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CAVALCANTE, A. N. Elaboração e caracterização de um complexo de inclusão e testes 

de atividades farmacológicas a partir de constituinte que tem atividade anticolinesterásico 

isolado das sementes de Platonia insignis MART (bacurizeiro) [tese]. Teresina: Programa 

de Pós-Graduação em Química, Universidade Federal do Piauí; 2019. 

RESUMO          

Platonia insignis MART é uma planta pertencente à família Clusiaceae, popularmente 

conhecida como bacurizeiro. Extratos de suas sementes são bastante usados na medicina 

popular para o tratamento de queimaduras, doenças dermatológicas, diarréias e doenças 

inflamatórias. Possuindo também atividade antioxidante, apresentando, dessa forma, uma 

possível ação protetora contra o desenvolvimento de processos neurodegenerativos como a 

doença de Alzeimer (DA). DA está associada a déficits de neurotransmissores cerebrais, como 

acetilcolina, neurodrenalina e serotonina. O tratamento da DA consiste no restabelecimento da 

função colinérgica. Neste processo de restauração, a elevação dos níveis de neurotransmissores 

de acetilcolina pode ser útil para melhorar um dos sinais da doença. Acredita-se que a inibição 

acetilcolinesterase (AChE), enzima chave na degradação da acetilcolina, aumente a 

concentração de acetilcolina nas sinapses. Do extrato hexânico das sementes da P. insignis foi 

isolada a substância, 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG), cujos testes in vitro apresentaram 

inibição significativa para AChE. Porém, ODG apresenta baixa solubilidade em água, a fim de 

aumentar a sua solubilidade foi preparado o complexo de inclusão (CI) entre ODG e β-

ciclodextrina (β-CD). O propósito desse estudo foi preparar, caracterizar e avaliar a solubilidade 

e a taxa de dissolução do CI entre ODG e β-CD. O CI foi obtido por solubilização seguido de 

liofilização e caracterizado por espectroscopia no infravermelho (IV), calorimetria exploratória 

diferencial (DSC), termogravimetria (TG), microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

difração de raios X (DRX) e ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H). Além 

disso, foram analisados a isoterma de solubilidade de fases e ensaios de dissolução. Os 

resultados de IV, DSC, TG, MEV, DRX e RMN 1H sugeriram a formação do CI. De acordo 

com dados de RMN 1H foi possível prever que a ODG foi encapsulada pelo lado mais largo da 

cavidade da β-CD. A isoterma de solubilidade permitiu determinar a constante de estabilidade 

aparente (K = 339,38 L mol-1), a eficiência de inclusão (EI = 57,82%) e a estequiometria molar 

(1:1). Portanto, o uso de ODG-β-CD pode efetivamente melhorar a solubilidade e a taxa de 

dissolução da ODG livre, sendo uma abordagem promissora para promover sua aplicação 

clínica. Adicionalmente foram avaliados os efeitos tóxicos, citotóxicos e mutagênicos de ODG 

frente a Allium cepa, bem como os efeitos antioxidantes in vitro frente à produção de radicais 

hidroxila, óxido nítrico e espécies reativas com ácido tiobarbitúrico (TBARS). No ensaio de A. 

cepa (0,002 – 0,2 mg mL-1), ODG na maior concentração foi ligeiramente tóxico e citotóxico, 

contudo, em nenhuma das concentrações testadas, ODG revelou efeitos não mutagênicos. 

Observou-se que ODG (8,75 – 140 μg mL-1) reduz a produção de óxido nítrico em 41,6%, 

enquanto o ácido ascórbico (AA), padrão antioxidante, reduziu em 54,14%. ODG (15,625 – 

250 μg mL-1) promoveu a remoção do radical hidroxila em 35,69% na maior concentração e foi 

capaz de prevenir a peroxidação lipídica induzida pelo 2,2'-azobis-2-amidinopropano (AAPH), 

inibindo a quantidade de TBARS, em até 65%, resultado próximo ao obtido com AA (64%). 

Assim, ODG reduziu moderadamente os níveis de radicais hidroxila e óxido nítrico e inibiu 

significativamente os níveis de TBARS in vitro. 

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Atividade antioxidante. Solubidade. Allium cepa. 

Radicais livres. 

 

 



CAVALCANTE, A. N. Elaboration and characterization of a complex of inclusion and 

tests of pharmacological activities from a constituent that has anticholinesterase activity 

isolated from the seeds of Platonia insignis MART (bacurizeiro) [thesis]. Teresina: Post-

Graduation Program in Chemistry, Federal University of Piauí; 2019. 

ABSTRACT 

Platonia insignis MART is a plant belonging to the family Clusiaceae, popularly known as 

bacurizeiro. Extracts of their seeds are widely used in folk medicine for the treatment of burns, 

dermatological diseases, diarrhea and inflammatory diseases. Also possessing antioxidant 

activity, thus presenting a possible protective action against the development of 

neurodegenerative processes such as Alzeimer's disease (AD). AD is associated with deficits 

of brain neurotransmitters such as acetylcholine, neurodrenaline and serotonin. The treatment 

of AD consists in the reestablishment of cholinergic function. In this restorative process, 

elevation of acetylcholine neurotransmitter levels may be useful to ameliorate one of the signs 

of the disease. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE), a key enzyme in the degradation of 

acetylcholine, is believed to increase the concentration of acetylcholine at the synapses. From 

the hexanic extract of P. insignis seeds, 2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerol (ODG) was isolated, 

whose in vitro tests showed significant inhibition of AChE. However, ODG has low solubility 

in water, in order to increase its solubility, the inclusion complex (IC) between ODG and β-

cyclodextrin (β-CD) was prepared. The purpose of this study was to prepare, characterize and 

evaluate the solubility and dissolution rate of IC between ODG and β-CD. The IC was obtained 

by solubilization followed by lyophilization and characterized by infrared spectroscopy (IR), 

differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), scanning electron 

microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and nuclear magnetic resonance of hydrogen (1H 

NMR). In addition, the phase solubility isotherm and dissolution tests were analyzed. The 

results of IR, DSC, TG, SEM, XRD and 1H NMR suggested the formation of IC. According to 
1H NMR data it was possible to predict that ODG was encapsulated by the wider side of the β-

CD cavity. The solubility isotherm allowed to determine the apparent stability constant (K = 

339.38 L mol-1), the inclusion efficiency (EI = 57.82%) and the molar stoichiometry (1:1). 

Therefore, the use of ODG-β-CD can effectively improve the solubility and dissolution rate of 

free ODG, being a promising approach to promote its clinical application. In addition, the toxic, 

cytotoxic and mutagenic effects of ODG against Allium cepa, as well as the in vitro antioxidant 

effects against the production of hydroxyl radicals, nitric oxide and thiobarbituric acid reactive 

species (TBARS) were evaluated. In the assay of A. cepa (0.002 – 0.2 mg mL-1), ODG at the 

highest concentration was slightly toxic and cytotoxic, however, at none of the concentrations 

tested, ODG revealed non-mutagenic effects. ODG (8.75 – 140 μg mL-1) was found to reduce 

nitric oxide production by 41.6%, while antioxidant standard ascorbic acid (AA) reduced by 

54.14%. ODG (15.625 – 250 μg mL-1) promoted the removal of the hydroxyl radical in 35.69% 

in the highest concentration and was able to prevent lipid peroxidation induced by 2,2'-azobis-

2-amidinopropane (AAPH), inhibiting the amount of TBARS in up to 65%, a result close to 

that obtained with AA (64%). Thus, ODG moderately reduced hydroxyl and nitric oxide radical 

levels and significantly inhibited TBARS levels in vitro. 

 

 

Keywords: Acetylcholinesterase. Antioxidant activity. Solubility. Allium cepa. Free radicals. 
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DSC Calorimetria exploratória diferencial 

DTNB Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico 

EI Eficiência de inclusão 

EM Espectroscopia de massas 

EO Estresse oxidativo 

ERO's Espécies reativas de oxigênio 

ERN’s  Espécies reativas de nitrogênio 

FDA Food and Drug Administration 

FeSO4 Sulfato de ferro II 

FT-A Coluna cromatográfica FT-A 



FT-B Coluna cromatográfica FT-B 

FT-B(21-27) Composto obtido da reunião das frações 21 à 27 da coluna FT-B 

GFC Garcinielliptona FC 

GPX Glutationa peroxidase 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

HCl Ácido clorídrico 

HP-CD Hidroxi-propil-CD 

HPLC High performance liquid chromatography 

IM Índice mitótico 

IR Infrared  

IV Infravermelho 

K2Cr2O7 Dicromato de potássio 

K Constante de estabilidade aparente 

KBr Brometo de potássio 

kV Kilovolt 

L Litro 

LAPES Laboratório de Parasitologia e Entomologia Sanitária 

LAUREMN Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear 

LIMAV Laboratório Interdisciplinar de Materiais Avançados 

LMMA Laboratório Multiusuário de Microscopia Avançada 

LPN Laboratório de Produtos Naturais 

LPNNEX Laboratório de Produtos Naturais e Neuroquímica Experimental 

m Multipleto 

mA Miliampere 

MDA Malonaldeído 

ME Fração metanólica 

MEV Microscopia eletrônica de varredura 

mg Miligrama 

MgCl2 Cloreto de magnésio 

MHz Mega hertz 

mL Mililitro 

mMol/L Milimol por litro 

m/m Razão massa/massa 



m/v Razão massa/volume 

NaCl Cloreto de sódio 

NO. Radical óxido nítrico 

PG Ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico-propil galato 

PHGPX Fosfolipídeo hidroxiperoxidase glutationa peroxidase 

ppm Partes por milhão 

NPS Nitroprussiato de sódio 

ODG 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol 

ODG-β-CD Complexo de inclusão entre ODG e β-CD 

ODG/β-CD Mistura física entre ODG e β-CD 

OH. Radical hidroxila 

P.A. Pureza analítica 

pH Potencial hidrogeniônico 

Rf Fator de retenção 

RL Radical livre 

RMCD Metil-CD randomizada 

RMN 1H Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

RMN 13C Ressonância magnética nuclear de carbono 

rpm Rotação por minuto 

s Simpleto ou singleto 

SB-CD Sulfo-butil-éter-CD 

SNC Sistema nervoso central 

SNP Sistema nervoso periférico 

t Tripleto 

TAC Total de alterações cromossômicas 

TBA Ácido tiobarbitúrico 

TBARS Espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico 

TBHQ Terc-butil-hidroquinona 

TGA Análise termogravimétrica 

TG1 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol 

TG Termogravimetria 

TMS Tetrametilsilano 

TR Tamanho das raízes 



Trolox Ácido 6-hidróxi-2,5,8,7-tetrametilcromano-2-carboxílico 

TROPEN Trópico Ecotonal do Nordeste 

Tween 80 Monolato de polioxietilenosorbitano 

UFC Universidade Federal do Ceará 

UFPI Universidade Federal do Piauí 

UV-vis Ultravioleta e visível 

v/v Razão volume/volume 
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 INTRODUÇÃO 

 

O uso cada vez mais frequente de plantas ou ervas com fins terapêuticos na cura ou na 

prevenção de diversas enfermidades tem tornado o extrativismo desses vegetais uma escolha 

indispensável na agricultura nacional e na medicina popular ou tradicional. Nesse contexto, 

estão as plantas medicinais que são utilizadas em comunidades tradicionais, como remédios 

caseiros, sendo consideradas as matérias-primas para fabricação de fitoterápicos e outros 

medicamentos (LEÃO et al., 2007). Dentre as plantas medicinais cultivadas, boa parte são 

espécies exóticas, contudo, muitas espécies de plantas nativas têm seu uso amplamente aplicado 

pela população, baseado em pesquisas químicas e farmacológicas, ou no conhecimento 

tradicional pela população (SIMÕES et al., 2000). 

De acordo com Lopes e colaboradores (2005) planta medicinal é toda planta que ao ser 

administrada no organismo por qualquer via ou forma, exerça alguma ação terapêutica e que o 

tratamento feito com uso de plantas medicinais é denominado de fitoterapia. Os fitoterápicos 

são os medicamentos produzidos a partir dessas plantas e que são caracterizados pelo 

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

constância de sua qualidade. Dessa forma, a fitoterapia é caracterizada pelo tratamento com o 

uso de plantas medicinais e suas diferentes formas farmacêuticas, sem a utilização de princípios 

ativos isolados (SCHENKEL et al., 2003) permitindo assim que o ser humano se relacione com 

o ambiente buscando sempre conhecer o poder da natureza para ajudar o organismo na melhora 

de algumas funções fisiológicas como: restauração da imunidade enfraquecida, promover a 

desintoxicação e o rejuvenescimento (FRANÇA et al., 2008) dentre outros benefícios. 

Desde os primórdios da civilização, as espécies vegetais têm sido uma fonte de recurso 

ao alcance do homem, permitindo o acúmulo e o aprendizado baseado na experiência de 

informações sobre o ambiente através da observação constante dos fenômenos naturais com a 

finalidade de aprimorar as condições de alimentação e, sobretudo, na busca permanente da cura 

de muitas doenças, demonstrando assim uma estreita relação entre o uso de plantas medicinais 

e a sua própria evolução. Indícios do uso de plantas medicinais e tóxicas foram encontrados nas 

civilizações mais antigas, sendo considerada uma das práticas mais remotas utilizadas pelo 

homem para cura, prevenção e tratamento de doenças, servindo como importante fonte de 

compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al., 2007).  

Existem evidências do uso de extratos vegetais como remédios entre 4500 e 1600 a. C. 

(MIGUEL; MIGUEL, 2000; ROKAYA et al., 2010; ALLABI et al., 2011). Poderes milagrosos 
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eram atribuídos aos feiticeiros, pajés, xamãs, magos, curandeiros, dentre outros, que possuíam 

a chamada – sabedoria sobre o poder das drogas e/ou venenos. Através desse método tradicional 

tornou-se possível o acúmulo de conhecimento sobre o uso de plantas medicinais com fins de 

prevenção, tratamento e cura de diversos males; servindo de referencial e fonte inesgotável de 

novos compostos na busca de fitomedicamentos (CORRÊA et al., 2003, LEONTI et al., 2010). 

Até o século XIX, os recursos terapêuticos eram constituídos, na sua grande maioria, 

por plantas e extratos vegetais, sendo que os últimos representavam os medicamentos caseiros 

mais utilizados naquela época. O emprego desses extratos com fins terapêuticos era ancorado 

no conhecimento popular e científico. Nessa pespectiva, as plantas de caráter medicinal eram 

empregadas de variados modos e formas tais como: fornecedoras de substâncias ativas isoladas, 

como extratos totais, como extratos purificados ou selecionados, como droga íntegra na 

preparação de infusos ou decoctos (SIMÕES et al., 2000). Assim, os recursos terapêuticos 

disponíveis até o século XIX eram exclusivamente oriundos de plantas medicinais e extratos 

vegetais. No século XX, porém, iniciou-se a tendência de isolar os princípios ativos, ou seja, 

substâncias que tem atividades farmacológicas bastantes interessantes na terapia de diversas 

enfermidades. 

Nesse sentido, o Brasil por possuir a maior e mais rica biodiversidade do planeta, 

destaca-se por ser um país com maior potencialidade para pesquisa com espécies vegetais 

(NASCIMENTO, 2013). Segundo alguns pesquisadores, como Noldin e colaboradores (2006) 

e Nualkaew e colaboradores (2012), uma das famílias de plantas medicinais que vem 

despertando um amplo interesse na comunidade científica devido, sobretudo, as promissoras 

propriedades químicas e biológicas é a família Clusiaceae. Contemplando aproximadamente 

1000 espécies pertencentes a 47 gêneros, distribuídas em regiões de clima tropicais e 

subtropicais do planeta e um gênero que alcança as regiões de clima temperado. Sendo que em 

nove desses gêneros, cerca de 90 espécies os frutos são comestíveis (COSTA JÚNIOR, 2011a; 

BARROSO et al., 2002). Além disso, muitas destas espécies são comumente empregadas na 

medicina popular para tratamento de várias doenças tais como: dores, infecções, inflamações e 

no combate a úlceras (NOLDIN et al., 2006), dentre outras. 

As plantas do Nordeste do Brasil apresentam grande potencial terapêutico e muitas 

espécies já vem sendo descritas como fitoterápicas. O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), da 

família Clusiaceae, é uma planta bastante consumida, no Nordeste do Brasil, em doces e 

sorvetes. P. insignis é uma espécie madeireira e frutífera nativa da Amazônia oriental brasileira, 

ocorre espontaneamente em todos os estados da Região Norte do Brasil e no Mato Grosso, 

Maranhão e Piauí (CAVALCANTE, 1996). Os frutos dessa espécie têm grande aceitação nas 
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áreas de ocorrência natural da espécie, principalmente no Estado do Pará, que se constitui no 

maior produtor e principal consumidor. Estimativas indicam que somente na cidade de Belém-

PA, são comercializados, anualmente, sete milhões de frutos (SHANLEY; MEDINA, 2005). 

O óleo das sementes de P. insignis é usado para fazer sabão, tratar doenças de pele e 

fazer remédios cicatrizantes para ferimentos de animais e antiinflamatório. O látex, de 

coloração amarelo, extraído da árvore em algumas regiões é comumente utilizado para o 

tratamento de eczemas, vírus do herpes e outros problemas de pele (SHANLEY; MEDINA, 

2005).  

Nessa pespectiva, este trabalho foi dividido em 3 capítulos estruturados da seguinte 

forma. No capítulo 1, foi abortado a fundamentação teórica, onde na primeira parte, foram 

mostradas algumas informações sobre a espécie P. insignis bem como sua importância 

econômica, além disso, fez-se um apanhado geral sobre as propriedades biológico-

farmacológicas, assim como, os principais constituintes encontrados nesta espécie vegetal. Na 

segunda parte deste capítulo, foram abortados os antioxidantes e as doenças 

neurodegenerativas, enquanto que, na parte final da fundamentação teórica, foi explorado um 

pouco sobre as ciclodextrinas e complexo de inclusão. No capítulo 2, foi abortado o artigo 

científico, elaboração e caracterização do complexo de inclusão entre β-ciclodextrina e o 

anticolinesterásico 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol extraído das sementes de P. insignis, o qual 

foi publicado na Revista Journal of Molecular Struture. No capítulo 3, foi abortado o artigo 

científico intitulado, toxicidade, citotoxicidade, matugenicidade e modelos antioxidantes in 

vitro do 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol isolado do extrato hexânico das sementes de P. insignis, 

submetido à Revista Toxicology Reports.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

 

Elaborar e caracterizar complexo de inclusão entre substância extraída das sementes de 

P. insignis que com atividade anticolinesterásica com o carreador beta-ciclodextrina e testar 

propriedades farmacológicas da substância isolada.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

✓ Isolar constituinte químico a partir dos extratos das sementes do bacurizeiro (P. insignis) 

por técnicas como cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada;  

✓ Monitorar as frações dos extratos das sementes de P. insignis frente à acetilcolinesterase 

(AChE);  

✓ Elucidar a fórmula estrutural da substância isolada através das técnicas de Ressonância 

Magnética Nuclear de 1H e 13C (RMN 1H e RMN 13C) e espectroscopia de infravermelho 

(IV);  

✓ Testar os constituintes isolados das sementes de P. insignis frente à acetilcolinesterase 

(AChE); 

✓ Determinar quantitativamente a inibição da AChE no composto obtido; 

✓ Determinar o potencial antioxidante in vitro do composto isolado das sementes de P. 

insignis;  

✓ Analisar a toxicidade da substância isolada frente Artemia salina; 

✓ Avaliar os efeitos de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade da substância isolada 

frente a Allium cepa; 

✓ Avaliar a atividade larvicida do composto obtido frente as larvas do Aedes aegypti;   

✓ Elaborar complexo de inclusão a partir da substância isolada das sementes de P. insignis 

que seja anticolinesterásica com excipiente β-ciclodextrina; 

✓ Caracterizar o complexo de inclusão através de análises termogravimétrica (TG), 

calorimetria exploratória diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho (IV), difração 

de raios X (DRX), microscopia eletrônica de varredura (MEV) e ressonância magnética 

nuclear de hidrogênio (RMN 1H); 
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✓ Avaliar as propriedades de dissolução/liberação do composto anticolinesterásico obtido e 

de seu complexo de inclusão; 

✓ Estudar o perfil de solubilidade de fases da substância obtida a partir das sementes de P. 

insignis e do complexo de inclusão; 

✓ Determinar a constante de estabilidade aparente, a estequiometria e a eficiência de inclusão 

do complexo; 

✓ Analisar a viabilidade do complexo elaborado ser útil no desenvolvimento de um agente 

fitoterápico para o tratamento de doenças neurodegenerativas.   
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1.1 PROPRIEDADES FARMACOLÓGICAS DE EXTRATOS E COMPOSTOS 

ISOLADOS DE Platonia insignis MART. – UMA PERSPECTIVA PARA O 

DESENVOLVIMENTO DE FITOMEDICAMENTOS 

 

 (Capítulo 16 do livro ETHONOBOTANY Application of Medicinal Plants da editora 

CRC Press Taylor & Francis Group) 

 

 

1.1.1 Plantas medicinais 

 

A OMS (Organização Mundial de Saúde) define planta medicinal como sendo “todo e 

qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas com 

fins terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semi-sintéticos” (VEIGA JÚNIOR et 

al., 2005; CORP; PENDRY, 2013). A definição de acordo com Lopes e colaboradores (2005) 

é toda planta que administrada ao homem ou animal, por qualquer via ou forma, exerça alguma 

ação terapêutica. O tratamento feito com uso de plantas medicinais é denominado de fitoterapia. 

O uso de produtos naturais, provenientes principalmente da flora, com fins medicinais 

nasceu com o início da civilização. Indícios do uso de plantas medicinais e tóxicas foram 

encontradas nas civilizações mais remotas, esta prática foi considerada uma das mais antigas 

utilizada pela humanidade para cura, prevenção e tratamento de diversas enfermidades, 
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servindo, dessa forma, como uma potencial fonte de compostos biologicamente ativos 

(ANDRADE et al., 2007). Segundo Moraes e Santana (2001) as plantas medicinais 

representavam as mais remotas “armas” empregadas pelo homem no tratamento de doenças de 

todos os tipos, ou seja, a utilização de plantas da prevenção ou na cura de doenças é um costume 

que sempre existiu na história da humanidade.  

O conhecimento sobre plantas medicinais representava, muitas vezes, o único recurso 

com fins terapêuticos de muitas comunidades e grupos étnicos. As observações populares sobre 

a utilização e a eficácia de plantas medicinais de todo mundo, mantém em voga a prática do 

consumo de fitoterápicos, tornando válidas, dessa forma, as informações terapêuticas 

adquiridas durante muitos séculos (MACIEL et al., 2002).  Helfand e Cowen (1990) apontam 

que existem vários registros sobre a utilização das plantas no tratamento de doenças desde 4.000 

a. C.  

Segundo Araújo e colaboradores (2007) o conhecimento sobre as plantas de caráter 

medicinal sempre acompanhou a evolução da humanidade através dos tempos onde civilizações 

primitivas se aperceberam da existência, ao lado das plantas comestíveis, outras dotadas de 

toxicidade em graus variados que, ao serem experimentadas no combate às doenças, revelaram, 

ainda que empiricamente, a sua potencial propriedade de cura. Toda essa informação foi sendo, 

de início, transmitida oralmente às gerações posteriores e depois, com o aparecimento da 

escrita, passou a ser compilada e guardada como um tesouro precioso.  

Até o século XIX os recursos terapêuticos eram compostos predominantemente por 

plantas e extratos vegetais, isto é, as plantas medicinais e seus extratos constituíam a maioria 

dos medicamentos, que naquela época, pouco se diferenciavam dos remédios utilizados na 

medicina popular (SCHENKEL et al., 2003).  

Embora houve grande avanço na medicina a partir da segunda metade do século XX, as 

plantas ainda apresentam uma grande contribuição para a manutenção da saúde e alívio às 

enfermidades em países em desenvolvimento (SOUZA; FELFILI, 2006). Entre os principais 

motivos, encontram-se as condições de pobreza e a falta de acesso aos medicamentos, 

associados à fácil obtenção e tradição do uso de plantas com fins medicinais (VEIGA JUNIOR 

et al., 2005). A Organização Mundial de Saúde divulgou, no início da década de 1990, que 65-

80% da população dos países em desenvolvimento dependiam do uso das plantas medicinais 

como única forma de terem acessos aos cuidados básicos de saúde (VEIGA JÚNIOR et al., 

2005).  

Essa cultura do uso de plantas medicinais tem despertado interesse de pesquisadores, 

em estudos envolvendo áreas multidisciplinares, tais como, botânica, farmacologia e 
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fitoquímica, que em conjunto enriquecem os conhecimentos sobre a flora mundial. Dessa 

forma, diversas abordagens para a seleção de espécies vegetais têm sido apresentadas na 

literatura, dentre estas abordagens, as que despertaram maiores interesses são: a) abordagem 

randômica – que corresponde a escolha da planta sem qualquer critério, tendo neste caso, como 

fator crucial a disponibilidade da espécie vegetal; b) abordagem quimiotaxonômica ou 

filogenética – neste caso, a seleção da espécie está diretamente correlacionada com a ocorrência 

de uma dada classe química de substâncias em um gênero ou família e c) abordagem 

etnofarmacológica – onde a seleção da espécie se dá de acordo com o uso terapêutico, 

evidenciado por um determinado grupo étnico. As probabilidades de novas descobertas de 

substâncias inéditas, bioativas ou não, é, sem dúvida, maior na seleção randômica. A seleção 

etnofarmacológica, no entanto, favorece com maior probabilidade a descoberta de novas 

substâncias bioativas (MACIEL et al., 2002; BOUDJELAL et al., 2013). 

Nesse panorama nota-se um crescente interesse na utilização e pesquisa de plantas 

medicinais com fins terapêuticos, aliadas à boa aceitabilidade destes produtos no mercado 

farmacêutico e as altas cifras que circundam a comercialização de fitomedicamentos, observada 

nas últimas décadas (NOLDIN et al., 2006). Uma das famílias de plantas medicinais é a família 

Clusiaceae. 

 

1.1.2 Família Clusiaceae 

  

O Brasil, por deter a maior e mais rica biodiversidade do planeta, é o país que possui 

uma das maiores potencialidades para pesquisa com espécies vegetais. Uma das famílias de 

plantas pertencente a esta biodiversidade e que vem despertando grande interesse na 

comunidade científica devido, sobretudo, aos promissores resultados químicos e biológicos é a 

família Clusiaceae (NOLDIN et al., 2006; MULHOLLAND et al., 2013). 

A família Clusiaceae engloba em torno de 47 gêneros e um pouco mais 1000 espécies 

distribuídas, sobretudo, em regiões de clima tropical e subtropical do planeta. Possuindo, 

também, um gênero encontrado em regiões de clima temperado. Em nove desses gêneros, cerca 

de 90 espécies são de plantas cujos seus frutos são comestíveis (BARROSO et al., 2002; 

COSTA JÚNIOR, 2011a). Muitas destas espécies são empregadas na medicina popular para 

tratar danos como dor, processos infecciosos, inflamatórios e úlceras (NOLDIN et al., 2006).  

As plantas pertencentes a esta família possuem metabólitos secundários com importante 

atividade biológica. Clusiaceae engloba árvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econômico 

pela produção de frutos comestíveis, madeiras, produtos químicos de interesse farmacêutico e 
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tintas (LUSTOSA, 2012). Pesquisas relacionadas sobre a composição química das plantas desta 

família apontam que elas são ricas em xantonas e benzofenonas poliisopreniladas que foram 

isolados não só a partir das resinas, mas também, em outras partes da planta (PICCINELLI et 

al., 2009; COSTA JUNIOR, 2011a). Dentre as atividades biológicas conhecidas apresentam 

atividade antidepressiva, antioxidante, antifúngica, anti-HIV e antibacteriana.  

Estudos também mostram que as plantas pertencentes a família Clusiaceae consistem 

principalmente de cumarinas, xantonas, esteróides, triterpenos e flavonoides. Esta gama de 

substâncias naturais tem despertado um crescente interesse de muitos pesquisadores. Muitos 

destes metabólitos são dotados de importantes atividades biológicas, tais como, atividade 

antidepressiva, antioxidante, antifúngica, citotóxica, anti-HIV e antibacteriana (MONACHE et 

al., 1988; GUSTAFSON et al., 1992; NOLDIN et al., 2006; COSTA JÚNIOR, 2011a).  

 

1.1.3 Platonia insignis MART 

 

 O bacurizeiro é uma planta que pertence à família Clusiaceae, subfamília Clusioideae, 

gênero Platonia e espécie Platonia insignis Mart. (BRAGA, 1976). A termologia Platonia é um 

atributo a Platão, filósofo grego, e insignis, significa notável, insigne, importante, grande, ou 

seja, aquilo que chama bastante atenção, em referência a estrutura física e à utilidade da planta, 

bem como, ao tamanho, sabor e aroma do fruto (BARROSO et al., 2002; MOURA et al., 2007).  

O bacurizeiro é uma árvore frutífera de grande poste, com altura variando de 15 a 25 

metros e possuindo diâmetro de até 100 centímetros (CAVALCANTE, 1988). Esta árvore é 

oriunda da região amazônica do Brasil e Guiana, mas também é encontrada na Colômbia e no 

Paraguai, sempre ocorrendo em áreas abertas de vegetação rasteira, clareiras e, principalmente, 

na vegetação secundária, sendo raramente encontrada em floresta primária densa 

(CAVALCANTE, 1988; MOURÃO; BELTRATI, 1995; CHITARRA; CHITARRA, 2005; 

FONTENELE et al., 2010;). No Brasil, o centro de disseminação é o Estado do Pará, onde é 

encontrada ampla variação de forma e tamanho de frutos, rendimento e qualidade de polpa, 

além de outras características de interesse econômico; podendo também ser encontrado nos 

estados do Maranhão, Mato Grosso, Piauí e Goiás (FERREIRA et al., 1987; SILVA; 

DONATO, 1993; VILLACHICA et al., 1996; AGUIAR et al., 2008). No estado do Piauí, o 

bacurizeiro encontra-se em terrenos limitados ao Norte pelos municípios de Murici dos 

Portelas, Amarante e Palmeirais. É vulgarmente conhecido por “bacuri”, “bacuri-açu”, 

“pakoori”, e “wild mamme aple” na Guiana, “pakoelie” e “geelhart” no Suriname, “parcori” 

na Guiana Francesa e “matazona” no Equador (MOURÃO; BELTRATI, 1995). 
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 O bacuri é um fruto grande, arredondado, com casca grossa possuindo coloração 

amarelada como pode ser observado na Figura 1.1. Dentro da casca contém a polpa, de 

coloração esbranquiçada, sendo viscosa apresentando odores e sabores bastante agradáveis 

(FONTENELE et al., 2010). O fruto apresenta grande potencial, tanto sob o ponto de vista do 

seu processamento industrial, na preparação de sorvetes, cremes, refrescos, compotas e geleias; 

como para o consumo in natura (SILVA et al., 2010). Quando está em processo de maduração, 

ele exala um perfume suave e fragante, bastante rico em terpenos (ALVES; JENNINGS, 1979). 

 

Figura 1.1: Frutos e sementes de P. insignis. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

A quantidade de sementes por fruto, em geral, varia de uma a cinco, com predominância 

de duas a quatro sementes (VILLACHICA et al., 1996; CARVALHO et al., 1998). Em casos 

atípicos são encontrados frutos contendo até seis sementes (MOURÃO, 1992) ou ainda em 

outros casos sem a presença delas (CALZAVARA, 1970). De acordo com Teixeira e 

colaboradores (2005), o bacuri é um fruto não-climatérico, ou seja, só amadurece quando estão 

vinculados à planta e, na maior parte das árvores, os frutos caem quando estão maduros, de 

modo que a colheita desses frutos consiste em recolhê-los do solo (FAO, 1987). A expressão 

“bacuri” é de origem tupi que significa ― ba: “cair” e ― curi: “logo”, ou seja, o que cai assim 

que amadurece, indicando dessa forma que atingiu a maturação plena. Após esta fase eles não 

melhoram suas características sensoriais e nutricionais, embora um leve amolecimento e a perda 

de coloração verde possam ser notados (NAGY et al., 1990; SOUZA et al., 2001). 

A polpa tem sabor e odor bastante agradáveis, tem grande aceitação popular, tanto na 

forma “in natura” quanto no preparo de doces, tortas, compotas, sucos, geleias e sorvetes. A 
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casca também pode ser usada para fabricação de doces, cremes e sorvetes, aumentando o 

rendimento do fruto e consequentemente agregando valores. Esse processo deve ocorrer após a 

separação da resina existente nessa parte do fruto (AGUIAR, 2006). A procura cada vez mais 

crescente pelo fruto tem estimulado produtores a estabelecer áreas de cultivo. As sementes do 

bacuri não tem utilidade na alimentação, porém, podem ser usadas na produção de sabão ou 

produção da banha de bacuri. O processo de extração do óleo ocorre com grande dificuldade 

uma vez que as sementes são colocadas de molho em água por um longo período e depois são 

fervidas, sendo o óleo retirado da superfície da água fervente. A manteiga de bacuri dá um tom 

dourado à pele, em poucos minutos após sua aplicação, ela é absorvida e a pele fica com um 

toque aveludado, além de tirar manchas e diminuir cicatrizes (FERREIRA, 2008; MORAES; 

GUTJAHR, 2009; COSTA JÚNIOR, 2011a). 

  

1.1.4 Propriedades farmacológicas de Platonia insignis  

 

Espécies pertencentes à família Clusiaceae, como P. insignis, são importantes plantas 

medicinais bastante utilizadas na medicina popular brasileira, principalmente, para o tratamento 

de eczemas, herpes, doenças gastrointestinais, dermatite, esquistossomose, leishmaniose e 

malária. Estudos envolvendo as propriedades biológico-farmacológicas dessa espécie podem 

ser observados na literatura, sendo que, a maior parte desses estudos se concentram, sobretudo, 

nos extratos vegetais de suas sementes. Os extratos vegetais têm demonstrado atividade 

farmacológica importante como: antiinflamatória, antimalária, anti-hipertensiva, antidiabética, 

imunomoduladora-respiratória, antiviral, antitumoral, antidepressivo, antialérgica, efeitos 

antimutagênico e antioxidante (BILANDA et al., 2010; COSTA JÚNIOR et al., 2013a). 

Ademais estes extratos são bastante utilizados na medicina popular para tratamento de diversas 

doenças tais como: diarreia, problema de pele, dores de ouvido, picadas de aranhas e cobras, 

reumatismos, artrites e ainda como cicatrizante (MORAES; GUTJAHR, 2009; COSTA 

JÚNIOR et al., 2013a; COSTA JÚNIOR et al., 2013b). 

A “banha de bacuri” obtida do óleo das sementes comumente é usada na medicina 

popular como cicatrizante de queimaduras e no tratamento de doenças dermatológicas (AGRA 

et al., 2007). Em ensaios in vivo a banha demostrou potencial para acelerar a cicatrização de 

feridas de pele em ratos (SANTOS et al., 2013; FEITOSA et al., 2016). Popularmente a 

decocção de sementes é usada para tratar a diarreia, enquanto o óleo de semente é usado tanto 

contra picadas de aranha ou de cobra, quanto no tratamento de problemas de pele, otite, 

reumatismo e artrite (AGRA et al., 2008; MENDES et al., 2014)  
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Estudos farmacológicos demonstraram que a fração de acetato de etila das sementes de 

P. insignis possuiu potencial atividade anticonvulsivante em ratos induzida por pilocarpina 

(COSTA JÚNIOR et al., 2011b).  

Através da propriedade, leishmanicida, dos extratos das sementes de P. insignis deu 

origem a um pedido de patente (CITÓ et al., 2011), baseada nas atividades dos extratos 

hexânicos, diclorometano e acetato de etila, e sobretudo nas substâncias tautoméricas isoladas, 

garcinielliptona (Figura 1.2), as quais apresentaram uma potencial atividade leishmanicida 

frente às formas promastigotas de Leishmania amazonenses (COSTA JÚNIOR et al., 2013a; 

COSTA JÚNIOR et al., 2013b).  

 

Figura 1.2: Estrutura química do par tautomérico garcinielliptona (1/1a). 

 

Fonte: NASCIMENTO, 2013. 

 

Estudos que analisaram o perfil toxicológico do GFC em animais, após sua 

administração em camundongos swiss tratados por via oral e intraperitoneal mostraram que o 

composto não produziu efeitos tóxicos como evidenciado pela ausência de sinais de toxicidade 

ou mortalidade nos animais durante o período experimental. No entanto, estudo realizado por 

Prado e colaboradores (2017) onde foram investigados os efeitos citotóxicos, genotóxicos e 

mutagênicos do GFC, onde concentrações de GFC acima de 50 μg mL-1 foram citotóxicas em 

todos os tempos experimentais. Nenhuma concentração de GFC foi mutagênica ou genotóxica 

nos ensaios salmonella/microssoma e cometa. 
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A propriedade antioxidante in vitro do bacurizeiro vem sendo comumente reportada, 

através do sequestro de radicais livres. Apresentando dessa forma uma possível ação protetora 

contra o aparecimento e/ou desenvolvimento de processos degenerativos associados com vários 

tipos de doenças (RUFINO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011; COSTA JÚNIOR et al., 2013a). 

Estudos realizados por Santos Júnior e colaboradores (2010) permitiram sugerir uma 

potencial atividade cicatrizante para o óleo das sementes de P. insignis. Em seus experimentos 

usando “banha do bacuri” para cicatrizar feridas cutâneas na região dorsal de ratos. Os 

resultados mostraram que a banha foi eficiente no tratamento e que os animais tratados 

demonstraram reepitelização considerável.  

Mendes (2013) testou a atividade cicatrizante de uma formulação farmacêutica pastosa 

contendo o composto TG1, 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol (Figura 1.3), um triacilglicerol 

isolado do extrato hexânico das sementes de P. insignis em ratos wistar. As análises 

macroscópicas e histológicas das feridas dos ratos tratados com o creme contendo TG1 

demonstraram uma possível atividade cicatrizante do composto. 

 

Figura 1.3: Estrutura química do 1,3-distearoil-2-oleil-glicerol (TG1). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Estudos realizados por Mendes e colaboradores (2014) a fração acetato de etila das 

cascas do bacuri promoveu um poderoso efeito hipotensivo, relacionada aos receptores α-

adrenérgicos. 

Avaliação do potencial antioxidante in vitro do extrato hexânico das sementes de P. 

insignis e de seu complexo de inclusão com β-ciclodextrina contra a peroxidação lipídica 

(inibição da formação de TBARS); remoção do radical hidroxila, e na inibição da produção do 

radical nitrito in vivo, tanto o extrato quanto o complexo de inclusão foram capazes de inibir a 
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peroxidação lipídica reduzindo a quantidade de TBARS, do radical hidroxila e de produção de 

nitrito (NASCIMENTO et al., 2015).  

Resultados encontrados por Costa Júnior e colaboradores (2013b) indicaram que as 

frações de acetato de etila e diclorometano de semente de P. insignis apresentaram atividades 

antioxidantes in vitro, medidas por ensaios de ABTS e DPPH in vivo, medidas por efeitos 

protetores contra a citotoxicidade induzida por H2O2 em cepas de Saccharomyces cerevisiae; 

efeito leishmanicida e genotoxicidade em células V79 onde os compostos α-mangostina e γ-

mangostina são os responsáveis por essas ações. 

Outras atividades biológicas reportadas na literatura para as sementes de P. insignis são: 

antimicrobiana, frente às cepas de Saccharomyces cerevisiae; citotoxicidade em Artemia 

salina; efeito genotóxico, em fibroblastos de pulmão de hamster chinês (V79); efeito 

anticonvulsivante induzido por pilocarpina; cicatrizante; atividade anti-inflamatória e efeito 

estimulador no Sistema Nervoso Central (SNC) em camundongos (COSTA JUNIOR et al., 

2010; SANTOS JÚNIOR et al., 2010; COSTA JÚNIOR et al., 2011a; COSTA JUNIOR et al., 

2011b; COSTA JUNIOR et al., 2011c; COSTA JÚNIOR et al., 2013a; COSTA JÚNIOR et al., 

2013b). Na Tabela 1.1 mostra as atividades biológicas descritas na literatura para todas as partes 

do fruto do bacurizeiro. 

 

Tabela 1.1: Atividades biológicas das partes do fruto do bacurizeiro. 

Parte  Atividade biológica  Referências  

 

 

 

 

Sementes  

 

Diarreia, problema de pele,  

Dores de ouvido;  

Picadas de insetos, aranhas e cobras;  

Reumatismos e artrites;  

Cicatrizante; atividade leishmanicida;  

Antioxidante; Anti-inflamatória;  

citotoxicidade em Artemia salina;  

efeito genotóxico em fibroblastos de 

pulmão de hamster chinês;  

efeito anticonvulsivante induzidas por  

pilocarpina;  

Efeito protetor, reduzindo a 

peroxidação lipídica;  

Atividade anticonvulsivante;  

COSTA JÚNIOR et al., 2013a;  

COSTA JÚNIOR et al., 2013b  

COSTA JÚNIOR et al., 2011a; 

COSTA JUNIOR et al., 2011b; 

COSTA JUNIOR et al., 2010; 

SANTOS JÚNIOR et al.,2010; 

MORAES; GUTJAHR, 2009;  
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Efeito estimulador no SNC em 

camundongos.  

Polpa  Atividade antioxidante RUFINO et al., 2010. 

Casca do tronco  Tratamento de eczemas, vírus do 

herpes e tratamento de dermatites.  

SHANLEY; MEDINA, 2005  

 

Casca do fruto Atividade hipotensiva MENDES et al., 2014. 

Fonte: Adaptada de KLENICY et al., 2014. 

 

1.1.5 Composição química presentes em Platonia insignis  

  

P. insignis é uma espécie vegetal composta majoritariamente pelas classes de terpenos, 

xantonas e fenóis. Dessa forma, o interesse por essa espécie excede a indústria de alimentos 

devido ao potencial das atividades biológicas encontradas (YAMAGUCHI et al., 2014). O 

gênero Platonia é bastante abundante em diversas substâncias naturais (metabólitos) como 

xantonas (euxantonas), ácidos graxos, e triacilgliceróis (HILDITCH; PATHAK, 1949; 

ROBERTS, 1961; BENTES et al., 1986).  

Pesquisas recentes com a polpa da fruta de P. insignis detectaram a presença de ácido 

ascórbico (Quadro 1.1 (1)) e polifenóis como principais compostos bioativos (CLERICI; 

CARVALHO-SILVA, 2011). A classe das xantonas é responsável por diversas propriedades 

farmacológicas de grande importância, tais como: antitumorais, anti-inflamatória, 

antitrombótica, antimicrobiana e efeitos neurofarmacológicos, induzindo dessa forma a 

formação de neurites no tecido nervoso (MAK et al., 2000; HA et al., 2006). 

 Na investigação de componentes com atividade biológica ativa da família Clusiaceae, 

Costa Júnior e colaboradores, (2011b) pesquisaram componentes bioativos das sementes de P. 

insignis e isolaram um par de compostos tautoméricos de uma benzofenona poliisoprenilada, 

denominado Garcinialiptona (1/1a) (Figura 1.2). Estas substâncias foram identificadas por 

métodos espectroscópicos. Outro composto que também foi isolado a partir do mesmo extrato 

das sementes de P. insignis foi o triacilglicerol, 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol (Figura 1.3). O 

fruto desta espécie também é rico em β-caroteno (Quadro 1.1 (2)) (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 

2008). 

 Pesquisas fitoquímicas dos extratos hexânicos do pericarpo e extrato metanólico das 

sementes do bacupari, Garcinia brasiliensis, (espécie pertencente à mesma família do 

bacurizeiro) mostraram, respectivamente, a presença das benzofenonas preniladas, 7-

epiclusianona (Quadro 1.1 (3)) e guttiferona-A (Quadro 1.1 (4)). Tanto os extratos vegetais 
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como os compostos isolados foram apontados como sendo potenciais fitoterápicos para cura de 

doenças causadas por microorgnismos gram negativos (NALDONI et al., 2009). O  

acilfloroglucinol, que é uma classe de policíclico poliprenilado isolado da família Clusiaceae, 

tem despertado interesse de muitos pesquisadores, devido esta classe apresentar uma importante 

gama de propriedades farmacológicas: antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 1999), leishmanicida 

(PEREIRA et al., 2010), antidepressiva (CUESTA-RUBIO et al., 2002), antioxidante 

(CUESTA-RUBIO et al., 2002, CIOCHINA; GROSSMAN, 2006; CHEN et al., 2010), 

citotóxica (BAGGETT et al., 2005), antiretroviral (PICCINELLI et al., 2005), anti-inflamatória 

(WENG et al., 2004) e antitumoral (ZEISSER-LABOUÉBE et al., 2006; HENRY et al., 2009). 

Em estudos com a polpa do bacuri observou-se a presença de constituintes químicos 

com propriedades antioxidantes tais como: vitaminas C (ácido ascórbico), vitamina E 

(tocoferóis), flavonóides, antocianinas e polifenóis, além disso, foi verificada a presença de 

glutamina e ácido glutâmico (como aminoácidos majoritários). Sacarídeos (glicose, frutose e 

sacarose) e metais (Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn e Cu) foram observados em quantidades superiores 

aos encontrados em outras frutas originária da região amazônica, como araçá-boi e cupuaçu 

(ROGEZ et al., 2004; RUFINO et al., 2010). As análises nos estudos de compostos voláteis da 

polpa de P. insignis mostraram-se presença de alcoóis terpênicos, sendo o mais abundante o 

linalol (Quadro 1.1 (5)) (ALVES; JENNINGS, 1979; BOULANGER et al., 1999; ROGEZ et 

al., 2004; FRANCO; JANZANTTI, 2005). Nas cascas de P. insignis apresentaram alto teor de 

euxantona (Quadro 1.1 (6)) (1,3%), substância cristalina de cor amarela, com ponto de fusão de 

240 ºC e facilmente sublimável (ROBERTS, 1961). 

Nos estudos fitoquímicos das frações lipídicas das sementes de P. insignis foram 

verificados a presença de ácidos graxos como palmítico (Quadro 1.1 (7) (44,2%), palmitoléico 

(Quadro 1.1 (8)) (13,2%), esteárico (Quadro 1.1 (9)) (2,3%), oleico (Quadro 1.1 (10)) (37,8%) 

e linoleico (Quadro 1.1 (11)) (2,5%), além de 10% de tripalmitina (Quadro 1.1 (12)), indicando-

o como uma boa alternativa para a indústria oleífera (BENTES et al., 1986).  

Na fração de baixa polaridade das sementes de P. insignis foram detectadas a presença 

de diterpenos de esqueletos caurano e lábdano, caura-16-eno (Quadro 1.1 (13)) e ácido E-labda-

8(20),13-dieno-15,19-dióico (Quadro 1.1 (14)), respectivamente. Sendo que esses esqueletos 

diterpênicos são normalmente associados a atividades farmacológicas, uma vez que há relatos 

de atividade antibacteriana e anti-inflamatória para alguns diterpenos, como os encontrados em 

óleos fixos e resinas de espécies de copaíba (Copaifera sp.) e Eperua (LEANDRO et al., 2012). 

Na fração de média polaridade, analisada por cromatografia em fase gasosa acoplada a 

espectrômetro de massas (CG-EM), foram detectadas presenças das xantonas: 1,3,5,6-



45 

CAPÍTULO 1 

Antonio do Nascimento Cavalcante 

tetraidroxi-2,2-(2-metilbuta-3-eno-2-il)-7-(3-metilbuta-2-enil)-xantena-9-ona (Quadro 1.1 

(15)) (gama mangostina), em associação com 1-hidróxi-3,5,6-trimetoxi-xantena-9-ona (Quadro 

1.1 (16)) e 1,3,6-triidróxi-7-metóxi-2,8-bis-(3-metilbuta-2-enil)-xantena-9-ona (Quadro 1.1 

(17)) (COSTA JÚNIOR et al., 2012). 

As substâncias voláteis presentes na P. insignis concentram-se basicamente na casca. 

Através da extração por fluido supercrítico da casca foram detectados os seguintes compostos: 

como os ácidos graxos: palmítico, oleico, linoleico, linolênico, esteárico, caprílico e mirístico; 

já os álcoois encontrados foram: linalol, 3,7-dimetil-octa-1-eno-3,7-diol e o terpineol; além do 

óxido de linalol; éter eugenol; os seguintes hidrocarbonetos: bisaboleno, 2-metilheptano e 

nonacosano, bem como, o citrato de trimetila (MONTEIRO et al., 1997). 

Na Tabela 1.2 mostra as propriedades farmacológicas dos principais compostos 

bioativos isolados a partir da Platonia insignis.  

 

Tabela 1.2: Propriedades farmacológicas dos principais compostos bioativos de Platonia 

insignis.  

Compostos bioativos  Propriedades farmacológicas Referências 

Xantonas Antitumoral 

Antiinflamatória 

Antitrombótico 

Antimicrobiana 

Neurofarmacológicas 

(ROBERTS, 1961) 

(MAK et al., 2000) 

(HA et al., 2006) 

Ácidos graxos Acelera cicatrização (CALDER, 2003) 

(CARDOSO et al., 2004) 

(HATANAKA; CURI, 2007) 

(COSTA JÚNIOR et al., 2011a) 

Acilfloroglucinol 

policíclico 

poliprenilado 

Antimicrobiana 

Leishimanicida 

Antidepressiva 

Antioxidante 

Citotóxica 

(OLIVEIRA et al., 1999) 

(PEREIRA et al., 2010) 

(CUESTA-RUBIO et al., 2002) 

(CIOCHINA; GROSSMA, 

2006) 

(CHEN et al., 2010) 

(BAGGETT et al., 2005) 

Euxantona Antiretroviral 

Antiinflamatória 

(PICCINELLI et al., 2005) 

(WENG et al., 2004) 
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Antitumoral 

Efeito pró-oxidante ao DNA 

(ZEISSER-LABOUEBE et al., 

2006) 

(HENRY et al., 2009) 

(WU et al., 2008) 

Garcinielliptona FC Antiinflamatória 

Vasodilatadora 

Promotor de neurite 

Ação antioxidante in vitro 

pelos métodos TBARS, 

sequestro de radicais 

hidroxilas (OH.) e óxido 

nítrico (NO.) 

Atividade citotóxica 

Leishmanicida 

(HARBORNE et al., 1999) 

(FANG et al., 2006) 

(HA et al., 2006) 

(NAIDU et al., 2007) 

COSTA JÚNIOR et al., 2013a; 

COSTA JÚNIOR et al., 2011a. 

TG1 Ação inibidora da 

acetilcolinesterase 

Cicatrizante 

SANTOS, 2012;  

FEITOSA et al., 2016. 

MENDES, 2013. 

Fonte: Adaptada de SANTOS et al., 2013. 

 

 No Quadro 1.1 mostra as estruturas químicas de alguns dos constituintes presentes na 

Platonia insignis (bacurizeiro).   

 

Quadro 1.1: Estruturas de compostos encontrados em Platonia insignis. 

 

(1) 

 

(2) 
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(3) 
 

(4) 

 

(5) 

 

 

(6) 

 

(7) 

 

(8) 

 

(9) 

 

(10) 

 

(11) 
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(12) 

 

 

 

(13)  

(14) 

 

(15) 

 

 

(16) 

  

(17) 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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1.2 OS ANTIOXIDANTES E AS DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 

 

 (Capítulo 9 do livro ANTIOXIDANTES aspectos químicos, farmacológicos e 

terapêuticos da editora Átomo) 

 

 

 

1.2.1 Introdução  

  

A oxidação pode ser definida como um processo metabólico que leva à produção de 

energia necessária para a realização das atividades essenciais das células. Contudo, o 

metabolismo do oxigênio nas células vivas leva também à formação de radicais livres 

(MCCORD, 1994; ADEGOKE et al., 1998). Agentes oxidantes são substâncias produzidas pelo 

metabolismo normal do corpo e, se não controlados, podem provocar danos extensivos. Uma 

ampla definição de antioxidante é qualquer substância que, presente em baixas concentrações 

quando comparada a do substrato oxidável, atrasa ou inibe a oxidação deste substrato de 

maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).  

O stresse oxidativo é definido como a situação na qual a formação de espécies reativas 

excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do organismo, tendo 

como consequência o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipídios, proteínas). Estes 
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danos, quando não reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula e levando-a 

morte por apoptose ou necrose (HALLIWELL, 2001). Estudos apontam que o stress oxidativo 

tem sido associado ao desenvolvimento de muitas doenças neurodegenerativas (Alzheimer, 

Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotrófica). Considerando a importância dos agentes 

antioxidantes, bem como o stresse oxidativo nas doenças neurodegenerativas, os próximos 

tópicos têm como propósito abordar os antioxidantes em diferentes modelos de doenças 

neurodegenerativas. 

 

1.2.2 Radicais livres 

 

 As moléculas orgânicas e inorgânicas, assim como, os átomos que tem um ou mais 

elétrons desemparelhados que possuem existência independente podem ser classificados como 

radicais livres (RL) (HALLIWELL, 1994). A presença dos radicais é crítica para a manutenção 

de muitas funções fisiológicas normais (POMPELLA, 1997). Algumas espécies reativas estão 

mostradas na Tabela 1.3. 

 

Tabela 1.3: Principais tipos de espécies reativas. 

Radical Nome do radical 

1O2  Oxigênio singlete 

O2
- Radical superóxido 

ROO. Radical peroxila 

RO. Radical alcoxila 

OH·  Radical hidroxila 

HOO. Radical hidroperoxila 

NO·  Óxido nítrico 

ONOO-  Peroxinitrito 

Q·  Radical semiquinona 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Os RL podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na membrana e o seu alvo 

celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA) está relacionado com o seu sítio de formação 

(ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON, 1997). Entre as principais formas reativas de oxigênio 

o radical superóxido (O2
-) apresenta uma baixa capacidade de oxidação, o radical hidroxila 
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(OH.) mostra uma pequena capacidade de difusão e é o mais reativo na indução de lesões nas 

moléculas celulares. O peróxido de hidrogênio, H2O2, não é considerado um radical livre 

verdadeiro, porém, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de 

DNA por meio de reações enzimáticas (ANDERSON, 1996). 

O desemparelhamento de elétrons faz dos RL moléculas altamente instáveis que se 

multiplicam em cascata, com meia-vida curtíssima, sendo quimicamente muito reativas e são 

interceptados de dois modos: pela ação dos agentes antioxidantes endógenos ou exógenos; ou 

pelo mecanismo de oxi-redução, quando dois radicais livres se ligam entre si (OLSZEWER, 

2008). Esses RL cujo elétron encontra-se centrado nos átomos de oxigênio e nos átomos de 

nitrogênio são denominados, respectivamente, de espécies reativas de oxigênio (ERO's) e 

espécies reativas de nitrogênio (ERN’s).  

 No organismo, os radicais livres, encontram-se envolvidos com a produção de ATP, no 

processo de fagocitose, na regulação do crescimento celular, entre outros (ABRAHÃO et al., 

2010). Naturalmente a produção de RL ocorre como um processo fisiológico. Contudo, em 

determinadas condições, pode ocorrer um aumento na produção de ERO’s, levando ao stresse 

oxidativo, durante o qual algumas destas espécies reativas, tais como o radical superóxido (O2
-

), radical hidroxila (OH.) e peróxido de hidrogênio (H2O2), podem produzir danos ao organismo 

como a lipoperoxidação de lipídios insaturados das membranas celulares (LEMOS, 2006). 

 Devido a alta reatividade e a elevada instabilidade dos RL, faz com que eles participam 

de reações com substâncias químicas orgânicas e inorgânicas, proteínas, lipídeos, carboidratos, 

particularmente moléculas importantes nas membranas celulares e ácidos nucléicos (LEMOS, 

2006). 

 Há diversos estudos indicando que os RL agem acelerando o processo degenerativo e a 

perda da estabilidade celular, provocando situações adversas ao organismo e seus tecidos, 

favorecendo dessa forma a perda da homeostasia do meio interno (OLSZEWER, 2008). 

 

1.2.3 Os antioxidantes 

 

Antioxidantes são definidos como qualquer substância que, presente em baixas 

concentrações quando comparadas a do substrato oxidável, atrasa ou inibe a oxidação deste 

substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995; BIANCHI; ANTUNES, 1999; CONI et al., 

2005). De outra maneira, os antioxidantes, são substâncias que retardam ou minimizam a 

formação de peróxidos, aldeídos, cetonas, dímeros e polímeros, durante o processo de oxidação. 

Estas substâncias atuam retardando a etapa inicial da autoxidação (fomação de radicais livres), 
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removendo-os do meio, e da propagação na fotoxidação que corresponde à formação de 

hidroperóxidos. Isso ocorre devido aos derivados fenólicos estabilizarem o radical livre por 

deslocalização de elétrons π (pi) no anel aromático (efeito de ressonância), impedindo dessa 

forma a propagação de reações radicalares oxidativas no meio (LITWINIENKO et al., 1999). 

Os antioxidantes, portanto, é um conjunto heterogêneo de substâncias formado por vitaminas, 

minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que bloqueiam o 

efeito danoso dos radicais livres, formados nas reações metabólicas ou por fatores exógenos, 

ao organismo. A geração de RL, fisiológica ou não, é normalmente equilibrada pela ação dos 

antioxidantes endógenos e exógenos (PEREIRA; CARDOSO, 2012). 

 Antioxidantes endógenos são aqueles produzidos dentro do próprio organismo que se 

classificam em enzimáticos (superóxidos dismutases citoplasmática e mitocondrial, catalase, 

glutationaperoxidase, glutationaredutase) e não enzimáticos (glutationa, ácido lipóico, 

albumina, ubiquinona, metalotioneínas, transferrina, ceruloplasmina). Antioxidantes exógenos 

ou dietéticos são aqueles adquiridos por meio da ingestão alimentar (ácido ascórbico, tocoferol, 

carotenóides, compostos fenólicos e demais metabólitos secundários vegetais, zinco, cobre, 

selênio e magnésio) e juntos promovem reciclagem e reações de regeneração que otimizam a 

proteção contra os radicais livres (SHAHIDI; HO, 2007).  

 De modo geral, os antioxidantes podem ser classificados, como sintéticos e naturais. 

Estes são subdivididos em: primários, sinergistas, removedores de oxigênio, biológicos, agentes 

quelantes e antioxidantes mistos (RAMALHO; JORGE, 2006). 

Dentre os diversos antioxidantes sintéticos (Figura 1.4), os mais utilizados na indústria 

são os polifenóis como 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), 3-terc-butil-4-metoxifenol 

(BHA), ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico-propil galato (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHQ).  
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Figura 1.4: Antioxidantes sintéticos derivados de fenóis. 

OH OH

OCH3

OH

HO OH

COOCH3

OH

OH

PG  TBHQ

BHT BHA

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

O efeito da substituição sobre a atividade do anel fenólico tem sido alvo de vários 

estudos. A eficiência de um fenol como inibidor de oxidação é notoriamente aumentada pela 

substituição de grupos alquílicos volumosos, usualmente terc-butil, na posição orto, e também 

pela substituição de um grupo alquílico (atualmente o metil), na posição para (RAMALHO; 

JORGE, 2006). Com isso, aumenta a facilidade de remoção do átomo de hidrogênio pela doação 

do seu elétron, ajudando a estabilizar o radical então formado, bloqueando as reações 

subsequentes. Esses grupos também reduzem a oxidação direta do fenol pelo oxigênio que pode 

diminuir a vida efetiva do inibidor. 

Segundo Bors e colaboradores (2005), o BHT tem a melhor ação antioxidante em 

relação aos demais antioxidantes essa melhora se deve à presença de grupos ativadores no anel 

aromático, orto e para substituídos, contribuindo para uma melhor deslocalização de elétrons 

e consequente estabilização de radicais livres, formados nos processos oxidativos. 

Dentre os principais antioxidantes fenólicos naturais, encontram-se os tocoferóis 

(Figura 1.5) e os flavonóides.  
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Figura 1.5: Antioxidantes naturais: A (α-tocoferol); B (β-tocoferol); C (γ-tocoferol) e D (δ-

tocoferol). 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

 

1.2.4 Defesas proporcionadas pelos antioxidantes 

 

A produção de forma contínua de radicais livres a partir de processos metabólicos, 

acarretou o desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante com vistas a limitar essa 

produção em níveis intracelulares e barrar a indução de danos (SIES; STAHL, 1995).  

Com isso, os antioxidantes desempenham função em diversos níveis de proteção do 

organismo, como, um dos primeiros mecanismos de defesa em relação aos radicais livres é 

evitar a sua formação, especialmente, no processo de inibir reações em cadeia com o ferro e o 

cobre (BIANCHI; ANTUNES, 1999).  
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Ainda, segundo Bianchi e Antunes (1999) outra forma de proteção, diz respeito à 

intercepção de radicais livres que são gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exógenas, 

barrando seu ataque aos lipídeos, aminoácidos das proteínas, a ligação dupla dos ácidos graxos 

polinsaturados e as bases do DNA, impedindo a geração de lesões e perda da integridade 

celular.  

Por fim, pode ocorrer também o processo de reparo causado pela ação de radicais livres. 

Esse fato relaciona-se com a remoção de danos na molécula de DNA e a reconstituição de 

membranas celulares danificadas. Essa proteção pode ocorrer até mesmo na própria adaptação 

do organismo como forma de resposta a geração de radicais livres durante o aumento da síntese 

de enzimas antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Com a finalidade de manter a 

integridade celular contra possíveis ataques de RL, os organismos vivos desenvolveram 

sistemas de defesa denominados antioxidantes. Dentre os sistemas de defesas pode-se destacar:  

 

1.2.4.1 Sistema enzimático  

 

Estes tipos de sistema correspondem os antioxidantes preventivos que estão 

relacionados em um mecanismo de proteção contra a etapa de iniciação de reações dos radicais 

livres. São exemplos desses sistemas: superóxido desmutase, catalase, sedependente glutationa 

peroxidase (GPX), fosfolipídeo hidroxiperoxidase glutationa peroxidase (PHGPX) e se-

independente glutationa peroxidase (citosólica e microssomal glutationa transferase) (PÔRTO, 

2001). 

O mecanismo de defesa primária contra superóxido é dado pela superóxido desmutase 

(SOD), onde ela eficientemente catalisa a conversão de dois radicais O2
.- em H2O2 e O2. Existem 

três diferentes formas de SOD: citosólica Cu/ZnSOD, mitocondrial MnSOD e outra de elevada 

massa molecular em fluidos extracelulares. O peróxido de hidrogênio, H2O2, formado por 

desmutação do radical O2
- ou então gerado por atividade enzimática sendo antioxidado por uma 

cooperação de catalase e GPX. A catalase atua decompondo o H2O2 em H2O e O2 (PÔRTO, 

2001). 

 

1.2.4.2 Sistema não-enzimático 

 

Estes sistemas estão envolvidos na proteção contra a etapa de propagação de reações 

oxidativas em cadeia. São constituintes desses sistemas: a substância lipofílica α-tocoferol, 

coenzima Q reduzida (ubiquinol), glutationa hidrofílico, ascorbato e ácido úrico. O mecanismo 
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de proteção também pode ser dado através do sequestro de íons metálicos e proteínas 

carreadores, tipo hemopexina e haptglobulina (heme-livre e heme-proteínas) (PÔRTO, 2001). 

A reação em cadeia envolvida na lípide-peroxidação é bloqueada pelo α-tocoferol, o 

qual doa um átomo de hidrogênio para o radical peroxila, ROO. para formar radical α-tocoferol, 

que é menos reativo e pode ser reduzido de volta para α-tocoferol por um grande número de 

compostos biológicos, incluindo ascorbato, GSH e ubiquinois. Ascorbato também remove um 

grande número de radicais livres, reagindo não cataliticamente e diretamente com O2
-, HO., 

ROO., e GSH reage com H2O2, O2 e OH. e também contribui para metabolismo xenobiótico e 

preservação de ascorbato (PÔRTO, 2001). 

 

1.2.5 Mecanismos de reparo 

 

Neste mecanismo de defesa incluem sistema reparador de DNA e sistema reparador de 

proteínas lesadas. As enzimas envolvidas neste mecanismo de reparação de DNA são DNA-

glicosilase, DNA AP endonuclease, DNA ligase. Estas enzimas agem por excisão ou por 

recombinação. Em adição, a ativação de polissintase (ADP-ribose) promove também reparação 

de DNA. Entretanto, seu excesso levará a um mecanismo de resposta, a morte celular, com 

extensa lesão ao DNA. Sistemas proteolíticos, que reconhecem proteínas danificadas, estão 

presentes tanto em citosol assim como em mitocôndria de células de mamíferos (PÔRTO, 

2001). 

 

1.2.6 Doenças neurodegenerativas 

 

As chamadas doenças neurodegenerativas (DN) englobam diferentes patologias onde se 

observa a perda de células do sistema nervoso e a formação de agregados proteicos, culminando 

em perda funcional (ataxia) ou em demência (BARNHAM et al., 2004; UTTARA et al., 2009). 

A doença de Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotrófica são exemplos de 

DN. Essas patologias apresentam como principais características a perda gradual e irreversível 

da estrutura e/ou função dos neurônios em várias regiões cerebrais (FREITAS; OLIVEIRA, 

2015). A incidência dessas doenças aumenta com o aumento da expectativa média de vida 

(GIORDANO et al., 2014). A neurodegeneração é resultante de uma complexa rede de 

processos fisiopatológicos que atuam ao longo de um período de tempo extenso. Desta forma, 

as manifestações características das DN surgem décadas após o seu início, o que dificulta o seu 

diagnóstico no início e permite apenas uma intervenção terapêutica paliativa (DUPUIS, 2014).  
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Mecanismos bioquímicos e vias intracelulares responsáveis pela neurodegeneração do 

sistema neuronal têm sido, cada vez mais, áreas de grande interesse de vários grupos de 

pesquisas e embora as DN apresentem patologias específicas, todas apresentam mecanismos 

comuns como agregação de proteínas (JUCKER; WALKER, 2013), danos oxidativos, 

alterações na homeostase, neuroinflamação (HENEKA et al., 2014), autofagia (NIXON, 2013), 

apoptose e danos mitocondriais (CHATURVEDI; FLINT BEAL, 2013) que podem contribuir 

para a perda no sistema neuronal (Figura 1.6).  

Considerando estes mecanismos, diversos trabalhos na última década têm reforçado a 

hipótese sobre a necessidade do desenvolvimento de terapias neuroprotetoras que alvejam cada 

um desses mecanismos para evitar a necrose das células nos sistemas neuronais (NIEOULLON, 

2011). 

 

Figura 1.6: Mecanismos que levam a perda do sistema neuronal. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

A região cerebral e os tipos de células neuronais afetadas desenvolvem um conjunto de 

características comportamentais e alterações cognitivas e/ou motoras específicas para cada 

doença como os neurônios corticais na doença de Alzheimer (MARTORANA et al., 2013), a 

degeneração lombar fronto-temporal e os neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo na doença 

de Parkinson (JIN et al., 2014), a morte de células nos gânglios basais, tálamo e córtex cerebral 

e os neurônios motores superiores e inferiores na esclerose lateral amiotrófica (FOERSTER el 

al., 2013). Assim, essas patologias, podem ser classificadas como perturbações de cognição e 
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memória ou movimento e ambas as características podem frequentemente coexistir em uma 

única doença neurodegenerativa. 

 

1.2.7 Evidências do uso de antioxidantes em neurodegeneração 

 

Várias pesquisas vêm sendo desenvolvidas relacionando o efeito de antioxidantes em 

doenças neurodegenerativas. Alguns resultados de pesquisas com essa abordagem são 

apresentados a seguir. 

Estudos realizados por Etminan e colaboradores (2005) sugeriram que a redução ao 

risco da doença de Parkinson pode ser feita pela ingestão de vitamina E, C e carotenoides. 

Weber e Ernst (2006) relataram que o efeito neuroprotetor dos antioxidantes é limitado no 

tratamento da doença de Parkinson e que mais pesquisas nessa área precisam ser realizadas.  

Enquanto pesquisas realizadas por Crichton e colaboradores (2013) sugeriram que 

ensaios clínicos futuros são imprescindíveis para a elucidação dos efeitos de uma alta ingestão 

de antioxidantes na dieta tanto em relação ao funcionamento cognitivo quanto as doenças 

neurodegenerativas.   

Para Huang e colaboradores (2013) os produtos naturais surgem como fontes de novas 

pistas para o tratamento da doença de Alzheimer. Sendo também os flavanóides sugeridos como 

possíveis inibidores da acetilcolinesterase e podem ser utilizados na terapêutica como 

promissores no tratamento de doenças neurodegenerativas (CORNELLI, 2010; HUANG el al., 

2013).  

No entanto, há pesquisas que demonstram que não existe nenhuma relação no 

tratamento utilizando antioxidantes e a sua proteção contra a neurodegeneração. Como nas 

pesquisas realizadas por Crichton e colaboradores (2013) que sugeriram que não existe 

nenhuma correlação entre a ingestão de forma habitual de antioxidantes em dietas para que haja 

um melhor desempenho cognitivo ou possível risco de redução da demência. Recentemente 

ensaios clínicos utilizando uma fórmula nutricional contendo o α-tocoferol mostraram que não 

houve melhora significativa no processo de desempenho cognitivo (URIARTE-PUEYO; 

CALVO, 2011).  

Estudos realizados por Frank e colaboradores (2012) tem revisto o efeito de tocotrienóis 

como fontes dietéticas utilizadas em neuroproteção, contudo, essas informações ainda são 

escassas. Essas pesquisas têm reportado que a vitamina E (orto-tocoferol) podem prevenir a 

doença de Alzheimer, porém, essas pesquisas ainda não conseguiram demonstrar de forma 

convincente sua eficácia de forma clínica.  
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Pesquisas realizadas por Dysken e colaboradores (2014) mostraram que a doença de 

Alzheimer pode ser tratada com α-tocoferol. De forma recente, pesquisas sugeriram que o γ-

tocoferol pode ser benéfico no tratamento da doença de Alzheimer se comparado com o α-

tocoferol. Estudos iniciais utilizando a vitamina E com a coenzima Q10 mostraram efeitos 

neuroprotetores em pacientes com doença de Parkinson, sendo ainda, necessários novos estudos 

(MORRIS et al., 2015). 

Estudos utilizando a vitamina E em animais e modelos in vitro forneceram evidências 

de efeitos neuroprotetores. A suplementação com vitamina E em patologias neurodegenerativas 

já é utilizada em práticas clínicas (BERMAN; BRODATY, 2004; MORRIS et al., 2015). 

Contudo, ainda não existem respostas de forma convincente da prescrição do tocoferol para o 

tratamento de doenças neurodegenerativas (SINGH, 2015).  

Casani e colaboradores (2013) demonstraram que a utilização de suplementação com 

antioxidantes usando o modelo Drosophila poderia prevenir o dano oxidativo da doença de 

Parkinson. Pesquisa in vivo e in vitro mostrou que antioxidantes podem prevenir danos neurais 

provocados por processos oxidativos na doença de Parkinson (CHANG et al., 2005).  

As pesquisas de Hagl e colaboradores (2015) reportaram que a utilização do farelo de 

arroz, que é rico em tocoferol e tocotrienóis, mostraram efeitos benéficos na função 

mitocondrial, sendo promissor na prevenção da doença de Alzheimer. Seus estudos ainda 

reportaram que pacientes com doença de Alzheimer mostraram que houve a diminuição de 

vitamina E, o que pode estar relacionado ao seu envolvimento com essa doença.  

Avaliações clínicas mostraram que a suplementação de α-tocoferol diminui a γ-tocoferol 

reduzindo o risco da doença de Alzheimer em idade avançado (MANGIALASCHE et al., 

2010). Pesquisas utilizando modelo experimental da doença de Alzheimer mostraram que a 

suplementação com vitamina C pode oferecer efeitos neuroprotetores (MANGIALASCHE et 

al., 2011; KOOK et al., 2014). Outras pesquisas reportam que a combinação de vitamina C e E 

podem oferecer efeitos neuroprotetores quando foi utilizado ratos transgênicos com doença de 

Alzheimer (HARRISON et al., 2009; KENNARD; HARRISON, 2014).  

Alguns estudos também reportam que os flavanóides podem ser utilizados como agentes 

terapêuticos para a aprendizagem, memória, desempenho neurocognitivo e doença de 

Alzheimer (ZHANG et al., 2002; VAUZOUR, 2014). Estudos recentes também têm 

demonstrado os efeitos benéficos dos flavonóides na doença de Alzheimer utilizando animais 

e modelos experimentais in vitro (JONES et al., 2012; BAPTISTA et al., 2014; CHOI et al., 

2014; COX et al., 2015).   
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Outros estudos recentes ainda sugerem que a indução de flavonóides podem diminuir a 

atividade da acetilcolinesterase, utilizando um modelo experimental para a doença de 

Alzheimer (LI et al., 2013; KIMURA et al., 2013; XIAO et al., 2013; MOGHBELINEJAD et 

al., 2014). Pesquisas utilizando um modelo celular para doença de Alzheimer mostrou que 

flavonóide ofereceu proteção através da antioxidação, proteção mitocondrial e inativação do 

sinal da MAPK, porém, novos estudos precisam ser realizados (ZHANG et al., 2014).  

 

1.2.8 Doença de Alzheimer 

 

A base histopatológica da doença de Alzheimer (DA) foi apresentada pela primeira vez 

em 1906, na Alemanha, em uma paciente de 51 anos, pelo professor e neuropatologista, Alóis 

Alzheimer. Ele observou que nas placas senis (agregados de proteína beta-amilóide), da 

paciente em estudo, havia um amaranhado neurofibrilares, hoje associados à mutação da 

proteína tau, no interior dos neurotúbulos. Estas duas evidências patológicas permitiram o 

professor caracterizar este quadro clínico como distinto de outras patologias do cérebro, vindo 

a dar o nome de Alzheimer, a doença por ele estudada pela primeira vez. Atualmente, se sabe, 

que as primeiras alterações microscópicas associadas a esta doença são os depósitos chamados 

amiloides ao lado de anormalidades denominadas, amaranhados neurofibrilares (Figura 1.7), os 

quais se desenvolvem dentro dos neurônios (MACHADO, 2006). Na Figura 1.7 observa-se a 

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

placas são 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). 

Hoje em dia, Alzheimer, é a forma neurodegenerativa mais comum de demência e 

caracterizada fisicamente pela atrofia da massa encefálica, sobretudo, no hipocampo, além de 

apresentar características psico-sociais, como, dificuldades em memorizar situações cotidianas, 

lentidão de pensamentos, gradual perda das habilidades de raciocinar, dificuldades de 

linguagens e consequentemente exclusão social (MACHADO, 2006). Outros sinais da DA são, 

perda da memória de fatos recentes, dificuldade na execução das atividades domésticas e 

manuais, problemas em encontrar a palavra certa, desorientação, alteração da capacidade de 

apreciação e raciocínio, dificuldade em fazer contas, colocar as coisas nos lugares errados, 

alterações do comportamento e perda de iniciativa.   
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Figura 1.7: Diferença entre células normais e células com Alzheimer. 

 

Fonte: Adaptada de FEITOSA, 2015. 

 

De outra maneira, a doença de Alzheimer é uma forma de demência que é caracterizada 

por um declínio geral em todas as áreas da atividade mental, não sendo uma característica 

apenas da velhice nem sequer um destino inelutável. Os sintomas podem aparecer em qualquer 

idade, porém, é mais comum em idosos com mais de 65 anos (BIRD, 1998). No último século 

com o aumento considerado de idosos, também houve um aumento no número de doenças 

caracterizadas pela demência, preocupando cada vez mais os profissionais envolvidos na área 

da saúde, pois se vê a necessidade urgente do controle dos sintomas e otimização diagnóstica, 

na tentativa de garantir uma boa qualidade de vida a estes idosos.  

Na Figura 1.8 observa-se duas imagens justapostas: da esquerda representa o cérebro de 

uma pessoa normal e da direita, o cérebro de um portador da DA em estágio avançado. 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 1.8: Demonstração em corte de um cérebro saudável e com Alzheimer. 

 

Fonte: Adaptado de FEITOSA, 2015. 

 

1.3 ENZIMA ACETILCOLINESTERASE (AChE) 

 

 Acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsável por hidrolisar o neurotransmissor 

acetilcolina (ACh) nas sinapses no sistema colinérgico. Nestas sinapses a acetilcolina age 

transmitindo a mensagem de um neurônio a outro. As sinapses colinérgicas estão amplamente 

distribuídas no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP), sendo 

importante para a manutenção de inúmeras funções fisiológicas humanas (WESTFALL; 

WESTFALL, 2006). 

A anatomia do sistema colinérgico corresponde a uma porção autônoma do SNP. O 

sistema colinérgico é caracterizado pela presença das sinapses que têm como neurotransmissor 

a ACh. As sinapses colinérgicas não são encontradas apenas nessa parcela do SN, mas também, 

no SNC, na parte somática do SNP e nas junções ganglionares do sistema adrenérgico 

(WESTFALL; WESTFALL, 2006). 

Na fenda sináptica a AChE é a enzima responsável por degradar a acetilcolina, uma 

molécula simples, que possui um grupo éster e uma amina quaternária. Sendo que no neurônio 

pré-sináptico, a ACh é sintetizada a partir da colina e da acetilcoenzima A (Acetil-CoA), 

catalisada pela colina acetiltransferase. Após sua formação, ela é armazenada em vesículas, 

onde fica depositada até que haja um estímulo que resulte em sua liberação na fenda sináptica. 

A partir desse ponto, a ACh se liga ao receptor pós-sináptico propagando a informação. Após 

transmitir a mensagem, a molécula de ACh se desliga do receptor pós-sináptico e volta à fenda 
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sináptica original, onde ela sofre hidrólise catalisada pela AChE, dando origem a ácido acético 

e a colina (ARAÚJO et al., 2016), como pode se observar na Figura 1.9. 

 

Figura 1.9: Síntese e hidrólise da acetilcolina. 

 

Fonte: Adaptado de ARAÚJO et al., 2016. 

 

A AChE é uma enzima que apresenta três ramificações, ligadas por pontes dissulfeto 

(Figura 1.10), sendo ligada à membrana celular por colágeno. Cada ramificação é uma unidade 

enzimática composta por quatro subunidades proteicas, capazes de hidrolisar a acetilcolina. O 

que resulta em um total de 12 sítios ativos por cada unidade de enzima (PATRICK, 2009). 

 

Figura 1.10: Desenho esquemático da acetilcolinesterase. 

 

Fonte: Adaptado de ARAÚJO et al., 2016. 

 

As subunidades catalíticas da AChE possuem aminoácidos que são fundamentais para 

sua atividade. Os resíduos dos aminoácidos, histidina e serina, são importantes para a hidrólise 

da ACh. Existem também dois pontos essenciais para a interação do neurotransmissor com a 

enzima. O primeiro é o sítio iônico, onde há uma interação entre a carga positiva do nitrogênio 

da ACh e a carga negativa produzida pelo resíduo de aspartato da AChE. O segundo é o sítio 

esteárico, onde o grupo éster da ACh faz ligação de hidrogênio com o resíduo de tirosina da 

AChE (BERGMANN et al., 1950; WILSON; BERGMANN, 1950). 
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1.3.1 Inibidores da aceticolinesterase 

  

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

neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, o que diminuiria ou retardaria a progressão dos 

sintomas da doença de Alzheimer. Alguns trabalhos apontam drogas provenientes de produtos 

naturais como possíveis inibidores da AChE, o que as tornaria eficazes no tratamento da DA.  

Dentre essas drogas, é citada a galantamina (Figura 1.11 – I), um alcalóide isolado de 

plantas da família Amarilidaceae, que é um inibidor, já aprovado pelo Food and Drug 

Administration (FDA), para o tratamento da doença. É um inibidor da acetilcolinesterase de 

longa ação, seletivo, reversível e competitivo, o qual produz efeitos benéficos inclusive após 

o término do tratamento (LÓPEZ et al., 2002). A galantamina é considerada a que apresenta 

ação mais efetiva e a que provoca menos efeitos colaterais. Devido a essas propriedades, a 

galantamina é considerada a droga mais efetiva no tratamento da DA, com poucas limitações 

(INGKANINAN, 2000). Contém ação moduladora sobre os receptores nicotínicos e baixa 

hepatotoxicidade. No entanto, sua associação com outras drogas requer cautela já que seu 

metabolismo usa o sistema do citocromo P450. Este medicamento só foi aprovado em 2001 

para o tratamento da DA, mas foi usado ao longo dos anos para vários distúrbios neurológicos 

(ENGELHARDT et al., 2005). 

 

Figura 1.11: Inibidores comercializados da acetilcolinesterase: (I) galantamina, (II) tacrina, 

(III) rivastigmina e (IV) fisostigmina. 

 

Fonte: Adaptado de FEITOSA et al., 2015. 

 

A tacrina (Cognex) (Figura 1.11 – II) foi o primeiro medicamento aprovado para o 

tratamento da DA. É considerado um inibidor reversível não seletivo da acetilcolinesterase 

(AChE), que tem uma eficácia dependente da dose, meia-vida curta e alta incidência de 

efeitos adversos e hepatotoxicidade (ENGELHARDT et al., 2005).  

A rivastigmina (Exelon) (Figura 1.11 – III) mostra boa atividade e tolerância em 
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pacientes com DA e não envolvem o sistema do citocromo P450 em seu metabolismo, 

reduzindo a possibilidade de ocorrência de interações medicamentosas, melhorando cognição 

e gerando efeitos neuroprotetores (SUGIMOTO et al., 2002; ENGELHARDT et al., 2005). 

Este fármaco provoca efeitos colaterais indesejáveis como náusea, vômito, diarreia, perda de 

apetite, tontura e tremor (FEITOSA, 2015).  

A fisostigmina (Synapton) (Figura 1.11 – IV) apresenta eficácia apenas moderada, 

em seres humanos (INGKANINAN, 2000). Logo, é de grande importância a busca de novos 

inibidores, possivelmente presentes em produtos naturais que possam apresentar nenhum ou 

poucos efeitos colaterais e bom nível de eficácia no tratamento da DA. 

 

1.3.2 Método de Ellman na determinação da atividade da AChE 

 

Em 1961, Ellman e colaboradores propuseram o método colorimétrico mais empregado 

atualmente para a determinação da atividade da AChE. Este método foi desenvolvido pela 

combinação dos conhecimentos divulgados por Koelle (1951) e Ellman (1961), onde neste 

último é usado o ácido 5,5′-ditiobis-(2-nitrobenzóico) [DTNB], chamado reagente de Ellman, 

na quantificação de compostos de enxofre em tecidos celulares (ELLMAN, 1961). O método 

de Ellman é baseado na taxa de hidrólise da acetiltiocolina (ACTI) pela AChE originando à 

tiocolina, que reage com o ânion carboxilato do DTNB, formando o 2-nitrobenzoato 5-

mercaptotiocolina e um ânion de coloração amarela, o 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato, que é 

quantificado espectrofotometricamente.  

A medida da atividade da AChE pode ser realizada segundo o método de Ellman (1961) 

modificado por Ingkaninan e colaboradores (2001) para cromatografia em camada delgada 

(CCD). O princípio desse método é a medida da razão de produção de tiocolina, quando o 

substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) é hidrolisado pela AChE. A tiocolina ao reagir com 

o ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) produz o ânion de coloração amarelado, 5-tio-2-

nitrobenzoato (Figura 1.12). A razão da produção da cor amarela é medida em 

espectrofotômetro (412 nm) ou é visualizada em cromatografia de camada delgada (CCD), 

através de manchas brancas em um campo amarelo. A doença de Alzheimer encontra-se 

relacionada com a diminuição do neurotransmissor acetilcolina. 
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Figura 1.12: Formação do ânion amarelo do 5-tio-2-nitrobenzoato resultado da reação entre a 

tiocolina e o íon 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato. 

 

Fonte: Adaptado de FEITOSA et al., 2015. 

 

1.4 CICLODEXTRINAS (CD’S) 

 

 As ciclodextrinas (CD’s) são oligossacarídeos cíclicos de origem natural, também 

conhecidas como cicloamilose ou cicloglucanos, formados por um número variável de unidades 

de D-(+)-glicopiranose unidas por ligações glicosídicas α (1,4) (Figura 1.13), obtidas por ação 

da enzima ciclodextrina-α-glicosiltransferase (CGTase), sobre o amido pelo microorganismo 

Bacillus macerans (SZEJTLI, 1994). As ciclodextrinas naturais mais comuns apresentam seis, 

sete ou oito unidades de D-(+)-glicopiranose unidas por ligações α (1,4) denominadas α (alfa), 

β (beta) e γ (gama)-ciclodextrinas, respectivamente, formando os macrociclos demonstrados na 

Figura 1.14.  
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Figura 1.13: Molécula da α-D-glucopiranose na conformação cadeira com as posições dos 

carbonos 1 e 4 indicadas pelas setas. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Figura 1.14: Estruturas das ciclodextrinas naturais: α-CD; β-CD e γ-CD. 

 

Fonte: NASCIMENTO, 2013. 

 

Estas moléculas são conhecidas desde finais do século XIX, tendo sido isoladas pela 

primeira vez por Villiers em 1891 como produtos da degradação do amido por Bacillus 

macerans, cultivados em meio rico em amilose. Contudo, no início do século XX, foi Frank 

Schardinger que realizou o preparo, o isolamento, a caracterização e a determinação das 

estruturas dessas substâncias como sendo mistura de oligossacarídeos cíclicos, contendo um 

mínimo de 6 e um máximo de 12 unidades de D-(+)-glicopiranose (em conformação de cadeira) 

unidas por ligação α-(1,4). As ciclodextrinas também são conhecidas na literatura por dextrinas 

de Schardinger (DUCHÉNE et al., 1999), além de outras denominações. Após três décadas sem 

avanços significativos, Freudenberg e colaboradores descreveram as CD’s como compostos 

macrocíclicos constituídos de unidades glicopiranosídeos conectadas através de ligação 

glicosídica α-(1,4) (WENZ, 1994). 

Em meados do século XX, French e Freudenberg ampliaram o conhecimento sobre as 

CD’s no que se refere a sua produção enzimática, fracionamento e a caracterização de suas 
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propriedades (WENZ, 1994). Paralelamente Cramer, Saenger e outros pesquisadores 

enfatizaram os estudos dessas substâncias na formação de complexos de inclusão entre as CD’s 

e moléculas hóspedes (WENZ, 1994).  

Por volta de 1975 as ciclodextrinas naturais já tinham sido caracterizadas estrutural e 

quimicamente e adicionalmente muitos complexos tinham sido estudados. Nesse sentido, 

devido à capacidade de complexação, ao baixo custo e as inúmeras vantagens que as CD’s 

apresentam houve um grande avanço no desenvolvimento de novas tecnologias para sua 

produção e aplicação.  

 

1.4.1 Estrutura e propriedades físico-químicas das ciclodextrinas 

 

 As ciclodextrinas são moléculas cristalinas, homogêneas, não higroscópicas que 

apresentam estrutura tronco-cônica (Figura 1.15). Elas se caracterizam por possuírem cavidade 

de natureza apolar, devido à formação de um anel de grupos C-H (C3), de um anel composto 

por átomos de oxigênio glicosídicos e, também, de um outro anel de grupos C-H do carbono 

C5, que contrasta com o exterior hidrofílico.   

As unidades glicopiranosídicas apresentam a conformação C1, estando os grupos 

hidroxilas (OH) secundários ligados aos átomos de carbono C2 e C3 localizados ao redor da 

abertura maior da cavidade enquanto que os grupos OH primários, mais reativos, ligados aos 

átomos de carbono C6, ao redor da abertura menor e opostos aos grupos hidroxilas secundários. 

A cavidade é delimitada pelos átomos de hidrogênio e pelas ligações de oxigênio glicosídicas. 

Os pares de elétrons não-ligantes do oxigênio estão direcionados para o interior da cavidade, 

produzindo alta densidade eletrônica resultando num ambiente com característica de base de 

Lewis (SZEJTLI, 1998). 

 

Figura 1.15: Estruturas tronco-cônicas das ciclodextrinas naturais. 
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Os grupos hidroxilas posicionados externamente conferem características hidrofílicas 

às CD’s tornando-as mais solúveis em água e insolúveis na maioria dos solventes orgânicos. O 

interior da cavidade é constituído por dois anéis de grupos C-H e por um anel de átomos de 

oxigênio glicosídicos conferindo ao seu interior características hidrofóbicas, onde as moléculas 

hóspedes ou parte delas são encapsuladas, conferindo propriedades fisico-químicas únicas, 

sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da 

sua cavidade, moléculas hidrofóbicas (BRITTO et al., 2004; BREWSTER; LOFTSSON, 2007; 

CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007; OLIVEIRA et al., 2009)   

Os membros mais comuns da família das ciclodextrinas são os de seis, sete e oito 

unidades de D-(+)-glicopiranose. Por razões estereoquímicas, membros com menor número de 

unidades não se formam e ciclodextrinas com mais de oito unidades de D-(+)-glicopiranose não 

parecem apresentar grande interesse, apesar de existirem estudos sobre as propriedades físico-

químicas e a capacidade em formar complexos de inclusão da δ-ciclodextrina, o homólogo com 

nove unidades de D-(+)-glicopiranose (SZEJTLI, 1994; MIYAZAWA et al., 1995).  

A cavidade das ciclodextrinas pode acomodar moléculas, ou parte de moléculas, no seu 

interior, sem que haja o estabelecimento de ligações covalentes entre as duas entidades. A este 

fenômeno denomina-se complexação e pode ocorrer quer em solução, quer no estado sólido 

(SALTÃO; VEIGA, 2001). Cada CD tem a sua própria capacidade de formar complexos de 

inclusão com substâncias específicas, uma habilidade que depende de um bom ajuste da 

molécula hóspede na cavidade hidrofóbica da ciclodextrina (UEKAMA et al., 1998). A 

solubilidade das ciclodextrinas, em água, apresenta uma tendência irregular, crescente na 

ordem: β-CD, α-CD e γ-CD, sendo a β-CD uma ordem de grandeza menos solúvel que as 

demais (EGÍDIO, 2005). Algumas propriedades físico-químicas das ciclodextrinas encontram-

se enumeradas na Tabela 1.4. 

 

Tabela 1.4: Propriedades físico-química das ciclodextrinas naturais. 

 α-CD β-CD γ-CD δ-CD 

Nº unidades glicose 6 7 8 9 

Massa molecular (g/mol) 972 1135 1297 1459 

Sol. aquosa (g/100 mL a 25 ºC)a 14,5 1,85 23,2 8,19 

Diâmetro da cavidade (Å)a 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 10,3-11.2 

Altura (Å) 6,7 7,0 7,0 7,0 

Volume da cavidade (Å3) 174 262 427 - 



70 

CAPÍTULO 1 

Antonio do Nascimento Cavalcante 

Forma dos cristais lâminas 

hexagonais 

paralelogramas 

monoclínicos 

prismas 

quadráticos 

- 

PKa 12,332 12,202 12,081 - 

Ponto de fusão (°C) 275 280 275 - 

Tensão superficial (nM/m)a 73 73 73 72 

Vel. hidrólise ácida (h-1)a 0,11 0,13 0,23 0,63 

Fonte: Adaptado de SZEJTLI, 1994; a MIYAZAWA et al.,1995. 

 

 O tamanho da cavidade aumenta com o aumento do número das unidades de D-(+)-

glicopiranose, no entanto, a altura permanece constante em 6,7-7,0 Å. Apesar desta aparente 

tendência no aumento do tamanho na série de α-CD, β-CD e γ-CD, a solubilidade não segue 

esta ordem. A β-CD é consideravelmente a que tem menor solubilidade aquosa (Tabela 1.4). 

Essa baixa solubilidade pode ser causada pela formação de ligações de hidrogênio entre os 

grupos OH secundários ligados aos átomos de carbono C2 e C3 levando a rigidez da estrutura. 

Na molécula de α-CD uma unidade de D-(+)-glicopiranose está numa posição distorcida, 

portanto somente 4 das 6 possíveis ligações de hidrogênio são estabelecidas. Por outro lado, as 

unidades de D-(+)-glicopiranose na molécula de γ-CD não são coplanares, com a estrutura de 

sua molécula sendo mais flexível e por consequência é mais solúvel (WENZ, 1994).    

 O tamanho da cavidade constitui o fator determinante através dos quais as CD’s são 

usadas para complexar outras moléculas. Se a molécula hóspede tiver dimensões maiores que 

as da cavidade da CD, ela não consegue entrar completamente na cavidade e, por outro lado, se 

tiver tamanho muito pequeno, ela acaba por passar pela cavidade sem ser complexada. O 

hóspede e o hospedeiro podem se associar sem quaisquer interações específicas, sendo o 

processo determinado pela forma, isto é, pela estrutura e pelo tamanho da molécula a ser 

inserida. A molécula de α-CD apresenta menor cavidade sendo por consequência incapaz de 

acomodar moléculas grandes, ao contrário do que ocorre com a β-CD e γ-CD. A β-CD possui 

cavidade com tamanho adequado para conter uma ou duas moléculas de um grande número de 

substâncias com atividades farmacológicas (MACEDO, 2010). Razão pela qual ela é uma das 

mais utilizadas no processo de encapsulamento de fármacos. 

 As vantagens de utilização das CD’s para entrega de fármacos são: aumenta a 

biodisponibilidade; aumenta a solubilidade; aumenta a estabilidade através da encapsulação; 

aumenta a eficácia e índice terapêutico; reduz a toxicidade; diminui os efeitos colaterais 

adversos e melhora os efeitos farmacocinéticos (UEKAMA et al., 1998). 
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 Diversos fatores determinam o tipo e a natureza da CD necessária para um tratamento 

terapêutico específico, ou seja, para cada fármaco é possível utilizar uma CD mais adequada. 

As variáveis que auxiliam nessa escolha são: natureza química do fármaco; tamanho da 

cavidade; solubilidade; facilidade de preparação; possibilidade de co-encapsulação e eficiência 

de encapsulação (MACEDO, 2010).  

 

1.4.2 Derivados das ciclodextrinas 

 

As CD’s naturais apresentam algumas limitações quer devido à sua baixa solubilidade 

aquosa e em solventes orgânicos, quer à toxicidade que apresentam quando utilizadas em 

preparações parenterais. As características de inclusão das CD’s naturais podem ser 

modificadas pela introdução de substituintes nos grupos hidroxilas disponíveis. As alterações 

na estrutura das CD’s, em geral, são realizadas pela substituição dos grupos hidroxilas primários 

(OH6) e/ou nos grupos hidroxilas secundários (OH2 e OH3) (Figura 1.16) por diversos grupos 

funcionais, sendo classificadas em derivados hidrofílicos (grupos metil e hidroxipropil), 

hidrofóbicos (grupos acetil e etil), anfifílicas (estruturas de micelas) e derivados iônicos 

(sulfobutilo-éter) (UEKAMA et al, 1998; VEIGA et al, 2006). 

A dimetil-β-ciclodextrina normalmente apresenta melhores características de inclusão, 

especialmente no que diz respeito à dimensão da cavidade apolar, do que a β-ciclodextrina. O 

uso de derivados lipofílicos (etilados ou acetilados) permite que moléculas hidrofílicas possam 

ser incluídas na cavidade das ciclodextrinas a partir de solventes menos polares do que o interior 

da cavidade (UEKAMA; OTAGIRI, 1987). Se atendermos à ciclodextrina natural mais usada 

(β-CD) o elevado número de grupos hidroxila que possui (sete primários e quatorze 

secundários) são potenciais pontos de reação, que permitem produzir modificações estruturais 

funcionalizando o anel macrocíclico. Surge, assim, grande variedade de estruturas adaptadas ao 

desenvolvimento de novos sistemas terapêuticos (DUCHÊNE; WOUESSIDJEWE, 1996; 

HIRAYAMA; UEKAMA, 1999).   

Com o intuito do aprimoramento das propriedades físico-químicas e capacidade de 

inclusão das ciclodextrinas naturais como novos veículos de fármacos, recentemente, vários 

tipos de derivados semi-sintéticos de ciclodextrinas foram elaborados, utilizando como ponto 

de partida as CD’s naturais, com elevada capacidade de reconhecimento molecular e 

solubilidade aquosa, como a hidroxi-propil-CD (HP-CD), a sulfo-butil-éter-CD (SB-CD) e a 

metil-CD randomizada (RMCD), ampliando suas possibilidades de utilização (UEKAMA et 

al., 1998; CUNHA-FILHO; SÁ BARRETO, 2007). 
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Figura 1.16: Sítios de modificação mais frequentes na β-CD. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Entre as CD’s, a β-CD é amplamente a mais utilizada devido ao tamanho adequado de 

sua cavidade para a maior gama de medicamentos, com pesos moleculares entre 200 e 800 g 

mol-1 e, também, devido à sua pronta disponibilidade e preço razoável. Todavia a baixa 

solubilidade aquosa e nefrotoxicidade limitam a utilização da β-CD especialmente por via 

parentérica, sendo restrita a concentrações bastante baixas (CHALLA et al., 2005; CUNHA-

FILHO; SÁ-BARRETO, 2007). 

 

1.5 COMPLEXO DE INCLUSÃO (CI) 

 

 Os complexos de inclusão são compostos moleculares com a estrutura característica de 

um aduto, em que uma substância (hospedeira) permite a inserção de uma outra substância 

(hóspede) em sua cavidade (SALTÃO; VEIGA, 2001). As CD’s apresentam-se como 

potenciais candidatas à formação de complexos de inclusão (Figura 1.17), uma vez que as 

mesmas possuem uma cavidade para o efetivo processo. Como característica principal, os 

complexos moleculares possuem um caráter dinâmico na sua formação. Todavia, há fatores que 

condicionam a formação de CI. O fator mais importante para a formação do CI é a 

compatibilidade geométrica, isto é, o requisito mínimo necessário para que se forme o 

complexo é a compatibilidade de tamanhos e a geometria entre a cavidade da CD e da molécula 
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hóspede. Esta compatibilidade de tamanhos pode não corresponder à totalidade da molécula a 

ser incluída. Existem casos em que apenas uma parte da estrutura do hóspede fica incluído na 

cavidade. A polaridade desse fragmento é um fator determinante da formação do complexo de 

inclusão. Temos, ainda, de considerar o caráter hidrofóbico da molécula hóspede (UEKAMA; 

OTAGIRI, 1987).  

 

Figura 1.17: Possível formação de complexo de inclusão entre um fármaco com CD. 

 

 

 As forças envolvidas no processo de formação dos complexos são, ainda, objeto de 

discussão na comunidade científica. Sabe-se que não se trata apenas de interação apolar 

clássica. Estão envolvidas forças de Van de Walls, ligações de hidrogênio, interações 

hidrofóbicas e alguns autores apontam, também, a liberação de energia devido à substituição 

de moléculas de água por outras menos polares e devido a alterações conformacionais, que 

contribuem para a formação e estabilização do complexo (ANGUIANO-IGEA, 1992).  

 Interações eletrostáticas, forças de Van der Waals, interações hidrofóbicas, ligações de 

hidrogênio, interações dipolo-dipolo, transferências de cargas e efeitos estéreos também 

contribuem para formação e estabilização dos complexos de inclusão. De uma forma 

generalizada, nenhuma interação fraca individualmente é capaz de levar à interação específica 

de duas moléculas e tal fato somente pode ocorrer através da cooperação de diversas interações 

fracas simultâneas. Desta forma, as moléculas interagem umas com as outras à medida que são 

influenciadas por forças decorrentes das características próprias de cada substância. Ocorre 

então, um fenômeno complexo de interação molecular, uma vez que cada interação corresponde 

a um conjunto de forças distintas (VENTURINI et al., 2008). Na Figura 1.18 mostra a formação 

de complexos fármaco-ciclodextrina com estequiometria 1:1 e 1:2. 
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Figura 1.18: Formação de complexos CD-fármaco com estequiometria 1:1 (A) e 2:1 (B). 

 

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO, 2013. 

 

As propriedades físico-químicas dos fármacos e das CD’s na forma livre são diferentes 

daquelas apresentadas quando estão complexados; a molécula hóspede (fármaco) experimenta 

mudanças nas propriedades físico-químicas quando é incorporada à cavidade da CD, por isso é 

importante a caracterização do produto obtido a fim de confirmar a formação do CI e determinar 

suas propriedades (SINGH et at., 2010). Com base nisso, qualquer metodologia que tenha 

sensibilidade suficiente para medir estas diferenças pode ser utilizada para caracterizar estes 

complexos sob diferentes pontos de vista, permitindo direcionar os fenômenos de inclusão de 

acordo com as necessidades. Os CI’s formados entre moléculas hóspedes e ciclodextrinas 

podem ser caracterizados tanto no estado sólido, quanto em solução, a partir de técnicas que se 

complementam para elucidar as propriedades do novo composto (CUNHA-FILHO; SÁ-

BARRETO, 2007; SINGH et al., 2010). 

No estado sólido, o CI pode ser caracterizado a partir de análise térmica; microscopia 

eletrônica de varredura; difração de raios X; teste de dissolução e espectroscopia no 

infravermelho. Porém, no estado líquido, técnicas eletroquímicas; diagrama de solubilidade de 

fases; métodos espectroscópicos; ressonância magnética nuclear (RMN) e microcalorimetria 

são mais utilizadas (MEIRELLES, 2012). 

 A associação do fármaco à ciclodextrina (Figura 1.19) é governada por uma constante 

de estabilidade aparente (Km:n) em que F, CD e FCD representam, respectivamente, a 

molécula hóspede, a ciclodextrina e o complexo de inclusão; x é a concentração molar do 
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complexo e a e b são as concentrações iniciais da molécula hóspede e da ciclodextrina, 

respectivamente; m representa a quantidade de molécula hóspede e n representa quantidade de 

ciclodextrina.  

 

Figura 1.19: Esquema da formação de um complexo de inclusão fármaco:ciclodextrina com 

uma estequeometria de 1:1 e equação geral do equilíbrio descrito. 

 

Fonte: Adaptado de SALTÃO; VEIGA, 2001. 

 

 A constante de estabilidade aparente assim definida funciona como um índice de 

alteração das propriedades físico-químicas de um composto após a inclusão. O método mais 

usado para a detecção da formação de complexos em solução é o método da solubilidade de 

fases descrito por Higuchi e Connors (1965). 

 

1.6 DIAGRAMA DE SOLUBILIDADE DE FASES  

 

O diagrama de solubilidade de fases é uma técnica clássica para verificação da formação 

do complexo de inclusão, a partir da constante de estabilidade aparente e de sua estequiometria. 

Esta técnica foi desenvolvida e interpretada por Higuchi e Connors (1965), sendo uma 

abordagem bastante utilizada, pois permite avaliar os diferentes comportamentos dos fármacos 

adicionados em excesso a volumes fixos de soluções aquosa de ciclodextrinas em concentrações 
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crescentes, permitindo obter a constante de estabilidade aparente (K) e a estequiometria de 

formação do complexo, a partir da solubilidade intrínseca do substrato (S0), e a inclinação da 

reta resultante do diagrama de solubilidade; podendo ser classificados em dois tipos: A e B 

como pode ser observado na Figura 1.20 (LYRA et al., 2010; MEIRELLES, 2012). 

 

Figura 1.20: Tipos de diagramas de solubilidade de fases obtidos a partir da complexação de 

fármacos com ciclodextrinas. 

 

Fonte: Adaptado de MEIRELLES, 2012. 

 

No sistema A, ocorre um aumento gradual da solubilidade do fármaco em função da 

concentração de ciclodextrina, com subtipos AL, AP e AN, de acordo com o perfil de inclinação 

da reta. Complexo de tipo AL apresenta estequiometria 1:1 e tem solubilidade do fármaco 

aumentada em função do aumento da concentração de CD, ao passo que, complexos dos tipos 

AP e AN possuem estequiometria maior e menor que 1, respectivamente, em relação a CD, haja 

visto que as suas retas sofrem desvios, caracterizando a maior ou menor solubilidade do 

complexo em relação ao fármaco livre (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA et al., 2010).  

Por outro lado, o sistema B representa complexo cuja solubilidade aquosa é limitada, 

subdividindo-se em dois tipos BS e BI. O complexo tipo BS apresenta um incremento inicial de 

solubilidade, seguido por um equilíbrio e, ao atingir o limite de solubilidade, precipita-se. O 

outro complexo, BI, não possui solubilidade diferente do fármaco livre, mantendo o equilíbrio 

até que inicie a precipitação do complexo formado (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA 

et al., 2010). 
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1.7 TÉCNICAS DE PREPARAÇÃO DO COMPLEXO DE INCLUSÃO 

 

São utilizados diversos métodos na obtenção dos complexos de inclusão com CD’s, pois 

cada substância a ser complexada na cavidade da ciclodextrina tem suas características próprias, 

as quais devem ser observadas para determinar a melhor metodologia. A preparação de 

complexo de inclusão é bastante simples. O procedimento mais comumente utilizado é agitar 

ou misturar a CD numa solução aquosa (fria ou quente; neutra, alcalina ou ácida) contendo a 

molécula a ser inserida (SZEJTLI, 1998).   

São diversos os métodos de preparação dos complexos de inclusão, dentre eles as 

técnicas de mistura física; evaporação; co-precipitação; precipitação por neutralização; 

malaxagem; atomização; co-evaporação do solvente; liofilização; irradiação de microondas; e 

anti-solvente supercrítico (MEIRELLES, 2012). 

De acordo com Uekama e colaboradores (1998) os métodos mais utilizados para 

obtenção de CI com ciclodextrinas são: 

1) Co-precipitação – neste método adiciona uma solução do convidado (fármaco) a uma solução 

aquosa de CD. Caso seja preciso utilizar um solvente diferente da água para solubilizar a 

molécula convidada, deve-se escolher um solvente que seja solúvel na água. A mistura é então 

agitada até atingir o equilíbrio e o complexo sólido é obtido por evaporação a vácuo ou por 

liofilização. 

2) Suspensão – neste método o convidado sólido é adicionado a uma solução aquosa de CD 

formando uma suspensão, a qual é agitada vigorosamente e filtrada. O complexo solubilizado 

na solução obtida (filtrado) é coletado também por evaporação a vácuo ou por liofilização. 

3) Empastagem (Kneading) – assim como na suspensão, nesta técnica o convidado sólido 

adicionado a uma mistura de solução aquosa de CD. Entretanto, é utilizada somente 0,5 parte 

de água por parte de CD. O complexo sólido pode ser removido sob vácuo ou por aquecimento. 

4) Moagem conjunta ou malaxagem (Grinding) – nesse método misturam-se a CD e a molécula 

convidada no estado sólido, as quais são trituradas vigorosamente por um determinado tempo 

na presença de uma pequena quantidade de água até que a mistura se torne pó. 
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ELABORAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO COMPLEXO DE 

INCLUSÃO ENTRE β-CICLODEXTRINA E O 

ANTICOLINESTERÁSICO 2-OLEIL-1,3-DIPALMITOIL-GLICEROL 

EXTRAÍDO DAS SEMENTES DE Platonia insignis MART.   

 

Antonio do Nascimento Cavalcante, Felipe Pereira da Silva Santos, Ana Paula Rodrigues de Sousa, 

Ronaldo dos Santos Sousa Júnior, Alexandre Araújo de Souza,  Bernardo Ferreira Pinto, Cristiany 

Marinho Araújo, Khaled Rashed e Chistiane Mendes Feitosa 

 

ABSTRACT 

Platonia insignis is a plant of the family Clusiaceae, commonly known as bacurizeiro. The 

grease extracted from its seeds presents a chemical composition with high content of fatty acids; 

being widely used in folk medicine for the treatment of several diseases such as skin problems, 

cicatrizing and anti-inflammatory activity, also possessing antioxidant activity, thus presenting 

a possible protective action against the development of neurodegenerative processes such as 

Alzeimer's disease (AD), which is a neurodegenerative disorder, which initially affects memory 

capacity and reasoning. AD is associated with deficits of brain neurotransmitters such as 

acetylcholine, neurodrenaline and serotonin. The treatment of AD is symptomatic and consists 

in the reestablishment of cholinergic function. In this restorative process, elevation of 

acetylcholine neurotransmitter levels may be useful to improve one of the signs of disease, 

which is learning disability. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE), a key enzyme in the 

degradation of acetylcholine, is believed to increase the concentration of acetylcholine at the 

synapses, thus serving as a strategy for the treatment of this disease. The substance, 2-oleyl-

1,3-dipalmitoyl-glycerol (ODG), was isolated from the hexanic extract of P. insignis Mart 

seeds, whose in vitro tests showed significant inhibition of the enzyme acetylcholinesterase. 

However, ODG has low solubility in water, in order to increase its solubility the inclusion 

complex between ODG and β-cyclodextrin (β-CD). The purpose of this study was to prepare, 

characterize and evaluate the solubility and dissolution rate of the inclusion complex of ODG 

with β-CD. The inclusion complex was obtained by solubilization followed by lyophilization 

and characterized by infrared spectroscopy (IR), differential scanning calorimetry (DSC), 

thermogravimetry (TG), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and 

hydrogen nuclear magnetic resonance (1H NMR), in addition, the phase solubility isotherm and 

dissolution tests. The physical mixing between the components was prepared for comparison 
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with the inclusion complex. The results of IR, DSC, TG, SEM, XRD and 1H NMR suggested 

the formation of the inclusion complex between ODG and β-CD. According to 1H NMR data it 

was possible to predict that ODG was encapsulated by the wider side of the β-CD cavity. The 

phase solubility isotherm made it possible to determine the apparent stability constant (K = 

339.38 L mol-1), the inclusion efficiency (EI = 57.82%) and molar stoichiometry (1:1) between 

ODG and β-CD. The dissolution rate and solubility of the inclusion complex were significantly 

improved as compared to the pure drug. Therefore, the use of ODG-β-CD can effectively 

improve the solubility and dissolution rate of free ODG, being a promising approach to promote 

its clinical application. 

 

Keywords: Acetylcholinesterase. Bacurizeiro. Solubility. Inhibition. Internal cavity. 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

O bacurizeiro é uma espécie vegetal que pertence à família Clusiaceae, subfamília 

Clusioideae, gênero Platonia e espécie Platonia insignis Mart. (BRAGA, 1976). A família 

Clusiaceae é composta ao menos por 1000 espécies e 47 gêneros distribuídos em regiões de 

clima tropical e subtropical da Terra. A termologia Platonia é um atributo a Platão, filósofo 

grego, e insignis, significa notável, insigne, importante, grande, ou seja, aquilo que chama 

bastante atenção, em referência a estrutura física e à utilidade da planta, bem como, ao tamanho, 

sabor e aroma do fruto (BARROSO et al., 2002; MOURA et al., 2007).  

P. insignis é oriunda da região amazônica do Brasil e Guiana, sendo também encontrada 

na Colômbia e no Paraguai, sempre ocorrendo em áreas abertas de vegetação rasteira, clareiras 

e, principalmente, em vegetação secundária, sendo raramente encontrada em floresta primária 

densa (CAVALCANTE, 1988; MOURÃO; BELTRATI, 1995; CHITARRA; CHITARRA, 

2005; FONTENELE et al., 2005;). O bacuri, fruto obtido a partir da P. insignis é grande, 

arredondado, com casca grossa possuindo coloração amarelada e dentro dela contém a polpa, 

de coloração esbranquiçada, viscosa apresentando odores e sabores bastante agradáveis 

(FONTENELE et al., 2005).  

Espécies pertencentes à família Clusiaceae são importantes plantas medicinais bastante 

utilizadas na medicina popular brasileira, principalmente para o tratamento de eczemas, herpes, 

doenças gastrointestinais, dermatite, esquistossomose, leishmaniose e malária. Estudos 

envolvendo as propriedades biológico-farmacológicas dessa família podem ser observados na 

literatura sendo que a maior parte desses estudos se concentram, sobretudo, nos extratos 
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vegetais de suas sementes. Os extratos têm demonstrado atividade farmacológica importante 

como: anti-inflamatória, antimalárico, anti-hipertensivas, antidiabéticas, imunomoduladora-

respiratórias, antiviral, antitumoral, antidepressivos, antialérgicos, efeitos antimutagênico e 

antioxidante (BILANDA et al., 2010; COSTA JÚNIOR et al., 2013a).  

A “banha de bacuri”, extraída das sementes, comumente é usada na medicina popular 

como cicatrizante de queimaduras e no tratamento de doenças dermatológicas (AGRA et al., 

2007). Em ensaios in vivo a banha demostrou um grande potencial para acelerar a cicatrização 

de feridas de pele em ratos (SANTOS et al., 2013; FEITOSA et al., 2016). Propriedade 

antioxidante in vitro do bacuri vem sendo comumente reportada, através do sequestro de 

radicais livres. Apresentando, assim, uma possível ação protetora contra o desenvolvimento de 

processos degenerativos associados com vários tipos de doenças (RUFINO et al., 2010; 

VIEIRA et al., 2011; COSTA JÚNIOR et al., 2013a), como a doença de Alzeimer (DA), que é 

uma patologia neurodegenerativas, que atinge inicialmente a memória e a capacidade de 

raciocínio. 

DA está associada a déficits de neurotransmissores cerebrais, como acetilcolina, 

neurodrenalina e a serotonina. O seu tratamento é sintomático e consiste na restauração da 

função colinérgica. Nesse processo de restauração, a elevação nos níveis do neurotransmissor 

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

aprendizagem (PERRY, 1986). Acredita-se que a inibição da enzima, acetilcolinesterase 

(AChE), enzima chave na degradação da acetilcolina, aumente a concentração de acetilcolina 

nas sinapses servindo como uma estratégia para o tratamento de várias doenças 

neurodegenerativas como a doença de Alzheimer. Os inibidores sintetizados desta enzima, 

geralmente, têm efeitos prejudiciais: a tacrina (Cognex®) é hepatotóxica; a rivastigmina 

(Exelon®) apresenta efeitos colaterais indesejáveis, como náusea, vômito, diarreia, perda de 

apetite, tontura e tremor, e a fisostigmina (Synapton®) é moderamente eficaz em seres humanos 

(FEITOSA et al., 2015a).  

Neste contexto, torna-se crescente a busca de novos inibidores da AChE presentes em 

produtos naturais, como os extraídos de P. insignis, que apresentem menos efeitos colaterais 

que os inibidores sintéticos e que possam ser utilizados futuramente como fitoterápicos. Um 

desses inibidores naturais é o composto semissólido, 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG), 

Figura 2.1, extraído das sementes da P. insignis é solúvel em solventes apolares e 

praticamenteinsolúvel em água. Não havendo, portanto, relatos na literatura sobre as suas 

propriedades farmacológicas e toxicológicas, justificando assim, a necessidade da realização 

desse estudo. 
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Figura 2.1: Estrutura da substância 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Fármacos pouco solúveis em água, geralmente manifestam comportamento in vivo 

inferior aqueles de maior solubilidade, como baixa biodisponibilidade, maior influência do 

estado alimentar, maior variabilidade interpaciente e liberação incompleta das formas 

farmacêuticas (SPRICIGO et al., 2007). Dessa forma, fármacos pouco solúveis em água, como 

a substância ODG, apresentam, em geral, problemas de biodisponibilidade, sendo a dissolução 

o fator limitante para a absorção dos mesmos dentro do organismo (AMIDON, 1995). Dentre 

as técnicas empregadas para aumentar a dissolução e, consequentemente, a biodisponibilidade   

destaca-se o emprego da complexação de fármacos com ciclodextrinas – CD’s (LIU, 2000; 

DAVIS; BREWSTER, 2004). Segundo Aguiar e colaboradores (2014) a baixa solubilidade de 

fármacos em água e outras propriedades indesejáveis podem ser melhoradas através da 

formação do complexo de inclusão com β-ciclodextrina (β-CD). 

As CD’s são oligossacarídeos cíclicos resultantes da hidrólise enzimática do amido por 

alguns microorganismos (LOFTSSON; MASSON, 2001). As três ciclodextrinas naturais são 

chamadas de alfa (α-CD), beta (β-CD) e gama (γ-CD), constituídas, respectivamente, por seis, 

sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose unidas por ligações glicosídicas α-1,4 (FRACETO 

et al., 2007), como pode-se observar na estrutura da β-CD representada na Figura 2.2.  

As CD’s apresentam conformação espacial com tronco de forma cônico, apresentando 

grupos hidroxilas (OH) primários e secundários voltados para a face externa, conferindo um 

caráter hidrofílico para a superfície exterior, enquanto que a cavidade interna da molécula é 

ligeiramente hidrofóbica, ou seja, as CD’s possuem a parte externa hidrofílica e uma cavidade 
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interna um pouco hidrofóbica (AGUIAR et al., 2014), esta cavidade permite às CD’s 

encapsularem moléculas que apresentem dimensões e geometria compatíveis, alterando as 

propriedades físico-químicas dessas moléculas, como, solubilidade em água, estabilidade e 

biodisponibilidade (MATIOLI, 2000). Dentre as CD’s naturais a β-CD é a mais utilizada, pois 

sua cavidade pode hospedar moléculas de massa molecular entre 100 e 400 g mol-1, faixa de 

massa molecular da maioria das moléculas de interesse (REINECCIUS et al., 2005; VEIGA et 

al., 2006; WANG et al., 2011). Além disso, o preço razoável da β-CD também propicia seu 

frequente uso (WANG et al., 2011) assim como tendo maior disponibilidade comercial 

(SPRICIGO et al., 2008).  

 

Figura 2.2: Representação esquemática da β-CD. 

  

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

As CD’s naturais são relativamente solúveis em água e possuem a capacidade de formar 

complexos de inclusão reversíveis com moléculas apolares, incrementando de forma bastante 

significativa sua solubilidade em meio aquoso (VEIGA et al., 2006). Os oligossacarídeos 

cíclicos são carreadores de fármacos, levando as moléculas em solução e mantendo-as 

dissolvidas (GRILLO et al., 2008). De acordo com Spricigo e colaboradores (2007) a formação 

de complexo de inclusão entre fármacos e CD’s estão entre as técnicas mais vantajosas e 

eficientes quando se busca melhorias nas propriedades de dissolução e biodisponibilidade de 

fármacos pouco solúveis em água. Como é o caso, em estudo, da substância ODG.  

Apesar do grande número de trabalhos na literatura desenvolvidos na linha de pesquisas 

de compostos de inclusão com CD’s, não existem nenhum estudo envolvendo o 

encapsulamento de compostos extraídos das sementes de P. insignis com β-CD. Nesse contexto, 

este trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar o complexo de inclusão entre a 
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substância anticolinesterásica 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol e beta-ciclodextrina, utilizando 

para caracterização físico-química, métodos espectrofotométricos, análises térmicas, 

difratometria, microscopia eletrônica de varredura, testes de dissolução ou liberação in vitro e 

estudos do perfil de solubilidade  a fim de comparar os efeitos da complexação nas propriedades 

físico-químicas do composto na ausência e na presença da β-CD. 

Além disso, este trabalho de caracterização do complexo, torna-se importante para 

estudos futuros in vitro e in vivo, possibilitando gerar um potencial alternativa para o tratamento 

de doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer.       

 

2.2 PARTE EXPERIMENTAL 

 

2.2.1 Extração da banha das sementes da espécie Platonia insignis  

 

Foram coletadas na cidade de Água Branca – PI (BRA) cerca de 1,0 kg de frutos da 

espécie Platonia insignis. As sementes foram então separadas dos frutos e após secagem, a 50 

°C numa estufa, foram trituradas e extraída com hexano em sistema Soxhlet (Figura 2.3). Uma 

amostra representativa da espécie foi identificada com a numeração 27.164 e depositada no 

Herbário Graziela Barroso localizado no Núcleo de Referência em Ciências Ambientais do 

Trópico Ecotonal do Nordeste (TROPEN) da Universidade Federal do Piauí (UFPI).  

 

Figura 2.3: Extração das sementes com hexano em sistema Soxhlet. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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2.2.2 Preparação da coluna filtrante 

 

O extrato concentrado das sementes de P. insignis (62,6283 g), previamente extraído 

em sistema Soxhlet, foi feita a farofa (mistura) com sílica gel e homogeneizada com auxílio de 

um cadinho e pistilo. Posteriormente a farofa foi colocada sobre a sílica gel com hexano dentro 

do funil de decantação. Neste processo da coluna filtrante (Figura 2.4) foram usados os eluentes 

puros: hexano, diclorometano, clorofórmio, acetato de etila e metanol, respectivamente. Usando 

300 mL de cada um desses solventes, em duplicata, com o objetivo de separar as frações. Foram 

então obtidas duas frações de cada eluente com as seguintes massas: fração hexânica (HX1 = 

7,0245 g e HX2 = 13,8984 g); fração diclorometânico (DM1 = 10,5576 g e DM2 = 2,1586 g); 

fração clorofórmica (CF1 = 6,6998 g e CF2 = 1,2770 g); fração acetato de etila (AC1 = 0,2866 

g e AC2 = 7,1859 g) e fração metanólica (ME1 = 0,0191 g e ME2 = 5,2711 g). Foram feitas a 

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) das frações obtidas usando como eluente dicloro-

metano:acetato de etila (9:1), para observar o melhor perfil cromatográfico. Foi usado como 

revelador sulfato cérico Ce(SO4)2 e posteriormente as placas foram aquecidas a 50 ºC.  

 

Figura 2.4: Coluna filtrante do extrato hexânico em funil de decantação. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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2.2.3 Isolamento do composto 2-oleil-1,3-dimalpitoil-glicerol (ODG) 

  

Cromatografia é uma técnica utilizada para analisar, identificar ou separar os 

componentes de uma mistura. Esta técnica foi introduzida pelo pesquisador russo Michael 

Tswett em 1906, quando separou a substância clorofila a partir de uma mistura de pigmentos 

de plantas, através de uma coluna cheia de carbonato de cálcio em pó, fazendo a lavagem com 

éter de petróleo. Conforme a amostra descia pela coluna, apareciam bandas separadas e cores 

distintas (SILVA, 2009).  

Os principais métodos cromatográficos são: cromatografia em papel (CP), 

cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) e cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE, em inglês: High Performance Liquid Chromatography HPLC) que é 

um método de separação de compostos químicos em solução. A seleção do método a ser 

empregado depende do material a ser utilizado (PEREZ et. al., 2002). 

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica simples e de execução 

relativamente rápida. Na química orgânica, a CCD é utilizada, principalmente, como uma 

ferramenta eficaz de análise qualitativa para avaliação da pureza de uma amostra simples, 

avaliação do número de componentes de uma mistura, determinação da identidade de uma 

amostra por comparação com um padrão, identificação de uma ou mais substâncias presentes 

em uma mistura por comparação com padrões, monitoramento do progresso de uma reação 

química, entre outras (SILVA, 2009). 

A cromatografia líquida é comumente utilizada na purificação de compostos e/ou 

classes de compostos. Envolve uma série de processos de separação que acontecem pela 

passagem de uma mistura líquida contendo analitos, através de duas fases, uma estacionária 

(fixa) e outra móvel, essa separação ocorre devido à interação de diferentes forças 

intermoleculares e quanto ao grau de solubilidade do analito (GUIDOLIN et al., 2011). A 

cromatografia em coluna (CC) está baseada no meio físico em que a fase móvel e a estacionária 

entram em contato. Nesse caso, a fase estacionária é mantida dentro de um tubo estreito e a fase 

móvel é forçada a passar sob pressão (SKOOG, 2002). A coluna pode ser um tubo simples, 

aberto em ambas às extremidades, ou semelhante a uma bureta, com uma torneira na parte 

inferior. O procedimento consiste em colocar a substância a ser separada ou analisada na parte 

superior da coluna e o eluente é vertido em seguida, em quantidade suficiente para promover a 

separação.  

O movimento da fase móvel resulta numa migração diferencial dos componentes da 

amostra. O mecanismo envolvido nesta migração diferencial vai depender do tipo da fase móvel 
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e da fase estacionária utilizada. Pela escolha apropriada da fase fixa e da fase móvel, além de 

outras variáveis, pode-se fazer com que os componentes da mistura sejam arrastados 

ordenadamente. Aqueles que interagem pouco com a fase fixa são arrastados facilmente e 

aqueles com maior interação ficam mais retidos (SILVA, 2009).  

A quarta fração da coluna filtrante (fração diclorometânico: DM2) pesando 2,1586 g 

mostrou-se bem separada e promissora para se realizar a próxima coluna cromatográfica. 

Colocou-se um pouco de sílica gel no frasco que continha a fração 4, chamada DM2, após a 

retirada de toda a massa, transferiu-se para um cadinho de porcelana para poder macerar com a 

sílica gel até obtenção de uma “farofa” com aspecto uniforme. Após o processo de 

homogeneização misturou-se sílica gel com hexano e transferiu-se para uma coluna de 

fracionamento com torneira de tal modo que a sílica gel ficasse com 4 a 5 dedos da torneira de 

coleta das frações (Figura 2.5). Após essa etapa despejou-se a farofa previamente 

homogeneizada dentro da coluna sobre a fase de sílica gel, posteriormente, colocou-se outra 

camada de sílica gel com a finalidade de evitar que a coluna “furasse” ao adicionar os eluentes. 

 

Figura 2.5: Cromatografia em coluna na obtenção do composto ODG. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Após a preparação desse sistema foram realizadas cromatografias em coluna com sílica 

gel usando os eluentes: hexano, diclometano, acetato de etila e metanol, respectivamente, puros 

e em mistura binária, aumentando a polaridade em 10%, com o objetivo de separar o composto 



107 

CAPÍTULO 2 

  

Antonio do Nascimento Cavalcante 

químico. A primeira coluna cromatográfica realizada com o extrato inicial (2,1586 g) deu-se a 

denominação de coluna FT-A, a qual deu origem 69 frações de 10 mL das quais avaliou-se o 

grau de pureza em cromatografia de camada delgada (CCD). Das 69 frações obtidas, foram 

reunidas das frações 15 a 24 com massa igual a 1,5330 g. Posteriormente efetuou-se uma 

recromatografia em coluna dessa reunião, denominada de coluna FT-B. Da recromatografia da 

coluna FT-B originou-se 45 frações. Dessas frações obtidas foram reunidas por similaridades 

em CCD as frações 12 à 16; 17 à 20; 21 à 27; 28 à 31 e 32 à 35.  

O composto foi obtido da reunião das frações 21 à 27 com massa pesando 268,3 mg o 

qual foi chamado de FT-B(21-27). O grau de pureza foi realizado em cromatografia em camada 

delgada (CCD) revelando-se com revelador de sulfato cérico, Ce(SO4)2, com aquecimento da 

placa. Posteriormente o composto foi analisado por técnicas espectroscópicas a fim de elucidar 

sua estrutura. 

 

2.2.4 Elucidação estrutural da substância isolada FT-B(21-27)  

 

 A fim de elucidar a estrutura do composto obtido das reuniões dos frascos 21-27 a 

amostra foi submetida as técnicas de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 

1H), Ressonância Magnética Nuclear de Carbono (RMN 13C) uni e bidimensional e 

Espectroscopia Infravermelho (IV). 

   

2.2.4.1 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

 

O composto isolado, FT-B(21-27), foi analisado por espectroscopia de Ressonância 

Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H) e Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 

(RMN 13C) para a devida elucidação estrutural. As espectroscopias de RMN foram realizadas 

com clorofórmio deuterado (CDCl3). O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrão 

interno. Os espectros foram obtidos usando um espectrômetro Bruker Avance III – modelo 300, 

operando a 300 MHz, 298 K em um campo de 9,4 Tesla, equipamento pertencente ao 

Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceará (UFC). Para 

realização das análises foram pesados 10 mg da amostra e posteriormente foram dissolvidos 

700 µL do solvente CDCl3.  
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2.2.4.2 Espectroscopia de infravermelho 

 

Os espectros na região do infravermelho (IV) foram obtidos entre os comprimentos de 

onda 4000 cm-1 a 400 cm-1 usando um aparelho Perkin Elmer® precisely, modelo Spectrum-

100 FT-IR Spectrometer. As amostras foram preparadas pela técnica de pastilhas de KBr. O 

procedimento consistiu na mistura de 1 mg da substância com 100 mg de KBr onde a mistura 

sólida foi pulverizada e comprimida numa prensa hidráulica Specac de 15 toneladas durante 60 

segundos sob pressão de 7 toneladas. 

 

2.2.5 Testes de inibição in vitro da acetilcolinesterase da substância isolada FT-B(21-27) 

  

Utilizou-se o método de Ellman (1961) modificado por Rhee (2001) para determinar a 

atividade da acetilcolinesterase (AChE) da substância isolada obtida a partir da fração 

diclometânica do extrato hexânico das sementes de P. insignis. A utilização da AChE destaca-

se como um dos bioensaios mais rápidos e sensíveis para a seleção de amostras com ação 

anticolinesterásica. Este pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa. 

 

2.2.5.1 Ensaio in vitro qualitativo de inibição da acetilcolinesterase 

 

O ensaio foi realizado em cromatoplaca de gel de sílica. Inicialmente pesou-se 1 mg da 

amostra FT-B(21-27) e dissolveu-se em 1 mL de clorofórmio, obtendo-se dessa forma uma 

solução de concentração 1,0 mg mL-1. Posteriormente, fez-se quatro diluições a partir da 

concentração 1 mg mL-1 até obtenção das seguintes concentrações: 0,5 mg mL-1; 0,25 mg mL-

1; 0,125 mg mL-1 e 0,0625 mg mL-1. 

Aplicou-se na placa de cromatografia de camada delgada (CCD) as amostras nas 5 

concentrações (1,0; 0,50; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL-1) e cafeína, um alcalóide obtido da 

espécie Paulinia cupana (guaraná), que geralmente é utilizada como padrão positivo. Utilizou-

se como eluente: clorofórmio-metanol (9:1). Após o processo de eluição e secagem da placa, a 

mesma então foi borrifada com uma solução formada pela mistura de 10 mL de tampão pH 8 

de Tris-hidroxi-metilamina-metano e HCl (Tris-HCl); 2,9 mg de iodeto de acetilcolina – ATCI 

e 4 mg de ácido 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzóico) – DTNB. Após a secagem da placa por 5 

minutos, a mesma foi novamente borrifada com a AChE (Electrophorus electricus tipo VI 

(Sigma®)) na concentração de 5 U mL-1. 
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2.2.5.2 Ensaio in vitro quantitativo de inibição da acetilcolinesterase 

 

O efeito inibitório do composto FT-B(21-27) sobre a atividade da AChE in vitro foi 

avaliado conforme teste descrito por Ellman e colaboradores (1961) e adaptada para 

espectrômetro com a análise da reação em um comprimento de onda de 412 nm. Foi utilizado 

um espectrofotômetro Biosistem SP220, para a atividade de inibição quantitativa.  

Nos ensaios em espectrofotômetro cinco diferentes concentrações da amostra (1,0; 0,50; 

0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL-1) foram preparadas em triplicata. Inicialmente 100 μL da amostra  

nas concentrações de 1,0 – 0,0625 mg mL-1 em solução tampão 50 mmol L-1 Tris-HCl, pH 8 e 

10% de clorofórmio foram misturados com 100 μL da AChE 0,22 U mL-1 (22 unidades da 

enzima diluída em 100 mL de uma solução tampão 50 mmol L-1 Tris-HCl, pH 8 com 0,1% 

albumina sérica bovina (BSA)) e 200 μL de tampão 50 mmol L-1 Tris-HCl, pH 8, 0,1% BSA.  

A mistura foi então incubada por 5 min a 30 °C e posteriormente foram adicionados 500 

μL de uma solução de ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico) – DTNB (na concentração de 3 mmol 

L-1 em tampão Tris-HCl, pH 8, NaCl 0,1 mol L-1, MgCl2 0,02 mol L-1). Em seguida transferiu-

se o conteúdo da mistura reacional para uma cubeta de vidro e acrescentou-se 100 μL de solução 

de iodeto de acetilcolina (ATCI) na concentração de 4 mmol L-1 em tampão Tris-HCl. Depois 

desse processo colocou-se no espectrofotômetro modelo AJX-3000PC spectrophotometer onde 

a reação foi monitorada por 5 min no comprimento de onda (λ) de 412 nm no qual anotaram-se 

as absorbâncias inicial e após 5 minutos da reação. 

Um branco também foi preparado por substituição da AChE onde 100 μL de tampão 50 

mmol L-1 Tris-HCl pH 8 foram misturados com 300 μL de tampão 50 mmol L-1 de Tris-HCl 

pH 8 e 0,1% BSA. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. O medicamento 

rivastigmina (Exelon®) foi usado como padrão positivo na concentração de 1,0 mg mL-1. Os 

valores da concentração inibitória média (CI50) foram obtidos utilizando o software GraphPad 

Prism 6.01. A atividade anticolinesterásica em percentual (%I) foi calculada pela seguinte 

Equação 2.1 (ELMMAN et al., 1961; KIENDREBEOGO et al., 2011). 

 

                (%)I = (1 − 
ΔAbs da amostra

ΔAbs do branco
 )x 100                        Equação 2.1 

 

Onde: ΔAbs da amostra – variação da absorbância da amostra no intervalo de 0 a 5 minutos; 

ΔAbs do branco – variação da absorbância do branco no intervalo de 0 a 5 minutos e (%)I – 

porcentagem de inibição.  
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2.2.6 Elaboração da mistura física e do complexo de inclusão com β-ciclodextrina (β-CD) 

  

Após a elucidação estrutural do composto FT-B(21-27), chamado de 2-oleil-1,3-

dipalmitoil-glicerol (ODG), foi feito o encapsulamento dessa substância com o excipiente β-

CD por dois métodos: mistura física e complexo de inclusão por liofilização. 

 

2.2.6.1 Preparação da mistura física (ODG/β-CD) 

 

Este método baseia-se na simples mistura dos componentes sem adição de água de 

acordo com Zhou e colaboradores (2013) com modificações. No sistema, a massa de cada 

componente, ODG e β-CD, numa proporção molar de 1:1, foram misturados suavemente em 

gral de porcelana, com auxílio de pistilo, até completa homogeneização. O material resultante 

desse processo foi acondicionado em frasco de vidro e armazenado em dessecador. 

 

2.2.6.2 Preparação do complexo de inclusão (ODG-β-CD) 

 

O método de formação do complexo de inclusão (ODG-β-CD) entre as sustâncias, 2-

oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) e β-ciclodextrina (β-CD), foi preparado por solubilização 

de acordo com o método descrito por Coelho (2001) com modificações, seguida por 

liofilização. 

O complexo de inclusão (ODG-β-CD) foi preparado pesando-se 30 mg de ODG e 

solubilizou-se em 20 mL de etanol P. A. a solução foi mantida a 40 ºC sob agitação constante 

por 2 h. Em seguida pesou-se 81,9 mg de β-CD que foi solubilizada em 250 mL de uma mistura 

de etanol e água numa proporção de 1:4. Posteriormente misturou-se as duas soluções onde o 

sistema foi mantido sob agitação magnética com aquecimento de 70 °C por 2 h. Em seguida o 

sistema foi levado ao rota-evaporador para eliminação do etanol. Depois a solução resultante 

foi resfriada a -45 ºC e subsequentemente foi liofilizada por 48 horas no liofilizador modelo 

MODULYOD Freeze Dryer da Thermo ELECTRON CORPORATION no Laboratório de 

Produtos Naturais (LPN) da Universidade Federal do Piauí (UFPI). O sólido resultante foi 

mantido em dessecador num frasco hermeticamente fechado.   
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2.2.7 Caracterização e análise físico-química da mistura física e do complexo de inclusão 

 

A substância na sua forma livre e após a incorporação na β-CD foi analisada por 

ressonância magnética nuclear (RMN); infravermelho (IV); termogravimetria (TG), 

calorimetria exploratória diferencial (DSC); difração de raios X (DRX); microscopia eletrônica 

de varredura (MEV); estudo de dissolução e perfil de isoterma de solubilidade de fases. 

 

2.2.7.1 Ressonância magnética nuclear 

 

Os espectros de RMN 1H da β-CD e do complexo de inclusão (ODG-β-CD) foram 

obtidos usando um espectrofotômetro Varian INOVA – modelo 400, operando a 400 MHz e 

298 K em um campo de 9,4 Tesla, equipamento pertencente ao Laboratório de Ressonância 

Magnética Nuclear – LAUREMN da Universidade Federal do Piauí (UFPI). Nessa técnica 10 

mg de cada amostra foram solubilizadas em 700 µL de dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6).  

 

2.2.7.2 Espectroscopia no infravermelho (IV) 

 

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos entre os comprimentos de onda 

4000 cm-1 a 400 cm-1 usando um aparelho Perkin Elmer® precisely, modelo Spectrum-100 FT-

IR Spectrometer. As amostras foram preparadas pela técnica de pastilhas de KBr. O 

procedimento consistiu na mistura de 1 mg das amostras ODG; β-CD; mistura física (ODG/β-

CD) e complexo de inclusão (ODG-β-CD) com 100 mg de KBr onde cada mistura sólida foi 

pulverizada e comprimida numa prensa hidráulica Specac de 15 toneladas durante 30 segundos 

sob pressão de 7 toneladas. Os espectros foram obtidos a partir de 32 varreduras e uma resolução 

de 4 cm-1. Os espectros de IV foram suavizados e a linha de base foi corrigida automaticamente 

utilizando o software do espectrofotômetro. 

 

2.2.7.3 Análises termogravimétrica (TG) e calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

   

  As curvas termoanalíticas de TG e DSC para ODG; β-CD; mistura física (ODG/β-CD) 

e complexo de inclusão (ODG-β-CD) foram produzidas usando um equipamento Shimadzu®, 

modelo TGA-51 no Laboratório Interdisciplinar de Materiais Avançados (LIMAV) da 

Universidade Federal do Piauí (UFPI). As amostras pesando 10,0 mg para as duas técnicas 

foram colocadas em panelas herméticas de alumínio, com os experimentos sendo realizados 
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sob um fluxo de gás inerte de nitrogênio (100 mL min-1), a uma taxa de aquecimento de 20 °C 

min-1 e em uma faixa de temperatura de 30 ºC a 600 °C para ambas as técnicas de TG/DSC. Os 

dados foram obtidos e processados usando instrumento SDT Q600 V20.9 Build 20 modelo 

DSC-TGA. 

 

2.2.7.4 Análises de difração de raios X (DRX) 

 

Os difratogramas para as amostras ODG; β-CD; mistura física (ODG/β-CD) e complexo 

de inclusão (ODG-β-CD) foram obtidos com difratômetro Shimadzu® (X-Ray Diffractometer, 

LabX XRD-6000) equipado com ânodo de cobre, usando uma voltagem de 40 kV e uma 

corrente de 30 mA no Laboratório Interdisciplinar de Materiais Avançados (LIMAV) da 

Universidade Federal do Piauí (UFPI). As amostras foram analisadas com geometria de bagg 

2θ numa varredura de 5-75° a uma velocidade de passo de 2° min-1. As amostras (15 mg) foram 

preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material em pó sem solvente. 

 

2.2.7.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

As estruturas morfológicas das amostras sólidas ODG; β-CD; mistura física (ODG/β-

CD) e do complexo de inclusão (ODG-β-CD) foram investigadas e fotografadas utilizando um 

microscópio eletrônico de varredura (MEV) com fonte de elétrons por emissão de campo, marca 

FEI, modelo Quanta, FEG 250, com tensão de aceleração de 1 a 30 kV, equipado com EDS de 

SDD (Silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001 (detector Apollo X-SDD) no 

Laboratório Multiusuário de Microscopia Avançada (LMMA) da Universidade Federal do 

Piauí (UFPI). As amostras foram fixadas em fita dupla face de carbono e recobertas com Au 

(ouro) na metalizadora, marca Quorum, modelo Q150R, durante 30 s, a uma corrente de íon de 

20 mA, por plasma gerado em atmosfera de argônio. A ampliação selecionada foi suficiente 

para apreciar detalhadamente a morfologia geral das amostras em estudo.  

 

2.2.7.6 Ensaios de dissolução 

 

Os perfis de dissolução do fármaco puro e de seus sistemas binários, mistura física e 

complexo de inclusão, foram determinados a partir de método descrito na Farmacopéia 

Brasileira V ed. As amostras ODG; mistura física (ODG/β-CD) e complexo de inclusão (ODG-

β-CD) contendo aproximadamente 1,0 mg foram encapsuladas dentro de uma cápsula de 
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gelatina dura. O teste de dissolução foi realizado em triplicata, usando 900 mL de solução 

aquosa de HCl, pH 1,3 e temperatura de 37 °C, a fim de permitir que a realização do ensaio 

ocorresse em condições análogas às verificadas no trato gastrointestinal (condições Sink) 

usando equipamento dissolutor (Nova Ética – Modelo 299) com pá rotativa a 50 rpm.  Foram 

coletadas alíquotas de 5 mL em intervalos de tempo pré-determinados (5, 10, 15, 20, 30, 45 e 

60 minutos) e, imediatamente, filtradas em papel filtro JP 40 de 25 µm. Após filtração, as 

concentrações das amostras, em triplicata, foram determinadas por espectrofotometria UV-vis 

modelo AJX-3000PC Espectrofotômetro no comprimento de onda de 225 nm.  

 

2.2.7.7 Estudos da isoterma de solubilidade de fases 

 

Os estudos de solubilidade de fases, conforme descrito por Higuchi e Connors (1965), 

com algumas modificações, foram feitos em triplicata, agitando-se 10 mL de soluções aquosas 

da β-ciclodextrina em concentrações crescentes (0,00; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,10 mmol L-1), 

adicionando-se a essas soluções uma massa fixa de ODG (em excesso de duas vezes em relação 

a quantidade de matéria de β-CD na solução mais concentrada). As soluções foram submetidas 

à agitação numa mesa agitadora analógica (marca LUCADEMA) a 170 rpm com temperatura 

de 25 °C, por 72 horas, até atingir o equilíbrio. Posteriormente o sistema foi centrifugado por 

15 min a 200 rpm. Alíquotas do sobrenadante foram retiradas e filtradas em papel filtro de 25 

µm. As concentrações de ODG foram determinadas por espectroscopia usando 

Espectrofotômetro UV-vis modelo AJX-3000PC no comprimento de onda de 225 nm. 

Verificou-se que a β-CD não possuía absorbância significativa na região do ultravioleta, não 

interferindo na leitura espectrofotométrica do ODG. 

Foi utilizada para análise quantitativa de ODG a curva de calibração determinada 

espectroscopicamente (Absorbância = 1,013x[ODG] + 0,1747). Os valores das absorbâncias 

foram convertidos em concentração de ODG, utilizando-se a constante de absortividade molar 

obtida pela curva de calibração.  

A partir dos dados, obtiveram-se isotermas de solubilidade ([ODG] x [β-CD]) e 

determinou-se a constante de estabilidade aparente (K) do complexo utilizando a Equação 2.2 

(LYRA et al., 2010). 

                                       K =  
inclinação

S0 x (1 - inclinação)
                                          Equação 2.2    

 

onde S0 é a concentração saturada aquosa do ODG na ausência de β-CD. 



114 

CAPÍTULO 2 

  

Antonio do Nascimento Cavalcante 

 A eficiência de inclusão (EI) do complexo foi determinada a partir da Equação 2.3 

(HIGUCHI; CONNORS, 1965): 

                                                   EI =  
inclinação

(1 - inclinação)
                                                Equação 2.3 

      

2.2.8 Análises estatísticas 

 

Os dados obtidos foram tratados por meio da Análise de Variância (ANOVA), seguida 

pelo teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. Em todos os casos, as diferenças foram 

consideradas significativas quando p<0,05. Os valores da concentração inibitória média (CI50) 

e os seus intervalos de confiança de 95%, foram obtidos por regressão não linear utilizando o 

programa estatístico GraphPad Prism 6.01 (San Diego, CA).   

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.3.1 Obtenção do composto FT-B(21-27) 

 

Foi realizado uma CC da fração diclorometânico do extrato hexânico das sementes da 

Platonia insignis para separação de seus constituintes como mostra a Figura 2.6.  

 

Figura 2.6: Cromatografia em coluna da fração diclorometânico na obtenção do composto 

FT-B(21-27). 

 

Fonte: Arquivo pessoal 
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A primeira coluna cromatográfica realizada com o extrato inicial (2,1586 g) deu-se a 

denominação de coluna FT-A, a qual deu origem 69 frações, das quais avaliou-se o grau de 

pureza em cromatografia de camada delgada (CCD). Das 69 frações obtidas fez-se a CCD 

usando como eluente a mistura binária hexano-clorofórmio (2:8). Dessas frações foram 

reunidas por similaridade do fator de retenção (Rf) da 15 à 24 (Figura 2.7) com massa 1,5330 

g. Posteriormente efetuou-se uma recromatografia em coluna dessa reunião, denominada de 

coluna FT-B. 

 

Figura 2.7: Cromatografia em coluna delgada das frações 15 à 24 da coluna FT-A. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Da recromatografia em CC da coluna FT-B originou-se 45 frações das quais foram 

reunidas por similaridades após terem sidos feitas a CCD (Figura 2.8) as frações 12 à 16; 17 à 

20; 21 à 27; 28 à 31 e 32 à 35 usando como eluente uma mistura binária hexano-clorofórmio 

(1:9). O composto obtido da reunião das frações 21 à 27 com massa pesando 268,3 mg foi 

chamado de FT-B(21-27). 
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Figura 2.8: Cromatografia em coluna delgada das frações 12 à 35 da coluna FT-B. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Após a reunião das frações 12 à 16; 17 à 20; 21 à 27; 28 à 31 e 32 à 35 usando como 

eluente uma mistura binária hexano-clorofórmio (1:9) fez-se CCD como é mostrado na Figura 

2.9. Dessa forma a reunião das frações 21 à 27 da coluna FT-B foi selecionada para seguir com 

os testes farmacológicos.  

 

Figura 2.9: Cromatografia em camada delgada da reunião das frações da coluna FT-B. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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2.3.2 Elucidação estrutural da substância isolada FT-B(21-27) 

 

A ressonância magnética nuclear (RMN) e demais métodos espectroscópicos 

modernos como infravermelho, espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-vis) e 

espectroscopia de massas (EM) constituem atualmente os principais recursos para 

identificação e elucidação estrutural de substâncias orgânicas (LOPES; FASCIO, 2004).  

O composto isolado, FT-B(21-27), foi analisado por espectroscopia de ressonância 

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

(RMN 13C) para a devida elucidação estrutural. A Figura 2.10 mostra o espectro de RMN 1H 

onde observa-se os seguintes picos de absorção: o tripleto (t) em 0,88 ppm o qual pode ser 

atribuído aos hidrogênios dos grupos metílicos terminais [H3C–] com área de integração 

(3,02) correspondendo a 9 átomos de hidrogênios; o simpleto (s) largo em 1,29 ppm que 

pode ser atribuído aos hidrogênios metilênicos [– (CH2)n –] com área de integração (22,89) 

correspondendo um total de 68 hidrogênios; o multipleto (m) em 1,59 ppm o qual pode ser 

atribuído aos hidrogênios metilênicos β-carbonílicos [– βCH2 – αCH2 – CO –] com área de 

integração (2,51) correspondendo um total de 6 hidrogênios; o multipleto (m) em 2,02 ppm 

atribuído aos hidrogênios metilênicos alílicos também denominados hidrogênios alílicos α-

olefínicos (– αCH2 – CH=CH – αCH2 –) com área de integração (1,29) totalizando um total 

de 4 hidrogênios; o tripleto (t) em 2,29 ppm atribuído aos hidrogênios α-carbonílicos [– βCH2 

– αCH2 – CO –] com área de integração (2,01) correspondendo um total de 6 hidrogênios; o 

duplo-dupleto (dd) entre 4,15 e 4,28 ppm atribuídos aos hidrogênios oximetilênicos (– CH2O 

– CO –) com área de integração (1,31) correspondendo 4 hidrogênios; o multipleto em 

aproximadamente 5,30 ppm atribuídos ao hidrogênio oximetínico (– CHO – CO –) e aos 

hidrogênios olefínicos (–HC=CH–) com área de integração (1,00) totalizando três 

hidrogênios. Neste espectro observa-se também a ausência de picos de absorção entre 2,5 e 

3,0 ppm, ou seja, ausência de sinais correspondentes a hidrogênios bisalílicos (– CH=CH – 

CH2 – CH=CH –) indicando a ausência de ligação dupla alternada na cadeia lateral.  

De acordo com as áreas de integração do especro de RMN 1H da substância FT-B(21-

27) observou-se que existem 100 (cem) átomos de hidrogênios.  
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Figura 2.10: Espectro de RMN 1H da substância FT-B(21-27) em solvente clorofórmio 

deuterado (CDCl3). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

As Figuras 2.11 e 2.12 mostram, respectivamente, os espectros de ressonância 

magnética nuclear de carbono (RMN 13C) e DEPT 135, sendo que no espectro de carbono 

(Figura 2.11) mostra os picos de absorção de todos os carbonos da substância, assim como 

do solvente usado para solubilizar a amostra, enquanto, que o DEPT 135 (Figura 2.12) mostra 

dois tipos de sinais: picos positivos (linhas para cima) indicam carbonos metílicos (CH3) e 

carbonos metínicos (CH), enquanto que, picos negativos (linhas para baixo) indicam 

carbonos metilênicos (CH2).  Sinais de carbonos não hidrogenados são ausentes neste tipo 

de espectro (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).  
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Figura 2.11: Espectro de RMN 13C da substância FT-B(21-27) em solvente clorofórmio 

deuterado (CDCl3). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Na Figura 2.11, observa-se a presença de 29 picos correspondentes aos carbonos da 

substância FT-B(21-27) e um pico do solvente, clorofórmio deuterado, bem forte em 

aproximadamente 77 ppm. O pico em 14,1 ppm é correspondente aos 3 (três) carbonos dos 

grupos metílicos (–CH3) terminais. Os picos que aparecem entre 22,6 e 34,2 ppm 

correspondem aos carbonos metilênicos [– (CH2)n –] alifáticos, confirmados no  DEPT 135 

(Figura 2.12), onde todos os sinais são negativos. O pico que aparece em 62,1 ppm de sinal 

negativo (Figura 2.12) corresponde aos dois carbonos oximetilênicos (– CH2O –). O sinal 

em 68,9 ppm cujo pico é positivo no DEPT 135 corresponde ao carbono oximetínico (–

CHO–). Na região de carbono com hibridação sp2, aparecem dois sinais positivos como é 

mostrado da Figura 2.12, um em 129,7 ppm e outro em 130,0 ppm, estes picos foram 

atribuídos aos dois carbonos olefínicos (–HC=CH–). Os três sinais que aparecem na Figura 

2.11 entre 172,8 e 173,2 ppm foram atribuídos aos carbonos dos grupos carbonilas (–CO–) 

estes sinais estão ausentes no espectro DEPT 135 como pode ser observado na Figura 2.12 

uma vez que este tipo de espectro não mostram sinais de carbono não hidrogenado.  
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Figura 2.12: DEPT 135 da substância FT-B(21-27) em solvente clorofórmio deuterado 

(CDCl3). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

O espectro bidimensional COSY (COrrelation SpectroscopY) também chamado 1H–

1H COSY para indicar claramente que os núcleos de hidrogênios estão sendo 

correlacionados. Considera-se na interpretação dos espectros 1H–1H COSY que os picos fora 

da diagonal, chamados picos cruzados, têm origem na interação entre todos os hidrogênios 

que têm acoplamento J – J significativo. Em outras palavras, os picos cruzados relacionam 

hidrogênios acoplados (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).  

Na Figura 2.13 mostra o espectro bidimensional COSY da substância FT-B(21-27) nele 

observa-se que os hidrogênios dos grupos metílicos terminais [H3C–] em 0,88 ppm está se 

correlacionando com os hidrogênios dos grupos metilênicos [– (CH2)n –] em 1,29 ppm. 

Pode-se observar também a correlação entre os hidrogênios dos grupos metilênicos com: os 

hidrogênios metilênicos β-carbonílicos [– βCH2 – αCH2 – CO –] em 1,59 ppm, os hidrogênios 

metilênicos alílicos α-olefínicos (–αCH2–CH=CH–αCH2–) em 2,09 ppm e também com os 

hidrogênios α-carbonílicos [–βCH2–αCH2–CO–] em 2,29 ppm. No espectro COSY, pode-se 
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observar, dentre outras, as correlações dos hidrogênios oximetilênicos (–CH2O–CO–) em 

4,15 e 4,28 ppm com os hidrogênios α-carbonílicos [–βCH2–αCH2–CO–] em 2,29 ppm e com 

o hidrogênio oximetínico (–CHO–CO–) em 5,30 ppm. Pode-se observar também a 

correlação entre os hidrogênios olefínicos (–HC=CH–) em 4,34 ppm com os hidrogênios 

metilênicos alílicos α-olefínicos (–αCH2–CH=CH–αCH2–) em 2,09 ppm. 

 

Figura 2.13: Espectro 1H – 1H COSY da substância FT-B(21-27) em solvente clorofórmio 

deuterado (CDCl3). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

A chamada radiação infravermelha (IV) corresponde aproximadamente à parte do 

espectro eletromagnético situada entre as regiões do visível e das microondas. A parte de maior 

utilidade para os químicos orgânicos está situada entre 4.000 e 400 cm-1. A espectroscopia na 

região do IV é uma técnica de inestimável importância na análise orgânica qualitativa, sendo 

amplamente utilizada nas áreas de química de produtos naturais, síntese e transformações 

orgânicas (LOPES; FASCIO, 2004).  

Dentre os métodos de análise para elucidação estrutural de uma molécula, a 

espectroscopia no IV ocupa uma posição de destaque, pois é a partir do espectro de IV que 

se obtêm informações de quais grupos funcionais estão presentes em uma molécula, ou seja, 

a técnica espectroscópica de infravermelho é utilizada para verificar as bandas de absorções 
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características dos grupos funcionais presentes numa dada molécula.  

Na Figura 2.14 mostra o espectro de IV da substância isolada, FT-B(21-27). No espectro 

mostra as bandas fortes de absorção em 2922 cm-1 e 2852 cm-1 resultantes, respectivamente, do 

estiramento axial assimétrico e simétrico da ligação C—H dos grupos metilênicos [– (CH2)n –

] e metílicos [H3C–] da cadeia carbônica do triacilglicerol. A absorção intensa em 1745 cm-1 

deve-se a deformação axial do grupo carbonila (C=O) característico da molécula de 

triacilglicerol. A banda de absorção verificada em 1465 cm-1 pode ser atribuído à deformação 

no plano do grupo metilênicos [– (CH2)n –]. A absorção larga que aparece em 1165 cm-1 pode 

ser atribuída a deformação axial da ligação C—O—C. A absorção verificada em 719 cm-1 pode 

ser atribuída às deformações fora do plano das ligações C—H dos grupos metilênicos [– (CH2)n 

–] (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).  

De acordo com o que foi exposto pode-se inferir que a substância FT-B(21-27) é um 

triacilglicerol de nome 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) cuja estrutura pode ser observada 

na Figura 2.1 (p. 101). 

 

Figura 2.14: Espectro de IV da substância FT-B(21-27) em pastilha de KBr. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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2.3.3 Determinação in vitro da atividade anticolinesterásica da substância ODG 

 

O uso de inibidores da acetilcolinesterase é amplamente aceito como a farmacoterapia 

de primeira linha para o alívio sintomático da doença de Alzheimer (DA), por promover uma 

elevação nas taxas de acetilcolina nas sinapses cerebrais, melhorando os deficits cognitivos e 

de memória dos doentes (GIACOBINI, 2003).  

Dentre os bioensaios, rápidos e sensíveis, a utilização da acetilcolinesterase é uma 

alternativa viável para a detecção e seleção de amostras com ação anticolinesterase 

(TREVISAN; MACÊDO, 2002). Nesse sentido o método adaptado de Ellman (1961) 

modificado por Rhee (2001) foi utilizado para determinar a atividade da AChE. Este método 

qualitativo é bastante útil para realização de triagem em diversas amostras ao mesmo tempo, 

possuindo vantagem na rapidez dos resultados, além das informações como a localização desta 

atividade em extratos e frações (REIST et al., 2008; SEIDL, 2010). 

A substância isolada ODG apresentou inibição qualitativa que foi confirmada através 

da mudança de coloração da placa de CCD de amarela com manchas brancas após cinco 

minutos da pulverização com a enzima. O aparecimento de manchas brancas na placa amarela 

(ELLMAN et al., 1961) podem ser vistas na Figura 2.15 em destaque para tais manchas 

esbranquiçadas o que pode ser indicativo da inibição da acetilcolinesterase. Neste ensaio 

utilizou-se a cafeína como padrão positivo. 

 

Figura 2.15: Resultado positivo de inibição qualitativa da AChE para o composto ODG. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Legenda: P – controle positivo, cafeína; 0,0625 – 1 mg mL-1 foram as concentrações testadas em mg mL-1.  
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Como pode ser observado na Figura 2.15, o resultado foi positivo nas 05 concentrações, 

apresentando intensidade de descoloração próximo ao do padrão cafeína (1 mg mL-1). A 

cafeína, obtida da espécie Paulinia cupana, foi utilizada como padrão de referência por ser um 

ótimo inibidor da AChE (FEITOSA et al., 2016). Quando se obtém cromatoplaca amarela com 

halos brancos tem-se resultado positivo para inibição da AChE, sendo necessário o 

prosseguimento com o teste quantitativo de inibição com a finalidade de quantificar a inibição 

da AChE em cada concentração. 

Em estudo anterior Costa Júnior (2011a) isolou do extrato hexânico das sementes de 

P. insignis o composto 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol (TG1), este composto posteriormente 

foi analisado por Santos (2012), utilizando metodologia de Ellman (1961), e mostrou 

significativa atividade inibitória da acetilcolinesterase in vitro com inibição de 95,5% na maior 

concentração testada. Esses resultados demostraram que as frações obtidas da “banha” do 

bacuri são promissoras na investigação da atividade anticolinesterásica.  

Em 1961, Ellman e colaboradores propuseram o método colorimétrico mais empregado 

atualmente para a determinação da atividade da AChE. Este método foi desenvolvido pela 

combinação dos conhecimentos divulgados por Koelle (1951) e Ellman (1961), onde neste 

último é usado o ácido 5,5′-ditiobis-(2-nitrobenzóico) – DTNB, chamado reagente de Ellman, 

na quantificação de compostos de enxofre em tecidos celulares (ELLMAN, 1959). Este 

método é baseado na taxa de hidrólise da acetiltiocolina (ACTI) pela AChE originando à 

tiocolina, que reage com o ânion carboxilato do DTNB, formando o 2-nitrobenzoato 5-

mercaptotiocolina e um ânion de coloração amarela, o 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato, que é 

quantificado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 412 nm. 

Foi detectada inibição quantitativa de (67,34% ± 3,01; 51,45% ± 6,59; 42,95% ± 1,55; 

33,56% ± 2,42 e 23,49% ± 3,49) na atividade da AChE in vitro, nas concentrações do composto 

ODG 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL-1, respectivamente, (Figura 2.16). Em todas as 

concentrações os testes foram feitos em triplicada. Como podemos observar na Figura 2.16 a 

atividade inibitória deu-se de forma concentração dependente, com mais de 67% de inibição na 

maior concentração testada (1,0 mg mL-1) valor bem considerado quando comparado com o 

valor da inibição do controle positivo, rivastigmina, 74,99% ± 6.01 na mesma concentração.  
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Figura 2.16: Porcentagem de inibição da AChE nas 5 concentrações testadas da substância 

ODG e da rivastigmina na concentração de 1,0 mg mL-1. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

O teste quantitativo permitiu calcular a quantidade mínima de ODG capaz de inibir a 

atividade da AChE em 50%, chamada de concentração inibitória média (CI50), mostrada na 

Figura 2.17, que foi de 0,2934 mg mL-1 variando de 0,2197 a 0,3917 mg mL-1 no intervalo de 

confiança de 95% e R2 = 0,8504 na equação normalizada. Estes resultados são promissores, 

ainda que muito superior, quando comparamos a rivastigmina (CI50 = 1,87.10-3 mg mL-1) usada 

como controle positivo para inibição da acetilcolinesterase. A rivastigmina é um medicamento 

inibidor da AChE muito utilizado no tratamento de pessoas com DA (SERENIKI et al., 2008). 

E também muito superior a outro padrão positivo, a galantamina (CI50 = 0,37.10-3 mg mL-1), 

esta substância é um alcaloide extraído de plantas da família Amaryllidaceae e comercializado 

com o nome de Reminil®, vendido no Brasil desde novembro de 2000 sendo um dos fármacos 

mais utilizado no tratamento da DA por apresentar menos efeitos colaterais indesejáveis 

(FEITOSA et al., 2015a).  

Um alcaloide extraído da planta Huperzia serrata, a huperzina A, também atua como 

inibidor da acetilcolinesterase (CI50 = 74,5 mmol L-1), cuja administração demonstrou melhora 

significativa na memória de pessoas idosas e assim como de pessoas acometidas com a DA, 

associada a mínimos efeitos colinérgicos periféricos (ZHANG et al., 2002). Lai e colaboradores 

(2013) estudaram o extrato alcaloidal e os alcalóides isolados das raízes da espécie vegetal 

Stemona sessilifolia. Sendo assim, dos cinco alcalóides testados, dois deles, estenina e estenina 

B, e o extrato alcaloidal apresentaram atividade anticolinesterásica significativa, com CI50, 
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respectivamente, igual a 19,8 µmol L-1; 2,1 µmol L-1 e 102,6 µg mL-1. Logo percebe-se que 

alguns inibidores potentes da AChE são produtos naturais derivados de plantas, assim, como a 

substância em estudo ODG. 

 

Figura 2.17: Gráfico de determinação da CI50 da substância ODG. 

 

 Fonte: Arquivo pessoal. 

 

2.3.4 Ensaios de dissolução 

 

A dissolução consiste no processo de liberação do fármaco de sua forma farmacêutica, 

tornando-se, dessa forma disponível para ser absorvido ou aproveitado pelo organismo 

(CHOWDARY; RAJYALAKSHMI, 1987). Assim os estudos de dissolução são importantes 

uma vez que permitem, através de ensaios in vitro, prever a disponibilidade do fármaco in vivo.  

Por meio da técnica de espectrofotometria na região do UV-vis, observou-se que a 

substância 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol possui um pico máximo de absorbância no 

comprimento de onda, λ, de 225 nm em solução binária etanol-água (9:1). Para determinar o 

comprimento de onda máximo fez-se a varredura entre 200 a 500 nm para a substância em seis   

concentrações a saber: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 µg mL-1 como mostra a Figura 2.18 o λmax para a 

maioria das concentrações testadas foi de 225 nm. O comprimento de onda de 225 nm foi usado 

para construir a curva de calibração do triacilglicerol onde obteve a seguinte equação da reta: 

Y = 0,01251*X + 2,483 (R2 = 0,9904), onde Y é a absorbância; X é a concentração de ODG e 

R2 é o coeficiente de correlação linear. 
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Figura 2.18: Leitura espectrofotométrica da ODG nas concentrações de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 

µg mL-1. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

A Figura 2.19 mostra os diferentes perfis de dissolução da substância ODG, da mistura 

física (ODG/β-CD) e do complexo de inclusão (ODG-β-CD) em cápsulas de gelatina. Em todos 

os tempos analisados a porcentagem acumulada de ODG na forma livre foi sempre menor que 

da mistura física (ODG/β-CD) e do complexo de inclusão (ODG-HP-β-CD). Na Figura 2.19 

mostra que o complexo evidentemente mostrou taxa de dissolução mais rápida em comparação 

com o ODG livre. Apenas cerca de 55% do fármaco foi dissolvido em 60 min, enquanto que as 

taxas dissolvidas da mistura e do complexo, foram respectivamente, 77% e 84% no mesmo 

tempo analisado. Para o complexo de inclusão (ODG-β-CD), a quantidade dissolvida após 20 

minutos foi superior a 74%. A percentagem liberada da ODG na forma livre e na forma 

encapsulada, tanto complexo de inclusão quanto a mistura física, mantiveram-se praticamente 

constante a partir dos 30 min. Assim, o complexo (ODG-β-CD) foi o mais eficaz na melhoria 

do comportamento de dissolução do fármaco. O alto aumento da taxa de dissolução do fármaco 

no complexo de inclusão pode ser devido às seguintes razões: formação do complexo de 

inclusão mais solúvel, maior amorfização do fármaco e consequente aumento da solubilidade, 

além de maior molhabilidade e redução do tamanho das partículas (VEIGA et al., 2001).   
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Figura 2.19: Perfil de dissolução do ODG, da mistura física (ODG/β-CD) e do complexo de 

inclusão (ODG-β-CD). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

2.3.5 Perfil de solubilidade de fases 

 

O método descrito por Higuchi e Connors (1956) é uma das abordagens mais utilizada 

para estudar o perfil de solubilidade de substâncias complexadas. Essa abordagem é 

considerada a primeira verificação de complexos de inclusão em solução, ela analisa o 

comportamento de solubilidade da molécula hóspede em soluções com concentrações 

crescentes de CD’s, permitindo obter a constante de estabilidade aparente (K), a estequiometria 

de formação do complexo e a eficiência de inclusão (EI), a partir da solubilidade intrínseca do 

substrato (S0) e da inclinação da reta resultante do diagrama de solubilidade (VEIGA et al., 

2001). 

Por meio da leitura espectrofotométrica observou-se que ODG tem um pico máximo de 

absorbância em 225 nm em etanol:água (9:1) (Figura 2.18), comprimento de onda a partir do 

qual foi construída a curva de calibração da ODG nas concentrações: 0,015, 0,030, 0,060, 0,120 

e 0,240 nmol L-1 (Figura 2.20), obtendo-se a seguinte equação da reta: Y = 1,013*X + 0,1747. 

Verificou-se que a β-CD não possuía absorbância significativa na região do ultravioleta, não 

influenciando na leitura espectrofotométrica do ODG.  
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Figura 2.20: Curvas de calibração do ODG obtidas através da espectroscopia de absorção no 

λ = 225 nm. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

O diagrama de solubilidade obtido a partir de concentrações crescente de β-CD 

demonstrou um aumento linear (R2 = 0,9892) da solubilidade de ODG (Figura 2.21). A 

estequiometria do complexo (ODG-β-CD) foi determinada pela técnica de solubilidade. A 

relação linear foi obtida entre a quantidade de 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol solubilizada e a 

concentração de β-CD em solução a qual foi classificada como tipo linear crescente (AL) de 

acordo com a teoria de Higuchi e Connor´s (HIGUCHI; CONNOR´S, 1965), ou seja, o aumento 

da solubilidade do fármaco é diretamente proporcional ao incremento das concentrações do 

agente complexante (β-CD). Esta relação linear sugere a formação de um complexo de inclusão 

com estequiometria molar 1:1 entre ODG e β-CD. 

A partir do diagrama de solubilidade pode-se obter o coeficiente angular (inclinação da 

reta) cujo valor foi inferior a 1, indicando a estequiometria do complexo 1:1, característico de 

complexos do tipo AL (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA et al., 2010). A partir da 

equação da reta obtida do diagrama de solubilidade da β-ciclodextrina ([β-CD] = 

0,3664*[ODG] + 0,1704), calculou-se a constante de estabilidade aparente (K), parâmetro que 

avalia a razão na qual a solução contendo ciclodextrina (CD) e fármaco (F), forma o complexo 

(F-CD) e a eficiência de inclusão (EI), a partir das equações formuladas por Higuchi e Connors 

(1965). 
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Figura 2.21: Diagrama de solubilidade de fases para o ODG em presença de concentrações 

crescente de β-CD determinada a temperatura ambiente. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Dentre os métodos utilizados para determinação do valor de K, estão as isotermas de 

solubilidade, onde a molécula a ser encapsulada, ao encontrar-se em um sistema composto por 

CD e água, pode mudar sua solubilidade. Esta mudança pode ser representada por um aumento 

até certo limite ou até mesmo uma diminuição da solubilidade inicial (MÁSSON, 1999). A 

constante de estabilidade aparente (K) é um importante parâmetro na caracterização da 

interação molecular entre os componentes do complexo e sua variedade prática, uma vez que 

complexos com alta valor de K podem originar complexos muito estáveis (AGUIAR et al., 

2014). A constante de estabilidade aparente (K) calculada para o complexo (ODG-β-CD) foi 

de 339,38 L mol-1, indicando uma boa interação entre o ODG e a β-CD. A eficiência de inclusão 

(EI) do ODG calculada através do perfil de solubilidade de fases foi de 57,82%.  

 Relatos anteriores, sobre a inclusão de pigmentos de pimentão vermelho em β-CD por 

agitação magnética e ultrassom, resultaram em eficiências de inclusão de 52,95% e 62,43%, 

respectivamente (LIDIANE et al, 2014). Em outros estudos sobre a eficiência de inclusão de 

carotenóides em β-CD apenas por agitação magnética foram de 48,96% (CHEN et al., 2007) e 

50% (NUNES; MERCADANTE, 2007). Assim, a eficiência de inclusão do ODG foi boa o que 

nos permite concluir que de cada 100 moléculas de ODG quase 58 foram incorporadas na 

cavidade de β-CD.  

Quanto maior o valor de K obtido, maior facilidade de formação de complexo de 

inclusão. Em termos farmacêuticos,  é desejável usar complexos de inclusão cuja constante de 
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estabilidade esteja entre 100 e 1000 L mol-1. Fármacos com constante de estabilidade pequenos 

formam complexos instáveis, por outro lado, aqueles que têm K grande são estáveis demais o 

que tendem a dificultar a liberação do fármaco no organismo (RAMA et al., 2005). De um 

modo geral, o intervalo de K entre as CD’s ou seus derivados e a grande maioria dos fármacos 

é 100–20000 L mol-1 (ZHOU et al., 2013). Assim o valor encontrado de K nesse trabalho, 

339,38 L mol-1, está dentro do limite desejável, indicando uma boa interação entre o ODG e a 

β-CD. 

 

2.3.6 Espectroscopia no infravermelho (IV) 

 

 Dentre as técnicas utilizadas para caracterizar os complexos de inclusão (CI), os 

métodos espectroscópicos oferecem vantagens importantes nas análises (CANNAVA et al., 

2008). A técnica de espectroscopia IV é uma metodologia analítica utilizada muitas vezes para 

a avaliação da ocorrência de interações moleculares no estado sólido, mediante comparação das 

bandas de absorção das moléculas hóspedes e da molécula hospedeira, com a mistura física e o 

complexo de inclusão (CORTI et al., 2007; MACEDO; 2010). As bandas de absorção do 

espectro de IV, na maioria das vezes, mudam apenas ligeiramente quando há formação do 

complexo e, se a fração das moléculas hóspedes encapsuladas na cavidade das ciclodextrinas 

for, inferior a 25%, bandas que poderiam ser atribuídas à parte incluída são facilmente 

mascaradas pelas bandas do espectro da CD (SINGH et al., 2010). Contudo, dependendo do 

sistema, a comparação minuciosa dos espectros pode fornecer evidências complementares da 

encapsulação. Ao contrário da estrutura cristalina do hóspede, que é perdida durante a formação 

do complexo, a estrutura molecular é mantida de tal forma que as ligações químicas podem ser 

detectadas nos espectros IV.   

A formação dos CI’s na fase sólida pode ser avaliada pela comparação entre os espectros 

de infravermelho do fármaco puro (molécula hóspede), da ciclodextrina (molécula hospedeira) 

e dos complexos sólidos obtidos por diferentes métodos de preparação (SPRICIGO et al., 

2008). Para isso, são verificadas interações em nível molecular, detectando as mudanças 

significativas na forma e na posição das faixas de absorbância, através do espectro vibracional 

dos diferentes grupos funcionais das moléculas de fármacos complexados ou livres (CORTI et 

al, 2007; CANNAVÀ et al., 2008; ARRAIS, 2012). 

Os espectros de IV do ODG, β-CD, mistura física (ODG/β-CD) e do complexo de 

inclusão (ODG-β-CD) determinados em temperatura ambiente e na região espectral entre 4000-

400 cm-1 estão mostrados na Figura 2.22.   
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Embora as interações existentes no complexo de inclusão entre a β-ciclodextrina e a 2-

oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) não serem muito fortes, uma vez que as forças que as 

mantêm unidas são as fracas interações de Van der Waals e/ou interações hidrofóbicas, observa-

se desvios e mudanças de intensidade de algumas bandas, quando comparamos o complexo e o 

a substância livre. O espectro de IV da ODG (Figura 2.22a) mostra como principais bandas de 

absorção, as bandas fortes em 2922,63 cm-1 e 2847,50 cm-1 resultantes, respectivamente, da 

deformação axial assimétrica e simétrica da ligação C—H dos grupos metilênicos [– (CH2)n –

] e dos grupos metílicos [H3C–], outra banda de absorção intensa em 1743,80 cm-1 devida ao 

estiramento do grupo carbonila (C=O) característico de ésteres de triacilgliceróis, outra banda 

de absorção verificada na Figura 2.22a aparece em 1469,62 cm-1 atribuída à deformação no 

plano do grupo metilênicos [– (CH2)n –] e, por fim, a banda de absorção larga que aparece em 

1168,33 cm-1 pode ser atribuída ao estiramento ou deformação axial da ligação [C—O—C] de 

ésteres (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007). 

No espectro IV da β-CD (Figura 2.22b), pode-se observar principalmente a banda de 

absorção larga em 3374,95 cm-1 atribuída ao estiramento das ligações dos grupos hidroxilas 

(O–H) primários e secundários (GANNIMANI et al., 2015), a banda de absorção 1634,59 cm-

1 que pode ser atribuída a vibração de deformação angular no plano de O–H e a banda forte de 

absorção em 1024,96 cm-1 atribuída as vibrações da ligação C—OH de álcoois. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Gannimani e colaboradores (2015). 

No espectro da mistura física (Figura 2.22c) observou-se que houve sobreposição dos 

padrões de IV das bandas de absorção referentes ao ODG e β-CD livres, ou seja, permitiu 

identificar que os mesmos correspondem à simples sobreposição dos espectros dos compostos 

isolados, não indicando qualquer tipo de interação. 

No espectro do complexo de inclusão (ODG-β-CD) observou-se que as bandas da β-CD 

3374,95 cm-1 e 2916,43 cm-1, sofreram deslocamento nas frequências após a incorporação da 

molécula hóspede para 3354,81 cm-1 (frequência mais baixa) e 2918 cm-1 (frequência mais alta), 

respectivamente, (Figura 2.22d), a diminuição da frequência entre o complexo de inclusão e 

sua molécula constituinte deve-se às mudanças no microambiente que levam à formação de 

ligação de hidrogênio e à presença de forças de Van der Waals durante sua interação para formar 

o complexo de inclusão (HAMIDI et al., 2010). As bandas 2847,50 cm-1 e 1743,80 cm-1 

confirmam a presença do ODG no complexo. No espectro do complexo de inclusão (Figura 

2.22d) observou-se um alargamento e diminuição da intensidade da banda de estiramento de 

grupos O–H da β-CD em 3354,81 cm-1 nesse espectro também foi observado quase o 

desaparecimento da banda de absorção em 1634,59 cm-1 atribuída a vibração de deformação 
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angular no plano de O–H. Estas alterações podem ser devido a inserção de uma molécula no 

interior da cavidade da ciclodextrina provocar uma restrição conformacional, reduzindo a livre 

movimentação das moléculas encapsuladas contribuindo para a redução da intensidade dos seus 

sinais (NASCIMENTO, 2013), mas também, essas mudanças podem ser atribuídas as 

interações intermoleculares entre os grupos carbonílicos da molécula hóspede (ODG) com os 

grupos hidroxilas externos da β-CD (NEGI, 2013) sugerindo a formação do complexo de 

inclusão.  

 

Figura 2.22: Espectros de IV (a) ODG, (b) β-CD, (c) mistura física (ODG/β-CD) e (d) 

complexo de inclusão (ODG-β-CD). 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Os resultados dos espectros IV sugerem que houve formação efetiva do complexo de 

inclusão entre a substância 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) e a beta-ciclodextrina e que 

a ODG foi incluída na cavidade hidrofóbica da molécula de β-CD. 
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2.3.7 Difração de raios X (DRX) 

  

A técnica difração de Raios X (DRX) determina a natureza cristalina de sólidos, sendo 

considerada uma das técnicas mais adequada para caracterização dos complexos de inclusão, 

isso devido, sua simplicidade e rapidez (VEIGA et al., 2006; MEIRELLES, 2012). O princípio 

desta técnica baseia-se no espalhamento coerente da radiação X por estruturas organizadas 

(cristais), permitindo um estudo morfológico das substâncias, ou seja, um estudo de sua 

estrutura cristalina. Dessa forma, dependendo da estrutura cristalina da molécula incluída, 

haverá formação de picos característicos no espectro de DRX. Assim, a formação do complexo 

de inclusão será avaliada por alterações nos picos característicos da molécula hóspede 

(fármaco) e da molécula hospedeira (ciclodextrina) com o complexo (TAKAHASHI, 2009; 

VEIGA et al., 2006). 

Os padrões de difração das substâncias livres ODG e β-CD, de sua mistura física e do 

complexo de inclusão foram estudados usando difração de raios X. Os difratogramas da ODG, 

β-CD, mistura física (ODG/β-CD) e do complexo de inclusão (ODG-β-CD) estão mostrados na 

Figura 2.23. O difratograma de ODG (Figura 2.23a) apresentou-se com característica amorfa, 

com alguns picos de baixa intensidade e largos em 2θ = 6,55º; 13,21º; 17,61º; 19,21º; 20,54º; 

22,27º; 23,87º; 26,14º; 30,54º; 39,34º e 46,66º. Diferentemente, da forma amorfa da ODG, a β-

CD apresentou estrutura de natureza cristalina evidenciada pela grande quantidade de picos 

mais finos e bem definidos observados no difratograma (Figura 2.23b), apresentando-se como 

uma substância de cristalinidade maior em relação a substância ODG. O difratograma da β-CD 

apresentou picos característicos bem definidos em 2θ = 9,08º; 10,68°; 12,54º; 14,80º; 15,48º; 

17,07º; 17,74º; 18,81°; 19,75º; 21,20º; 22,68º; 24,41º; 25,60°; 27,07º; 32,13º; 34,53º e 39,59º o 

que evidenciou a natureza cristalina dessa substância. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Li e colaboradores (2015).   

Observou-se que o padrão de difração da mistura física (Figura 2.23c) foi apenas a 

superposição dos difratogramas de ODG e β-CD ainda que com diminuição das intensidades 

dos picos permitindo identificar à simples sobreposição dos difratogramas dos compostos 

livres, não indicando, assim, qualquer tipo de interação. A mistura física apresentou uma 

superposição dos padrões de DRX das espécies isoladas, com redução de alguns picos 

característicos da β-CD, mas mantendo o pico mais intenso da β-CD em 2θ = 12,54°. No 

difratograma do complexo de inclusão (Figura 2.23d) mostrou que a estrutura da β-CD sofreu 

uma ligeira amorfização, tendo em vista que, os números de sinais foram reduzidos, bem como 

suas intensidades, o que caracterizou perda de cristalinidade e, consequentemente, aumento de 
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amorfização. A obtenção de um difratograma com características de um material amorfo, ou 

seja, sem picos finos bem definidos, pode ser um indicativo da ocorrência de complexação 

(CORTI et al., 2007; LI et al., 2015). 

 

Figura 2.23: Difratogramas de (a) ODG, (b) β-CD, (c) mistura física (ODG/β-CD e (d) 

complexo de inclusão (ODG-β-CD) 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Portanto a formação do complexo de inclusão causa grandes mudanças no padrão de 

difração das moléculas livres, hóspede (fármaco) e hospedeiro (β-CD). As mudanças foram 

observadas sob a forma de desaparecimento, diminuição da intensidade e surgimento de novos 

picos. Mudanças no difratograma da β-CD pode confirmar a formação do complexo de inclusão 

entre a ODG e β-CD. Outros trabalhos com resultados semelhantes foram encontrados na 

literatura (LIU et al., 2013; YANG et al., 2014; LI el al., 2015). 

 

2.3.8 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) é uma técnica de análise qualitativa 

bastante adequada para visualizar a textura superficial dos filmes superficiais depositados, isto 

é, visualizar os aspectos morfológicos de materiais diversos, tais como, CD’s e medicamentos, 

bem como, produtos obtidos por diferentes métodos de preparação (DUCHÊNE, 1987; 

ARAÚJO et al., 2008). Esta análise constitui uma ferramenta importante para verificar 

mudanças no perfil cristalino de moléculas, decorrentes do processo de síntese ou do 
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processamento farmacêutico (RIBEIRO et al., 2008). A Figura 2.24 mostram as imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura de β-CD, ODG, mistura física (ODG/β-CD) e 

complexo de inclusão (ODG-β-CD).  

 

Figura 2.24: Microscopia eletrônica de varredura de (A) β-CD, (B) ODG, (C) mistura física 

(ODG/β-CD) e (D) complexo de inclusão (ODG-β-CD). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

As micrografias da β-CD (Figura 2.24A) apresentou-se com morfologia homogênea e 

cristais poliédricos, estando esse resultado de acordo com os achados de Chen e colaboradores 

(2011), indicando um perfil mais cristalino. A Figura 2.24B mostra as imagens da substância 

ODG, nela pode-se observar que se trata de uma substância com característica amorfa. As 

imagens da mistura física entre β-CD e ODG (Figura 2.24C) revelaram semelhanças tanto com 

os cristais das moléculas de β-CD e a forma amorfa das moléculas de ODG, ou seja, a mistura 

física continha a morfologia de ambos os componentes isoladamente, exibindo cristais 

característicos da β-CD misturados com partículas de ODG ou aderidas a sua superfície. As 

imagens MEV mostraram que a forma e o tamanho do complexo de inclusão foram 

completamente diferentes das imagens dos componentes livres, β-CD e ODG. Em contraste, as 

imagens do complexo de inclusão (Figura 2.24D) apareceram como partículas irregulares, nas 

quais, a morfologia original dos componentes desapareceram e pequenos agregados de peças 

amorfas e de tamanhos irregulares estavam presentes. Essas imagens demonstraram ainda que, 

quando os pós de β-CD e ODG simplesmente se misturaram fisicamente, eles continuaram a 
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existir em suas formas originais e individuais, enquanto que, quando as soluções dos dois 

compostos foram misturadas, formaram uma estreita associação, onde houve uma mudança 

drástica na morfologia e na forma das partículas da ODG, provavelmente formando o complexo 

de inclusão, em que a β-CD já não existia em seu estado cristalino, revelando-se, assim, uma 

aparente interação entre ODG e β-CD, o que pode-se confirmar a formação do complexo de 

inclusão. Estas observações estão de acordo com outros trabalhos encontrados na literatura 

(ZHOU et al., 2013; LOUIZ et al., 2015; GANNIMANI et al., 2015).  

 

2.3.9 Análises térmicas 

  

 Os métodos de análises térmicas são bastante utilizados na caracterização de sistemas 

constituídos por mais de um componente como os complexos de inclusão. Estes métodos são 

feitos comparando-se os comportamentos térmicos dos componentes isoladamente com os dos 

possíveis complexos de inclusão formados. As CD´s são caracterizadas como hidratos 

apresentando diferentes quantidades de moléculas de água, dependendo do seu processo de 

preparação e das condições de estocagem (MACEDO, 2010). 

 Comumente, se detecta a formação do complexo de inclusão, utilizando análise 

termogravimétrica (TG), comparando-se a temperatura de início de degradação da molécula 

encapsulada com a do possível complexo. Quando ocorre a complexação, a degradação da 

molécula hóspede ocorrerá a temperaturas mais elevadas uma vez que esta molécula estará 

protegida na cavidade da ciclodextrina (ARAÚJO et al., 2007).  

Na análise de TG, a massa de uma determinada amostra sob efeito de gás inerte, é 

monitorada continuamente em função do aumento da temperatura. Obtendo-se duas curvas, 

uma relacionada ao percentual de perda de massa (TG) e outra relacionada a derivada do 

percentual de perda de massa (DTG). Esta última permite a determinação precisa da 

temperatura em que ocorre determinada perda de massa da amostra (MACEDO, 2010). A 

calorimetria exploratória diferencial (DSC) é uma técnica bastante utilizada para confirmar a 

formação do complexo de inclusão no estado sólido, devido a sua sensibilidade em detectar 

possíveis alterações nos eventos térmicos característicos da molécula encapsulada quando ela 

se encontra no interior da cavidade da ciclodextrina, assim como a estabilidade do sistema e 

sua cristalinidade (LYRA et al., 2010; WANG et al., 2011). 

 As curvas termoanalíticas de TG e DTG para β-CD, ODG, mistura física (ODG/β-CD) 

e complexo de inclusão (ODG-β-CD) são mostradas na Figura 2.25 e as curvas de DSC são 

mostradas na Figura 2.26. O termograma da β-CD (Figura 2.25A) mostra dois estágios de perda 
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de massa: o primeiro foi registrado em 91 °C indicando a perda de moléculas de água. Estudos 

anteriores reportam a presença de 11 moléculas de água, dependendo da umidade relativa na β-

CD. As moléculas de água estão incluídas na cavidade e também localizadas nos interstícios 

entre as macromoléculas (LOUIZ et al., 2015). O segundo estágio de perda de massa mais 

intenso foi registrado em 335 °C relacionado com a decomposição de estrutura β-CD devido à 

transição da fase sólida para líquida. Curva de DSC da β-CD (Figura 2.26b) corroboraram com 

estas observações, onde mostraram dois eventos endotérmicos o primeiro iniciando em 70 °C 

até 100 °C, possivelmente referente ao processo de evaporação de água presente no interior de 

sua cavidade hidrofóbica (WANG et al., 2011) e o outro evento endotérmico com início em 

312º até 342 °C possivelmente resultante da fusão das unidades glicosídicas da β-CD. O 

termograma de ODG (Figura 2.25B) mostrou que sua decomposição ocorreu em 428 °C. A 

curva termoanalítica de DSC da ODG (Figura 2.26a) confirmou esta observação na qual 

mostrou um evento endotérmico iniciando em 375 °C e terminando em 437 °C podendo ser 

atribuído ao início de fusão dos produtos de decomposição desta substância. 

 As curvas termoanalíticas da mistura física (Figura 2.25C e Figura 2.26c) foram a 

simples superposição dos compostos livres como pode ser observado na curva DTG onde 

mostrou claramente os três picos de derivada da perda de massa correspondente das substâncias 

na sua forma livre. Já as curvas termoanalíticas do produto obtido pela técnica de liofilização 

utilizando β-CD (Figura 2.25D) mostrou que a decomposição do complexo de inclusão ocorreu 

numa faixa maior de temperatura 225-400 °C, onde a derivada de perda de massa ocorreu em 

326 °C. Entretanto, um padrão diferente foi observado na curva de DSC do complexo de 

inclusão (Figura 2.26d), resultando em um sistema com características únicas, diferentemente 

do comportamento termoanalítico das duas substâncias livres, sugerindo uma mudança na 

estrutura da substância após a formação do complexo de inclusão entre ODG e β-CD. Verifica-

se que o evento endotérmico em 437 °C no termograma de DSC do ODG, associado a fusão, 

desaparece na curva do complexo de inclusão, indicando uma maior estabilidade do ODG 

complexado quando comparado ao ODG livre. Tal comportamento evidenciou um ganho de 

estabilidade térmica para o fármaco encapsulado, provavelmente como resultado de interações 

com a cavidade, isso pode indicar a complexação entre o ODG e β-CD. 
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Figura 2.25: Curvas termoanalíticas de TG e DTG referentes a, (A) β-CD, (B) ODG, (C) 

mistura física (ODG/β-CD) e (D) complexo de inclusão (ODG-β-CD). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Figura 2.26: Curvas termoanalíticas de DSC referentes a, (a) ODG, (b) β-CD, (c) mistura 

física (ODG/β-CD) e (d) complexo de inclusão (ODG-β-CD). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Essas observações nas análises térmicas foram consistentes com outros trabalhos 

encontrados na literatura (ZHOU et al., 2014; KFOURY et al., 2014). 

 

2.3.10 Ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) 

 

Espectroscopia de RMN é uma importante ferramenta para estudar e caracterizar o modo 

de inclusão (LI et al., 2015). É uma técnica que vem sendo bastante utilizada para determinar a 

formação de complexos de inclusão (VEIGA et al., 2006) sendo muitas vezes usada para 

obtenção de informações adicional da formação de complexos em CD’s (SUN et al., 2006). Os 

deslocamentos químicos do hospedeiro e da molécula hóspede podem fornecer evidências para 

a formação de complexos de inclusão em solução, uma vez que são conhecidas mudanças 

significativas no microambiente que aparecerá entre os estados livre e encapsulado. 

 A Figura 2.27 mostram os espectros de RMN 1H da β-CD e do complexo de inclusão 

da ODG com β-ciclodextrina, em dimetilsulfóxido (DMSO-d6). A fim de se atribuir os sinais 

de RMN 1H das moléculas em estudo, assim como observar possíveis alterações nos ambientes 

químicos dos hidrogênios das mesmas, quando forma o complexo de inclusão. Os 

deslocamentos químicos (δ) dos hidrogênios da β-CD na ausência e na presença de ODG são 

mostrados na Tabela 2, onde ∆δ é a diferença entre o δ da beta-ciclodextrina na presença e na 

ausência de ODG. 

Os deslocamentos químicos (δ), dos átomos de hidrogênios (H-1, H-2, H-4 e H-6) que 

ficam na superfície exterior da cavidade de β-CD não apresentaram diferenças significativas na 

presença da molécula hóspede, no entanto, os átomos de hidrogênios que ficam na parte interna 

da β-CD (H-3 e H-5) mostraram mudanças relativamente proeminentes (Figura 2.27). Para uma 

melhor ilustração dessas mudanças, os deslocamentos químicos (δ) de hidrogênios da β-CD na 

ausência e na presença de ODG foram listados na Tabela 2.1. 

A parede interna da cavidade da β-CD é constituída pelos átomos de hidrogênios, H-3 e 

H-5, a estrutura do complexo de inclusão pode ser determinada, de acordo com as alterações 

nos deslocamentos químicos (δ). Pode ser visto a partir da Tabela 2.1 que houve mudança de 

ambiente químico para todos os hidrogênios, ainda que de diferentes intensidades, após a 

inserção de ODG na cavidade da β-CD. Diferentemente dos deslocamentos químicos dos 

hidrogênios externos, H-1, H-2, H-4 e H-6, que foram ligeiramente afetados pela presença de 

ODG. Os hidrogênios internos, H-3 e H-5, mostraram mudanças no ambiente químico 

relativamente proeminentes, 0,0235 ppm e 0,0123 ppm, respectivamente, em comparação aos 

outros átomos de hidrogênios da β-CD que estão localizados no lado externo da 
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cavidade. Notou-se que o deslocamento químico do H-3 foi maior que do H-5 após a formação 

do complexo de inclusão. O hidrogênio H-3 está situado próximo do lado mais largo da 

cavidade enquanto o hidrogênio H-5 está próximo do lado mais estreito, essas alterações dos 

deslocamentos químicos sugerem que o ODG entrou na cavidade da β-CD pelo lado mais largo 

de modo que o H-5 mostrou-se um desvio menor.  

Tal como ilustrado na Tabela 2.1, um fenômeno semelhante ocorreu nos deslocamentos 

químicos dos grupos OH das β-CD após a formação do complexo de inclusão, o valor Δδ do 

OH-6 (lado estreito) foi de 0,0045 ppm, no entanto, os valores de Δδ para os grupos OH, que 

ficam do lado largo da cavidade, foram ligeiramente maiores, OH-2 (0,0264 ppm) e OH-3 

(0,0522 ppm). Este fenômeno corroborou com a hipótese de que a ODG foi inserida na cavidade 

β-CD a partir do lado mais largo, e com base nesses resultados, deduzimos um possível modo 

de inclusão para o ODG-β-CD como mostrado na Figura 2.28 e que a parte inserida da molécula 

de ODG na cavidade da β-CD foi a que apresenta ligação dupla. 

 

Tabela 2.1: Deslocamentos químicos (δ) de hidrogênios de β-CD na ausência e na presença 

de ODG. 

 

Hidrogênios δβ-CD (ppm) δODG-β-CD (ppm) |∆δ| (ppm) 

H-1    4,8192 4,8274 0,0082 

H-2   3,3230 3,3203 0,0027 

H-3 3,6313 3,6548 0,0235 

H-4  3,3454 3,3440 0,0014 

H-5 3,5385 3,5508 0,0123 

H-6 3,3696 3,3794 0,0098 

OH-2 5,7329 5,7593 0,0264 

OH-3 5,6691 5,7213 0,0522 

OH-6 4,4649 4,4694 0,0045 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 2.27: Espectros de RMN 1H da β-CD (A) e do complexo de inclusão, ODG-β-CD, (B). 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Figura 2.28: Possível modo de inclusão da molécula ODG na cavidade da β-CD. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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2.4 CONCLUSÃO 

 

O composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) foi obtido a partir da fração 

diclometânico do extrato hexânico das sementes de Platonia insignis. Através de determinação 

in vitro da atividade anticolinesterásica apresentou inibição significativa para 

acetilcolinesterase. O complexo de inclusão entre a substância ODG e β-CD foi preparado com 

êxito pelo método de solubilização seguido por liofilização e caracterizado por IV, DSC, TG, 

DRX, RMN e MEV. Os resultados deste trabalho mostraram claramente a efetiva formação do 

complexo de inclusão entre a substância ODG com β-ciclodextrina (ODG-β-CD). Com base 

nos dados de RMN 1H foi possível inferir que a uma parte da molécula de ODG foi encapsulada 

pelo lado mais largo da cavidade da β-CD.  

O trabalho mostrou que a complexação do ODG provocou mudanças nas propriedades 

deste composto, como um aumento na solubilidade e alteração no seu perfil de liberação. Estas 

mudanças foram de grande importância na aplicabilidade deste composto, podendo causar 

melhoras na biodisponibilidade do mesmo. Pelo diagrama de solubilidade, constatou-se que a 

constante de estabilidade aparente (K = 339,38 L mol-1) apresentou um valor relativamente alto, 

indicando uma boa interação entre o ODG e a β-CD e um aumento de solubilidade diretamente 

proporcional ao incremento das concentrações do agente complexante. Os resultados a partir 

do diagrama de solubilidade de fases demonstraram a formação do complexo de inclusão na 

proporção 1:1 e permitiram determinar a eficiência de inclusão (EI = 57,82%). Os resultados 

mostraram que β-CD pode ser um excipiente adequado para aumentar a solubilidade e 

libertação controlada do ODG. 

Tais resultados foram importantes para um melhor entendimento das propriedades 

físico-químicas do complexo de inclusão, podendo futuramente ser um potencial alternativa 

para a terapia de doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer.  
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MODELOS ANTIOXIDANTES IN VITRO, TOXICIDADE, 

CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO 2-OLEIL-1,3-

DIPALMITOIL-GLICEROL ISOLADO A PARTIR DO EXTRATO 

HEXÂNICO DAS SEMENTES DE Platonia insignis MART 

Antonio do Nascimento Cavalcante, Layana Karine Farias Lima, Felipe Pereira da Silva Santos, 

Matheus Oliveira do Nascimento, Cristiany Marinho Araújo, João Marcelo de Castro e Sousa e 

Chistiane Mendes Feitosa 

 

ABSTRACT 

2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerol (ODG) was obtained from Platonia insignis seeds, for this 

triacylglycerol there are no studies on its toxicity and protective activities against oxidative 

stress. The objective of this study was to evaluate the toxicity of Artemia salina, the cytotoxic 

and mutagenic effects of Allium cepa, as well as to evaluate the in vitro antioxidant effects of 

ODG against the production of hydroxyl radicals, nitric oxide and reactive species with 

thiobarbituric acid (TBARS). ODG showed an median lethal dose (LD50) greater than 1200 μg 

mL-1 in A. salina. In the assay of A. cepa (0.002 – 0.2 mg mL-1) the ODG compound at the 

highest concentration was slightly cytotoxic with a decrease in the size of roots and mitotic 

indexes, but did not induce chromosomal alterations. ODG (8.75 – 140.00 μg mL-1) was found 

to reduce nitric oxide production by 41.6%, while the antioxidant standard ascorbic acid (AA) 

reduced 54.14%. ODG (15.625 – 250.00 μg mL-1) promoted a removal of the hydroxyl radical 

by 35.69% at the highest concentration and was able to prevent lipid peroxidation induced by 

2,2'-azobis-2-amidinopropane (AAPH), inhibiting the amount of TBARS formed, in up to 

35.69%, a result close to that obtained with AA. Thus, ODG moderately reduced the levels of 

hydroxyl radicals, nitric oxide, and TBARS in vitro and was nontoxic at low concentrations. 

  

Keywords: 2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerol; Allium cepa; Artemia salina; free radicals. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas e as ervas medicinais são consideradas uma das mais ricas fontes de agentes 

terapêuticos para o tratamento e prevenção de inúmeras doenças e enfermidades compondo 

cerca de 60% dos produtos farmacêuticos (PAN et al., 2013). A crescente busca por novos 

fármacos a partir de plantas/ervas levou à descoberta de muitos compostos com potencial para 
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o desenvolvimento de drogas através do isolamento, elucidação da estrutura, composição e 

avaliação da bioatividade, com base na composição fitoquímica e nos usos na medicina 

tradicional (DIAS et al., 2012; PAN et al., 2013).  

Nessa perspectiva as espécies pertencentes à família Clusiaceae são importantes plantas 

medicinais bastante utilizadas na medicina popular brasileira. Estudos envolvendo as 

propriedades biológico-farmacológicas dessa família podem ser comumente encontrados na 

literatura, sendo que a maior parte desses estudos se concentram, sobretudo, nos extratos 

vegetais de suas sementes (BILANDA et al., 2010). As plantas pertencentes a família 

Clusiaceae possuem metabólitos secundários com importantes atividades biológicas. Esta 

família engloba árvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econômico pela produção de frutos 

comestíveis, madeiras, produtos químicos de interesse farmacêutico e tintas (LUSTOSA, 

2012). Pesquisas relacionadas sobre a composição química das plantas desta família apontam 

que elas são ricas em xantonas e benzofenonas poliisopreniladas que foram isolados não só a 

partir das resinas, mas também a partir de outras partes das plantas (PICCINELLI et al., 2009; 

COSTA JUNIOR, 2011). Dentre as suas atividades biológicas conhecidas pode-se destacar: 

antidepressiva, antioxidante, antifúngica, anti-HIV e antibacteriana.  

P. insignis é uma espécie que ocorre desde a Amazônia até o Piauí, onde o seu fruto 

(bacuri) é bastante consumido na forma in natura ou processado (AGUIAR et al., 2008). As 

graxas obtidas a partir das sementes do bacuri são comumente utilizadas como cicatrizantes e 

anti-inflamatória (SANTOS JÚNIOR et al., 2010). Há relatos na literatura onde os extratos das 

sementes, frações e compostos isolados foram testados em várias atividades biológicas e 

apresentaram resultados promissores como, redução do stress oxidadivo (COSTA JÚNIOR et 

al., 2010; RUFINO et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2014), eliminação de formas parasitárias 

(SILVA et al., 2015; COELHO et al., 2018) e inibição enzimática da α-glucosidase e 

acetilcolinesterase (FREITAS et al., 2018; CAVALCANTE et al., 2019). Também foram 

relatados efeitos imuno-moduladores e baixa toxicidade in vivo para extratos obtidos das 

sementes (LUSTOSA et al., 2016). 

As sementes do bacuri são ricas em ácidos graxos, triacilgliceróis e em metabólitos com 

potencial atividade terapêutica, como as xantonas que exibem efeitos antiepiléticos e 

antiparasitários (COSTA JÚNIOR et al., 2011a; COSTA JÚNIOR et al., 2013) e as 

benzofenonas poliisopreniladas, com efeito vasorelaxante em modelos animais (ARCANJO et 

al., 2014). Um triacilglicerol isolado do extrato hexânico de suas sementes, o 1,3-diestearoil-2-

oleil-glicerol (TG1), em formulações, foi efetivo em cicatrizar feridas em ratos (MENDES et 

al., 2015). 
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Radical livre é definido como sendo todo átomo ou molécula que possui um ou mais 

elétrons desemparelhados sendo comumente formado em processos biológicos podendo ser 

eliminado por defesas antioxidantes (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). Os antioxidantes 

podem atuar como defesas biologicamente importantes contra espécies reativas derivadas do 

oxigênio (ERO's) e nitrogênio (ERN’s) prevenindo ou diminuindo os danos oxidativos nos 

tecidos humanos produzidos por essas espécies reativas.  

O processo de desenvolvimento de novos fármacos com ação antioxidante tem se 

tornado um importante objeto de pesquisa uma vez que a terapêutica farmacológica atual para 

o tratamento de várias doenças neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,  esclerose 

múltipla, doença de Huntington, além de epilepsia e alguns tipos de neoplasias pode ser 

realizada devido às propriedades antioxidantes de muitos compostos naturais e/ou sintéticos 

(REED, 2011). Além disso, compostos com ação antioxidante podem retardar o 

envelhecimento (COSTA et al., 2013). Dessa forma, a busca por novos agentes antioxidantes é 

extremamente necessária e atualmente é objeto de interesse em novas pesquisas pela indústria 

farmacêutica.  

Nesse panorama o composto semi-sólido 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (Figura 3.1) é 

um triacilglicerol obtido das sementes de P. insignis Mart, para o qual ainda não há relatos na 

literatura sobre sua toxicidade e atividades protetoras contra o estresse oxidativo (EO), 

justificando assim, a necessidade da realização desse estudo. Considerando o potencial 

medicinal dos compostos obtidos de P. insignis, este trabalho teve como objetivo avaliar os 

efeitos antioxidantes in vitro, bem como avaliar os efeitos toxicológicos e mutagênicos do 

composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol isolado da fração diclometânico do extrato hexânico 

das sementes do bacuri. 
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Figura 3.1: Estrutura química do 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) obtido a partir das 

sementes de Platonia insiginis. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.2.1 Reagentes e produtos químicos  

 

  Dicromato de potássio (K2Cr2O7), sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4.5H2O), 

FeSO4, reagente modificado de Griess, 2-desoxirribose, ácido 2-tio-barbitúrico, dicloridrato de 

(2,20-azobis-(2-amidinopropano) [AAPH]); nitroprussiato de sódio (SNP), ácido 

tricloroacético, peróxido de hidrogênio, ácido ascórbico, ácido acético e monolato de 

polioxietilenosorbitano (Tween 80); dimetilsulfóxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma Co. 

 

3.2.2 Preparo das amostras 

 

O composto ODG foi isolado da fração diclorometânico a partir do extrato hexânico das 

sementes de P. insignis conforme metodologia descrita por Cavalcante e colaboradores (2019), 

cuja estrutura foi elucidada por técnicas espectroscópicas (RMN 1H; RMN 13C e IV). O 

composto ODG e o ácido ascórbico (AA) foram solubilizados em Tween 80 0,05% (v/v) e 

solução salina com NaCl 0,9% (m/v).    
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3.2.3 Ensaios de Toxicidade 

 

3.2.3.1 Ensaio de letalidade de Artemia salina 

  

A toxicidade frente à Artemia salina foi realizada de acordo com um ensaio proposto 

por Mclaughlin e colaboradores (1991). Nesse ensaio, os ovos de A. salina foram eclodidos em 

água com salinidade numa concentração de 12 ppm e após 48 horas, as larvas foram coletadas 

para os bioensaios. As diluições da amostra e do controle foram realizadas em água do mar 

artificial e em 5% de dimetilsulfóxido (DMSO). Soluções com ODG (75 – 1200 µg mL-1) foram 

preparadas em triplicata e também foi preparado um controle negativo somente com solução 

salina. Posteriormente foram adicionadas a estas soluções 10 náuplios (larvas) em cada tubo. 

Após 24 horas foi realizada a contagem das larvas sobreviventes. O procedimento foi repetido 

em concentrações intermediárias para se determinar a dose letal média (DL50).  

Para o preparo da água do mar sintética foi dissolvido em 1 litro de água destilada as 

seguintes substâncias com suas respectivas massas: NaCl – 15,153 g; MgCl – 1,398 g; MgSO4 

– 1,888 g; CaCl2 – 0,652 g; KCl – 0,414 g e NaHCO3 – 0,116 g. 

 

 3.2.3.2 Ensaio toxicogenético em Allium cepa  

 

A citotoxicidade e mutagenicidade do composto ODG em A. cepa foram conduzidas de 

acordo com um procedimento proposto por Guerra e Souza (2002). Nesse método raízes de A. 

cepa com aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram colocadas em recipientes contendo 

soluções com ODG (0,002 – 0,2 mg mL-1), em triplicata, e observadas em diferentes tempos de 

exposição (24, 48 e 72 horas). O tamanho das raízes (TR) foi utilizado como avaliação da 

toxicidade. Após a mensuração, as raízes foram fixadas em solução etanol-ácido acético (3:1), 

durante 24 h. Posteriormente as raízes foram lavadas em água destilada e hidrolisadas com HCl 

1,0 mol L-1 a 60 °C, durante 10 minutos e coradas com uma solução aquosa de orceína acética 

a 2%. O potencial mutagênico foi avaliado por meio de análise do total de alterações 

cromossômicas (TAC) e de micronúcleos nas células meristemáticas de A. cepa, observando 

1000 células por bulbo. O potencial citotóxico foi determinado pelo índice mitótico (IM). O IM 

de cada bulbo foi definido como o número de células em divisão por 1000 células. As análises 

foram realizadas em microscópio óptico 400X. O controle positivo (CP) foi uma solução aquosa 

diluída de sulfato de cobre 6x10-4 mg mL-1 e o controle negativo (CN) somente água destilada. 
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3.2.4 Avaliação da atividade larvicida do composto ODG frente as larvas do Aedes aegypti 

 

A atividade larvicida, do ODG frente as larvas de A. aegypti, foi avaliado segundo o 

método proposto por World Health Organization (2005). A atividade do ODG foi analisada 

utilizando-se as concentrações, a saber: 30, 60, 90, 120 e 150 ppm (µg mL-1) as quais foram 

dissolvidas em um meio de concentração de 1% (v/v) de DMSO, diluído em água destilada, 

para obter cada uma das concentrações. O controle negativo foi preparado usando apenas o 

veículo, solução aquosa de DMSO a 1% (v/v). 10 larvas do terceiro e/ou quarto estágio foram 

introduzidas em recipientes contendo as soluções de ODG (30 – 150 ppm) e também no 

recipiente contendo o controle. Este procedimento foi realizado em triplicata. O bioensaio da 

mortalidade larval foi registrado às 24 h e 48 h após o contato do ODG com as larvas, durante 

esse período as mesmas não foram alimentadas. A concentração letal (DL50) que é a 

concentração da amostra necessária para matar 50% das larvas foi calculada usando o software 

Statistical GraphPad Prism 6.0 utilizado para cada tempo dos bioensaio com p<0,05 

considerados significativos. 

As larvas de A. aegypti foram obtidas a partir de mosquitos adultos, provenientes do 

Laboratório de Parasitologia e Entomologia Sanitária (LAPES – UFPI) em Teresina-PI, 

mantidos em colônia semifechada a 28 ± 2 °C e 70 ± 10 % UR (Umidade Relativa). Os adultos 

foram alimentados com solução açucarada concentrada e as fêmeas realizam o repasto 

sanguíneo em camundongos. As larvas são alimentadas com ração de peixe trituradas durante 

toda fase evolutiva. 

 

3.2.5 Atividade antioxidante in vitro do composto ODG 

 

3.2.5.1 Ensaio de inibição dos radicais de oxido nítrico (NO.) 

  

O radical óxido nítrico (NO.) foi gerado a partir da decomposição espontânea do 

nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão fosfato 20 mmol L-1 (pH 7,4). Após a geração, o NO. 

interage com o oxigênio para produzir íons nitrito, que serão medidos pela reação de Griess 

(BASU; HAZRA, 2006).  

Após organizar os tubos de ensaios preparou-se as soluções da amostra ODG e do 

controle positivo, ácido ascórbico (AA), em 5 concentrações: 8,75 μg mL-1; 17,5 μg mL-1; 35 

μg mL-1; 70 μg mL-1 e 140 μg mL-1 usando como solvente/veículo solução de Tween 80 0,05% 

(v/v) dissolvido em solução aquosa de NaCl 0,9% (m/v).  
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Transferiu-se, em triplicata, 200 µL destas soluções para tubos de ensaios, em seguida 

adicionou 1 mL do meio reacional (nitroprussiato de sódio (NPS) 10 mmol L-1 em tampão 

fosfato de sódio 20 mmol L-1 em pH 7,4). Posteriormente colocou-se os tubos em banho-maria 

a 37 ºC por 60 minutos. A 500 μL dessa solução, foram acrescidos 500 μL do reagente de Griess 

até completa homogeneização. Após 10 minutos as absorbâncias foram medidas em 540 nm 

(AJX-3000PC UV-Vis spectrophotometer).  

A porcentagem de inibição do óxido nítrico gerado foi medida por meio da comparação 

dos valores de absorbância do controle (nitroprussiato de sódio) e dos valores de absorbância 

do meio reacional. O grupo NPS que reflete a produção de nitrito por meio da decomposição 

espontânea do NPS foi considerado como 100% da produção de NO..  

A porcentagem da produção nitrito foi calculada pela Equação 3.1. 

 

                      %NITRITO = [(Abscontrole – Absmisturareacional)] x 100/Abscontrole          Equação 3.1 

 
 

Onde Abscontrole: absorbância do controle (nitroprussianto de sódio); Absmisturareacional: 

absorbância do meio reacional.    

     

Enquanto a porcentagem de redução na produção de nitrito (%) foi calculada a partir da 

fórmula % = NPS – C, onde NPS corresponde a nitroprussiato de sódio, que equivale à 

porcentagem de máxima produção (100%) do radical nitrito, e C corresponde à produção de 

nitrito na presença do ODG e do AA nas concentrações (8,75 – 140 μg mL-1). Os resultados 

foram expressos em porcentagem de nitrito formado por NPS sozinho (CARVALHO et al., 

2018).  

 

3.2.5.2 Ensaio de inibição dos radicais hidroxilas (OH.) 

 

 O radical hidroxila foi gerado pelo sistema de absorção de Fe3+-EDTA-H2O2 (reação de 

Fenton). Este ensaio foi realizado por um método padrão (LOPES et al., 1999), o principio deste 

método é a quantificação do produto resultante da degradação da 2-deoxiribose, o malonaldeído 

(MDA), por meio da condensação desta substância com o ácido tiobarbitúrico (TBA). 

Resumidamente, as reações foram iniciadas pela adição de Fe2+ a partir da mistura de soluções 

aquosa de FeSO4 com concentração 6 mmol L-1, 2-deoxiribose 5 mmol L-1, H2O2 30% e tampão 

fosfato 20 mmol L-1 (pH 7,2). 
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Após organizar os tubos de ensaios, preparou-se as soluções da ODG e do controle 

positivo, ácido ascórbico (AA), em 5 concentrações a saber: 15,625 μg mL-1; 31,25 μg mL-1; 

62,5 μg mL-1; 125 μg mL-1 e 250 μg mL-1 usando como solvente solução de Tween 80 0,05% 

(v/v) dissolvido em solução aquosa de NaCl 0,9% (m/v).   

 Transferiu-se, em triplicata, 200 μL destas soluções preparadas para tubos de ensaios e 

em seguida adicionou-se 480 μL do meio reacional (100 μL do tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 

7,2; 40 μL da solução deoxiribose 5 mmol L-1 e 340 μL de H2O2 30%) e 20 μL de solução de 

FeSO4 6 mmol L-1. Após 15 min em temperatura ambiente adicionou-se 500 μL de ácido 

fosfórico 4% (v/v), seguido da adição de 500 μL TBA 1% (v/v, em NaOH 50 mmol L-1). As 

soluções foram aquecidas em banho maria durante 60 min a 37 °C e depois resfriadas à 

temperatura ambiente por 10 min. 

 As absorbâncias foram medidas num espectrofotômetro modelo AJX-3000PC 

spectrophotometer em 532 nm. Os resultados foram expressos como equivalentes do MDA 

formados por Fe2+ e H2O2. 

A porcentagem da produção de malonaldeído foi calculada pela Equação 3.2. 

  

              (%)malonaldeído = [(Abscontrole – Absmisturareacional)] x 100/Abscontrole          Equação 3.2 

 

Onde Abscontrole: absorbância do controle; Absmisturareacional: absorbância do meio reacional.  

 

As porcentagens de redução na produção de malonaldeído (%MDA) foram calculadas 

a partir da fórmula %MDA = Sistema – C, onde o Sistema corresponde a uma mistura de FeSO4, 

2-deoxirribose, H2O2 e equivalente em tampão fosfato à porcentagem de produção máxima 

(100%) de malonaldeído, e C corresponde à porcentagem de produção de malonaldeído na 

presença de do ODG e AA nas concentrações (15,625 – 250 μg mL-1) (CARVALHO et al., 

2018). 

 

3.2.5.3 Ensaio de peroxidação lipídica (TBARS) 

 

Foi utilizado homogenato da gema de ovos como meio rico em lipídios, conforme 

metodologia proposta por (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; GUIMARÃES et al., 2010). 

200 µL das soluções do composto ODG em 5 concentrações: 15,625 μg mL-1; 31,25 μg mL-1; 

62,5 μg mL-1; 125 μg mL-1 e 250 μg mL-1 e do controle AA nas mesmas concentrações foram 

transferidas, em triplicata, para tubos com 500 μL do homogenato da gema do ovo em tampão 
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fosfato 50 mmol L-1 (pH 7,4). Em seguida alíquota de 100 μL a 0,12 mol L-1 de dihidrocloridrato 

de 2,2’-azobis-2-metilpropinamida (AAPH) foram adicionados para induzir a peroxidação 

lipídica. Logo após, o sistema foi mantido sob agitação por 30 minutos a 37 ºC. Após o 

resfriamento, adicionou-se 500 μL de ácido tricloroacético (15%) e centrifugou-se o sistema a 

100 rpm por 10 minutos. Depois recolheceu uma alíquota de 500 μL do sobrenadante e 

adicionou-se 500 μL da solução aquosa de ácido tiobarbitúrico (0,67% m/v) onde a reação foi 

mantida sob aquecimento a 95 °C por 30 minutos. 

As absorbâncias foram medidas a 532 nm (AJX-3000PC UV-Vis spectrophotometer). 

Os resultados foram expressos em porcentagem de TBARS formadas apenas por AAPH 

sozinho (controle induzido durante a peroxidação lipídica). A porcentagem da produção de 

TBARS (%TBARS) foi calculada pela formula: (%)TBARS = [(Abscontrole(AAPH) – 

Absmisturareacional)] x 100/Abscontrole(AAPH).      

As porcentagens de redução na produção de TBARS (%TBARS) foram calculadas a 

partir da fórmula %TBARS = Sistema – C onde, o Sistema corresponde à porcentagem de 

produção máxima (100%) do controle induzido (AAPH), e C corresponde à porcentagem de 

produção de TBARS na presença do ODG e AA nas concentrações (15,625 – 250 μg mL-1) 

(CARVALHO et al., 2018). 

As atividades antioxidantes foram expressas como CE50, definido como a Concentração 

Efetiva do composto ODG  necessária  para reduzir em 50% a concentração inicial dos radicais 

gerados. 

 

3.2.6 Análises estatísticas 

 

 Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão (DP). Os dados foram 

analisados por meio de análise de variância (ANOVA) seguida de One-way, e testes de 

Bonferroni usando o GraphPad Prism (versão 6.0). Para significância estatística dos ensaios 

antioxidantes foi utilizada análise unidireccional da variância seguida da comparação múltipla 

de Holm-Šídák. Significância estatística foi definida como p≤ 0.05 em relação ao controle, a 

nível de confiança de 95%. Os valores da CE50 foram calculados por análise de regressão linear 

entre a percentagem de inibição contra as concentrações do composto.  
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Toxicidade contra Artemia salina do composto 2-oleil-1,3-dimalpitoil-glicerol 

 

A. salina (família Artemidae) é um microcrustáceo de água salgada muito consumido 

por peixes e outros crustáceos no ambiente natural devido à riqueza de proteínas, vitaminas e 

sais minerais. Os náuplios, que correspondem ao estágio larvar ou plactônico, de A. salina se 

reproduzem partogeneticamente e é uma espécie adaptada às mudanças ambientais de 

temperatura, salinidade e oxigênio dissolvido. Como seus ovos podem ser facilmente 

encontrados em lojas de piscicultura bioensaios de toxicidade desse microcustáceo apresentam 

praticidade e simplicidade o que torna sua utilização sistemática dentro de um laboratório de 

pesquisa (MEYER et al., 1982).  

Os testes de toxicidade são fundamentais para o desenvolvimento de medicamentos 

sintéticos ou naturais. Análises pré-clínicas in vitro, in sílico e em sistemas biológicos revelam 

efeitos tóxicos específicos e doses seguras que guiarão pesquisa futuras (PARASURAMAN, 

2011). O bioensaio com A. salina é considerado útil para avaliações preliminares de toxicidade 

geral, sendo amplamente utilizado devido ao seu baixo custo e rapidez (NUNES et al., 2006). 

Os resultados deste bioensaio estão mostrados na Tabela 3.1, como pode-se verificar 

não houve morte de nenhum náuplio nas cinco concentrações testadas, assim como também no 

controle negativo, ou seja, todas as larvas de A. salina sobreviveram nestas concentrações.  

Tabela 3.1: Resultados dos testes de toxicidade contra A. salina. n = 6 em triplicata. 

Grupos Número de náuplios 

(t = 0 h) 

 Número de náuplios 

 (t = 24 h) 

CN 10 10 

75 µg mL-1 10 10 

150 µg mL-1 10 10 

300 µg mL-1 10 10 

600 µg mL-1 10 10 

1200 µg mL-1 10 10 

Fonte: Arquivo pessoal. 

CN: Controle negativo solução salina artificial 



165 

CAPÍTULO 3 

 

Antonio do Nascimento Cavalcante 

O composto ODG não apresentou toxidade frente a A. salina, uma vez que a DL50 > 

1200 µg mL-1. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), são consideradas tóxicas 

substâncias que apresentam valores de DL50 abaixo de 1000 ppm em A. salina (MEYER et al., 

1982).  

Portanto a substância ODG pode ser considerada atóxica ou de baixíssima toxicidade, 

conforme proposto por (McLAUGHLIN et al., 1988) e quando comparado com as frações 

diclorometano e acetato de etila das sementes do bacuri, que apresentaram toxicidade média de 

24,89 e 129,0 µg mL-1 respectivamente (COSTA JÚNIOR et al., 2013). A baixa toxicidade 

apresentada pelo ODG corrobora com resultados encontrados com outro triacilglicerol isolado 

das sementes do bacuri, o TG1 em células cancerosas (FEITOSA et al., 2015).  

 

3.3.2 Testes citogenéticos frente a Allium cepa do composto 2-oleil-1,3-dimalpitoil-glicerol 

 

No planeta as plantas medicinais são bastante utilizadas na terapia de muitas doenças, 

sendo que em relação ao estudo do potencial citotóxico/mutagênico da maioria dessas plantas 

ainda não foram suficientemente estudados, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema 

teste de A. cepa (BAGATINE et al., 2007).  

Vicentini e colaboradores (2001), relataram que os chás e infusões de plantas medicinais 

podem conter substâncias tóxicas com efeitos mutagênicos. Por outro lado, o consumo de chás 

pode suprimir os efeitos de agentes mutagênicos que estejam atuando sobre o organismo 

humano (SILVA et al., 2004). Neste contexto, sendo de grande relevância estudos de 

citotoxicidade e mutagenicidade dessas substâncias, pois contribuem para utilização com mais 

segurança e eficácia dos fármacos obtidos a partir de plantas medicinais. Os parâmetros, índice 

mitótico e índice de replicação, são usados como indicadores de proliferação adequada das 

células (GADANO et al., 2002), o que pode ser medido através do sistema teste vegetal de A. 

cepa. O método de avaliação de alterações cromossômicas em raízes de A. cepa é validado pelo 

Programa Internacional de Segurança Química (IPCS, WHO) e pelo Programa Ambiental das 

Nações Unidas (UNEP) como um eficiente teste para análise e monitoramento in situ da 

genotoxicidade de substâncias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al., 

2004). 

A caracterização toxicogenética do ODG foi avaliada por parâmetros macroscópicos e 

citogenéticos: tamanho das raízes (TR); índice mitótico (IM), e total de alterações 

cromossômicas (TAC). Na Tabela 3.2 pode-se observar que nas concentrações mais baixas do 

ODG (0,002 e 0,02 mg mL-1) os resultados em relação à toxicidadee e citotoxicidade mostraram 
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efeitos não tóxicos e não citotóxico estatisticamente significantes. Porém, na maior 

concentração (0,2 mg mL-1) mostrou-se ligeiramente tóxica e citotóxica quando comparado ao 

controle negativo (CN) no tempo de exposição avaliados de 72 h, onde o TR diminui de 206,20 

± 9,87 para 127,84 ± 8,78 e o IM teve uma redução de 53,80 ± 4,84 para 29,89 ± 4,12. Em 

relação a avaliação mutagênica pode-se observar que nenhuma das concentrações analisadas 

apresentaram efeito mutagênico estatisticamente significante como pode-se observar na Tabela 

3.2. 

 

Tabela 3.2: Avaliação tóxica, citotóxica e mutagênica do composto ODG em células 

meristemáticas de A. cepa. 

Tratamento Toxicidade 

TR (mm) 

Citotoxicidade  

IM 

Mutagenicidade 

TAC 

CN 206,20 ± 9,87b 53.80 ± 4.84b 2,80 ± 0,83b 

CP 71,40 ± 7,73ª 11.36 ± 0.59a 29,20 ± 2,95ª 

0,002 mg mL-1 244,66 ± 11,23b  49,20 ± 2,37b 6,00 ± 2,34b 

 0,02 mg mL-1 164,64 ± 10,94b 45,45 ± 4,67b 3,80 ± 2,49b 

 0,2 mg mL-1 127,84 ± 8,78ª 29,89 ± 4,12ab 6,90 ± 2,58b 

Fonte: Arquivo pessoal. 

TR: tamanho de raiz; IM: índice mitótico; TAC: total de alterações cromossômicas. CN: Controle negativo (água 

destilada); CP: Controle positivo (solução aquosa de sulfato de cobre a 6.10-4 mg mL-1). ANOVA-One-way e pós-

teste de Bonferroni. n=5. Valores significantes (MD±DP) de p<0,05 para b comparado ao grupo sem tratamento, a 

à CP. 

 

O ensaio de avaliação tóxica e citotóxica utilizando A. cepa é considerado um dos 

melhores sistemas de avaliação dos efeitos citogenéticos in vivo devido à sua alta sensibilidade, 

boa correlação com outros sistemas de teste, além do conveniente da espécie possuir 

cromossomos grandes e em pequeno número (2n = 16), sendo que seus resultados podem ser 

extrapolados para outros animais e plantas (BAGATINE et al., 2007; ISLAM et al., 2017).  

A análise do parâmetro macroscópico (crescimento da raiz) de A. cepa, e do IM, que é 

calculado dividindo-se o número de células em divisão pelo número total de células observadas, 

mostraram que ODG teve um leve efeito tóxico na concentração de teste mais elevada (0,2 mg 

mL-1), em comparação com o controle negativo (p<0,001). Uma redução no IM pode ser 

interpretada como morte celular resultante de condições celulares anormais causadas pelo 

tratamento, que vão desde a parada do curso normal do ciclo celular, quebra do DNA, inibição 
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da formação de microtúbulos, até a da redução dos níveis de ATP, importantes na dinâmica da 

divisão celular (LEITE et al., 2015). No entanto, a mutagenicidade, atividade baseada no 

número de alterações cromossômicas, com a presença de pontes e fragmentos relacionados a 

distúrbios na montagem de microtúbulos e morte celular não foram significativos quando 

comparado ao controle. Estes resultados mostraram que o composto apresenta uma toxicidade 

baixa e seletiva, e dependente de altas concentrações, semelhante a outro composto isolado das 

sementes do bacuri, a Garcinielliptona FC (GFC), que em camundongos apresentou baixa 

frequência de danos à medula óssea, fígado e sistema nervoso central (COELHO et al., 2018). 

Apesar de alguns extratos das sementes do bacuri exibirem efeitos tóxicos in vitro e in vivo, 

inclusive com danos ao DNA, os compostos isolados têm apresentado uma maior segurança, 

fato esse que pode estar relacionado à presença no extrato de uma maior composição de 

compostos bioativos, como as xantonas, que somaticamente podem induzir uma determinada 

citotoxicidade (COSTA JÚNIOR et al., 2013). 

 

3.3.3 Avaliação da atividade larvicida frente ao Aedes aegypti 

  

Não houve diferença significativa na mortalidade larval entre as cinco concentrações 

avaliadas (30 – 150 ppm) e o grupo controle negativo, nas observações realizadas com 24 e 48 

horas, após a montagem do experimento (Tabela 3.3). Contudo, a mortalidade larval nas 

concentrações de 60 e 90 ppm após 48 horas de exposição e a concentração de 150 ppm após 

24 horas, foram significativamente mais efetivas quando comparadas ao grupo controle (Tabela 

3.3). 

 

Tabela 3.3:  Resultados dos testes de toxicidade contra A. aegypti. n = 6 em triplicata. 

Grupos Nº larvas vivas 

(t = 0 h) 

Nº larvas vivas 

(t = 24 h) 

Nº larvas vivas 

(t = 48 h) 

CN 10 10 10 

30 ppm 10 10 10 

60 ppm 10 10 9 

90 ppm 10 10 9 

120 ppm 10 10 10 

150 ppm 10 10 10 

Fonte: Arquivo pessoal. 

CN: Controle negativo solução aquosa de DMSO 1% (v/v). 
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O composto ODG não apresentou atividade larvicida frente ao A. aegypti, uma vez que 

a DL50 > 150 ppm (maior concentração testada). De acordo com Cheng e colaboradores (2003) 

valores de DL50 < 100 ppm são considerados ativos. A DL50 obtida qualifica o ODG como um 

agente não larvicida uma vez que bons agentes larvicidas são as substâncias cujos valores de 

DL50 são inferiores a 100 μg mL-1. 

 

3.3.4. Ensaio de inibição dos radicais de oxido nítrico (NO.) 

 

Em definição mais atual, pode-se dizer que antioxidante é uma substância que previne 

ou repara o dano oxidativo de uma molécula-alvo (ORAIAN; ESCRICHE, 2015). Nos últimos 

anos, os antioxidantes ganharam grande importância no tratamento ou prevenção de muitas 

doenças, como, câncer, diabetes, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (HEPEL; 

ANDREESCU, 2015).  

Na literatura mostram algumas evidências que o estresse oxidativo acelera os processos 

patológicos relacionados com a DA, como diminuição da memória e deposição de placas 

amilóides, sugerindo que substâncias antioxidantes possam ser reconhecidas como uma 

alternativa de tratamento para essa doença (LLEÓ et al., 2006; KANAMARU et al., 2015). 

Assim, nesse contexto, nos últimos tempos está havendo um grande interesse por estudos 

objetivando investigar o potencial terapêutico de compostos antioxidantes para prevenir ou até 

mesmo controlar o estresse oxidativo nos mais variados tipos de enfermidades (OLIVEIRA et 

al., 2017). 

O método de remoção do íon nitrito para avaliação da atividade antioxidante também 

foi utilizado, baseado na produção de radical óxido nítrico (NO.) a partir da decomposição de 

nitroprussiato de sódio (NPS) em solução aquosa, como mostra as reações na Figura 3.2.  

A primeira reação ocorre a decomposição espontânea do composto NPS gerando dois 

radicais como pode ser visto na etapa I. Na etapa II o radical óxido nítrico (NO.) reage com o 

oxigênio do ar produzindo o radical nitrito (NO2
.) que por sua vez vai reagir com o radical óxido 

nítrico (etapa III) formando o anidrido nitroso, reagente nitrosante (SYKES, 1991). O anidrido 

nitroso ao reagir com a sulfanilamida do reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 5% de 

ácido fosfórico e dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina) a 1% em água, forma-se o sal de 

diazônio, que em seguida, realiza acoplamento diazo com o N-(1-naftil)-etilenodiamina para 

produzir o diazo composto de coloração violeta, um cromóforo de absorção máxima em 546 

nm. Se no meio reacional houver substâncias antioxidantes, estas vão competir com o oxigênio, 

e a produção do radical nitrito NO2
. será reduzida. 
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Figura 3.2: Mecanismo de reação para determinação dos radicais nitritos, segundo método de 

Griess. 

 

Fonte: Adaptado NASCIMENTO, 2013. 

 

Os resultados apresentados na Figura 3.3 demonstraram que o composto ODG foi capaz 

de diminuir o conteúdo de nitrito a partir de nitroprussiato de sódio (NPS) de maneira moderada, 

e de forma concentração dependente, quando comparado ao controle positivo AA. As 

concentrações utilizadas (8,75; 17,50; 35,00; 70,00 e 140,00 µg mL-1) de ODG e do controle 

AA reduziram a produção de nitrito em (23,44; 26,58; 35,35; 38,19 e 41,6%) e (25,66; 33,47; 

41,96; 50,32 e 54,14%), respectivamente. Dessa forma, a substância ODG foi capaz de 

sequestrar o radical NO. e consequentemente diminuir o conteúdo de nitrito formado de maneira 

significativa em até 41,6% na maior concentração testada, e que o ácido ascórbico utilizado 

como controle positivo, nessa mesma concentração, reduziu a formação do nitrito em 54,14%, 

valores bem próximos como se observa na Figura 3.3.  
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Figura 3.3: Capacidade antioxidante da substância ODG e do controle positivo ácido ascórbico 

(AA), em diferentes concentrações (8,75 – 140 μg/mL), contra a produção do radical nitrito. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Os valores representam a média ± E.P.M. dos valores de inibição in vitro, n = 5 experimentos em triplicata. 

Considera-se estatisticamente significante "p" quando ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05 quando comparado ao controle. 

Análise unidirecional da variância seguida da comparação múltipla de Holm-Šídák. 

 

A concentração efetiva de ODG que reduz de 50% o conteúdo de radical nitrito (CE50) 

foi de aproximadamente 29,92 µg mL-1 variando de 24,97 a 35,86 µg mL-1 com intervalo de 

confiança de 95% e R2 de 0,9260 enquanto que a CE50 do ácido ascórbico (AA) foi de 29,77 

µg mL-1 variando de 23,50 a 37,70 µg mL-1 com intervalo de confiança de 95% e R2 de 0,8890 

como pode-se observar na Figura 3.4 e Tabela 3.5. Com esses valores tão similares é possível 

afirmar que a substância ODG é antioxidante natural tão bom quanto o antioxidante sintético 

na redução do radical nitrito. 

Valores próximos ao encontrado foi determinado em experimentos realizados por 

Sannigrahi e colaboradores (2010) onde a fração de acetato de etila do extrato metanólico de 

Enhydra fluctuans Lour, planta amplamente utilizada pela medicina indígena para diferentes 

fins, também inibiu moderadamente o óxido nítrico de forma dependente da dose com uma 

concentração eficiente média (CE50) de 26,1 μg mL-1. Em testes com a Rhododendron 

anthopogonoides Maxim, uma espécie de medicina tibetana tradicional, obteve-se uma CE50 de 

183,83 ± 2,34 μg mL-1 (JING et al., 2015), valores bem mais altos comparados à ODG. De 

acordo com Ahmadi e colaboradores (2010) quanto menor o valor CE50 maior o potencial 

antioxidante da amostra. 
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Figura 3.4: Determinação da CE50 da redução do radical nitrito para ODG (A) e AA (B). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

  

Os ensaios antioxidantes são bastantes realizados em plantas medicinais para avaliar a 

contribuição destas na minimização dos efeitos do estresse oxidativo nos processos 

fisiopatológicos, como ocorre nas doenças neurodegenerativas (KASOTE et al., 2015). Na 

doença de Alzheimer o estresse oxidativo contribui para acelerar os processos patológicos 

relacionados com a patologia, como diminuição da memória e deposição de placas amilóides 

(HUANG et al., 2016). Apesar do organismo apresentar defesas antioxidante endógenas a 

exacerbação do estresse oxidativo causa um desequilíbrio, que pode ser compensado pela 

suplementação com antioxidantes naturais (BIRBEN et al., 2012). Dessa forma, produtos 

naturais poderiam ser uma alternativa na prevenção e no controle do estresse oxidativo e 

consequentemente modular os mecanismos neurodegenerativos subjacentes (LIMA et al., 

2018) como a substância ODG. 

O composto ODG reduziu moderadamente, e de forma significativa o conteúdo de 

nitrito formado pela reação de Griess em concentrações próximas ao ácido ascórbico, dessa 

forma, seu uso na prevenção às lesões produzidas pelo óxido nítrico às membranas celulares 

em metodologias in vivo deve ser estimulado.  

 

3.3.5 Ensaio de inibição dos radicais hidroxilas (OH.) 

 

Outra metodologia utilizada para avaliar o potencial antioxidante do ODG foi a 

avaliação da capacidade de remoção de radicais hidroxilas. Estes radicais são gerados sob 

condições fisiológicas e patológicas e mantêm a homeostase a nível celular em tecidos normais 
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e saudáveis, estando intimamente ligados a vários modelos de patologia, supostamente 

implicando estresse oxidativo (CHENG et al., 2002).  

A produção do radical hidroxila (OH.) foi quantificada por meio da reação de Fenton 

(Figura 3.5 – I). Sendo que nesta reação o efeito in vitro da ODG contra a produção de OH. 

produzido pela degradação oxidativa da 2-deoxiribose (LOPES et al., 1999). Na presença do 

radical hidroxila, a 2-deoxirribose é degradada a malonaldeído (MAD), posteriormente sendo 

quantificado, cujo processo reacional está descrito na Figura 3.5 – II (HUANG et al., 2005; 

SERAFINI et al., 2011). 

O princípio deste método é a quantificação do produto resultante da degradação da 2-

deoxiribose, o malonaldeído, por meio da condensação desta substância com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA). Resumidamente, as reações foram iniciadas pela adição de Fe2+ a partir 

da mistura de soluções aquosa de FeSO4 com concentração 6 mmol L-1, 2-deoxiribose 5 mmol 

L-1, H2O2 30% e tampão fosfato 20 mmol L-1 (pH 7,2). 

 

Figura 3.5: Reações envolvidas na quantificação do malonaldeído. 

 

 

A atividade de eliminação de radicais hidroxilas foi quantificada utilizando a 

degradação oxidativa da 2-deoxiribose in vitro, que produz malonaldeído por condensação com 
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ácido 2-tiobarbitúrico, com formação de um cromógeno rosa (HALLIWELL et al., 1987; 

LOPES et al., 1999). Nas concentrações testadas o ODG foi capaz de reduzir o radical hidroxila 

moderadamente e de maneira concentração dependente, quando comparado ao controle positivo 

AA. As concentrações utilizadas (15,625 – 250 µg mL-1) de ODG e do controle AA reduziram 

a produção de hidroxila em (19,92; 20,66; 24,87; 25,79 e 35,69%) e (21,51; 23,38; 26,51; 38,88 

e 43,23%), respectivamente, (Figura 3.6). Dessa forma, a substância ODG, foi capaz de inibir 

o radical OH. próximo de 36% na maior concentração testada, enquanto que o ácido ascórbico, 

utilizado como controle positivo, nessa mesma concentração, reduziu a formação do radical 

hidroxila em quase 44%. 

 

Figura 3.6: Capacidade antioxidante da substância ODG e do ácido ascórbico (AA), em 

diferentes concentrações (15,625 – 250 μg/mL), contra a formação do radical hidroxila. 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

Os valores representam a média ± E.P.M. dos valores de inibição in vitro, n = 5 experimentos em triplicata. 

Considera-se estatisticamente significante "p" quando ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05 quando comparado ao controle. 

Análise unidirecional da variância seguida da comparação múltipla de Holm-Šídák. 

                    

A concentração efetiva média (CE50) do ODG para inibição de formação do radical 

hidroxila foi de aproximadamente 118,9 µg mL-1 variando de 88,06 a 158,6 µg mL-1 com 

intervalo de confiança de 95% e R2 de 0,8177, por outro lado, o valor da CE50 do ácido ascórbico 

foi de aproximadamente 85,57 µg mL-1 variando de 72,79 a 100,6 µg mL-1 com intervalo de 

confiança de 95% e R2 de 0,9327 como pode-se observar na Figura 3.7 e Tabela 3.5. 
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Figura 3.7: Determinação da CE50 de redução do radical hidroxila para ODG (A) e AA (B). 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Estes radicais são gerados sob condições fisiológicas e patológicas, e são as principais 

espécies reativas de oxigênio (ERO’s), causando peroxidação lipídica além de enormes danos 

biológicos (CHENG et al., 2002; PHANIENDRA et al., 2015). Quando estes radicais reagem 

com ácidos graxos poliinsaturados de fosfolipídios da membrana celular os radicais hidroxilas 

produzem hidroperóxidos lipídicos que podem ser decompostos por numerosos produtos 

carbonílicos, como o malonaldeído (MDA) (AYALA et al., 2014). Os produtos carbonílicos 

são responsáveis por danos ao DNA e às proteínas, que culminam com câncer e doenças 

relacionadas ao envelhecimento. Assim, a diminuição da concentração de MDA indica o papel 

dos compostos testados como antioxidante (REPETTO et al., 2012). Na doença de Alzheimer 

o conteúdo de MDA é aumentado como consequência da vulnerabilidade à peroxidação lipídica 

do cérebro, que ocorre devido à presença de um rico conteúdo de ácidos graxos e fosfolipídios 

em suas membranas e ao seu alto consumo de oxigênio (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993).  

O composto ODG suprimiu a degradação da deoxiribose mediada por radicais hidroxila 

de um modo dependente da concentração, conforme o AA. Os resultados obtidos com o 

composto ODG são inferiores aos encontrados para o extrato hexânico das sementes do bacuri 

e seu complexo de inclusão, cuja maior redução foi observada no conteúdo de MDA 

(NASCIMENTO et al., 2014). Assim como o efeito tóxico, os efeitos antioxidante dos extratos 

das sementes do bacuri, também podem ser justificados pela presença de outras substâncias, 

como os compostos fenólicos, que atuam aditivamente na redução das espécies reativas 

(COSTA JÚNIOR et al., 2013).  
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3.3.6 Ensaio de peroxidação lipídica (TBARS) 

  

A determinação do conteúdo de espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

foi realizada para quantificar o nível de peroxidação lipídica (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 

1990). Neste ensaio, o substrato rico em lipídios, usado foi a gema do ovo homogeneizada 

(GUIMARÃES et al., 2010).  

A peroxidação lipídica pode ser definida como os danos biológicos causados por 

radicais livres que são formados durante estresse oxidativo (ZIN et al., 2002). Vários extratos 

de plantas medicinais têm demonstrado efeito inibitório contra a peroxidação lipídica conforme 

verificado pelo método de produção de TBARS in vitro (MANIAN et al., 2008). A peroxidação 

lipídica foi analisada pelo método de quantificação do TBARS, que é um ensaio bastante 

utilizado para estimar a peroxidação dos lipídios nas membranas, assim como em sistemas 

biológicos (AYALA et al., 2014). O composto ODG nas concentrações testadas (15,625; 31,25; 

62,50; 125,0 e 250,0 µg mL-1) reduziu significativamente a peroxidação lipídica em (53,43; 

56,33; 57,74; 61,48 e 64,7%), respectivamente, em relação ao grupo dihidrocloridrato de 2,2’-

azobis-2-metilpropinamida (AAPH). O ácido ascórbico (AA) nas mesmas concentrações 

(15,625 – 250) reduziu a peroxidação lipídica em (49,96; 60,72; 61,74; 63,36 e 63,72%), 

respectivamente, como é mostrado na Figura 3.8.  

 

Figura 3.8: Capacidade antioxidante da substância ODG e do ácido ascórbico (AA) contra a 

produção de TBARS em diferentes concentrações (15,625 – 250 μg/mL). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Efeitos ODG contra a produção de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. Os valores representam a média ± 

E.P.M. dos valores de inibição in vitro, n = 5 experimentos em triplicata. Considera-se "p" estatisticamente 

significante quando *** p ≤ 0,001; * p ≤ 0,05 quando comparado ao controle. Análise unidirecional da variância 

seguida da comparação múltipla de Holm-Šídák. 
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Dessa forma, a substância ODG, foi capaz de reduzir a peroxidação lipídica em quase 

65% na maior concentração testada, enquanto que o ácido ascórbico, utilizado como controle 

positivo, nessa mesma concentração, diminuiu a peroxidação lipídica em quase 64%, valores 

bem consideráveis, como mostra a Figura 3.8. 

A ODG diminuiu os níveis de peroxidação lipídica in vitro e promoveu a redução de 

50% da produção das substâncias reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) com um valor 

da CE50 de 69,39 µg mL-1 variando de 45,57 a 105,7 µg mL-1 com intervalo de confiança de 

95% e R2 0,7248. O valor da CE50 do AA nas mesmas condições foi de 26,80 µg mL-1 variando 

de 14,02 a 51,22 µg mL-1 com intervalo de confiança de 95% e R2 0,7659 como pode-se 

observar na Figura 3.9 e Tabela 3.5. Embora a CE50 do ODG tenha sido 3,9 maior que a do 

controle AA, este composto é considerado um bom antioxidante natural uma vez que reduziu 

de forma significativa a produção de TBARS. 

 

Figura 3.9: Determinação da CE50 de redução de TBARS para ODG (A) e AA (B). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

  

A Tabela 3.5, mostra os valores da CE50 para os testes antioxidantes avaliados bem 

como os limites mínimos e máximos no nível de confiança de 95%. 

 

Tabela 3.5: CE50 do potencial antioxidante in vitro da ODG na produção de TBARS, teor de 

radical hidroxila (OH.) e formação de nitrito. 

 

 

Teste 

ODG                                                    Ácido ascórbico (AA) 

CE50 (µg mL-1) 

CE50  95% CE50  95% 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

CE50: Concentração Efetiva 50% em µg mL-1; 95%: intervalo de confiança em μg mL-1 

 

Segundo Ahmadi e colaboradores (2010) quanto menor o valor da CE50 maior o 

potencial antioxidante da amostra. Apesar do composto ODG apresentar altas concentrações 

efetivas médias de inibição dos radicais hidroxila e TBARS em relação ao controle positivo AA 

foi efetivo em todas as concentrações testadas em prevenir a peroxidação lipídica das 

membranas celulares, induzida por radicais peroxila gerados por AAPH, de forma bastante 

significativa. Esse fato pode ser explicado em parte, pela interação dos componentes do ODG com 

intermediários da redução parcial do oxigênio e do metabolismo do óxido nítrico, além de uma 

possível proteção contra a autoxidação lipídica das membranas, principais fatores envolvidos na 

peroxidação lipídica (REPETTO et al., 2012). Estes resultados sugerem que o composto ODG 

exerce uma ação protetora às biomoléculas contra a peroxidação dos fosfolipídios, 

triacilgliceróis e ácidos graxos poliinsaturados, imprescindíveis para a função da membrana 

celular e sinalização parácrina (COSTA et al., 2013).  

 

3.4 CONCLUSÃO 

   

O composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol não apresentou toxicidade frente a A. 

salina. Em relação aos ensaios frente a A. cepa a substância mostrou-se efeitos não tóxicos e 

não citotóxicos em baixas concentrações, porém, em concentração mais elevada a substância 

ODG mostrou-se ligeiramente tóxico e citotóxico em comparação ao controle negativo. A 

substância ODG não apresentou efeito mutagênico. A substância ODG não apresentou 

atividade larvicida frente as larvas de Aedes aegypti nas concentrações analisadas.  

Diante dos resultados, os ensaios antioxidantes in vitro indicaram que o composto ODG 

é um composto antioxidante natural, e com baixa toxicidade nos modelos analisados, que pode 

ser útil na prevenção e no progresso de vários doenças, inclusive as neurodegenerativas. Os 

resultados deste trabalho contribuem para ampliar o conhecimento sobre as propriedades 

antioxidantes e tóxicas da ODG, uma vez que ainda não haviam sido descritos na literatura.  

NO. 29,92 24,97 – 35,86 29,77 23,50 – 37,70 

OH. 118,9 88,06 – 158,6 85,57 72,79 – 100,6 

TBARS 69,39 45,57 – 105,7 26,80 14,02 – 51,22 
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Entretanto, estudos adicionais são necessários para elucidar os possíveis mecanismos de 

ação que medem à ação antioxidante da ODG, principalmente in vivo para justificar seu possível 

uso no tratamento clínico. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Nos estudos fitoquímicos e farmacológicos dos extratos assim como das substâncias 

isoladas a partir de P. insignis mostraram que esta espécie é uma potencial fonte promissora 

para elaboração de possíveis fármacos. Algumas das propriedades farmacológicas encontradas 

nos extratos dessa espécie vegetal e a partir de compostos isolados foram antiinflamatória, 

antioxidante, anticonvulsiva, cicatrizante e anticolinesterásica, dentre outras. Em sua 

composição química o bacurizeiro apresenta classes de terpenos, xantonas e compostos 

fenólicos como constituintes majoritários.  

O composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) foi isolado a partir da fração 

diclometânico do extrato hexânico das sementes de P. insignis e elucidado através das técnicas 

de RMN 1H; RMN 13C e IV.  

Através de determinação in vitro da atividade anticolinesterásica apresentou inibição 

qualitativa e quantitativa significativa para a enzima AChE. 

Foi determinado o potencial antioxidante in vitro do composto ODG através da redução 

dos radicais óxido nítrico, hidroxila e TBARS, onde verificou-se redução de até 41,6%; 35,69% 

e 64,7%, respectivamente.     

O composto ODG não apresentou toxicidade frente a A. salina nas concentrações 

analisadas. Em relação aos ensaios toxicogenéticos frente a A. cepa a substância mostrou-se 

efeitos não tóxicos e não citotóxicos em baixas concentrações, porém, em concentração mais 

elevada mostrou-se ligeiramente tóxico e citotóxico em comparação ao controle negativo. A 

substância ODG não apresentou efeito mutagênico em nenhuma das concentrações testadas.  

ODG não apresentou atividade larvicida frente as larvas de Aedes aegypti nas 

concentrações analisadas.   

Diante dos resultados analisados, os ensaios antioxidantes in vitro indicaram que o 

composto ODG é bom antioxidante natural, e com baixa toxicidade nos modelos analisados, 

que pode ser útil na prevenção e no progresso de vários doenças, inclusive as 

neurodegenerativas. Os resultados deste trabalho contribuem para ampliar o conhecimento 

sobre as propriedades antioxidantes e tóxicas do ODG, uma vez que ainda não haviam sido 

descritos na literatura.  

Foi preparado complexo de inclusão entre a substância ODG e β-CD pelo método de 

solubilização seguido por liofilização e caracterizado por IV, DSC, TG, DRX, RMN e MEV. 

Os resultados mostraram a efetiva formação do complexo ODG-β-CD e o modo de inclusão.  
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O trabalho mostrou que a complexação do ODG provocou mudanças nas propriedades 

deste composto, como um aumento na solubilidade e alteração no perfil de liberação. 

A constante de estabilidade aparente apresentou um valor relativamente alto (339,38 L 

mol-1), indicando uma boa interação entre o ODG e a β-CD. A estequiometria de formação do 

complexo foi de 1:1 e a eficiência de inclusão foi de 57,82%.  

Os resultados mostraram que β-CD pode ser um excipiente adequado para aumentar a 

solubilidade e libertação controlada do ODG. 

Tais resultados foram importantes para uma melhora no entendimento das propriedades 

físico-químicas do complexo de inclusão, podendo futuramente ser um potencial alternativa 

para a terapia de doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer.  
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ANEXOS 

 

FIGURA A1: Artigo publicado em 2015 na Revista científica ConScientiae Saúde. 
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FIGURA A2: Artigo publicado em 2016 na Revista científica The Pharma Research. 
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FIGURA A3: Artigo publicado em 2016 na Revista científica Asian Journal of Biomedical 

and Pharmaceutical Sciences. 
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FIGURA A4: Artigo publicado em 2017 na Revista científica Energies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



193 

ANEXOS 

 

Antonio do Nascimento Cavalcante 

FIGURA A5: Artigo publicado em 2018 na Revista científica Current Clinical 

Pharmacology. 
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FIGURA A6: Artigo publicado em 2018 na Revista científica BioMed Research 

International. 
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FIGURA A7: Artigo publicado em 2019 na Revista científica Journal of Molecular 

Structure. 
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FIGURA A8: Artigo publicado em 2019 na Revista científica World Journal of Pharmacy 

and Pharmaceutical Sciences. 
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FIGURA A9: Capítulo 6 publicado em 2015 do livro da Editora Átomo Plantas Medicinais e 

a Doença de Alzheimer. 
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FIGURA A10: Capítulo 9 publicado em 2017 no livro da Editora Átomo ANTIOXIDANTES 

aspectos químicos, farmacológicos e terapêuticos. 
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FIGURA A11: Capítulo 16 publicado em 2018 no livro da Editora CRC Press Taylor & 

Francis Group ETHNOBOTANY Application of Medicinal Plants. 

 

 


