunicação. A 

DA é um tipo de demência que não está associada a nenhuma causa antecedente, como 

traumatismo cerebral, acidente vascular cerebral (RANG et al., 2001).  

Porém, pesquisas já indicaram a relação do aparecimento da DA em fumantes e ex-

fumantes e com o consumo de bebidas alcoolicas (GRAVES et al, 1991; CATALDO et al., 

2010). Algumas pesquisas indicaram que o consumo de cigarros podem potencializar as 

chances de pessoas aumentarem o risco do desenvolvimento da DA e ainda outros estudos 

indicaram que há maior incidência da doença em ex-fumantes (CATALDO et al., 2010). 

 Em estudos pré-clínicos com fumantes foi verificado que o estresse oxidativo cerebral 

relacionada ao tabagismo é um mecanismo potencial na promoção da DA e o aumento do risco 

do seu desenvolvimento (DURAZZO et al., 2014).  
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Figura 1-Diferença entre células normais e com Alzheimer 

 (Fonte: http://www.alz.org/brain)  

 

A Doença de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa, que atinge inicialmente a 

memória e a capacidade de raciocínio. Na figura 2 observamos as áreas principalmente 

acometidas no cérebro pela doença de Alzheimer que atingem principalmente a memória, a 

linguagem e o comportamento.  

 

Figura 2- Cérebro com destaque com áreas referentes a memória, linguagem, 

inteligência e comportamento (Fonte http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/mal-de-

alzheimer). 

 

 

1.2 Diagnóstico e sintomas da doença de Alzheimer 

 

A doença de Alzheimer está associada a déficits de neurotransmissores cerebrais, como 

acetilcolina, noradrenalina e a serotonina. O seu tratamento é sintomático e consiste na 

restauração da função colinérgica. Nesse processo de restauração, a elevação no nível da 

acetilcolina poderia ser útil para melhorar um dos sinais da doença: a deficiência de 

aprendizagem (PERRY, 1986).   

http://www.alz.org/brain
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Algumas ocorrências, como desorientação para tempo e lugar, guardar coisas em lugares 

inadequados, não reconhecer parentes próximos, alterações de humor e comportamento, 

incontinência urinária ou fecal, agitações e psicoses alucinatórias, e fases de depressão podem 

estar associadas à doença (BALLONE, 2004). O diagnóstico da DA é muitas vezes difícil e, 

em alguns casos, somente é possível afirmar a ocorrência da doença por meio de medições no 

tecido cerebral post mortem. Em vida, pode ser realizada a avaliação do quadro clínico, 

incluindo-se testes de memória, exames de sangue, tomografias e ressonância magnética. 

O Mal de Alzheimer tem o seu início no hipocampo quando proteínas anormais se 

agregam, formando placas senis e degenerescência fibrilar, as quais se acumulam no cérebro e 

matam as células cerebrais. Na figura 3 observamos as áreas cerebrais com o detalhe do 

hipocampo, área responsável pela memória, formação de novas lembranças e mais atingida pela 

doença de Alzheimer.  

 

Figura 3-Áreas cerebrais com destaque com a área principal da memória (hipocampo) 

(Fonte: http://maldeallzheimer.wordpress.com/) 

Na figura 4 observamos duas imagens justapostas: a esquerda representa o cérebro de 

uma pessoa normal e a direita, o cérebro de um portador da DA. É possível observar a perda de 

tecido cerebral nas regiões que controlam as principais funções cognitivas responsáveis pelos 

processos de memória. No cérebro com Alzheimer o córtex encolhe danificando as regiões 

envolvidas com os pensamentos, planos e lembranças. O encolhimento atinge o hipocampo uma 

região que exerce importante papel na memória como por exemplo na formação de novas 

lembranças.  
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Figura 4 - Demonstração em corte de um cérebro saudável e com Alzheimer  

(Fonte: http://www.alz.org/brain_portuguese/09.asp) 

 

A doença de Alzheimer é uma doença progressiva, de causa desconhecida, e que 

acomete em sua maioria, as pessoas idosas. Acredita-se que a inibição de uma enzima, a 

acetilcolinesterase (AChE), aumente a concentração de acetilcolina na sinapse, região de 

comunicação entre os neurônios no cérebro, o que diminuiria ou retardaria a progressão dos 

sintomas no tratamento desta doença (Figuras 5 e 6). A DA relacionada ao déficit cognitivo e a 

retenção de memória, devido a disfunções da neurotransmissão colinérgica, um outro 

tratamento eficaz para a doença baseia-se no aumento dos níveis de acetilcolina a partir da 

inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE), ou seja a hipótese colinérgica. Nesta hipótese a 

deficiência de acetilcolina ocorre devido a uma atrofia do núcleo basalis de Meynert que é fonte 

da enzima colina transferase, está por sua vez é transportada para áreas cerebrais tais como, 

hipocampo, córtex cerebral e amigdala, onde catalisa a reação de síntese da acetilcolina a partir 

da colina a da acetilcoenzima, por fim a acetilcolina restante é degrada pela acetilcolinesterase 

na fenda sináptica em colina e acetato (Figura 5) (SÁ et al., 2012; MINETT e BERTOLUCCI, 

2000). Entender a hipótese colinérgica é importante para entender o desencadear da doença e 

sugerir possíveis tratamentos.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.alz.org/brain_portuguese/09.asp
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Figura 5 - Demonstração da hipótese colinérgica (MINETT & BEROLUCCI, 2000). Legenda: 

ACh: acetilcolina; AChE: acetilcolinesterase; CAT: enzima colina transferase; COL: 

Colina; AChCO: acetilcoenzima 

 

Os inibidores desta enzima comercializados, geralmente, têm efeitos prejudiciais: a 

tacrina (Cognex) é hepatotóxica; a rivastigmina (Exelon) apresenta também efeitos colaterais 

indesejáveis, e a fisostigmina (Synapton) é moderadamente eficaz, em seres humanos.  

A galantamina (Reminyl) - alcalóide isolado primeiramente da espécie Galanthus 

woronowi (Woronow's snowdrop) (Figura 7), uma Amaralidaceae - é um inibidor competitivo 

da AChE de longa atuação e é bastante seletivo. Devido a essas propriedades, a galantamina é 

considerada a droga mais efetiva no tratamento da DA, com poucas limitações (INGKANINAN 

et al., 2003). G. woronowi é uma espécie nativa da Russia, Turquia e Geórgia. 
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Figura 6 - Demonstração de inibição da AChE 

(Fonte: http://alzheimer-unb.blogspot.com.br/2013/12/ola-leitores-todos-que-ja-

estudaram.html) 

Neste contexto, é crescente a busca de novos inibidores da AChE presentes em produtos 

naturais que possam apresentar menos efeitos colaterais para serem utilizados futuramente 

como fitoterápicos. Em alguns Países como China e Índia algumas plantas medicinais como 

Centella asiática Le Ginko biloba L. que são utilizadas na medicina tradicional, demonstraram 

em estudos de atividades farmacológicas, resultados relevantes no tratamento de desordens 

cognitivas a saber: ações anticolinesterásica, anti-inflamatória e antioxidante. Em função desses 

resultados, essas plantas têm sido indicadas para o uso terapêutico no tratamento da Doença de 

Alzheimer e a busca de inibidores a partir de plantas é crescente (FEITOSA et al., 2011; 

FEITOSA, 2005). 

 

 

 

 

http://alzheimer-unb.blogspot.com.br/2013/12/ola-leitores-todos-que-ja-estudaram.html
http://alzheimer-unb.blogspot.com.br/2013/12/ola-leitores-todos-que-ja-estudaram.html
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Figura 7-Fotografia da espécie Galanthus woronowi (Woronow's snowdrop) 

 (fonte: http://www.kew.org/science-conservation) 

 

1.3 Inibidores das enzimas acetilcolinesterase e butilcolinesterase 

 

 Acredita-se que a inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE) aumente a 

concentração de acetilcolina na sinapse, o que diminuiria ou retardaria a progressão dos 

sintomas da doença de Alzheimer. Os inibidores comercializados, geralmente, têm efeitos 

prejudiciais: a tacrina (2) (Cognex) é hepatotóxica; a rivastigmina (3) (Exelon) apresenta 

também efeitos colaterais indesejáveis, e a fisostigmina (4) (Synapton) é moderadamente 

eficaz, em seres humanos. A galantamina (1) (Reminyl) - alcalóide isolado primeiramente da 

espécie Galanthus wooronowi, uma Amaralidaceae - é um inibidor competitivo da AChE de 

longa atuação e é bastante e seletivo. Devido a essas propriedades, a galantamina é considerada 

a droga mais efetiva no tratamento da DA, com poucas limitações (INGKANINAN, 2000). É 

de grande importância, portanto, a busca de novos inibidores presentes em produtos naturais 

que possam apresentar menos efeitos colaterais. 

N

NH2

   

 

        (1)                              (2)                              (3)                                  (4) 
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As causas do desenvolvimento da DA ainda não são totalmente conhecidas, mas as 

informações acerca de algumas alterações no tecido cerebral são características da doença. 

Dentre essas alterações, podem ser apontadas: formação de placas amilóides extracelulares, que 

são depósitos extracelulares amorfos da proteína -amilóide, e formação de microtúbulos e 

emaranhados neurofibrilares intraneuronais. Em um cérebro normal, essas formações 

apresentam-se em menores quantidades (RANG, 2001). 

 As enzimas butirilcolinesterase (BuChE) e acetilcolinesterase (AChE) estão presentes 

no cérebro e são detectadas em emaranhados neurofibrilares e placas neuríticas. Na medida em 

que a inibição da colinesterase é modificada pela deposição de proteínas -amilóides, este 

processo é considerado um componente chave para a compreensão da patofisiologia da DA 

(HEINRICH et al., 2004).   

 Amplamente são realizados ensaios com extratos de plantas para testar a atividade 

inibitória das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (BuChE). A acetilcolina é um 

neurotransmissor inibido primeiramente pela AChE e, posteriormente, pela BuChE. A medida 

da atividade da AChE pode ser obtida por meio de um ensaio fácil e rápido, baseado no método 

de Ellman (1961), modificado por Rhee et al (2001). Utilizam-se os reagentes 5,5´-ditiobis-[2-

nitrobenzóico] (DTNB) e iodeto de acetiltiocolina (ATCI) e apresentamos em capítulos 

posteriores os ensaios para detecção de inibição das enzimas acetilcolinesterase e 

butilcolinesterase. 

As espécies Ginko biloba L. e Centella asiática L., utilizadas na medicina tradicional 

indiana e chinesa, demonstram efeitos favoráveis em relação a desordens cognitivas. Entre as 

propriedades dessas plantas, incluem-se as ações anticolinesterásica, anti-inflamatória e 

antioxidante. Vários estudos têm demonstrado que o uso de compostos anti-inflamatórios tem 

diminuído a progressão da DA e a degeneração neuronal. Além dessas ações, o uso desses 

compostos reduz o risco de desenvolvimento da DA (FEITOSA et al., 2011; HOUGHTON & 

HOWES, 2003). 

 

1.4 Mecanismo de inibição da enzima acetilcolinesterase 

 

 Os estudos obtidos para uma melhor compreensão do mecanismo de hidrólise da 

acetilcolina, catalisado pela AChE, foram realizados através da purificação e do 

sequenciamento dos aminoácidos da enzima, e da descrição da estrutura quaternária por 

cristalografia de raios-x e de modelagem molecular. Dois mecanismos químicos ocorrem 

paralelamente à catálise enzimática: as hidrólises ácida e básica de éster. 
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 O nitrogênio quaternário do substrato liga-se ao sítio aniônico da enzima, cuja carga 

negativa é atribuída a um grupo carboxilato livre de um resíduo glutamato. Ocorre uma 

protonação concertada do oxigênio carbonílico do éster por um próton imidazólico, de um 

resíduo histidina, seguido de um ataque nucleofílico a um carbono parcialmente positivo, do 

grupo carbonila, pelo grupo hidroxila de um resíduo serina.  

No Quadro 01, descreve-se a reação de hidrólise da acetilcolina catalisada pela AChE. 

Nota-se que o estado de transição é instável, convertendo-se rapidamente em colina e AChE 

acetilada. Desta forma, a AChE acetilada não pode se ligar a outra molécula de acetilcolina, o 

que a torna inativa. A enzima acetilada é submetida à hidrólise, resultando uma molécula de 

AChE ativa e uma molécula de ácido acético. 

 

Quadro 01- Reação de hidrólise da acetilcolina catalisada pela AChE (FOYE et al., 1995) 

 

 

No último passo do mecanismo mostrado, se a enzima for acetilada por um grupo 

carbamato ou fosfato, torna-se mais resistente à hidrólise. Porém, se for acetilada por um éster 

carboxilato, ficará inativa por um longo período de tempo. Este passo é de importância 
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fundamental, principalmente para a descoberta e o desenvolvimento dos inibidores da 

acetilcolinesterase (AChEIs). Quando AchEIs e aril carbamatos se ligam ao sítio ativo da 

enzima, ocorre a hidrólise do carbamato, que transesterifica o resíduo serina com ácido 

carbâmico, resultando na enzima carbamilada (Figura 8). 

Figura 8 – Estrutura química da enzima carbamilada 

 

                                                              (5) 

 

As aminoacridinas, as piperidinas, os carbamatos, os organofosforatos e os alcalóides 

terciários são classes de inibidores da acetilcolinesterase (AChEIs). Os inibidores podem ser 

reversíveis ou irreversíveis. Os inibidores reversíveis geralmente pertencem ao grupo dos 

carbamatos, que inibem a enzima acetilcolinesterase ao servir como seu substrato, 

carbamilando a mesma. 

 

1.5 Inibidores reversíveis e irreversíveis da acetilcolinesterase 

 

Com os inibidores considerados reversíveis, a regeneração hidrolítica da enzima 

carbamilada é mais lenta que a da AChE acetilada. A razão de regeneração da enzima 

carbamilada é medida em minutos: a meia vida para metil carbamatos é cerca de 15 minutos, 

enquanto a meia-vida para a AChE acetilada é cerca de 0,2 milisegundos. Embora o período de 

regeneração hidrolítica da enzima carbamilada seja maior, a forma ativa da enzima é sempre 

regenerada. 

O alcalóide isolado das sementes da espécie Physostigma venenosum (Fisostigma), 

(Figura 9), denominado fisostigmina (6) e pertencente à classe dos aril carbamatos, é um 

inibidor reversível. O composto é bastante lipofílico, podendo difundir-se facilmente pela 

barreira do cérebro para dentro do sistema nervoso central (SNC), inibindo a AChE no cérebro 

e revertendo os efeitos dos compostos anticolinérgicos (ROBINSON & ROBINSON, 1968). 

Outro composto da classe dos carbamatos é o carbaril (9), que apresentou grande impacto 

econômico como inseticida, no controle de pulgas e sarnas em animais domésticos e no controle 

de pragas de plantas domésticas e legumes. 
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Figura 9- Fotografia da espécie Physostigma venenosum, com detalhes das folhas, 

flores, frutos e sementes (Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Physostigma) 

 

A neostigmina (7) e a piridostigmina (8), pertencentes à mesma classe da fisostigmina 

(6), são reversíveis pelo mesmo mecanismo que a fisostigmina. Porém, apresentam-se 

quimicamente mais estáveis e com longo tempo de atuação. A tacrina (10) - uma aminoacridina 

comercialmente conhecida como Cognex e já utilizada no tratamento da DA - e a velacrina 

(11) são inibidores reversíveis não clássicos sob investigação para o tratamento de desordens 

cognitivas. As estruturas desses compostos estão representadas no Quadro 02. 

Quadro 02 - Estrutura de alguns inibidores reversíveis da AChE 

                              

N N

Me Me
H

Me
O

NH

O

Me

    

                           (6)                                         (7)                                      (8) 

 

                         N

NH2

           N

NH2 OH

 

                             (9)                                (10)                                        (11) 

Legenda: Me= CH3 

O

N(Me3)3Br
-

N(Me)2

O

+

 

N

O

MeBr
-

N(Me)2

O

+

O NHMe

O
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NO2OP
(EtO)2

S

P NO2O

O

(EtO)2

 A síntese de compostos que possam servir de substrato para a AChE resultaria na 

formação de uma enzima esterificada mais estável e mais resistente à hidrólise que o éster 

carboxilato. Essa possibilidade constitui a lógica química envolvida no desenvolvimento de 

AChEIs efetivos.     

       Alguns derivados fosfoésteres (Quadro 03) são utilizados como inseticidas, como: 

malation (12), paration (13), paraoxona (14), diclorfentiona (15), escradana (16) e sarina (17) 

(Quadro 3). Estes grupos de inseticidas, AChEIs irreversíveis, são benéficos para a produção 

agrícola em todo o mundo. No entanto, como são extremamente lipofílicos e possuem alta 

pressão de vapor, a inalação de seus vapores e/ou sua absorção pela pele podem ser fatais.  A 

alta toxicidade e sua utilização como armas químicas de guerra ocasionam um sério problema 

que estimula a pesquisa tanto para o desenvolvimento de antídotos como para a investigação de 

inibidores da AChE e a descoberta de inseticidas menos nocivos (FOYE et al., 1995). 

              Uma classe de inibidores da AChE reversíveis (cianoguanidinas) fora sintetizada por 

Finkelstein et al. (2002), estes resultados foram semelhantes a huperzina A, um 

anticolinesterásico utilizado para melhora de memória, isolado da planta Hyperzia serrata.  

  Quadro 03 - Estrutura de alguns inibidores irreversíveis da AChE 

 

                                           

                                            (12)                          (13)                                  (14) 

              

Me

Me

O P F

O

Me                                      

                              (15)                                       (16)                                   (17) 

Legenda: Me= CH3 

 

A busca por inibidores da AChE estão aumentando atualmente, principalmente em 

estudos a partir de produtos naturais que apresente menos efeitos prejudiciais a saúde do ser 

humano que outros medicamentos já existentes e assim que possam ser utilizados futuramente 

e obter substâncias contendo princípios ativos extraídos a partir de plantas, com potencial 

farmacológico e inibidores da AChE no tratamento da DA.  
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Chaves, Emmanoel Vilaça Costa, Khaled Rashed 

 

Atividades anticolinesterásica e antioxidante do óleo essencial de Eugenia dysenterica 

DC. 

 

RESUMO 

 

No presente trabalho avaliamos o potencial anticolinesterásico e antioxidante do óleo 

essencial de Eugenia dysenterica. Para a obtenção do OEC fora utilizando o sistema de 

hidrodestilação, tipo Clevenger e caracterização por CG-EM, submetidos a ensaios 

antioxidantes baseados na formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, radical 

hidroxila e produção de óxido nítrico. O testes anticolinesterásico foi baseado no ensaio de 

Ellman(1960). A análise por CG/EM, identificou no OEC seis constituintes, sendo o óxido de 

cariofileno o majoritário com (66,37%). Foi observado a partir do ensaio de Ellman que OEC 

foi capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE) com um valor de CI50 =0,916 ug.mL-1 

( p <0,05) sendo um valor promissor comparando-se com o medicamento neostigmina (CI50 = 

1.87 μg.mL-1), um inibidor da AChE utilizado no tratamento da doença de Alzheimer.  Nas 

concentrações de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg.mL-1 foi observado que óleo essencial de Eugenia 

dysenterica preveniu a peroxidação lipídica, inibindo a quantidade de TBARS formado, de 

maneira semelhante ao ácido ascórbico. Além disso, houve uma redução na produção do radical 

hidroxila, assim como a produção de óxido nítrico. 

 

Palavras-chaves: Eugenia dysenterica, óleo essencial, antioxidante, anticolineterásica,  
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Antioxidant and anticholinesterase activities of the essential oil of Eugenia dysenterica 

 

ABSTRACT 

 

This paper describe the anticholinesterase and antioxidante activities of Eugenia 

dysenterica DC. Essentia oil (EOC). EOC were obtained by hydrodistillation using a 

Clevenger-type apparatus and the products were analyzed by GC-MS and CG-DIC. The 

antioxidant assay were performed based on the formation of TBARS, hydroxyl radical and 

nitric oxide production. Identified the six constituent EOC, and caryophyllene oxide the 

majority (66.37 %). Was starting the Ellman assay observed that EOC was able to inhibit the 

acetylcholinesterase (AChE) enzyme with an CI50 = 0.916 ug.mL-1 ( p < 0.05 ) with a promising 

value comparing with drug neostigmine ( CI50 = 1.87 ug.mL-1 ), AChE inhibitor used in the 

treatment of Alzheimer's disease. At concentrations of 0.9, 1.8, 3.6, 5.4 and 7.2 mg.mL-1 was 

found that EOC prevented lipid peroxidation inhibiting amount of TBARS formed in a similar 

manner to acid ascorbic. In addition, a reduction in the production of hydroxyl radical as well 

as the production of nitric oxide. 

 

Keywords : Eugenia dysenterica; Essential oil; Antioxidant; anticholinesterase activities 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Uma variedade de óleos essenciais de plantas demonstraram atividade inibidora da 

AChE e podem ser relevantes para o tratamento de desordens neurodegenerativas tais como a 

doença de Alzheimer (DA). Os óleos essenciais de espécies Citrus por exemplo têm 

propriedades funcionais na prevenção de desordens neurodegenerativas (LOIZZO et al, 2013). 

O óleo essencial da espécie Centella asiática e vários outros por exemplo: Cistus salvifoli e 

Ocimum canum, demonstraram atividades farmacológicas relevantes para o tratamento de 

distúrbios cognitivos, que indica potencial para utilização terapêutica dentro distúrbios tal como 

DA (HOUGHTON et al., 2003). 

Embora intenso e recente esforços no avanço para o entendimento a cerca dos 

mecanismos de neurodegeneração envolvidos na patologia da DA e também para descobrir 

novos medicamentos que combatem os sintomas, ainda o existe um déficit no número de 

agentes terapêuticos eficazes e seguros para tratar esta doença. Não há registro de novas drogas 

aprovadas pelo “Food and Drug Administration” (FDA) desde 2003, provavelmente porque os 

depósitos cerebrais anormais de Aβ e τ-proteínas ainda terem sido elucidadas a respeito de 

serem causas ou subprodutos da DA (BUCKHOLTZ, 2011). Desde a aprovação da 

galantamina para o tratamento de pacientes com DA, a busca por novos alcalóides 

anticolinesterásicas tem aumentado, levando a candidatos promissores como huperzine A 

(KONRATH et al., 2013). 

Muitos monoterpenos e sesquiterpenos presentes em óleos essenciais, por exemplo, 1,8-

cineol, pineno α-linalol foram citados na pesquisa como sendo bastante promissores, devido à 

sua atividade anticolinesterásica potente (KIENDREBEOGO, 2011). No entanto, há poucos 

relatos na literatura à respeito de inibição da AChE por óleos essenciais de plantas 

(CHAIYANA et al., 2012). 

Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE) têm aplicações terapêuticas em DA e na 

adição do sistema colinérgico central, sendo considerado um dos mais importantes sistemas de 

neurotransmissores envolvidos na regulação das funções cognitivas, perda neuronal colinérgica 

na área do hipocampo é a principal característica da DA o aumento da atividade colinérgica 

central (ENZ et al., 1993, SIDDIQUI et al., 1999). 

Atividades farmacológicas de plantas e os seus componentes podem ser relevantes para 

o tratamento de distúrbios cognitivos, incluindo o aumento da função colinérgica no SNC, as 

atividades anti-inflamatórias e antioxidantes (HOUGHTON et al., 2003). Uma variedade de 

plantas foram relatadas demonstrando a atividade inibidora de AChE e assim podem ser 
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relevantes para o tratamento de doenças neurodegenerativas tais como DA (MUKHERJEE et 

al., 2007). 

Os óleos essenciais são importantes ingredientes aromatizantes nos produtos 

alimentares e bebidas, são misturas complexas de compostos químicos e classificam-se em três 

grupos principais: monoterpenos, sesquiterpenos e oxigenados e bastante utilizados na indústria 

farmacêutica ou cosmética e possuem várias atividades comprovadas: antibacteriano, 

antisséptico, anti-inflamatório (SIMÕES et al., 2000) e pesquisa com a utilização de OE na 

busca por inibidores da AChE estão aumentando atualmente, principalmente em estudos pré-

clínicos com animais, estudo preliminar com o OE de Citrus sinensise e Citrus limon, voltado 

para memória de ratos sugeriu que o óleo inibe consideravelmente a enzima acetilcolinesterase 

melhorando a memória (CAMPELO et al., 2012, SÁ et al., 2012). 

A diversidade estrutural dos terpenóides que exercem atividade inibitória da AChE 

dificulta a predição do potencial de relação estrutura-atividade. Mas sabe-se que algumas 

características, como a presença de um ligante hidrofóbico pode estar associadas a uma maior 

efetividade na inibição, já que o sitio ativo da AChE é conhecido por ser susceptível à interações 

hidrofóbicas. Os monoterpenos consistem de um esqueleto hidrocarboneto que podem ser 

cíclicos (α-pineno) ou acíclicos (linalol), uma característica que também pode influenciar em 

sua atividade inibidora da AChE. Para os monoterpenóides bicíclicos com um esqueleto careno 

ou pinano, o potencial de inibição da AChE foi associado com a posição da dupla ligação 

(CONFORTI et al, 2007). A presença de olefinas terminais resultou em diminuição da inibição 

de AChE, assim como a presença de um grupo funcional oxigenado (MIYAZAWA e 

YAMAFUJI, 2005). 

A espécie Eugenia dysenterica DC. O. Berg, é utilizada na medicina popular como anti-

inflamatória, antidiarreica e diuréticas. No Brasil, essa espécie é popularmente conhecido como 

"cagaiteira”. Suas folhas opostas, simples, ovaladas ou limbo elíptica e suas flores brancas são 

comestíveis (Figura 1) (RIZZINI, 1970) e detentoras de propriedades laxantes. Seus frutos são 

consumidos crus ou na forma de sucos, ou processado para sorvetes e licores e quando 

fermentado pode produzir álcool e vinagre. Avaliação sensorial de vinho de fruta de cagaita 

mostrou mais de 70% de aceitabilidade para a cor, aroma e sabor para todas as bebigas 

formuladas nestes esnsaios apartir da cagaita (OLIVEIRA et al., 2011, OGA et al., 2014). O 

chá das folhas da cagaiteira é usada para combater diarréia e como agente anti-inflamatório. O 

consumo diário da polpa dos frutos da Cagaita (100,0 g), pode contribuir significativamente 

para o fornecimento das necessidades diárias de vitamina C (em média, 71,0%), vitamina A 

(em média de 7,5%) e folatos (em média de 7,9%). A “cagaiteira” apresenta alto teor de polpa 
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e baixo teor calórico, considerado como uma fonte de vitamina C, o que pode sugerir que esta 

espécie tenha importante papel na saúde humana (CARDOSO et al., 2011) 

 

 
(Silva, RSM et al., 2001) 

Figura 1 - Árvore de cagaita em florescimento (a). Detalhe da inflorescência (b). Cagaiteira 

com folhas novas (c). Detalhe do tronco (d). Fruto maduro e folha (e). Fruto verde e semente 

(f). 

 

 Neste contexto, realizamos identificação dos constituintes, analise antioxidante e 

anticolinesterasica do óleo essencial das folhas da espécie cagaita (E. dysenterica). Estas 

atividades estão sendo relatadas para o OE desta espécie na literatura, pela primeira vez através 

deste trabalho.  

 

B 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 Familia Myrtaceae, gênero Eugenia, família Eugenia dysenterica. 

 O cerrado, dentro da biodiversidade brasileira, é uma potencial fonte de espécies 

vegetais que desempenha importante papel na produção de compostos bioativos (RODRIGUES 

& CARVALHO, 2007). Estes compostos são originados do metabolismo secundário e estão 

diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a adequação da planta ao seu meio, além 

de apresentarem diversas atividades biológicas (MIRANDA, 2010). 

 Neste bioma, destaca-se a família Myrtaceae, a qual é uma das mais complexas 

famílias do ponto de vista taxonômico, inclui cerca de 130 gêneros e 4000 espécies com 

distribuição pantropical e subtropical, predominantemente, concentrada na região neotropical e 

na Austrália, incluindo espécies frutíferas e de interesse medicinal. Na flora brasileira esta 

representada por 22 gêneros e aproximadamente 1000 espécies, com destaque na Mata 

Atlântica e Floresta de Restinga (ROMAGNOLO & SOUZA, 2006; SOUZA & LORENZI, 

2012), com cerca de 1000 espécies distribuídas principalmente nas Américas Central e do Sul 

(MERWE et al., 2005), o gênero Eugenia é, ao lado de Myrcia, um dos mais representativos da 

família Myrtaceae, inclusive no Brasil, onde são encontradas aproximadamente 350 espécies 

nativas de Eugenia (LANDRUM & KAWASAKI, 1997). Além da importância ecológica, as 

espécies do gênero prestam-se a diversos usos, com destaque para a produção de frutos, madeira 

e paisagismo (RECORD & HESS, 1949; MARCHIORI & SOBRAL, 1997; OLIVEIRA, 2007). 

A circunscrição de Eugenia, assim como da família Myrtaceae como um todo, tem 

experimentado importantes modificações nos últimos anos.  

 Myrtaceae é uma das mais complexas famílias do ponto de vista taxonômico, inclui 

cerca de 130 gêneros e 4000 espécies com distribuição pantropical e subtropical, 

predominantemente, concentrada na região neotropical e na Austrália, incluindo espécies 

frutíferas e de interesse medicinal. Na flora brasileira esta representada por 22 gêneros e 

aproximadamente 1000 espécies, com destaque na Mata Atlântica e Floresta de Restinga 

(SOUZA & LORENZI, 2012). 

 As espécies da família Myrtaceae apresentam habito lenhoso, raramente são 

arbustos, folhas com presença de glândulas translucidas produtoras de terpenos e outras 

substâncias aromáticas (SIQUEIRA et al, 2013). Os metabólitos secundários das plantas 

presentes em óleos essenciais e extratos de plantas são indiscutíveis fontes para a descoberta de 

princípios ativos inovadores para o tratamento de diversas doenças. Constituintes da família 
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Myrtaceae, plantas do gênero Eugenia tem apresentado larga atividade antimicrobiana 

abrangendo dermatófitos, bactérias e fungos (DUARTE et al, 2010).  

 Uma das características marcantes da família Myrtaceae é a presença de 

constituintes voláteis em suas folhas que são associados a várias funções necessárias à 

sobrevivência do vegetal em seu 133 ecossistema, exercendo papel fundamental na defesa 

contra microorganismos e predadores, e também na atração de insetos e outros agentes 

polinizadores (SIANI et al., 2000), outra características marcantes desta família, presença em 

seus órgãos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de óleos essenciais 

(METCALFE & CHALK, 1950; CRONQUIST, 1981; BARROSO et al., 1984). Os óleos 

essenciais são citados por diversos autores como sendo responsáveis por determinadas 

propriedades medicinais encontradas nesses vegetais, segundo Cruz & Kaplan (2004), cerca de 

70% das espécies pertencentes à família Myrtaceae são empregadas para fins medicinais, sendo 

as folhas, as cascas e os frutos, as partes mais utilizadas destas espécies. Complementarmente, 

diversos trabalhos científicos contemporâneos têm respaldado o uso popular de espécimes dos 

diversos gêneros de Myrtaceae, com foco no gênero Eugenia, por meio de diferentes 

investigações farmacognósticas, relacionadas aos aspectos botânicos, fitoquímicos e de 

atividades biológicas (CRUZ & KAPLAN, 2004; MALINOWSKI ET AL., 2009; 

BOSCARDIN ET AL., 2010). O principal gênero pertencente a esta família, cujos óleos 

essenciais são amplamente utilizados, é o Eucalyptus (Eugenia racemulosa O. Berg.) da mesma 

família e gênero da Eugenia dysenterica, SENNA et al. (2011). 

 Nativa do Cerrado a Eugenia dysenterica DC, popularmente conhecida como 

cagaiteira, é largamente utilizada pelo potencial laxativo da fruta, enquanto as folhas atuam 

como antidiarreicas (PRADO et al., 2014). Podendo atingir 30 metros de altura, a cagaiteira, é 

uma árvore de porte médio, tronco cilíndrico e torcido, variando de 20 a 40 centímetros de 

diâmetro (RIBEIRO et al., 2013). É uma planta perene, de folha caduca, seletivamente heliófita 

e xerófila (RIBEIRO et al., 2013; VILELA et al., 2012). A floração ocorre no meio da estação 

seca, a partir de meados de julho ao início de agosto, com o surgimento simultâneo de novas 

folhas (RIBEIRO et al., 2013).  

 Os óleos essenciais podem ser extraídos de diferentes partes da mesma planta e, 

apesar de apresentarem cor e aspecto semelhantes, podem apresentar diferente composição 

química, características físico-químicas e odores (ROBBERS et al., 1997). Embora extraído do 

mesmo órgão e da mesma espécie vegetal, a composição química do óleo essencial pode variar 

significativamente em função de épocas específicas, podendo esta variação ocorrer tanto no 

período de um dia como em épocas do ano (REIS et al., 2003), e estar relacionado ao estágio 
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de desenvolvimento, às condições climáticas e de solo (SIMÕES & SPITZER, 2003). A 

composição química dos óleos essenciais é determinada por fatores genéticos (CORRÊA 

JÚNIOR et al., 1994; SIMÕES & SPITZER, 1999). No entanto, fatores ambientais, como 

sazonalidade, temperatura, disponibilidade hídrica, radiação, nutrientes, altitudes, entre outros, 

podem causar variações na composição química dos óleos essenciais (GOBBO-NETO & 

LOPES, 2007). 

O óleo essencial de E. dysenterica é caracterizada pela presença de componentes 

bioativos como α- Pineno, β-Pineno, β-ocimeno, δ-cadineno, α-humuleno, limoneno, 

cariofileno, monoterpenos e outros (VILELA, 2012; DUARTE, 2010). Sesquiterpenos foram 

descritos como os componentes mais prevalentes tanto no óleo de E. dysenterica como no óleo 

de E. uniflora, em ambos os óleos também são encontrados β-cariofileno, δ-cadineno, β-

ocimeno, β-pineno (SANTOS, et al. 2015; VICTORIA, 2012; VILELA, 2012; LAGO et al., 

2011; DUARTE, 2010). 

A espécie E. dysenterica apresenta significante diferença qualitativa e quantitativa dos 

constituintes do OE das folhas entre espécimes que pode ser atribuída às mudanças climáticas, 

composição do solo, época de coleta, altitude, métodos de extração e a diferentes biótipos da 

espécie (SANTOS, et al. 2015). 

A composição do óleo essencial de ambas as plantas tem sido descrito como variável de 

região para região, por fatores bióticos e abióticos como: sazonalidade, presença de herbívoros, 

patógenos, presença de outras espécies de planta, polinização e outros (SANTOS, et al. 2015; 

VICTORIA et al., 2012; VILELA et 17 al., 2013; DUARTE et al., 2010). 

  Esta espécie é descrita como potencial produtora de compostos secundários 

ativos, incluindo as substâncias fenólicas (PEREIRA et al., 2012), que têm recebido bastante 

atenção, sobretudo por apresentarem comprovado potencial antioxidante e alelopático (SOUZA 

et al., 2007). As propriedades farmacológicas atribuídas aos óleos essenciais são diversas, e 

algumas são preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando comparadas a 

outros medicamentos, como, por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideais para uso em 

nebulizações, banhos de imersão ou, simplesmente, em inalações. A volatilidade e o baixo peso 

molecular de seus componentes possibilitam que eles sejam rapidamente eliminados do 

organismo através das vias metabólicas (BANDONI & CZEPACK, 2008). 

 Eugenia dysenterica vem sendo estudada para doenças como constipação crônica 

e síndrome do intestino irritado (OLIVEIRA et al., 2012). O valor de uso tradicional e social, 

bem como as propriedades comprovadas da E. dysenterica, chama atenção para o 

desenvolvimento de estudos na descoberta de moléculas bioativas para novas terapias. 



48 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Material botânico 

Coletou-se (1,0 Kg) de folhas de Eugenia dysenterica no campus do IFPI na cidade de 

Uruçuí-PI, coordenadas [07 ° 14'02 "S e 44 ° 33'14" W], nos meses de janeiro e fevereiro de 

2013. As amostras vegetais foram transportadas para Teresina-PI para a devida identificação 

da espécie por depósito da exsicata que foi confirmada pela botânica Dr. Roseli Farias Melo de 

Barros, do Departamento de Biologia, Universidade Federal do Piauí (UFPI), Brasil. A espécie 

recebeu como número de depósito n. 28824 no herbário Graziela Barroso herbário localizado 

na UFPI. 

 

3.2 Composto puro, solventes e enzimas 

A enzima acetilcolinesterase, Óxido de cariofileno (95% de pureza), ácido ascórbico e 

o ácido tiobarbitúrico foram adquiridos a partir de Sigma-Aldrich. 

 

3.3 Extração do óleo essencial 

 

O óleo essencial de E. dysenterica foi obtido, partindo-se de 1.000 g de folhas frescas 

trituradas e utilizando-se o sistema de hidrodestilação, em aparelho tipo Clevenger durante o 

período de três horas, sendo esta extração do OE realizada em duplicata.  O óleo coletado foi 

subsequentemente seco com sulfato de sódio anidro (Na2SO4) e o teor percentual foi calculado 

com base no peso seco de material de planta. Os óleos essenciais foram armazenadas no frezer 

sob temperatura aproximadamente de - 20 °C até sua devida análise. 

 

3.4 Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas 

 

A composição química do óleo essencial de E. dysenterica foi determinada em um 

cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massa CG/EM (Shimadzu, modelo QP5050A) 

pertencente ao Departamento de Química da Universidade Federal de Sergipe, Campus São 

Cristóvão. As condições de análise para o CG foram: coluna capilar de sílica fundida DB-5MS 

de 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 μm de filme, He como gás de arraste com fluxo de 1,0 mL.min-1, 

a temperatura foi programada iniciando em 40°C por 3 min, seguindo de um aumento de 
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4°C/min até atingir 240°C, depois um aumento de 10°C/min até atingir 300°C, mantendo-se 

constante esta temperatura por 3 min, totalizando 59,00 minutos; temperatura do injetor de 

250°C e temperatura do detector (ou interface) de 280°C; o volume de amostra injetada foi de 

0,5 µL em diclorometano; taxa de partição do volume injetado de 1:50. As condições de análise 

do EM foram: detector de captura iônica operando por impacto eletrônico e energia de impacto 

de 70 eV; velocidade de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e 

fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da. 

A identificação dos constituintes do óleo essencial de cagaita foi realizada com base na 

comparação dos índices de retenção da literatura (ADAMS, 2007). Para o cálculo do índice de 

retenção foi utilizada a equação de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL et al., 1963) em 

relação a uma série homóloga de n-alcanos (C8-C20). Também foram utilizadas duas bibliotecas 

do equipamento NIST107 e NIST21 que permitem a comparação dos dados dos espectros com 

aqueles existentes nas bibliotecas. 

 

3.5 Identificação dos constituintes 

 

Os componentes de óleo essencial foram identificados: i) por comparação de seus 

tempos de retenção (tR) com os dos mesmos compostos convencionais (óxido de cariofileno) 

analisados em condições idênticas, ii) os seus índices de retenção (RIS), determinadas em uma 

coluna relativa DB-5MS para a tR de uma série de n-alcanos (C8 -C20), de acordo com Van Den 

Dool Kratz e (VAN DEN DOOL et al., 1963) com os publicados na literatura (Van Den Dool 

e Kratz, 1963) e seus espectros de massa com aqueles listados no NIST (05, 05s, 21 e 107) e 

Wiley 8 bibliotecas do espectro de massa, e os publicados na literatura (ADAM, 2007). 

 

3.6 Ensaio da inibição da atividade da acetilcolinesterase  

 

O efeito inibitório qualitativo da atividade da AChE do OEC foi avaliado pelo o 

método espectrofotométrico de Ellman (ELLMAN, 1961). O OEC e o óxido de cariofileno 

(composto majoritário do OEC) foram dissolvidos em metanol para preparar soluções de 

10mg.mL-1. Em seguida, 1,5 μL do OEC/metanol foi aplicada sobre placa de CCD e eluida com 

os solventes clorofórmio:metanol (9:1), após a eluiçao a atividade da enzima foi detectada com 

a utilização do método de Ellman "in situ" sobre a placa (ELLMAN, 1961, RHEE et al., 2001, 

AHMAD et al., 2015). As placas desenvolvidas foram pulverizadas com DTNB a 1 mmol.L-1 
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e 1 mmol.L-1 em ATCI em tampão tris A. A placa foi seca por 3-5 minutos e, em seguida, uma 

solução de enzima de AChE (tipo VI-s liofilizada, 261 U.mg -1 sólido, Proteína 386 U.mg -1) 

foi borrifada na placa de CCD dissolvido em tampão A (500 U.mL-1 solução estoque foi diluída 

com tampão A para se obter 5 U.mL-1enzima), posteriormente então pulverizou-se esta mistura 

reacional sobre a placa. Um fundo amarelo com o halos brancos são visualizados e vistos como 

resultados positivos para inibir a AChE em um tempo de no máximo 5 minutos após a 

borrifação da ACHE. 

Na triagem de inibição da AChE o teste falso-positivo fora realizado para observar se 

os resultados falso positivos do OEC e o composto majoritário no ensaio de microplacas são 

devidos à inibição enzimática ou para a inibição da reação química entre o DTNB e tiocolina 

(o produto da reação enzimática). Neste ensaio cerca de 5 units.mL -1 da AChE é pré-misturado 

com ATCi 1 mmol.L-1 em tampão a e incubados durante 15 minutos a 37 ° C. A mistura de 

enzima-substrato foi usado como tiocolina pulverização. O extrato foi colocado na placa de 

CCD de gel de sílica desenvolvido como descrito acima e pulverizado com uma solução de 

DTNB mmol.L-1 seguido pela pulverização tiocolina, mancha branca sobre um fundo amarelo 

é observado para composto ou mistura falso positivo. 

O efeito inibitório do OEC quantitativo da atividade de acetilcolinesterase foi avaliado 

utilizando e adaptação do método espectrofotométrico de Ellman modificado por Rhee 

(ELLMAN, 1961, RHEE et al., 2001). Seis concentrações diferentes foram elaboradas em 

triplicata, partindo do OEC e óxido de cariofileno (0.9, 1.8, 2.7, 3.6, 5.4e 7,2 μg.mL-1). A reação 

é monitorizada durante 5 minutos a 412 nm em espectrofotómetro. 

Em um tubo de ensaio adicinou-se 100 uL do OEC (concentração da solução a 0,1% em 

Tris-HCl 50 mmol.L-1 pH 8, e metanol a 10%) foi misturado com 100 mL de AChE 0,22 U.mL -

1 (22 L de enzima diluída em 100 mL de pH 8, 0,1% de BSA mmol.L-1 de Tris-HCl a 50) e 200 

uL de tampão (Tris-HCl a 50, pH 8, 0,1% de BSA) e em seguida incubou-se a mistura durante 

5 min em 30 °C. Subsequentemente adicionar, 500 uL do ácido 5,5-ditiobis (ácido 2-

nitrobenzóico) - DTNB (concentração de 3 mmol.L-1 em tampão Tris-HCl a pH 8, 0,1 M de 

NaCl, 0,02 M de MgCl2) e 100 mL de iodeto de acetiltiocolina - ATCI (4 mmol.L-1 em água). 

A Atividade anticolinesterase (%) foi calculada usando a equação 1, A amostra V0  e 

V representa 0 em branco as velocidades iniciais de amostras em branco e a concentração 

inibidora 50% (CI50), são obtidos utilizando Log-Probit. Rivastigmina (inibidor da 

acetilcolinesterase comercial) é utilizado como controle positivo, para a mesma concentração 

do óleo essencial. 
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        Equação 1 - Atividade anticolinesterase (%) 

I (%) = (1 – Vo amostra) x 100 

         Vo branco 

Onde Vo amostra e Vo branco representam as velocidades iniciais de amostras e branco. Os 

valores de CI50 foram obtidas por intermédio de plotagem Log-Probit.  

 

3.7 Ensaios Antioxidantes 

3.7.1 Ensaios Antioxidantes de espécies reativas com o ácido Tiobarbitúrico 

 

A determinação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico foi realizada para 

quantificar o nível de peroxidação lipídica (ESTERBAUER et al., 1990). Este método foi 

utilizado para determinar o potencial antioxidante do OEC, utilizando gema de ovo 

homogeneizada como um substrato lípido rico (GUIMARÃES et al., 2010). Resumidamente, 

a gema de ovo foi homogeneizado (1% w / v) em 20 mmol.L-1 de tampão de fosfato (pH 

7,4). Um volume de 1 mL desta homogenato foi homogeneizado com 0,1 mL de OEC, em 

concentrações de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 μg.mL -1. A peroxidação lipídica foi induzida por adição 

de 0,1 mL de AAPH (2,2-azobis-2-midinopropane, 0,12 mol.L-1. O controle foi realizado 

apenas com a solução (0,05% de Tween 80 dissolvido em solução salina a 0,9%) usado para 

emulsionar a substância que foi avaliada. Realizou-se as reações durante 30 min a 37 °C. Após 

resfriar as amostras (0,5 mL), centrifugou-se com 0,5 mL de ácido tricloroacético (15%) a 1200 

g durante 10 min. Misturou-se uma alíquota de 0,5 mL do sobrenadante com 0,5 mL de ácido 

tiobarbitúrico (0,67%) e aqueceu-se a 95 °C durante 30 min.Após resfriar, a absorvância das 

amostras foi medida num espectrofotómetro a 532 nm. Expressou-se os resultados como a 

percentagem de TBARS formado por AAPH sozinho (controle induzido). O ácido ascórbico é 

usado como controle positivo neste ensaio (AHMAD et al., 2015). 

 

 

3.7.2 Atividade sequestrante contra o radical hidroxila 

 

A produção de radicais hidroxila foi quantificada pela reação de Fenton.Durante esta 

reação, o efeitoin vitrode OEC contra a produção de •OH, produzido pela degradação oxidativa 

de 2-desoxirribose, foi determinada (LOPES et al., 1999).O princípio do teste é o de 

quantificar o produto de degradação de 2- desoxirribose, malonaldeído (MDA), por sua 

condensação com ácido tiobarbitúrico (TBA).Resumidamente, as reações foram iniciadas pela 
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adição fr Fe2+
 (FeSO4) com concentração final de 6 mmol.L-1 para soluções contendo 

2- desoxirribose 5 mmol.L -1, H2O2 a 100 mmol.L-1 e tampão fosfato 20mmol.L-1 (pH 7,2). As 

concentrações de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4, e 7,2 μg.mL -1 de EOED foram adicionados ao sistema antes 

da adição de Fe 2 +,a fim de determinar a atividade in vitro OEC antioxidante contra a formação 

de radicais hidroxilo.As reações foram realizadas durante 15 min à temperatura ambiente, sendo 

interrompidas pela adição de ácido fosfórico a 4% (v/v), seguindo da adição de TBA (1% v/v 

em NaOH a 50 mmol.L -1).As soluções obtidas foram aquecidas emo banho maria com 

água para 15 min em 95 °C. A absorvância foi medida a 532 nm e os resultados foram expressos 

em equivalentes de MDA formado de Fe 2+ e H2O2. 

 

3.7.3 Avaliação do potencial antioxidante do OEC na remoção de óxido nítrico 

 

Neste ensaio, o óxido nítrico é gerado a partir da decomposição espontânea de tampão 

de fosfato de nitroprussiato de sódio 20 mmol.L-1 (pH 7,4). Uma vez gerado, o NO•interage 

com o oxigênio para produzir iões nitrito, que foram medidos usando a reação de Griess 

(TSIKAS, 2007). A mistura reacional (1 ml) contendo 10 mmol.L-1 de nitroprussiato de sódio 

(SNP) em tampão de fosfato e concentrações de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 μg.mL -1 do OEC, foram 

incubados a 37 °C durante 1h. 

Uma alíquota de 0,5 mL do OEC fora homogeneizada com 0,5 mL de reagente Griess. 

A absorvância do cromóforo formado foi registrado em 540nm. A medida em que é detectado 

a inibição do óxido nítrico gerado, realiza-se a comparação dos valores de absorbância dos 

controles negativos(só 10 mmol.L-1 prusside nitro sódio e preparações de ensaio.Os resultados 

foram expressos como percentagens de nitrito formado por SNP sozinho. 

 

3.8 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. dos valores de inibição e foram 

comparados por meio da Análise de Variância (ANOVA), seguido do Teste t-Student-Newman-

Keuls como post hoc teste (p<0,05) (Programa Graphpad Intuitive, Software for Science, San 

Diego, CA). O ácido ascórbico (140 μg.mL -1). 

Utilizou-se como antioxidante padrão ácido ascórbico (140μg.mL -1) p <0,05 vs controle 

p <0,05 versus a AAPH (redução dos níveis de TBARS). 

 Uutilizou-se ácido ascórbico (140μg.mL -1) como antioxidante padrão p 

<0,05 vs. controle (0,05% de Tween 80 dissolvido em 0,9% de solução salina 1 p <0,05 vs 
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atividade sequestrante contra o radical hidroxila (100% de radicais hidroxilo). 

Uutilizou-se ácido ascórbico (140μg.mL -1) como controle padrão p <0,05 versus 

controle (0,05% de Tween 80 dissolvido em 0,9% de solução salina) no ensaio de eliminação 

de óxido nítrico. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Estudo químico 

 

A partir da hidrodestilação das folhas de E. dysenterica obteve-se um óleo essencial 

amarelado (in natura), com um rendimento de 1,45 ± 1,48 % (w/w), em relação ao peso seco 

do material de planta. Como mostrado na Tabela 1, foi possível identificar seis compostos 

(80.67% do total da composição) a saber: os sesquiterpenos (75,4%) foram a maioria (Figura 

2, Tabela 1). O constituinte majoritário do OEC fora o óxido de cariofileno, com percentual de 

66,4%. Os demais constituintes obtidos foram: isoledene (3,9%), 1,3,8- p-menthatriene (3,5%), 

mustakone (3,5%), β-felandreno (1,7%) e Selin-11-en-4-α-ol (1,7%) (Figura 2 e 3). 

Os índices de Kovats (IK= padrão de identificação de substância em cromatografia) 

(I.K) foram calculados com base nos tempos de retenção das substâncias e dos padrões de 

hidrocarbonetos que foram co-injetados juntamente com a amostra e serviram para confirmação 

das substâncias após análise dos espectros de massas verificando-se diferenças toleráveis entre 

a literatura e o valor calculado. 



54 

 

Tabela 1. Composição do óleo essencial a partir das folhas de E. dysenterica. 

Composto  RI um RI b Pico (%) 

1 β -felandreno  1030 1025 1,73 ± 0,10 

3 1,3,8-p-Menthatriene  1112 1108 3,51 ± 0,11 

5 Isoledene  1374 1374 3,91 ± 0,10 

8 Óxido de cariofileno  1583 1582 66,37 ± 2,10 

10 Selin-11-en-4-ol-α  1659 1658 1,69 ± 0,07 

11 Mustakone  1677 1676 3,46 ± 0,04 

 Monoterpene 

Sesquiterpenos  

Total 

 5,24 

75,43 

80.67 

Os dados são expressos como média ± DP de três determinações. RI um (cale.), Índices de retenção na 

coluna DB-5MS calculado de acordo com Van den dool e Kratz. RI retenção b índices de acordo com 

Adams. 

 

. 

 

         Figura 2 - GC/EM do óleo essencial de E. dysenterica. 

Notação: 1) β-felandreno, 3) 1,3,8-p–menthatriene 5) Isoledene, 8) Óxido de cariofileno, 10) 

Selin-11-en-4-α-ol, 11) Mustakone, 2,4,6,7,9,12,13,14) Não indentificado. 

 

Há registros na literatura de novos componentes diferentes do que foram encontrados 

em outras espécies de E. dysenterica coletadas em uma outra região do Brasil como relatado 

por Costa et al., 2000 a saber: β-cariofileno (14,8%), α-humuleno (10,9%) α-terpineol (6,1%), 
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limoneno (5,5%), α-tujene (5,6%), Além do principal constituinte óxido de cariofileno 

(66,37%), β-cariofileno foram relatados nos óleos essenciais de muitas outras espécies de 

Eugenia (superior a 20%), indicando que esta espécie é um membro típico da família Myrtaceae 

(Costa et al., 2000). As substâncias isoledene (3,91%), 1,3,8-p–menthatriene (3.51%), 

mustakone (3,46%) β-felandreno (1,73%) e Selin-11-en-4-α-ol (1,69%) foram identificados 

pela primeira vez como constituintes químicos de óleo essencial a partir de folhas de 

E.dysenterica. 

 

  

 

Figura 3 - Constituintes químicos da identificação CG/EM do óleo essencial de Eugenia 

desynterica. 

 

4.2 Inibição da atividade da acetilcolinesterase  

 

Os resultados qualitativos da inibição da enzima em cromatografia em camada delgada 

(CCD) sugeriu que o óxido de cariofileno e OEC inibiram a enzima, constatado que compostos 

a AChE apresentam hallos brancos visíveis no intervalo de 5 minutos na placa CCD (Figura 4), 

comparado com um padrão positivo (cafeína)  
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Figura 4 – Placa de inibição qualitativa da Eugenia dysenterica frente à AChE 

P = cafeína; OE = Óleo essencial de Cagaita; OC = Óxido de Cariofileno 

 

A atividade qualitativa anticolinesterásica do óleo essencial de folhas de Eugenia 

dysenterica foi avaliada pelo método descrito anteriormente sendo capaz de inibir a enzima 

acetilcolinesterase com um valor de CI50= 0,916 ug.mL-1 (meios de experimentos independentes 

foram então expressos como médias com ± SD. Para as análises estatísticas, p <0,001, foi 

considerado como estatisticamente significativo), quando comparado com as espécies 

Eucalyptus camaldulensis (CI50= 18,98 μg.mL-1), Ocimum canum (CI50= 36,16 μg.mL-1) e 

Cistus salvifolius (CI50= 58,10 μg.mL-1), com um valor promissora em comparação com o 

fármaco rivastigmina (CI50= 1,87 μg.mL-1), inibidor convencial da AChE. 

Em outro estudo, o óleo essencial de outra espécie de Eugenia, Eugenia Sulcata, 

apresentou monoterpenos conhecidos por sua atividade anticolinesterásica e como constituinte 

majoritátio o β-cariofileno (24,6%), e obteve uma capacidade inibitória para a enzima AChE 

um valor de CI50 de 4,66 ± 0,48 ug/mL (LIMA, et al., 2012).  

A diversidade estrutural dos terpenóides que exercem atividade inibitória da AChE 

dificulta a predição do potencial de relação estrutura-atividade. Mas sabe-se que algumas 

características, como a presença de um ligante hidrofóbico pode estar associadas a uma maior 

efetividade na inibição, já que o sitio ativo da AChE é conhecido por ser susceptível à interações 

hidrofóbicas. Os monoterpenos consistem de um esqueleto hidrocarboneto que podem ser 

cíclicos (α-pineno) ou acíclicos (linalol), uma característica que também pode influenciar em 

sua atividade inibidora da AChE. Para os monoterpenóides bicíclicos com um esqueleto careno 

ou pinano, o potencial de inibição da AChE foi associado com a posição da dupla ligação 

(CONFORTI et al, 2007). A presença de olefinas terminais resultou em diminuição da inibição 

de AChE, assim como a presença de um grupo funcional oxigenado (MIYAZAWA e 
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YAMAFUJI, 2005). Além dos terpenóides, outros compostos, como as cumarinas, também 

mostraram exercer ação inibitória sobre a enzima AChE. (CONFORTI et al., 2007). 

A atividade inibitória do óxido de cariofileno foi comparado com monoterpenos a saber: 

cubebene α- e β-copaeno), com uma capacidade inibitória da enzima AChE um valor de CI50= 

4,66 μg.mL-1(LIMA et al., 2012), enquanto que o óxido de cariofileno apresentou um valor de 

CI50= 0,31 μg.mL-1. Promissores estudos demonstram as atividades analgésicas e anti-

inflamatórios para o óxido de cariofileno, componente de óleo essencial de E. dysenterica 

(CHAVAN et al., 2010), estas atividades corroboram com ações importantes na doença de 

Alzheimer.  

  

4.3 Ensaios antioxidantes  

4.3.1 Ensaios antioxidantes de espécies reativas com o ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Para avaliar a atividade antioxidante do OEC, dois outros métodos utilizados são 

baseados na capacidade de uma substância de eliminar os radicais livres através de interação 

direta com uma substância de moléculas reativas, convertendo as espécies de radicais livres 

menos reativos e, portanto, mais estáveis (HOELZL et al., 2005). A gema de ovo 

homogeneizada como um substrato rico lipídico foi usada para determinar a atividade 

antioxidante do OEC (GUIMARÃES et al., 2010). O TBARS é um complexo formado por 

APPH (água-azo solúvel composto é usado como gerador de radicais livres) e ácido 

tiobarbitúrico reativa. Nestes ensaios, a partir dos métodos utilizados in vitro, demonstrou-se 

que OEC foi capaz de prevenir a produção de radicais livres e a peroxidação lipídica em todas 

as concentrações testadas 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 µg.mL-1, inibindo a quantidade de TBARS 

respectivamente em 16,07; 14,11; 15,02; 22,07 e 13,95%, respectivamente (Figura 5).   

Resultados semelhantes foram obtidos com ácido ascórbico como antioxidante padrão 

obtendo-se 12,67% de inibição do TBARS formado. Nos nossos ensaios a concentração 

inibidora 50% (CI50) do óleo é de 1,2 μg.mL -1 contra a formação de espécies reativas com o 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) com margem de variação na concentração de 0,3 eficaz para 5,8 

mg.mL -1 (com intervalo de confiança de 95%). Estes dados corroboram com resultados que 

obtemos diante da enzima AChE visto que sugerem que os radicais livres causam danos 

oxidativos a lípidos, proteínas e ácidos nucleicos (UTTARA et al., 2009), aumentando a 

evidência do potencial neuroprotetor deste óleo essencial. 
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A doença de Alzheimer é a forma mais comum de demência, caracterizado por uma 

progressiva neurodegeneração, mecanismos patogênicos, desencadeadas por acumulação do 

peptídeo β-amilóide e provoca o stress oxidativo, decorrente da desregulação da homeostase 

energética e envolvendo mitocôndrias e peroxissomos. Em fases patológicas graves, quando 

placas senis perturbar citoarquitetura cortical, capacidade antioxidante é gradualmente 

perdida (PORCELLOTTI et al. 2015). Desde danos oxidativos pode ser observada antes da 

formação de sinais patológicos específicos de β-amilóide (BEHL et al., 1992). 

 Estudos sugerem que pequenas quantidades de antioxidantes ingeridas diariamente 

podem ter grande potencial terapêutico para algumas condições causadas por radicais livres, 

tais como artrite, doença de Alzheimer, doença cardíaca, envelhecimento, cancro, entre outros 

(HALLIWELL et al., 1995). 

Os antioxidantes podem ser utilizados como agentes neuroprotetores, por exemplo: 

aminas arilo e indoles-caroteno, licopeno polyenes- caroteno, licopeno, selênio retinol, 

flavonoides polifenóis, estilbenos, monofenóis hidroquinona: tocoferóis (vitamina E), 17-

estradiol (estrogênio) e 5- hidroxitriptamina (Serotonina). A utilização de antioxidantes tem 

sido explorado na tentativa de retardar a progressão da degeneração neural da AD.  
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Figura 5 - Capacidade antioxidante de óleo essencial E. dysenterica em diferentes 

concentrações pela redução dos níveis de TBARS.   

 

4.3.2 Atividade sequestrante contra o radical hidroxila 

 

 O radical •OH, é o radical mais tóxico conhecido, uma vez que pode oxidar de forma 

não específica de todas as classes de macromoléculas biológicas incluindo lipídios, proteínas e 

ácidos nucleicos com taxas praticamente limitada de difusão (IMLAY et al., 1988). Portanto, 

O •OH pode resultar em danos oxidativos que dá origem a várias doenças, incluindo a artrite, 
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aterosclerose, cirrose, diabetes, câncer, doença de Alzheimer, enfisema e envelhecimento 

(OZYUREK et al., 2008). 

 Após os testes antioxidantes, in vitro, com o OEC foi possível observar em todas as 

concentrações testadas 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg.mL-1 a capacidade de remoção do radical 

hidroxila respectivamente em 73,46; 69,9; 45,09; 52,65 e 58,1% como mostra a figura 6, 

resultados semelhantes ao do ácido ascórbico que removeu 60,96% do radical hidroxila 

produzido. Foi estabelecido a CI50 de 5,814 µg.mL-1 contra a formação do radical hidroxila com 

uma margem de variação de 253 a 10,39 com um intervalo de confiança de 95%. 

 

 

 

Figura 6 - Capacidade antioxidante do OE de Eugênia dysenterica em diferentes 

concentrações na remoção de radicais hidroxila.  

  

 

4.3.3 Avaliação do potencial antioxidante na remoção de óxido nítrico 

 

Nos estudos, in vitro, também foi possível determinar a concentração inibitória 50% 

(CI50) da amostra de 0,1684 μg.mL-1 contra a formação do radical nitrito, com margem de 

variação na concentração efetiva de 0,06630 a 0,4276 μg.mL-1 com 95% de intervalo de 

confiança, foi observado em todas as concentrações testadas 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 μg.mL-1 a 

capacidade de remoção de nitrito em 44,62, 43,45, 48,97, 51,09 e 47,05% como mostra a figura 

7, resultados semelhantes ao do ácido ascórbico que removeu 36,73%. 
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Figura 7 -   A capacidade antioxidante de óleo essencial E. dysenterica em diferentes 

concentrações contra a formação do íon de nitrito.  

            

 Os antioxidantes compreendem uma família grande e heterogéneo de compostos 

que partilham a tarefa comum de interferir com (parar, retardar ou prevenir) a oxidação (ou a 

auto oxidação) de um substrato oxidável (SAVELEV et al., 2003). Numerosos processos 

fisiológicos e bioquímicos no corpo humano, podem produzir oxigénio contendo radicais livres 

e outras espécies reativas de oxigênio ou de nitogênio, como por produtos (CHAVAN et al., 

2010). A produção excessiva de tais radicais pode provocar danos oxidativo em biomoléculas, 

o que levou a muitas doenças, tais como a aterosclerose, cancro, diabetes, processos 

inflamatórios ou condições de dor (JEON et al., 2011). 

 

  4 CONCLUSÃO 

Os principais constituintes do óleo essencial de Eugenia dysenterica DC. (Cagaiteira) 

foram: óxido de cariofileno (66,37%), isoledene (3,91%), 1,3,8-p- menthatriene (3,51%), 

mustakone (3,46%) felandreno β- (1,73%) e Selin-11-en-4-α-ol (1,69%). O óxido de cariofileno 

puro (o composto majoritário) foi testado para avaliar seu potencial contra a inibição da AChE 

apresentando uma concentração inibitória de CI50 = 0,31 μg.mL-1, sugerindo este composto 

como inibidor da AChE. Os efeitos de impedimento da lipoperoxidação através dos ensaios 

antioxidantes e os ensaios anticolinesterásicos do OEC estão sendo relatados pela primeira vez 

neste trabalho. O resultados obtidos são promissores, evidenciando necessidade de posterior de 

ensaios pré-cínicos in vivo. 
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Valéria Lima Silva, Cassio Herbert Santos de Melo, Felipe Pereira Sousa e Chistiane Mendes 

Feitosa 

Annona crassiflora Mart. (Araticum) – revisão da literatura 

 

RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi realizar o “estudo do estado da arte” sobre a espécie Annona 

crassiflora Mart., com ênfase nas pesquisas sobre as propriedades farmacológicas desta planta. 

Foi realizada uma revisão literária com a expressão Annona crassiflora nas bases de dados 

Science Direct, Pubmed e no portal de periódicos da CAPES. Na literatura pesquisada foram 

encontrados estudos com as atividades para A. crassiflora, a saber: antioxidante, moluscicida, 

larvicida e ninficida, inseticida, citotóxica, genotóxica e carcinogênica, antiprotozoária, 

antibacteriana e contra plantas daninhas. As atividades de A. crassiflora apresentadas neste 

estudo sugerem pesquisas para a aplicação de extratos e produtos isolados desta espécie nos 

setores farmacêutico, agrícola e nutricional.  

 

Palavras-chave: Annonaceae, Annona crassiflora, Plantas medicinais, Atividades 

farmacológicas 
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Valéria Lima Silva, Cassio Herbert Santos de Melo, Felipe Pereira Sousa e Chistiane Mendes 

Feitosa 

Annona crassiflora Mart. (Araticum) – literature review 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this “sState of the art” study on the species Annona crassiflora Mart. with 

an emphasis on research into the pharmacological properties. A search was made with the 

expression Annona crassiflora in databases, Pubmed, Science Direct and portal of periodicos 

CAPES. In literature found studies with the activities for A. crassiflora, namely: antioxidant, 

molluscicidal, larvicidal and ninficidal, insecticide, cytotoxic, genotoxic and carcinogenic, 

antiprotozoal, antibacterial and against weeds. The activities of A. crassiflora presented in this 

study suggest searches for applying extracts and isolated products of this species in the 

pharmaceutical, agricultural and nutritional industry. 

 

Keywords: Annonaceae, Annona crassiflora, Medicinal plants, Pharmacological activities 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Annonaceae é uma das famílias mais predominantes em áreas de cerrado do território 

brasileiro, esta família é formada por cerca de 120 gêneros e 2300 espécies, que são distribuídas 

principalmente nas regiões tropicais e subtropicais do mundo (EGYDIO et al., 2013; EGYDIO, 

VALVASSOURA & SANTOS, 2013). Annona é o maior gênero com, aproximadamente, 120 

espécies (EGYDIO et al., 2013). No Brasil existem 33 gêneros e cerca de 250 espécies, 

incluindo selvagens e cultivadas, muitas das quais têm frutos de alta qualidade, especialmente 

aquelas pertencentes ao gênero Annona (PIMENTA et al., 2013). 

Annona crassiflora Mart. (Annonaceae) (Figura 1) é uma árvore nativa do cerrado 

brasileiro, amplamente difundida em todo o bioma e produz frutos que são conhecidos como 

'araticum', 'marolo' ou 'pinha-do-cerrado'. Esta espécie é encontrada nos Estados de São Paulo, 

Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Tocantins (DAMIANIL et al., 2013; 

CORREA et al., 2013; VILLELA, BATISTA & VILLELA, 2013; LOPES et al., 2012). É uma 

planta arbórea, que pode atingir até 8 m de altura (PIMENTA et al., 2013; BRAGA FILHO et 

al., 2009); o tronco sinuoso, de 20 a 30 cm de diâmetro, é coberto com uma casca muito espessa 

e áspera, que proporciona resistência à ação do fogo (PIMENTA et al., 2013). As folhas são 

alternadas e sem estípulas e as flores são isoladas, axilares, com três sépalas, seis pétalas e 

numerosos estames e carpelos (PIMENTA et al., 2013); os ramos jovens com flores e folhas 

apresentam densa pilosidade marrom-avermelhada e órgãos reprodutivos glabrescentes com a 

idade (BRAGA FILHO et al., 2009). As sementes de A. crassiflora exibem dormência 

prolongada, apresentando demorada germinação (RIBEIRO et al., 2009; Silva et al., 2007). 

Os frutos de A. crassiflora são desuniformes, com grandes variações de massa, forma e 

volume. A massa média é cerca de um quilo podendo variar de 0,5 a 5 kg; possuem grande 

número de sementes, por volta de 100, o que representa cerca de 15% da massa total do fruto. 

A casca do fruto, antes da maturação, é verde e, quando maduro, tende a uma cor marrom; o 

fruto é sincárpico e, em condições naturais, a frutificação ocorre entre os meses de fevereiro e 

março. Em relação à qualidade da polpa, existem dois tipos de fruto: a polpa cor de rosa, mais 

suave e mais doce e a polpa amarelada, mais áspera e mais ácida (Filho et al., 2014; Damianil 

et al., 2013; Silva, Boas & Andreia, 2013; Villela, Batista & Villela, 2013). A polpa é 

consumida fresca ou processada em preparações como sucos, sorvetes, geléias, compotas, 

licores e doces (Pimenta et al., 2013; Corrêa et al., 2011; Braga Filho et al., 2009; Silva et al., 

2007). Os nutrientes encontrados nos frutos de A. crassiflora incluem vitaminas do complexo 

B, como tiamina e riboflavina, ácido ascórbico e carotenóides (Corrêa et al., 2011); são 
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considerados uma boa fonte de vitaminas A e E, fibras, compostos antioxidantes (Silva, Boas 

& Andreia, 2013), hidratos de carbono, proteínas, lipídios, cálcio, fósforo, ferro e magnésio. Os 

ácidos orgânicos predominantes são o ácido málico e o ácido cítrico (Damianil et al., 2013). 

Arginina, histidina, lisina e ornitina são, também, compostos importantes presentes em A. 

crassiflora (Egydio et al., 2013). 

 

 
Fonte: Corrêa et al (2011). 

Figura 1 -  Annona crassiflora: (a) árvore, (b) galho com fruto, (c) fruto, (d) flores, (e) fruto 

aberto. 

 

Na medicina popular, as sementes de A. crassiflora são tradicionalmente usadas contra 

picadas de cobra. Também há relatos de usos de A. crassiflora como antidiarreico, contra 

reumatismo e sífilis (Villela, Batista & Villela, 2013; Silva et al., 2007; Pimenta et al., 2003; 

Santos et al., 1996). Essas propriedades levaram a pesquisas fitoquímicas sobre a espécie, que 

apresenta como principais ingredientes químicos e bioativos os alcalóides anonaine (Figura 

2A), xilopina (Figura 2B), anoretina (Figura 2C) e romucosina (Figura 2D), presentes nas 

folhas; além do policetídeo bis-tetra-hidro-furano, acetogeninas e flavonoides (Lage et al, 

2014). Essas substâncias possuem várias propriedades biológicas, o que justifica os estudos 

feitos com extratos, óleo essencial e compostos isolados de várias partes de araticunzeiro e, 

nessas pesquisas, encontraram-se efeitos citotóxicos, pesticidas, antimicrobianos, 

antiparasitários (Pimenta et al., 2003; Santos et al., 1996), inseticida (Pimenta et al., 2013), 

sobre a atividade das enzimas hepáticas em modelos animais (Roesler, 2011) e atividades 

antifúngica e antioxidante (Silva et al., 2007). 
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Fonte: Egydio et al (2012). 

Figura 2. Alcaloides das folhas de Annona crassiflora. 

 

Pesquisas apontam que devido ao desmatamento na savana brasileira, A. crassiflora 

corre risco de extinção (Damianil et al., 2013). Em áreas naturais do cerrado, o araticunzeiro 

vem sofrendo intensa ação antrópica (Braga Filho et al., 2009), assim a ocupação agrícola do 

cerrado está impedindo a regeneração natural da espécie; dessa forma, ações precisam ser 

tomadas, para impedir que esta espécie se torne extinta (Silva et al., 2007; Durigan et al., 2002).  

O objetivo deste estudo foi revisar a literatura sobre a espécie A. crassiflora com ênfase 

nas pesquisas sobre as suas propriedades farmacológicas e perspectivas no uso em futuras 

formulações farmacêuticas 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

A revisão científica foi desenvolvida de forma sistemática sobre as propriedades 

farmacológicas da espécie A. crassiflora com ênfase nas pesquisas sobre as propriedades 

farmacológicas desta planta.  

A revisão científica foi desenvolvida pela busca nos bancos de dados eletrônicos acerca 

de publicações em inglês e português no intervalo de 2005- 2016 sobre a utilização as suas 

propriedades farmacológicas e perspectivas no uso em futuras formulações farmacêuticas. 
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O levantamento bibliográfico foi realizado nas bases de dados: Pubmed; ScienceDirect, 

Scielo, e no portal de periódicos da CAPES utilizando como descritores os termos: A. 

crassiflora no mês de Fevereiro de 2016. Obteve-se um total de 304 artigos, foram excluídos 

estudos que não se encaixavam no tema e com data de publicação fora do período estipulado, 

restaram então, 55 artigos para a revisão. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na literatura pesquisada foram encontrados, para a espécie A. crassiflora, estudos sobre 

as atividades antioxidantes, moluscicida, larvicida e ninficida, inseticida, citotóxica, genotóxica 

e carcinogênica, antiprotozoária, antibacteriana e contra plantas daninhas (Tabela 1).  

Tabela 1 - Propriedades farmacológicas estudadas em Annona crassiflora Mart. 

Propriedades avaliadas Referências 

Antioxidante 

Debora & Jorge, 2013 

Souza et al, 2012 

Roesler et al, 2007 

Roesler et al, 2006 

 

Moluscicida 

Bezerra et al, 2002 

Santos & Sant’Ana, 2001 

 

Larvicida 

Machado et al., (2015) 

Omena et al, 2007 

Rodrigues et al, 2006 

 

Ninficida 
Krinski & Massaroli, 2014 

 

Inseticida 

Inseticida 

Zoubiri & Baaliouamer, 2011 

Silva et al, 2009 

 

Citotóxica, genotóxica e carcinogênica 

Formagio et al., (2015) 

Rocha et al., 2015 

Venâncio et al, 2013 

Vilar, Ferri & Chen-Chen, 2011 

Dragano et al, 2010 

Roesler, Lorencini & Pastore, 2010 

Mesquita et al, 2009 

Vilar et al, 2008 

 

Propriedades avaliadas Referências 

Antiprotozoária 

Pimenta et al, 2014 

Tiuman et al, 2011 

Mesquita et al, 2007 

Mesquita et al, 2005 
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Tempone et al, 2005 

 

Antiviral 
Cecílio et al, 2012 

 

Antibacteriana 
Takahashi et al, 2006 

 

Contra plantas daninhas 

Inoue et al, 2010 

Inoue et al, 2010 

 

 

3.1 Atividade antioxidante  

 

Em estudos realizados por Debora & Jorge (2013), foi comprovada a atividade 

antioxidante da fração lipídica das sementes de A. crassiflora composta por fitosterois, tais 

como campesterol, estigmasterol e β-sitosterol; tocoferois alfa, beta, gama e delta; além de 

ácidos graxos. A atividade antioxidante da fração lipídica foi significativa, porém quando 

testadas separadamente as frações de fitosterois, tocoferois e ácidos graxos, apenas os fitosterois 

apresentaram correlação positiva com 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e estabilidade 

oxidativa, sugerindo que são os fitosterois os componentes químicos com maior atividade 

antioxidante da fração lipídica das sementes de A. crassiflora. 

Souza et al (2012) estudaram as quantidades de proteínas, lipídios, carboidratos, fibras, 

polifenóis, ácido ascórbico e de minerais (P, K, Ca, Mg e Fe) além do potencial antioxidante 

2,2’-azinobis (3-ethilbenzotiazoline-6-ácido sulfônico) (ABTS) da polpa do marolo e de outras 

frutas do cerrado brasileiro. Esses autores constataram que o marolo apresentou os mais altos 

níveis de fenóis entre as frutas estudadas, quantidade de vitamina C equivalente a laranjas da 

Austrália e licopenos compatíveis a quantidades encontradas em tomates. O potencial 

antioxidante do marolo também foi o mais alto em comparação com as outras frutas, tal achado 

pode ser atribuído às maiores taxas de fenóis e de ácido ascórbico, uma vez que as frutas que 

apresentaram maiores quantidades desses constituintes foram, também, as que apresentaram 

maiores atividades antioxidantes. 

Roesler et al (2007) caracterizaram os principais componentes do extrato liofilizado da 

polpa, casca e sementes de araticum por espectrometria de massas de ionização por eletrospray 

(ESIMS) e avaliaram a atividade antioxidante DPPH e espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) de cada um dos extratos; os resultados mostraram a presença de compostos com 

excelente atividade antioxidante nos extratos da casca e da semente, sendo que este apresentou 

a maior atividade antioxidante em comparação com os extratos da casca e da polpa. Em outros 

estudos, Roesler et al (2006) e Roesler et al (2007) avaliaram o potencial em sequestrar radicais 
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livres (DPPH) e quantificaram o total de compostos fenólicos em extratos aquosos e etanólicos 

da polpa, semente e casca de araticum e encontraram que o extrato etanólico da semente e da 

casca apresentaram os melhores potenciais antioxidantes, corroborando com o estudo dos 

mesmos autores, citado anteriormente. 

 

3.2 Atividade Moluscicida 

 

Estudos realizados por Santos & Sant’Ana (2001) testaram a atividade de extratos 

etanólicos da raiz, caule, casca do fruto, polpa e sementes de A. crassiflora contra os ovos ou 

moluscos adultos da espécie Biomphalaria glabrata; os resultados apontaram que os extratos 

possuem atividade letal contra o molusco e ovos do molusco. Outro estudo sobre atividade 

moluscicida, também contra Biomphalaria glabrata, foi feito por Bezerra et al (2002), os 

pesquisadores usaram o extrato etanólico das folhas de araticunzeiro o qual não apresentou 

letalidade para os moluscos; o extrato era composto por flavonóides e taninos condensados, 

isso leva a crer que esses constituintes não possuem propriedade moluscicida e, reportando ao 

estudo de Santos & Sant’Ana (2001), provavelmente, o índice de mortalidade causado pelos 

extratos testados deveu-se à presença de outros compostos químicos. 

 

3.3 Atividades Larvicida e Ninficida 

 

Rodrigues et al (2006) verificaram a atividade dos extratos hexânico e etanólico das 

folhas, caule, casca do caule, raiz e casca da raiz de A. crassiflora contra as larvas do mosquito 

Aedes aegypti; os resultados apontaram que todos os extratos apresentaram atividade larvicida 

significativa. Omena et al (2007) também testaram a atividade contra larvas do mosquito da 

dengue e verificaram que os extratos etanólicos das raízes, cascas das raízes, caule, cascas dos 

frutos, polpa e sementes de A. crassiflora possuem atividade larvicida para larvas de Aedes 

aegypti e que o extrato da casca da raiz é o que possui a melhor atividade com uma concentração 

letal capaz de matar 50% da população de larvas de 0,71 µg.mL-1. 

Machado et al (2015) avaliaram a atividade in vitro dos extratos de A. crassiflora em 

nematóide Caenorhabditis elegans no tempo de paralisia após a exposição aos extratos 

hidroalcóolicos, para identificar e metabolitos de A. crassiflora com propriedades nematicidas.  

Os resultados apontaram os extratos hidroalcoólico apresentaram atividade no teste de 

mobilidade, a partir deste resultado, o extrato foi sujeito particionar-se com aquoso, etanólico, 

metanólico, diclorometano e água, que foram submetidos à avaliação biológica e perfil 
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metabólico com o isolamento de substâncias que pode ser de grande valor para o 

desenvolvimento de novos produtos para controle de nematoides. 

Além dos efeitos contra larvas de certos organismos, também há relatos de estudos sobre 

o efeito de extratos de A. crassiflora sobre as ninfas de certos artrópodes; Krinski & Massaroli 

(2014) estudaram esse efeito em Tibraca limbativentris, um percevejo que ataca plantações de 

arroz. Nesse estudo foi usado o extrato clorofórmio-metanólico das sementes de A. crassiflora 

em diferentes concentrações e verificou-se toxicidade intermediária na mortalidade de ninfas 

do percevejo-do-colmo do arroz. 

 

3.4 Atividade Inseticida  

 

Silva et al (2009) estudaram a atividade dos extratos hexânico e etanólico das folhas, 

cascas do caule e caule e dos extratos etanólicos das cascas das raízes e das raízes de A. 

crassiflora contra a enzima α-amilase dos insetos Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides 

obtectus e constataram que os extratos das folhas apresentaram inibição superior a 60% sobre 

a enzima α-amilase de Z. subfasciatus; ainda sobre o efeito inseticida, Zoubiri & Baaliouamer 

(2011) revisaram a literatura sobre a atividade inseticida do óleo essencial de 230 espécies 

vegetais e encontraram no estudo de Mendonça et al (2005) que o óleo essencial de A. 

crassiflora possui efeito inseticida. 

 

 

3.5 Atividades citotóxicas, genotóxicas e carcinogênicas  

 

Vilar et al (2008) estudaram os efeitos mutagênicos, antimutagênicos e citotóxicos do 

extrato etanólico das folhas de araticunzeiro pelo teste de micronúcleo em camundongos; o 

extrato não apresentou efeitos mutagênicos significativos, mas apresentou significativo efeito 

antimutagênico e evidente atividade citotóxica nas doses de 50, 100 e 160 mg kg-1 até 24 e 48 

horas após a exposição; esse efeito pode ser atribuído à presença de acetogeninas, as quais 

possuem conhecida atividade citotóxica. Mesquita et al (2009) investigaram o potencial 

citotóxico do extrato etanólico das raízes e das cascas das raízes de A. crassiflora em linhagens 

de células tumorais para carcinoma de cólon humano (HCT-8), melanoma (MDA-MB-435), 

câncer cerebral (SF-295) e leucemia (HL-60); os resultados foram obtidos pelo teste azul de 

tiazolil – MTT e ambos os extratos apresentaram significativa atividade citotóxica para todas 

as linhagens de células testadas. Roesler, Lorencini & Pastore (2010) avaliaram a citotoxicidade 
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dos extratos etanólicos da casca e das sementes de araticum usando o método in vitro de Neutral 

Red Uptake-NRU; esse estudo mostrou que o extrato da casca não apresentou nenhum potencial 

citotóxico e o extrato das sementes apresentou baixo potencial citotóxico com DL50 de 831,6 

mg.kg-1. 

Rocha et al (2015) utilizaram extrato metanólico das folhas em sementes Allium cepa 

submetido a diferentes tratamentos e protocolos para avaliar a mutagenicidade e 

antimutagenicidade do tratamento. O teste de Allium cepa mostrou que a extrato metanólico 

não é mutagênico e exibe uma atividade significativa antimutagenica. As percentagens de 

redução de danos obtidos com concentrações de 5, 10,e 15 mg / L foram 66,17, 75,75, e 69,19% 

para o pré-tratamento, 72,72, 33,33, e 22,22% para o simples tratamento simultâneo, 100,50, 

93,93, e 102,52% para o tratamento simultâneo com a pré-incubação, 89,39, 79,79, e 84,34% 

para o pós-tratamento, e 86,36, 81,31 e 93,43% para o tratamento contínuo demostrando que o 

extrato de A. crassiflora exibe quimioprevenção importante e atividades antimutagênicas 

também quando sistemicamente administrado. 

Atividade genotóxica de A. crassiflora foi estudada por Dragano et al (2010); Vilar, 

Ferri & Chen-Chen (2011); estes realizaram teste de indução lisogênica e teste de 

mutagenicidade para o extrato etanólico das folhas e aqueles realizaram teste de micronúcleo 

em modelos in vivo que se alimentaram de dieta enriquecida com polpa de marolo; ambos os 

estudos não apresentaram genotoxicidade pelas técnicas utilizadas, porém foi verificado um 

perfil citotóxico.  

Venâncio et al (2013) investigaram os efeitos da ingestão da polpa de marolo sobre a 

proliferação de células do cólon e no desenvolvimento de lesões pré-neoplásicas por meio de 

focos de criptas aberrantes (ACF) em ratos Wistar; os animais foram alimentados com ração 

comercial ou com dieta suplementada com polpa de marolo; foi usado dicloridrato de 1,2-

dimetilhidrazina (DMH) como indutor da carcinogênese de cólon; foram feitos testes 

bioquímicos e imunohistoquímicos com amostras de sangue, fígado e cólon; os resultados 

mostraram que a ingestão do fruto não exerceu efeito protetor contra a carcinogênese induzida 

pela DMH e não apresentou efeitos mutagênicos ou carcinogênicos pelos métodos avaliados. 

Formagio et al., (2015) investigaram a atividade antiproliferativas de 11 extratos de 

Annonaceae nas quais foram avaliadas em 10 linhagens de células de câncer, a saber: UA251 

(glioma); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-H460 (pulmão); 786-0 (renal); HT-29 

(cólon); NCI-ADR / RES (ovário expressando o fenótipo de resistência a múltiplas drogas); 

OVCAR-3 (ovário); K562 (leucemia); VERO (células normais de rim de macaco)  com a 

doxorrubicina como droga quimioterapêutica, controle positivo. O extrato metanólico das 



78 

 

folhas e sementes de A. crassiflora demostraram potente atividade antitumoral contra as 10 

linhagens de células tumorais que pode inibir a proliferação de células tumorais do câncer. 

 

3.6 Atividade antiprotozoária 

 

Mesquita et al (2005) avaliaram as atividades do extraído da casca das raízes de A. 

crassiflora contra Leishmania donovani e Trypanossoma cruzi e verificaram que o extrato teve 

atividade antileishmaniose e tripanocida significativa. Tempone et al (2005) estudaram os 

efeitos dos extratos etanólico bruto e alcaloidal contra Leishmania chagasi e Trypanossoma 

cruzi, os autores não citaram de qual parte de A. crassiflora foram preparados os extratos; mas 

o extrato alcaloidal mostrou efetiva atividade contra L.chagasi com valor de EC50 de 24,89 

µg.mL-1 e o extrato bruto mostrou efeito contra T. cruzi. Tiuman et al (2011) revisaram a 

literatura sobre plantas com atividade contra leishmaniose e, a respeito de A. crassiflora, 

citaram somente o estudo de Tempone et al (2005) que apontou o extrato alcaloidal de A. 

crassiflora como efetivo contra L. chagasi.  

Mesquita et al (2007) fizeram testes in vitro sobre a ação do extrato hexânico das casas 

das raízes de A. crassiflora contra a resistência à cloroquina (FcB1) de Plasmoduim falciparum 

e citotoxicidade contra linhagens celulares L-6 de ratos e MRC-5 de humanos; os resultados 

foram estatisticamente significativos. Pimenta et al (2014) também testaram a atividade 

antimalárica; esses autores verificaram a ação de frações das folhas de A. crassiflora 

enriquecidas de acetogeninas, alcalóides e flavonóides em camundongos infectados com 

Plasmodium berghei; os resultados mostraram que somente as frações ricas em alcalóides e 

flavonóides tiveram parasitemia significativa. 

 

 

 

 

 

3.7 Atividade Antibacteriana 

 

Takahashi et al (2006) estudaram a atividade bactericida de 16 extratos de oito plantas 

da família Annonaceae; foi verificado que o extrato de A. crassiflora apresentou atividade 

contra Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. 
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3.8 Atividade contra plantas daninhas 

 

O efeito de A. crassiflora Mart. contra algumas plantas daninhas foi pesquisado nos  

estudos de Inoue e colaboradores (2010). No primeiro estudo os autores avaliaram o efeito de 

extratos hidroetanólicos das sementes, das folhas e do caule de A. crassiflora sobre a 

germinação e o desenvolvimento das plantas daninhas Brachiaria brizantha, Euphorbia 

heterophylla e Ipomoea grandifolia e encontraram o melhor resultado no extrato das sementes, 

o qual inibiu totalmente a germinação das sementes de B. brizantha e de E. heterophylla. No 

segundo estudo foram testadas substâncias isoladas do extrato de acetato de etila das sementes; 

as substâncias isoladas foram o estigmasterol glicosilado e o sitosterol glicosilado e verificaram 

que essas substâncias inibiram o desenvolvimento da espécie E. heterophylla.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

A revisão da literatura é o processo de busca, análise e descrição de um corpo do 

conhecimento em busca de resposta a uma pergunta específica para base teórica para futuros 

estudos, as propriedades mais estudadas de A. crassiflora foram atividades antioxidantes e 

citotóxicas. Efeitos tóxicos foram encontrados em alguns estudos, o que alerta sobre o uso, 

indiscriminado, de partes da planta como remédios. Não foram encontrados estudos que 

tentassem comprovar alguns dos efeitos relatados pelo uso popular, tais como, picada de cobra, 

reumatismo e sífilis, no entanto as atividades de A. crassiflora apresentadas neste estudo 

sugerem pesquisas para a aplicação de extratos e produtos isolados desta espécie nos setores 

farmacêutico, agrícola e nutricional. 
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Estudo fitoquímico e atividade anticolinesterásica de  

Annona crassiflora Mart.  
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Felipe Pereira da Silva Santos, Cassio Herbert Santos de Melo, Chistiane Mendes Feitosa 

Estudo fitoquímico e atividade anticolinesterásica de Annona crassiflora Mart. na busca 

de fitofármacos para formulações farmacêuticas direcionados à doença de Alzheimer 

 

RESUMO 

 

A espécie Annona crassiflora Mart. é uma planta nativa do cerrado. Estudos da literatura 

sugerem que esta espécie apresenta partes vegetais com atividade antioxidante potente quando 

comparados a alguns antioxidantes sintéticos. Os antioxidantes contribuem para redução 

significativa de incidências de doenças crônicas e degenerativas. Uma doença ligada ao stress 

oxidativo, é a doença de Alzheimer (DA), uma afecção neurodegenerativa irreversível e 

progressiva que proporciona muitos distúrbios cognitivos como perda da memória, dificuldade 

na capacidade de raciocínio e comunicação, está associada à redução de neurotransmissores 

cerebrais, como acetilcolina (ACh) onde o método que apresentou maior eficiência clínica é a 

utilização de inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), responsável pela hidrólise ACh. 

O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo fitoquímico e atividade 

farmacológica a partir dos extratos dos frutos e folhas para indentificar substâncias presentes 

na espécie A. crassiflora capazes de inibir a enzima AChE. Os ensaios de toxicidade em 

Artemia salina foram realizados nos extratos das folhas e citotoxicade avaliadas contra 10 das 

linhagens tumorais os extratos dos frutos de Annona crassiflora. Os ensaios fitoquímicos 

evidenciaram que todos extratos das folhas e frutos indicaram a presença de alcaloides e obteve-

se resultados positivos para a inibição qualitativa e quantitativa da enzima AChE, o extratos 

metanólico das folhas apresentou-se melhor resultado com inibição da AChE de 79,7%. Não 

fora observado toxicidade e citotoxicidade nos extratos. A partir dos ensaios cromatográficos 

foram isolados três compostos puros e misturas que após caracterização por espectroscopia de 

RMN foram codificados como: A05, FAH-1, FAH-2, uma flavonol ( Miricetina-3’,5’-

dimetoxi-4’-isopropoxi-3-O-raminosídeo), uma mistura de  sesquiterpenos (β-Sitosterol, 

Estigmasterol e 24-metilenocicloartanol) e o β-Sitosterol puro, respectivamente. Nenhum 

composto apresentou inibição da enzima AChE 

Palavras-chave: Annona crassiflora Mart, Acetilcolinesterase, Alzheimer, Toxicidade, 

Citotoxicidade. 
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Felipe Pereira da Silva Santos, Cassio Herbert Santos de Melo, Chistiane Mendes Feitosa 

 

Phytochemical study and anticholinesterase activity of Annona crassiflora Mart. in the 

search for potential drug in Alzheimer's disease. 

 

ABSTRACT 

 

The Annona crassiflora Mart. specie it is a plant native from cerrado which has antioxidant 

activity as high when compared to some synthetic antioxidants. Antioxidants contribute to low 

and significant of incidences of chronic and degenerative diseases. An Illness linked with 

oxidative stress is the Alzheimer's disease (AD) a neurodegenerative irreversible and 

progressive, provides many cognitive disorders such as memory loss, difficulty in thinking 

ability and communication, is associated with loss of brain neurotransmitters such as 

acetylcholine (ACh). This study aimed to carry out a phytochemical study and pharmacological 

activity from the extracts of fruit and leaves to determine substances in the species A. crassiflora 

capable of inhibiting Acetylcholinesterease (AChE) enzyme. The toxicity tests in Artemia 

salina were done on the leaves extract and its cytotoxicity evaluated against 10 tumor lines the 

A. classiflora fruits extract. Phytochemical tests showed that all extracts of leaves and fruits 

indicated the presence of alkaloids, the results were positive for inhibiting the qualitative, and 

quantitative inhibition of the enzyme AChE, the methanolic extracts of leaves of A. crassiflora 

gave the best results with inhibition of 79.7%. Was not observed toxicity and cytotoxicity on 

the extracts. From the chromatographic assays, three pure compounds and mixtures were 

isolated which, after characterization by NMR spectroscopy, were encoded as: A05, FAH-1, 

FAH-2, a flavonol (Miricetin-3 ', 5'-dimethoxy-4'-isopropoxy -3-O-raminoside), a mixture of 

sesquiterpenes (β-Sitosterol, Estigmasterol and 24-methylenecycloartanol) and pure β-

Sitosterol, respectively. No compound showed inhibition of the AChE enzyme. 

 

 

Keywords: Annona crassiflora Mart, acetylcholinesterase, Alzheimer's, Toxicity, Cytotoxicity. 
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 O reino vegetal é uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos fármacos. Há 

um crescente interesse no Brasil em estudos de plantas medicinais, porém as pesquisas sobre 

plantas medicinais ainda se mostra um desafio já que a flora brasileira gradativamente tem sido 

destruída (MACIEL et al., 2002; SANTOS et al., 2011). A medicina popular, apesar de ser 

bastante promissora, apresenta-se carente de estudos farmacológicos, como no bioma cerrado 

(ALMEIDA et al., 1998). O cerrado representa cerca de 25% do território nacional e está 

presenta em 13 estados e o Distrito Federal e o bioma mais característico brasileiro. Este bioma 

possui a segunda maior diversidade da América do Sul, sendo superado apenas pela Amazônia, 

além de possuir mais 6500 espécies de plantas, no qual pelo menos 504 famílias já têm 

confirmado algum uso alimentar, madeireiro e medicinal. (MARQUES, 2004) 

Annonaceae é uma das famílias mais predominantes em áreas de cerrado do território 

brasileiro, esta família é formada por cerca de 120 gêneros e 2300 espécies, que são distribuídas 

principalmente nas regiões tropicais e subtropicais do mundo (EGYDIO et al., 2013; EGYDIO, 

VALVASSOURA & SANTOS, 2013). Annona é o maior gênero com, aproximadamente, 120 

espécies (EGYDIO et al., 2013). No Brasil existem 33 gêneros e cerca de 250 espécies, muitas 

das quais têm frutos de alta qualidade, especialmente aquelas pertencentes ao gênero Annona 

onde muitas espécies de anonáceas são usadas na medicina popular para tratamento 

antiparasitário e antitumoral em doenças intestinais.  (PIMENTA et al., 2013). Achados da 

literatura revelam que a classe de alcaloides são abundantes nas espécies de Annona, sendo 

marcadores quimiotaxonomicos destas espécies (DUTRA et al, 2012, EGYDIO et al., 2013). 

Annona crassiflora Mart. é uma árvore nativa do cerrado brasileiro, amplamente 

difundida, apresenta-se como uma árvore que dá uma fruta típica conhecido como araticum do 

cerrado, seus frutos são altamente consumidos ''in natura”, por pessoas nativas ou usado para 

preparar o suco, sorvete ou gelatina (Figura 1). (PIMENTA et al., 2013; CORRÊA et al., 2011; 

BRAGA FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2007).  
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(Fonte:  http://www.espacodocerrado.com/foto04.asp) 

Figura 1 – Árvore (A), folhas e fruto (B), fruto e polpa (C) e flor (D) de Annona crassiflora  

 

Na medicina popular, as sementes de A. crassiflora são tradicionalmente usadas contra 

picadas de cobra. Também há relatos de usos de A. crassiflora como antidiarreico, contra 

reumatismo e sífilis (VILLELA, BATISTA & VILLELA, 2013; SILVA et al., 2007; 

PIMENTA et al., 2003; SANTOS et al., 1996). Essas propriedades levaram a pesquisas 

fitoquímicas sobre a espécie, que apresenta como principais ingredientes químicos e bioativos 

os alcalóides, presentes nas folhas, além do policetídeo, acetogeninas e flavonoides (LAGE et 

al, 2014). Essas substâncias possuem várias propriedades biológicas, o que justifica os estudos 

feitos com extratos, óleo essencial e compostos isolados de várias partes de araticunzeiro e, 

nessas pesquisas, encontraram-se efeitos citotóxicos, pesticidas, antimicrobianos, 

antiparasitários (PIMENTA et al., 2003; SANTOS et al., 1996), inseticida (PIMENTA et al., 

2013), sobre a atividade das enzimas hepáticas em modelos animais (ROESLER, 2011) e 

atividades antifúngica e antioxidante. (SILVA et al., 2007). 

Em 1982, Leboeuf e colaboradores publicaram uma revisão sobre a fitoquímica da 

família Annonaceae, onde é relatada a predominância de alcaloides aporfínicos e 

oxoaporfínicos dentre os metabólitos secundários isolados de espécies pertencentes à família. 

Além de alcaloides, constituintes como polifenois, óleos essenciais, terpenos e substâncias 

aromáticas também são encontradas em representantes da família. Na família Annonaceae 

podem ser encontrados alcaloides dos tipos quinolínicos, pirrolizidínicos, piperidínicos, 
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indolizidínicos, piridínicos e isoquinolínicos (SIMÕES e SCHENKEL, 2004). O alcaloide 

oxoaporfínico liriodenina (1) (Figura 2) é o mais encontrado em espécies da família 

Annonaceae (SANTOS et al., 2003). Quanto aos compostos fenólicos, na família Annonaceae 

os de maior ocorrência são os flavonoides (SIMÕES & SCHENKEL, 2004). Flavonoides como 

O-glicosilados, apigenina (3), kaempferol (4), quercetina (5), e luteolina (6) (Figura 2) foram 

detectados em espécies da família Annonaceae (SANTOS & SALATINO, 2000). Entre os 

esteroides, os dois de ocorrência muito comum em Annonaceae são o β-sitosterol (7) e o 

estigmasterol (8) (Figura 2) (LEBOEUF et al., 1982). Segundo Bermejo e colaboradores 

(2005), já foram isoladas 417 acetogeninas na família Annonaceae, destas, 176 foram relatadas 

no período de 1998 a 2004, sendo que a predominância dos compostos descritos era para 

espécies de Annona. A primeira acetogenina de anonácea, a uvaricina (9), foi isolada das raízes 

de Uvaria acuminata (JOLAD et al., 1982) 

 

Figura 2 - Alguns metabólitos secundários da família Annonaceae: liriodenina (1), 

alcaloide β-carbolínico (2), apigenina (3), kaempferol (4), quercetina (5), luteolina (6), β-

sitosterol (7), estigmasterol (8) e uvaricina (9) 
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Os frutos e as folhas da A. crassiflora possui atividade antioxidante tão alto como os 

outros produtos vegetais antioxidantes conhecidos, de acordo com uma avaliação de modelos 

in vitro (ALMEIDA et al., 1998). Com base em estudos clínicos e epidemiológicos de 

populações cujas dietas são altas na ingestão de alimentos como cereais, frutas e vegetais têm 

mostrado evidências de que antioxidantes naturais são os principais fatores que contribuem para 

baixa e significativa redução de incidências de doenças crônicas e degenerativas. (SHAHIDI, 

1996). Pesquisas apontam que drogas provenientes de produtos naturais como sendo eficazes 

no tratamento da doença de Alzheimer (DA), patologia degenerativa que atinge principalmente 

no indivíduo a memória e a capacidade de raciocínio (RANG et al., 2001). 

 Na DA ocorre deficiência de neurotransmissores cerebrais que são responsáveis pela 

transmissão dos estímulos nervosos transmitidos de um neurônio a outro. O principal 

neurotransmissor é a acetilcolina (ACh) que está envolvida diretamente nos processos motores, 

cognitivos e de memória. A DA gera a degradação de neurônios diminuindo a atuação da ACh, 

a qual é degradada pela ação de enzimas (DEMARIN et al., 2011; SHAO et al.,2004; GOOD, 

1996). O método que apresentou maior eficiência clínica é o uso inibidores da enzima 

acetilcolinesterase (AChE), responsável pela hidrólise da acetilcolina (KIELY et al., 1991). 

Acredita-se que com a inibição da AChE, aumente a concentração de acetilcolina e portanto 

diminuiria ou retardaria a progressão da DA. (DEMARIN et al., 2011). 

Há vários inibidores desta enzima comercializados como a tacrina (Cognex®) que é 

hepatóxica; a rivastigmina (Exelon®) no qual apresenta efeitos prejudiciais, e a fisostigmina 

(Synapton®) que é moderadamente eficaz, porém estes geralmente estes possuem efeitos 

colaterais indesejáveis, neste contexto a busca de inibidores da enzima AChE através de 

produtos naturais constitui em uma alternativa promissora e viável para o delineamento de 

novos fitomedicamentos (FEITOSA, et al., 2011). A galantamina (Reminyl®) é um alcaloide 

inibidor de longa-ação seletiva, reversível e competitivo da AChE e é a considerada o 

medicamento mais efetivo no tratamento da DA, com poucas limitações (GUPTA et al., 1997; 

GORDON, 2000, INGKANIMAN et al., 2003, BOKDE, et al. 2009). 

Apesar da DA não ter cura, existe um tratamento que tem sido bastante eficaz em 

diminuir os sintomas desta doença, através do uso de fármacos inibidores da AChE 

(anticolinesterásicos) para evitar a degradação da AChE. Em relação à ligação que estabelecem 

com a AChE, os anticolinesterásicos podem ser classificados em reversíveis, irreversíveis e 

pseudoirreversíveis (DEMARIN et al., 2011; GOOD, 1996). Uma abordagem consiste no 

tratamento colinérgico da doença (BORES et al., 1996; RASKIND et al., 1995), e o método 

que demonstrou maior eficácia clínica é o uso de inibidores diretos da AChE, responsável pela 
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hidrólise da acetilcolina (BARTUS, 1982). Neste contexto, há uma progressiva busca por 

inibidores da AChE a partir de produtos naturais, em que apresente menos efeitos prejudiciais 

a saúde do ser humano que outros medicamentos já existentes e assim possam ser utilizados 

futuramente como fitoterápicos. (FEITOSA et al., 2011) 

No presente trabalho teve por objetivo realizar o estudo fitoquímico, farmacológico e 

análise cromatográfica para determinar potenciais substâncias bioativas dos extratos da Annona 

crassiflora Mart capazes de inibir a enzima AChE. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Suportes para dados cromatográficos, espectroscópicos e atividade enzimática. 

 Cromatografia em coluna (CC). Os fracionamentos cromatográficos foram 

realizados em coluna de vidro, utilizando como fase estacionária com as seguintes 

especificações: (i) gel sílica 60 com partículas entre 0,063- 0,200 mm (70-230 mesh ASTM) 

da Merck; 

 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCD). As análises em escala 

preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacas de tamanho 10 x 10 e 5 x 5 cm, espessura 

de 1,0 mm. A vizualização das faixas foi efetuada com auxílio de luz ultravioleta (254 e 366 

nm). A recuperação das amostras foi efetuada utilizando como solventes: diclorometano 

(CH2Cl2), clorofórmio (CHCl3) ou metanol (CH3OH). 

 Cromatografia de exclusão molecular (CE). A eluição das amostras foi efetuada 

utilizando como solventes: CH2Cl2/ Hexano (4:1), CH2Cl2/AcEtOH (3:2), MeOH PA. O 

tamanho da partícula seca utilizado foi o Sephadex G-25 (dextrana). 

 Reveladores. A revelação das faixas foi feita sob luz ultravioleta 254 e 366 nm, 

reagente de Dragendorff e solução de Sulfato Cérico. 

 Solventes. Para cromatografia foram utilizados solventes das marcas Merck, Synth, 

Vetec e Aldrich P.A. Para obtenção de espectros de RMN foram utilizados solventes 

deuterados das marcas Merck e Aldrich. 

 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H) e   

de Carbono-13 (RMN 13C). Os espectros de RMN 1H e RMN 13C unidimensionais (1D) e 

bidimensionais (2D) foram obtidos em espectrômetros modelo Avance DRX-300, do 

Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará, 499,6 

MHz e na frequência do carbono a 125 MHz. 
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 Os deslocamentos químicos () foram expressos em partes por milhão (ppm) e foram 

referenciados, no caso dos espectros de RMN 1H, pelos picos dos hidrogênios pertencentes às 

moléculas residuais não deuteradas do solvente deuterado utilizado: clorofórmio ( 7,27) e 

metanol ( 4,87;  3,31). Para os espectros de RMN 13C, os deslocamentos químicos () foram 

referenciados pelos picos dos carbonos 13 dos solventes clorofórmio ( 77,23) e metanol ( 

49,15).  

As multiplicidades das absorções em RMN 1H foram indicadas segundo a convenção: s 

(singleto), d (dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto). 

 O padrão de hidrogenação dos carbonos em RMN 13C foi determinado através da técnica 

DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com ângulo de 135o (CH e CH3 

com amplitudes em oposição aos CH2), e foi descrito segundo a convenção: C (carbono não 

hidrogenado), CH (carbono metínico), CH2 (carbono metilênico) e CH3 (carbono metílico), 

sendo que os carbonos não hidrogenados foram caracterizados pela subtração do espectro DEPT 

135o do espectro de 13C. 

 Estudo da atividade anticolinesterásica 

I. Tampões - Os seguintes tampões foram utilizados no ensaio enzimático para 

determinação da inibição da enzima AChE: 

 Tampão 1: Tris/HCl  [Tris(hidrometil)metilamina] 50 mmol.L-1, pH 8,0; 

 Tampão 2: Tris/HCl [Tris(hidrometil)metilamina] 50 mmol.L-1, pH 8,0, contendo 0,1%  

                  de albumina sérica bovina (BSA); 

 Tampão 3: Tris/HCl [Tris(hidrometil)metilamina] 50 mmol.L-1, pH 8,0 contendo NaCl 

                              0,1M e MgCl2.6 H2O 0,02M. 

II. Enzima utilizada nos ensaios de CCD e em microplaca - A enzima 

acetilcolinesterase (AChE) (tipo VI-s, pó liofilizado, 292 U/mg sólido, 394 U/mg 

de proteína) foi obtida da Sigma Chemical Co. Os ensaios em CCD foram realizados 

com a enzima diluída na concentração de 3U/mL em tampão (1) e, para a utilização 

em microplaca, a solução da enzima foi diluída com tampão (2) a uma concentração 

de 0,22 U/mL. 

III. Substrato - O substrato utilizado para os ensaios em CCD foi o iodeto de 

acetiltiocolina (ATCI), obtido da Aldrich Chem. Co., o qual foi diluído em tampão 

(1) para obtenção de uma solução de ATCI 1 mmol.L-1. Para os ensaios em 

microplaca, a solução preparada foi de 15 mmol.L-1 em água milipore. 
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IV. Reagente de Ellman - Nos ensaios em CCD, foi utilizado o ácido 5,5’-Ditiobis-(2-

nitrobenzóico) (DTNB) 1 mmol.L-1 em tampão (1). Para os ensaios em microplaca, 

utilizou-se uma solução 3 mmol.L-1 em tampão 3, obtido da Aldrich Chem. Co. 

V. Inibidores de referência - Nos ensaios em placas de CCD, foi utilizado como 

referência o alcalóide cafeína, obtido do isolamento da espécie Paulinia cupana. 

Nos ensaios em microplaca, foi utilizado o alcalóide denominado galantamina, 

medicamento aprovado pelo FDA para o tratamento de pacientes com DA. 

 

2.2 Coleta e identificação botânica 

 

O material botânico de A. crassiflora (frutos e folhas) foram coletado no Campus do 

Instituto Federal de Educação Ciência e Tecnologia do Piauí (latitude 7°16’32,3’’ sul e 

longitude 44°30’07,7’’ oeste) na cidade de Uruçuí – PI, no mês de fevereiro de 2013 e as 

exsicatas foram identificadas e depositadas no herbário Herbário Graziela Barroso da UFPI sob 

os números de registro 18850. 

2.3 Folhas 

2.3.1 Extratos 

O material vegetal fresco coletado (1,3 kg), foi pré-seco à sombra à temperatura 

ambiente, posteriormente triturados. As folhas da espécie em estudo após secas, moídas e 

pesadas, foram submetidos à extração por maceração com hexano e metanol, respectivamente. 

Foram utilizados de 10,00 L de cada solvente e a extração ocorreu a frio durante 5 dias, 

extraindo-se o material com uma agitação mecânica diária e posterior filtração do extrato 

(Esquema 1).  
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Material Botânico 

Extrato hexânico Torta 

Extrato metanólico Resíduo 

 

 

Extração com 

hexano 5 dias  

Filtração e concentração do solvente 

 

 

 

 

Extração com metanol 

5 dias 

Filtração e concentração do solvente 

 

 

 

 

Esquema 1. Fluxograma de obtenção dos extratos. 

 

2.3.2 Screening fitoquímico das folhas da A. crassiflora na prospecção fitoquímica para 

identificação de metabólitos secundários. 

 

Os extratos hexânico e metanólico de A. crassiflora foram submetidos à análise 

fitoquímica através de uma série de reações de caracterização dos compostos a saber: alcaloides, 

taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos e/ou esteróis. Os testes se baseiam em reações 

cromáticas e de precipitação conforme descrito por Simões et al. (2004). 

Os extratos das folhas foram submetido a teste para verificar a presença de alcaloides 

através da aplicação de alíquotas do extrato em placas de gel de sílica utilizando-se o revelador 

de Dragendorff. O reagente de Dragendorff, uma solução de iodeto de bismuto do potássio, 

K(BiI4), em ácido diluído que forma ppt laranja avermelhados quando em contato com 

alcalóides e compostos nitrogenados, como trata-se de uma reação não específica para 

alcalóides, resultados falso-positivos são comuns, devendo o material ser submetido a uma 

extração ácido-base para a confirmação da presença e extração dos alcalóides (SANTOS, 2003). 

O aparecimento de precipitado vermelho-alaranjado no teste de Dragendorff e 

considerado resultados positivos para a presença de alcalóides. 

 

 

 

2.3.3 Avaliação da toxicidade sobre a Artemia salina nos extratos das folhas da A. crassiflora 
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O teste larvicida sobre Artemia salina (TAS) tem se tornado um importante ensaio na 

seleção de agentes com potencial atividade citotóxica, anticancerígena e pesticida. O ensaio 

tem demonstrado correlação com diversas atividades biológicas (MEYER et al., 1982), 

O TAS foi realizada segundo metodologia descrita por MC Laughlin e Rogers (1998) 

nos extratos das folhas de Annona crassiflora, o extrato hexânico foi diluído em uma solução 

salina 0,9% + Tween (0,05%) e o extrato metanólico em água, ambos em concentrações de 

31,25, 62,5, 125, 250,500 e 1000 µg.mL -1 e adicionados à cultura de A. salina contendo dez 

crustáceos por mL. Um controle positivo (dicromato de potássio) e controle negativo (solução 

salina 0,9%) foi realizado simultaneamente, nas mesmas concentrações. Os experimentos foram 

realizados em triplicata e repetido 3 vezes. Após 24 horas de tratamento a temperatura ambiente, 

realizou-se a contagem dos crustáceos que morreram e os dados expressos como percentagem 

de mortalidade pela seguinte equação: 

 

Equação 1 – Porcetagem de mortalidade de crustáceos. 

𝑀𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(%) = 𝑁𝑚 − 
𝑁𝑐 𝑥10

𝑁𝑜
 

 

No qual, Nm é o número médio de A. salina que morreram, N0 é o número inicial de A. 

salina que sobreviveram em cada concentração e Nc representa a mortalidade no controle 

negativo. A CL50 (concentração que mata 50% de A. salina) do complexo foi obtida por 

regressão de Probit a partir do software IBM SPSS STATISTIC 20 e índice de mortalidade a 

partir do software GraphPad Prism 6.01. 

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos de 

confiança no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em triplicata em dois 

experimentos independentes. 

 

2.3.4 Extração das bases alcalóides 

 

 A análise cromatográfica por CCD dos extratos hexânico e metanólico das folhas da A. 

crassiflora permitiu sugerir a presença de alcalóides, através da utilização do reagente de 

Dragendorff. Baseado neste indício, os extratos hexânico e metanólico bioativos foram 

submetidos à extração ácido-base (Costa et al., 2006). Os extratos foram solubilizados em 

clorofórmio (CHCl3) e extraídos sucessivamente com solução de ácido clorídrico 3 % v/v, 

obtendo-se duas frações: a fração aquosa ácida (Parte A) e a fração clorofórmica neutra (Parte 
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B). A fração aquosa ácida (Parte A) foi basificada com hidróxido de amônio concentrado até 

pH 12 e extraída com clorofórmio em seguida levando as duas novas frações: a fração 

clorofórmica alcalóidica (Parte C) e a fração aquosa básica (Parte D) que foi desprezada. A 

fração alcalóidica (Parte C) foi submetida à análise cromatográfica. O Esquema 2 mostra como 

foi realizado essa extração de alcalóides. 

 

 

 

Esquema 2. Metodologia para extração dos alcalóides presentes nos extratos metanólicos 

bioativos. 

 

2.3.5 Isolamento e purificação de compostos dos extratos das folhas da A. crassiflora 

 

 As frações alcalóidica (Parte C) dos extratos hexânico e metanólico obtidos a partir das 

folhas estão em fase de isolamento para obtenção de alcalóides isolados, essa purificação está 

sendo realizada por meio de coluna cromatográfica, cromatografia em camada delgada e coluna 

de sephadex utilizando os solventes hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol, misturados 

em diferentes proporções. 

 

 

 

2.4 Frutos 

Extrato 

Metanólico Ativo 

- Solubilização em CHCl3 

- Extração com HCl 3% 

Fração Aquosa 

Ácida (Parte A) 

Fração Clorofórmica 

Neutra (Parte B) 

- Basificação com NH4OHconc. (pH 12) 

- Extração com CHCl3 

Fração Aquosa Básica (Parte D) 

(Desprezado) 

Fração Clorofórmica 

Alcaloídica (Parte C) 
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2.4.1 Extratos 

Pesou-se 1,850 Kg do fruto (Figura 3) o qual depois foi despolpado, misturados para 

extração com 300 mL de solução aquosa de etanol (70% de etanol) (5:95, v/v, água: etanol), 

utilizando um misturador doméstico por 20 min. Os extratos foram filtrados e o resíduo extraído 

novamente sob as mesmas condições. Os resíduos foram reservados para futuras avaliações. O 

material resultante do extrato da polpa foi rotaevaporado sob vácuo a 70 ºC para remover o 

etanol, em seguida parte extrato etanólico concentrado foi liofilizador e a outra parte utilizou-

se o spray dryer para comparação dos rendimentos. Os extratos secos obtidos foram 

armazenados a -18 ºC em frascos de vidro âmbar até futura utilização (Esquema 3). 

 

Fonte: http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/biologia/araticum-do-cerrado.htm 

Figura 3 – Fruto maduro, Mesocarpo (polpa) e sementes Annona crassiflora Mart. 

.  

Esquema 3 – Fluxograma de obtenção dos extratos dos frutos de Annona crassiflora. 

2.4.2 Screening fitoquímico dos frutos de A. crassiflora na prospecção fitoquímica para 

identificação de metabólitos secundários. 
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O extrato bruto de A. crassiflora foi submetido a screening fitoquímico através de uma 

série de reações de caracterização a saber: alcaloides, taninos, flavonoides; saponinas; 

triterpenos e/ou esteróis. Os testes se baseiam em reações cromáticas e de precipitação 

conforme descrito por Simões et al. (2004). 

O extratos do fruto foi submetidos a um teste para verificar a presença de alcaloides que 

foi realizado aplicando a amostra em placas de gel de sílica utilizando-se o revelador de 

Dragendorff conforme Santos et al. (2003). O surgimento de precipitado (ppt) vermelho-

alaranjado indica a presença de alcalóides. 

 

2.4.3 Estudo da citotoxicidade do extrato do fruto da A. crassiflora 

 

Os extratos etanólicos concentrados e liofilizados (10,0 g) foram armazenados a -18 ºC 

em frascos de vidro âmbar até serem utilizados nos testes de citotoxicidade. As linhagens 

tumorais utilizadas, HL60 (leucemia pro-mielocítica), NCI-H292 (câncer de pulmão) e MCF-7 

(câncer de mama) foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas 

em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibióticos, mantidas em estufa a 37 C e atmosfera contendo 5% de CO2. 

Os extratos da polpa de A. crassiflora, foram diluída em DMSO puro estéril. As 

linhagens NCI-H292 (câncer de pulmão) e MCF-7 (câncer de mama) foram plaqueadas na 

concentração de 1,0x105 células.mL -1 e a de HL60 (leucemia pro-mielocítica) foi plaqueada na 

concentração de 0,30x106 células.mL-1 Como padrão positivo utilizou-se a doxorrubiciina, 

medicamento comumente utilizado para tratamento de câncer (SANTOS et al., 2009). 

O padrão positivo no teste de citotoxiciade, a doxorrubicina ainda é muito utilizada na 

quimioterapia principalmente em pacientes com câncer de mama, sendo potencialmente 

cardiotóxica (SANTOS et al., 2009). A doxorrubicina é um antibiótico da classe antraciclina e 

sua toxicidade cardíaca tem caráter progressivo e está diretamente relacionada à dose total 

utilizada. O percentual da cardiotoxicidade varia diretamente com a dose total usada 

(SHAPIRO & RETCH, 2008, SCHWARTZ et al., 2008). 

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos de 

confiança no programa GraphPad Prism 6,01. Cada amostra foi testada em triplicata em dois 

experimentos independentes. 

 

2.4.4 Isolamento e purificação de substâncias do fruto de A. crassiflora 
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 Utilizou-se 23,22 g do extrato dos frutos e fez-se secagem por atomização utilizando 

spray dryer (temperatura de entrada de 150 ºC, aspiração 80 %, alimentação com 10 % da 

capacidade do equipamento, usou-se 30 de aerosil). 

O extrato liofilizado da polpa do fruto (10,0 g) foi submetido a uma coluna 

cromatográfica (CC) gel de sílica 60 como adsorvente, utilizando-se solventes orgânicos puros 

ou em misturas binárias em grau crescente de polaridade. A passagem da fase móvel se deu 

pela utilização dos solventes: diclorometano, diclorometano-acetato de etila (1:1), acetato de 

etila PA, acetado de etila-metanol (1:9, 2:8, 3:7 e 1:1) e metanol PA (Tabela 1). 

As frações obtidas foram monitoradas por CCD, eluídas em variados sistemas de 

solventes, e as que apresentaram o mesmo fator de retenção foram reunidas para avaliação do 

grau de pureza das substancias isoladas. 

 

 

Tabela 1 – Tratamento cromatográfico do extrato liofilizado da polpa de A. crassiflora 

Frações Frações Volumes (mL) 

1-2 Diclorometano 100 

3-4 Diclorometano-acetato de etila (1:1) 100 

5-6 Acetato de etila 100 

7-8 Acetato de etila-metanol (9:1) 100 

9-10 Acetato de etila-metanol (8:2) 100 

11-12 Acetato de etila-metanol (7:3) 100 

13-18 Acetato de etila-metanol (6:4) 300 

19-24 
Acetato de etila-metanol (1:1) 

 
300 

25-26 Metanol 100 

Fonte - Proprio autor 

 

  

 

 

2.5 Ensaio para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE 
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As substâncias A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8 e A9, determinadas posteriormente no 

isolamento e purificação de substâncias do fruto da A. crassiflora foram submetidas a ensaio 

para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE segundo metodologia abaixo. 

O ensaio para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE seguiu o método de 

Ellman et al. (1961) modificado por Rhee e colaboradores (2001) para detectar a atividade de 

inibição da AChE. Inicialmente pesou-se 1 mg de cada amostra (diluindo para se obter as 

concentrações de  1,0, 0,5; 0,25, 0,125 e 0,0625 mg.mL -1 , seguidamente as amostras foram 

aplicadas em placas de gel de sílica de 6 cm x 6 cm junto com o padrão (cafeína) e colocou-se 

as placas em recipientes com eluente clorofórmio e metanol 9:1, posteriormente pesou-se 11,6 

mg de iodeto de acetilcolina e 16 mg de 5,5’-dithiobis e foram dissolvidos em 40 mL da solução 

tampão pH 8 TRIS (hidróxi-metil metano) HCl, então borrifou as placas que estavam contidas 

as amostras. Por fim esperou o tempo de secagem e borrifou novamente as placas com a enzima 

AChE em solução tampão. 

Um teste falso positivo foi realizado para verificar se o resultado positivo da amostra 

em ensaio CCD é na verdade inibição da enzima ou apenas uma reação química entre DTNB e 

tiocolina, e foi realizao da seguinte forma: 3 U.mL-1 de AchE será misturada com 1 mmol.L-1 

ATCI em tampão tris pH 8 e incubada por 15 minutos a 37 oC. Esta mistura enzima-substrato 

será usada como revelador tiocolina. As amostras são aplicadas em CCD de sílica gel e 

pulverizadas com uma solução 1 mmol.L-1 de DTNB seguida de revelador tiocolina. Manchas 

brancas em um campo amarelo são observadas para compostos falso-positivos. Alguns 

aldeídos, aminas e ácidos apresentam efeito falso-positivo no método de Ellman et al. (1961). 

 

2.6 Ensaio para detecção de inibição quantitativa da enzima AChE 

 

 Os extratos hexânico e metanólico obtidos a partir das folhas de A. crassiflora foram 

submetidos ao ensaio para detecção de inibição quantitativa da enzima AChE. Este ensaio 

quantitativo da enzima AChE pode ser realizado em espectrofotômetro ou em microplacas. 

 Nos ensaios em espectrofotômetro, quatro concentrações (1, 0,5, 0,25 e 0,125 mg.mL-

1) das amostras foram preparadas em triplicata. Inicialmente, 100 µL do extrato em triplicata 

nas concentrações diferentes em solução tampão 50 mmol.L-1 Tris-HCl, pH 8, e metanol 10% 

foram misturados com 100 µL de AChE (0,22 U.mL -1 em 50 m.molL-1 Tris-HCl, tampão pH 

8, 0,1% albumina de soro bovino (BSA) e 200 µL de tampão (50 m.molL-1 Tris-HCl, tampão 

pH 8, 0,1% de BSA). A mistura reacional foi incubada por 5 minutos a 30 ºC. Em seguida, 500 

µL de ácido ditiobis-nitrobenzoico (DTNB) (3 m.molL-1 em Tris-HCl, tampão pH 8, 0,1% de 
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NaCl, 0,02 mol/L MgCl2) e 100 µL de iodeto de acetiltiocolina (ATCI) (4 m.molL-1em água) 

foram posteriormente adicionados. 

Neste ensaio, um teste branco foi realizado também em triplicata pela substituição da 

enzima AChE por 100 µL de tampão (50 m.molL-1 Tris-HCl, tampão pH 8, 0,1% de BSA). A 

reação é monitorada por 5 minutos em 412 nm. Um fármaco utilizado no tratamento da doença 

foi utilizado como controle positivo, como controle negativo o Tampão (50 m.molL-1 Tris-HCl, 

tampão pH 8, 0,1% de BSA) foi utilizado. 

 A atividade anticolinesterástica em percentual (1%) foi calculada pela Equação 2 

(Elmman et al., 1961; Kiendrebeogo et al., 2011): 

Equação 2 – Percentual da atividade anticolinesterásica. 

 

                                          I (%) =
( 1−Vo amostra )

Vo branco
 𝑥 100 

 

Onde V0 da amostra e V0 do branco representam os valores da variação das absorbâncias 

da amostra e do branco no intervalo de 5 minutos, respectivamente. Os valores da concentração 

inibitória (CI50) foi determinada por regressão não-linear, com intervalo de 95% de confiança 

no software GraphPad Prism 6.01 (San Diego, CA, USA) 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Folhas 

3.1.1 Rendimento Extratos 

 Os rendimentos dos extratos hexânico e metanólico das folhas foram obtidos de acordo 

com a Tabela 2.  

Tabela 2 – Rendimento dos extratos das folhas 

Extrato Rendimento (%) 

Hexânico 1,53 

Metanólico 15,52 

 

Os rendimentos dos extratos coletados das folhas EHA (1,53%) e EMA (15,52%) das 

folhas foram considerados bons, em comparação aos resultados encontrados por UGOLINE, 

2012; LAGE, 2012, que obtiveram um valor de (2,2%) para o EHA das folhas. 
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3.1.2 Screening fitoquímico das folhas 

O extrato hexânico e metanólico das folhas de Annona (EH e EM, respectivamente) 

foram submetidos a uma triagem fitoquímica preliminar, com o objetivo de se conhecer os 

constituintes químicos da espécie brasileira do gênero anonnaceae (Annona crassiflora) e 

caracterizar fitoquimicamente, os resultados são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3 – Screening fitoquímico dos extratos de hexano e metanol das folhas da A. crassiflora 

Extratos Esteróides/ triterpenos Alcalóides Flavonóides Taninos Saponinas 

Hexânico Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo 

Metanólico Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 

 

A presença de alcaloides nos EH e EM direcionou os estudos visando o isolamento e 

elucidação estrutural dos mesmos, o screening condiz com outros estudos abordados na 

literatura (DUTRA et al., 2012, EGYDIO et al., 2013) e a partir do teste reativo de Dragendorff 

confirmou-se a presença alcalóides por detecção de coloração alaranjada (Figura 4).  
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Figura 4 – Teste reativo de Dragendorff 

 

        

3.1.3 Avaliação da toxicidade sobre a Artemia salina nos extratos das folhas da A. crassiflora 

 

Os resultados de toxicidade sobre A. salina foram avaliados através do programa 

GraphPad Prism 6.01. Os resultados obtidos foram  expressos como média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) e a significância estatística foi determinada utilizando uma análise de variância 

seguida pelo teste de one-way ANOVA significância de p<0,05. O Gráfico 1 expressa os 

resultados obtidos no teste com A. salina. 

Gráfico 1 – Taxa de mortalidade (%) versus concentração do extrato (µg.mL-1) na 

avaliação da toxicidade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda – EHA: extrato hexânico de A. crassiflora; CN: controle negativo; CP: controle 

positivo; EMA: extrato metanólico A. crassiflora. 

Pesquisas apontam que os extratos e substâncias puras são considerados ativos quando 

a dose que mata 50% dos indivíduos (CL50) for menor que 1000 μg/mL (MEYER et al., 1982). 
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Os extratos testados demostraram boa atividade larvicida contra as A. salina, onde o 

extrato metanólico de A. crassiflora não demostrou toxicidade sobre A. salina em nenhuma das 

concentrações testadas no qual de acordo com Meyer (1982) valores superiores a 1000 μg.mL-

1 na avaliação não apresenta toxicidade significativa, assim, não obteve-se a CL50. Entretanto, 

no extrato hexânico observou-se que nas concentrações de 62,5 e 31,25 μg.mL-1 em 24 hrs a 

taxa de mortalidade é de 75% com a presença de artemias, contudo outras concentrações 

analisadas demostraram-se tóxicas e letais com CL50 503 μg.mL-1. Levando-se em consideração 

pesquisa realizada por Pimenta (2003) utilizando crustáceos obteve um valor de CL50 do extrato 

hexânico de A. crassiflora igual a 622,1 μ.mL-1 (UGOLINE, et al., 2013) e extrato etanólico 

com CL50 de 1,45 a 46,0 μg.mL-1 

 

3.1.4 Tentativa de extração de alcalóides  

 A Tabela 4 apresenta os rendimentos da extração por maceração das folhas de A. 

crassiflora (1300g). 

Tabela 4 – Rendimento para extração de alcalóides dos extratos das folhas A. crassiflora 

Extrato Rendimento (%) 

Hexânico 1,14 

Metanólico 32,47 

 

3.1.4.1 Estudo do Extrato Hexânico (EHA) 

A EHA (4,3 g) foi inicialmente submetida ao fracionamento através de uma CC e uma 

CCD, eluída com Hexano, CH2Cl2, AcOEt e MeOH com gradiente de eluição crescentes, 

obtendo-se 83 frações de 20 mL cada. As frações obtidas foram analisadas por CCD e 

reunidas de acordo com os seus respectivos Rfs (Tabela 5). 
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Tabela 5. Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas do extrato hexânico de A. 
crassiflora (CCHA). 

 

Grupos de 

frações (F) 
Frações Massa (mg) 

Substâncias 

Isoladas 
Quantidade (mg) 

1    1-7 1,6 mg   

2    8-11 16,87 mg   

3    12-14 16,97 mg   

4 15-18 -   

5 19-24 -   

6 25-28 -   

7 29-32 28,61 mg FAH-1 11,5 mg 

8 32-37 - FAH-2 9,5 mg 

9 38-42 -   

 43-47 -   

10  -   

11 48-52 -   

 53-60 -   

12 61-68 -   

13 69-79 11,47 mg   

14 80-83 22,29 mg   

  -   

 

3.1.4.1.1 Estudo da fração F – 7/8 do extrato hexânico de Annona crassiflora. 

O esquema 4 a seguir é apresentado o estudo de F- 7/8 (28,61 mg), o qual levou ao 

isolamento de duas substâncias codificadas como FAH-1 e FAH-2. 

 

 

 

Esquema 4. Dados obtidos do fracionamento cromatográfico de FHA-1 e FHA-2. 

 

F-8 

 

Sephadex 

Eluente  (Hex/ CH2Cl2 1:4) 

 

 

 

F-2/7 

 
F-8/7 

 

F-12/13 

11,5 mg 

F-17/23 

 

F-27/28 

9,5 mg 

F-29/30 

 

F-7 

 
28,61 mg 

 

FHA-1 FHA-2 

UNIÃO 
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3.2 Frutos 

3.2.1 Extratos 

O extrato da polpa do fruto de A. crassiflora obteve-se um rendimento de 0,54%, que 

pode ser justificado segundo Almeida et al. (1998), cada 100g da polpa da fruta existia cerca 

de 77,2g de água, 0,90g de sais minerais totais (cinzas), 26,4g de açúcares totais, sendo 13,50g 

de redutores em glicose e 12,90g de não-redutores em sacarose, pH em torno de 4,6, acidez 

total de 4,5g, ácido cítrico de 0,29g e teor de proteínas em torno de 1,10g. 

 

3.2.2 Screening fitoquímico dos extratos dos frutos de A. crassiflora 

 

No estudo fitoquímico da espécie brasileiras do gênero anonnaceae (Annona 

crassiflora) no extrato da polpa do fruto da A. crassiflora, os resultados são apresentados na 

Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Screening fitoquímico da polpa de A. crassiflora 

Esteróides/ triterpenos Alcalóides Flavonóides Taninos Saponinas 

Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo 

 

 Os resultados levaram a continuidade dos estudos para isolamentos e identificação do 

metabólicos secundários de grande interesse farmacológico como os alcaloides amplamente 

utilizados no tratamento de doenças neurodegenerativas. 

 

3.2.3 Estudo da citotoxicidade do extrato do fruto da A. crassiflora 

 

O ataque indiscriminado promovido pelas drogas antineoplásicas às células de rápida 

proliferação, cancerosas ou normais, produz os indesejáveis efeitos colaterais ou tóxicos sendo 

que o tratamento pode variar de acordo com cada paciente, pois o organismo reage de maneira 

diferente obtendo os efeitos colaterais e para análise destes efeitos utilizam-se testes de 

citotoxicidade realizados in vitro, o qual faz parte de um screening inicial para determinar o 

possível potencial antitumoral das substâncias.  

Neste sentido, a análise de citotoxicidade pelo método MTT vem sendo utilizada no 

programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais 
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de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). É um método rápido, sensível e de 

preço acessível. O estudo citotóxico pelo método do MTT permite definir facilmente a 

citotoxicidade, mas não o mecanismo de ação (BERRIDGE et al., 1996).  

A partir da análise dos resultados (Tabela 7), observa-se que o extrato da polpa de A. 

crassiflora apresentou inibição moderada frente às linhagens NCI-H292 (câncer de pulmão) e 

MCF-7 (câncer de mama), e inibição comparativa com o controle positivo para HL60 (leucemia 

pro-mielocítica). Estes resultados obtidos são bastante promissores tendo por base o controle 

positivo do teste realizado através douso da cloridrato de doxorrubicina.  

 

Tabela 7 - Percentual de inibição em concentração única do crescimento celular das amostras 

em três linhagens tumorais e seu intervalo de confiança 

Amostras 

Inibição 

NCI-

H292 (%) 

DESVIO da 

NCI-H292 

Inibição 

MCF-7 

DESVIO 

da MCF-7 

Inibição 

HL60 

DESVIO da 

HL60 

Doxorrubicina 88,4 11,5 62,2 0,7 80,0 0,4 

Extrato de 

A. crassiflora 
59,5 9,7 57,6 11,2 83,8 3,4 

Obs.: A droga Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo 

 

Uma das estratégias para tentar reduzir os danos causados com efeitos adversos 

provocados pelo uso contínuo de fármacos antitumorais já incluídos nas indústrias 

farmacêuticas é a substituição desses por constituintes químicos menos nocivos ao organismo, 

oriundos de metabólitos secundários provenientes do reino vegetal que tenha igual ou maior 

potencial antitumoral (MACIEL et al., 2002) 

 

3.2.4 Isolamento e purificação de substâncias do fruto da A. crassiflora 

 

A análise cromatográfica por CCD dos extratos metanólico ativos (Tabela 8) em 

diferentes sistemas de solvente evidenciou a presença de alcalóides, através da utilização do 

reagente de Dragendorff (indicativo de alcalóides). Baseado neste indício, os extratos 

metanólicos bioativos foram submetidos à cromatográfica em coluna para tentativade 

isolamento destes compostos. 
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Tabela 8 – Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas dos extratos do fruto de 

Annona crassiflora (EAFt) 

Grupo Frações (F) Massa (mg) 

Extrato Diclorometano-Acetato de etila FDAA – 40% (CH2Cl2/AcetOH) 0,5751 

Extrato Diclorometano-Acetato de etila 
FDAA – 50% 

(CH2Cl2/AcetOH) 
0,2972 

Extrato Acetato de Etila / Metanol 50% FMA–50% (AcetO/MeOH) 0,7742 

Extrato Metanólico FMA (MeOH) 0,2293 

 

3.2.4.1  Extrato Acetato de etila - Metanol ( FMA-50%) 

3.2.4.1.1 EAFt – Fração Acetato de Etila / Metanol 50% 

 O fracionamento cromatográfico dos extratos acetato de etila / metanólico bioativos (4,0 

g) foi realizado inicialmente através do fracionamento de uma coluna cromatográfica de sílica 

gel eluída com Hexano, CH2Cl2, AcOEt e MeOH em misturas de polaridades crescentes, 

obtendo-se 26 frações de 30 mL cada. As frações obtidas foram analisadas por CCDA e 

reunidas de acordo conforme similaridade dos seus respectivos Rfs (Tabela 9). 

Na Tabela 9 é apresentada as substância isoladas na F-1 e F-2, substâncias de alta 

polaridade e que requerem maior purificação através da cromatografia por gel-partição que gera 

exclusão por tamanho utilizando CE para remoção de impurezas. 

 

3.2.4.2 Extrato Etanólico dos Frutos (EEAFt) 

3.2.4.2.1 EEAFt – Fração Etanólica 40-50% 

O fracionamento cromatográfico dos extratos etanólicos bioativos (0,87g) foi realizada 

inicialmente através do fracionamento utilizando-se uma coluna cromatográfica de sílica gel 

eluída com Hexano, CH2Cl2, AcOEt e MeOH em misturas de polaridades crescentes, obtendo-

se 35 frações de 30 mL cada. As frações obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas de 

acordo com os seus respectivos Rfs (Tabela 10). 
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Tabela 9 – Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas do extrato metanólico do fruto 

de Annona crassiflora (EAFt / FMA 50%) 

Grupo de 

Frações (F) 
Frações Massa (mg) 

Substâncias 

Isoladas 
Quantidade (mg) 

1 1-4 29,9 - 29,9 

2 5-6 54,8 - 54,8 

3/4/5/6 7-26 - DESCARTE – massa insuficiente 

 

Tabela 10 – Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas do extrato hidroalcóolico do 

fruto de Annona crassiflora (EEAFt / FDAA 40-50%) 

Grupo de 

Frações (F -5) 
Frações Massa (mg) 

Substâncias 

Isoladas 
Quantidade (mg) 

1 1-2 - Não apresentou substâncias 

2 3-5 - Não apresentou substâncias 

3 6-13 3,5 DESCARTE – massa insuficiente 

7 14-18 - Não apresentou substâncias 

8 19-21 - Não apresentou substâncias 

9 22-28 - Necessita Estudo  

10 29-35  Não apresentou substâncias 

 

Na Tabela 10 é apresentada a união F-9 que em ao realizar CCDs das frações observou 

o mesmo perfil cromatográfico necessitando realização de outra coluna cromatográfica. 

3.2.4.2.1 Estudo da Fração 9 

 Ao avaliar a necessidade da realização de mais um fracionamento cromatográfico da 

fração nove foi submetida ao fracionamento através de uma coluna cromatográfica de sílica gel 

eluída com AcOEt e MeOH em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 25 frações de 

30 mL cada. As frações obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com os seus 

respectivos Rfs (Tabela 11). 
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Tabela 11 – Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas do extrato hidroalcóolico do 

fruto de Annona crassiflora (EEAFt / FDAA 40-50% / F-9) 

Grupo de 

Frações (F) 
Frações 

Massa 

(mg) 

Substâncias 

Isoladas 
Quantidade (mg) 

1 1-4 - DESCARTE – Ausência de substâncias 

2 7-8 96,3 A 08 - 

3 6/9-10 - DESCARTE – Ausência de substâncias 

4 11-13 - DESCARTE – Ausência de substâncias 

5 14-16 39,6  A 09 - 

6 17-25 - DESCARTE – Ausência de substâncias 

 

Na Tabela 11 é apresentada o perfil de purificação para a substância isolada F-2 que 

após união por Rfs observou-se uma substância de cor marrom escura, pegajosa que ao se 

realizar CCD apresentou-se pura e resultou no isolamento de um composto codificado como 

A08, além desta substância ocorreu o isolamento de uma substância decodificada de A09 que 

ao ser analisada por CCD apresentou-se com impurezas sendo necessária outra purificação. 

 

3.2.4.3 Extrato Metanólico dos Frutos (EMFt) 

3.2.4.3.1 EMFt – Fração Extrato Metanólica PA 

O fracionamento cromatográfico do extrato Metanólico bioativo (0,23 g) foi 

inicialmente submetida a coluna cromatográfica de sílica gel eluída com AcOEt e MeOH em 

misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 55 frações de 30 mL cada. As frações obtidas 

foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com os seus respectivos Rfs (Tabela 12). 

Ao se realizar CCD do EMFt obteveram-se substâncias isoladas com com necessidade 

de outra purificação, obteve-se as frações F-5 substância de cor marron escura, pegajosa- 

decodificada A02, F-7 substância amarelo queimado, forma de cristais- decodificada A03 e F-

9 substância marron claro, pegajoso, decodificada como A05 (Tabela 12). 
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Tabela 12 – Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas do extrato metanólico do 

fruto de A. crassiflora (EAFt / FMA) 

Grupo de 

Frações (F) 
Frações 

Massa 

(mg) 

Substâncias 

Isoladas 
Quantidade (mg) 

1 1-6 - Não apresentou substâncias 

2 7-9 1,6 DESCARTE – massa insuficiente 

3 10-22 - Não apresentou substâncias 

4 23-24 1 DESCARTE – massa insuficiente 

5 25-28 14 A02 

6 29 - Não apresentou substâncias 

7 30-33 11,9 A 03 

8 34-37 17,2 Necessita mais estudos 

9 38-43 53,8 A05 

10 48-50 16,2 Necessita mais estudos 

11 51-55 55 Descarte - Perfil indeterminado 

 

3.2.4.3.1 Estudo da fração 9 

Ao avaliar a necessidade da realização de uma purificação para eliminação de impurezas 

realizou-se mais um fracionamento cromatográfico da qual a fração 9 do EMFt foi submetida 

a coluna cromatográfica de sílica gel eluída com AcOEt e MeOH em misturas de polaridades 

crescentes, obtendo-se 10 frações de 30 mL cada. As frações obtidas foram analisadas por 

CCDA e reunidas de acordo com os seus respectivos Rfs (Tabela 13). 

Na Tabela 13 é apresentada a substância isolada da fração F-9 que ao realizar purificação 

demonstrou uma substância pura em CCD sendo decodificada como A05. As substâncias que 

apresentarem-se puras A02 e A03 não obteve-se massa suficiente para purificação e elucidação 

estrutural. 
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Tabela 13 – Relação entre grupos de frações/substâncias isoladas do extrato metanólico do fruto de 

Annona crassiflora (EAFt / FMA / F 9 ), purificação . 

Frações Massa (mg) 
Substâncias 

Isoladas 

1-5 45,4 A 05 

5-10 - Descarte - Perfil indeterminado 

 

 

3.3 Identificação e determinação estrutural dos compostos isolados de A. crassiflora. 

A identificação dos triterpenos inicia-se pela análise dos espectros de RMN 1H, seguida pela 

de 13C. Assim, os primeiros indícios da presença de triterpenos são a presença de ligação dupla 

isolada entre 5 e 6 ppm e a presença de 8 metilas entre 0,8 e 1,7 ppm, nos espectros de RMN 1H. Na 

seqüência, os espectros de RMN 13C e Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT 

135º) foram analisados, de maneira a obter a identificação estrutural onde pela análise do espectro 

de RMN 13C (Figura 6) observou-se a presença de 44 carbonos sendo 4 não hidrogenados quando 

comparados ao DEPT 135 (Figura 7) indicando provavelmente uma mistura esteroidal, contendo no 

mínimo dois esteróides. Comparando-se com os dados descritos na literatura, verificou-se 

concordâncias entre EFAH-1 e SFAH-1 com os deslocamentos químicos atribuídos às substâncias 

e os respectivos sinais dos esteróides Estigmasterol e β-sitosterol (Tabela 14). 

O extrato hexânico das folhas de A. crassiflora após o fracionamento e identificação por 

RMN 1H, 13C, HMBC, HSQC e COSY forneceu uma mistura das substâncias β-sitosterol (SFAH-

1) e estigmasterol (EFAH-1) (Figura 5).  

Pelas análises preliminares dos espectros de RMN 1H de FAH-1 (Figura 8), pôde-se verificar 

um padrão característico de triterpenóides, evidenciado pelo sinal em δ 3,2 atribuível a H-3 em 

triterpenos 3β-OH, juntamente com vários singletos entre δ 0,7-2,0 correspondentes a grupos 

metílicos e observa-se a presença de um singleto largo em δH 5,14, relativo ao hidrogênio (H-6) 

ligado ao carbono olefínico C-6 de um esteroide e um multipleto em δH 3,62-3,71, correspondente 

a hidrogênio ligado a carbono oximetínico C-3 e relativo aos hidrogênios H-6 e H-3, respectivamente 

da mistura esteroidal (EFAH-1 e SFAH-1).  

Na região de δ 0,66 a δ 2,20 verificou-se os sinais referentes aos hidrogênios metílicos e 

metilênicos, além de sinais de pequena intensidade em δ 5,15 (dd, J=15,1 e 8,0 Hz) e em δ 5,01 (dd, 

J =15,1 e 8,0 Hz) atribuídos aos hidrogênios vinílicos H-23 e H-22, confirmando a presença do 

estigmasterol. A identificação do sitosterol pode ser justificada pela forte intensidade dos sinais nas 
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regiões das metilas em δH 0,66 e entre δH 0,92- 0,84 (Figura 8). Os sinais que foram mencionados 

podem ser observados no espectro de RMN 1H obtido da fração 7.3, conforme analisado em 

literatura (HUNG & YEN, 2001; FALCÃO, 2003; ROCHA & SILVA ET AL., 2007). 

Adicionalmente, a identificação de FAH-1 foi ratificada pela análise do espectro de RMN 

13C (Figura 6). 

 

3.3.1 Determinação estrutural de FAH-1 

Do estudo fitoquímico e cromatográfico de A. crassiflora foi possível o isolamento e 

identificação de um composto codificado como FAH-1, que se apresentou como um sólido 

amarelado e com coloração azul quando revelado em câmara de irradiação ultravioleta no 

comprimento de 254 nm . 

O composto codificado como FAH-1 foi obtido da extração ácido-base do extrato hexânico 

e posterior tratamento cromatográfico (CE) em hexano:diclorometano (1:4) da fração (F7/8), onde 

foi obtido 11,5 mg de material sólido amorfo amarelo claro, que apresentou única mancha em CCD 

e solubilidade em clorofórmio.  

Os sinais dos carbonos sp2 C-22 e C-23 do estigmasterol (EFAH-1) foram observados em δ 

138,3 e δ 129,2, bem como os sinais dos carbonos sp3 C-22 e C-23 do β-sitosterol (SFAH-1) em δ 

33,9 e δ 26,0. Observou-se também os sinais em δ 25,3 e δ 23,0 referidos como sendo dos carbonos 

metilênicos C-28 do estigmasterol e β-sitosterol, respectivamente, assim como os sinais em δ 140,7 

e δ 121,6 característicos dos carbonos olefínicos C-5 e C-6, e o sinal em δ 71,7 típico de carbono 

carbinólico atribuído a C-3 de ambos os compostos (Tabela 14). Os dados fornecidos pelas análises 

de RMN 1H, 13C e DEPT 135, e comparações com os dados da literatura permitiu-se concluir que o 

composto FAH-1 trata-se de uma mistura esteroidal de β-sitosterol (SFAH-1), estigmasterol (EFAH-

1), substâncias amplamente distribuídas no reino vegetal. 

Os terpenos são uma ampla e diversa classe de metabólitos formados pela condensação de 

unidades de difosfato de dimetilalila. Eles são classificados como hemiterpenos, monoterpenos, 

sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos e tetraterpenos que possuem respectivamente 

5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 átomos de carbonos em sua estrutura (DEWICK, 2002).  

A comparação dos dados de RMN 
13

C de FAH-1 com os encontrados na literatura para os 

esteróides -sitosterol e estigmasterol (PEREIRA et al., 2006) permitiu a identificação desta como 

sendo uma mistura destes esteróides. Esta mistura, apesar de ser amplamente encontrada nos 

vegetais e bastante descrita na literatura já consta sua obtenção nas folhas de Annona crassiflora. 

Tabela 14 - Dados de deslocamento químico (δ) de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) de FAH-1 

comparados com os dados da literatura 
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SFAH-1 PEREIRA, 2006 EFAH-1 PEREIRA, 2006 

C 125, MHz CDCl3  125, MHz CDCl3  

1 36,7 36,5 37,5 37,2 

2 31,9 31,6 31,9 31,9 

3 72,0 71,7 72,0 72,1 

4 42,5 42,2 37,5 37,2 

5 141,32 140,7 138,5 138,3 

6 121,52 121,7 121,9 121,7 

7 32,1 31,6 32,1 31,9 

8 31,9 31,9 31,9 31,9 

9 50,4 50,1 50,4 50,1 

10 36,5 36,5 36,7 36,5 

11 21,3 21,2 21,3 21,2 

12 39,9 39,7 39,9 39,7 

13 42,5 42,2 42,5 42,2 

14 15,7 56,8 57,0 56,8 

15 24,5 24,3 24,5 24,3 

16 28,5 28,2 28,5 28,9 

17 56,2 56,8 56,2 56,8 

18 12,3 11,8 12,3 12,2 

19 19,6 19,4 19,3 19,8 

20 36,4 36,5 40,7 40,5 

21 18,9 18,8 21,4 21,2 

22 33,9 33,9 139,53 138,3 

23 25,6 26,1 123,31 129,2 

24 46,0 45,8 51,5 51,2 

25 29,1 29,1 32,1 31,9 

26 19,6 19,8 19,0 19,4 

27 19,0 19,0 21,3 21,2 

28 23,3 23,0 25,6 25,4 

29 12,3 12,0 12,3 12,2 

Deslocamento químico em ppm (δ). 
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Figura 5 – Substâncias isoladas das folhas de Annona crassiflora: SFAH-1 (β-Sitosterol) e EFAH-

1 (Estigmasterol). 

 

 

 

 

Figura 6 - Expansão do espectro de DEPT (125 MHz, CDCl3) de FAH-1 
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Figura 7 - Espectro de RMN 13C-DEPT 135o (125 MHz, CDCl3) de FAH-1 

 

  

Figura 8 - Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de FAH-1 
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3.3.2 Determinação estrutural de FAH-2 

 

O composto codificado como FAH-2 foi isolado do tratamento ácido e base das folhas de A. 

crassiflora e posterior separação cromatográfica por exclusão molecular obtida da partição (F 7/8) 

do extrato hexânico.  O composto FAH-2 (9,5 mg) apresentou-se como um sólido amorfo, solúvel 

em clorofórmio, com única mancha em CCD, o que sugere tratar-se de uma substância pura (Figura 

9). FAH-2 apresentou resultado negativo para inibição da AChE. 

Observam-se, no espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3), figura 10 , um sinal duplo em  

5,35 e, em  3,55 (Figura 11) um hidrogênio com sinal múltiplo. O sinal  0,68 é atribuído a 

hidrogênio metílico (CH3-18) e  0,85-0,89 (CH3-26; CH3-27; CH3-29), figura 12, sinal duplo  0,93 

ppm característico da CH3-21, e ainda em  1,02 ppm característico de metila CH3-19 (Figura 13). 

A análise dos dados obtidos no RMN 1H e RMN 13C, juntamente com os dados da literatura 

(AWAD & FINK, 2000; ROBINSON, 1991), indicou que o composto FAH-2 trata-se de um 

fitoesteróide. Os sinais de esteróides são caracterizados em  0,60-2,27 ppm, referentes a 

hidrogênios de carbonos saturados. 

No espectro de RMN 13C-DEPT 135o (Figura 14), observou-se a presença de um sinal em  

121,99, referente a carbono sp2 (C-6). Essas informações sugerem uma substância de fórmula 

molecular C29H50O e possibilitam deduzir que FAH-2 é o fitoesteróide conhecido por -sitosterol. 

 

Figura 9 – Estrutura química do -sitosterol (FAH-2) 
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Tabela 15 - Dados do espectro de RMN 13C [300 MHz, CDCl3, δ (ppm)] da Substância FAH-2  

e valores da literatura (GRECA, et al., 1990) 

 

Carbonos 

FAH-1 (δ) 

β-Sitosterol 

β-Sitosterol 

(δ) 

C-1 37,45 37,33 

C-2 29,92 31,63 

C-3 72,04 71,73 

C-4 42,53 42,2 

C-5 140,99 140,70 

C-6 121,94 121,61 

C-7 32,14 31,93 

C-8 31,9 31,81 

C-9 50,37 51,13 

C-10 36,74 36,43 

C-11 21,3 21,09 

C-12 40,0 39,79 

C-13 42,55 42,37 

C-14 57,0 56,02 

C-15 24,5 24,15 

C-16 28,47 25,25 

C-17 56,29 56,1 

C-18 12,09 11,84 

C-19 19,26 19,46 

C-20 36,37 36,07 

C-21 18,93 18,68 

C-22 34,18 33,95 

C-23 26,32 26,10 

C-24 46,08 45,82 

C-25 29,3 29,15 

C-26 19,62 19,77 

C-27 19,12 19,21 

C-28 23,30 23,13 

C-29 12,21 11,04 

(δ) Deslocamento químico em ppm. 

 

O β-sitosterol (Figura 9) tem sido frequentemente encontrado em folhas de A. muricata e A. 

senegalensis, nas sementes, casca e raízes de A. squamosa, frutos e sementes de A. cherimolia (RAO 

et al., citados por LEBOEUF, 1982) e em A. crassiflora (PIMENTA, 1995). 
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Figura 10 - Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de FAH-2 

 

Figura 11 - Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de FAH-2 

 

ppmm 
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Figura 12 - Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) de FAH-2 

 

 

Figura 13 - Expansão do espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) de FAH-2 
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Figura 14 - Espectro de RMN 13C-DEPT 135o (125 MHz, CDCl3) de FAH-2 

 

3.3.3 Determinação estrutural de A05 

 

A cromatografia por exclusão (Sephadex G-25) proveniente do fracionamento 

cromatográfico da fração F(9/38-43) do extrato metanólico da polpa dos frutos, levou ao 

isolamento de 53,4 mg de um sólido amarelo escuro solúvel em metanol, denominada de A05. 

O espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) de A05 (Figura 16) revelou sinais na 

região de aromático em δH 6,91 (s), 6,35 (d) e 6,18 (d) (Figura 17) estes últimos associados a 

hidrogênios meta posicionado, sinais na região de açucares em δH 5,30 (d), associado a hidrogênio 

anomérico, em δH 3,78 (d) 3,75 (d) e 0,97 (d) associados a hidrogênios em conformação 

equatorial, além dos sinais múltipletos em δH 3,90; 3,52 e 3,32 (Figura 18) que completam a 

hexose. 

O  espectro  de  RMN  13C (400  MHz,  MeOD)  de  A05  (Figura 19) mostrou um 

sinal típico de carbonila α,β-insaturada em δC 178,2 , quatro sinais característicos de carbonos 

aromáticos oxigenados em δC 164,68; 161,76; 157,97 e 157,06 , dois sinais intensos  em δC 

145,41 também associados a carbonos oxigenados, um sinal em δC 108,11  bastante  intenso 

atribuído a carbonos hidrogenado, seis sinais típicos de flavonóis tetra-substituidos  em  δC  136,0;  

134,85;  120,46;  108,11;  104,87 e  93,28, um sinal intenso em δC 63,31 associados a carbonos 

oximetílico e sinais em δC 47 associados a metoxilas,  além  dos  sinais  característicos da raminose 

em 98,43; 71,91; 70,68; 70,59; 70,44 e 16,23. 
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A análise comparativa do espectro de RMN 13C com o DEPT 135 (Figura 20) de 

A05 revelou 10 sinais de carbonos não hidrogenados, sinais de carbonos metínicos típicos de 

monossacarídeo em δC 98,43; 71,91; 70,68; 70,59; 70,44, além de carbonos metílicos δC  47,94, 

47,63 e 16,23 e um carbono metílico em δC que é típico do açúcar raminose. Observou-se um 

sinal em δC 108,11 ppm, associado aos carbonos em posição orto no anel B e os sinais em δC 

102,19 e 94,83 associados a carbonos hidrogenados pertencente ao anel aromático A com 

substituições nas posições orto e para. 

Os demais sinais da unidade do carboidrato foram confirmados pela presença de 

correlação no espectro HMQC (Figura 21) entre os seguintes sinais: δC 70,44 (C-2’’) /δH 4,21 

(dd; H-2’’) e δC 70,68 (C-3’’) /δH 3,78 (dd; H-3’’), um carbono metílico (grupo metila da 

raminose em δC 16,09 correlacionando com o sinal em δH 0,94 (d), sinal de carbono oximetílicos 

(OCH3) em δC 63,31 (C-3’ e C-5’). O sinal em 102,08 foi atribuído ao carbono anomérico C-

1’’, que apresentou sinal de correlação com δH 5,30 (d) atribuído ao H-1’’ no espectro de HMQC 

(Figura 22) e os hidrogênios e carbonos aromáticos: H-2’ / δC 108,11 e H-6’ / δC 108,11 

atribuídos a um intenso sinal em δH 6,91 (s) no RMN 1H semelhante aos H-6 (δH 6,35 dd) / δC 

94,83 e H-8 (δH 6,18 dd) / δC 94,83 correlacionados ao espectro de HMQC (Figura 23). Os 

dados de RMN obtidos para esta substância corroboram os valores descritos na literatura para 

derivado do flavonól miricetina. (AGRAWAL, 1989, MAHMOUD, et al., 20001) 

A análise dos dados permitiu sugerir a estrutura de um flavonóide glicosilado na 

posição C-3 com o anel B tetra substituído. A comparação dos dados de RMN 
13

C de A05 com 

os dados da literatura para este tipo de esqueleto permitiu confirmar a estrutura com sendo um 

derivado da miricetina (MAGUROet al., 2004), Tabela 16. 

 



124 

 

Tabela 16 - Dados de deslocamento químico (δ) de RMN 13C (125 MHz, CD3OD) de 

A05, comparados com os dados da literatura 

 

   

 

2 158,9

7 

159,2 

3 134,8

5 

136,1 

4 178,2 179,5 

5 161,7

6 

163,1 

6 98,4

3 

99,7 

7 164,8

36 

164,0 

8 94,8

3 

94,6 

9 158,0

8 

158,4 

10 104,8

7 

105,6 

1’ 122,1

9 

121,7 

2’/6

’ 

108,1

1 

109,4 

3’/5

’ 

145,4

1 

146,7 

4’ 136,6 137,7 

1’’ 102,

1299

,7 

103,5 

2’’ 71,9

1 

71,7 

3’’ 70,6

8 

72,0 

4’’ 70,5

9 

73,2 

5’’ 70,4

4 

71,9 

6’’ 16,2

3 

17,5 

1’’’ 63,3

1 

- 

2’’’ 63,3

1 

- 

3’’’ 47,8 - 

4’’’ 23,8

1 

- 

5’’’ 23,8

1 

- 
(δ) Deslocamento químico em ppm. 

 

Os flavonoides são uma classe muito extensa de produtos naturais distribuída no reino 

vegetal e são substâncias redutoras (SIMÕES et al., 2004) derivados das chalconas. Ocorrem 

nas plantas em uma variedade de formas estruturais, todas contendo 15 átomos de carbono em 

seu núcleo básico (HARBONE, 1984). Eles derivam compostos químicos com esqueletos do 

tipo flavonas, flavonóis, antocianidinas e catequinas, entre outros (DEWICK, 2002), estão 

presentes em todas as partes das plantas, desde raízes até as flores e frutos. Ocorrem de forma 

livre (aglicona) ou ligados a açúcares (glicosídeos). Muitos são coloridos (amarelos), atuando 

na atração de insetos para a polinização de plantas (YAO et al., 2004). 

As classes de flavonoides mais abundantes no gênero Annona são os flavonóis e seus 

derivados glicosilados, estando presentes tanto os O-glicosídeos como os C-glicosídeos 

Nº 
 A05  MANGURO et al., 2004 

 C (125 MHz,  CD3OD )  C (200 MHz CD3COD) –  

mireceti    Miricetrina-3-O-raminosídeo 
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(SANTOS e SALATINO, 2000). Os flavonoides glicosilados: Kaempferol-3-O-galactosídeo, 

kaempferol-3- O-glicosídeo, quercetina-3-O-arabinosídeo, quercetina-3-

Oarabinosilarabinosídeo e quercetina-3-O-arabinosilgalactosídeo. A substância isolada, A05 

(Miricetina-3’,5’-dimetoxi-4’-isopropoxi-3-O-raminosídeo) é um flavonol inédito isolado dentro da 

espécie derivado do núcleo da miricetina. 

 

 

Figura 15- Estrutura da Miricetina-3’,5’-dimetoxi-4’-isopropoxi-3-O-raminosídeo (A05) 
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Figura 16 - Espectro de RMN 1H (400 MHz, CD3OD) de A05

 

Figura 17 - Expansão Espectro de RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) de A05 



127 

 

 

Figura 18 - Expansão Espectro de RMN 1H (400 MHz, CD3OD) de A05 

 

Figura 19 - Espectro de RMN 13C (400 MHz, CD3OD) de A05 
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Figura 20 - Espectro de RMN 13C-DEPT 135º (100 MHz, CD3OD) de A05 

 

Figura 21 - Espectro de RMN 2D-HMBC (500 x 125 MHz) de A05 
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Figura 22 -  Espectro de RMN 2D 1H x 13C- HMBC (500 x 125 MHz) de A05 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Correlações espectros de HMBC 
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3.4 Ensaio para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE 

 

Através do ensaio de Elman et al. (1961), foram detectadas as placas de CCD que 

apresentaram inibição da enzima AChE (ver tabela 17), que revelaram manchas brancas sobre 

a superfície amarela, assim como o padrão (cafeína), essas manchas indicam a inibição da 

enzima AChE. Isso pode ser observado na figura 24. 

 

Figura 24 – Ensaio para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE 

 

 

Através do ensaio para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE das substâncias 

do fruto, obteve-se resultado positivo para as substâncias isoladas que foi realizado o teste, 

exceto a amostra A 03 que apresentou resultados inconclusivos. O resultado deste teste é 

apresentado na Tabela 17. 

  

Tabela 17 – Teste para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE das substâncias do 

fruto 

Substâncias Resultado 

A02 Positivo 

A03 Positivo 

A05 Não conclusivo 

A08 Positivo 

A09 Positivo 

 

 O ensaio para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE realizado para os 

extratos das folhas apresentaram resultado positivo, conforme visto na Tabela 18. 
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Tabela 18 – Teste para detecção de inibição qualitativa da enzima AChE das substâncias do 

fruto 

Extrato Resultado 

Hexânico Positivo 

Metanólico Positivo 

 

3.5 Ensaio para detecção de inibição quantitativa da enzima AChE dos extratos das folhas 

Na Tabela 19 podem ser observados os valores de inibição quantitativa dos extratos 

realizados em espectrofotômetro. No Gráfico 2 é visto o resultado do extrato metanólico (EM). 

 

Tabela 19 - Ensaio para detecção de inibição quantitativa da enzima AChE 

Extrato Inibição enzimática (%) 

Hexânico em análise 

Metanólico 79,7 

 

 

 

Gráfico 2 – Inibição quantitativa para o EM das folhas de A. crassiflora sobre a enzima 

AChE. 

 

Os resultados analisados para o cálculo de CI50 (Gráfico 2) dos extratos mostraram-se 

promissores, uma vez que extratos cuja inibição enzimática seja maior ou igual a 50% são 
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considerados candidatos a futuros fracionamento e isolamento de inibidores da AChE. Em 

outros estudos analisou-se um screening feito com plantas coletadas no Nordeste do Brasil, 

onde o EM das folhas (2 mg.mL-1) apresentou 43, 69, 71 e 73% de inibição para as espécies 

Senna reticulata,, Leucaena leucocephala, Caesalpinia ferrea e Gossypium herbaceum, 

respectivamente9, sendo esses valores comparáveis aos do EM das folhas de A. crassiflora o 

qual mostrou maior inibição sobre a AChE em menor concentração do que a testada nas 

espécies citadas. O EM apresentou concentração inibitória de 50% da amostra (CI50) = 252,1 ± 

2,15 mg.mL-1 e as análises do extrato hexânico continuam em realização. 
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4 CONCLUSÃO 

 

O estudo dos extratos das folhas, frutos e frações de A. crassiflora apresentaram 

resultado positivo para a presença de alcaloides e compostos nitrogenados revelados com o 

reagente de Dragendorff, sendo um resultado promissor visto que o medicamento mais utilizado 

no tratamento da doença de Alzheimer é um alcaloide (galantamina) isolado de plantas. 

 Os resultados obtidos no teste de citotoxicidade sugerem que a espécie A. crassiflora 

apresenta compostos pesticidas e antitumorais. Estudos posteriores irão fornecer as estruturas 

destes compostos ativos bem como atividades biológicas e farmacológicas potenciais.  

Pode-se observar potencial de inibição citotóxico do fruto da espécie A. crassifolia, uma 

espécie típica do bioma Cerrado brasileiro. O extrato apresentou melhor resultado ao ser 

realizado o teste com células de leucemia pro-mielocítica (HL 60) com inibição de 83,8%. Esses 

trabalhos possibilitam a escolha de melhores métodos e estratégias a serem utilizados na busca 

de novos compostos antineoplásticos com atividades biológicas com um grau bem menor de 

toxicidade, os quais no futuro podem contribuir para o isolamento, identificação e 

aplicabilidade em diferentes áreas, bem como: farmacêuticas, alimentícias, agronômicas, etc.  

Através do estudo fitoquímico foi possível isolar do extrato dos frutos e folhas 6 

compostos com a identificação das substâncias codificadas como A05, FAH-1, FAH-2 que por 

RMN unidimensionais e bidimensionais foi possível identificar, um flavonol (Miricetina-3’,5’-

dimetoxi-4’-isopropoxi-3-O-raminosídeo), uma mistura de  sesquiterpenos (β-Sitosterol, 

Estigmasterol e 24-metilenocicloartanol) e o β-Sitosterol puro. 

O extrato metanólico das folhas da espécie A. crassiflora demonstrou promissor 

potencial de inibição da enzima acetilcolinesterase fortalecendo a importância desta espécie 

para fins medicinais e sugerindo sua futura aplicação em formulações para uso na terapêutica 

da DA. Muitas frações apresentaram resultado positivo para a inibição da enzima AChE, logo 

este estudo se mostrou promissor para a continuidade dos trabalhos que levem ao isolamento e 

caracterização destas substâncias. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Contribuir para o estudo químico e biológico de espécies da família Annonaceae. 

 Os estudos in vivo com extratos ou compostos isolados constitui em uma etapa 

promissora para a busca de novos fitofármacos. 

 Elucidação estrutural substâncias isoladas dos compostos ativos de A. crassiflora 

 Estudo das atividades biológicas e farmacológicas potenciais 

 Ensaios in vivo em modelos experimentais de DA; 

 Estudos toxicológicos in vivo amplos; 

 Elaboração de Complexo de inclusão com ciclodextrinas 
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 Continuidade da análise cromatográfica dos extratos das folhas e frutos; 

 Elucidação estrutural substâncias isoladas e compostos ativos; 

 Avaliação da atividades biológicas e farmacológicas potenciais das substâncias 

isoladas; 

 Busca de inibidores da AChE nos extratos de Annona crassiflora; 

 Publicação de artigo com os dados obtidos; 

 Ensaios in vivo em modelos experimentais de DA; 

 Estudos toxicológicos in vivo amplos; 

 Estudos de farmacocinética e farmacodinâmica; 

 Elaboração de Complexo de inclusão com ciclodextrinas. 
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ANEXO I 

Composição do óleo essencial a partir das folhas de E. dysenterica. 

Pico T. de Ret. IRexp
a IRlit

b Composto %Área 

1 8,895 1030 1025 β-felandreno 1,73 

2 10,582 1074 - NI 1,42 

3 12,523 1112 1108 1,3,8-p-mentatrieno 3,51 

4 12,677 1114 - NI 1,89 

5 25,642 1374 1374 Isoledeno 3,91 

6 30,880 1535 - NI 2,22 

7 31,392 1551 - NI 2,78 

8 32,366 1583 1582 Óxido cariofileno 66,37 

9 33,207 1610 - NI 5,06 

10 34,643 1659 1658 Selin-11-en-4-α-ol 1,69 

11 35,152 1677 1676 Mustakona 3,46 

12 35,314 1682 - NI 1,95 

13 35,458 1687 - NI 1,38 

14 39,265 1824 - NI 2,63 

Total identificado 6 compostos 80,67 

            aIRexp: índice de retenção determinado em uma coluna DB-5MS com comparação ao 

tempo de retenção de uma série de n-alcanos, de acordo com a equação de  Van Den Dool & 

Kratz15.b IRlit.: índice de retenção14 . 
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  ANEXOS II  

Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas do óleo essencial de E. 

dysenterica 
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ANEXOS III 

LISTA DE ESPECTROS 

SUBSTÂNCIAS ISOLADAS 

Annona crassiflora 
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Espectro de RMN 1H, RMN 13C e DEPT 135 de A08 

 

RMN 1H 

 

RMN 13C 
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DEPT 135  

 
 

 

Mapa de contorno gCOSY 1H-1H de A08 
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Espectro de RMN 
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Mapa de contorno gHSQC, gHMBC e gCOSY 1H-1H de A02 
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gHMBC 

 
 

gCOSY 1H-1H 
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