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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas pelos homens desde os primordios da
civilizacdo, para o tratamento de varios tipos de doencas, 0 uso destas plantas servem
tanto para prevencdo ou cura, utilizadas sob forma de chas ou extratos e este habito
sempre existiu na historia da humanidade (MORAES; SANTANA,2001).

A utilizacdo de plantas medicinais na recuperacdo da salde tem crescido desde
da forma mais simples de tratamento, como infusdes, emplastros, elixires, etc, até as
formas mais requintadas (LORENZI;MATOS,2002).

Diversas propriedades terapéuticas das plantas sdo descritas pela populagdo, que
em sua maioria sdo confirmadas nos estudos cientificos, assim comprovando a
importancia da pesquisa farmacologica. O desenvolvimento de diversos medicamentos
foi propiciado por tais propriedades, obtidos por sintese a partir de molécula protétipo
ou através de isolamento alguma vezes biomonitorado (MACIEL et al, 2002;
HOSTETTMANN et al, 2003).

Farmacos derivados de produtos naturais sdo capazes de tratar 87% das doencas
humanas, podendo ser usados tais como antibacteriana, anticoagulante, antiparasitaria,

imunossupressoras e anticancerigenas (BRANDAO et al.,2010).

Embora, seja de grande importancia a conferida &s plantas, a exploracdo do
potencial ainda é muito baixa. Segundo estimativas 0 nimero de espécies superiores
pode chegar a 500.000, sendo que desta, apenas 15 a 17% foram investigadas quanto ao
seu potencial medicinal. O conhecimento das propriedades terapéuticas é indispensavel
para a transformacdo da planta medicinal em um produto fitoterdpico. Com isso,
pesquisas com plantas medicinais tem sido e continuam a ser considerada uma opcao
importante na busca de novas drogas (BARROS 2008; BASTO 2014).

No Brasil a variedade de climas e regiGes geograficas € propicia para o
desenvolvimento de floras diversificadas. Existem nas plantas uma variedade de
constituintes e muitos deles sdo bastante toxicos, estudos mostram que os efeitos
adversos de agentes fitoterapicos sdo menos frequentes se comparados com as de drogas
sintéticas (CALIXTO, 2000).
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Os estudos aprofundados das plantas medicinais sd@o fundamentais para
assegurar a qualidade e eficacia de seus extratos, através de testes farmacogndstico e
toxicoldgicos em animais e logo em seguida a anélise eficacia e seguranca no homem
(MELLO; PETROVICK, 2000).

Oleos e gorduras vegetais sdo muito utilizados pela indGstria farmacéutica e
alimenticia e estdo sujeitos a tratamentos térmicos durante seu processamento. Esse fato
tem exigido o desenvolvimento de méetodos analiticos capazes de avaliar se as condi¢des
de processamento sdo compativeis com a estabilidade térmica e oxidativa e
consequentemente com a qualidade destes 6leos e gorduras (FARIA et al., 2002).

Diversos autores estudaram a estabilidade térmica de Oleos vegetais e
determinaram algumas propriedades fisicas através da analise térmica (CAVALCANTI
etal., 2012; GARCIA et al., 2007; FARIA et al., 2002). Segundo Garcia et al. (2007) os
métodos termoanaliticos apresentam vantagens pois sao rapidos, precisos e necessitam
de uma pequena quantidade de amostra.

Devido a importancia de conhecer as propriedades da semente de Annona glabra
para que se possa utiliza-la, esse trabalho tem por finalidade avaliar as potencialidades
de utilizacdo do 6leo extraido da semente de Annona glabra. Para tanto, realizou-se a
extracdo do Oleo da semente, determinando e quantificando os &cidos graxos onde

foram avaliadas as atividades bioldgicas.

1.1 FAMILIA ANNONACEAE

A familia annonaceae é muito diversa, ela possui 0 maior nimero de espécies
entre as Magnoliales, constituida por aproximadamente 135 géneros e 2.500 espécies
identificadas, espalhadas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do globo
terrestre (figura 1) aparecendo como arvores aromaticas, arvoreta ou lianas (CHATROU
et al.,2004).

No Brasil existem cerca de 30 géneros e aproximadamente 260 espécies, grande
parte ocorrendo em florestas com alguns representantes em areas abertas (MAAS et
al.,2007), os géneros mais comuns sdo Annona, Guatteria, Xylopia e Rollinia.
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Figura 1. Distribui¢do geografica das espécies da familia Annonaceae no mundo.

1-9
10-99
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W 10000 -99999
Il 100000 +

Fonte: CRUZ (2011)

A annonaceae possui algumas caracteristicas para a sua identificacdo, sao o odor
forte exalado quando o tronco é cortado, presenca de fibras longas e resistentes na casca
do caule. As folhas sdo disticas alternas, simples, sem estipulas e margem inteira. As
flores sdo isoladas ou reunidas em inflorescéncias, hemiciclicas, hermafroditas,
diclamideas, com perianto diferenciado no célice e corola, em geral sdo trimeras e
carnosas, estames numerosos, dispostos de formas espiraladas, ovario sUpero com
numerosos carpelos apocarpicos com um a muitos 6vulos (JOLY,2002).

Os frutos sdo apocarpicos ou sincarpicos, mas sempre do tipo baga. Apresentam
uma ou muitas sementes, com camadas envoltdrias carnudas e suculentas, formando um
endosperma colorido e nutritivo que envolve e protege o embrido, além disso ainda sdo
oleosos (JOLY, 2002).

O principal valor econémico desta familia é fornecimentos dos frutos, pois além
de serem comestiveis possuem propriedades nutricionais que sdo consumidos in natura
e servem para preparacdo de sucos e sobremesas, algumas espécies sdo cultivadas e
comercializadas no Brasil e entre elas estdo, A.squamosa (fruta do conde), A. muricata
(graviola), A. reticulata (condessa) (LAGE,2011; KESSLER, 1993).

Muitas partes dos frutos sdo utilizadas na medicina popular. Varias espécies de
annonaceae possuem vadrias atividades biologicas entre eles sdo: antimicrobiana,
antitumoral, pesticidas e antimalarica (ZENG et al., 1996; SANTOS et al.,2007).
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1.2 GENERO

O nome Annona deriva do latim e significa “colheita anual”
(LIZANA;REGINATO,1990).0 género Annona possui mais de 140 espécies tropicais
nativas, no Brasil sdo conhecidas popularmente por fruta-do-conde, pinha, graviola,
beriba e cabeca de negro, todas exdticas. As espécies mais comuns no Brasil sdo A.
muricata, A. cherimola, A. coriacea, A. reticulata e A. squamosa, conforme mostra a
figura 2 (DI STASI ; HIRUMA-LIMA 2002).

Figura 2. Espécies de algumas frutas do género Annona

A Reticulata A Squamosa

Fonte: https://mcientifica.com.br/plantas/annona-sp

Economicamente, as espécies de annona tem grande importancia como fonte de
fruto comestivel, as producdes de seus frutos despertam um interesse comercial, pois
contém propriedades nutricionais, onde s&o utilizadas na forma de sucos ou sorvetes.
Além disso, algumas espécies sao utilizadas no paisagismo por terem aparéncia elegante
e podem ser usadas na arborizacdo urbana (LORENZI; MATQOS,2002).



Estudos etnoboténico de varias espécies do género annona tem trazido diversos

dados da medicina tradicional como mostra a (Tabela 1).

Tabela 1. Algumas espécies do género Annona e suas indicagdes medicinais.

Espécie Indicacéo Parte da Referéncia
planta
Diérreia cronica Sementes e | BRAGA, 1976.
A. coriacea Emenagogo Folhas GEMTCHUJNICO
V, 1976.
Ferimentos Picadas de Sementes | SANTOS et
A. crassiflora cobra al.,1994.
LORENZI, 1998.
Inseticida e Sementes | KIM et al.,2001.
A. cherimola Antiparasitaria
Reumatismo Frutas SANTOS et
A. dioica Antidiarréia Sementes | al.,2003.
Gripes Folhas MOOTO et al.,
Resfriados 2000.
A. Montana Insdnia PRANCE,1975.
TOLMIE, 1975.
Estomacal Sementes e | BRAGA, 1976.
A. Squamosa Contusas Folhas GEMTCHUJNICO
Sinapismo V, 1976.
Inseticidas
Dores de cabeca Folhas DI STASI;
A.tenuiflora Tonturas HIRUMA-LIMA,
Hipotensao 2002.
Anti-térmico Sementes | BRAGA, 1976.

A.reticulada

Antidiarréica




Continuacao da tabela 1. Algumas espécies do género Annona e suas indicagdes medicinais.

Febres Fruta CHANG et
A. purpurea Resfriados Casca e al.,1998.
Desinteria Sementes
Antidiarréica Folhas ZENG et al., 1996.
A. senegalensis | Problemas respiratério Cascas e
Raiz
Diarréia Sementese | BRAGA, 1976.
A. spinescens Emenagogo folhas
Vermifugo Folhase | GEMTCHUJNICO
A.palustris Frutos V,1976.
Rematismo Sementes | BRAGA, 1976.
Anti-térmica Folhas GEMTCHUJNICO
Diurético Frutose |V, 1976.
A. muricata Sedativo Raiz DI STASI;
Adstringente HIRUMA-LIMA,
Antiparasitaria 2002
PRANCE,1975.
Anti-térmica Folhas GEMTCHUJNICO

A. haematantha

Antidiarréica

V,1976.

Fonte: CRUZ (2011)
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O estudo das espécies do género Annona tem crescido, pois apresentam diversas

atividades farmacoldgicas, sdo realizados isolamento e caracterizacdo de vérias classes

de substancias quimicas, principalmente as acetogeninas que possui uma potente acdo

anti-neoplasica, citotoxica, pesticida, vermicida, antimicrobiana, imunossupressora,
antimalarica e abortiva (ZAFRA et al.,1996;LEBOEUF et al.,1982).

1.3 DESCRICAO DA ESPECIE Annona glabra L.

A Annona glabra L. é conhecida no Brasil como araticum do brejo, araticum-

bravo ou araticunzeiro, € uma arvore de pequeno porte, semidecidua, encontrada em
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todo territorio brasileiro, principalmente nas areas costeiras e alcanca aproximadamente
12 a 15 metros de altura, possui normalmente tronco unico (figura3), suas sementes
germinam em grupos (SIEBRA, 2007).

Sua classificacdo taxonémica:

Reino: Plantae

Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona

Espécie: A. glabra

Figura 3. Planta da espécie A. glabra

Foto: Habdel Nasser da Costa
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Crescem naturalmente nas Americas do Norte, Sul e Central além do oeste
africano, em regides alagadas, salobras ou ndo. Seu crescimento ocorre em habitats que
estdo periodicamente ou permanentemente inundados, ou seja, ao longo de rios,

margens de lagos e em regibes salobras proximas ao litoral (CROAT, 1978).

As flores sdo muito atrativas, geralmente com 2 a 3 cm de diametro, variando de
amarelo palido a creme, com trés pétalas maiores externas encouracadas e trés pétalas
pequenas internas (figura 4) (PROTECTION, 2004).

Figura 4. Flor de A.glabra iniciando sua abertura.
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Foto: Habdel Nasser Rocha da Costa.

As folhas possuem de 7 a 12 cm de comprimento, peciolo cilindrico, lamina
oblonga, cartacea, base obtusa, apice acuminado, margem plana, com 9 a 13 pares de
nervuras secundarias (figura 5). A maturidade reprodutiva € atingida apds
aproximadamente dois anos, quando se inicia a floracdo e a producdo de frutos
(SIEBRA,2007).
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Figura 5. Folhas de A. glabra L.

Foto: Habdel Nasser Rocha da Costa.

O fruto é esférico, com cerca de 5 a 15 cm de didmetro (figura 6), naturalmente
verde, o qual, apo6s a queda, torna-se amarelado, em seguida escurecendo. Possui pouco
mais de 100 sementes, de aspecto semelhante aos da abobora, com aproximadamente 1

cm de comprimento.

Figura 6. Fruto verde de A.glabra L.

Foto: Habdel Nasser Rocha da Costa
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No Brasil, os frutos caem entre os meses de marco e abril, permanecendo viaveis
por alguns meses em agua doce ou salobra. Para que ocorra a germinacdo, a semente
necessita de ambiente alagadi¢o ou umido. Uma vez estabelecida a germinacdo, a planta
pode sobreviver em altos niveis de salinidade, possuindo, na fase adulta, consideravel
tolerancia a ambientes salinos (PROTECTION, 2004).

1.4 SEMENTE DE ANNONA GLABRA

As sementes de A.glabra L. possui a cor castanha clara séo achatados (figura 7)

e germinam em 40 a 60 dias com 95% de germinacao.

Figura 7. Sementes de Annona glabra L.

Fonte: Autor

Nos ultimos anos sementes de frutas da familia Anonacea estdo sendo estudadas
por possuir diversas classes de substancias com atividades quimicas e farmacolégicas,
principalmente no que se refere as acetogeninas (CHEN et al., 2012a; CHEN et al.,
2012b).

Segundo Santos, Pimenta e Boaventura (2007) essas substancias naturais
bioativas apresentam importantes atividades biologicas tais como: citotoxica,
antitumoral, pesticida, vermicida, antimicrobiana, imunossupressora, antiemética,

inibidora do apetite e antimalarica.
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Yang et al. (2009) verificou que o teor total de acetogenina foi maior nas
sementes de A. squamosa do que em A. glabra L. e outras trés espécies (A. de
gravioleira, A. reticulados e A. Bullata).

Os estudos relacionados a semente de A. glabra L. sdo sempre relacionados as
acetogeninas, nao tendo sido encontrados na literatura estudos com relacdo a
caracterizagdo e quantificacdo dos acidos graxos presentes no 6leo extraido da semente
da fruta.

1.5 OLEOS E GORDURAS

Oleos e gorduras vegetais sdo produtos constituidos principalmente de
glicerideos de acidos graxos de espécies vegetais, podendo conter pequenas quantidades
de outros lipideos como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e acidos graxos
livres naturalmente presentes no 6leo ou na gordura (ANVISA RDC n° 270,2005).

Oleos e gorduras sio substancias classificadas como lipideos, sendo encontradas
em tecidos animais ou vegetais. Sdo constituidos por uma mistura de diversos
compostos quimicos sendo o mais importante os acidos graxos e derivados, como
mono, di, tri-acilglicerideos e fosfatideos (RAMALHO; JORGE, 2006). Os
triacilglicerideos sdo ésteres formados de glicerol e trés &cidos graxos (figura 7). Eles
sdo insoliveis em &gua e sollveis em solventes organicos tais como cloroférmio,
benzeno e hexano, a temperatura ambiente podem ser gorduras, quando solidos e,
quando liquidos, sdo 6leos (FARIA et al., 2002).

Figura 7. Estrutura geral de um triacilglicerideo.
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Além dos triacilglicerois, os 6leos gorduras podem presentar outros constituintes
quimicos em menores quantidades: esterdis (B-sitosterol, campesterol e estigmasterol),
cerideos (palmitato de cetila), hidrocarbonetos incolores (esqualeno), carotenoides,
tocoferois, lactonas e metilcetonas. Os carotenoides (B-caroteno) ddo a coloracéo
amarelada ou avermelhada caracteristica dos O6leos. Os tocoferdis agem como
antioxidantes, impedindo a rancidez oxidativa. As lactonas e metilcetonas conferem
odor ao 6leo. J& os esterois, os cerideos e os hidrocarbonetos incolores ndo influenciam

as propriedades organolépticas dos 0leos e gorduras (MORETTO ; FETT, 1998).

1.6 ACIDOS GRAXOS

Os é&cidos graxos possuem longas cadeias alifaticas de &tomos de carbono
ligados a hidrogénios, possuindo um grupo carboxila (-COOH) em uma das
extremidades da cadeia (Figura 8). Podem ocorrer na natureza como substancias livres
ou esterificadas a maior parte com glicerol, formando os glicerideos (MOYNA;
HEINZEN, 2007).

Figura 8. Estrutura quimica de alguns &cidos graxos.
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Os acidos graxos podem ser classificados como saturados ou insaturados,
dependendo da auséncia ou presenca de ligagfes duplas (carbono-carbono). Os
saturados ndo possuem ligacOes duplas entre carbonos; 0s monoinsaturados possuem
uma unica ligacao dupla entre carbonos e poli-insaturados possuem mais de uma ligagédo
dupla entre carbonos (SALEM, 1999; MORETTO; FETT, 1998).

Os acidos graxos saturados (AGS) sdo predominantemente encontrados em
carne, ovos, queijos, leite, manteiga, 6leo de coco, palma e em vegetais hidrogenados
(GOMEZ, 2003).

Os é&cidos graxos monoinsaturados sdo encontrados na maioria das gorduras
animais, aves, carnes de vaca e cordeiro e também em azeitonas, sementes e nozes,
sendo 0 mais comum o acido oleico (GARCIA, 2006).

Dos &cidos graxos poli-insaturados, o mais importante da familia 6mega-6 é o
acido linoleico, encontrado em maior ou menor abundancia em éleos vegetais como 0s
de girassol, milho, soja e algodo. E precursor do acido araquidénico (6mega-6), no
qual é transformado no organismo jovem, atraves de processo metab6lico que permite o
alongamento da cadeia de carbono e a dessaturacéo adequada. (GOMEZ, 2003).

Da familia émega-3 o mais importante € o acido linoleico, encontrados em
sementes oleaginosas, por alongamento e dessaturagdo sdo gerados o0s &cidos
eicopentaendico e Docosahexaenodico. Os acidos 0mega-6 e 3 sdo considerados
essenciais por serem necessarios para a salide uma vez que nao sao biossintetizados
pelos animais e o homem, sendo adquirido através da dieta (GOMEZ, 2003). Os

principais acidos saturados e insaturados presentes em 6leos e gorduras na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos principais acidos graxos presentes em 6leos e gorduras.

Nomenclatura Nomenclatura C/l Férmula PF

Usual Oficial (°C)
Acido Butirico Acido Butandico | 4:0 CH3 - (CH2), - COOH -5,3
Acido Caproico Acido Hexanoico | 6:0 CH3 - (CH2), - COOH -3,2
Acido Caprilico Acido Octandico | 8:0 CH3 - (CH2)s— COOH 16,5




Continuacao da tabela 2. Caracteristicas dos principais acidos graxos presentes em 6leos e gorduras.
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Acido Céaprico Acido Decanioco | 10:0 CH3 - (CH2)s — COOH 31,0
Acido Laurico Acido 12:0 CH3 - (CH2),0— COOH 45,0
Dodecanoico
Acido Miristico Acido 14:0 CH3 - (CH2),, - COOH 54,0
Tetradecandico
Acido Palmitico Acido 16:0 CH3 - (CH2),, — COOH 63,0
Hexadecandico
Acido Esteérico Acido 18:0 CH3 - (CH2),6 — COOH 70,0
Octodecandico
Acido Araquidico | Acido Eicosandico | 20: 0 CH3 - (CH2),5 — COOH 76,1
Acido Behénico | Acido Docosanoico | 22: 0 CH3 - (CH2),, — COOH 80,0
Acido Palmitoléico Cis-9- 16:1 | CH3(CH2);CH=CH-(CH2)o- | 32,0
Hexadecendico COOH
Acido Oléico (GD-9) | 9-Octadecendico 18:1 | CH3(CH2);CH=CH-(CH2),- | 4,0
COOH
Acido Linoléico 9-12- 18:2 CH3(CH2),CH=CH-CH2- | -5,0
(GO-6) Octadecadiendico CH=CH-(CH2);-COOH
Acido Linolénico 9,12,15- 18:3 CH3CH2CH=CH-CH2- -11,0

(G1-3)

Octadecatriendico

CH=CH-CH2-
CH=CH(CH2);-COOH

C / I: Carbonos e insaturacfes

Fonte: SANTOS (2010)
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O ponto de fusdo aumenta com o numero de atomos de carbono e diminui com o
namero de instauracdo de acidos graxos que compde 6leo ou gorduras. A presenca de
duplas ligacbes na cadeia faz com que haja uma modificacdo espacial na cadeia
carbonada promovendo seu dobramento no plano o que confere um arranjo mais fraco
entre as moléculas o que permite uma dissociacdo mais facil, conferindo o estado fisico
mais liquefeito em relacdo ao é&cido graxo saturado de ndmeros de carbono
correspondente (LEAO, 2009).

1.7 CROMATOGRAFIA GASOSA

E um método fisico-quimico de separacio dos componentes em duas fases, que
estdo em intimo contato. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se
move através dela. Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionaria, 0s
componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas fases de forma que cada um deles é
seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta em migracBes diferenciais
desses componentes (COLLINS et al., 2006).

As substancias separadas saem das colunas dissolvidas no gas de arraste e
passam por um detector, um dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a
quantidade de material eluido. O registro deste sinal em funcdo do tempo € o
cromatograma, sendo que as substdncias aparecem nele como picos com area
proporcional a sua massa 0 que possibilita a analise quantitativa (figura 9) (SKOOG et
al., 2002).

Figura 9. Diagrama esquematico de um cromatdgrafo gasoso.
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Fonte: KVASNICOVA ; BALINOVA (2006).
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O detector de ionizacdo em chamas (FID- flame ionization detector) é a técnica
mais usada e mais aplicavel em cromatografia gasosa. Esse detector (figura 10) é
bastante utilizado devido a sua alta sensibilidade, largo intervalo de resposta e baixo
nivel de ruidos, robustez e de facil utilizacdo (SKOOG, 2009).

Figura 10. Esquema do detector de lonizacdo de chamas.
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No detector, o efluente da coluna é dirigido para um local entre 0 queimador
com uma pequena chama de (ar/hidrogénio) e um eletrodo localizado acima da chama,
que serve para coletar ions e elétrons, entdo é aplicada a uma corrente elétrica. A
corrente resultante € medida com um pico amperimetro e os sinais de deteccdo sdo
plotados em um gréafico onde a &rea abaixo da curva corresponde & concentracdo do
composto na amostra. O detector de ionizacdo exibe uma alta sensibilidade, uma alta
linearidade de resposta e um baixo ruido, sendo ideal para a quantificacdo de
substancias (COLLINS, 2006).

1.8 ENSAIOS BIOLOGICOS

1.8.1 Atividade de inibicao de bactérias

A busca por tratamentos a base de fitoterapicos intensificou-se nas ultimas

décadas. O Brasil apresenta uma extensa e diversificada flora, sendo grande o numero
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de pesquisadores que tem contribuido para o desenvolvimento da quimica de produtos
naturais de plantas. No entanto, nosso pais ndo tem uma atuacdo destacada no mercado
mundial de fitoterapicos, ficando atrés de paises menos desenvolvidos tecnologicamente
(SILVA, 2013; YUNES et al., 2001).

Os antibioticos sdo produtos metabodlicos naturais de fungos e bactérias capazes
de impedirem o crescimento, ou de destruirem micro-organismos (MADIGAN et al.,
2010).

Praticamente todas as classes de antibidticos usadas terapeuticamente até hoje
foram descobertas entre as décadas de 1940-1950, conhecida como a “Era de Ouro dos
Antibioticos” e proveniente da triagem de produtos naturais microbianos (BERDY,
2005).

A euforia da descoberta dos primeiros antibidticos e a crenca de que no futuro
ndo existiriam mais doencas infecciosas foram esmorecendo, uma vez que a
complexidade das reacGes quimicas das bactérias foi menosprezada, assim como o
desenvolvimento de mecanismos para sua sobrevivéncia (UJVARI, 2003).

Ao longo das ultimas décadas, desde a descoberta das penicilinas naturais, o
avanco da industria farmacéutica levou ao surgimento de diversos antimicrobianos, com
espectro de acdo cada vez mais amplo. Entretanto, a exposicdo aos antibacterianos
desencadeou resisténcia bacteriana, limitando as opcdes terapéuticas dos processos
infecciosos. A resisténcia a drogas de patdgenos humanos e animais € um dos casos
mais bem documentados de evolugdo bioldgica e um sério problema tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (CUNICO et al., 2004; DUARTE, 2006).

Atualmente o mau e excessivo uso dos antibioticos, o uso de doses inferiores a
que é sugerida em manuais terapéuticos, assim como condi¢des de higiene precérias, 0
aumento de pacientes imune comprometidos e a lentiddo para o diagndstico das
infecgBes bacterianas tém favorecido o aumento das resisténcias microbianas ndo s nos
hospitais, como também na comunidade, podendo atingir inclusive individuos saudaveis
(FERREIRA et al.,2008).

As bactérias podem ser divididas em Gram-positivas e Gram-negativas, de
acordo com a constituicdo da parede celular (figura 11), e o que as diferencia sdo as
propriedades de permeabilidade e os componentes de superficie (SCHAECHTER et al.,
2002). Nas bactérias Gram-positivas, a parede consiste de muitas camadas de
peptideoglicana, formando uma estrutura espessa e rigida, e contém acidos teicdicos
(formados a partir de glicerol e ribitol) (TORTORA et al., 2005).
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Em contrapartida, a parede de bactérias Gram-negativas € mais complexa que a
das Gram-positivas, sendo formada de poucas camadas de peptidoglicanas e uma
membrana externa, sendo esta formada por uma dupla camada lipidica: uma camada
interna composta de fosfolipideos e uma externa contendo lipopolisacarideos e proteinas
(TORTORA et al., 2005).

Os agentes antimicrobianos se difundem com mais facilidade através da parede
celular das Gram positivas, porém devem atravessar os canais de porinas nas Gram
negativas (BARON; FINELGOLD, 1990).

Figura 11. Parede celular de bactérias Gram positivas e Gram negativas
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Em relacdo a resisténcia, a bactéria continua proliferando, mantendo a mesma
velocidade de crescimento mesmo ao ser tratada com o antibidtico. Na tolerancia, o
crescimento é inibido, mas o nimero de bactérias viaveis ndo sofre alteracdo por longo
periodo. Assim, a bactéria desenvolve defesa apenas contra o efeito bactericida do
antibidtico onde, o sucesso terapéutico somente serd alcancado quando a concentracdo
do antibidtico alcancar o valor da concentracdo minima inibitoria (CMI), definida como
a menor concentracdo do antibidtico capaz de matar 99,9% das bacterias presentes.
Finalmente, na persisténcia, uma pequena fracdo da populagéo bacteriana, submetida ao
tratamento, ndo sofre o efeito bactericida do antibiotico, independentemente de seu
mecanismo de ac¢do (JACOBY, 2005; ANDERSON, 2005).
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Apesar da maioria dos antibioticos existentes atualmente no mercado ser de
origem sintética, a pesquisa de produtos naturais voltou a ser objeto de estudo cientifico.
Entre as principais ferramentas na busca de novos modelos moleculares estdo a
informacao de como as plantas sdo utilizadas por diferentes grupos étnicos e o estudo
farmacologico das preparacdes utilizadas (MAIA, 2008).

As novas estratégias da pesquisa em produtos naturais microbianos, envolvendo
a busca de substancias em micro-organismos e a utilizacdo de ferramentas genémicas
para 0 acesso a novos produtos naturais, podem acelerar o processo de descoberta de
novos antibioticos, extremamente importantes num cenario de rapido desenvolvimento
de resisténcia pelas bactérias aos agentes terapéuticos disponiveis (GUIMARAES et al.,
2010).

1.8.2 Atividade de inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase (AchE)
1.8.2.1 Doenca de Alzheimer

Falhas cognitivas, tais, como, prejuizo de aprendizagem e memoria sdo
frequentemente observadas no envelhecimento normal e nos estados patolégicos
relacionados com a terceira idade, incluindo a depresséo e doencas neurodegeranativas
como a doenca de Alzheimer (JELLINGER,2006; AMARAL et al.2010).

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa, que atinge
primeiramente a memoria, a capacidade de raciocinio e a comunicacdo. O quadro de
sinais e sintomas dessa doenca estd associado a reducdo de neurotransmissores
cerebrais, como acetilcolina (BERGMANN et al., 1997).

Trata-se de uma progressiva desordem demencial que pode vir a ser detectada
clinicamente somente em sua fase final. Um diagnéstico definitivo baseado em
informacdes clinicas é muito dificil (BRAAK et al., 1999).

A depressdo € um dos sintomas encontrados nos portadores da doenca de
Alzheimer, para isso, um dos processos para aliviar o sintoma dessa doenca é através de
inibidores da acetilcolinesterase. Para o tratamento dessa patologia é necessaria 0 uso de
medicamentos, alvo principal de grandes pesquisas nos Gltimos 10 anos (HEINRICH E
TEOH, 2004; HERNANDEZ et al., 2010).
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1.8.2.2 Acdo da enzima Acetilcolineterase

Os inibidores da AChE sdo capazes de inibirem a enzima responsével pela
degradacdo de AChE e diminuir os sintomas cognitivos da DA. Estes foram o0s
primeiros farmacos desenvolvidos a partir de estudos fisiopatoldgicos, os quais
apresentavam a diminuigdo dos niveis de acetilcolina como principal causa etioldgica da
DA. Desta forma tacrina, donepezil, galantamina e rivastigmina (figura 12) constituem
exemplos de iIAChE disponibilizados no mercado farmacéutico desde o inicio da década
de 90. (LEON et al., 2011; GROSSBERG, 2003).

Figura 12. Inibidores da AchE
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Fonte: RAMOS (2014)

A AchE é uma enzima regulatéria responsavel pela finalizacdo da transmissdo
dos impulsos nervosos nas sinapses por meio da hidrdlise do neurotransmissor
acetilcolina, sendo esta uma funcdo chave na regulagéo da transmissdo dos impulsos
nervosos (figura 13) que se iniba, geralmente leva rapidamente a morte do organismo
(ALBUQUERQUE et al.,2006; PATOCKA et al.,2005).
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Figura 13. Esquema do ciclo da acetilcolina.
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E possivel observar o papel da acetilcolinesterase desativando o excesso desse
neurotransmissor. Colina e acetato sdo liberados na fenda sinaptica e a Colina é
reabsorvida pelo neurbnio, onde a acetilcolina é ressintetizada pela acdo da enzima
Colina acetil-tranferase. O acetato atravessa a barreira hemato-encefalica e €

metabolizado em outros tecidos.

Sabe-se que uma das consequéncias da doenca de Alzheimer é a reducdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh). E a partir dessa reducdo de ACh, que se adotou a
estratégia para a busca de novos farmacos que apresentem a capacidade de retardar o
desenvolvimento ou os sintomas dessa doenga, principalmente, aprimorando a fungéo
colinérgica. O aumento da acetilcolina no organismo pode ocorrer atravées da inibicao da
enzima acetilcolinesterase (AChE) (MINETT ; BERTOLUCCI, 2000).

1.8.3 Teste de toxicidade frente & Artemia salina

Apesar das plantas possuirem varias utilidades terapéuticas, que sdo conhecidos

popularmente pelas pessoas, o ser humano desconhece o fato de que elas podem
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apresentar toxicidade tanto para 0 homem quanto para os animais (RODRIGUES et al.,
2010).

A partir de 1982, iniciou-se o emprego de Artemia salina no monitoramento de
extratos de plantas ou substdncias puras, com vistas a deteccdo da presenca de
compostos citotoxicos (MEYER, 1982). Atualmente este organismo pode ser
considerado como um indicador confiavel quanto a toxicidade de substancias que se

encontram nos extratos organicos testados ou substancias puras (SANTQOS, 2010).

Artemia salina é um pequeno crustaceo (figura 14) e é caracterizado por se
adaptar a uma ampla variacdo de salinidade e temperatura do meio no qual esta inserida.
Possui curto ciclo de vida, alta adaptacdo a condi¢cGes ambientais adversas, alta
fecundidade, reproducdo por partenogénese, pequeno tamanho corporal e sdo
consumidores de uma ampla variedade de nutrientes (filtradores néo seletivos). Aliados
a uma distribuicdo cosmopolita, esses fatores de adaptacdo resultam em altas densidades
populacionais, tornando esses organismos bons indicadores de contaminacdo ambiental
(BARAHONA; SANCHEZ FORTUN, 1999; NUNES et al., 2006).

Figura 14. Nauplio do crustaceo de Artemia salina.

a \ o
Fonte: MANTOVANELLI (2013)

Por ser amplamente utilizada como alimento vivo para peixes e outros
crustaceos, seus ovos podem ser encontrados com facilidade em lojas de aquaristas
(ANDRIOLLLI, 2007).

As Artemias salina produzem cistos (figura 15), que sdo metabolicamente
inativos e ndo se desenvolvem se forem mantidos secos. Depois de imerso em agua do
mar, os cistos, de formato biconcavo, tornam-se esféricos, e dentro da casca, um
embrido retoma as atividades metabolicas. Uma vez hidratado, o embrido que esta

dentro do cisto se ativa e apds algumas horas, as membranas rompem-se € nasce uma
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larva (nduplio) livre nadante. E neste estagio do seu ciclo de vida que a Artemia é
utilizada nos testes de toxicidade (EPA, 2002).

Figura 15. Cistos de artemia salina

Fonte: Autor

O teste de toxicidade de uma substancia a partir da Artemia € rapido, de baixo
custo e requer pequena quantidade de amostra. O efeito toxico avaliado neste bioensaio
consiste na perda da capacidade de movimentagdo das larvas, apos 48 horas de
incubacdo com as amostras a serem testadas. Para que os resultados do teste sejam
confidveis, é necessario que as larvas sejam mantidas sob as condi¢cBes Otimas de
crescimento, como temperatura entre 25 e 35°C, salinidade de 35% e pH ligeiramente
alcalino, em torno de 8,0 (MEYER, 1982).

1.8.4 Atividade antioxidante

Devido a enorme diversidade quimica existente, varios ensaios vém sendo
desenvolvidos para avaliar a capacidade antioxidante de diferentes amostras, 0s
antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas

pelos radicais livres nas células. (MELO et al., 2010).



37

Uma ampla definicdo de antioxidante ¢ "qualquer substancia que, presente em
baixas concentra¢cGes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacgéo deste substrato de maneira eficaz" (SIES; STAHL, 1995).

Em 1922, Goldschmidt e Renn descobriram um radical livre estavel de cor
violeta, que atualmente tem sido usado como reagente colorimétrico para processos de
oxi-reducdo. (IONITA, 2005). O DPPH (figura 16) pode ser mantido indefinidamente
com pouca decomposi¢do porque ele ndo reage com o oxigénio. O método provou ser
bastante util em série de investigacdes, tais como a determinacdo das propriedades
antioxidantes de aminas, fendis ou compostos naturais (vitaminas, extratos vegetais,
medicamentos) (VEDANA, 2008).

Figura 16. Estrutura quimica do radical DPPH
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Fonte: OLIVEIRA (2015)

As vantagens do método DPPH sdo:

» avaliar uma grande quantidade de amostras em um periodo curto de tempo e
rapidamente;

« um método sensivel que detecta pequenas concentra¢des do ativo testado;

 permite avaliar antioxidantes lipofilicos, j& que 0 solvente do processo é
metanol ou etanol (DI MAMBRO et al., 2005).

O método consiste em avaliar a atividade sequestradora do DPPH, que é um
radical estavel, de coloracdo purpura e absorve em um comprimento de onda de 515-
520 nm, que em presenca de antioxidante doadores de hidrogénio, é reduzido, formando
2,2-difenilpicril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequentes desaparecimentos
da banda de absorcdo, sendo essa monitorada pelo decréscimo da absorbancia. O

desparecimento da coloragdo e resultante descoloragdo e estequiometricamente
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proporcional ao grau de reducdo, e o DPPH restante, medido depois de certo tempo, é
inversamente proporcional a atividade de captura do radical pelo antioxidante
(OLIVEIRA et al. 2009; SOUSA, et al.,2007).

O ensaio da captura de radicais de radicais de DPPH, desenvolvido por Blois
(1958) e adaptado por Brand-Willians (1995), tem por base a reducdo do radical 2,2
difenil-1-pricril-hidrazil (DPPH), que ao fixar um hidrogénio removido do antioxidante
(AH) em estudo, leva uma diminuigdo da absorbancia, permitindo calcular apés o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir
50% do radical DPPH (figura 17).

Figura 17. Reagdo entre um radical livre DPPH e um antioxidante
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Fonte: REZENDE (2010)

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra é determinada
pela habilidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estavel DPPH. Este
método pode ser utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos
especificos ou de um extrato em um curto periodo de tempo. Portanto, este método tem
sido uma ferramenta Gtil para avaliar a capacidade antioxidante de frutos (BORGUINI,
2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar o perfil quimico, atividade antioxidante e atividadel bioldgico do 6leo da

semente de Annona glabra L.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Extrair o 6leo da semente A.glabra L. utilizando o método de extracdo Soxhlet e
determinar o rendimento.

» Determinar e quantificar os acidos graxos majoritarios através da cromatrografia
gasosa.

» Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo da semente A.glabra L.

» Auvaliar o potencial de inibicdo da enzima aceticolinasterase (AChE).

» Auvaliar a toxicidade do 6leo da semente A.glabra L. através do teste frente a
Artemia salina.

» Avaliar a acdo antioxidante pelo método de captura do radical livre estavel
DPPH.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As frutas de Annona glabra foram coletadas no més de setembro de 2015 pelo
professor Dr° Habdel Nasser Rocha da Costa, na cidade Boa Vista-Roraima. As
exsicatas do material vegetal (figura 18) foram depositadas para identificagdo no
Herbario da Coordenacdo de Pesquisas em Boténica do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia-INPA.

Figura 18. Exsicata de Annona glabra L.
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Fonte: Autor

3.2 Preparagéo e pesagem

As sementes foram despolpadas, lavadas e colocadas para secar ao sol durante
24 horas. Em seguida as sementes foram trituradas em um multiprocessador doméstico,

peneiradas e pesadas em balanca analitica (figura 19), obteve-se trés amostras:
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Figura 19. (a) Sementes secas (b) Multiprocessador doméstico (c) Sementes trituradas e peneiradas

Fonte: Autor

3.3 Extracdo com Soxhlet

Foram colocadas cerca de 30 g em um cartucho de papel de filtro e levado ao
extrator de Soxhlet acoplado a uma manta aquecedora (figura 20 ).

Figura 20. Extracdo do 6leo da semente de A. glabra L. por solvente (hexano) utilizando o aparelho

soxhlet.

Fonte: Autor
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Em seguida foi adicionado o solvente na parte superior do aparelho para entrar
em contato com o material contendo o 6leo a ser extraido. O sistema foi aquecido a 70
°C, temperatura de ebulicdo do solvente, o solvente liberado da extracdo, ao atingir seu
ponto de ebulicdo, entra em contato com a parede fria do condensador aclopado, fica
liquido e retorna para o material a extrair. Este processo durou aproximadamente cerca
de 3 horas,desligou-se a manta aquecedora e aguardou-se aproximadamente 40 minutos
para resfriar o hexano. O material extraido, coletado do bal&o, foi levado ao evaporador

rotativo para separacdo do solvente por evaporacdo conforme a (figura 21)

Figura 21. Aparelho Evaporador rotativo.

Fonte: Autor

O oleo foi armazenado em frasco de &mbar e levado em banho maria a 70 °C
para retirar os tragos do hexano residuais do 6leo da semente de Annona glabra e em
seguida foi pesado e os frascos foram recobertos com papel aluminio para evitar
oxidacdo como mostra a (figura 22)
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Figura 22. (a) Frascos com amostras de dleo (b) Amostras de dleo em Banho Maria (c) Frascos das

amostras recobertos com papel aluminio

Fonte: Autor

3.4 Calculo do rendimento do 6leo fixo da semente de Annona glabra

Para calcular o rendimento do 6leo foi utilizado a equagdo seguinte:

R%= P2/P1*100

Onde:
P1: peso da amostra ( material triturado)

P2 : peso do 0leo apos a retirada dos tragos de hexano

3.5 Determinacdo da composi¢cdo quimica do O6leo de annona glabra por

cromatrografia gasosa

3.5.1 Hidrdlise

Dissolveu-se, em tubo criogénico de 2 ml, ~12 mg da amostra de éleo em 100 ul
de uma solucéo de etanol (95%)/ hidréxido de potéassio 1mol/l (5%). Apds agitacdo em
vortex por 10 s, o oOleo foi hidrolisado em um forno de microondas domestico
(Panasonic Piccolo), a poténcia de 80 W (Potencia 2), durante 5 minutos. Apds
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resfriamento, adicionou-se 400ul de &cido cloridrico a 20%, uma ponta de espatula de
NaCl (~20mg) e 600 ul de acetato de etila. Apds agitacdo em vdrtex por 10 s e repouso
por 5 min, uma aliquota de 300ul da camada orgénica foi retirada, colocada em tubos de
microcentrifuga e seco por evaporacdo, obtendo-se assim os acidos graxos livres.
(Adaptado de W. W. Christie, Gas Chromatography and Lipids, 1989, Pergamon Press).

3.5.2 Metilacdo de 6leos
Posteriormente, os acidos graxos livres foram metiladas com 100 ul BF3 / metanol
(14%) por aquecimento durante 10 minutos em banho de 4gua a 60°C. Diluidas em 400

ul de metanol e analisados por Cromatografia Gasosa.

3.6 Métodos de analise:
3.6.1 Cromatografia Gasosa

As analises foram realizadas em um Cromatografo a Gas HP7820A (Agilent)
equipado com detector por ionizacdo de chamas. Programa de aquisicdo de dados
EZChrom Elite Compact (Agilent). Utilizou-se uma coluna SP-2560 30m x 0,25mm X
0,20um (SUPELCO) com gradiente de temperatura: 80°C, Omin, 7°C/min até 240°C;
injetor (split de 1/50) a 250°C e detector a 260°C. Hidrogénio como gas de arraste (3.0
ml/min) e volume de injecdo de 1ul. A identificacdo dos picos foi feita por comparagao

com padrdes de acidos graxos metilados FAME C14-C22 (Supelco cat no 18917).

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Os testes de sensibilidade antibacteriana e atividade anticolinesterasica foram
realizados no Laboratdrio de Biotecnologia e Bioensaios no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Minas Gerais, sob a orientacdo da Profa. Dra. Jacqueline

Aparecida Takahashi.
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3.7.1 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIBACTERIANA

3.7.1.1Preparacdo do meio de cultivo Agar Brain Heart Infusion (BHI)

Para o preparo do meio de cultivo, dissolveu-se 3,4 g de Agar Brain Heart
Infusion (BHI) em 200 mL de agua destilada. Homogeneizou-se e autoclavou a solugéo
por 15 min a 121°C.

3.7.1.2 Preparagéo do inbculo

Para realizar o teste, foram utilizadas bactérias Gram Negativas: Citrobacter
freundii (ATCC 8090), Salmonella typhimurium (ATCC 13311); e bactérias Gram
Positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, USA).

Foi preparado um pré-indculo no qual as bactérias estocadas foram inoculadas
em tubos de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI previamente esterilizados,
em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37°C por 24 h, depois deste tempo e
com o auxilio de uma micropipeta, 500 pL do pré-inoculo foram transferidos para
erlenmeyer contendo 40 mL de agua destilada estéril. O inéculo foi padronizado no
intervalo de tramitancia 74-75% para bactérias em espectrofotémetro, a 600 nm. Todo o

procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar proximo ao bico de Bunsen.

3.7.1.3 Preparacéo das amostras

As amostras foram pesadas, transferida para frascos tipo eppendorf e solubilizadas
em dimetilsulféxido (DMSO), resultando em uma solucdo com concentracdo de 50
mg/mL. Apds ser homogeneizada em misturador vortex, pipetou-se 20 puL desta solugdo
para um frasco eppendorf, contendo 1980 puL de meio de cultura BHI afim de se obter
uma soluc¢do final de 250 pg/mL. O antibiotico Ampicilina foi preparado seguindo o

mesmo procedimento, sendo que a concentracao utilizada de 12,5 mg/mL.
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3.7.1.4 Teste de atividade antibacteriana das amostras

Os testes foram realizados em placas de 96 micropogos, em duplicata. Para
realizar as dilui¢des, foi adicionado 200 pL da solugcdo da amostra a ser testada (250
pug/mL em meio BHI) por toda a fila A (Figura 23) do teste e do controle da amostra.
Nas filas B a H, foi adicionado 100 pL. de meio BHI. Foram realizadas diluigdes
seriadas na placa da seguinte maneira: 100 pL de amostra foi retirada de cada poco da
fila A e transferido para a fila B. Este foi homogeneizado com os 100 puL de meio BHI
que ja estavam nestes pogos, € 100 uLL desta nova solugdo foi transferido para a fila C,
assim sucessivamente até a fila H. Foi desprezado os 100 pL finais. Ao final, as filas de
A a H possuiam solucBes de amostra na concentracdo de 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8;

3.,9; 2 ng/mL, respectivamente.

Figura 23 - Modelo e distribuicdo das amostras e controles nas placas utilizadas para o Teste de

sensibilidade antibacteriana.
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Fonte: MOZOMBITE (2016)

Os controles foram realizados da mesma maneira que o ensaio:
Controle de qualidade do ensaio:
Substitui-se a solucao-trabalho pelo antibidtico

- 100 pL de solucao de Ampicilina (12.5 mg/mL em meio BHI)
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- 100 pL de indculo
Branco:
Aqui ndo se adicionou o inoculo.
- 100 pL de solugdo da amostra em meio BHI- 100 puL de 4gua destilada estéril
Controle de crescimento do micro-organismo:
Aqui verifica-se a viabilidade celular
- 100 pL. de meio BHI
- 100 uL de in6culo
Controle de esterilidade do meio de cultura:
- 100 pL. de meio BHI
- 100 pL de 4gua destilada estéril
As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C e posteriormente, apos 24 h

foram realizadas leitura em leitor de placa de Elisa (492 nm), encerrando o teste.

3.8 ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

3.8.1 Preparo da solugdo tampéo Tris/HCI pH 8 (50mM):

Para preparar uma solucdo de 25 mL de Tris/HCI, pesou-se 398,08 mg do sal
Utrapure Tris Hydrochloride e adicionou-se 25 mL de agua destilada. Conferiu-se o pH

em 8.
3.8.2 Preparo da solucédo enzima (1000U/mL):

Diluiu-se 0,77 mg da enzima no volume de 500 pL da solugdo tampao Tris/HCI
pH 8,0 no proprio frasco da enzima, para adquirir uma solucdo de concentracdo de
1000U/mL.

Deixou-se a enzima em solucdo por 20 minutos e depois, sob agitacdo, por um

periodo de 10 a 15 minutos.
3.8.3 Preparo da solugéo enzima na concentracéo 0,222 U/mL

Adicionou-se 1pL da solugdo estoque (1000 U/mL) em 4,5 mL da solugao
Tris/HCI (50mM). Depois agregou-se albumina sérica bovina 0,1% (p/v): 4,5 mg.
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3.8.4 Preparo da solucgéo trabalho

Preparou-se uma solucdo do extrato em tampédo Tris/HCI, DMSO, ou solvente

adequado, na concentracdo 10 mg/mL.
3.8.5 Preparo dos reagentes

Solucdo de ATCI (15mM): Preparou-se 1 mL de solugdo, pesou-se 4,08 mg de
iodeto de acetilcolina e dissolveu-se em 1 mL de &gua destilada.

Solucdo de DTNB (3mM): Pesou-se 2,38 mg de DTNB e dissolveu-se em 2 ml
de solucdo tampdo Tris/HCI pH 8. Adicionou-se 11,69 mg de NaCl (0,1M) e 8,132 mg
de MgCI2.6H20 a solugéo.

3.8.6 Teste de atividade inibitdria de acetilcolinesterase das amostras

O teste de atividade inibitéria dos extratos estudados sobre a enzima
acetilcolinesterase foi conduzido com base no método espectrofotométrico de Ellman,
modificado por Rhee et al. (2001), em microplacas de 96 pocos. Eserina e galantamina
foram utilizada como inibidores padrdo (10 mg/mL) e como controle negativo foi
realizado o ensaio sem a presenca de inibidor. Os testes foram realizados em triplicata.
Em cada pogo foram dispensados 25 pL de iodeto de acetilcolina (15 mM); 125 pL
de 5,5'-dithiobis (&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB); 50 uL de tampao tris-HCI pH8 0,1%
p/v de albumina sérica bovina e 25 pL de extrato (10 mg/mL) solubilizados em
Tween/DMSO0/30%. A leitura das placas foi realizada em 405 nm por 9 vezes em um
periodo de 10 minutos. Logo ap06s a primeira leitura foi adicionado 25 pL da enzima
acetilcolinesterase (Electrophorus electricus, Sigma Aldrich)(0,222U/mL) e realizada 9
leituras em um periodo de 10 min em 405 nm. A interferéncia da hidrélise espontanea
do substrato foi corrigida a partir da subtracdo da média da absorbancia medida antes da
adicdo da enzima. A porcentagem de inibicdo da enzima foi calculada a partir da

seguinte formula matematica:

% inibicdo = [(C-A) x 100] /C
Onde:
C = controle contendo enzima e substrato

A = ensaio contendo o extrato, enzima e substrato
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3.9 DETERMINACAO DA TOXIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA

Metodologia empregada

A toxicidade sobre Artemia salina realizou-se através da metodologia adaptada
de Mayer et al (1982).

3.9.1 Preparacao da Solucéo Salina

Em um aquério que se utilizou como incubadora, foi adicionada uma solugéo
salina artificial (40g de sal grossa em 1L de agua destilada). Ajustando o pH entre 8 ¢ 9
com uma solucéo de carbonato de sodio (Na,CO3 a 10%). A incubadora foi iluminada
artificialmente com uma lampada fluorescente com aeracdo. Em um dos lados da
incubadora, foram colocados aproximadamente 100 mg de ovos de Artemia salina.
Parte do sistema foi coberto com papel aluminio (Figura 24) para que 0s organismos ao
nascerem, permanecessem isolados em um dos lados do aquéario devido a diferencia de
iluminacdo. Os nauplios foram atraidos pela iluminacdo depois da eclosdo facilitando a
separacdao destes e das cascas dos cistos. Durante a incubacéo, a temperatura foi mantida
em torno de 25°C e a eclosdo dos ovos foram monitoradas a cada 12 horas sendo

verificada no periodo de 48 horas.

Figura 24. Aquério contendo cistos de Artemia salina submetido um periodo de 24 horas.

Fonte: Autor
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3.9.2 Preparacéo de Solucges para o Bioensaio

O tempo de exposicdo (24h) partiu de uma solucdo de 25 mL contendo 1000

uL.mL™ da amostra, solubilizada em Tween 80 a 1% e completados com agua salina.

A partir da primeira solugdo, pipetou-se volumes de 12,5 mL a tubos contendo 1
mL de uma solucdo de Tween 80 a 1% em solucdo salina e completados com 10 mL de
solucdo salina, para obter a concentracdo de 500 pL.mL™. As demais solucdes de
concentracdo inferior (250 e 125 pg/mL) foram obtidas conforme j& descrito, e

utilizando a seguinte equacéo respectivamente:

Cle1:C2xV2

3.9.3 Realizacéo dos testes

Apds o periodo de incubacdo de 24 horas, 10 organismos (nauplios de Artemia
salina), foram selecionados e expostos nos tubos de ensaios com as diferentes

concentragdes diluidas.

Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracdo. Utilizou-se uma
solucdo salina sem extrato como controle positivo também em triplicata, que foi
submetido a0 mesmo procedimento experimental que 0s grupos tratados com as
amostras em estudo para efeitos comparativos da influéncia do veiculo utilizado sobre a

resposta das larvas de A. salina.

Este sistema foi incubado em temperatura ambiente por 24 horas, sem aeracéo

sendo os frascos mantidos sob iluminacéo.

Apoés o periodo de 24 horas de incubacdo foi contados o nimero de larvas
mortas e vivas em cada frasco, através da visualizacdo macroscopica e 0s valores

registrados em formulario.
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3.9.4 Avaliacéo da toxicidade

Decorrido o tempo de 24 e 48 horas realizou-se a contagem do numero de
nauplios vivos e mortos/imobilizados. Foi calculada a probabilidade de mortalidade de

acordo com a formula:

Probabilidade de Mortalidade (%) = %xlOO, onde:

r = nimero de artemias mortas;

n = ndmero de artemias totais no tubo de ensaio.

Os valores em porcentagem da probabilidade de mortalidade foram corrigidos
levando-se em consideracdo a porcentagem de mortalidade no teste controle negativo de
acordo com a Férmula de Abbot (ABBOT, 1925).

Formula de Abbot

% Probabilidade de Mortalidade = 100 x (%T - %C), onde:

100% - %C
%T- representa a mortalidade de artemias testadas com a amostra de interesse;
%C- a mortalidade de artemias utilizadas no controle.

Na interpretacdo dos resultados foi determinada a Concentracdo Letal 50% CLs.

3.9.5 Calculo da CLsxg

Para a obtencdo da CLso no teste de avaliacdo de toxicidade utilizou-se uma
curva de calibragdo. Considerou-se ap0s os calculos, baixa toxicidade quando a CLs, for
superior a 500 pg.mL™; moderada para CLsp entre 100 a 500 ug.mL™ e muito téxico
quando a CLsy foi inferior a 100 pg.mL™ (AMARANTE, 2010).
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3.10 Determinacdo da atividade antioxidante do dleo de A. glabra L.

A metodologia consiste na medida da extincdo da absorcdo do radical 1,1-
difenil-2-picril hidrazil (DDPH) em 515 nm (MIRANDA; FRAGA, 2006). A
determinacdo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata por método de
espectrofotometria de absor¢do molecular UV-visivel. A técnica consistiu na incubagdo
por 10 minutos de 500 uL de uma solu¢do metanolica de DPPH 0,1 mM com 500 pL de
solugdes contendo concentracfes crescentes de 6leo fixo (500; 1000; 1500; 2000; 2500

ng.mL™) em metanol.

Procedeu-se da mesma forma para a preparacdo da solucdo denominada
controle, porém substituindo-se 500 uL da amostra em 500 uL de solvente metanol.
Para a solugdo denominada “branco”, foi utilizado solvente etanol. O porcentual de
captacdo do radical DDPH foi calculado em termos da porcentagem de atividade
antioxidante (AA %)

AA % = AbScontrole—( AbSamostra—AbSbranco ) x 100

AbScontrole

Analisam-se as amostras em espectrofotometro de absor¢do molecular UV-Visivel
em comprimento de onda de 515 nm com objetivo de avaliar a absorbancia das
diferentes concentracdes das amostras e anotar os resultados. Depois a avaliacdo pode
ser calculada a concentracdo de 6leo necessaria para capturar 50 % do radical livre
DDPH (ICsp) por anélise de regresséo linear (CARBONARI, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimentos do 6leo da semente de A. glabra L.

O o6leo da semente de A.glabra L. obteve uma coloragdo amarelo claro como
pode ser observado na (figura 25), logo apds a obtencdo do 0leo, foi possivel calcular
seu rendimento. Como foram realizadas trés extracOes, para melhor entendimento os

dados serdo mostrados na tabela 3.

Figura 25. Oleo de Annona glabra L.

Fonte: Autor

Tabela 3 - Rendimento obtido nas extracdes realizadas

Extrac6es Peso do material Peso da amostra Rendimento (%)
para a realizacdo do dleo extraido
da extracao (g) (9)
18 30,24 10,23 33,82
22 30,22 10,15 33,59
32 30,23 10,20 33,75
Média 33,72

Podemos observar na tabela 3, o rendimento do 6leo fixo da semente de A.
glabra L. foi de 33,72%. Nao foi encontrado na literatura rendimentos de Oleos da
semente da espécie A. glabra L.



Tabela 4 — Comparacao do rendimento das extracfes dos dleos de sementes do género Annona.
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Espécies Rendimento (%) Autores
22,4 Branco et. Al.,
A. Cherimola 2010
20,5 Benites et al.,
A. Sylvatica 2015
22,05 Fontana et.al,
A. Muricata 1998

Segundo a tabela 3, o teor de 6leo obtido neste trabalho foi de 33,72% enquanto
que Branco et al.,(2010), Benites et. Al.,(2015) e Fontana et. Al., (1998) obtiveram um

rendimento inferior com 22,4%, 20,5% e 22,5%, utilizando o extrator de sohxlet com

solvente etanol de outras espécies de Annonas na tabela 4.

4.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE ANNONA

GLABRA POR CROMATROGRAFIA GASOSA

A (figura 25) mostra o cromatrograma das areas de picos e tempo de retencdo do

padrdo (suplico 37) do 6leo de semente de A. glabra L., a tabela 5 mostra os acidos

graxos encontrados, composicao, tempo de retencdo, (%) resultados e area dos picos.
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Figura 25 — Cromatograma dos acidos graxos metilados obtidos mediante CG para 6leo de A.glabra L.

C12:0

Minutes

o
c
o
«
b
o
[}
=
N
®
-~
0
Q
©
-
0
<
<
1
0
2
«
-
O
2
e <} ¥l
8 S - Q = vﬁw’__,wk-"
0 s 5 J w P
ot
[3 AR S R S
e
—h R R et
1 2 6 8 9 10 1n 12 13 14 15

55



56

Tabela 5 - Composicéo percentual dos acidos graxos presentes na amostra A. glabra L.

Acido graxo Composicao Tempo de Area %
Retencéo
Acido Caproico C6:0 0.72 144047 0.98
Acido Caprilico C8:0 1.324 202145 1.37
Acido Céaprico C10:0 2.387 203952 1.39
Acido Laurico C12:0 4.01 3161172 21.49
Acido Miristico C14:0 5.897 1132543 7.70
Acido Palmitico C16:0 7.849 1901469 12.92
Acido Cl6:1 8.287 109775 0.75
Palmitoléico
Acido Margarico C17:0 8.757 55957 0.38
Acido Estearico C18:.0 9.709 765421 5.20
Acido Oleico C18:1n9 10.078 4258030 28.94
Acido Linoleico C18:2n9 10.732 2126338 14.45
Acido Araquidico C20:0 11.408 57044 0.39
Acido C18:3n3 11.523 63998 0.43
Alfalinolénico

O perfil dos acidos graxos encontrados no 6leo da semente de A. glabra L. esta

descrito na tabela, onde pode-se observar um total de 13 &cidos graxos.

O oleo da semente de A. glabra L. apresentou um teor de aproximadamente
52,25% de acidos graxos saturados e 44,14% de acidos graxos insaturados, tendo uma
razdo de acidos graxos saturados/insaturados de 1,18, portanto os acidos graxos

saturados encontram-se em maior quantidade.

Os &cidos graxos insaturados encontrados em maior concentra¢do foram o acido
oleico com 28,94% e o éacido linoleico com 14,45%. Os &cidos graxos saturados
predominantesencontrados nas amostras foram acido laurico com 21,49% e acido

palmitico com 12,92%.
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ENSAIOS BIOLOGICOS

Ensaios biologicos segundo a ANVISA (1988), “sdao procedimentos destinados a
avaliar o potencial de principios ativos contidos nas matérias-primas e preparagdes
farmacopeias, através do uso de reagentes biologicos tais como: Micro-organismos,

Animais, Fluidos e 6rgdos isolados de animais™.

4.3 TESTES DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O o6leo da semente de A.glabra L. foi avaliado quanto ao seu potencial de
inibigdo do desenvolvimento bacteriano “in vitro” dos seguintes microrganismos: Gram
negativas Salmonella typhimurium (ATCC 13311) e Citrobacter freundi (ATCC8090).
Gram-positivas, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus (ATCC
11778). Os valores da porcentagem de inibicdo da amostra sobre os microrganismos

utilizados encontram-se na tabela 6.

Tabela 6. Resultados de inibigdo bacteriana do 6leo de A. glabra L.

% De inibicado de crescimento

(250 | (125 | (62.5 |(31.25 [(15.62 | (7.81 (3.90 | (1.95

Microorganismos ng ng ng ng pg |pgmL | pgmlL| pg
mLY) | mL?) | mLY) | mL?) | mL? Y | mLh
S. aureus (+) 75,98 | 72,02 | 70,43 | 70,22 | 69,02 | 63,17 | 67,16 | 57,97
B.Cereus (+) 76,13 | 76,05 | 75,72 | 72,55 | 58,15 | 46,77 | 45,34 | 47,17
C. freudii (-) 53,70 | 40,95 | 28,68 | 29,67 | 13,54 | 17,71 | 15,87 | 20,65
S. typhimurium (-) 52,33 | 4142 | 41,92 | 23,53 | 29,53 | 20,95 | 19,31 | 15,77

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necesséria para inibir o
crescimento do microrganismo-teste; esse valor € conhecido como Concentracéo
Minima Inibitoria (MIC) (OSTROSKY, et al.,2008). Além de ser considerado o padréo

para determinar o parametro de sensibilidade a antimicrobianos, a MIC tambem ¢é
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utilizada para avaliar o desempenho de todos os outros testes de sensibilidade
(ANDREWS, 2001).

Em relagdo & atividade antibacteriana, ndo existe um consenso sobre o nivel de
inibicdo aceitavel para produtos naturais quando comparados com antibidticos padrdes,
tanto que alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibioticos,
enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibi¢oes
superiores (DUARTE, 2006). Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificacdo para
materiais vegetais com base nos resultados de MIC, considerando como: forte inibicao —
MIC- até (0,50 mg/mL); inibicdo moderada — MIC entre (0,6-1,50 mg/mL) e como
fraca inibicdo — MIC acima de (1,50 mg/mL).

Através dos ensaios da atividade antimicrobiana, verificou-se atividade no 6leo
da semente de A. glabra L., e foi comparado os resultados obtidos conforme a
classificacdo de Duarte (2006) e Aligianis et al. (2001), onde os resultados do éleo da
semente de A. glabra L. mostraram atividades fortes a fracas com valores de 0,02 & 2,5
mg/mL.

Ao analisar o0s microrganismos testados, as bactérias Gram-positivas
apresentaram inibicdo forte com valores entre 0,02 a 0,15 mg/mL, sendo que S. aureus
foi inibida em todas as concentracbes, ja B.Cereus apresentou inibicdo até a
concentracdo 15,62 mg/mL. J& as bactérias Gram-negativas apresentaram inibicéo fraca
com valores de 2,5 mg/mL, sendo que C.Freudii e S. typhimurium foram inibidas
apenas na concentracdo 250 mg/mL apresentando inibicdo ( 53,70% e 52,33%)
respectivamente.

GUIMARAES et al., (2010) afirmam que em decorréncia da natureza complexa
da parede celular das bactérias Gram-negativas, essas sdo mais resistentes a acdo de
antibidticos, que ndo sdo capazes de atravessar efetivamente a barreira lipidica da
camada externa dessas bactérias.

De acordo com a literatura a espécie A. glabra L. apresentou atividade
antimicrobiana com o extrato da casca do caule contra Staphylococcus pyogenes e
Pseudomonas pyocyaneae, 0S organismos testados apresentaram atividade moderada
(PADMAJA,1995). E segundo Galvdo (2015) observou atividade com extratos das
folhas contra as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, apresentando forte atividade antimicrobiana.

Esta espécie tem recebido atencdo de pesquisadores por ser utilizada na

medicina popular como inseticida e antimicrobiano (CARVALHO et al.,2001).
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4.4 TESTES DE ATIVIDADE INIBITORIA DE ACETILCOLINESTERASE.

A avaliacdo quantitativa da inibicdo de acetilcolinesterase foi realizada pelo
método de Ellman. Esse método é baseado na hidrolise de acetilcolina pela
acetilcolinesterase, produzindo tiocolina que reage com DTNB, originando o composto
5-tio-2-nitro-benzoato, que apresenta coloracdo amarela.

A avaliacdo da atividade anticolinesterasica foi observada o potencial inibidor
no Oleo da semente de A. glabra L., apresentando (94,78+ 2,61) de inibicao.

Extratos vegetais que apresentam atividades de inibicdo maiores que 50% séo
descritos como potentes inibidores da enzima acetilcolinesterase, e extratos com
atividade de inibicdo entre 15 e 50% sao descritos como de atividade baixa a moderada.
Entretanto, atividades com inibicdo de 15% sdo consideradas como resultados falso-
positivos. (POLICARPO,2007:ADSERSEN,2006: INGKANINAN,2003:
TREVISAN,2003).

O dbleo da semente A. glabra L. apresentou uma inibicdo de 94,78% onde é
considerada potente inibidor, isso implica na abertura de novos estudos para isolar e
caracterizar principios ativos de acetilcolinesterase.

A pesquisa de novos compostos inibidores de Ache com uma agéo prolongada,
com maior poténcia e com menores riscos de efeitos adversos, ainda permanece com

foco de diversos pesquisadores.

4.5 TESTE DE TOXICIDADE GERAL FRENTE A ARTEMIA SALINA

O bioensaio de toxicidade frente & Artemia salina, foi realizado com o 6leo de
A.glabra L., o teste foi realizado em triplicata para todas as concentracfes das amostras
e para o teste branco [controle 1 (solucdo salina) e controle 2 ( solucdo salina +
DMSO0)]. A contagem dos nauplios (tabela 7) sobreviventes foi realizada apds 24 horas

com auxilio de uma lupa e obtendo os seguintes resultados:



Tabela 7. Contagem dos nauplios sobreviventes.
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1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625 | Controle
pg.mL? pg.mL? | pg.mL? | pg.mL? | pg.mL? | pg.mL? | pg.mL?
\Y% M \Y% M Vi M|V, M|V M|V M|V |M \Y
A 2 8 7 3 9 1 (10| 0 |10 O (10| O |10] O 10
D 3 7 8 2 9 1 (10| 0 |10 O (10| O |10] O 10
T 2 8 8 2 9 1 (10| 0 |10 O (10| O |10] O 10
X 233|766 766|266 9 1 (10| 0 |10 O (10| O |10] O 10

A= Amostra; D= Duplicata; T= Triplicata; X= Média; V=Vivos; M=Mortos.

Apos a contagem do numero de exemplares de Artemia salina vivos e mortos,

realizou-se o seguinte célculo:

M% = NUmero de organismos mortos X 100

NUmero total de organismos no tubo

Os valores da mortalidade foram corrigidos utilizando a formula de Abbott,
férmula abaixo (LUCENA,2012).

MC = (mortalidade nos frascos teste [%] — mortalidade no frasco controle [%]) X 100

(100% - mortalidade no frasco controle [%])

MC* = mortalidade corrigida

Apos a realizacdo dos célculos, considerar de baixa toxicidade quando

a dose letal 50% (DLso) for superiora 500 pg.mL™ ; moderada para DLs, entre 100 e
500 pg.mL™ e muito téxico quando DLs, for inferior a 100 pg.mL™ (LUCENA,2012).
Resultados na tabela 8.
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Tabela 8 — Dados da atividade frente a Artemia salina para o 6leo de A.glabra L.

Concentracgoes (% de mortalidade)
1000 pg.mL™ 76,6
500 pg.mL™ 26,6
250 pg.mL™ 10
125 pg.mL™ 0
Controle 1 0
Controle 2 0

Para o 6leo de A.glabra L. o valor obtido foi 76,6% para a concentracao
de 1000 pg.mL™ e para concentragdo de 500 pg.mL™ o valor é de 26,6% de

mortalidade, figura 26 .

Figura 26. Curva de atividade frente 4 Artemia salina com o 6leo de A. glabra L.
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Fonte: Autor
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Utilizando a formula da regresséo linear Y=A+BX, podemos calcular a

DLsg para o 6leo de A.glabra onde:

Y=50 A=-12,74783 B=0,99613
Y=A +BX
50 =-12,74783 +0,99613x
Logo temos que X = 716,54 ug.mL'l

Pelas analises dos dados, pode-se verificar que o 6leo de A.glabra L.
ndo apresenta letalidade frente & Artemia salina, sendo considerada de baixa toxicidade
(DLso superior a 500 pg.mL™) tendo sido encontrados os valores de DLs, de 716,54
ng.mL™. Os controles feitos com o solvente DMSO n&o apresentou nenhuma influéncia
sobre os resultados, pois nenhuma larva morreu na presenca de DMSO, do mesmo
modo que o controle realizado com agua salgada.

A literatura ndo relata estudos semelhantes para o 6leo da semente de
A. glabra L. No entanto Siebra (2007) realizou o teste com Artemia salina para o extrato
de A.glabra encontrando um valor de CLso > 100 pg. mL™ , logo a amostra testada néo

apresentou toxicidade frente ao teste realizado.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DA A.
GLABRA.

A Atividade Antioxidante é expressa por CEsy (concentracdo efetiva, que
elimina 50% dos radicais livres) indica o quanto a amostra é antioxidante, isto €, quanto
menor o valor da CEsy mais ativa é a amostra (ALPIOVEZZA et al., 2012;
LOCATELLLI et al., 2009). Os resultados da atividade antioxidante do 6leo da semente
de A. glabra est&o expressos na tabela 9.



63

Tabela 9. Valores da concentracdo para diferentes valores de % AA

CONCENTRACAO (ug.mLY) (AA %)
500 4,31
1500 10,23
2500 17,51
5000 30,1
10000 52,0

Como podemos observar, a tabela mostra os resultados obtidos apos a
determinacdo da atividade antioxidante do dleo essencial em diferentes concentragdes.
Os resultados demostram que o percentual antioxidante aumenta proporcionalmente
com a concentracdo. A partir das concentracdes e dos valores de absorbancia do 6leo foi

construido grafico (figura 27).

Figura 27 — Curva da quercetina
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Figura 28. Curva de calibracdo de DDPH para os diferentes valores de AA %
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Foi utilizado o software Origin 6.0, 0o que possibilitou a determinacdo da
equacdo da reta (Y= A + BX). Através desta equacgdo, pode-se encontrar a concentragao
efetiva (CEsp) para cada amostra testada, (tabela 10).

Tabela 10. Valores encontrados das amostras de 6leo de A.glabra L. e quercetina.

AMOSTRAS A B Y CEso(pg.mL™) R
Oleode A. glabra L. | 3,4591 0,005 50 9308,13 0,9928
Quercetina 0,0049 4,9316 50 10,14 0,9997

Utilizando a formula da regressao linear (Y=A +Bx), pode-se encontrar CEs =
9308,13 pg.mL™?, onde apresenta um valor muito alto em comparacdo com o controle
positivo empregado (quercetina= 10,14 ug.mL™).

Entdo, considerando os valores do teste realizado, a amostra do 6leo da semente
A.glabra ndo demonstrou potencial para ser utilizado como antioxidante, ou seja, 0S

valores encontrados para 0 CEsy € muito acima se comparado com o valor padrdo da
quecertina.
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Silva et al. (2008) determinou a atividade antioxidante da semente de A. glabra,
pelo método do DPPH, que se baseia na reducdo da molécula do radical livre DPPH
(CEso), e apresentou atividade moderada.
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CONCLUSAO

O presente trabalho alcangou seu objetivo, ampliando o estudo da espécie A.
glabra L. através da composicéo quimica e atividade bioldgica.

O oleo da semente de A. glabra L. foi extraido utilizando o aparelho soxhlet,
apresentou um rendimento de 33,72% foi considerado um bom rendimento comparando
com a literatura do mesmo género, porém até o momento ndo foram encontrados

estudos com o 6leo da mesma espécie.

A andlise cromatografica da composicéo dos &cidos graxos foi realizada em CG,
encontrando um total de 13 &cidos graxos diferentes. Os 6leos apresentam altas

quantidades de acidos oleicos, laurico, linoleico e palmitico.

Os resultados da atividade antibacteriana mostraram que o 6leo da semente de A.
glabra foi mais significativo nas bactérias Gram positivas S. aureus e B.Cereus
apresentando uma variacdo MIC (Minima Concentracdo Inibitéria) de 57,97% a
76,98%, ja para as bactérias Gram negativa C. freudii e S. typhimurium, a variagdo MIC
foi de 15,77% a 53,70%.

O ¢6leo da semente de A. glabra L. apresenta 94,78% de inibicdo, considerado
potente na enzima acetilcolinesterase, sendo este um valor promissor na abertura de

novos estudos.

No teste de toxicidade do 6leo 6leo da semente de A.glabra L., ndo foi verificado
uma grande quantidade de 6bitos de Artemia salina, sendo considerado de baixa
toxicidade (DLso superior a 500 pg.mL™) tendo sido encontrados os valores de DLs, de
716,54 ug.mL™.

No teste antioxidante por sequestros de radicais livres, usando DPPH (1,1 -
difenil-2-picril-hidrazila) foi observado que o 6leo da semente de A.glabra L. ndo
demonstrou potencial para ser utilizado como antioxidante com o CEsy = 9308,13

ng.mL™* apresentando um valor muito alto em relac&o a quercetina.

Este trabalho contribuiu para ampliagdo do conhecimento cientifico fornecendo
dados sobre a espécie A. glabra L. e outros trabalhos deverdo ser realizados para a

complementacédo destes estudos e aplicacgdes.
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