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RESUMO 

 

BRÍGIDO, H. P. C. Estudos farmacognósticos, fitoquímicos e biológicos de 

Anona glabra L. (Annonaceae). 2016, 121 p. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Farmácia, Universidade Federal do Pará, Belém, 2016. 

 

No presente trabalho, a Annona glabra foi submetida a estudos 
farmacognósticos, fitoquímicos e biológicos (atividade leishmanicida e 
antimicrobiana). Nos estudos farmacognósticos, utilizou-se os métodos descritos 
na Farmacopéia Brasileira V ed. (2010). O extrato etanólico (EE) foi obtido 
através de maceração descontínua do pó das cascas com etanol. Este foi 
submetido a fracionamento por partição líquido-líquido com hexano e metanol 
aquoso 10%, gerando-se as frações hexanica (FH) e metanólica (FM). A FM foi 
refracionada em coluna de Sephadex originando-se 46 frações, analisadas em 
CCD e reveladas com ácido Sulfúrico, Dragendorff e ultravioleta (360 nm) sendo 
reunidas em 5 grupos conforme o perfil cromatográfico. O Grupo 3 foi purificado 
em coluna cromatográfica em escala preparativa originando a amostra G3-1. O 
EE, FM, FH, Grupo 2 e G3-1 foram analisadas em CLAE-DAD. A amostra G3-1 
foi submetida a análise em espectroscopia de massas e ressonância magnética 
nuclear (RMN). Na avaliação da atividade antimicrobiana utilizou-se os métodos 
da difusão em ágar (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas 
aeruginosa) e de microdiluição (CIM). O EE e suas frações foram submetidos ao 
ensaio da atividade leishmanicida (Leishmania amazonensis). O pó foi 
classificado como pó grosso e de baixa densidade com teor de cinzas e umidade 
estando dentro dos parâmetros estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira. Em 
CLAE-DAD, os principais picos do EE e suas frações apresentaram no espectro 
de UV absorbâncias com ʎ entre 240 nm a 280 nm e ʎ entre 300 nm a 400 nm 
sugestivos respectivamente da banda II (anel A) e banda I (anel B) de 
flavonóides. A estrutura química de G3-1 foi identificada como sendo o 
flavonóide Rutina. No teste de difusão em ágar observou-se a formação de halos 
do EE e FM somente nas placas de Staphylococcus aureus. No ensaio de 
microdiluição verificou-se que o EE e a FM apresentaram CIM>1000 µg/mL, 
sendo assim, consideradas inativas. No ensaio antileishmania, o EE apresentou 
CI50>200 µg/mL. A FM e FH também apresentaram CI50>200 µg/mL, no entanto, 
inibiram o crescimento das promastigotas respectivamente em 20% e 33,7%. As 
subtrações Grupo 2 e G3-1 apresentaram CI50>200 µg/mL, porém, na 
concentração de 200 µg/mL inibiram o crescimento parasitário em 
aproximadamente 45%. O EE, suas frações e subfrações foram inativas frente 
as amastigotas de L. amazonensis, no entanto, a FH nas concentrações de 250 
e 125 µg/mL  inibiu a infecção em 39,1% e 18,7%. Em síntese, o EE e suas 
frações mostraram-se inativas nos ensaios antimicrobiano e leishmanicida, 
porém o fracionamento contribuiu para o aumento da atividade sugerindo que 
substâncias ativas devam estar em baixos teores no extrato e suas frações. 
 
Palavras chaves: Farmacognóstico, fitoquímica, atividade antimicrobiana, 
atividade leishmanicida, Annona glabra.  

 



ABSTRACT 

 

BRÍGIDO, H. P. C. Pharmacognostic, phytochemical and biological studies 

of Annona glabra (Annonacea), 2016, 121 p. Dissertation (Master's degree) – 

College of Pharmacy, Federal University of Pará, Belém, 2016. 

 

In this study, the Annona glabra underwent pharmacognostic, phytochemicals 
and biological studies (leishmanicide and antimicrobial activity). In 
pharmacognostic studies, we used the methods described in Brazilian 
Pharmacopoeia V ed. (2010). The ethanolic extract (EE) was obtained by 
maceration of the powder batch of shells with ethanol. The extract was 
fractionated by liquid-liquid partition with hexane and 10% aqueous methanol 
resulting in hexane (HF), and methanol (MF) fractions. The MF was submitted to 
Sephadex column. This procedure resulted in 46 fractions that were analyzed in 
thin layer chromatography and revealed with sulfuric acid, Dragendorff, and 
ultraviolet (360 nm) being assembled into 5 groups according to their 
chromatographic profiles. Group 3 was purified by column chromatography on a 
preparative scale yielding the G3-1 sample. EE, MF, HF, Group 2 and G3-1 were 
analyzed by HPLC-DAD. The G3-1 sample was analysed by mass spectrometry 
and nuclear magnetic resonance (NMR). To evaluate the antimicrobial activity, 
methods of agar diffusion (Escherichia coli, Staphylococcus aureus and 
Pseudomonas aeruginosa) and microdilution (MIC) were used. The EE and its 
fractions were subjected to leishmanicide activity test (Leishmania amazonensis). 
The powder was classified as coarse and low-density, with ash and moisture 
contents within the parameters established by the Brazilian Pharmacopoeia. In 
HPLC-DAD, the main peaks of EE and its fractions were presented in UV 
absorption spectrum of 240 nm to 280 nm, and 300 nm to 400 nm suggestive 
respectively Band II (Ring A), and band I (ring B ) of flavonoid. The G3-1 chemical 
structure was identified as flavonoid rutin. In the agar diffusion test, we observed 
the formation of halos in EE and MF only in Staphylococcus aureus plates. In the 
microdilution assay, the EE and FM showed MIC> 1000 mg / mL, considered 
inactive. In antileishman test, the EE showed IC50> 200 / ml. The MF and HF also 
showed IC50> 200 / ml; however, they inhibited the growth of promastigotes 
respectively in 20% and 33.7%. The subtractions and G3-1 Group 2 showed 
IC50> 200 / ml, but the concentration of 200 / ml inhibited the parasite growth by 
approximately 45%. The EE, fractions, and subfractions were inactive against L. 
amazonensis amastigotes. However, the HF concentrations of 250 and 125 g / 
ml inhibited infection in 39.1% and 18.7%. In short, EE and its fractions were 
shown to be inactive in the antimicrobial and leishmanicide trials, but fractionation 
contributed to increase activity suggesting that active substances must be at low 
levels in extract and its fractions. 

Key words: Pharmacognostic, phytochemical, antimicrobial activity, 

leishmanicide activity, Annona glabra. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

A utilização de plantas para o tratamento de uma variedade de doenças 

tem sido realizada desde a antiguidade. As plantas medicinais desempenham 

papel chave na saúde humana, mesmo com os avanços observados na medicina 

moderna. Isto porque, significativa parte da população mundial (65 a 80%) tem 

dificuldade de acesso aos medicamentos. População que reside em países em 

desenvolvimento e depende essencialmente de plantas medicinais para o 

tratamento primário de doenças, sendo esta a única alternativa terapêutica de 

várias comunidades e grupos étnicos (DUARTE, 2006).  

Muitos estudos farmacológicos se fundamentam em estudos 

etnofarmacológicos, isto é, partindo do uso tradicional e do conhecimento 

popular sobre as propriedades farmacológicas (antiinflamatória, analgésica, 

antimicrobiana, antiespasmódica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas 

drogas vegetais (SCOPEL, 2005).  

 No entanto, apesar de toda importância atribuída às plantas, o seu 

potencial é ainda pouco explorado. Segundo estimativas, o número de espécies 

vegetais superiores pode chegar a 500.000, sendo que destas, apenas 15 a 17% 

foram investigadas quanto ao seu potencial medicinal (BARROS, 2008). Apenas 

recentemente estas se tornaram objeto de estudo científico no que concerne às 

suas variadas propriedades medicinais (NOVAIS et al. 2003). O conhecimento a 

respeito das propriedades farmacológicas destas é requisito essencial para a 

transformação do vegetal em um produto fitoterápico. Sendo assim, a pesquisa 

com plantas medicinais tem sido e continua a ser considerada uma alternativa 

importante na busca de novas drogas com propriedades terapêuticas (OMS, 

2002). 

Nas últimas décadas, dentre as atividades farmacológicas, a 

antimicrobiana vem sendo exaustivamente estudada, devido a problemas sérios 

relacionados à quimioterapia, enquanto que, a atividade leishmanicida das 

plantas medicinais vem sendo pouco exploradas e essa também possuí graves 

problemas relacionados ao tratamento (OLIVEIRA et al. 2005; OLIVEIRA et al. 

2006). 



 Na leishmaniose, o tratamento é feito principalmente com medicamentos 

à base de antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sódio e antimoniato de 

meglumina), introduzidos como quimioterápicos na década de 1940, enquanto 

anfotericina B e pentamidina são as de segunda escolha na terapêutica. 

Contudo, a utilização destes fármacos é questionável em virtude da eficácia 

variável entre as espécies de Leishmania, o alto custo, a via de administração 

parenteral, elevada toxicidade e efeitos adversos como mialgias, nefrites, 

alterações hepáticas, distúrbios gastrointestinais, respiratórios, 

cardiovasculares, arritmias fatais e morte súbita (CROFT e COOMBS, 2003; 

OLIVEIRA et al. 2005). Além disso, há relatos de resistência dos parasitos devido 

a baixas dosagens e tratamentos descontínuos.  

Já nas infecções bacterianas, um dos principais problemas de saúde 

pública mundial é a crescente resistência dos microrganismos aos fármacos 

(OMS, 2012). Associado a isto se tem o fato de que a maioria dos fármacos 

utilizados como antimicrobianos, foram descobertos a mais de 30 anos, e a 

resistência bacteriana cresce numa velocidade exponencial, já a descoberta de 

fármacos cresce lentamente podendo chegar um momento no qual poderá não 

haver mais fármacos para o tratamento de muitas infecções (BERQUIÓ et al. 

2004). 

Considerando as dificuldades de tratamento, a ausência de vacinas 

(Leishmania) e o crescente aumento de resistências dos parasitas e bactérias 

aos fármacos disponíveis, há urgência na busca de novas opções terapêuticas 

dentre as quais se incluem as plantas medicinais (CARVALHO e FERREIRA, 

2001; PAULA et al. 2003). 

Neste contexto, o Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, visto 

que, a diversidade de climas e regiões geográficas favorecem o desenvolvimento 

de uma flora diversificada no qual estão inseridas uma grande variedade de 

plantas medicinais utilizadas nas mais variadas doenças e que ainda foram 

pouco estudadas em termos fitoquímicos, farmacológicos e toxicológicos 

(DARABAS et al. 2009).  

Estudos etnobotânicos têm demonstrado o uso popular de plantas no 

tratamento de infecções bacterianas e das leishmanioses (MOREIRA et al. 

2002). Vários estudos vêm demonstrando que espécies ricas em alacalóides 

(LEBOEUF et al. 1982; SANTOS et a. 1999), acetogeninas (BRINGMANN et al. 
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1999; YANG et al. 2009) e flavonóides (LEBOEUF et al. 1982; PRADO et al. 

2008) são promissoras frente a atividades biológicas como leishmanicida e 

antimicrobianas (ALALI et al. 1999). 

De espécies pertencentes a família Annonaceae já foram isolados 

alcaloides, acetogeninas e flavonóides (CHANG et al. 1998; OLIVEIRA et al. 

2002; CHEN et al. 2004). O extrato de acetato de etila obtido do pericarpo de 

Annona muricata foi mais ativo que o Glucantime® em formas promastigotas de 

L. (V) panamensis (JARAMILLO et al. 2000). A atividade leishmanicida foi 

atribuída as acetogeninas (VILA-NOVA et al. 2011). 

O gênero Annona possuí várias espécies, entretanto, a maioria não foi 

submetida a avaliação da atividade leishmanicida e antimicrobiana (COSTA et 

al. 2009). Um exemplo é a espécie vegetal Annona glabra L. (Annonaceae), 

conhecida como araticum-do-brejo, que já se mostrou promissora no tratamento 

de doenças parasitárias como malária. Desta já foram isolados alcaloides, 

flavonóides, diterpenos e acetogeninas (CHANG et al. 1998; OLIVEIRA et al. 

2002; CHEN et al. 2004), contudo, esta espécie ainda necessita de informações 

acerca de seus metabólitos secundários e das suas atividades biológicas 

leishmanicida e antimicrobiana, o que justifica o estudo deste vegetal no 

presente trabalho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

As doenças infecciosas afetam milhões de pessoas em todo o mundo e 

ao longo da história da humanidade, sempre representaram uma das principais 

causas de morte. Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), as 

doenças infecciosas representam 26% da mortalidade global estimando-se que 

cerca de 50.000 pessoas morram a cada dia em todo o mundo por estas doenças 

(BECKER et al. 2006; CHANDA e RAKHOLIYA, 2011). O problema tem se 

agravado devido o surgimento de microrganismos (bactérias) resistentes, 

diminuindo as opções de terapêuticas, sendo de extrema importância o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos para estes agentes (LEVY, 2005; 

RICE, 2008; REYNOLDS, 2009; ANURADHA et al. 2010). 

Uma série de bactérias resistentes aos fármacos de importância para 

saúde pública tem sido descritas, entre estas encontram-se o Staphylococcos 

aureus, Escherichia coli e a Pseudomonas aeruginosa. Estas bactérias têm sido 

associadas a infecções hospitalares de elevada gravidade (WHO, 2015).  

O S. aureus são cocos (forma esférica) gram-positivos com cerca de 1 μm 

de diâmetro e formam grupos com aspecto de cachos de uvas. Importante 

patógeno envolvido na etiologia das infecções humanas, sendo encontrado, 

como microbiota normal, nas fossas nasais, virilha e axilas. É responsável por 

diferentes tipos de infecções, a maioria infecções ligeiras da pele e tecidos 

moles, mas também é agente etiológico de formas graves de pneumonia, 

endocardites e sepsis (MENEGOTTO e PICOLI, 2007). 

As infecções causadas por S. aureus, apresentam morbidade e 

mortalidade elevadas e possuí grande facilidade para adquirir resistências aos 

antimicrobianos. Na década de 1940, a penicilina foi lançada para tratamento de 

infecções causadas por esse microrganismo (FLEMING, 1929), poucos anos 

depois vieram os primeiros relatos de S. aureus resistentes à penicilina 

(BARBER, 1947) e um estudo no Reino Unido estimou que 60% dos S. aureus 

isolados eram resistentes a penicilina em 1946 (BARBER e ROZWADOWSKA-

DOWZENKO, 1948).  

O S. aureus meticilina resistente (MRSA) é o patógeno nosocomial mais 

envolvido em infecções hospitalares sendo resistente a ação de vários 
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antimicrobianos (STRATTON, 2000), como penicilinas, fluoquinolonas, 

lincosamidas e macrolídeos (HIRAMATSU, 1997).  

A E. coli é uma bactéria gram-negativa fermentadora em forma de 

bastonete curto, que possui metabolismo anaeróbio facultativo e pode 

apresentar motilidade pela presença de flagelos peritríqueos (SELANDER et al. 

1987; KAPER et al. 2004). A E. coli encontra-se entre um dos principais agentes 

causadores das doenças transmitidas por alimentos em humanos (KENN et al. 

2006; JOHNSON et al. 2007; RUBEGLIO e TESONE, 2007). Possui distribuição 

cosmopolita e apesar de pertencer a microbiota normal do trato gastrointestinal, 

aproximadamente 10% da mesma, é considerada patogênica (SELANDER et al. 

1987; JOHNSON e RUSSO, 2005). 

Os vários subtipos compreendidos na diversidade patogênica dessa 

espécie possuem diversos mecanismos de virulência, incluindo hemolisinas 

(CAVALIERI et al. 1985), adesinas (HAGBERG et al. 1981), invasinas 

(FLECKENSTEIN et al. 1996), enterotoxinas (PARREIRA e GYLES, 2003), entre 

outras substâncias, que facilitam nas várias etapas da infecção (KAPER et al. 

2004). As linhagens patogênicas podem causar diversos tipos de infecções, 

como intestinais urinárias (PARREIRA e GYLES, 2003), meningites e outras 

infecções extra-intestinais (KAPER et al. 2004). Quando as defesas normais do 

hospedeiro não estão adequadas, a E. coli pode atingir a corrente sanguínea e 

provocar septicemia (SCHAECHTER et al. 2002; KENNEDY et al. 2008). 

Apesar dos diversos fatores relacionados à virulência da E. coli serem 

preocupantes à saúde pública, a resistência aos antimicrobianos é o problema 

mais relevante quanto a contribuição para o aumento das taxas de 

morbimortalidade no mundo (KENNEDY et al. 2008; IBRAHIM et al. 2012; 

TALEBIYAN et al. 2014). Nos últimos anos houve um aumento de cepas com 

resistência aos antimicrobianos (PESSANHA e GONTIJO FILHO, 2001), 

principalmente em amostras de infecções do trato urinário, associados aos 

fármacos da classe das cefalosporinas de amplo espectro, como sulfametoxazol-

trimetoprima, e as quinolonas/fluoroquinolonas (MELLON et al. 2001), o que 

torna preocupante para os problemas de infecções urinárias graves e as 

relacionadas com cateteres urinários (LAUTENBACH et al. 2006). 

O P. aeruginosa é um bacilo aeróbio Gram-negativo não fermentador de 

açúcar, pertencente à família Pseudomonaceae. Patógeno oportunista presente 



em infecções hospitalares, urinárias e sepse, estando mais suscetíveis pacientes 

com queimaduras, possui alta mortalidade podendo chegar a 33% em pacientes 

imunodeprimidos (MARRA et al. 2006). 

 A epidemiologia de P. aeruginosa reflete sua predileção por um meio 

ambiente úmido, crescendo facilmente em solos, água, plantas e animais 

(BRITO et al. 2000; ANDRADE et al. 2002). A umidade é um fator crítico em 

reservatórios hospitalares de P. aeruginosa, como: equipamentos de ventilação 

mecânica, soluções de limpeza, desinfetantes, pias e panos de chão, sendo 

altamente resistentes à variação de temperatura. Em situações epidêmicas tem 

sido demonstrada contaminação a partir de fonte comum como respiradores, 

umidificadores, reservatórios de água e alimentos, assim como transmissão 

pessoa-pessoa, através das mãos, especialmente em unidades de terapia 

intensiva (UTI). Nas UTI neonatal, os pacientes infantis estão constantemente 

em riscos de infecção por P. aeruginosa pela sua imaturidade fisiológica e 

imunológica (ALEGRE, 2000; MARTINS et al. 2004; MOORE e FLAWS, 2011). 

Essa bactéria pode apresentar resistência natural ou adquirida a grande 

número de antimicrobianos utilizados como: a penicilina, ampicilina, 

cefalosporina, e adquirida a fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, ticarcilina e 

piperacilina e carbapenêmicos. Os mecanismos envolvidos são: baixa 

permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo, produção de enzimas 

inativadoras de aminoglicosídeos, alteração do alvo das fluoroquinolonas e 

produção de β- lactamases (LI et al.1994; LEHMAN e THOMAS, 2007). 

Outro microrganismo que merece atenção especial são os parasitas 

causadores da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). A LTA é uma 

doença infecto-parasitária causada por protozoários do gênero Leishmania. A 

doença afeta principalmente as pessoas pobres da África, Ásia e América 

Latina, e está associada à desnutrição, deslocamento da população, 

condições precárias de habitação, sistema imunológico fraco e falta de 

recursos (PAHO, 2012; WHO, 2016). 

Uma análise recente mostra que mais de 98 países e territórios são 

endêmicas para LTA. Estima-se que cerca de 7 a 12 milhões de novos casos 

ocorrem a cada ano em todo o mundo e 350 milhões de pessoas estão 

ameaçadas de contrair a doença. A leishmaniose cutânea é amplamente 

distribuída, cerca de um terço dos casos ocorrem em cada uma das três 
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regiões epidemiológicas, nas Américas, a bacia do Mediterrâneo e Ásia 

ocidental do Oriente Médio para a Ásia Central. Os dez países com as 

contagens de casos mais estimados são: Afeganistão, Argélia, Brasil, 

Colômbia, Costa Rica, Irã, Peru, Sudão e Síria, e, juntos, são responsáveis 

por 70 a 75% de incidência de LTA no mundo (WHO, 2016). 

Segundo o Ministério da Saúde do Brasil, no período de 2000 a 2013, 

foram registrados 238.749 casos de LTA, com média anual de 26.528 novos 

casos sendo o Norte e Nordeste as regiões com maiores porcentuais de casos 

no país com aproximadamente 70% dos casos confirmados nesse período 

(BRASIL, 2013). 

As leishmanioses têm como agentes causadores, parasitas intracelulares 

obrigatórios capazes de infectar diferentes espécies de mamíferos. Esses 

microrganismos foram sistematicamente alocados no grupo dos chamados 

eucariotos protozoários e são taxonômicamente classificados no Reino: Protista, 

Sub-reino: Protozoa, Filo: Sarcomastigophora, Subfilo: Mastigophora, Classe: 

Zoomastigophora, Ordem: Kinetoplastida, Sub-ordem: Trypanosomatina, 

Família: Trypanosomatidae; Gênero: Leishmania (LAINSON et al. 1986).  

Estes parasitas apresentam duas formas evolutivas durante seu ciclo 

evolutivo encontrados nas formas flageladas promastigotas (Figura 1A), 

paramastigotas no trato digestivo de hospedeiros invertebrados (insetos 

hematófagos conhecidos como flebotomíneos) e amastigota (Figura 1B), sem 

flagelo livre, parasito intracelular obrigatório do sistema fagocítico mononuclear 

dos hospedeiros vertebrados, que incluem uma grande variedade de mamíferos, 

entre eles, o homem (GRIMALDI-JR, 1982). 

                                                                                                                                                                                                                                                                          
                                   1A                                                                         1B 
 
Figura 1 – Forma promastigota de Leishmania sp (1A) e forma amastigota de Leishmania sp 
(1B). 
 Fonte: Brasil, 1994. 

 



O ciclo de vida do parasito é heteroxeno, possuindo hospedeiro 

vertebrado (principalmente mamíferos) e invertebrado (insetos do gênero 

Lutzomyia sp). A principal forma de transmissão do parasito para o homem e 

outros hospedeiros mamíferos é através do repasto sanguíneo de fêmeas de 

dípteros da família Psychodidae, sub-família Phlebotominae, sendo o gênero 

Lutzomya o principal vetor envolvido na transmissão da leishmaniose nas 

Américas (RIBEIRO, 1987). A fêmea corta com suas mandíbulas o tecido 

subcutâneo logo abaixo da epiderme, formando sob esta um afluxo de sangue, 

onde são inoculadas as formas promastigotas metacíclicas provenientes das 

regiões anteriores do trato digestivo: probóscida, cibário, faringe e esôfago. Na 

epiderme do hospedeiro, estas formas são fagocitadas por células do sistema 

mononuclear fagocitário, como monócitos, histiócitos e macrófagos. No interior 

dos macrófagos, no vacúolo parasitóforo, diferenciam-se em amastigotas e 

multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos, ocorrendo à 

liberação destas formas que serão fagocitadas por novos macrófagos num 

processo contínuo, ocorrendo então a disseminação hematogênica para outros 

tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitário, como linfonodos, 

fígado, baço e medula óssea (Figura 2; RIBEIRO, 1987; ANTOINE et al. 1998; 

CUNNINGHAM, 2002). 

A infecção do vetor ocorre quando as fêmeas, ao sugarem o sangue de 

mamíferos infectados, ingerem macrófagos parasitados por formas amastigotas 

da Leishmania. No trato digestivo anterior ocorre o rompimento dos macrófagos 

liberando essas formas. Reproduz-se por divisão binária e diferencia-se 

rapidamente em formas flageladas denominadas de promastigotas, que também 

se reproduzem por processos sucessivos de divisão binária. As formas 

promastigotas transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o esôfago 

e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando 

se diferenciam em formas infectantes - promastigotas metacíclicas, migram 

então para a probóscide do inseto, onde poderão infectar um novo hospedeiro 

mamífero. O ciclo do parasita no inseto se completa em torno de 72 horas (Figura 

2; RIBEIRO, 1987; SACKS e KAMHAWI, 2001). 
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Figura 2: Ciclo de vida do parasita Leishmania spp. 
Fonte: Adaptado de dpd.cdc.gov. 

 

 

Atualmente, nas Américas o gênero Leishmania é agrupado em dois 

subgêneros, de acordo com o local de adesão e multiplicação dos parasitos no 

tubo digestivo dos flebotomíneos: as espécies que se desenvolvem no intestino 

posterior pertencem ao subgênero Viannia, enquanto aquelas que se 

desenvolvem na porção média e anterior do tubo digestivo, pertencem ao 

subgênero Leishmania (GRIMALDI JUNIOR et al. 1989). 

No Brasil, foram identificadas sete espécies do gênero Leishmania, 

pertencentes aos subgêneros Leishmania e Viannia, como causadoras de LTA. 

Seis espécies pertencem ao subgênero Viannia: L. braziliensis, L. guyanensis, 

L. lainsoni, L. naiffi, L. lindenberg e L. shawi e uma espécie pertence ao 

subgênero leishmania: L. amazonensis (VIANNA, 1911, BARRET e SENRA, 

1989). Esta última é a maior causadora de LTA e é a espécie determinante da 

leishmaniose cutânea difusa, estando associada a outras manifestações clínicas 

incluindo leishmaniose cutânea, muco-cutânea, visceral e tegumentar pós 

calazar (BARRAL et al. 1991; ALEIXO et al. 2006). 



A L. amazonensis tem uma vasta distribuição, principalmente pelas 

florestas tropicais da Região Amazônica, estendendo-se à região nordeste, 

centro-oeste e sudeste (LAINSON, 1983). Esta espécie é responsável por casos 

de leishmaniose cutânea localizada (LCL - forma ulcerada, simples), com 

prognóstico sempre favorável à terapia, menos frequentemente de leishmaniose 

cutânea difusa (LCD - forma não ulcerada, nodular-infiltrada), uma forma clínica 

de leishmaniose tegumentar extremamente grave (CONVIT, PINARDI e 

RONDÓN, 1972) capaz de produzir lesões mutilantes extensas nos pacientes e 

resistentes a todos os tipos de terapia (SILVEIRA, LAINSON e CORBETT, 2005). 

Recentemente, uma nova forma intermediária foi descrita, a leishmaniose 

cutânea disseminada “borderline:” (LCDB), na qual a disseminação do parasito 

acontece apenas seis meses após a lesão cutânea primária, o número de lesões 

secundárias é limitado e a resposta terapêutica satisfatória (SILVEIRA e 

LAINSON e CORBETT, 2004). No Brasil a LCD está associada à L. amazonensis 

(LEON et al. 1990) e o encontro de casos desta forma clínica em novas áreas de 

transmissão mostra que esta espécie está aumentando sua distribuição 

(AZEREDO-COUTINHO et al. 2007). 

O tratamento da leishmaniose é feito com o objetivo de obter a cura 

clínica, evitando recidivas e evolução das formas cutâneas para muco-cutâneas, 

assim, prevenindo o aparecimento de lesões mutilantes. São utilizados fármacos 

denominados de primeira (antimoniato de N-metilglucamina) e segunda escolha 

(anfotericina B) (GONTIJO e CARVALHO, 2003). 

O primeiro composto antimonial pentavalente utilizado no tratamento da 

leishmaniose foi a estibamina uréia, desenvolvida em 1920, seguida do 

estibogluconato de sódio (1; Pentostam®), em 1936 (RATH et al. 2003). No 

tratamento da leishmaniose cutânea e visceral utiliza-se o antimoniato de N-

metilglucamina (2; Glucantime®), em sua composição (PELLISARI et al. 2011; 

BRASIL, 2011; GONTIJO e MELO, 2003). 
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       1 – Estibogluconato de sódio                                         2 – Antimoniato N-metil glucamina 

 

 

 

Embora o antimoniato de N-metilglucamina seja eficaz para tratamento da 

leishmaniose, são necessárias altas doses e regime terapêutico contínuo tendo 

como consequência graves efeitos colaterais como: artalgias, mialgias, anorexia, 

náuseas, vômitos, azia, nefrites, dores abdominais, cefaleia, tontura, edema, 

alterações hepáticas, problemas cardiológicos, respiratórios e insuficiência renal 

aguda (REITHINGER et al. 2007; NUNES et al. 2011). Doses mais baixas, 

inadequadas, ou a descontinuidade do tratamento podem causar 

desenvolvimento da resistência do parasita (RATH et al. 2003; HALDAR et al. 

2011). 

O mecanismo de ação dos fármacos antimoniais pentavalentes não foi 

completamente estabelecido. Entretanto, há evidências de que o antimônio 

trivalente [Sb (III)] é muito mais potente que o antimônio pentavelente [(Sb (V)] 

contra as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania. Sugeriu-se a 

possibilidade de que o antimônio pentavalente agisse como um pró-fármaco, 

sendo convertido em antimônio trivalente, no interior dos macrófagos infectados, 

vindo a interferir na atividade glicolítica e na via oxidativa dos ácidos graxos do 

parasita e levando a depleção do ATP intracelular (RATH et al. 2003; HALDAR 

et al. 2011). 

Outro mecanismo de ação proposto está relacionado à substituição do 

zinco de uma metaloprotease zinco-dependente, pelo antimônio, de forma a 

causar a inativação desta enzima essencial para as formas amastigotas do 

parasita (HALDAR et al. 2011; RATH et al. 2003). 



A anfotericina B (3; desoxicolato) é um antibiótico antifúngico derivado da 

cultura da cepa Streptomyces nodosus, sendo o leishmanicida mais potente 

disponível no comércio, altamente eficaz no tratamento das leishmanioses 

cutânea e mucocutânea. Em gestantes, é o fármaco de primeira escolha 

(HALDAR et al. 2011; MELO et al. 2003). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
                                                          3 - Anfotericina B  

 

 

A Anfotericina é administrada, por via endovenosa, na forma de 

desoxicolato sódico, em doses de 1 mg/Kg/dia, em dias alternados, sendo a dose 

máxima de 3 g (BRASIL, 2006). Apresenta efeitos colaterais sendo, vários deles, 

dose-dependentes, como: flebite, calafrios, astenia, dores musculares e 

articulares, vômitos, hipotensão e leucopenia. Nos casos em que a 

administração da infusão é rápida, ocorre hiperpotassemia. Ao longo do 

tratamento, podem ocorrer, ainda, sobrecarga hídrica e hipopotassemia, além de 

desconforto respiratório, dispneia, cianose e comprometimento dos rins 

(FILIPPIN e SOUZA, 2006). 

O mecanismo de ação do fármaco está relacionado à sua ligação 

preferencial ao ergosterol da membrana plasmática de Leishmania, formando 

poros, aumentando a permeabilidade da membrana e levando ao 

extravasamento de material celular do parasita (FILIPPIN e SOUZA, 2006; 

COHEN, 1998). 

Portanto, a quimioterapia das leishmanioses e infecções bacterianas 

possuem várias limitações, e a crescente resistência dos microrganismos frente 

aos fármacos utilizados são preocupantes no cenário atual. Por isso, a busca de 
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novos fármacos é de extrema urgência, dentre os quais se incluí metabólitos 

secundários provenientes de espécies vegetais (CARVALHO e FERREIRA, 2001; 

ROCHA et al. 2005).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), as espécies 

vegetais são a melhor e maior fonte de fármacos para humanidade. Estudos 

etnobotânicos têm demonstrado o uso popular de plantas no tratamento de 

infecções bacterianas e das leishmanioses tanto por via oral, como na aplicação 

tópica sobre lesões cutâneas (MOREIRA et al. 2002). Muitos vegetais 

apresentam em sua composição substâncias das classes dos alcalóides, 

flavonóides, terpenos, chalconas, lignanas, compostos descritos na literatura 

como eficazes na atividade antibacteriana e leishmanicida (TORRES-SANTOS, 

1999; ROCHA et al. 2005). Um exemplo são as espécies vegetais do gênero 

Annona da família Annonacea e que já demonstraram alto potencial nas 

atividades descritas. A seguir, será descrita a espécie vegetal investigada neste 

estudo quanto ao seu potencial antibacteriano e leishmanicida, sendo esta 

espécie muito utilizada na medicina popular no tratamento dessas enfermidades, 

cujo nome científico é Annona glabra. 

 

2.1 Família Annonaceae e o gênero Annona  

 

A família Annonaceae possui cerca de 50 gêneros e mais de 2000 

espécies, sendo a maioria, constituída de arbustos e pequenas árvores, das 

quais, cerca de 119 espécies são descritas para o gênero Annona (LEBOEUF et 

al. 1982). A região amazônica abriga cerca 75% da diversidade de Annonaceae, 

com 27 gêneros e 280 espécies (CHATROU, 1999; MASS et al. 2009). É 

quimicamente uma das famílias de plantas tropicais menos estudadas. 

Entretanto, investigações fitoquímicas e, em menor extensão, farmacológicas 

vêm se intensificando nos últimos anos (MASS et al. 2009). 

As espécies dessa família são utilizados para diversas finalidades, tais 

quais: material de construção, adubo, os frutos são comestíveis e para 

ornamentação (SIQUEIRA, 2008; AQUINO et al. 2007) O uso medicinal vai 

desde tratamento dermatológico, como exemplo edema e emoliente (MACEDO 



e FERREIRA, 2004), ao tratamento de outros males como gastrite (VASQUEZ 

et al. 2014), reumatismo, diarreia crônica, anti-inflamatório (RODRIGUES e 

CARVALHO, 2001), diabetes (BOSCOLO e VALLE, 2008), hiperlipidemia 

(SILVA et al. 2010), anticancerígeno (COCHRANE et al. 2008), emagrecedor, 

antihelmíntico (LIPORACCI e SIMÃO, 2013), calmante, problemas renais 

(SOUZA e FELFILI, 2006), doenças associadas ao aparelho circulatório 

MONTELES e PINHEIRO, 2007) e outras descritas no quadro1 abaixo: 

 

 

Quadro 1: Uso popular e atividades farmacológicas comprovadas de espécies de Annonaceae. 

Espécie Uso Popular 
Atividade 

comprovoda   Referência 

 

Annona spp. 

Antiparasitário, 
antitumoral, inseticida, 

antiviral e 
antimicrobiano  

Antitumoral, 
Leishmanicida e 

Antimalárica 

 

LEBOEUF et al. 
(1982).  

Artabotrys 
hexapetalus 

Antimalárico Antimalárica e 
Antitumoral 

LI et al. (1997) 

Enantia chlorantha Tuberculose, infecções 
hepáticas e úlceras 

Anti-HIV WAFO et al. (1999) 

Guatteria boliviana Antitérmico e vermífugo Antiparasitária MAHIOU et al. 
(2000) 

Guatteria foliosa Antiparasitário e 
inseticida 

Antimalárica e 
Antiviral 

PAREDES et al. 
(2001) 

Miliusa tomentosa Analgesico e 
Antimicrobiana 

Analgésica e 
Antibacteriana 

LEBOEUF et al. 
(1982) 

Rollinia mucosa Antitumoral, enterocolite 
e antiescorbútica 

Antitumoral, 
Antimicrobiana 
e Antifúngica 

KUO et al. (2001); 
SHI et al. (1997) 

Uvária dependens Antiparasitário Antimalárica NKUNYA et al. 
(1993) 

Uvária klaineana Antiparasitário Leishmanicida AKENDENGUE et 
al. (1999) 
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As Anonáceas mostraram grande diversidade química, produzindo várias 

classes de metabólitos secundários, como alcalóides (LEBOEUF et al. 1982; 

SCHIFF, 1991; MAHIOU et al. 1994, 2000; TEMPONE et al. 2005; PRADO et al. 

2008), acetogeninas (BRINGMANN et al.1999; BERMEJO et al. 2005; YANG et 

al. 2009), flavonóides (LEBOEUF et al. 1982; PRADO et al. 2008) e diterpenos 

(LEBOEUF et al. 1982; FOURNIER et al. 1999). 

Na família Annonaceae podem ser encontrados alcaloides dos tipos 

quinolínicos, pirrolizidínicos, piperidínicos, indolizidínicos, piridínicos e 

isoquinolínicos (SIMÕES e SCHENKEL, 2004).  O alcaloide oxoaporfínico 

liriodenina (4) é o mais encontrado em espécies da família Annonaceae (Quadro 

2) (YANG et al. 1991; CHEN et al. 2001). Os de ocorrência menos comum são os 

alcaloides β-carbolínicos (5) (Quadro 2) (WANG et al. 2002).  

Quanto aos compostos fenólicos, na família Annonaceae os de maior 

ocorrência são os flavonóides (SIMÕES e SCHENKEL, 2004). Flavonoides como 

O- glicosídeos de apigenina (6), kaempferol (7), quercetina (8), e luteolina (9) 

foram detectados em espécies da família Annonaceae (SANTOS e SALATINO, 

2000). Entre os esteroides, os dois de ocorrência muito comum em Annonaceae 

são o β-sitosterol (8) e o estigmasterol (9) (Quadro 2) (LEBOEUF et al. 1982). 

Segundo BERMEJO et a. (2005), já foram isoladas 417 acetogeninas na família 

Annonaceae, destas, 176 foram relatadas no período de 1998 a 2004, sendo que 

a predominância dos compostos descritos era para espécies de Annona. A 

primeira acetogenina de anonácea, a uvaricina (10) foi isolada das raízes de 

Uvaria acuminata (Quadro 2) (JOLAD et al. 1982).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Quadro 2: Metabólitos isolados a partir da família Annonaceae. 

Metabólitos Estrutura química Espécie 
vegetal 

Órgão 
vegetal 

Referências 

 
 
 

Liriodenina 
(4) 

  

 

A. cherimolia 
A. bulata 

 
 
 

Folha, caule, 
casca e 
semente 

 
 
 

YANG et al. 
(1991); CHEN 
et al. (2001). 

 
 
 

Alcalóide β-
carbolínico 

(5) 

  

 

A. montana 

 
 
 

Folha 

 
 
 

WANG et al. 
(2002). 

 
 
 
 

Apigenina (6) 

  

 

A. classiflora 

 
 
 

Folha 

 
 
 

SANTOS e 
SALATINO, 

(2000). 

 
 
 
 
 

Kaempferol 
(7) 

 

 

 

 

A. classiflora 

 
 
 

 
Folha 

 
 
 
 

SANTOS e 
SALATINO, 

(2000). 

 
 
 
 
 

Quercetina 
(8) 

  

 

 

A. dioica 

 
 
 
 
 

Folha 

 
 
 
 
 

SANTOS e 
SALATINO, 

(2000). 
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Quadro 2: Metabólitos isolados a partir da família Annonaceae (Cont.) 

Metabólitos Estrutura química Espécie 
vegetal 

Órgão 
vegetal 

Referências 

 
 
 
 
 

Luteolina (9) 

 

 
 
 
 
 

A. tomentosa 

 
 
 
 
 

Folha 

 
 
 
 
 

SANTOS e 
SALATINO, 

(2000). 

 
 
 
 
 
 

Β-sitosterol 
(10) 

 

 
 
 
 

A. muricata 
A. senegalensis 

A. squamosa 
A. classiflora 

 
 
 
 

Folhas, 
Semente, 

casca, raíz e 
fruto. 

 
 
 
 

LEBOEUF et 
al. 1982); 
PIMENTA, 

(1995) 

 
 
 
 
 
 

Estigmasterol 
(11) 

 

 
 
 
 
 
 

A. muricata 

 
 
 
 
 
 

Folha 

 
 
 
 
 
 

LEBOEUF et 
al. 1982). 

 
 
 
 
 

Uvaricina 
(12) 

 

 
 
 
 
 

Uvaria 
accuminata 

 
 
 
 
 

Raíz 

 
 
 
 
 

JOLAD et al. 
(1982). 

 

 



Entre os gêneros desta família, destaca-se o gênero Annona, que possui 

muitos metabólitos secundários importantes.  

O uso tradicional deste gênero é o mais variado possível, cujas espécies 

podem ser usadas como plantas medicinais ou para obtenção de madeira, como 

é o caso da Annona crassiflora que é usada, também, como planta ornamental, 

corticeira ou como alimento (AQUINO et al. 2007). A infusão das folhas da 

Annona muricata é usada para o tratamento do câncer, para emagrecer, falta de 

ar e também para diabetes; já a Annona squamosa é utilizada para anemia e 

verminoses (BOSCOLO, 2013; LIPORACCI e SIMÃO, 2013), além de ambas 

demonstrarem atividade antimicrobiana e antilheishmania em estudos 

anteriormente realizados (VIEIRA, 2010; RABELO et al. 2014). 

Vários estudos têm demonstrado grande quantidade de compostos de 

natureza química diversificada nas mais variadas partes da planta deste gênero. 

Os principais grupos de compostos químicos presentes em extratos preparados 

de cascas (CHEN et al. 2000), folhas e frutos (CHANG et al. 1998) são os 

alcalóides, flavonóides, as acetogeninas e os diterpenos (CHEN et al. 2004; 

OLIVEIRA et al. 2002). Na China, por exemplo, a espécies de Annona são 

amplamente cultivadas e utilizadas como inseticida e parasiticida (CHEN et al. 

2004). Nesse contexto, as acetogeninas anonáceas já demonstraram atividades 

anti-helmíntica, antimalárica, antimicrobiana e antiprotozoária, além de ser tóxica 

para células tumorais (CHANG et al. 1998).  

Os monoterpenos canfôra (13) e borneol (14) foram encontrados em 

raízes e casca de A. squamosa (LEBOEUF, 1982), Bohlmann e Rao, (1982) 

isolaram das raízes de A. squamosa um sesquiterpeno, o β-cariofileno (15) 

(Quadro 3). 

Friedelina (16) um triterpeno, foi encontrado nas folhas de A. squamosa 

(BHAUMIK et al. 1979). β-sitosterol tem sido frequentemente encontrado em 

folhas de A muricata e Annona senegalensis, nas sementes, casca e raízes de 

A. squamosa, frutos e sementes de Annona cherimolia (LEBOEUF, 1982) e em 

A. crassiflora (PIMENTA, 1995). Em outro estudo, das sementes de A. crassiflora 

foram isoladas três acetogeninas, a crassiflorina (17), a desoxicrassiflorina (18) 

e a araticulina (19) (Quadro 3) (PIMENTA, 1995). 
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      Quadro 3: Metabólitos isolados a partir do gênero Annona. 

Metabólitos Estrutura química Espécie 
vegetal 

Órgão 
vegetal 

Referências 

 
 

Cânfora (13) 

  

A. squamosa 

 

Raíz e 
casca 

 
 

LEBOEUF, 
(1982) 

 
 
 

Borneol (14) 

  
 
 

A. squamosa 
A. muricata 

 
 
 

Raíz e 
casca 

 
 
 

LEBOEUF, 
(1982). 

 
 
 
 

β-cariofileno 
(15) 

  

 

A. squamosa 

 

 

Raíz 

 
 
 

BOHLMANN E 
RAO, (1982). 

 
 
 
 

Friedelina (16) 

  

 

A. squamosa 

 

 

Folha 

 
 
 

BHAUMIK et 
al. (1979) 

 
 

Crassiflorina 
(17) 

  

 

A. classiflora 

 

 

Semente 

 
 
 

PIMENTA, 
(1995). 

 
 

Desoxicrassiflo
rina (18) 

 

 

 

A. classiflora 

 

 

Semente 

 
 
 

PIMENTA, 
(1995). 

 
 
 

Araticulina (19) 

 

 

 

A. classiflora 

 

 

Semente 

 
 
 

PIMENTA, 
(1995). 

 

 



Várias atividades biológicas já foram comprovadas de extratos, 

substâncias isoladas, óleos voláteis de espécies de Annona. 

Das sementes de A. squamosa foi isolada uma acetogenina triidroxilada 

com dois anéis tetraidrofurânicos e anel lactônico α,β-insaturada de 37 átomos 

de carbono, dotada de propriedades antihelmínticas contra Haemonchus 

contortus, principal nematódeo de ovinos e caprinos. Esta substância mostrou 

ação leishmanicida frente formas promastigotas e amastigotas de L. chagasi e 

atividade antibacteriana (VILA-NOVA et al. 2011). 

A fração de alcalóides totais das folhas de A. coriácea Mart. revelaram 

atividade em formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi, com CI50 de 41,6 

µg/mL. Em formas amastigotas, causaram a morte de 27,2% dos parasitas, à 

concentração de 20 µg/mL (TEMPONE et al. 2005) 

A fração alcaloídica, obtida a partir dos extratos em diclorometano e em 

metanol de A. foetida Mart., apresentou atividade frente às formas promastigotas 

de L. braziliensis e de L. guyanensis tendo sido mais ativo, nestas últimas 

(COSTA et al. 2006). 

Do extrato etanólico obtido das cascas do caule e das raízes de A. 

spinescens Mart. e do extrato etanólico das cascas de A. foetida foram isolados 

os alcalóides liriodenina (...) e anonaína (...) e estes alcalóides foram submetidos 

a avaliação da atividade antipromastigota em L. braziliensis, L. amazonensis, L. 

guyanensis e L. donovani. A anonaína foi a mais ativa do que a liriodenina, frente 

às duas primeiras espécies, tendo causado 100% de morte, respectivamente, 

nas concentrações de 50 e 25 µg/mL, enquanto que a liriodenina apresentou o 

mesmo nível de atividade, frente às 3 espécies, à concentração de 100 µg/mL, 

contra L. guyanensis apresentou melhor resultado com CI50 de 21,5 µg/mL. A 

anonaína também foi mais ativa que o fármaco de referência Glucantime®, para 

os mesmos parasitas (QUEIROZ et al. 1996; COSTA et al. 2006) 

O extrato etanólico das folhas de A. muricata foi submetido ao 

fracionamento, sendo isolados o alcalóide benzilisoquinolínico O-

metilamepavina e três acetogeninas. O alcalóide teve valores similares de CI50, 

frente às formas circulantes e teciduais de L. (L.) infantum chagasi in vitro. Além 

disto, foi menos citotóxico que as acetogeninas e os fármacos pentamidina e 

Glucantime® em células RAW 264,7 de mamífero (VILA-NOVA et al. 2011). 
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O óleo volátil de A. foetida demostrou atividade frente às formas 

promastigotas de quatro espécies de Leishmania, tendo sido mais ativo em L. 

guyanensis (CI50: 4,1 µg/mL) (COSTA et al. 2009). O óleo volátil de A. coriácea 

mostrou-se mais ativo nas formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi 

(CI50: 39,93 µg/mL) em comparação com aquelas de L. (L.) amazonensis (CI50: 

160,2 µg/mL), L. (V.) braziliensis (CI50: 261,2 µg/mL) e de L. (L.) major (CI50: 

305,2 µg/mL) (SIQUEIRA et al. 2001, SIQUEIRA, 2010). 

Em uma revisão, um levantamento foi feito referente as atividades 

biológicas observadas em alcaloides aporfínicos e proaporfínicos, entre os 

alcaloides já isolados no gênero Annona, a anonaína e a estefarina 

apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e Bacillus cereus, a 

glaziovina apresentou atividades sobre E. coli (RIOS et al. 1988). 

O extrato etanólico e hidroalcóolico provenientes das folhas da A. 

classiflora apresentaram atividade contra as bactérias Gram-postivas (S. aureus 

e Bacillus cereus), Gram-negativas (E. coli e Salmonella typhimurium), e a 

levedura (Candida albicans) (LAGE et al. 2011). 

Os alcalóides anolobina, nornantenina e a lanuginosina, também 

encontradas do gênero Annona, apresentaram atividade antimicrobiana sobre a 

bactéria Salmonella typhimurium (RIOS et al. 1988).  

 Flavonoides como quercetina e O-glicosídeos de quercetina 

apresentaram atividade antimicrobiana frente às bactérias S. aureus e 

Streptococcus mutans (FEHLBERG et al. 2009).  

 

 

2.2 Annona glabra L. 

 

 A Annona glabra é originária da América tropical e oeste africano e pode 

ser encontrada em locais alagadiços das regiões tropicais e subtropicais, como 

a Florida. Esta espécie tem ocorrência na América do Norte, América Central, 

América do Sul e Oeste da América. No Brasil, esta espécie ocorre em todo o 

território, principalmente em regiões costeiras ao longo das margens de lagos, 



pois necessitam de solos úmidos ou em regiões periodicamente ou 

permanentemente inundadas (Figura 3) (CROAT, 1978). 

 A presença de raízes adventícias, aerênquima nas raízes e na base do 

caule, frutos flutuantes e sementes que se dispersam pela água são adaptações 

desta espécie a este tipo de ambiente (CROAT, 1978). No Brasil, é popularmente 

conhecida como araticum-do-brejo, araticum-bravo, araticum-da-lagoa, anona-

lisa, entre outros; e em inglês, pond apple. (LORENZI et al. 2006). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Hábitat em que pode ser encontrada a espécie A. glabra 
Fonte: Stephen Brown, (2013). 

 

 

Popularmente a A. glabra é utilizada, principalmente, como fonte de 

madeira para carpintaria, caixotaria, ripas, mastros e remos de pequenas 

embarcações. As raízes são utilizadas como cortiça (FONSECA-KRUEL e 

PEIXOTO, 2004). Além disso, segundo Lobão et al. (2005) os frutos são 

comestíveis e utilizados, também, como maturativos e anti-helmínticos. Essa 

espécie tem demostrado conter grande quantidade de compostos de natureza 

química nas suas várias partes (OLIVEIRA et al. 2008; SIEBRA et al. 2009). 

Na medicina tradicional é usado como um insecticida e um parasiticida 

(PADMAJA et al. 1995; YANG et al. 1995). Outros estudos mostram que a A. 
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glabra é usada popularmente como larvicida, sendo suas potencialidades 

comprovadas pelos extratos etanólico de casca, que mostrou atividade contra 

larvas de Aedes aegypti (MENDONÇA et al. 2005).  

Análises fitoquímicas desta espécie a partir de extratos preparados das 

cascas (CHEN et al. 2000), folhas e frutos (CHANG et al. 1998) revelaram a 

presença de várias classes de metabólitos secundários, tais como diterpenos, 

acetogeninas, esteroides, oxoaporfinas e flavonoides.  

Das folhas, frutos e casca desta planta já foram isolados: annobraina (20), 

liriodenina (21), lisicamina (22), nornuciferina (23), anonaina (24), 

nordomesticina (25), stepharina (26), blumenol A (27), ß-sitosterol (28), 

estigmasterol (29), SS-sitoesteril--D-glucósido (30), stigmasteryl-D-glucósido 

(31) (Quadro 4) (CHANG et al. 1998; CHEN et al. 2000). 

Estudos já demostraram atividades biológicas importantes desta espécie, 

a exemplo do extrato metanólico de frutos frescos da A. glabra que possuem 

diterpenóides que inibem significativamente a replicação do HIV em linfócitos H9 

(CHANG et al. 1998). 

Outro exemplo de diterpeno muito importante isolado de A. glabra é o 

ácido caurenóico (32), ou ácido caur-ent-16-en-19-oico (Quadro 4) (HSIEH et al. 

2004; CRUZ et al. 2011). Estudos realizados com esta substância demonstraram 

as seguintes atividades biológicas: relaxante da musculatura lisa vascular aórtica 

de ratos (TIRAPELLI et al. 2004), analgésico (BLOCK et al. 1998), 

tripanosomicida (ALVES et al. 1995; VIEIRA et al. 2002), inibição da replicação 

do vírus Human Immunodeficiency Virus (HIV) em linfócitos (CHANG et al. 1998), 

agente citotóxico (COSTA-LOTUFO et al. 2002; ZHANG et al. 2004), agente anti-

inflamatório (PAIVA et al. 2002) e antimicrobiano (PADMAJA et al. 1995; 

VELIKOVA et al. 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 



      Quadro 4: Metabólitos isolados a partir da espécie Annona glabra. 

Metabólitos Estrutura química Espécie 
vegetal 

Órgão 
vegetal 

Referências 

 

 

Annobraina (20) 

  
 
 

A. glabra 

 

 

Folha e 
fruto 

 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

Liriodenina (21) 

  
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

Lisicamina (22) 

  
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

Nornuciferina (23) 

  
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

Anonaina (24) 

  
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 
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  Quadro 4: Metabólitos isolados a partir da espécie A. glabra (Cont.). 

Metabólitos Estrutura química Espécie 
vegetal 

Órgão 
vegetal 

Referências 

 

 

 

Nordomesticina (25) 

  
 
 

A. glabra 

 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

Stepharina (26) 

  
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

Blumenol A (27) 

  
 
 

A. glabra 

 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

 

 

ß-sitosterol (28) 

  
 
 
 
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 

 

 

 

Estigmasterol (29) 

  
 
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

     



Quadro 4: Metabólitos isolados a partir da espécie A. glabra (Cont.) 
Metabólitos 

 
Estrutura química Espécie 

vegetal 
Órgão 
vegetal 

Referências 

 
 
 
 

SS-sitoesteril--D-
glucósido (30) 

  
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 
 
 
 

Stigmasteryl-D-
glucósido (31) 

 

 
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 

Folha e 
fruto 

 
 
 
 

CHANG et al. 
(1998); CHEN et 

al. (2000). 

 
 
 
 
 
 
 

Ácido caurenóico (32) 

  
 
 
 
 
 

A. glabra 

 
 
 
 
 
 

Folha e 
casca 

 
 
 
 
 
 

HSIEH et al. 
(2004); CRUZ et 

al. (2011) 

 
 
 

annoglaxina (33) 

 

 
 
 

A. glabra 

 
 
 

Folha 

 
 
 

LIU et al. (1999) 

 
 
 

27-hidroxibullatacina 
(34) 

 

 
 
 

A. glabra 

 
 
 

Folha 

 
 
 

LIU et al. (1999) 
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As acetogeninas annoglaxina (33) e 27-hidroxibullatacina (34), isoladas 

de A. glabra, monstraram atividade tóxica sobre células tumorais de mama, rim, 

próstata e pâncreas (Quadro 4) (LIU et al. 1999) e sobre linhagem celular de 

hepatoma humano, sendo esta ação causada pela diminuição do potencial 

transmembrânico de mitocôndrias, induzindo a morte celular (apoptose) (CHEN 

et al. 2004).              

Em outro estudo, acetogeninas isoladas de folhas e da casca da A. glabra 

apresentaram diversas propriedades biológicas, incluindo antitumorais, 

pesticidas, antimalárico, antifúngico e antihelmintico (PADMAJA et al. 1995). 

Diterpenóides com atividades antitumorais também foram registrados por Zhang 

et al. (2004).  

Estudos de atividade leishmanicida e antimicrobiana ainda são escassos 

acerca dessa espécie o que enfatiza a importância da investigação fitoquímica e 

de atividade biológica deste vegetal contra leishmaniose e infecções 

bacterianas. Assim, a grande diversidade dos constituintes químicos da família 

Annonaceae e do gênero Annona e as respectivas atividades biológicas citadas 

anteriormente, levaram a espécie vegetal A. glabra a ser investigada no presente 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 OBJETIVO  

 

3.1 Objetivo geral  

 

 Realizar estudos farmacognósticos, fitoquímicos e avaliar a atividade 

antimicrobiana e leishmanicida do extrato etanólico, frações e substâncias 

isoladas da casca da Annona glabra L. (Annonaceae).  

 

3.2 Objetivos específicos  

 

 Caracterizar, em termos farmacognósticos, o pó da casca de A. glabra; 

 Isolar e identificar o componente majoritário da A. glabra;  

 Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanólico e suas frações;  

 Avaliar a atividade antipromastigota do extrato, frações e substâncias 

puras da A. glabra frente a espécie Leishmania (Leishmania) 

amazonensis; 

 Avaliar a atividade antiamastigota do extrato, frações e substâncias puras 

da A. glabra; 

 Determinar a concentração citotóxica 50% (CC50) do extrato, frações e 

substâncias puras frente a macrófagos humanos in vitro; 

 Determinar o índice de seletividade. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material 

 

4.1.1 EQUIPAMENTOS 

 

 Agitador magnético mini com aquecimento - Quimis; 

 Autoclave 75 L - Phoenix;  

 Balança analítica – Bioprecisa, modelo FA2104 N Eletronic Balance; 

 Banho-maria – SOLAB Científica, modelo SL 150; 

 Banho de Ultrassom – Tecnal Equipamentos para laboratório, modelo 

2210 Branson. 

 Cabine de fluxo laminar vertical – Pachane, modelo PA 310; 

 Câmara de contagem de Neubauer espelhada – Improved. 

 Capela – Quimis; 

 Centrifuga refrigerada – Cientec Eqipamentos para Laboratório, modelo 

CT-600R; 

 Contador manual de células – DIGETIMER; 

 Cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE-DAD), modalidade 

analítica, equipado com injetor automático, mod. 2695; detector de 

arranjos de diodos (DAD) - Waters®; 

 Dessecador de vidro; 

 Destilador de água; 

 Estufa BOD (Demanda Bioquímica de Oxigênio) – Byosistens com 

Importadora e Exportadora de Equipamentos para Laboratório LTDA, 

modelo HF212 UV; 

 Espectrofotômetro – Biospectro SP 220; 

 Espectro de Ressonância Magnética Nuclear - Mercury 300 (VARIAN); 

 Estufa – Medicate Produtos Médicos, modelo Md 1.2; 

 Evaporador rotatório, Fisatom; 



 Forno Mufla – Forlabo nº 2750; 

 Geladeira – Electrolux; 

 Incubadora CO2 – Ultrasafe, modelo Hf212 UV; 

 Leitor de Microplacas – Biotek, modelo ELX 808; 

 Micopipetas, volume ajustável de 10-100 µL e de 100-1000 µL – 

Paguepet; 

 Micro-ondas – Esmaltec;  

 Microscópio Óptico Eclipse, modelo E200-NIKON; 

 Percolador; 

 Phmetro de bancada – Quimis Q400RS; 

 Sistema de filtração a vácuo 250 mL, membrana 0,22 µm- TPP – 

Switzerland; 

 PDA-MS/ESI - WATERS® ACQUITY® TQD System. 

 

4.1.2 MATERIAL DE CONSUMO 

 

4.1.2.1 Solventes e Reagentes 

 

 Acetato de etila P.A - Isofar Indústria e Comércio de Produtos 

Farmacêuticos; 

 Álcool Metílico (Metanol) – CAQ (CASA da Química Indústria e Comércio 

LTDA); 

 Álcool grau 96°GL (Álcool Etílico hidratado) – Santa Cruz LTDA; 

 Diclorometano P.A – Isofar Indústria e Comércio de Produtos 

Farmacêuticos. 

 Hexano P.A – CAQ (CASA da Química Ind. E Com. LTDA). 

 Dimetil-sulfóxido (DMSO) – Sigma-Aldrich. 
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4.1.2.2 Meio de Cultura e Outros 

 

 Ágar Cetrimida – Himedia; 

 Ágar MacConkey – Himedia; 

 Ágar Manitol – Himedia; 

 Ágar Muller-Hinton – Kasvi; 

 Anfotericina B 50 mg sol. Inj – Cristália produtos farmacêuticos. 

 Bicarbonato de sódios – Sigma-Aldrich 

 Caldo Muller Hinton – Kasvi; 

 Clorafenicol 1 g pó (suspensão); 

 Cloreto de sódio P. A – Cromoline química fina Ltda 

 Corante Azul de Tripan em solução (0,4%\/100 mL) testado para cultura 

de células – Sigma Aldrich. 

 Corante Giemsa – Dinâmica química contemporânea Ltda. 

 Fosfato de sódio monobásico anidro P. A – Labsynth . 

 Fosfato de sódio dibásico anidro P. A - Labsynth  

 Gentamicin (Sulfato de Gentamicina) 80 mg/2mL solução injetável – 

NovaFarma Indústria Farmacêutica LTDA 

 Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) com glutamina e 25 

MM HEPES, isento de bicarbonato de sódio – Sigma-Aldrich. 

 Bicarbonato de sódio - Sigma-Aldrich. 

 MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)- 2,5-difeniltetrazolium 500 mg - 

Sigma-Aldrich. 

 Penicilina G - Sigma-Aldrich. 

 Propilenoglicol – Vital especialidades. 

 Sephadex – LH20; 

 Sílica gel para cromatografia em coluna fina – Macherey-Nagel®. 

 Soro bovino fetal – Gibco. 

 

 



4.1.2.3 Materiais plásticos, de metal e de vidro 

 

 Alças em poliestireno calibradas descartáveis – J. Prolab; 

 Algodão hidrófobo; 

 Cuba cromatográfica. 

 Cubeta de quartzo; 

 Disco de papel de filtro; 

 Espátulas de metal; 

 Espalhador; 

 Estantes plásticas; 

 Garrafas para cultura de células 75 cm2 – TPP – Switzerland 

 Garrafas para cultura de células 25 cm2 – SPL Life Sciences; 

 Lamínula 13 mm circular G13C – Glasscyto; 

 Pinça de alça inox; 

 Placas de cultura de células de 24 poços - TPP; 

 Placas de cultura de células de 96 poços,– TPP; 

 Placas de Petri descartáveis/poliestireno 90x15 mm – Labware; 

 Ponteira 200 µL amarela, tipo universal – Labware Manufacturing CO; 

 Ponteira 100-1000 µL, azul, tipo universal – Kartell S. P. A.; 

 Swabs estéreis – J. Prolab; 

 Tubo cônico de 1,5 mL e 2,0 mL – Eppendorf; 

 Tubo cônico graduado 15 mL  estéril (Tipo Falcon) - Becton-Dicknson; 

 Tubo cônico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) – Becton-Dicknson; 

 Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorf) de 1,5 mL – Kartell SPA; 

 

4.1.2.4 Vidrarias 

 

 Balão volumétrico de 250 mL, 500 mL, 100 mL – Laborquimi; 

 Bastão de vidro. 

 Becker de 600, 1000 mL – Satelit. 
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 Coluna cromatográfica; 

 Erlenmeyes de 250, 2000 mL – Vidrolabor. 

 Funil de separação de 1000 mL – Schott Duran. 

 Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL – Vidrolabor. 

 Pipeta Pausteur descartável –  

 Proveta de 50 mL, 200 mL, 500 mL, 100 mL – Vidrolex. 

 

4.1.2.5 Preparo dos Meios de Cultivo 

 

4.1.2.5.1 Meio RPMI 1640 para Leishmania 

 

O conteúdo de um frasco (10,4 g) em pó do meio Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI 1640) foi dissolvido em água ultrapura (1000 mL) sob agitação, 

adicionado de bicarbonato de sódio (2 g), tampão HEPES (5g), penicilina 10.000 

U/L e 50 mg/L de gentamicina. O pH do meio foi verificado e ajustado sempre 

quando não se encontrava em pH neutro (pH= 7,2). O meio foi esterilizado em 

membrana de 0,22 µm e acondicionado em frascos estéreis a 4°C (VEIGA, 

2013). 

 

4.1.2.5.2 Meio RPMI para cultura de células  

 

O conteúdo de um frasco (10,4) em pó do meio RPMI 1640 foi 

reconstituído em água ultrapura (1000 mL) adicionado de 12,5 mM de tampão 

HEPES, 2 mM Glutamina, 1mM de Piruvato de Sódio, 100.000 U/L de penicilina, 

50 μg/L de gentamicina, pH ajustado a 7,4, e esterilizado por filtração sob 

pressão com membrana de acetato de celulose estéril com poro de 0,22 µm e 

acondicionado em frascos estéreis a 4°C. 

 

 



4.1.3 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

4.1.3.1 Cepas de bactérias  

  

Para os testes da atividade antibacteriana foram utilizadas cepas padrão 

American Type Culture Colection (ATCC), recomendadas para testes 

antimicrobianos da FIOCRUZ e cedidas pelo Laboratório Central do Pará 

(LACEN/PA). Os microorganismos são: Sthaphylococsus aureus ATCC 29.213, 

Escherichia coli ATCC 25.922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.853. 

 

 

4.1.3.2 Espécie de Leishmania e cultivo 

 

O parasita utilizado no presente estudo foram formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis, isolada de caso humano procedente do município 

de Ulianópolis do estado de Pará cedido pelo Instituo Evandro Chagas (ICE, 

Ananindeua/Pará) sob o registro – MHOM/BR/2009/M26361. 

As formas promastigotas da espécie L. (L.) amazonensis foram cultivadas 

no meio de crescimento Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), 

sendo mantidas através de passagens semanais como descrito. Foram 

transferidos 0,5 mL de suspensão de formas promastigotas para garrafas de 

cultura de células, cada uma contendo 5 mL de meio RPMI completo. Em 

seguida, observou-se o cultivo em microscópio invertido para verificação da 

viabilidade das formas em meio RPMI. O cultivo do parasita em meio RPMI 

completo foi feito a 26°C ± 1°C.  
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4.1.3.4 Linhagem celular e cultivo  

  

  A linhagem celular de leucemia monocítica humana aguda (THP-1) 

utilizada nos experimentos biológicos in vitro, foi adquirida do banco de células 

do Rio de Janeiro (BCRJ) em 28/05/2015 (Lote 000125).  

A linhagem foi cultivada em garrafas de cultura de 75 cm2 contendo 12 mL 

meio RPMI 1640 completo (10% de soro fetal bovino) incubadas em estufa a 

37ºC e atmosfera de 5% de CO2.  A linhagem foi mantida através de repiques no 

3º ou 4º dia de crescimento e reinoculadas a uma densidade de 3x105/mL. O 

número de células viáveis foi determinado pelo teste de exclusão do azul de 

trypan (0,02%), quantificado em Câmara de Neubauer e ajustado a uma 

concentração desejada. Para os experimentos, utilizou-se células com máximo 

de 15 passagens. 

 

4.1.5 COLETA E IDENTIFICAÇÃO DO MATERIAL VEGETAL 

 

No presente estudo foram utilizadas cascas dos troncos da espécie A. 

glabra, coletadas na rodovia estadual Alça Viária, próximo ao município de 

Abaetetuba, estado do Pará, em abril de 2014. O material foi coletado e 

identificado pela Dra. Márlia R. F. Coelho (Museu Paraense Emílio Goeldi) e a 

exsicata encontra-se no herbário do referido museu sob o registro – MG176948. 

 

 

 

 

 

Figura 4: Cascas dos troncos da Annona glabra. 

 



4.2 Métodos 

 

4.2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL 

 

O material vegetal foi lavado em água corrente para retirada do limo e da 

cortiça presente em suas cascas. Posteriormente, as cascas foram lavadas com 

álcool 70° GL. A secagem foi realizada em estufa de ar circulado a 40°C por 7 

dias. Após seco, o material vegetal foi levado para moagem em moinho de facas 

até a sua pulverização. 

 
 
 
4.2.2 ESTUDOS FARMACOGNÓSTICOS 
 
 
 
4.2.2.1 Análise Granulométrica  

 

 

Cerca de 25 g do pó das cascas de A. glabra foram postos sobre um 

conjunto de tamises com abertura nominal de 1,70 mm, 710 μm, 355 μm, 250 

μm, 180 μm e 125 μm, contendo tampa e fundo coletor. O conjunto de tamises 

foi colocado em agitador eletromagnético para tamises e submetidos à 

passagem forçada por vibração na escala 7 do aparelho, durante 30 min. Após 

estes experimentos, realizou-se a pesagem das frações retiradas dos tamises e 

do fundo coletor. O tamanho das partículas foi determinado pela quantificação 

percentual de retenção do pó. Este procedimento foi repetido 3 vezes (BRASIL, 

2010). 

 

4.2.2.2. Determinação da densidade bruta  

 

 

A análise da densidade bruta do pó das cascas de A. glabra foi realizado 

através do método da proveta, que consiste em transferir o pó vegetal para uma 

proveta previamente pesada com capacidade de 25 mL, completando o volume 
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com o pó da planta até 15 mL. Durante a transferência, teve-se o cuidado de 

retirar as partículas de ar. A proveta com o pó completamente compactado foi 

novamente pesado e através da diferença de pesos entre a proveta vazia e a 

proveta com o pó, chegou-se à quantidade de pó contida na proveta. A obtenção 

do peso do pó se deu pela diferença entre o peso da proveta vazia e o peso da 

proveta contendo o pó, chegou-se a quantidade de pó contida na proveta. A partir 

dessas informações, calculou-se a densidade dividindo-se o peso do pó pelo 

volume (15 mL). Este procedimento foi realizado em triplicata (LACHMAN et al. 

2001).  

 

 

4.2.2.3. Determinação da perda por dessecação  

 

 

O material vegetal (2,0 g) foi transferido para um pesa-filtro chato, 

dessecado previamente, nas mesmas condições do teste a ser empregado, o 

pesa-filtro com a amostra foi pesado e tampado, posteriormente, agitado até 

completa uniformização da amostra. O pesa-filtro destampado junto com a 

tampa foram para a estufa, a 105°C, primeiramente por 5 horas e depois essa 

pesagem foi repetida de 2 em 2 horas até peso constante, ou seja, até a 

diferença de pesos entre as duas pesagens consecutivas não exceder a 5 mg, o 

experimento foi realizado em triplicata e o resultado expresso pela média das 

determinações (BRASIL, 2010).  

 

 

4.2.2.4. Determinação do teor de cinzas  

 

 

 O material vegetal (3,0 g) foi transferido para cadinho de porcelana, 

previamente calcinado a 450°C, em forno mufla, sendo submetido à calcinação 

por 1 hora, resfriado em dessecador por 30 minutos. Este procedimento foi 

repetido até diferença de peso entre duas pesagens consecutivas não 

ultrapassar 0,5 mg (BRASIL, 2010). 

 



 

4.2.2.5. Determinação do pH  

 

 

Preparou-se uma solução a 1% (p/v) do pó das cascas em água destilada, 

essa solução foi submetida a chapa-aquecedora até a sua ebulição por 5 min. 

Após esse processo, a solução foi filtrada em papel de filtro. Depois de resfriar 

mediu-se o pH do filtrado através de um potenciômetro, previamente calibrado 

em pH de 4,01 e 6,86. Os resultados foram obtidos pela da média de 3 

determinações (BRASIL, 2010).  

 

 

4.2.2.6 Determinação do índice de espuma 

 

 

 Para um erlenmeyer com 50 mL de água fervente, foi transferido 2 g de 

pó das cascas, do vegetal em estudo e em seguida submetida à fervura 

moderada por 30 min em chapa aquecedora. Após esse processo, a amostra foi 

filtrada e o filtrado foi transferido para um balão volumétrico de 100 mL. O resíduo 

retido no papel filtro foi reutilizado para novas extrações através da utilização de 

porções sucessivas de 10 mL de água fervente até completar o volume de 100 

mL do balão volumétrico, distribuiu-se o decocto em 10 tubos de ensaio com 

tampa (1,6 cm de diâmetro x 15 cm de altura), em uma série sucessiva de 1, 2, 

3, até 10 mL, o volume de cada tubo com água destilada foi ajustado até 

completar 10 mL. Os tubos foram tampados e agitados com movimentos verticais 

com duas agitações por segundo. Após 15 min em repouso aferiu-se a altura da 

espuma, sendo considerado positivo a permanência de espuma igual ou maior 

que 1 cm. O resultado foi expresso pela média de três determinações (BRASIL, 

2010). 
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4.2.3 ESTUDOS FITOQUÍMICOS 

 

 

4.2.3.1 Obtenção do extrato etanólico das cascas de A. glabra  

 

 

 O pó das cascas de A. glabra (1,395 kg) foi submetido à maceração 

exaustiva com etanol (proporção 1:10), em temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Foram utilizados 10 L de etanol e deixou-se em repouso por 48h, 

posteriormente a solução extrativa foi removida e adicionou-se mais 10L de 

etanol que ficou em repouso por 24h, esse procedimento foi repetido até que a 

solução extrativa ficasse incolor. Após esse período, a solução etanólica foi 

filtrada e concentrada em rota-evaporador sob pressão reduzida, até obtenção 

do resíduo. Este concentrado foi acondicionado em frasco de vidro, previamente 

pesado, e armazenado em estufa a 50 °C, até peso constante. 

 

 

4.2.3.2 Fracionamento do extrato e análises cromatográficas 

 

 

 Cerca de 5,2025 g de extrato etanólico (EE) foi solubilizado em 50 mL 

de metanol em banho de ultrassom e submetido à partição liquido-liquido (1:1, 

1000 mL) de hexano (500 mL) e metanol/aquoso 10% (450 mL e 50 mL, 

respectivamente), obtendo-se assim, a fração hexanica (FH) e metanólica (FM), 

as quais foram concentradas em rotaevaporador (Figura 5). A FM (2 g) foi 

submetida à um novo fracionamento em coluna de Sephadex (altura de 49 cm, 

diâmetro de 4 cm e volume de 615,44 mL) e como fase móvel foi utilizado 

metanol. Após a eluição, as subfrações foram concentradas, em evaporador 

rotatório, à pressão reduzida, até a secura e a massa do resíduo foi determinada 

(Tabela 1; Figura 5). 

Visando detectar a presença de alcaloides, o EE, FH e FM foram 

submetidos a análise em cromatográfica em camada delgada (CCD) utilizando 

como fase móvel: acetato de etila/metanol/água (proporção 88%:11%:8%; 

adaptado de WAGNER et al. 1984). Como reveladores utilizou-se o reagente de 



Dragendorff e Ultravioleta (360 nm). As subtrações foram ainda, submetidas a 

análise em CCD com o mesmo sistema de eluição proposto para alcalóides e 

revelados com ácido sulfúrico, reagente de Dragendorff e Ultravioleta (360 nm). 

As frações com mesmo perfil cromatográfico foram reunidas e as que não 

revelaram com Dragendorff e Ultravioleta e que apresentaram massa inferior a 

50 mg, não foram submetidos às próximas etapas do estudo (Tabela 2; Figura 

5). 

Além disso, o extrato etanólico (EE), frações hexanica (FH) e metanólica 

(FM) e subfrações (Grupo 2, Grupo 3) obtido das cascas de A. glabra foram 

submetidos a análises em cromatografia líquida de alta eficiência acoplado a um 

detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Como fase móvel, foi utilizado água 

(A) e metanol (B), sendo que as condições da eluição estão descritas na Tabela 

1. A coluna utilizada foi a Coluna SunFire C18 (5µm, 4,6 x 150 mm) e a detecção 

no UV em λ 220 a 400 nm, com fluxo de 0,5 mL/min e temperatura de 40°C. 

 

 

Tabela 1: Sistema de eluição empregado na obtenção dos perfis cromatográficos por CLAE-
DAD do extrato etanólico, frações e subfrações obtido da casca da Annona glabra. 

Tempo 

(min) 

Fluxo 

(mL/min) 

Água (A) 

(%) 

Metanol (B) 

(%) 

0 0,5 90 10 

20 0,5 90 10 

40 0,5 0 100 

50 0,5 0 100 

60 0,5 90 10 
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Figura 5: Esquema utilizado para o fracionamento do extrato etanólico obtido das cascas de Annona glabra. 



Tabela 2: Frações resultantes da cromatografia em coluna de Sephadex da fração metanólica 
(FM) obtido do extrato etanólico da casca de A. glabra e agrupamento. 

Fração Massa (mg) Frações 

Reunidas 

Fração Massa (mg) 

1 10,2 - 23 35,6 
2 12,4 - 24 25,9 
3 10,4 - 25 26,8 

   4 20,2 - 6 25,7 
5 28,3 - 27 24,9 
6 21,6 Grupo 1 28 34,8 
7 162,6 Grupo 2 9 35,6 
8 26,5 Grupo 3 30 35,7 
9 339,3 31 34,6 
10 83,4  32 36,8 
11 27,4 Grupo 4 33 27,9 
12 38,2  34 33,2 
13 30,2  35 26,5 
14 44,2  36 33,8 
15 23,8 Grupo 5 37 36,8 
16 52,4  38 26,2 
17 67,2  

 
 
 
 

39 32,6 
18 55,8 40 24,7 
19 23,6 41 25,7 
20 45,3 42 25,2 
21 43,4 43 25,6 
22 24,2 44 22,6 
23 33,4 45 14,2 
24 35,6  46 13,2 

 
  

 

O grupo 3 (100 mg, Tabela 2) foi submetido a um novo fracionamento em 

cromatografia em camada delgada em escala preparativa para purificação, 

mostrando uma mancha amarela com fator de retenção (Rf) de 0,38 (Figura 6), 

a qual foi retirada com auxílio de uma espátula, extraída com metanol e 

concentrada. Este procedimento foi realizado 2 vezes, resultando na obtenção 

da substância G3-1 (12 mg; Figura 6) que foi submetida a análise CLAE-DAD e 

em espectroscopia de massas (MS) e de ressonância magnética nuclear (RMN) 

para identificação do composto. 
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Figura 6: Cromatograma do Grupo 3 oriundo da fração metanólica obtido extrato etanólico das 
cascas da A. glabra. 
Fase móvel: Acetato de etila – Ácido fórmico – Ácido acético – água (100:11:11:27) (WAGNER 
et al. 1984). 

 

 
 
4.2.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

 

4.2.4.1 Teste de difusão em ágar 
 
 
 

As cepas ATCC foram semeadas em meios de cultura específicos para 

cada microorganismo; sendo o Ágar Cetrimida para Pseudomonas aeruginosa, 

Ágar Manitol para Sthaphylococus aureus e Ágar McConkey para Escherichia 

coli. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37°C 

por 24 horas, para então serem utilizados nos experimentos. 

Os inóculos dos microrganismos utilizados foram preparados a partir das 

cepas semeadas primeiramente em ágar específicos, as quais foram 

posteriormente semeadas em ágar Muller Hinton de 3 a 4 colônias isoladas, após 

cultivo de 24 horas e diluídos em caldo Muller Hinton até atingir a turbidez 

correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland correspondendo 

aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL (unidade formadora de colônias/mL) de 

cada microrganismo (BAUER et al. 1966). 

G3-1 



 A suspensão de microrganismos foi semeada em triplicata, com auxílio de 

um swab descartável, em toda a superfície do meio Ágar Muller Hinton 

(esgotamento total). Em seguida foram adicionados discos de papel filtro com 6 

mm de diâmetro, impregnados com 10 µL das amostras na concentração de 500 

µg/disco (BAUER et al. 1966). Depois foram adicionados discos impregnados 

somente com DMSO, controle negativo, e discos de clorafenicol 30 µg ou 

gentamicina 10 µg como controle positivo. Após a incubação das placas a 35°C 

por 24 horas, foi realizada a leitura com auxílio de paquímetro (CLSI, 2009). Na 

leitura dos controles foi verificado a presença de halo de inibição nos discos de 

controle positivo e ausência de halo de inibição nos discos do controle negativo 

para que o ensaio fosse considerado válido, sendo que foi considerado positivo 

quando observado halo de inibição em torno dos extratos e das frações e 

negativo na ausência de halo. 

 

 

4.2.4.2 Método de microdiluição para determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM)  

 

 

Apenas as amostras que foram se ativos frente às cepas testadas, foram 

submetidas ao teste e microdiluição para a determinação do CIM (ELOFF, 1998), 

utilizando-se as seguintes concentrações: 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 

µg/mL por poço. 

Foi preparada uma suspensão de cada cepa em caldo Muller Hinton, 

ajustando-se a turbidez com o tubo 0,5 da escala de MacFarland (CLSI, 2009). 

Em placas de 96 cavidades foram depositados 180 μL de caldo Müller Hinton, 

adicionando-se uma alíquota de 10 μL das amostras, e respectivas diluições, e 

10 μL das suspensões bacterianas, totalizando 200 μL em cada poço. Como 

controle positivo foi utilizado clorafenicol nas mesmas concentrações das 

amostras. E como controle negativo foi utilizado 10 μL da suspensão bacteriana 

+ 190 μL de caldo Müller Hinton em 3 poços e em outros 3 poços 10 μL da 

suspensão bacteriana + 10 μL de DMSO e 180 μL de caldo Müller Hinton para o 

controle negativo do solvente, como demonstra a figura 4. As amostras foram 

testadas em triplicata (CLSI, 2009). 
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 Após o semeio, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 

35ºC por 24 h. Após este período, foi acrescentado às placas 10 μL de solução 

de MTT (5 mg/mL), e a placa foi novamente incubada por 3 h. O MTT é um sal 

de tetrazolio, cuja coloração inicial é amarela, no entanto, em células viáveis 

esse sal é reduzido a formazan, que apresenta coloração azul.   

Após o período de incubação realizou-se a leitura, através da leitora de 

microplacas de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) com comprimento 

de onda de 490 nm, onde se verificou as características colorimétricas através 

dos resultados de densidade óptica, sendo que a cor azul indica crescimento 

bacteriano e a cor amarela indica que não houve crescimento bacteriano, logo a 

menor concentração do subgrupo em que não houve crescimento foi 

considerada a concentração inibitória mínima (MOSMANN, 1983; TAVEIRA, 

2007). 

Para classificação da atividade antibacteriana foram adotados os 

seguintes parâmetros: amostra com alta atividade antimicrobiana, concentração 

inibitória mínima (CIM) < 100 μg/mL; quando a CIM está entre 100 a 500 μg/mL 

foi considerada moderada; CIM entre 500 a 1000 μg/mL esta atividade foi 

considerada fraca e a amostra foi considerada inativa quando o CIM> 1000 

μg/mL (HOLETZ et al. 2002). 

 

 

 

Figura 7: Atividade antimicrobiana de A. glabra.  
Legenda: (EE) Extrato Etanólico, (FM) Fração Metanólica e (SI) Sem Inóculo.  
Fonte: Adaptado de BRANDÃO, 2012. 

 



4.2.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA 

 

 

4.2.5.1 Ensaio da Atividade Antipromastigota  

 

 

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidas durante a fase 

logarítmica de crescimento, foram reunidas por centrifugação em meio RPMI 

completo 3500 rpm por 10 minutos. O precipitado foi resuspendido em meio 

RPMI completo, as promastigotas foram quantificadas em câmara de Neubauer 

e ajustadas para uma concentração correspondente a 5 x 106 parasitas/mL. Esta 

suspensão foi distribuída em placas com culturas de células com fundo chato 

previamente dosificadas contendo o extrato vegetal, frações e subfrações em 

diferentes concentrações. Em seguida, as placas foram incubadas a 26°C por 24 

horas. 

O controle negativo consistiu de uma suspensão do parasita e meio de 

cultura, controle do solvente (metanol evaporado + suspensão do parasito + 

meio) e o controle positivo consistiu de uma suspensão de promastigotas 

adicionada de Anfotericina B (25,12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0,3906 

µ/mL). 

Após o período de incubação de promastigotas com as amostras e 

fármacos foram adicionados 10 µL de MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-

yl)-2,5-difeniltetrazolium) (5 mg/mL) em cada poço. A placa for recoberta com 

papel alumínio, sucedendo-se nova incubação por 4 horas em estufa a 26°C 

para que o MTT seja metabolizado e consequentemente fossem formados os 

cristais de formazan (MOTA et al. 2015). 

Depois de 4 horas, foi adicionado 10 µL de dimetilsufóxido (DMSO), para 

solubilizar os cristais de formazan gerados, através da agitação manual ate 

completa solubilização dos cristais. Posteriormente, realizou-se leitura da 

densidade óptica (D.O) das amostras em leitor de placas de ELISA sob 

comprimento de onda de 490 nm. A viabilidade das formas promastigotas foi 

avaliada com base no metabolismo do MTT, sendo a mesma proporcional ao 

valor da absorbância gerada. A porcentagem de células (promastigotas) foi 

calculada pela seguinte fórmula, adaptada de Ngure et al. (2009): 
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%viabilidade = abs. Dos poços com amostra –abs. do reagente (branco) x 100 

     abs. Dos poços sem amostra-abs. do reagente (branco) 

 

Abs - absorbância 

  

 

A concentração inibitória de 50% (CI50) é a concentração que causa a 

redução de 50% das células em crescimento (viáveis) e foi determinada pelo 

programa GraphPad Prism versão 5.04. Para determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) foi realizado a leitura visual e para a CI50 a leitura de 

placas de ELISA, adotando-se os seguintes critérios adaptados de Mota (2015): 

 

 

Quadro 5: Interpretação dos resultados baseado na faixa do CIM e CI50. 

CIM/CI50 µL Resultados 

Menor ou igual a 100 Ativo 

Entre 101-200 Moderadamente ativo 

Acima de 200 Inativo 

 

 

 

4.2.5.2 Avaliação da atividade antiamastigota 

 

 

4.2.5.2.1 Indução da diferenciação celular e ensaio de viabilidade 

 

 

 Para promover a diferenciação das células THP-1 de monócitos para 

macrófagos (THP-1d) utilizou-se como agente indutor o éster de forbol – PMA. 

Inicialmente os monócitos foram plaqueados na densidade celular de 3x105 

células/poço em placas de 96 poços, já em contato com o agente indutor (PMA) 

diluído no meio RPMI na concentração de 200 nmol/L. As placas foram 



incubadas a 37ºC em estufa com atmosfera de 5% de CO2 durante 3 dias para 

aderência dos macrófagos aos poços. Posteriormente, as culturas foram 

visualizadas em microscópio invertido para observação dos macrófagos 

aderidos seguido de lavagem 3 vezes com meio RPMI 1640 para remover 

possíveis células não aderentes (TEMPONE et al. 2005; DAIGNEAULT et al. 

2010). 

Após as lavagens, às placas foram incubadas na presença dos extratos, 

frações e/ou substâncias puras, nas concentrações de 500; 250; 125; 62,5; 

31,25; 15,625 e 7,8125 μg/mL, diluídos em um volume final de 100 μL de meio 

RPMI 1640 completo seguido de incubação a 37°C com atmosfera de 5% de 

CO2 por 24 h. Como controle negativo utilizou-se uma suspensão de macrófagos 

e meio de cultura (RPMI completo). O controle positivo consistiu de uma 

suspensão de macrófagos adicionada de Anfotericina B (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 

3,125 e 1,562 μg/mL). 

Posteriormente foi adicionado 10 μL de MTT (5 mg/mL) em cada poço, 

protegida da luz, sucedendo-se de nova incubação por 4 h em incubadora de 

CO2 a 37°C. Em seguida, foi adicionado 10 μL de dimetilsulfóxido (DMSO), 

procedendo-se de agitação manual por 5 min. A leitura da densidade óptica 

(D.O.) das amostras foi realizada em leitor de placas de ELISA sob comprimento 

de onda de 490 nm.  

A viabilidade das células foi avaliada com base no metabolismo do MTT, 

sendo a mesma proporcional ao valor da absorbância gerada. A porcentagem 

de células viáveis (macrófagos) foi avaliada conforme fórmula adaptada de 

Ngure et al. (2009) conforme descrito no item 4.2.5.1.  

 

 

4.2.5.2.2 Ensaio da atividade antiamastigota 

 

 As células THP-1 diferenciadas em macrófagos (THP-1d) aderidas em 

lamínulas circulares (13 mm) previamente colocadas em placas de 24 poços 

numa concentração de 3x105 células por poço (50 µL), foram expostas a infecção 

com promastigotas de L. amazonensis em fase estacionária de crescimento 



66 
 

ajustadas numa concentração de 5x106 parasitas por poço (50 µL) e incubadas 

por 4 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 (SILVA, 2005). 

 Após incubação, o conteúdo de cada poço foi aspirado e adicionado 1 mL 

de meio RPMI 1640 a 37°C, contendo diferentes concentrações (250 µg/mL, 125 

µg/mL e 62,5 µg/mL) do extrato vegetal, frações, subtrações e substância 

isolada, concentrações essas que foram estabelecidas tendo como base os 

resultados do ensaio de viabilidade celular. 

 O controle negativo consistiu de macrófagos infectados com meio de 

cultura sem o fármaco. O controle positivo consistiu de Anfotericina B (50 µg/mL, 

25 µg/mL e 12,5 µg/mL), seguido de incubação por 72 horas em estufa a 37°C 

com 5% de CO2, os testes foram feitos em triplicata. 

Posteriormente, as lamínulas foram retiradas dos poços, lavadas em PBS 

estéril, a temperatura ambiente, fixadas em metanol e coradas com o corante 

Giemsa durante 20 minutos. As lamínulas foram observadas em microscópio 

óptico com objetiva de imersão (100x), onde foi determinado o número de 

amastigotas por 100 macrófagos em cada lamínula. A atividade antileishmania 

foi avaliada através da fórmula, segundo Silva (2005): 

 

I = AT x 100 
        AC 
 

I = % de infecção de amastigotas/100 macrófagos em relação ao controle sem 

droga. 

AT = número de amastigotas/100 macrófagos no grupo tratado. 

AC = número de amastigotas/100 macrófagos no grupo não tratado (controle). 

 

  

4.2.6 Determinação do Índice de Seletividade (IS) 

  

 

O índice de seletividade foi determinado pela seguinte equação adaptada 

de Reimão, (2009): 

 

 



IS = CC50 em macrófagos 

        CI50 contra o parasita 

 

 

 Para interpretação dos resultados do índice de seletividade, se considerou 

que um IS superior indica que o composto em estudo apresenta maior para o 

parasita do que para o macrófago. Já um IS inferior a 1 indicou um composto 

com maior toxicidade para o macrófago do que para o parasita. Quanto maior o 

valor numérico do IS, mais seletivo é o composto em estudo, ou seja, pouco 

tóxico para o macrófago e ativo para o parasita (REIMÃO, 2009). 

 

  

4.2.7 Análises Estatística dos Dados 

 

 

 Os valores de CI50 (concentrações dos compostos que reduziram a 

resposta a 50% em relação ao grupo controle) e de CC50 (concentração de cada 

amostra que reduziu em 50% a viabilidade celular) foram estimados a partir dos 

valores médios de dois experimentos independentes, realizados em triplicata, 

por interpolação gráfica utilizando o programa GraphPad Prism versão 5.04. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÂO 

 

 
 
5.1. ESTUDOS FARMACOGNÓSTICOS  
 

 

O pó de A. glabra foi submetido à análise granulométrica, sendo 

observado que 96,4% do pó ficou retido no tamis 1,70 mm (Tabela 3). De acordo 

com a Farmacopéia Brasileira V ed. (BRASIL, 2010), o pó pode ser classificado 

como pó grosso, visto que quase a totalidade (96,4%) ficou retido no tamis de 

1,70 mm. 

As cascas de A. glabra são constituídas por material fibroso, isto dificulta 

o processo de pulverização (Figura 8). Pós grossos possuem uma menor 

superfície de contato com o solvente, diminuindo a eficiência do processo 

extrativo (PÉRTILE, 2007 apud COSTA et al. 2009a). 

Visando melhorar a eficiência do processo extrativo, optou-se pela 

maceração exaustiva. Desta forma, obteve-se um rendimento de quase 9%.  

Siqueira, (2010) utilizou para o pó obtido da casca da Annona coriácea a 

maceração com etanol por 24 horas seguida de percolação a frio até exaustão 

com o mesmo solvente obtendo rendimento de 10,5%. 

 
Tabela 3: Análise granulométrica. 

Tamanho da 
malha 

Média (%) Desvio Padrão (±) 

1,7mm 96,407       0,6251  
710μm 0,252       0,1343  
355μm 0,574       0,4849  
250μm 0,939       0,1548  
180μm 1,241       0,1195  
125μm 0,328       0,2998  

Tamis Coletor 0,052       0,0906  

 



 

Figura 8: Pó das cascas de A. glabra.  

 

 Posteriormente foi determinada a densidade aparente, que expressa a 

relação entre a massa de material seco e o volume real ocupado por essas 

partículas, não incluindo o espaço ocupado pelos poros (ZORZETO et al. 2014). 

Nesta determinação, o pó mostrou-se baixa densidade (0,343 g/cm3; Tabela 4), 

quando comparada com o padrão para sólidos e líquidos (água=1,0 g/cm³), ou 

seja, menos densa (MONTANHEIRO et al. 1990), logo o pó ocupa um volume 

maior. 

 Outra análise realizada foi à perda por dessecação, que é o indicativo 

percentual de material volátil no pó do material vegetal, indiretamente, a umidade 

residual do pó das cascas de A. glabra apresentou média percentual de 9,21% 

(Tabela 4), a mesma encontra-se dentro dos limites estabelecidos (8-14%) pela 

Farmacopéia Brasileira V ed. (BRASIL, 2010). A determinação do teor de 

umidade residual presente nas drogas vegetais constitui um índice de qualidade 

de sua preparação e da garantia de sua conservação (COSTA, 2001). Este teor 

sugeri uma secagem eficiente da matéria prima vegetal, estabilidade 

microbiológica e química, uma vez que teores de umidade acima do estabelecido 

possibilitam o desenvolvimento de fungos e bactérias, e se tornam susceptíveis 

a processos de hidrólise e atividade enzimática com consequente deterioração 

de constituintes químicos (WHO, 1998). 

 Na avaliação do teor de cinzas totais a média percentual foi de 4,34% 

(Tabela 4), estando dentro dos parâmetros estabelecidos pela Farmacopéia 

Brasileira V ed. em que limita em até 14% o teor de cinzas totais nos pós 

(BRASIL, 2010). O teor de cinzas totais estabelece a quantidade de substâncias 

residuais não voláteis, obtidas por incineração, representando a soma de 
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material inorgânico integrante da espécie (cinzas intrínsecas) com as 

substâncias aderentes de origem terrosa (cinzas extrínsecas; BRAGA et al. 

2007). Estabelecendo, assim, um parâmetro importantíssimo no controle de 

qualidade do material vegetal, já que, estabelece certo grau de pureza desse 

insumo. 

Na determinação do pH, verificou-se que o pH obtido foi de 8,45 (Tabela 

4) sugerindo que o pó desta planta contém predominantemente substâncias 

básicas. Substâncias como os alcaloides, que estão presentes em outras 

espécies da família Annonaceae (FORMAGIO et al. 2010), possuem caráter 

básico, o que pode sugerir a presença desses compostos (HARBORNE, 1984).  

O índice de espuma foi negativo (Tabela 4), sendo a altura da espuma 

menor que 1 cm nos tubos, sugerindo a ausência de saponinas na amostra. 

Estudos fitoquímicos de A. glabra levaram ao isolamento de diterpenos (CHEN 

et al. 2000), acetogeninas (CHANG et al. 1998; CHEN et al. 2004) alcaloides 

(CHEN et al. 2004; OLIVEIRA et al. 2002) e também saponinas (SIEBRA et al. 

2009), no entanto, no presente estudo a presença deste metabólito não foi 

confirmado sendo necessário a utilização de métodos mais específicos. 

 

 

Tabela 4: Análise farmacognóstica do pó das cascas de A. glabra. 

Parâmetro Resultados obtidos ± Desvio Padrão 

Perda por dessecação 9,21 ± 0,2034 

Teor de cinzas totais 4,34 ± 0,0374 

pH 8,45 ± 0,0503 

Índice de espuma Negativo 

Densidade do pó 0,343 ± 0,263 

 

 

Estes parâmetros, determinação do teor de umidade, cinzas totais, 

granulometria, pH, densidade e índice de espuma, em conjunto, são essenciais 

para determinar a qualidade e eficácia do produto final a que se quer alcançar, 

consequência da complexidade de composição dos insumos vegetais ligadas as 

suas condições de cultivo e coleta, bem como, dos tratamentos empregados 

para promover sua estabilidade (BARNI et al. 2009). 

 



5.2 ESTUDO FITOQUÍMICO 

 

O processo de extração utilizado neste estudo forneceu uma massa de 

124,642 g de extrato seco, cujo rendimento foi de 8,93%. O fracionamento do 

referido extrato gerou as frações hexânica (FH), cuja massa foi de 0,416 g e um 

rendimento de 8,007% e fração metanólica (FM) e 4,585 g (rendimento = 

88,138%), respectivamente. Estes resultados sugerem que o extrato etanólico é 

constituído, principalmente, com substâncias de maior polaridade. 

O pó das cascas de A. foetida foi submetido a extração sucessiva com 

hexano, diclorometano e metanol. O extrato etanólico foi submetido a análise em 

CCD, sendo detectados alcaloides (COSTA et al. 2006). 

As sementes de A. muricata foram submetidas a extração com metanol. 

O extrato metanólico foi submetido ao fracionamento, sendo isolados as 

seguintes acetogeninas: muricina A-G, muricatetrocin A e B, longifolicina, 

corossolina e corossolona (CHANG e WU, 2001). 

O pó da A. glabra foi submetido a extração com hexano. Este extrato foi 

submetido ao fracionamento em coluna cromatográfica, sendo isolado o 

diterpeno: ácido cauer-16-em-19-oi (PADMAJA et al. 1995). 

A premissa inicial foi que a fração hexânica deve conter diterpenos 

cauranicos, enquanto que a fração metanólica deva conter os alcalóides e 

acetogeninas. Estudos anteriores atribuem a atividade leishmanicida e 

antimicrobiana de A. foetida aos alcalóides pirimidia β-carbolínicos: 

annonmantina e liriodenina (COSTA et al. 2006). Já no estudo de Vila-Nova et 

al. (2011) atribuiu a atividade leishmanicida das sementes da A. squamosa as 

acetogeninas. Em outro estudo, atribuíram a atividade antimicrobiana a 

alcaloides aporfínicos e proaporfínicos, entre os alcaloides já isolados no gênero 

Annona, a anonaína e a estefarina apresentaram atividade antimicrobiana contra 

S. aureus e Bacillus cereus, a glaziovina apresentou atividades sobre E. coli 

(RIOS et al. 1988). 

Então a premissa inicial deste trabalho é que se houver atividade 

leishmanicida e/ou antimicrobiana da A. glabra, estas devem estar relacionadas 

aos alcalóides e/ou acetogeninas. Visando detectar a presença destes 
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metabólitos, o extrato etanólico, suas frações foram submetidas às análises em 

CCD. 

Tanto o extrato etanólico como a fração metanólica revelaram de forma 

positiva com o reagente de Dragendorff e ultravioleta (365 nm), sugerindo a 

presença de alcalóides e/ou acetogeninas. Então, a FM foi submetida ao 

fracionamento em coluna cromatográfica aberta utilizando como fase 

estacionária Sephadex e fase móvel metanol, sendo obtidas 46 frações. Todas 

as subfrações foram submetidas às análises em CCD sendo reunidas de acordo 

com seus perfis cromatográficos (Tabela 5; Figura 9). 

 

 

Tabela 5: Perfis cromatográficos, rendimento e reunião das frações resultantes do fracionamento 
em sephadex da fração metanólica obtido do extrato etanólico da casca da A. glabra 

  

Fração 

  

Dragendorff 

  

UV 

Frações 

reunidas 

Massa 

(mg) 

Rendimento 

(%) 

6 + + Grupo 1 21,6 1,08 

7 + + Grupo 2 162,6 4,51 

8 + +  
Grupo 3 

 
365,8 

 
18,29 9 + + 

11 + + Grupo 4 27,4 2,65 

15 + + Grupo 5 23,8 2,65 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 
Figura 9: Cromatograma das subfraçõs obtidas em coluna de Sephadex provenientes da fração 
metanólica obtido das cascas da A. glabra. 
Fase móvel: 81% de acetao de etila + 11% de metanol + 8% de água. 
Revelador: Reagente de Dragendorff. 

 

O extrato etanólico (EE) obtido das cascas de A. glabra e suas frações 

foram submetidas à análise em CLAE-DAD (Figura 8A). O cromatograma obtido 

do EE sugere a presença de compostos de baixa, média e alta polaridade. O 

sinal com maior intensidade (TR= 38,422 min.) apresentou um espectro em UV 

com λ de 256 e 356 (Figura 11A). O pico em 256 é sugestivo do da banda II (anel 

A, porção benzoil), enquanto que o pico em 356 nm pode estar relacionado com 

a banda I (anel B, porção cinamoil) do flavonóide (Figura 10) (MARBY et al. 1970; 

ALONSO-SALCES et al. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

                                  
Figura 10: Estrutura química de um flavonoide com as partes que originam as bandas de 
absorção características no UV. 

 

 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 4 
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Extratos de outras espécies de Annona já foram isolados flavonóides. Os 

flavonoides glicosilados: Kaempferol-3-O-galactosídeo, kaempferol-3-O-

glicosídeo, quercetina-3-O-arabinosídeo e quercetina-3-O-

arabinosilgalactosídeo foram identificados por CG-MS nas folhas de Annona 

crassiflora. Os glicosídeos de quercetina, isoramnetina, kaempferol e luteolina 

foram detectados nas folhas de Annona monticola, Annona warmingiana e 

Annona tomentosa (SANTOS e SALATINO, 2000).  

Além desta substância com TR= 38,422 min., o extrato possuí outra 

substância com TR= 44,691 min., no espectro de UV desta observa-se 

absorbâncias com λ = 256 nm e 310,6 nm (Figura 11A). A absorbância em 256 

nm pode estar relacionado a porção benzoil e a absorbância em 310,6 nm pode 

estar relacionada a porção cinamoil (Banda I; Figura 10; ANDERSON e 

MAIKHAN, 2009).  

Esperava-se encontrar sinais cujos espectros fossem sugestivos de 

alcalóides e acetogeninas, entretanto, nenhum dos espectros em UV 

apresentaram absorbâncias características destes cromóforos. Acetogeninas e 

alcaloides podem estar presentes em concentrações muito reduzidas neste 

extrato e por isso não foram detectadas. Visando obter frações enriquecidas de 

acetogeninas adotou-se o método de partição proposto por Pimenta, (1995). 

Onde descreve que as acetogeninas são obtidas de frações hidroalcóolicas 

advindas da partição entre hexano e metanol aquoso 10%. 

De forma semelhante ao extrato etanólico, as frações hexanica (FH) e 

metanólica (FM), apresentaram sinais com TR de 38,422 e 44,691 min., sendo 

seus espectros em UV iguais aos do extrato. Logo, a FH e FM também devem 

conter flavonóides (Figura 11B e 11C). 

Alguns flavonóides apresentam polaridade intermediária, como por 

exemplo os glicosídeos isovitexina, vitexina, isoorientina entre outros. Estes 

flavonóides são pouco solúveis em água, porém muito solúveis em etanol e 

metanol (MEDEIROS e KANIS, 2010). Logo, os flavonóides presentes no EE e 

FM, provavelmente, possuem polaridade intermediária.  

Segundo Soares et al. (2000), alguns gêneros de Annonaceae são 

produtores de flavonoides relativamente pouco polares. Santos e Salatino (2000) 

isolaram e identificaram um total de 76 flavonas e flavonóis, a partir das folhas 

de espécies de Annonaceae, sendo a maior parte glicosídeos. Ainda segundo 



estes, todos os fenóis encontrados foram glicosídeos de flavonas (apigenina, 

scutellareina, hispidulina e luteolina) ou flavonóis (canferol, ramnocitrina, 6-

hidroxiramnocitrina, quercetina, isoramnetina e ramnetina), com predominância 

deste último, sobressaindo-se a quercetina. 
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Figura 11: Perfis cromatográficos e espectros de UV do extrato e suas frações das cascas de A. 
glabra. λ= 280 a 400 nm. 
Condição: Coluna Sunfire C18, 5 µm (4,6 x 150 mm), fluxo= 0,5 mL/min, temperatura 40°C, 
Fase móvel: t= 0 min: 90% água e 10% metanol, t=20 min: 90% água e 10% metanol, t=40 e 50 
min: 0% água e 100% metanol, t=60 min: 90% água e 10% metanol. 
Legenda: A – Extrato etanólico (EE); B – Fração Hexânica (FH) e C – Fração Metanólica (FM). 

 
 
 



 
 
 

 Na análise de CCD do Grupo 2, verificou-se a presença de 3 bandas 

quando visualizadas no ultravioleta (365 nm) com fatores de retenção (Rf) de 

0,5, 0,62 e 0,75, onde após revelação com o reagente de Dragendorff 

apresentaram coloração alaranjada sugerindo a presença de alcaloides (Figura 

12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Cromatograma da subfração (Grupo 2) obtido em coluna de Sephadex proveniente 
da fração metanólica obtido das cascas da A. glabra. 
Fase móvel: 81% de acetao de etila + 11% de metanol + 8% de água. 
Revelador: Reagente de Dragendorff. 

 
  
 

No entanto, quando este grupo foi submetido a análise em CLAE-DAD, 

verificou-se dois sinais de maior intensidade, o primeiro com tempo de retenção 

de 42,833 min., cujo espectro no UV apresentou absorções de λ= 254,8 nm e 

309 nm. O segundo pico teve TR = 44,691 min. com absorções no UV de 256 e 

310,6 nm (Figura 13), sendo este último é o mesmo encontrado no EE, FH e FM. 

Ambos os sinais são sugestivos de metabólitos pertencentes a classe dos 

flavonóides onde as absorções de 254,8 e 256 nm são características da banda 

II – porção benzoil, e as absorções em 309/310,6 nm característicos da banda I 

– porção cinamoil (MARBY et al. 1970; ALONSO-SALCES et al. 2004). Logo, 

sugere-se uma fração rica em flavonóides.  
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Figura 13: Perfil cromatográfico e espectros de UV do Grupo 2 proveniente da fração metanólica 
obtido do extrato etanólico das cascas de A. glabra. λ= 280 a 400 nm. 
Condição: Coluna Sunfire C18, 5 µm (4,6 x 150 mm), fluxo= 0,5 mL/min, temperatura 40°C, 
Fase móvel: t= 0 min: 90% água e 10% metanol, t=20 min: 90% água e 10% metanol, t=40 e 50 
min: 0% água e 100% metanol, t=60 min: 90% água e 10% metanol. 

 

 

 

O grupo 3, também apresentou em CCD um perfil cromatográfico 

sugestivo de alcaloides revelando positivamente frente ao reagente de 

Dragendorff e apresentando fluorescência no ultravioleta (365 nm). Porém, a 

análise em CLAE-DAD sugeriu apenas a presença de constituintes pertencentes 

a classe dos flavonoides, e dentre eles, a substância majoritária do EE, FH e FM 

com TR = 38,422 min. Por esse motivo, adotou-se metodologia adaptada de 

Wagner et al. (1984) para isolamento desta substância, sendo esta chamada de 

G3-1. 

A substância G3-1 (12 mg) advinda da fração metanólica, por eluição com 

metanol em coluna de Sephadex LH20® e purificada em CCD em escala 

preparativa, apresentou-se como um precipitado de coloração amarela, solúvel 

em metanol. A análise em CCD sugeriu tratar-se de um flavonóide, em função 

da coloração amarelada da mancha com Rf=0,38 que, após revelação com 

cloreto de alumínio 2% em metanol apresentou intensa fluorescência no 

ultravioleta (365 nm) e quando comparada com o padrão utilizado, o flavonóide 

Rutina, apresentou o mesmo Rf, sugerindo que a presença deste metabólito 

(Figura 14). 



 

 

Figura 14: Cromatograma fração metanólica, Grupo 3  obtido do extrato etanólico das cascas 
da A. glabra. 
Legenda: FM: Fração Metanólica; Rutina: Padrão de Rutina.  
Fase móvel: Acetato de etila – Ácido fórmico – Ácido acético – água (100:11:11:27). 
Reveladores: A: Ultravioleta (365 nm); B: Cloreto de Alumínio 2% em metanol. 

 

 

Na análise em CLAE-DAD, o cromatograma apresentou apenas um sinal 

com tempo de retenção de 38,422 min., com espectro no UV de λ de 256 e 356 

nm. Esses dados sugerem tratar-se de um flavonóide, sendo os valores 

compatíveis com os descritos para flavonas e flavonóis. A partir do valor do 

máximo de absorção da Banda I, é possível inferir sobre a natureza do 

flavonóide, especialmente entre flavonas (304-350 nm) e flavonóis (352-385 nm) 

(MARBY et al. 1970; MARKHAM e MARBY, 1975). Os máximos de absorção 

obtidos para substância G3-1 sugerem que este composto seja um flavonol 

(Figura 15; MARBY et al. 1970; MARKHAM e MARBY, 1975). 
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Figura 15: Perfil cromatográfico e espectros de UV da substância G3-1 proveniente da fração 
metanólica (FM) obtido das cascas de A. glabra. λ= 250 a 400 nm. 
Condição: Coluna Sunfire C18, 5 µm (4,6 x 150 mm), fluxo= 0,5 mL/min, temperatura 40°C, 
Fase móvel: t= 0 min: 90% água e 10% metanol, t=20 min: 90% água e 10% metanol, t=40 e 50 
min: 0% água e 100% metanol, t=60 min: 90% água e 10% metanol. 

 

 

 

Nos espectros de RMN de 1H e 13C para a substância G3-1, as atribuições 

dos sinais foram feitas baseadas na comparação com os dados relatados na 

literatura para flavonóis e heterosídeos flavônicos (Figura 16; Figura 17; Tabela 

6).  

O espectro de RMN do 13C obtido para substância G3-1 (Figura 16, tabela 

6), apresentou a presença de 27 sinais, dos quais 15 pertencem à unidade 

aglicona. Dentre esses, o sinal em δ 179,3 ppm, corresponde ao carbono 

carbonílico C-4 (COLLINS e FERRIER, 1995; NIASSY et al. 2004). Os sinais em 

δ 105,5 e 104,7 ppm são característicos para carbonos anoméricos de duas 

unidades glicosídicas. Verificou-se também um sinal de carbono metilíco em δ 

17,8 ppm (C-6’’’) que confirma a presença da unidade glicosídica de ramnose 

(NIASSY et al. 2004; ENDRINGER, 2007). O sinal em δ 68,5 ppm, de um 

carbono metilênico, indicou que a outra unidade glicosídica se trata da glicose. 

Os demais sinais na faixa de δ 69,6 a 78,1 ppm foram compreendidos como 

pertencentes às unidades glicosídicas (COLLINS e FERRIER, 1995; NIASSY et 

al. 2004; ENDRINGER, 2007). 

 



Figura 16: Espectro ressonância magnética nuclear de 13C da substância isolada (G3-1) a partir da fração Metanólica do extrato etanólico de A. glabra -  300 
MHz, CD3OD. 
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O espectro de RMN de 1H da substância G3-1 (Figura 17, tabela 6) 

apresentou sinais para hidrogênios aromáticos em δ 7,62 (d, J = 2,1 Hz, H-2’); 

7,66 (dd, J = 2,1 e 8,4 Hz, H-6’); 6,87 (d, J = 8,4 Hz, H-5’); 6,36 (d, J = 1,8 Hz, H-

8) e 6,19 (d, J = 2,1 Hz, H-6). Observou-se ainda a presença de sinais que 

sugeriram a presença de duas unidades glicosídicas, pois apresentaram sinais 

múltiplos na faixa entre δ 3,29 a 3,81 combinados aos de dois hidrogênios 

anoméricos em δ 5,10 (d, J = 7,2 Hz, H-1’’) e 4,52 (d, J = 1,8 Hz, H-1’’’). De modo 

que, a primeira unidade foi identificada como glicose, pela presença de 

hidrogênios metilênicos em δ 3,81/3,39 (m, H-6’’), sendo a segunda identificada 

como a ramnose, devido à presença de hidrogênios metílicos em δ 1,12 (d, J = 

6,0 Hz, H6’’’). Todos estes resultados coincidem com dados da literatura 

(NIASSY et al. 2004; ENDRINGER, 2007).   

 Na análise do espectro de massas para a substância G3-1 (Figura 18/), 

foi observado o íon molecular [M+H]+ m/z 609. A fragmentação desse íon 

originou o íon de m/z 463 após perda de 146 unidades de massa referente à 

ramnose e o íon de m/z 301 com perda de 162 unidades de massa referende a 

glicose (FERRERES et al. 2004). 

 
 



Figura 17: Espectro de Ressonância magnética nuclear de 1H da substância isolada G3-1 da fração metanólica obtido do extrato etanólico de A. glabra – 300 
MHz, CD3OD.
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Tabela 6: Dados das atribuições dos sinais de ressonância magnética nuclear de 1H e 13C da substância G3-1 isolada a partir da fração metanólica do extrato 
etanólico de A. glabra e dados da literatura. 

Legenda: Substância G3-1 = dados obtidos no presente trabalho (300 MHz, CD3OD). Rutinaa = dados relatados por Niassy et al. (2004) (200 MHz, CD3OD). 
Rutinab = Dados relatados por Endringer, (2007) (300 MHz, CD3OD). d: dupleto. dd: dupleto duplo. m: multipleto. J: constante de acoplamento escalar, unidade 
Hertz.  

 
Posição 

Substância G3-1 Rutinaa 
(Niassy et al. 2004) 

Rutinab 
(Endriger, 2007) 

δ H (ppm) (m, J em Hz) δ C (ppm) 
(multiplicidade) 

δ H 
(ppm) 

δ C 
(ppm) 

δ H  
(ppm) 

δ C 
ppm) 

2 - 158,41 - 156,7 - 158,45 
3 - 135,61 - 133,4 - 135,57 
4 - 179,31 - 177,4 - 179,35 
5 - 162,85 - 161,3 - 162,83 
6 6,19 (d; 2,1) 99,93 6,19 (d; 1,9) 98,7 6,19 (d; 2;0) 100,0 
7 - 165,95 - 164,1 - 166,04 
8 6,36 (d,1,8) 94,86 6,38 (d; 1,9) 93,7 6,38 (d; 2,0) 94,97 
9 - 159,27 - 156,5 - 159,38 

10 - 105.54 - 104,0 - 105,58 
1’ - 123,06 - 121,3 - 123,07 
2’ 7,62 (d; 2,1) 117,69 7,52 (d; 1,9) 116,4 7,65 (d; 2,0) 117,72 
3’ - 145,75 - 144,8 - 145,78 
4’ - 149,74 - 148,4 - 149,8 
5’ 6,87 (d; 8,4) 116,02 6,83 (d; 9,0) 115,2 6,86 (d; 8,4) 116,1 
6’ 7,66 (dd; 2,1; 8,4) 123,56 7,53 (dd; 2,2; 9,0) 121,7 7,61 (dd; 2,0 ;8,4) 123,6 
1’’ 5,10 (d; 7,2) 102,33 5,34 (d; 7,1) 102,0 5,09 (d; 7,6) 104,66 
2’’ - 75,69 - 74,9 - 75,67 
3’’ - 78,12 - 77,4 - 78,10 
4’’ - 69,67 - 70,5 - 69,72 
5’’ - 77,12 - 76,0 - 77,11 
6’’ - 68,51 - 69,3 - 68,56 
1’’’ 4,52 (d; 1,8) 102,86 4,38 (d; 1,1) 101,6 4,50 (d;1,2) 102,39 
2’’’ - 72,19 - 70,7 - 72,39 
3’’’ - 72,03 - 70,5 - 72,21 
4’’’ - 71,32 - 71,9 - 72,06 
5’’’ - 68,51 - 68,4 - 73,89 
6’’’ 1,10 (d; 6,0) 17,87 0,98 (d; 6,3) 17,3 1,10 (d; 6,4) 17,9 



    Figura 18: Espectro de massa de íons totais no modo negativo de ionização da substância G-1 obtida da fração metanólica do extrato etanólico da A. glabra. 
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Posteriormente, a partir dos dados obtidos através dos espectros e por 

comparação com a literatura, foi possível identificar a substância G3-1 como 

sendo a rutina (quercetina 3-O-α-Lraminopiranosil (1’’’→6’’)-β-glucopiranosídeo; 

Figura 19). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Estrutura química da substância G3-1. 
  

 

A rutina é um flavonol que apresenta um dissacarídeo (glicose + ramnose) 

ligados na posição 3 do anel pirano, como se observa na Figura 18. Vários 

estudos relatam as propriedades biológicas desse composto, sendo que boa 

parte dos seus efeitos benéficos são similares às propriedades farmacológicas 

da quercetina (BECHO et al. 2009). Isso porque foi demonstrado que a rutina 

pode ser completamente hidrolisada por glicosidades produzidas por 

enterobactérias, além de sofrer hidrólise em pH estomacal, dando origem à 



quercetina-3-glicosídio e, posteriormente, a aglicona quercetina (ARAÚJO, 

2013). 

Este flavonóide é um dos mais estudados devido à diversidade de 

propriedades farmacológicas que esse composto possui (PEDRIALI, 2005). 

Entre as atividades terapêuticas da rutina, está a antioxidante, estando esse 

efeito provavelmente relacionado com as ações terapêuticas em patologias que 

envolvam radicais livres, sem promover toxicidade potencial (AFANAS’EV et al. 

1989).  Várias outras atividades da rutina vêm sendo elucidadas, como sua 

eficiência no tratamento da artrite e atividade antimicrobiana principalmente em 

infecções por Candida albicans (HAN, 2009), supressão da imunidade celular 

(MIDDLETON et al. 2000), atividade anticarcinogênica (MACHADO, 2005) e 

efeito anti-inflamatório (GUARDIA et al. 2001).  

Araújo, (2013) também isolou a rutina das folhas na Annona vepretorum. 

Além disso, do extrato etanólico de folhas de A. dioica foram isolados os 

seguintes flavonoides glicosilados: 3-O-[3",6"-di-O-p-hidroxicinnamoil]-β-

galactopiranosil-canferol, 6"-O-p-hidroxicinamoil-β galactopiranosil-canferol e 3-

O-β-galactopiranosil-canferol (VEGA et al. 2007).  

 
 
 
5.3 Atividades Biológicas 
 

 

Inicialmente, avaliou-se a atividade do extrato etanólico (EE) das cascas 

de A. glabra e suas frações (FH e FM) no ensaio de difusão em ágar frente as 

bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gam-negativas 

(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). 

O EE, FH e FM não inibiram o crescimento das cepas de P. aeruginosa e 

nem da E. coli (Figura 20B e 20C). Portanto, foram considerados inativos frente 

a estes microorganismos. 

A FH também foi inativa para a cepa de S. aureus (Figura 20A). No 

entanto, o EE e a FM inibiram o crescimento deste microrganismo apresentado 

halo de inibição do crescimento bacteriano ao redor dos discos, evidenciado por 

setas vermelhas na Figura 9A, sendo considerado positivo. Em um estudo, o 

extrato metanólico das folhas de A. squamosa, contra esta mesma cepa de S. 
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aureus também apresentou halo de inibição sendo considerada positiva (AHER 

et al. 2012). A atividade antibacteriana vários extratos hidroalcólicos e aquosos 

(casca, folha e fruto) provenientes da A. muricata foi avaliada contra cepas de S. 

aureus, E. coli e P. aeroginosa.  Verificou-se que nenhum destes mostraram-se 

ativos frente aos microrganismos testados (SILVA et al. 2011). A atividade 

antimicrobiana frente às bactérias S. aureus e Streptococcus mutans foi atribuída 

a flavonoides como quercetina e O-glicosídeos de quercetina (FEHLBERG et al. 

2009), 

Quando se compara o halo de inibição desta amostra ao do controle 

positivo (clorafenicol) verifica-se que o halo de inibição das amostras é 

visualmente inferior ao do controle. O teste de difusão em ágar é considerado 

um ensaio qualitativo, não podendo ser utilizado para comparação de 

extratos/frações/substâncias diferentes, visto que a difusão depende das 

propriedades físico-químicas do produto em avaliação (BUGNO et al. 2007). 

Logo, não se pode dizer que o EE e FM sejam menos ativos que o controle. 

 

Figura 20: Difusão em ágar do pó das cascas de A. glabra e suas frações 
Legenda: A - placa de S. aureus, B - placa de P. aeruginosa e C - placa de E. coli.halos de 
inibição do extrato etanólico e fração metanólica do pó das cascas de A. glabra indicados por 
setas vermelhas, e do controle positivo por setas amarelas (EEC) Extrato Etanólico, (FrHex) 
Fração Hexânica, (FrMet) Fração Metanólica, (C-) Controle negativo e (C+) Controle positivo.  

 

Tendo em vista conhecer melhor a potencial da atividade antibacteriana 

do EE e FM contra a cepa de S. aureus, realizou-se o ensaio de microdiluição 

para determinação da concentração inibitória mínima. Esse método permite uma 

avaliação quantitativa (ELOFF, 1998), sendo um ensaio complementar ao teste 

de difusão em ágar. No presente estudo, o EE e FM obtidos a partir das cascas 

de A. glabra, não inibiram o crescimento bacteriano em nenhuma das 

concentrações testadas, pois as bactérias foram capazes de metabolizar o sal 



de tetrazólio (Figura 21), logo estas amostras possuem um CIM muito elevado, 

sendo superior a 1000 µg/mL (Tabela 7), e por isso foram consideradas inativas 

de acordo com os critérios estabelecidos por Holetz et al. (2002), isto é, não 

possuem efeito bacteriostático. Os percentuais de inibição, em todas as 

concentrações, foram muito baixos, variando entre 0,5 a 35% para o EE, e 8,48 

a 42,35% na FM.  

O extrato etanólico e hidroalcóolico provenientes das folhas da A. 

classiflora apresentaram atividade contra as bactérias Gram-postivas (S. aureus 

e Bacillus cereus), sendo o CIM < 250 µg/mL (LAGE, 2011), resultado que não 

corrobora com o presente trabalho. 

 

Tabela 7: Determinação da Concentração Inibitória Mínima do Extrato Etanólico e Fração 
Metanólica do pó das cascas de A. glabra. 

Concentração 
(μg/mL) 

% Inibição EE % Inibição FM 

1000 30,4 11,32 

500 35 10,94 

250 34,1 9,35 

125 30,6 3,38 

62,5 0,5 5,9 

31,25 7,62 4,48 

Legenda: (EE) Extrato Etanólico; (FM) Fração Metanólica. 

 

Figura 21: Microdiluição do pó das cascas de A. glabra.  
Legenda: (C-) Controle negativo, (C- Solv.) Controle negativo do solvente, (C+) Controle 
positivo. (EE) Extrato Etanólico e (FM) Fração Metanólica.  
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5.3.1. Atividade antileishmania 

 

5.3.1.1. Avaliação da atividade antipromastigota 

 

  

O extrato etanólico obtido das cascas de A. glabra, nas concentrações 

testadas, não inibiu o crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis, 

apresentando uma viabilidade parasitária de 100% e com CI50 > 200 µg/mL, 

sendo considerado inativo (Tabela 8, Figura 24).  

Análises fitoquímicas desta espécie a partir de extratos preparados das 

cascas (CHEN et al. 2000), folhas e frutos (CHANG et al. 1998) revelaram a 

presença de várias classes de metabólitos secundários, tais como alcaloides, 

flavonoides, diterpenos e acetogeninas. Algum destes metabolitos foram ativos 

em Leishmania, a exemplo: Das sementes de A. squamosa as acetogeninas 

mostraram atividade leishmanicida frente formas promastigotas de L. chagasi 

(VILA-NOVA et al. 2011). Os alcalóides totais das folhas de A. coriácea 

mostraram atividade em formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi 

(TEMPONE et al. 2005). Os alcaloides liriodenina e noraporfina isolados a partir 

das cascas e raízes de A. spinescens mostram-se ativas frente as formas 

promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis com morte de 100% nas 

concentrações de 50 e 25 µg/mL (QUEIROZ et al. 1996). A ausência destes 

metabolitos pode explicar a falta de atividade. 

Tais informações motivaram o fracionamento do extrato etanólico obtido 

das cascas de A. glabra, sendo que a hipótese foi que o fracionamento talvez 

contribuísse na atividade antipromastigota. Os extratos brutos obtidos das folhas 

e sementes de A. mucosa foram submetidos ao fracionamento originando 

frações: hexânicas e metanólicas. Os extratos e suas frações foram submetidos 

a avaliação da atividade antipromastigota de L. amazonenses. Observou-se que 

o fracionamento do extrato bruto obtido das folhas contribuiu para a atividade 

antipromastigota (fração metanólica CI50 de 24,24 ± 1.51 µg/mL; e hexânica CI50 

de 28,32 ± 1,15 µg/mL). No caso do extrato bruto obtido das sementes, 

observou-se que o fracionamento contribuiu para atividade, sendo observadas 



respostas similares entre a fração metanólica e hexânica (CI50 de 46.54 ± 4.95 

µg/mL e 44,22 ± 5.56 µg/mL, respectivamente; LIMA et al. 2012). 

A fração hexanica (FH) e fração metanólica (FM) obtido do fracionamento 

(partição) do extrato etanólico da casca de A. glabra, em L. amazonensis, 

apresentaram CI50 > 200 µg/mL, sendo consideradas inativas (Tabela 8, Figura 

22). No entanto, observou-se que na concentração de 200 µg/mL da FM houve 

inibição de 20% da forma promastigota de Leishmania.  A fração hexânica, na 

concentração de 100 µg/mL, houve inibição de 33,7% (Figura 22), mostrando 

que o fracionamento contribuiu para o aumento da atividade em 

aproximadamente 20%, o que sugere que substâncias ativas devem estar em 

baixos teores no extrato. 

 As subfrações Grupo 2 e substância G3-1 (rutina) provenientes da fração 

metanólica obtido do extrato etanólico da casca da A. glabra, apresentaram CI50 

> 200 µg/mL (Tabela 6), sendo consideradas inativas (Tabela 8), porém, na 

maior concentração testada (200 µg/mL), apresentaram frente as formas 

promastigotas de L. amazonensis inibição de 42% e 43,85% respectivamente 

(Figura 22), mostrando que a fracionamento contribuiu para o aumento da 

atividade. Em síntese, no presente estudo o fracionamento contribuiu de forma 

reduzida para atividade antipromastigota. Tal fato pode estar relacionado aos 

metabolitos secundários presentes nestas frações, flavonoides. 

 A atividade antiparasitária de flavonoides de acordo com os estudos 

realizados por Tasdemir et al. (2006), foi possível concluir que a quercetina e 

derivados (7,8 – dihidroxiflavona) são antiprotozoários potentes e eficazes. Ainda 

verificaram que a maioria dos compostos mais ativos que apresentam atividade 

leishmanicida têm uma estrutura típica de flavona. Araújo et al. (1998) testaram 

um isoflavonóide isolados de Centrolobium sclerophyllum (Leguminosae) sobre 

formas promastigotas de L. amazonensis. O isoflavonóide 7,3’-dihidroxi-4’-

metoxi-isoflavona apresentou boa atividade antileishmania com CI50 de 77 

µg/mL. 

 Outros estudos em que o fracionamento contribuiu para atividade 

antipromastigota de Annona, as frações em geral, continham alcaloides. Os 

alcalóides totais das folhas de A. coriácea apresentaram atividade em formas 

promastigotas de L. (L.) infantum chagasi (CI50= 41,6 µg/mL; TEMPONE et al. 

2005). O alcaloide liriodenina foi ativo em L. guyanensis (CI50: 21,5±0,4 µg/mL; 
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COSTA et al. 2006), promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis e L. 

donovani (100 µg/mL= 100% morte; QUEIROZ et al. 1996). A anomontina foi 

ativo em L. brasiliensis (CI50: 34,8±1,5 µg/mL; COSTA et al. 2006), promastigotas 

de L. braziliensis, L. amazonensis e L. donovani (50 e 24 µg/mL= 100% morte; 

QUEIROZ et al. 1996). A ausência destes metabolitos na A. glabra pode explicar 

a reduzida atividade antipromastigota. 

 

 

Tabela 8 – CIM e CI50 do extrato etanólico obtido da casca de A. glabra e suas frações testados 
em formas promastigotas de L. amazonensis. 

 
Amostras 

L. amazonensis 

CI50 (µg/mL) 

EE >200 
FM >200 
FH >200 

Grupo 2 >200 
G3-1 >200 

Anfotericina B <0,3906 

Legenda: CI50 – Concentração Inibitória 50%; CIM – Concentração Inibitória Mínima; EE – 

Extrato Etanólico; FM – Fração Metanólica; FM – Fração Hexanica. 

 

 

 

Figura 22: Efeito da Fração Hexânica (FH), Fração Metanólica (FM), Grupo 2 e substância G3-
1(Rutina) obtidos do extrato etanólico das cascas de A. glabra frente formas promastigotas de L. 
amazonensis. 
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Figura 23: Efeito da Anfotericina B (controle positivo) sobre formas promastigotas de L. 
amazonensis.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Atividade antipromastigota do extrato etanólico obtido das cascas de A. glabra e suas 
frações contra L. amazonensis. 
Legenda: EE – Extrato etanólico; FM – Fração Metanólica; FH – Fração Hexãnica nas 
concentrações de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 µg/mL; CN – Controle Negativo; CSOL – 
Controle do Solvente (metanol); BRA – Branco; CP – Controle Positivo (Anfotericina B) nas 
concentrações de 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0,3960 µg/mL. 
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5.3.1.2. Avaliação da atividade antiamastigota 

 

 

 Para o ensaio da atividade antiamastigota, inicialmente o EE, FH, FM, 

Grupo 2 e substância G3-1 (rutina) foram avaliadas frente às células THP-1 

diferenciadas (THP-1d), sendo determinadas as concentrações citotóxicas 50%. 

As células foram expostas aos tratamentos em diferentes concentrações por 48 

horas.  

A tabela 9 representa os resultados dos tratamentos sobre a viabilidade 

das células THP-1d. O EE juntamente com suas frações (FH e FM), grupo 2 e 

substância G3-1 não afetaram a viabilidade celular nas concentrações testadas, 

apresentado CC50>500 µg/mL (Figura 26). Apenas a anfotericina B, nas 

concentrações de 50 e 100 µg/mL, apresentou diminuição da viabilidade das 

células em 14,5% e 30% respectivamente, apresentando CC50>100 µg/mL 

(Figura 25 e 26). Dessa forma, como as amostras não afetaram a viabilidade 

celular, foram escolhidas para o ensaio antiamastigota as concentrações de 250, 

125 e 62,5 µg/mL.  

 

 

 

Tabela 9: CC50 e Índice de seletividade do extrato etanólico, frações, subtrações e substância 
isolada obtidas da casca da A. glabra 

 

Amostras 

Macrófagos (THP-1d) L. amazonensis Índice de 

Seletividade (IS) CC50 (µg/mL) CI50 (µg/mL) 

EE >500 >200 >2,5 

FH >500 >200 >2,5 

FM >500 >200 >2,5 

Grupo 2 >500 >200 >2,5 

G3-1 >500 >200 >2,5 

Anfotericina B >100 >0,3906 256 

Legenda: CC50 – Concentração citotóxica 50%; CI50 – Concentração inibitória 50%; EE – Extrato 
etanólico; FH – Fração Hexanica; FM – Fração metanólica; ND – Não determinado. 



Figura 25: Efeito da Anfotericina B (controle positivo) sobre a linhagem celular de leucemia 
monocítica aguda humana (THP-1d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Ensaio de viabilidade celular do extrato etanólico e frações obtido das cascas de A. 
glabra frente a linhagem celular de leucemia monocítica aguda humana (THP-1-d).  
Legenda: EE – Extrato etanólico; FM – Fração Metanólica; FH – Fração Hexânica nas 
concentrações de 500, 250, 62,5, 31,625, 15,625, 7,8125 e 3,906 µg/mL; C.N – Controle 
Negativo; C.SOL – Controle do Solvente (metanol); BRA – Branco; C.P – Controle Positivo 
(Anfotericina B) nas concentrações de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625 µg/mL. 
Fonte: Acervo do autor 
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Na avaliação da atividade antiamastigota, verificou-se o EE e a FM, em 

todas as concentrações (250, 125, 62,5 µg/mL), não ocasionaram reduções no 

número de amastigotas presentes nas células THP-1d infectadas quando 

comparadas com o controle sem fármaco (Tabela 9; Figura 29). Também 

observou-se a destruição dos macrófagos (THP-1), provavelmente ocasionada 

pelas formas intracelulares de promastigotas de L. amazonensis, pois conforme 

demonstrado anteriormente, as concentrações utilizadas no ensaio de 

viabilidade celular não ocasionaram destruição celular numa concentração 

superior (500 µg/mL) em relação ao utilizado neste ensaio (250 µg/mL). 

Em extratos obtidos de outras espécies da família botânica da A. glabra 

(Annonaceae), já foram descritas atividades biológicas frente a forma amastigota 

de Leishmania. Tempone et al. (2005), avaliando a atividade antiprotozoários de 

extratos de plantas brasileiras produtoras de alcalóides, observaram índice de 

inibição de 86,1% e 27,2% na infecção de macrófagos por amastigotas 

intracelulares de L. chagasi no tratamento com 25 µg/ml de alcalóides totais das 

folhas da A. crassiflora e A. coriaceae.  

A atividade antiamastigota de espécies de Annonaceas já foram 

atribuídas a alguns metabólitos a exemplo da A. squamosa onde do extrato 

etanólico proveniente das sementes de A. squamosa foi isolada uma 

acetogenina triidroxilada com dois anéis tetraidrofurânicos e anel lactônico α,β-

insaturada, esta substância mostrou ação leishmanicida frente forma amastigota 

de L. chagasi (VILA-NOVA et al. 2011). Em outro estudo, os alcalóides totais das 

folhas de A. coriácea Mart. revelaram atividade em formas amastigotas de L. (L.) 

infantum chagasi, causando a morte de 27,2% dos parasitas, à concentração de 

20 µg/mL. A ausência desses metábolitos pode justificar a falta de atividade no 

presente trabalho. 

 A FH, para as concentrações de 250, 125 e 62,5 µg/mL, observou-se 

inibição das amastigotas presentes nas células quando comparada com o 

controle sem fármaco, apresentando inibição de 39,1%, 18,7% e 4,6% 

respectivamente, no entanto, foram consideradas inativas quando comparada 

com controle positivo (Anfotericina B) nas concentrações de 50, 25, 12,5 µg/mL 

que apresentou taxa de inibição de 86,7, 81,5 e 79,9% respectivamente (Tabela 

9; Figura 28). 



A inibição de 39,1%, 18,7% e 4,6% da FH nas concentrações de 250, 125 

e 62,5 µg/mL frente a avaliação da atividade antiamastigota pode estar 

relacionado com a baixa polaridade dos constituintes presentes na amostra. 

Estudos preliminares (CLAE-DAD) demonstraram que os principais picos são 

sugestivos de flavonoides.  No entanto, a FH não foi trabalhada para 

identificação dos compostos, necessita-se de uma análise mais criteriosa, a 

saber, quais substâncias que atuam, de forma eficaz, sobre o protozoário. A 

menor polaridade das substâncias pode ser um fator importante na atividade 

leishmanicida, isto é composto mais apolar, em geral, são mais ativos frente as 

formas promastigota e amastigota de Leishmania (PEREIRA et al. 2010). De 

modo geral, substâncias baixa polaridades são mais ativas em células (URZÚA 

et al. 2008). 

O grupo 2 (fração rica em flavonóides) e a substância G3-1 (Rutina) 

também foram considerados inativas frente a forma amastigota de L. 

amazonensis, não apresentaram nenhuma taxa de inibição nas concentrações 

testadas. Além disso, foi observado intensa destruição celular (macrófagos) 

provavelmente causada pelo parasita tendo em vista que as amostras não foram 

tóxicas no ensaio de viabilidade celular (Tabela 9; Figura 29). 

Metabólitos pertencentes a classe dos flavonóides podem ser 

encontrados em diversas plantas da família Annonaceae e também em outras 

famílias, no entanto, ainda há carência em estudos avaliando a atividade 

leishmanicida destes compostos. Muzitano et al. (2006), observaram que a 

quercetina isolada da Kalanchoe pinnata, exibiu atividade leishmanicida contra 

L. amazonenses. Ainda descreveram que a inibição da arginase pela quercetina 

pode ser um importante mecanismo de ação contra diversas espécies de 

Leishmania, pois a arginase sintetiza arginina em ornitina e uréia, e a ornitina é 

essencial na proliferação celular (SILVA et al. 2012).  

A Rutina (G3-1), flavonóide isolado no presente trabalho, apresenta uma 

importância terapêutica variada como: anti-alérgico (SHEN et al. 2012); pró-

carcinogênico, reduzindo os danos ao DNA em células hepáticas (MARCARINI 

et al. 2011); antioxidante (KIM et al. 2011) e anti-inflamatória (SELLOUM et al. 

2003). Porém, a avaliação da atividade leishmanicida este composto também é 

carente. Todavia, estudos na procura de novas vacinas contra a leishmaniose 
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visceral vêm utilizando a rutina como adjuvante em sua composição com 

resultados promissores (OLIVEIRA-FREITAS et al. 2006). 

   

Tabela 10 – Avaliação da atividade antiamastigota do EE, suas frações, subtrações e substância 
isolada obtida das cascas de A. glabra em macrófagos (THP-1d) infectados com amastigotas de 
L. amazonensis. 

 
Amostras 

Índice de Inibição (%) 

Concentrações (µg/mL) 

250 125 62,5 
EE 0 0 0 

FM 0 0 0 

FH 39,1% 18,7% 4,6% 

Grupo 2 0 0 0 

G3-1 0 0 0 

 Concentrações (µg/mL) 

50 25 12,5 

Anfotericina B 86,7 81,5 79,9 

Legenda: EE – Extrato etanólico; FM – Fração metanólica; FH – Fração Hexanica. 

 

  

 

 

Figura 27: Ensaio da atividade antiamastigota, mostrando macrófagos não infectados, 
infectados com amastigotas de L. amazonensis tratados com Anfotericina B. 
Legenda: A – Controle de macrófagos não infectados (aumento de 100x); B – Controle negativo; 
C- Controle do solvente; D – Ação antiamastigota da Anfotericina B na concentração de 50 µg/mL 
(aumento de 100x).  – Ação antiamastigota da Anfotericia B na concentração de 25 µg/mL 
(aumento de 100x); F - Ação antiamastigota da Anfotericia B na concentração de 12,5 µg/mL 
(aumento de 100x). As setas indicam a presença de amastigotas. 

 



 
Figura 28: Ensaio da atividade antiamastigota, mostrando macrófagos não infectados, 
infectados com amastigotas de L. amazonensis tratados com a fração Hexanica (FH) obtida do 
extrato etanólico da A. glabra. 
Legenda: A – Controle de macrófagos não infectados (aumento de 100x); B – Controle negativo 
(aumento de 100x); C – Controle do solvento (aumento de 100x); D– Ação antiamastigota da 
fração hexanica (FH) na concentração de 250 µg/mL (aumento de 100x). E – Ação antiamastigota 
da Fração Hexanica (FH) na concentração de 125 µg/mL (aumento de 100x); F - Ação 
antiamastigota da Fração Hexanica (FH) na concentração de 62,5 µg/mL (aumento de 100x). As 
setas indicam a presença de amastigotas. 
 

 
Figura 29: Atividade antiamastigota, mostrando macrófagos infectados com amastigotas de L. 
amazonensis tratadas com o extrato etanólico, frações e subfrações da A. glabra. 
Legenda: A – Controle de macrófagos não infectados (aumento de 100x); B -  Controle Negativo 
(aumento de 100x); Ação antiamastigota do Extrato etanólico (EE) na concentração de 250 
µg/mL (aumento de 100x); C – Ação antiamastigota do extrato etanólico (EE) na concentração 
de 250 µg/mL (aumento de 100x); D – Ação antiamastigota da Fração Metanólica (FM) na 
concentração de 250 µg/mL (aumento de 100x). E – Ação antiamastigota do Grupo 2 na 
concentração de 250 µg/mL (aumento de 100x). As setas indicam a presença de amastigotas; F 
– Ação antiamastigota da substância G3-1 na concentração de 250 µg/mL (aumento de 100x).  
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7 CONCLUSÃO 

 

  

 Os estudos farmacognósticos mostraram que o pó obtido das cascas de 

A. glabra está dentro dos parâmetros preconizados pela Farmacopéia Brasileira 

V ed. (2010). O EE, frações (metanólica e hexanica) e subfrações (Grupo 2 e 3) 

sugerem a presença de compostos pertencentes à classe de flavonóides quando 

analisados por métodos espectroscópicos. A amostra G3-1 foi isolada e 

identificada como sendo o flavonoide Rutina. 

Na atividade antimicrobiana, o EE, FM e FH mostraram-se inativas frente 

as cepas testadas (S. aureus, E. coli e P. aeruginosa) (CI50>1000 µg/mL). Nos 

estudos de atividade antipromastigota o EE, FH, FM, grupo 2 e substância G3-1 

mostrram-se inativos frente L amazonensis (CI50>200 µg/mL). No ensaio 

antiamastigota, verificou-se que todas as amostras (EE, FM, FH, Grupo 2 e G3-

1) não apresentaram toxicidade para os macrófagos (THP-1d) (CI50>500 µg/mL) 

e foram inativas frente a forma amastigota de L. amazonensis. 
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