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RESUMO 

A gravioleira (Annona muricata L.) é uma árvore da família Annonaceae largamente 

distribuída em todas as regiões tropicais do mundo, produz fruto conhecido como graviola e 

suas folhas são usadas na medicina tradicional como fitoterápicos. Alguns compostos 

presentes na A. muricata já foram relacionados com as atividades antioxidante, anti-

inflamatória e antimicrobiana dessa planta. Esse trabalho teve por objetivos avaliar as 

atividades antioxidante, anti-inflamatória e antibacteriana dos extratos hexânico (EH) e 

etanólico (EE) das folhas de gravioleira. Para tanto, foram utilizadas folhas de gravioleira para 

o preparo dos extratos utilizados em análises da composição fitoquímica, da capacidade 

antioxidante total, ensaios de edema de orelha in vivo e da atividade antibacteriana in vitro. 

Para a análise da atividade antioxidante dos extratos hexânico e etanólico foram determinados 

os polifenóis totais, flavonoides amarelos e antocianinas totais e a capacidade antioxidante 

total pelos métodos ABTS●+ e DPPH. Para avaliação da atividade anti-inflamatória dos 

extratos, foi utilizado o modelo de edema de orelha induzido por xileno ou TPA em 

camundongos (Swiss fêmeas, 25-35g) submetidos a tratamentos por via intragástrica (i.g.) por 

7 dias consecutivos ou por via tópica (dose única) com diferentes concentrações dos extratos 

(EH ou EE): 10, 100 e 1000 mg/kg. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada 

contra  cepas de Sthaphylococcus aureus (ATCC 14458), Listeria monocytogenes (ATCC 

33090), Escherichia coli (ATCC 11775) e Salmonella choleraesuis (ATCC 14028). Os 

extratos apresentaram grande variedade de compostos fitoquímicos, principalmente o EE, 

além de elevada atividade antioxidante. O pré-tratamento por via i.g. com os extratos foi 

capaz de inibir o edema induzido por xileno, com um percentual máximo de inibição de 

61,72% para o EE10 e de 57,08% para o EH100, mas nenhum efeito no edema induzido por 

TPA. O tratamento tópico por EH inibiu de forma dose-dependente o edema induzido por 

xileno, com máximo de inibição de 78,89% para EH1000, enquanto para EE1000 foi de 

67,95%, sem diferença significativa com EE10 e EE100. Já para o edema induzido por TPA, 

EH (10, 100 e 1000 mg/kg) inibiram o edema em 84,39%, 68,68% e 65,96%, enquanto para 

EE (10, 100 e 1000 mg/kg) a inibição foi de 75%, 56% e 51%, respectivamente. Ademais, os 

extratos não apresentaram atividade antibacteriana frente às cepas testadas. Os extratos 

hexânico e etanólico das folhas de gravioleira apresentam elevada capacidade antioxidante e 

atividade anti-inflamatória diferenciada em relação aos edemas induzidos por xileno e TPA.  

Palavras-chave: Annona muricata L. Atividade antioxidante. Atividade anti-inflamatória. 

Edema de orelha. Xileno. TPA. 



 
 

 

ABSTRACT  

Soursop (Annona muricata L.) is a tree of Annonaceae family widely distributed in all 

tropical regions of the world, produces fruit known as graviola and its leaves are used in 

traditional medicine as phytotherapy. Some compounds present in A. muricata have been 

related to antioxidant activity, anti-inflammatory and antimicrobial activities of this plant. 

This study aimed to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial activities of 

hexane (HE) and ethanol (EE) soursop leaves extracts. To this end, we used soursop leaves 

for preparation of extracts for further analyzes of phytochemical composition, antioxidant 

capacity, ear edema assays in vivo and in vitro antibacterial activity. For analysis of the 

antioxidant activity of hexane and ethanol extracts were determined total polyphenols, 

yellows flavonoids and anthocyanins and total antioxidant capacity by ABTS●+ and DPPH 

methods. To evaluate the anti-inflammatory activity of the extracts was performed ear edema 

model induced by xylene or TPA in mice (Swiss females, 25-35g)-treated intragastrically (ig) 

for 7 consecutive days or topically (single dose) of different concentrations of the extracts (EE 

or HE):10, 100 and 1000 mg/kg. The antimicrobial activity of the extracts was evaluated 

against strains of Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Listeria monocytogenes (ATCC 

33090), Escherichia coli (ATCC 11775) and Salmonella choleraesuis (ATCC 14028). The 

extracts showed wide variety of phytochemical compounds, especially EE, and high 

antioxidant activity. Pretreatment via i.g. with the extracts was able to inhibit the edema 

induced by xylene, with a maximum percentage of inhibition of 61.72% for EE 10 and 

57.08% for HE 100, but no effect on TPA-induced edema. The topical application with HE 

inhibited in a dose-dependent form the xylene-induced edema with maximum inhibition of 

78.89% for HE1000, while for EE1000 was 67.95%, with no significant difference EE10 and 

EE100. As for the TPA-induced edema, HE (10, 100 and 1000 mg / kg) inhibited edema at 

84.39%, 68.68% and 65.96%, while for EE (10, 100 and 1000 mg / kg ) the inhibition was 

75%, 56% and 51%, respectively. Moreover, the extracts showed no antibacterial activity 

against all tested strains. The hexane and ethanol extracts of soursop leaves exhibit high 

differentiated antioxidant and anti-inflammatory activity compared to edema induced by 

xylene and TPA. 

Keywords: Annona muricata L. Antioxidant activity. Anti-inflammatory activity. Ear edema. 

Xylene. TPA. 
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1. INTRODUÇÃO 

Segundo a OMS, plantas medicinais são aquelas que, nativas ou cultivadas, são 

utilizadas para fins medicinais ou fitoterapia.  Nos últimos anos, os fitoterápicos têm recebido 

grande atenção, uma vez que a diversidade química das plantas faz com que elas sejam uma 

das principais fontes para o isolamento de compostos orgânicos bioativos (BASSO, 2005).  

Os produtos de origem natural, especialmente as plantas, são considerados uma fonte 

alternativa de medicação. A grande diversidade vegetal do território brasileiro possibilita 

encontrar diversas plantas medicinais e torna comum a prática de fitoterapia. O conhecimento 

popular sobre o uso e a eficiência de fitoterápicos é bem antigo e passa de uma geração a 

outra e têm despertado o interesse de muitos pesquisadores (BASTOS, 2007). 

A fitoterapia, tratamento que utiliza as plantas para o tratamento de doenças, já era 

conhecida e praticada pelas civilizações egípcias e gregas, ainda sendo bastante utilizada 

principalmente no Oriente, no qual se observa que inúmeras doenças são eliminadas por uso 

de plantas medicinais, sendo bastante comum em países como China, Paquistão e Tailândia 

(HERBARIUM, 2002). Estima-se que atualmente 25 a 30% das drogas prescritas 

mundialmente são oriundas de plantas medicinais (RATES, 2001; CALIXTO, 2005). No 

Brasil, 20% da população é responsável por 63% do consumo de medicamentos alopáticos, os 

80% restantes encontram nos produtos de origem natural, especialmente as plantas 

medicinais, a única fonte de recursos terapêuticos (FOGLIO et al., 2006). No entanto, muitas 

plantas da flora nativa com propriedades terapêuticas são utilizadas sem a certificação precisa 

e necessária de suas propriedades farmacológicas e possíveis riscos e/ou efeitos adversos 

(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).  

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos obtidos pela pesquisa de fontes 

naturais tais como extratos de plantas, levou à descoberta de drogas muito úteis clinicamente, 

que desempenham papel importante no tratamento de doenças humanas (DOS SANTOS; 

SANT’ANA, 2001). Com o avanço da ciência, intensificaram-se os estudos sobre as plantas 

medicinais utilizadas popularmente, relacionando sua composição química com seus efeitos, 

sendo indispensável sua validação científica para aceitação de sua utilização (McGAW; 

ELOFF, 2008).  

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade e o potencial farmacológico dos 

fitoterápicos dessa enorme biodiversidade ainda é utilizado de forma incipiente, o que 

justifica intensificar as pesquisas nessa área. Nesse contexto, a gravioleira encontra-se, 

portanto, na atual tendência de busca por medicamentos naturais, contribuindo para o 
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esclarecimento de atributos funcionais, orientação da população e crescimento sócio 

econômico do país. Essa planta, além de ser utilizada na alimentação humana vem sendo 

utilizada como fitoterápico devido às propriedades medicinais apresentadas por suas folhas, 

frutos, sementes e raízes (MENDONÇA et al., 2002).  

Dados na literatura sugerem um potencial efeito antioxidante e anti-inflamatório das 

folhas da gravioleira, porém estudos mais aprofundados são necessários para que se possa 

consolidar essa planta como uma alternativa natural aos medicamentos químicos 

convencionais. Vale ainda salientar, que não há trabalhos avaliando o efeito anti-inflamatório 

dos extratos etanólico e hexânico das folhas da gravioleira frente a diferentes agentes 

flogístico, sendo interessante investigar se esses extratos apresentam atividades antioxidante, 

anti-inflamatória e antibacteriana. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Plantas Medicinais  

Plantas medicinais são aquelas que contêm um ou mais princípios ativos que lhes 

conferem atividade terapêutica, possuem tradição de uso pela população ou comunidade e são 

capazes de prevenir, aliviar ou curar enfermidades (LORENZI; MATOS, 2002; CARVALHO 

et al., 2007).  

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

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

com fins terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semissintéticos” (VEIGA 

JÚNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).  

Desde os tempos antigos as plantas medicinais passaram a ser utilizadas pelo homem 

como principais fontes de drogas, para estabelecer a cura ou o alívio de doenças. O 

conhecimento adquirido pelas comunidades sobre a sua utilização é repassado, nas diferentes 

culturas, através das gerações, perpetuando-o (PHILLIPSON, 2001; McGAW; ELOFF, 2008; 

MUKANDIWA et al., 2012;). Os registros históricos sobre a utilização das plantas 

medicinais para tratamento de doenças vão desde 4.000 a. C. O primeiro registro médico 

depositado no Museu da Pensilvânia é datado de 2.100 a. C. e inclui uma coleção de fórmulas 

de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou mineral. O manuscrito Egípcio 

“Ebers Papirus” (1.500 a. C.) contém 811 prescrições e 700 drogas e o primeiro texto Chinês 

sobre plantas medicinais (500 a. C.) relata nomes, doses e indicações de uso de plantas para 

tratamento de doenças. Algumas dessas plantas ainda são utilizadas, como Ginseng (Panax 

spp), Ephedra spp, Cassia spp e Rheum palmatum L., inclusive como fontes para indústrias 

farmacêuticas (DUARTE, 2006). No Brasil, a utilização das plantas como medicamento 

recebeu influências tanto da cultura indígena como da africana e europeia, que durante muito 

tempo foi a principal forma de cura utilizada, sobretudo, pela população rural (LORENZI & 

MATOS, 2002).  

Nas últimas décadas a quantidade de informações sobre o uso de recursos vegetais 

aumentou, fato que intensificou a pesquisa de plantas medicinais utilizadas popularmente, 

relacionando sua composição química com seus efeitos, uma vez que a diversidade química 

das plantas faz com que elas sejam uma das principais fontes para o isolamento de compostos 

orgânicos bioativos (BASSO et al., 2005; CARTAXO et al., 2010). Existe em todo o mundo 

uma maior procura por terapias alternativas em relação às já existentes, na busca de uma 
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diminuição dos efeitos colaterais indesejáveis relacionados ao uso de drogas sintéticas, que 

não são efetivas em todos os casos (IBRAHIMA et al., 2012), além de um aumento em 

pesquisas que possam determinar a segurança e eficácia do uso de plantas medicinais 

(NISSEN; EVANS, 2012).  

Acredita-se que 25 a 30% das drogas produzidas mundialmente são derivadas direta 

ou indiretamente de plantas (CALIXTO, 2005; McGAW; ELOFF, 2008). No Brasil, 20% da 

população é responsável por 63% do consumo de medicamentos disponíveis, os 80% 

restantes encontram-se nos produtos de origem natural, especialmente as plantas medicinais 

(FOGLIO et al., 2006).  

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos obtidos pela pesquisa de fontes 

naturais tais como extratos de plantas levou à descoberta de drogas muito úteis clinicamente, 

que desempenham papel importante no tratamento de doenças humanas (DOS SANTOS; 

SANT`ANA, 2001). O conhecimento da medicina tradicional, junto a técnicas modernas tem 

acelerado esse processo (SAKLANI e KUTTY, 2008; SCHOEPE et al., 2006), possibilitando 

que vários medicamentos fitoterápicos derivados de extratos de plantas sejam utilizados no 

tratamento de uma ampla variedade de doenças, apesar de ser relativamente pequeno o 

conhecimento sobre seus mecanismos de ação (BAGUL et al., 2005; RATHEESH; HELEN , 

2007).  

As atividades biológicas das plantas utilizadas na medicinatradicional geralmente são 

atribuídas aos seus metabólitos secundários, que na maioria das vezes, possuem estrutura 

química complexa com muitos centros quirais, o que determina os mais variados tipos de 

compostos bioativos com ação farmacológica (AGRA et al., 2007). Produtos naturais 

derivados de plantas tais como alcaloides, taninos, terpenos e flavonoides têm recebido 

atenção considerável nos últimos anos devido às suas diversas propriedades farmacológicas, 

incluindo atividades analgésicas, anti-inflamatórias e antioxidantes (PANDURANGAN et al., 

2009).  

Entre as inúmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se as plantas 

pertencentes à família Annonaceae, que apresentam espécies de importância terapêutica, 

ecológica e econômica.  
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2.2 Annona Muricata L. 

A gravioleira (Annona muricata L.), pertence à família Annonaceae é, entre as 

Magnoliales, a que possui maio número de espécies. Apresenta aproximadamente 135 gêneros 

e 2500 espécies (CHATROU et al., 2004; LOBÃO; SILVA, 2007; CHATROU et al., 2012). 

Dentro do gênero Annona destacam-se, além da gravioleira, a pinha, a ata ou fruta-do Conde 

(Annona squamosa), a cherimólia (Annona cherimola) e a atemóia (híbrido entre cherimólia e 

pinha) (LIMA et al., 2006).  

Segundo Manica (1997), a gravioleira (Figura 1A) é uma árvore de pequeno porte, 

com altura de 3,5 a 8 m, copa pequena, de ramificação assimétrica e de folhagem compacta. 

As folhas são inteiras, ovadas, oblongas ou elípticas, coriáceas, duras, de pecíolos curtos, de 

cor verde-escura-brilhante na página superior e verde-amarelada na página inferior, medindo 

de 5 a 18 cm de comprimento por 2 a 7 cm de largura, quando adultas. As flores (Figura. 1B) 

no estádio de “capulho” têm um formato subgloboso ou piramidal, são hermafroditas, de cor 

verde-escura quando em crescimento e verde clara quando próximas da antese, distribuídas 

em pedúnculos curtos axilares ou diretamente do tronco, solitárias ou agrupadas de 2 a 4 

flores, originadas de raminhos curtos dos ramos de plantas velhas que, após a fecundação, 

formam cachos de frutos. O fruto (Figura. 1C) é uma baga composta, frutos múltiplos ou 

sincarpo, carnoso, o maior do gênero Annona, medindo de 16,2 a 30,1 cm de comprimento 

por 11,3 a 21,2 cm de largura, com peso de 1 kg até 10 kg, de forma elipsoidal ou ovóide de 

cor verde, apresentam falsos espinhos carnosos curtos e moles. A sua polpa é branca, doce, 

mas ligeiramente ácida e produz muitas sementes escuras. As sementes (Figura 1D), acima de 

95 por fruto, são ovóides e aplainadas, medindo entre 15 e 20 mm de comprimento, pesando 

entre 0,57 g e 0,61 g, tendo a testa dura e cor marrom-escura-brilhante (MOSCA et al., 2006). 

As espécies de Annona foram trazidas para as Américas pelos espanhóis, e tornaram-

se largamente distribuídas pelos trópicos, sendo encontradas nas regiões subtropicais e 

tropicais do mundo, como nas Índias Ocidentais, América do Norte e do Sul, planícies da 

África, ilhas do Pacífico e Sudeste da Ásia (BADRIE; SCHAUSS, 2010).Uma infinidade de 

outras espécies dentro do gênero Annona, é encontrada em diversas regiões brasileiras, nas 

mais variadas condições climáticas. No Brasil, além da região Nordeste, a graviola é 

amplamente cultivada nas regiões Norte, Centro-Oeste e Sudeste (MICHELETTI et al., 2001; 

MANICA et al., 2003). 

Apesar de as anonáceas serem consumidas geralmente como frutas in natura, elas são 

amplamente usadas na medicina tradicional e listadas como plantas medicinais do Brasil 
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(WANG et al., 2002; MATOS et al, 2004; CARBALLO et al., 2010). Destacam-se pelos 

compostos presentes, como alcaloides, amidas, diterpenos, esteroides, flavonoides e 

acetogeninas (PONTES et al, 2004). Espécies da família Annonaceae, incluindo Annona 

muricata L., têm sido investigadas devido à presença de fitoquímicos, como os alcalóides, 

terpenoides, esteroides, algumas acetogeninas e ciclopeptídeos (BRITO et al., 2008).    

Substâncias das classes das acetogeninas têm sido encontradas em raízes, folhas, 

cascas, sementes e frutos, sendo derivadas de ácidos graxos de cadeia longa isolada, 

exclusivamente de plantas pertencentes à família Annonaceae (WANG et al., 2002). Essas 

acetogeninas possuem propriedades citotóxicas contra linhagens de células tumorais e 

atividades moluscicida, citotóxica, imunossupressora, pesticida, antiparasitária e 

antimicrobiana, e interesse crescente tem sido despertado devido ao potencial por inibir 

células resistentes a múltiplos fármacos (PIMENTA et al., 2003; BERMEJO et al, 2005; 

LIMA et al., 2010; DE SOUSA et al., 2010; CARBALLO et al., 2010; CHEN et al, 2012). 

Annona muricata L. também é reconhecida por conter taninos, flavonoides, polifenóis 

e triterpenóides (CHANG, 2001). Os ciclopeptídeos encontrados em Annona muricata L. 

apresentam atividades antitumoral, antifúngica, antiviral e de inibição de enzimas, cujas 

funções estão intimamente relacionadas com a conformação molecular dos mesmos (WU et 

al., 2007). Extratos de folhas de Annona muricata possuem propriedades antioxidantes 

(BASKAR et al., 2007), moluscicida (LUNA et al., 2006; SANTOS & SANTÁNA, 2001) e  

estudos recentes também mostraram nas folhas atividades analgésica e anti-inflamatória 

(ROSLIDA et al., 2010; DE SOUSA et al., 2010), além da atividade anti-ulcerogênica 

(ROSLIDA et al, 2012). O extrato etanólico bruto das folhas de Annona muricata L. também 

se revelou tóxico para larvas do mosquito Aedes aegypti (LUNA et al., 2003) e efetivo nos 

bioensaios com larvas de Artemia salina (LUNA et al., 2003; LUNA et al., 2006). 

Tradicionalmente, as folhas (Figura 2) de Annona muricata L. são usadas para dores 

de cabeça, insônia, cistite, problemas do fígado, diabetes, hipertensão, como anti-inflamatório, 

antiespasmódico, antidisentérico, sedativo, expectorante, broncodilatador e contra o câncer 

(TAYLOR et al., 2002; LORENZI, 2008). A decocção das folhas tem efeitos parasiticida, 

antirreumático e antineurálgico, quando usadas internamente, enquanto que as folhas cozidas, 

aplicadas topicamente, combatem reumatismo e abcessos (DISTASI et al., 2002). Tem sido 

demonstrado que as sementes da graviola são usadas com função emética e adstringente, e 

suas cascas como antidiabéticas e espasmo-líticas (LORENZI; MATOS, 2002). 

Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios da Annona muricata L. têm sido 

mencionados na literatura, mas em relação aos extratos obtidos das folhas de gravioleira ainda 
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são necessários maiores estudos para que se possam avaliar seus constituintes, como também 

sua atividade anti-inflamatória. Ademais há poucos trabalhos relatando o efeito anti-

inflamatório de extratos hexânico e etanólico de folhas de gravioleira. 

Figura1. (A) Gravioleira (Annona muricata); (B) Flores; (C) Frutos e (D) Sementes. 

 

          

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://www.ipa.br/novo/noticias/ipa-realiza-curso-de-enxertia-em-cha-grande/ 

  

 

Figura 2. Folhas de gravioleira 

 

                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://eol.org/pages/1054863/overvie 
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2.3 Estresse Oxidativo e Antioxidantes 

 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) são 

termos que abrangem todas as formas reativas do oxigênio e nitrogênio, incluindo radicais e 

não-radicais (CERQUEIRA et al., 2007). Nas últimas décadas tem havido um grande 

interesse no estudo do papel desses oxidantes devido ao fato de estarem associados com o 

desenvolvimento de várias doenças (VALKO et al., 2006). O ânion superóxido (O2˙
-), 

peróxido de hidrogênio, radicais hidroxilas, e os peróxidos orgânicos, são geralmente 

produzidas durante o metabolismo celular e são importantes para várias funções celulares 

(KUNDUR; SUHR, 2012). Sob condições fisiológicas normais, a eliminação de EROs é 

mediada através de uma grande variedade de vias antioxidantes, os quais podem ter origem 

endógena (por ex., superóxido dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras 

fontes. Destas últimas destacam-se tocoferóis (vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), 

polifenóis, selênio e carotenóides (SOUSA et al., 2007). Contudo, a produção excessiva de 

EROs, em consequência de estresses ambientais, infecção ou doença metabólica, resulta no 

estresse oxidativo e esse é responsável por mediar modificações de diversas biomoléculas 

(KUNDUR; SUHR, 2012). 

As EROS têm sido implicadas na etiologia de diversas doenças, como cirrose hepática, 

aterosclerose, câncer, diabetes, dentre outras, como também podem levar à mutação do DNA, 

alteração da expressão gênica, modificação de transdução de sinal da célula, apoptose celular, 

peroxidação lipídica e degradação de proteínas. Em contrapartida, existem compostos que 

podem eliminar ou minimizar os efeitos prejudiciais das EROs e que apresentam importância 

fundamental na melhoria desses processos (GOUTHAMCHANDRA et al., 2010; FU et al., 

2011). 

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substância que, mesmo presente 

em baixas concentrações quando comparada à do substrato oxidável, retarda ou inibe a 

oxidação deste substrato de maneira eficaz, diminuindo a velocidade da reação ou 

prolongando sua estabilidade oxidativa (MOURE et al., 2001).  Assim, os antioxidantes são 

responsáveis por auxiliar as células a resistir ou minimizar os danos causados pelas EROs, 

retardando o processo de envelhecimento e diminuindo o risco de doenças degenerativas 

associadas à idade, o declínio do sistema imunológico e disfunção cerebral, além de câncer e 

doenças cardiovasculares (BOUHLEL et al., 2007). Por conta disso, existe um crescente 

interesse na descoberta de antioxidantes naturais, por exemplo, polifenóis, presentes em 
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plantas medicinais e em alimentos, que podem ajudar na prevenção do dano oxidativo 

(SHUKLA et al., 2009). 

O interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de plantas explica-se também por 

sua baixa toxicidade em relação aos antioxidantes sintéticos. Extratos de frutas, vegetais, 

cereais e seus subprodutos industriais são ricos em antioxidante e têm demonstrado eficaz 

atividade antioxidante em sistemas modelos (WOLFE; WU; LIU, 2003; MANACH et al., 

2004), além de  possuírem baixa toxicidade em relação aos dois antioxidantes sintéticos mais 

comumente usados, BHA e BHT, que começaram a ser restringidos devido à sua toxicidade e 

indução de danos no DNA (ARABSHAHI-D et al., 2007; LIU et al., 2007). 

Os compostos fenólicos, que são metabólitos secundários de plantas, 

desempenham papel importante na proteção contra EROs e apresentam variadas estruturas 

(HARBORNE; WILLIAMS, 2000). A elevada atividade antioxidante dos polifenóis, além de 

sua capacidade de alterar o mecanismo de inibição das enzimas responsáveis pela produção de 

EROs tem sido atribuída a sua estrutura química que é ideal para a captura de radicais livres. 

Além disso, tem sido reportado que os polifenóis são mais eficazes do que os tocoferóis e o 

ácido ascórbico (FU et al., 2011). As propriedades antioxidantes dos polifenóis surgem de sua 

alta reatividade como o hidrogênio e da sua capacidade em estabilizar e deslocar o elétron 

desemparelhado (SHUKLA et al., 2009), atuando como agentes redutores, doadores de 

hidrogênio e quelantes de metais (JAVANMARDI et al., 2003). Essas atividades são 

influenciadas pelo número e posição dos grupos OH, assim como pelas posições de 

glicosilação (JUBETE et al., 2010). O balanço entre as EROs e os antioxidantes é, portanto, o 

melhor mecanismo na prevenção do estresse oxidativo (WU et al., 2008). 

Os flavonoides são pigmentos naturais presentes nos vegetais que desempenham um 

papel fundamental na proteção contra agentes oxidantes, como por exemplo, os raios 

ultravioletas, a poluição ambiental, substâncias químicas presentes nos alimentos, entre 

outros, e atuam também como agentes terapêuticos num elevado número de patologias, tais 

como arteriosclerose e cancro (COUTINHO et al., 2009). Eles têm estruturas químicas 

relativamente simples, mas mais de 4.000 derivados foram relatados na natureza, indicando as 

suas diversidades químicas (Figura 3). São conhecidas suas atividades antimicrobianas, 

antivirais, antiulcerogênicas, citotóxicas, antineoplásicas, mutagênicas, anti-inflamatórias, 

antioxidantes, anti-hipertensiva, hipolipidêmicas e antiplaquetárias (GUARDIA et al., 2001; 

KIM et al., 2004). 

Acredita-se que as propriedades relacionadas à saúde humana, exercidas pelos 

compostos fenólicos, destacando-se os flavonoides, são baseadas principalmente na sua 
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atividade antioxidante, atuando como sequestradores de radicais livres e quelantes de metais 

capazes de catalisar a peroxidação de lipídeos (HUBER, 2008). O mecanismo pelo qual os 

flavonoides exercem seus efeitos anti-inflamatórios envolve a inibição da atividade da COX e 

LOX, a biossíntese de eicosanoides e a degranulação de neutrófilos. Flavonoides como a 

quercetina inibem tanto a atividade da COX como da LOX (YUAN et al., 2006). 

Existem várias propostas de mecanismos de ação celular explicando a atividade anti-

inflamatória dos flavonoides in vivo. Eles poderiam regular a atividade celular de algumas 

células relacionadas à inflamação, como os mastócitos, macrófagos, linfócitos e neutrófilos. 

Por exemplo, alguns flavonoides inibem a liberação de histamina por mastócitos e outros 

inibem a proliferação de células T, alguns modulam a atividade de enzimas do ácido 

araquidónico (AA) enzimas metabolizadoras como a fosfolipase A2 (PLA2), ciclo-oxigenase 

(COX) e lipoxigenase (LOX) e óxido nítrico (NO), a produção de enzimas e a sintase do 

óxido nítrico (SNO). A inibição dessas enzimas por flavonóides reduz a produção de AA, 

prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT), e NO, mediadores cruciais da inflamação (KIM et 

al., 2004). Incluem os Flavonóis, Flavonas, Flavanóis, Antocianidinas, Flavanonas e 

Isoflavonas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).  

As antocianinas são flavonóides que se encontram largamente distribuídos na natureza 

e são responsáveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho que 

aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raízes de plantas. São compostos solúveis 

em água e instáveis em altas temperaturas (DORNAS et al., 2007). Nos últimos anos, o 

interesse por esses pigmentos se intensificou uma vez que pesquisas têm demonstrado que as 

antocianinas e suas respectivas agliconas são compostos bioativos e que possuem capacidade 

antioxidante, entre vários outros efeitos farmacológicos (KÄHKÖNEN & HEINONEN, 

2003).  

As flavononas ou dihidroflavononas são intermediários biossintéticos dos flavonoides 

e podem apresentar diferentes sabores, doce ou amargo, dependendo da modificação 

molecular que é feota, estando ligadas intrinsecamente com a indústria organoléptica, 

podendo ser utilizadas como flavorizantes (SIMÕES, 2004). 
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Figura 3. Estrutura química de alguns flavonoides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: PAN et. al., 2010 (modificada). 
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2.4 Inflamação e o processo inflamatório 

 

Inflamação é um processo que envolve uma série de eventos que podem ser 

desencadeados por numerosos estímulos, tais como agentes infecciosos, isquemia, complexos 

imunes ou antígeno-anticorpo e injúrias químicas, térmicas e mecânicas. Trata-se de um 

evento dinâmico e complexo, que consiste no reconhecimento do agente nocivo, sua posterior 

destruição ou inativação e tentativa de reconstruir o tecido lesado (VAJDOVICH, 2008). 

A resposta inflamatória é caracterizada clinicamente por quatro sinais clássicos, que 

incluem calor, eritrema, edema e dor e ocorre em três fases distintas, mediada por diferentes 

mecanismos: um agudo caracterizado por uma vasodilatação local e aumentada 

permeabilidade capilar, uma fase sub-aguda caracterizada por infiltração de leucócitos e 

células fagocíticas e uma fase proliferativa crônica, na qual ocorre degeneração do tecido e 

fibrose (ROTELLI et al., 2003). 

Em geral, a inflamação é uma reação protetora essencial para a sobrevivência do 

indivíduo. Entretanto, quando ela acontece de maneira inapropriada, comportando-se 

excessivamente ou de forma insuficiente, pode tornar-se prejudicial, passando a fazer parte 

integrante do processo patológico de algumas doenças, o que contribui para a elevada 

prevalência de morbimortalidade (RANG et al., 2007). É responsável pela manifestação de 

várias doenças agudas ou crônicas, como choque séptico, cancro, diabetes, aterosclerose, 

obesidade, doenças vasculares e câncer (McGEER; McGEER, 2008; YU et al., 2011; 

KUNDU; SUHR, 2012). Uma das formas de prevenir o aparecimento dessas doenças é 

reduzir o excesso de respostas inflamatórias (MASSAROTTI, 2008). 

A resposta inflamatória inicial é inespecífica, independente do tipo da agressão. Os 

eventos que se seguem após essa reação inicial dependem de fatores associados ao agente 

agressor e ao próprio tecido agredido. Dessa forma, a inflamação pode mostrar uma variedade 

de quadros clínicos. Basicamente, a reação inflamatória consiste de: uma reação inata e uma 

resposta imune específica e caracteriza-se por eventos vasculares e celulares e pode se 

manifestar como um processo agudo ou crônico, dependendo da persistência da lesão e 

severidade dos sinais clínicos (COUTINHO et al., 2009). 

A inflamação aguda é uma resposta rápida e de duração relativamente curta (horas ou 

dias) a um agente nocivo, que envolve o recrutamento de mediadores de defesa ao local da 

lesão, principalmente neutrófilos. Tem como principais características alterações no calibre 

vascular, que levam a um aumento no fluxo sanguíneo; alterações estruturais na 
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microcirculação, que permitem que proteínas plasmáticas e leucócitos deixem a circulação e 

também a eliminação dos leucócitos da microcirculação, seu acúmulo no foco de lesão e sua 

ativação para eliminar o agente nocivo. Já a inflamação crônica é de longa duração e está 

relacionada com algumas alterações histológicas, como presença de linfócitos e macrófagos, 

proliferação de vasos sanguíneos, fibrose e necrose do tecido (ROBBINS, 2005). 

 

2.4.1 Eventos celulares e vasculares 

 

Inicialmente observa-se uma vasoconstrição transitória, seguida por vasodilatação, 

responsável pelo surgimento de eritrema e calor característico da inflamação. Essa transição 

de vasoconstrição para vasodilatação é mediada por diversos fatores, dentre os quais produtos 

endoteliais e fatores derivados de mastócitos como leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e 

também histamina (ALLER et al., 2006). 

A vasodilatação também é responsável pela formação de edema, que por sua vez, é 

causado pelo fluxo vascular de proteínas ricas em fluido (plasma), a partir do compartimento 

intravascular para o interstício. O papel fundamental dessa mudança de permeabilidade 

celular é permitir a chegada de células e mediadorres inflamatórios para os locais da lesão a 

fim de diminuir a inflamação. Ainda ocorre no local uma estase sanguínea, que impede a 

disseminação de agentes infecciosos que possam estar presentes no local (SHERWOOD; 

TOLIVER-KINSKY, 2004). 

O principal fenômeno celular da inflamação consiste na migração de leucócitos para o 

sítio da lesão.  Ao alcançarem o local lesionado, estas células fagocitam, degradam e matam 

antígenos estranhos. Além disso, o próprio infiltrado contribui para a amplificação da resposta 

inflamatória, através da liberação de mediadores vasoativos e quimiotáticos. Os neutrófilos 

são os leucócitos predominantes no infiltrado nas primeiras 24 horas, sendo, mais tarde, 

substituído por células mononucleares (ROBBINS, 2005). 

De forma geral, os grupos básicos de leucócitos que tomam parte nas reações 

inflamatórias são neutrófilos, eosinófilos e granulócitos basófilos, mastócitos, monócitos 

e macrófagos, linfócitos e plasmócitos. Todos, com exceção de mastócitos 

e as células de plasma, são habitantes normais do sangue circulante. Cada tipo de célula 

 desempenha um papel distinto e entra no processo inflamatório em 

resposta a estímulos específicos (VAJDOVICH, 2008). 
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O processo de migração dos neutrófilos do espaço intravascular para a região 

inflamada é complexo e envolve uma série de interações com o endotélio e a matriz 

extracelular, culminando com a passagem da célula para o espaço extravascular.  A sequência 

de eventos nesse processo envolve a marginação, o rolamento, adesão, diapedese e 

quimiotaxia e é iniciada pela secreção de mediadores inflamatórios pelo endotélio (Figura 4) 

(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004, CORTÉS-VIEIRA, 2012). 

 

Figura 4 .Migração de leucócitos para o sítio inflamatório. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ROBBINS et al., 2005. 

Os principais grupos de moléculas de adesão são as selectinas (E, P e L-selectinas) que 

medeiam a adesão fraca, acompanhada de rolamento e, em seguida, a adesão firme dos 

leucócitos, fenômeno mediado por imunoglobulinas e β-2-integrinas presentes na superfície 

dos leucócitos que podem ter sua expressão aumentada apos a ativação do leucócito por 

mediadores inflamatórios como citocinas. Posteriormente a adesão firme, segue-se a ligação 

estável mediada por imunoglobulinas, principalmente molécula de adesão intercelular-1, 

moléculas de adesão intercelular-2 e molécula de adesão de célula endotelial e plaquetas que 

estão presentes no endotélio, denominadas de β-2-integrinas (WAGNER; ROTH, 2000). 
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2.4.2 Mediadores químicos 

 

Os mediadores químicos responsáveis pelos eventos inflamatórios podem originar-se 

do plasma, em formas precursoras que devem ser ativadas, e de células, nas quais podem estar 

armazenados nos grânulos intracelulares ou serem sintetizados originalmente em resposta a 

estímulos. Além disso, podem atuar em um ou vários tipos celulares, possuir alvos difusos, ou 

até mesmo apresentar efeitos diversos de acordo com os tipos de células e tecidos (MURPHY; 

WARD, 2006). Dentre eles encontram-se as aminas vasoativas (histamina, serotonina), 

proteínas plasmáticas (sistemas do complemento, das cininas e da coagulação), fator de 

ativação das plaquetas (PAF), citocinas (TNF e IL-1), os metabólitos do ácido araquidônico 

(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), bradicinina e óxido nítrico (NO) (COUTINHO 

et al, 2009; FRANCISCHETTI et al, 2010). Podem exercer os seus efeitos diretamente na 

microvasculatura (por exemplo, histamina, LTC4, LTD4 e LTE4) ou utilizando leucócitos 

como intermediários (citocinas) (VAJDOVICH, 2008). 

A histamina e a serotonina estão entre os primeiros mediadores químicos liberados 

durante a inflamação. São encontrados nos mastócitos, nos basófilos e nas plaquetas do 

sangue. A liberação dos mastócitos é desencadeada por diferentes fatores como reações 

imunológicas envolvendo IgE, fragmentos do complemento C3a e C5a, citocinas (IL-1, IL-

18) e fatores liberadores de histamina derivados de leucócitos. A liberação das plaquetas é 

estimulada após contato com colágeno, trombina, difosfato de adenosina (ADP), complexos 

antígeno-anticorpo e fatores de ativação das plaquetas (FRANCISCHETTI et al., 2010). 

Os metabólitos do ácido araquidônico também são importantes mediadores químicos 

da inflamação e agentes quimiotáticos. A partir do ácido araquidônico, por meio da via da 

lipooxigenase são formados os leucotrienos, dentre eles, o leucotrieno B4 (LTB4), que se liga 

a receptores específicos na superfície dos leucócitos dando origem a uma série de respostas 

que incluem a ativação de adesão molecular das integrinas â2 e aderência à célula endotelial. 

Os leucotrienos C4 e D4 e o TxA2 afetam o fluxo sanguíneo e a perfusão pela ação direta na 

microcirculação. Pela via da ciclooxigenase são liberados a prostaciclina (PGI2) e o 

tromboxane A2 (TxA2). A PGI2 causa vasodilatação e inibe a agregação plaquetária, 

enquanto o TxA2, sintetizado ao nível das plaquetas, causa forte vasoconstricção e induz 

fortemente à agregação plaquetária. O TxA2 é um forte quimiotático para os neutrófilos e 

promove a ativação e a adesão dos mesmos ao endotélio (FRANCISCHETTI et al., 2010). 
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A síntese das prostaglandinas inicia-se com a atividade da ciclooxigenase catalisando 

a adição do oxigênio molecular ao ácido araquidônico, para formar, inicialmente, o 

endoperóxido intermediário prostaglandina G2 (PGG2). A mesma enzima, por sua atividade 

peroxidase, catalisa a redução desta prostaglandina para formar a PGH2. As PGG e PGH 

apresentam pouca atividade e servem como substrato para a formação de diferentes 

prostaglandinas e tromboxanos ativos, incluindo PGD2, PGE2, PGF2, prostaciclina (PGI2) e 

tromboxanos (TX) (CARVALHO et al., 2004; MONTEIRO et al., 2008). 

Durante as reações imunes e inflamatórias, as citocinas são liberadas de forma a 

regular a ação das células destes sistemas. As principais citocinas pró-inflamatórias são as 

interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) e o TNF-α (Fator de Necrose Tumoral α), liberadas por 

macrófagos ativados e vários outros tipos celulares. Estas citocinas favorecem a aderência 

leucocitária ao endotélio, aumentam a síntese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata de 

citocinas secundárias, dentre outras ações. Já as citocinas secundárias (por exemplo, as 

quimiocinas) atraem e ativam as células inflamatórias móveis (GRELLNER, 2002; 

COUTINHO et al., 2009).  

O óxido nítrico (NO), produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido 

lesionado, possui potente ação vasodilatadora - o que leva a um aumento da permeabilidade 

vascular. Além disso, atua como regulador do recrutamento de leucócitos e exerce ação 

citotóxica contra micro-organismos. É sintetizado pela NO sintase (NOS), enzima presente 

em três isoformas, sendo a forma indutível (iNOS) a envolvida nas reações inflamatórias. Esta 

é induzida em macrófagos e em outras células durante o processo (COUTINHO et al., 2009). 

 

2.5 Fármacos Anti-inflamatórios 

 

2.5.1 Anti-inflamatórios não-esteroidais 

Os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs) estão entre os agentes terapêuticos mais 

utilizados no mundo, e são conhecidos por seus efeitos anti-inflamatório, analgésico e 

antipirético. Seu mecanismo de ação se dá pela inibição das ciclooxigenases, prejudicando 

assim a transformação final de ácido araquidônico a prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos (SIMONS et al., 2004; HILARIO et al., 2006). A extensão da inibição da 

enzima varia entre os diferentes AINES, apesar de não existirem estudos relativos ao grau de 
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inibição da ciclo-oxigenase com eficácia anti-inflamatória em pacientes individuais 

(MELGAÇO et al., 2010; RAHMAN et al., 2006). 

Os AINES podem ser classificados segundo sua seletividade sobre a enzima 

ciclooxigenase como não seletivos, inibindo a COX-1 e 2 (aspirina, indometacina, 

cetoprofeno) e seletivos, inibindo especificamente a COX-2 (celecoxibe, lumiracoxibe, 

etoricoxibe).Os AINEs não seletivos são os mais antigos, designadostradicionais ou 

convencionais. Os AINEs seletivos para a COX-2 são designados COXIBEs (BATLOUNI, 

2010).  

Apesar da grande popularidade dos AINES, há ainda um grande número de feitos 

colaterais relacionados ao seu uso.  Estudos clínicos indicam que os inibidores seletivos da 

COX-2 exercem importantes efeitos cardiovasculares adversos, que incluem aumento do risco 

de infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, insuficiência cardíaca, insuficiência renal 

e hipertensão arterial (GIULIANO et al., 2001; GILROY et al., 2004; BATLOUNI, 2010). 

O desenvolvimento de estratégias para minimizar estes efeitos adversos dos AINEs, 

atualmente inclui a sua indicação criteriosa em função do risco individual, o uso de AINEs 

mais seletivos na inibição da COX-2 e coxibes e também proteção gástrica (COUTO et al., 

2010). O uso de extratos de plantas tem ganhado grande destaque nesse campo, o que justifica 

o grande volume de trabalhos relacionados a essa linha de pesquisa. 

A indometacina, um dos anti-inflamatórios não esteroides mais utilizados, é derivada 

do ácido indolacético pertencente à categoria dos anti-inflamatórios não esteroidais, que 

apresenta propriedades antiinflamatória, analgésicas e antipiréticas, já que inibe a enzima 

COX-2, necessária para a formação de prostaglandinas e outros autacóides (RAFFIN et al., 

2003).  

Figura 5. Estrutura química da Indometacina. 

 

               

         

 

 

 

 

 

 

Fonte: DOMINGUES et al., 2008. 
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2.5.2 Anti-inflamatórios esteroidais 

Glicocorticoides (GC) são potentes mediadores anti-inflamatórios comumente 

utilizados para tratar uma variedade de condições inflamatórias, incluindo a inflamação aguda 

e crônica (HEASMAN et al., 2003; TISHER; REICHARDT, 2007). São agentes que simulam 

os esteroides hormonais endógenos produzidos no córtex adrenal: o cortisol (glicocorticoide) 

e a aldosterona (mineralocorticoide). São liberados em poucos minutos na resposta ao estresse 

e à lesão tecidual como mecanismo de controle da severidade da resposta inflamatória 

(GILROY et al., 2004). Diferentemente dos AINEs, os glicocorticoides não inibem 

diretamente nenhuma enzima que sintetiza prostaglandinas, sua ação depende da interação 

com a biossíntese de proteínas. Modulam a sobrevivência, a diferenciação, a migração e as 

funções efetoras de leucócitos e vários tipos de células, causando impacto nas imunidades 

inata e adaptativa (TISCHNER; REICHARDT, 2007).  

Nas células inflamatórias, os GC inibem a transcrição de várias citoquinas, que são 

relevantes nas respostas inflamatórias, e a indução do gene codificador da COX-2 em 

monócitos, além de bloquearem a transcrição de uma forma de fosfolipase A2 induzida por 

citoquinas, reduzirem a ativação, a proliferação e a sobrevivência de eosinófilos e linfócitos T 

e bloquearem a liberação de várias citoquinas. Esse processo leva à morte celular ou apoptose 

(TORRES et al., 2012). 

A terapia anti-inflamatória com glicocorticoides é realizada, na maioria dos casos, na 

forma tópica, uma vez que os glicocorticoides sistêmicos apresentam efeitos adversos 

associados a sua aplicação prolongada, podendo levar à osteoporose, diabetes, adiposidade 

central, osteoporose, insônia, hipertensão arterial, dentre outros (DE BOSSCHER et al., 2010; 

LOUNGUI, 2007), apesar do uso tópico também ser capaz de causar efeitos adversos 

sistêmicos, uma vez que eles são absorvidos pela corrente sanguínea (MORTIMER; 

TATTERSFIELD, 2005). Além de um menor efeito adverso, os glicocorticoides tópicos 

apresentam alta eficácia antiinflamatória, mesmo quando administrados em baixas doses.  

Em tratamentos agudos, o principal critério levado em consideração é o da potência 

antiinflamatória e, nesse caso, dá-se preferência aos glicocorticoides que apresentam efeitos 

terapêuticos com pequenas doses, a exemplo da dexametasona (Figura 6) e betametasona. 

Em virtude dos efeitos adversos das drogas anti-inflamatórias sobre o organismo, tem 

surgido a necessidade de descoberta e do desenvolvimento de novas classes de medicamentos 

com propriedades anti-inflamatórias, o que faz com que a pesquisa de produtos naturais esteja 

atualmente em grande evidência. (KAPLAN et al., 2007) 
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Figura 6. Estrutura química da Dexametasona. 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LOUNGUI, 2007. 

 

 

2.6 Agentes Antimicrobianos 

 

Substâncias antimicrobianas constituem um grupo especial de agentes terapêuticos, 

geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. São substâncias que em 

pequenas concentrações devem possuir atividade letal ou inibitória contra muitas espécies 

microbianas, além de prevenir o desenvolvimento de microorganismos resistentes. Dentre as 

características desejáveis também estão as de apresentar ausência de efeitos colaterais ao 

hospedeiro como também estabilidade química (ACTOR, 2007).  

Em razão do aumento da resistência de espécies patogênicas às múltiplas drogas 

antimicrobianas, surgiu a preocupação e a busca de novas substâncias de origem natural, com 

efeitos superiores ou similares àqueles da terapêutica habitual (OESTERHELT et al., 2005). 

Uma bactéria é dita resistente a um determinado antibiótico quando é capaz de crescer, in 

vitro, na presença da concentração inibitória mínima que essa droga atinge no sangue 

(TAVARES, 2002). Embora exista a disponibilização de novos antibióticos, a resistência 

bacteriana ocorre em ritmo crescente nos diferentes patógenos Gram positivos e Gram 

negativos e representa um grande desafio terapêutico (ROSSI & ANDREAZI, 2005).   

Fitomedicamentos derivados de plantas têm-se mostrado bastante promissores no 

tratamento de doenças infecciosas e estudos sobre as propriedades antimicrobianas de várias 

plantas já estão documentados (IDU et al., 2007). Metabólitos secundários, produzidos por 

algumas espécies de plantas, são alvos de maior interesse, pois agem como substâncias de 

defesa contra micro-organismos patogênicos, insetos e animais herbívoros. Possuem 
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composição química variada com presença de flavonoides, terpenóides, alcaloides, cumarinas, 

taninos que apresentam, com freqüência, atividade antimicrobiana (RESCHKE et al., 2007). 

Segundo MICHELIN e colaboradores (2005), os antibióticos vegetais possuem uma estrutura 

química que difere daquela dos antibióticos derivados de microorganismos, podendo regular o 

metabolismo intermediário de patógenos, ativando ou bloqueando reações e síntese 

enzimática ou mesmo alterando a estrutura de membrana. 

Compostos antimicrobianos em materiais vegetais são comumente encontrados nas 

folhas (HIMESH et al., 2011; MENDES et al., 2011), flores (MAK et al., 2012; PARIMI; 

KOLLI, 2012; RUBAN et al., 2012 ), cascas (OYEDEMI;AFOLAYAN, 2011; RAO et al., 

2012  ), frutos (BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al.,  2013 )  sementes ( KIL et al., 2009 ) 

e outras partes da planta ( DOS SANTOS et al., 2008; TEKWU et al., 2012 ). 

As plantas medicinais representam uma rica fonte de agentes antimicrobianos 

(MAHESH; SATISH, 2008). Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a 

floresta amazônica e a mata atlântica têm sido utilizadas como fármacos naturais pelas 

populações locais no tratamento de várias doenças tropicais, incluindo esquistosomose, 

leishmaniose, malária e infecções fúngicas e bacterianas (ALVES et al, 2000).  

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais tem sido pesquisada em diversas 

espécies e registrada em muitos países que possuem uma flora diversificada e uma rica tradição na 

sua utilização como África, Brasil, Cuba, Índia, México e Malásia (NASCIMENTO et al., 2000; 

DI STASI et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004).  No Brasil a investigação sobre produtos 

naturais derivados de plantas com atividade antimicrobiana aumentou significativamente nos 

últimos anos. Entretanto, apesar da rica biodiversidade, somente estão disponíveis dados 

sobre 44 espécies de plantas pertencentes a 20 famílias, com atividade positiva, incluindo 

espécies nativas e exóticas (DUARTE et al, 2006).  

Diversos constituintes já são conhecidos e estudos em modelos experimentais são 

empregados no sentido de entender suas atividades biológicas, tanto in vitro quanto in vivo, e 

dentre estes modelos encontra-se o de resistência bacteriana (MIYAKE et al., 2004). Nesse 

contexto, os principais produtos vegetais que possuem atividade antimicrobiana são os extratos, 

os óleos essenciais, as frações látex e as proteínas (MATOS, 2007). Esses compostos destacam-se 

por controlar o crescimento dos microorganismos relacionados à pele, à cárie dental, 

incluindo as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (SARTORATTO et al., 2004). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar as atividades antioxidante, anti-inflamatória e antibacteriana dos extratos 

hexânico e etanólico das folhas de gravioleira (Annona muricata L.).  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar o estudo fitoquímico dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira; 

 

• Avaliar a capacidade antioxidante total dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira; 

 

• Realizar análise microbiológica dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira por fungos e bactérias; 

 

• Verificar o potencial anti-inflamatório dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira em edema de orelha induzido por xileno em camundongos; 

 

• Estudar a atividade anti-inflamatória dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira em edema de orelha induzido por TPA em camundongos; 

 

• Avaliar o efeito antibacteriano dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira sobre cepas de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli e Salmonella choleraesuis. 
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4 MATERIAL 

4.1 Material Vegetal 

Foram utilizadas folhas de gravioleira (Annona muricata L.) colhidas no mês de 

agosto de 2009, no município de Trairi, Ceará, Lagoa das Flores na Frutagro Frutas 

Agroindustrial LTDAa 50 km de Fortaleza. A identificação botânica da folha foi realizada no 

Herbário Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará - 

UFC, onde foi depositada, recebendo o “voucher” de número 49002. 

As folhas frescas foram lavadas em água corrente e mergulhadas em solução de 

hipoclorito a 0,5%, lavadas novamente para retirada do excesso de hipoclorito e moídas no 

mesmo dia para posteriormente serem preparados os extratos etanólico e hexânico pelo 

Parque de Desenvolvimento Tecnológico (PADETEC).  

 

4.2 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss fêmeas, pesando entre 25 – 35g, provenientes de 

colônias do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará.  Os animais foram mantidos 

na sala de experimentação animal do Laboratório de Bioenergética, na Universidade Federal 

do Ceará, em condições controladas de temperatura (22 ± 2°C) e luminosidade (ciclo 

claro/escuro de 12 horas), com livre acesso à ração e água. O protocolo experimental foi 

submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC sob o 

protocolo de Nº 101/2011. Os animais foram manipulados de acordo com as normas do 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

4.3 Micro-organismos  

 Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira foram utilizados micro-organismos provenientes da bacterioteca do Laboratório de 

Microbiologia Ambiental do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará. 

Esses micro-organismos são cepas-padrão do American Type Culture Collection (ATCC): 

Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Escherichia coli (ATCC 11775), Listeria 

monocytogenes (ATCC 33090) e Salmonella choleraesuis (ATCC 14028).  

4.4 Drogas e reagentes 

Todos os reagentes listados na metodologia foram de grau analítico. 
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5 MÉTODOS 

 

 5.1 Preparo dos Extratos 

 

Os extratos hexânico e etanólico foram preparados a partir das folhas moídas de Annona 

muricata L. seguindo metodologia de Matos (2009). As folhas, após secas expostas ao sol e 

moídas, foram pesadas e colocadas em um balão de vidro, de modo que todo o material 

ficasse submerso em hexano por dez dias, para possibilitar a extração dos princípios ativos 

das folhas. A solução obtida foi filtrada e evaporada em evaporador rotatório a uma 

temperatura de 69º C, obtendo-se o extrato hexânico (EH). O resíduo do material exposto ao 

hexano ficou três dias em repouso para evaporação do hexano residual e, posteriormente, foi 

submerso em etanol por mais dez dias com a mesma finalidade da extração anterior, para 

obtenção do extrato etanólico (EE). Após os dez dias, foram feitas filtração e evaporação 

completa do etanol em evaporador rotatório a 100º C para obtenção do referido extrato 

concentrado para posteriores estudos da composição fitoquímica e atividades antioxidante, 

anti-inflamatória e antibacteriana. 

 

5.2 Estudo Fitoquímico dos extratos etanólico e hexânico das folhas de Annona 

muricata  

5.2.1 Preparo das amostras a partir dos extratos para determinação dos fitoquímicos 

A caracterização fitoquímica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por 

Matos (2009). Duzentos miligramas de cada extrato foram diluídos em 50 mL dos respectivos 

solventes, etanol e hexano. Cada solução foi dividida em porções de 3- 4 mL e transferidas 

para tubos de ensaio numerados de 1 a 4. Duas porções de 10 mL foram transferidas para 

béqueres numerados de 5 e 6 e submetidas a banho-maria até secagem. 

5.2.1.1 Determinação de Fenóis e Taninos 

Para a avaliação da presença de fenóis e taninos, três gotas de solução alcoólica de 

cloreto férrico 1 N foram adicionadas ao tubo 1 e o mesmo foi agitado. A mudança de 

coloração para azul ou vermelho indica a presença de fenóis e a formação de um precipitado 

escuro de tonalidade azul indica a presença de taninos hidrolisáveis e verde, a presença de 

taninos condensados. Utilizou-se como “branco” uma solução de água e cloreto férrico 

(MATOS, 2009). 
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5.2.1.2 Determinação de Flavonoides 

 Para verificar a presença de flavonoides, o tubo de número 2 foi alcalinizado a pH 11. 

O aparecimento de coloração amarela em meio alcalino indica a presença de flavonas, 

flavonóis e xantonas ou ainda uma coloração vermelho-laranja uma possível presença de 

flavanonóis. Quando a mudança de cor é para vermelho púrpuro, há possível presença de 

chalconas e auronas (MATOS, 2009). 

5.2.1.3 Determinação de Flavonóis, Flavononas, Flavonónois e Xantonas  

Para a detecção de flavonóis, flavononas, flavononóis e xantonas, foram adicionados 

0,5 g de magnésio granulado e 0,5 mL de ácido clorídrico concentrado ao tubo 3. Após o 

término da reação ou fim da efervescência, a visualização da mudança ou intensificação de 

cor para vermelho indicaria presença de tais compostos (MATOS, 2009). 

5.2.1.4 Determinação de Catequinas 

Para verificar a presença de catequinas foi utilizado um tubo de ensaio com 3-4 mL 

das amostras (tubo 4), de modo que este  foi acidificado com HCl até atingir  o  pH 2 e 

aquecido em uma lamparina de álcool durante 3 minutos. A mudança de coloração para 

pardo-amarela indica a possível presença de catequinas. (MATOS, 2009). 

5.2.1.5 Determinação de Esteroides e Triterpenoides 

Para determinar a presença ou ausência de esteroides e triterpenoides, o resíduo seco 

do béquer 5 ( item 5.2.1) foi extraído com 2 mL de clorofórmio (três vezes), formando uma 

solução clorofórmica que foi filtrada em um funil fechado com um fragmento de algodão e 

coberto com 100 mg de sulfato de sódio anidro (Na2SO4). Em seguida foi adicionado 1 mL de 

anidrido acético e três gotas de ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado. Após agitação foi 

observada possível mudança de coloração. O resultado positivo foi determinado pela presença 

de uma coloração variando do azul ao verde para esteroides livres e uma coloração parda até 

vermelha para a presença de triterpenoides pentacíclicos livres (MATOS, 2009). 

5.2.1.6 Determinação de Saponinas 

A presença ou ausência de saponinas foi determinada a partir do resíduo insolúvel em 

clorofórmio obtido do teste anterior. Este foi dissolvido em 5-10 mL de água destilada e 

filtrado para um tubo de ensaio. O líquido obtido foi agitado por 3 minutos e foi observada a 
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formação ou não de espuma. Espuma persistente e abundante (colarinho) é indicativa da 

presença de saponina (heterosídeos saponínicos) (MATOS, 2009). 

5.2.1.7 Determinação de Alcaloides 

A presença ou ausência de alcaloides foi determinada a partir do resíduo seco no 

béquer 6 que foi dissolvido em 5 mL de HCl a 5% e separada uma porção de 1 mL em tubo de 

ensaio. Em seguida foi adicionado 1 gota de reativo de Dragendorff. A visualização de 

precipitado floculoso vermelho tijolo indica presença de alcaloides (MATOS, 2009). 

 

5.3 Atividade antioxidante total dos extratos etanólico e hexânico das folhas de 

Annona muricata  

 

5.3.1 Preparo do extrato 

O extrato utilizado para a determinação da atividade antioxidante total (métodos 

ABTS e DPPH) e polifenois extraíveis totais foi obtido a partir de 2g de EE e EH 

concentrados, seguindo a metodologia de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). 

Foram pesados 2 g de EE e EH em um béquer, adicionados 40 mL de etanol 50%, 

homogeneizados e deixados em repouso por 60 minutos à temperatura ambiente. Após 

essa etapa, foram submetidos à centrifugação a 5000 rpm durante 30 minutos. Após 

centrifugação, o sobrenadante foi recolhido em um balão volumétrico de 100 mL e 

denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira extração foram adicionados 40 

mL de acetona 70%, sendo homogeneizado e deixado em repouso por 60 minutos à 

temperatura ambiente. Foi feita uma nova centrifugação a 5000 rpm durante 30 minutos, 

sendo o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2) e adicionado ao balão volumétrico 

contendo o sobrenadante 1. O volume final (balão) foi ajustado para 100 mL com água 

destilada. 

 

5.3.2 Atividade antioxidante total pelo método ABTS 

 

Para a determinação da atividade antioxidante total (AAT) foi utilizada a metodologia 

descrita por Rufino e colaboradores (2007). Inicialmente, o radical ABTS●+ (2,2’-

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido-sulfônico) foi formado pela reação da solução ABTS 

7 mM com a solução de persulfato de potássio 140 mM, incubados à temperatura de 25ºC 

na ausência de luz, por 16h. Uma vez formado, o radical foi diluído com álcool etílico até 
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a obtenção do valor de absorbância de 0,700 ± 0,020 a 734 nm. A partir dos extratos 

obtidos no item 5.3.1 foram preparadas três diluições diferentes: 250, 500 e 1000 ppm, 

em triplicata. Em ambiente escuro, uma alíquota de 30 µL de cada diluição dos extratos 

foi transferida para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS. Como antioxidante de 

referência foi utilizado o composto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido 

carboxílico (Trolox, Sigma-2000 µM ). O decréscimo de absorbância a 734 nm foi medido 

depois de 6 minutos e então foi feita uma curva a partir dos valores de absorbâncias e 

concentrações das amostras. Os valores de AAT foram obtidos a partir da equação da reta: y = 

ax + b, substituindo o valor de y pela absorbância equivalente a 1000 µM de Trolox, sendo os 

resultados expressos como TEAC (Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox) em µM de 

Trolox/g de extrato.  

 

5.3.3 Atividade antioxidante total pelo método DPPH 

 

O método de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH•), descrito por 

Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), é uma técnica simples e precisa para avaliar a 

atividade antioxidante.  Inicialmente, foram preparadas três diferentes diluições: 250, 500 e 

1.000 ppm dos extratos etanólico e hexânico. Em tubos de ensaio, em ambiente escuro, foram 

adicionados 0,1 mL de cada diluição do extrato e 3,9 mL do radical DPPH. O decréscimo na 

absorbância a 515 nm foi medida até sua estabilização.  A atividade antioxidante foi calculada 

com base em uma curva padrão de doses decrescentes de DPPH, sendo expressa como a 

concentração de antioxidante requerida para reduzir a quantidade de radicais livres em 50% 

(EC50). Os valores de EC50 foram calculados de acordo com Rufino e colaboradores (2007) e 

expressos como g de extrato/g DPPH. 

 

5.4 Estudo dos antioxidantes não enzimáticos dos extratos etanólico e hexânico das 

folhas de Annona muricata  

 

5.4.1Determinação de Polifenois Extraíveis Totais 

A quantificação dos polifenóis totais foi realizada conforme descrito por Obanda e 

Awuor (1997). Esse método envolve a redução do reagente Folin-Ciocalteau pelos compostos 

fenólicos das amostras com concomitante formação de um complexo azul cuja intensidade 
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aumenta linearmente a 700 nm. Em tubos de ensaio, foram adicionados, em ambiente escuro, 

150 µL do extrato, completando para 1 mL com água destilada, 1 mL da solução Folin 

Ciocalteau (1:3),  2 mL da solução de carbonato de sódio anidro (Na2CO3) a 20 %, 2 mL de 

água destilada e, em seguida, a mistura de reação foi homogeneizada. As concentrações de 

polifenóis solúveis totais foram calculadas com base em uma curva padrão de doses 

crescentes de ácido gálico 98% (Acros Organics). As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro (Spectronic Genesys 2) em comprimento de onda de 700 nm, 30 minutos 

após a adição dos reagentes.  Como padrão, foi utilizada uma solução de ácido gálico em 

diferentes concentrações e procedeu-se o experimento de forma semelhante ao realizado com 

os extratos. As concentrações de polifenóis solúveis totais foram calculadas com base nos 

dados obtidos a partir da curva padrão do ácido gálico 98%. Os resultados foram expressos 

em mg de ácido gálico/ 100 g da amostra. Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

5.4.2 Determinação de Flavonoides Amarelos 

O teor de flavonoides amarelos foi determinado de acordo com o método de Francis 

(1982). Uma alíquota de 1 mL das amostras foi transferida para um balão volumétrico (50 

mL), envolvido com papel alumínio, sendo o volume aferido com etanol-HCl (1,5 N) e 

deixado em repouso a 4oC por uma noite. O material foi filtrado e em seguida a absorbância 

foi medida a 374 nm. O branco foi composto apenas da solução de etanol-HCl (1,5 N). Todas 

as análises foram feitas em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g de amostra 

através da fórmula: 

Absorbância x fator de diluição/ (76,6) 

5.4.3 Determinação de Antocianinas totais 

 O teor de antocianinas totais foi determinado de acordo com o método de Francis 

(1982). Uma alíquota de 1 mL das amostras foi transferida para um balão volumétrico (50 

mL), envolvido com papel alumínio, sendo o volume aferido com etanol-HCl (1,5 N) e 

deixado em repouso a 4oC por uma noite. Após esse tempo, o material foi então filtrado para 

um béquer (50 mL), sempre envolto por papel alumínio e em seguida, a absorbância foi 

medida a 535 nm. O branco foi composto apenas da solução de etanol-HCl (1,5 N). Todas as 
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análises foram feitas em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g de amostra através 

da fórmula: 

Absorbância x fator de diluição/ (98,2) 

 

5.5 Análise microbiológica dos extratos etanólico e hexânico de folhas de Annona 

muricata  

A análise microbiológica para verificar possível contaminação dos extratos por bactérias 

ou fungos foi realizada seguindo metodologia proposta por Downes e Ito (2001). Para tanto, 

0,1 mL de cada extrato e do DMSO foram inoculados em caldo nutritivo e incubados por 48 h 

a 35°C para crescimento de bactéria e caldo de batata dextrose por 72 h a 30°C para 

crescimento de fungo. Após esse período, foi observada a presença de turvação no meio e 

uma alíquota de cada suspensão foi semeada em placas com ágar nutritivo ou ágar batata 

dextrose (BDA), para verificar crescimento de bactérias e fungos, respectivamente e 

incubadas nas mesmas condições iniciais. Os resultados foram registrados como ausência ou 

presença de crescimento microbiano. 

 

5.6 Efeito dos extratos etanólico e hexânico das folhas de Annona muricata L. sobre 

a resposta inflamatória 

5.6.1 Efeito do pré-tratamento com os extratos hexânico e etanólico de folhas de 

Annona muricata sobre a inflamação tópica induzida por xileno e TPA em 

camundongos 

5.6.1.1 Grupos experimentais 

Para avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos por via intragástrica (via 

i.g.), os animais foram distribuídos aleatoriamente em 10 grupos com dez animais cada, 

recebendo os tratamentos por 3 ou 7 dias consecutivos, antes da aplicação do xileno ou TPA. 

Descrição dos tratamentos por grupo:  

• Xileno: animais foram tratados com 200 µL de salina fisiológica (NaCl 0,9%) 

por via i.g. por sete dias consecutivos;  
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• TPA:  animais foram tratados com 200 µL de salina fisiológica (NaCl 0,9%) por 

via i.g. por sete dias consecutivos;  

• DMSO: animais foram tratados com 200 µL de DMSO a 5% em salina 

fisiológica por via i.g. por sete dias consecutivos;  

• EH10: animais foram tratados com 200 µL de EH 10 mg/kg em DMSO a 5% 

por via i.g. por sete dias consecutivos;   

• EH100: animais foram tratados com 200 µL de EH 100 mg/kg em DMSO a 5% 

por via i.g. por sete dias consecutivos; 

• EH1000: animais foram tratados com 200 µL de EH 1000 mg/kg em DMSO a 

5% por via i.g. por sete dias consecutivos; 

• EE10: animais receberam 200 µL de EE 10 mg/kg em DMSO a 5% por via i.g. 

durante 7 dias consecutivos;  

• EE100: animais receberam 200 µL de EE 100 mg/kg em DMSO a 5% por via 

i.g. durante 7 dias consecutivos; 

• EE1000: animais receberam 200 µL de EE 1000 mg/kg em DMSO a 5% por via 

i.g. durante 7 dias consecutivos;  

• Dexa: animais que receberam dexametasona (2,5 mg/kg) por via i.g. durante 3 

dias consecutivos; 

• Indo: animais que receberam indometacina (5mg/kg) por via i.g. durante 3 dias 

consecutivos. 

5.6.1.2 Avaliação do edema de orelha induzido pela aplicação tópica de xileno 

Para induzir o edema, 50 µL de xileno foram aplicados nas faces interna (25 µL) e 

externa (25 µL) da orelha direita dos animais. A espessura da orelha direita de cada animal 

antes da aplicação dos agentes irritantes foi usada como controle neste ensaio. No último dia 

dos tratamentos, a espessura da orelha de todos os animais foi mensurada antes e 1 hora após 

a indução da resposta inflamatória usando um micrômetro digital (Mitutoyo Serie 293). O 

edema foi expresso como aumento da espessura (mm) da orelha após o desafio inflamatório, 

calculado pela ∆[espessura depois - espessura antes]. Já para a atividade anti-inflamatória, os 

resultados foram expressos como percentagem de inibição do edema induzido pelos 

tratamentos com os extratos e pelos fármacos anti-inflamatórios (dexametasona e 

indometacina) em comparação ao grupo que não recebeu nenhum tratamento (Grupo Xileno) 

(DE YOUNG et al., 1989). 
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5.6.1.3 Avaliação do Edema de Orelha Induzido pela Aplicação Tópica de TPA 

Uma hora após o último tratamento, o edema foi induzido pela aplicação tópica de 

TPA (2,5 µg/20µL acetona) na orelha direita de camundongos. A espessura da orelha foi 

avaliada antes e 6h após aplicação do agente flogístico. O edema e a atividade anti-

inflamatória foram mensurados conforme descrito no subitem 5.6.1.2 (DE YOUNG et al., 

1989).  

 

5.6.2 Efeito do tratamento tópico dos extratos etanólico e hexânico das folhas de 

Annona muricata sobre o edema de orelha induzido por xileno e TPA 

 

5.6.2.1 Grupos experimentais 

Para avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos por via tópica, os animais 

foram distribuídos aleatoriamente em 10 grupos com dez animais cada e submetidos a 

diferentes tratamentos: 

• Xileno: animais em que o xileno foi aplicado na orelha direita (50µL/orelha) e 

não receberam nenhum tratamento;  

• TPA:  animais em que o TPA foi aplicado na orelha direita (20µL/orelha) e não 

receberam nenhum tratamento; 

• Acet: animais em que acetona (20 µL) foi aplicada na orelha direita; 

• EH10: animais que receberam 20 µL de EH (10 mg/kg ou 0,37 mg/orelha), logo 

após aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 

• EH100: animais que receberam 20 µL de EH (100 mg/kg ou 3,7 mg/orelha), 

logo após aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 

• EH1000: animais que receberam 20 µL de EH (1000 mg/kg ou 37 mg/orelha), 

logo após aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 

• EE10: animais tratados com 20 µL de EE (10 mg/kg ou 0,37 mg/orelha), logo 

após aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 

• EE100: animais tratados com 20 µL de EE (100 mg/kg ou 3,7 mg/orelha), logo 

após aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 

• EE1000: animais tratados com 20 µL de EE (1000 mg/kg ou 37 mg/orelha), 

logo após aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 
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• Dexa: animais que receberam dexametasona (2,5 mg/kg) via intragástrica por 3 

dias consecutivos antes da aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha); 

• Indo: animais que receberam indometacina (5mg/kg) via intragástrica por 3 dias 

consecutivos antes da aplicação de xileno na orelha direita (50µL/orelha). 

A avaliação do edema de orelha induzido pela aplicação tópica de xileno e TPA foi 

realizada conforme metodologia descrita anteriormente no item 5.6 (subitens 5.6.1.2 e 

5.6.1.3). 

 

5.7 Avaliação da Atividade Antibacteriana dos extratos etanólico e hexânico de 

folhas de Annona muricata  

 

Para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

gravioleira foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Escherichia coli 

(ATCC 11775), Listeria monocytogenes (ATCC 33090) e Salmonella choleraesuis (ATCC 

14028). Todas as bactérias estavam preservadas em ágar inclinado com uma camada de óleo 

mineral em temperaturas de refrigeração. Um dia antes da realização do experimento, as 

culturas foram reativadas, sendo transferidas com auxílio de alças estéreis e inoculadas em 15 

mL de caldo de infusão de cérebro-coração (BHI) e incubadas a 37°C, seguindo protocolo 

previamente estabelecido e padronizado (NCCLS, 2003; SILVA; ANTUNES; CATÃO, 

2011).  

A atividade antibacteriana dos extratos foi verificada por meio da técnica de disco-

difusão, de acordo com o protocolo de Kirby-Bauer padronizado pela NCCLS (2003). Com o 

auxílio de swab estéril, a suspensão obtida, após 24 horas de crescimento bacteriano no BHI, 

foi semeada na superfície de uma placa de ágar Müeller-Hinton, em duas direções, por duas 

vezes consecutivas, até a obtenção de um esfregaço uniforme. Após a secagem do inóculo, 

foram aplicados discos de papel de filtro com 6 mm de diâmetro, impregnados com DMSO ou 

EE ou EH. Os testes foram realizados em triplicatas. As leituras foram realizadas após 24 

horas de incubação a 35°C, os diâmetros das zonas de inibição foram medidos em milímetros 

com auxílio de régua milimetrada e o valor considerado foi a média aritmética das triplicatas. 
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5.8 Análise Estatística 

 

Para a realização da análise estatística dos dados os resultados foram expressos como a 

média ± desvio padrão. Quando os resultados mostraram-se paramétricos, para comparar os 

dados entre os grupos foi utilizada a análise de variância (ANOVA), seguida do teste de 

Tukey. Para os resultados não paramétricos foi utilizada a análise de variância (ANOVA), 

seguida do teste de Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas significativas com um 

nível de confiança de 95% (p < 0,05). Os cálculos foram realizados utilizando o Software 

estatístico GraphPad Prism version 5.2, San Diego Califórnia, EUA. 
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6 RESULTADOS  

6.1 Caracterização fitoquímica qualitativa dos extratos etanólico e hexânico de 

folhas de Annona muricata  

 

 No extrato etanólico de folhas de A. muricata, foram detectados taninos condensados, 

esteroides, flavonóis, flavonas, flavanonas, xantonas e flavonoides (Tabela 1). Já no extrato 

hexânico das folhas de A. muricata, foi evidenciada a presença de esteroides. Não foram 

evidenciados taninos hidrolisáveis, catequinas, triterpenoides, saponinas, quinonas e 

alcaloides em nenhum dos extratos (Tabela 1). 

Tabela 1 - Caracterização fitoquímica in vitro dos extratos etanólico (EE) e hexânico (EH) de 
folhas de Annona muricata L.  

 
Fitoquímicos 

 

 
EE 

 
EH 

Fenóis 
 

- - 

Taninos condensados 
 

+ - 

Taninos hidrolisáveis 
 

- - 

Catequinas 
 

- - 

Flavonóis 
 

+ - 

Flavonas 
 

+ - 

Flavononas 
 

+ - 

Flavonoides 
 

+ - 

Xantonas 
 

+ - 

Esteroides 
 

+ + 

Triterpenoides 
 

- - 

Saponinas 
 

- - 

Quinonas 
 

- - 

Alcaloides 
 

- - 

(+) Presença e (-) Ausência 
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6.2 Caracterização fitoquímica quantitativa dos extratos etanólico e hexânico de 

folhas de Annona muricata  

 A Tabela 2 mostra os teores de antioxidantes presentes nos extratos etanólico e 

hexânico de folhas de gravioleira. Os teores de antocianinas, flavonoides amarelos e 

polifenóis totais para o EE foram de 1.298,40 mg; 2.121,40 mg e 9.981,15 µg por 100 g de 

amostra, respectivamente. Os teores de antocianinas, flavonoides amarelos e polifenóis totais 

para o EH foram de 142,60 mg; 159 mg e 2.916,09 µg por 100 g de amostra, respectivamente. 

 

Tabela 2 - Conteúdo de antocianinas, flavonoides amarelos e polifenóis presentes nos extratos 
etanólico e hexânico das folhas de Annona muricata. 

 

 

6.3 Atividade antioxidante total dos extratos etanólico e hexânico de folhas de 

Annona muricata 

A Tabela 3 apresenta a atividade antioxidante dos extratos etanólico e hexânico de 

folhas de A. muricata através dos métodos ABTS e DPPH. Pelo método ABTS, EE 

apresentou TEAC de 822,35 µMol Trolox/g, enquanto que EH apresentou valor de 104,85 

µMol Trolox/g. Esse resultado foi confirmado pelo método DPPH, em que EE apresentou 

166,49 g de extrato/g DPPH e para EH foi de 4.089,65 g de extrato /g DPPH. EE apresentou, 

nos dois testes, maior atividade antioxidante. 

  

 
                                                         EE                                       EH 
 
 
Antocianinas  
  (mg/100g)                                    1.298,40 ± 1                             142,6 ± 1,41 
  
Flavonoides amarelos  
   (mg /100g)                                  2.121,40 ± 2                             159 ± 4,24 
 
Polifenóis totais  
   (µg/100g)                                    9.981,15 ± 5,33                         2.916,09 ± 5,33 
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Tabela 3. Atividade antioxidante total dos extratos etanólico e hexânico de folhas de Annona 

muricata 

 

 

6.4 Avaliação da contaminação dos extratos etanólico e hexânico de folhas de 

Annona muricata por bactérias e fungos 

 

Não foi evidenciado crescimento de bactérias ou fungos em nenhum dos extratos 

(Tabela 4).  

 

Tabela 4. Avaliação da presença de bactérias ou fungos nos extratos etanólico e hexânico de 

folhas de Annona muricata L. 

 EE EH 

Crescimento de bactérias - - 

Crescimento de fungos - - 

-: ausência de crescimento +: presença de crescimento 

 

 
Atividade antioxidante                     EE                                         EH 
  
 
ABTS+ 

(µMol Trolox/g)                        822,35 ± 8,67                           104,85 ± 5,43 
 
 
DPPH-

 

(g/g DPPH-)                              166,49 ± 11,18                           4.089,65 ± 11,04 
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6.5 Efeito dos extratos etanólico e hexânico de folhas de Annona muricata sobre a 

resposta inflamatória 

 

6.5.1 Efeito do pré-tratamento com os extratos etanólico e hexânico de folhas de 

Annona muricata sobre a inflamação tópica induzida por xileno e TPA em 

camundongos 

As figuras 7 e 8 e a tabela 5 apresentam o efeito anti-inflamatório da administração 

oral do EE nos ensaios de edema de orelha induzido por xileno e TPA em camundongos.  

Na Figura 7, pode-se observar que a aplicação de xileno provocou inflamação em 

todos os grupos analisados, sendo a maior espessura da orelha evidenciada para os grupos 

Xileno (124,67 ± 11,34 µm) e DMSO (114,86 ± 20,74 µm). Os valores médios de edema, 

mensurados pelo aumento da espessura da orelha, para os grupos EE 10, 100 e 1000 foram de 

47,71 ± 15,52 µm; 52,71 ± 19,15 µm e 62,28 ± 23 µm, respectivamente. Os grupos Dexa e 

Indo apresentaram os menores valores de edema (11,43 ± 4,47 µm e 24,71 ± 11,18 µm, 

respectivamente), diferindo significativamente (p < 0,05) do grupo Xileno. Os grupos EE 10 e 

EE 100 não diferiram significativamente (p > 0,05) do grupo Indo. O grupo EE 10 apresentou 

neste ensaio o menor valor para o extrato etanólico. 

A aplicação de TPA na orelha dos camundongos promoveu um aumento significativo 

da espessura da orelha seis horas após o estímulo nos grupos TPA, DMSO, EE10, EE100 e 

EE1000 (Figura 8), com valores de espessura da orelha de 332,3 ± 48,03 µm, 327,71 ± 46,96 

µm, 312,8 ± 18,11 µm, 342,6 ± 40 µm, e 364,4 ± 48,43 µm, respectivamente. Dexa e Indo 

apresentaram valores de espessura da orelha de: 31,38 ± 29,42 µm e 176,43 ± 76 µm, 

respectivamente, diferindo significativamente do grupo TPA. 
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento com o extrato etanólico de folhas de Annona muricata sobre a inflamação 

tópica induzida por xileno em camundongos. 

        
 Os animais foram tratados via i.g. com salina (0,9% NaCl, 200µL/ animal- Grupo Xileno), o veículo (DMSO a 
5%, 200µL/ animal- Grupo DMSO) e EE nas concentrações 10, 100 e 1000 mg/kg (Grupos EE10, EE100 e 
EE1000) durante 7 dias antes da aplicação do xileno. Os fármacos de referência, dexametasona (2,5 mg/kg- 
Grupo Dexa) e indometacina (5 mg/kg- Grupo Indo), foram administrados (via i.g.) por 3 dias antes da aplicação 
do xileno. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p< 0,05). 
 
Figura 8. Efeito do pré-tratamento com o extrato etanólico das folhas de Annona muricata sobre a inflamação 
tópica induzida por TPA em camundongos. 
 

       
 

Os animais foram tratados via i.g. com salina (0,9% NaCl, 200µL/ animal- Grupo TPA), o veículo (DMSO a 5%, 
200µL/ animal- Grupo DMSO) e EE nas concentrações 10, 100 e 1000 mg/kg (Grupos EE10, EE100 e EE1000) 
durante 7 dias antes da aplicação do TPA. Os fármacos de referência, dexametasona (2,5 mg/kg- Grupo Dexa) e 
indometacina (5 mg/kg- Grupo Indo), foram administrados (via i.g.) por 3 dias antes da aplicação do TPA. Letras 
diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p< 0,05).  
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 As figuras 9 e 10 e a tabela 5 apresentam o efeito anti-inflamatório da administração 

oral do EH nos ensaios de edema de orelha induzido por xileno e TPA em camundongos.  

 Na Figura 9, pode-se evidenciar que a aplicação de xileno induziu edema em todos os 

grupos, sendo a maior espessura da orelha evidenciada para os grupos Xileno (124,67 ± 11,43 

µm) e DMSO (114,86 ± 20,74 µm). O EH foi capaz de reduzir significativamente (p˂0,05) o 

edema, sendo a espessura das orelhas de 62,28 ± 14,37 µm; 55,57 ± 14,57 µm e 60,14 ± 21,08 

µm para EH10, EH100 e EH1000, respectivamente. Não houve diferença significativa entre 

esses grupos (p > 0,05). As menores espessuras das orelhas foram mensuradas nos grupos 

Dexa e Indo, com valores de 11,43 ± 4,47 µm e 24,71 ± 11,18 µm, respectivamente e 

diferindo significativamente de todos os grupos testados (EH 10, 100 e 1000) (p< 0,05). 

A aplicação de TPA na orelha dos camundongos promoveu um aumento significativo 

da espessura da orelha seis horas após o estímulo nos grupos TPA, DMSO, EH10, EH100 e 

EH1000 (Figura 10), com valores de espessura da orelha de 332,3 ± 48,03 µm, 327,71 ± 

46,96 µm, 264,5 ± 44,78 µm, 313,7 ± 22,5 µm e 328,5 ± 39,70 µm, respectivamente. Dexa e 

Indo apresentaram valores de espessura da orelha de: 31,38 ± 29,42 µm e 176,46 ± 76 µm, 

respectivamente, diferindo significativamente do grupo TPA.  

Figura 9. Efeito do pré-tratamento com o extrato hexânico de folhas de Annona muricata sobre a inflamação 

tópica induzida por xileno em camundongos. 

        

 

 

 

 

 

 

Os animais foram tratados via i.g. com salina (0,9% NaCl, 200µL/ animal- Grupo Xileno), o veículo (DMSO a 

5%, 200µL/ animal- Grupo DMSO) e EH nas concentrações 10, 100 e 1000 mg/kg (Grupos EH10, EH100 e 

EH1000) durante 7 dias antes da aplicação do xileno. Os fármacos de referência, dexametasona (2,5 mg/kg- 
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Grupo Dexa) e indometacina (5 mg/kg- Grupo Indo), foram administrados (via i.g.) por 3 dias antes da aplicação 

do xileno. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p< 0,05).  

Figura 10. Efeito do pré-tratamento com o extrato hexânico das folhas de Annona muricata sobre a inflamação 
tópica induzida por TPA em camundongos. 
 

         
 
Os animais foram tratados via i.g. com salina (0,9% NaCl, 200µL/ animal- Grupo TPA), o veículo (DMSO a 5%, 
200µL/ animal- Grupo DMSO) e EH nas concentrações 10, 100 e 1000 mg/kg (Grupos EH10, EH100 e 
EH1000) durante 7 dias antes da aplicação do TPA. Os fármacos de referência, dexametasona (2,5 mg/kg- Grupo 
Dexa) e indometacina (5 mg/kg- Grupo Indo), foram administrados (via i.g.) por 3 dias antes da aplicação do 
TPA. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p < 0,05). 
 

  A Tabela 5 apresenta o percentual de inibição do pré-tratamento com os extratos 

etanólico e hexânico, como também o percentual de inibição dos grupos DMSO, Dexa e Indo 

sobre a inflamação induzida por xileno ou TPA.  EE nas concentrações de 10, 100 e 1000 

mg/kg reduziu significativamente (p ˂ 0,05) o edema induzido por xileno, correspondendo a 

valores de percentual de redução de 61,72%; 57,71% e 50,03%; respectivamente, quando 

comparados ao grupo Xileno. Os fármacos de referência, dexametasona e indometacina, 

reduziram significativamente (p˂0,05) o edema induzido por xileno, mostrando uma redução 

de 90,89% e 80,17%, respectivamente. Já EH frente a esse agente flogístico apresentou 

percentuais de inibição de 50,04% para EH10, 57,08% para EH100 e 53,42% para EH1000. 

As doses de EH não diferiram significativamente das doses de EE, mas ambos os extratos 

diferiram significativamente das drogas padrões utilizadas. Não houve inibição do edema 

induzido por TPA pelo DMSO, EE e EH nas diferentes concentrações. Somente 

dexametasona e indometacina foram capazes de reduzir em 89,29% e 46,91%, 

respectivamente, o edema induzido por TPA. 
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Tabela 5. Efeito do pré -tratamento com EE e EH sobre a inflamação induzida por Xileno e TPA 

 

 
TRATAMENTOS 

 
INIBIÇÃO (%) INIBIÇÃO (%) 

 
 XILENO TPA  

 
VEÍCULO 

 
- - 

 
EE 10 

 
61,72 - 

 
EE 100 

 
57,71 - 

 
EE 1000 

 
53,42 - 

 
EH 10 

 
50,04 23,33 

 
EH 100 

 
57,08 - 

 
EH 1000 

 
53,42 - 

 
DEXA 

 
90,89 89,29 

 
INDO 

 
80,17 46,91 
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6.5.2 Efeito do tratamento tópico com os extratos etanólico e hexânico das folhas de 

Annona muricata sobre o edema de orelha induzido por xileno e TPA em 

camundongos 

 

As figuras 11 e 12 e a tabela 6 apresentam o efeito anti-inflamatório da administração 

tópica de EE nos ensaios de edema de orelha induzido por xileno e TPA em camundongos.  

 Na figura 11, pode-se observar o efeito anti-inflamatório do extrato  etanólico por via 

tópica frente à indução da inflamação com xileno. A maior inflamação foi induzida no grupo 

xileno, com médias de espessura de orelha de 150,22 ± 40,08 µm. Os tratamentos com EE e 

EH (50 µL/ orelha) foram feitos imediatamente após a indução do edema pelo xileno e a 

espessura da orelha foi medida antes e após 1h da aplicação do agente flogístico. O edema foi 

de 55,28 ± 29,91 µm para EE10, 54,43 ± 32,90 µm para EE100 e 61,5 ± 29,36 µm para 

EE1000. Já para os grupos Dexa e Indo, os edemas foram de 14,33 ± 12,38 µm e 49,67 

±31,23 µm, respectivamente. Não foi observado edema significativo no grupo Acet em que 

foi aplicada apenas acetona nas orelhas dos animais.  

 A figura 12 mostra o efeito anti-inflamatório do extrato  etanólico por via tópica frente 

ao edema induzido por TPA. A aplicação tópica de TPA foi capaz de provocar edema, sendo 

a maior inflamação evidenciada no grupo sem nenhum tratamento (TPA) com valor de edema 

de 289,2 ± 28,83 µm. EE foi capaz de causar uma redução no edema, apresentando valores de 

espessura da orelha de 72,28 ± 41,46 µm para EE10; 128,14 ± 48,23 µm para EE100 e 140,57 

± 69 µm para EE1000. Dexa e Indo apresentaram valores de espessura da orelha de: 28,57 ± 

30,6 µm, e 122,57 ± 69,2 µm, respectivamente, diferindo significativamente do grupo TPA. 

Apenas EE10 não diferiu significativamente dos grupos Dexa e Indo. Não foi observado 

edema significativo no grupo Acet em que foi aplicada apenas acetona nas orelhas dos 

animais.  
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Figura 11. Efeito do tratamento tópico com extrato etanólico das folhas de Annona muricata sobre o edema de 

orelha induzido por xileno.    

 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo Xileno- animais em que se induziu a inflamação com xileno e não receberam tratamento. Grupos EE10, 
EE100 e EE1000- os animais  foram  tratados com a aplicação tópica dos extratos, nas diferentes concentrações, 
imediatamente após a indução da inflamação com o xileno (50µL/ orelha). Grupo Acet- O veículo (acetona) foi 
aplicado por via tópica, sem ter sido induzida inflamação com xileno. Os fármacos de referência, dexametasona 
(2,5 mg /kg- Grupo Dexa) e indometacina (5 mg /kg- Grupo Indo), foram administradas por via i.g. por 3 dias 
antes da aplicação do xileno. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p < 0,05).  
 
 
Figura 12. Efeito do tratamento tópico com o extrato etanólico de folhas de Annona muricata sobre o 
edema de orelha induzido por TPA. 

              

Grupo TPA- animais em que se induziu a inflamação com TPA (2,5 µg/ orelha em 20µL acetona) e não 

receberam tratamento. Grupos EE10, EE100 e EE1000- os animais  foram  tratados com a aplicação tópica dos 

extratos, nas diferentes concentrações, imediatamente após a indução da inflamação com TPA. Grupo Acet- O 

veículo (acetona) foi aplicado por via tópica, sem ter sido induzida inflamação com TPA. Os fármacos de 

referência, dexametasona (2,5 mg /kg- Grupo Dexa) e indometacina (5 mg /kg- Grupo Indo), foram 

administrados por via i.g. por 3 dias antes da aplicação do TPA. Letras diferentes indicam diferença significativa 

entre os grupos (p < 0,05). 
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As figuras 13 e 14 e a tabela 6 apresentam o efeito anti-inflamatório da administração 

tópica do EH nos ensaios de edema de orelha induzido por xileno e TPA em camundongos.              

Na figura 13, pode-se observar o efeito anti-inflamatório do extrato hexânico por via tópica 

frente à indução da inflamação com xileno. A maior inflamação foi induzida no grupo xileno, 

com médias de espessura de orelha de 150,22 ± 40,08 µm. Quando aplicado topicamente 

(Figura 12), o EH foi capaz de reduzir significativamente o edema induzido por xileno. Como 

evidenciado pelos valores de edema (µm) de 71,14 ± 16,03 para EH10, 45,71 ± 21,10 para 

EH100 e 31,71 ± 14,04 para EH1000 sendo esse perfil de redução dose-dependente. EH100 e 

EH1000 não diferiram significativamente dos grupos Dexa (14,33 µm ±12,38) e Indo (49,67 

µm ± 31,23). Não foi observado edema significativo no grupo Acet em que foi aplicada 

apenas acetona nas orelhas dos animais. 

A figura 14 apresenta o efeito anti-inflamatório do extrato hexânico por via tópica 

frente à indução da inflamação com TPA. A maior inflamação foi induzida no grupo TPA, 

com médias de espessura de orelha de 289,2 ± 28,83 µm. Todas as concentrações do EH 

foram capazes de reduzir o edema causado pelo TPA, com médias de 45,14 ± 29,33 µm para 

EH10; 90,58 ± 40,57 µm para EH100 e 98,43 ± 20,22 µm para EH 1000. Nenhuma 

concentração de EH diferiu significativamente do grupo Dexa (14,33 ±12,38 µm). O grupo 

Indo apresentou edema de 122,57 ± 69,2 µm. Não foi observado edema significativo no grupo 

Acet em que foi aplicada apenas acetona nas orelhas dos animais. 

  A Tabela 6 apresenta o percentual de inibição do tratamento tópico com os extratos 

etanólico e hexânico, como também o percentual de inibição dos grupos Dexa e Indo sobre a 

inflamação induzida por xileno ou TPA. EE apresentou, em relação ao grupo xileno, 

percentual de inibição de 67,95 % para EE1000; 63,77% para EE100 e 63,20% para EE10, 

não havendo diferença entre os grupos. EH apresentou percentual de inibição dose-

dependente, com valores de 78,89% para EH1000; 69,57% para EH100 e 52,64% para EH10. 

Dexametasona e Indometacina foram capazes de reduzir em 92,5% e 75% a inflamação 

induzida por xileno, respectivamente. 

  Já em relação ao TPA (Tabela 6), o tratamento tópico com EE apresentou inibição 

máxima para EE10 com percentual de inibição de 75%, seguido por 56% para EE100 e 51% 

para EE1000.  EH apresentou comportamento semelhante, com um percentual de inibição de 

84,39% para EH10; 68,68% para EH100 e 65,96% para EH1000. Dexametasona e 

Indometacina foram capazes de reduzir significativamente a inflamação em relação ao grupo 

TPA, com um percentual de 90,12% e 57,62%, respectivamente.  
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Figura 13. Efeito do tratamento tópico com extrato hexânico de folhas de Annona muricata sobre o edema de 

orelha induzido por xileno.   

 

      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo Xileno- animais em que se induziu a inflamação com xileno e não receberam tratamento. Grupos EH10, 
EH100 e EH1000- os animais  foram  tratados com a aplicação tópica dos extratos, nas diferentes concentrações, 
imediatamente após a indução da inflamação com o xileno (50µL/ orelha). Grupo Acet- O veículo (acetona) foi 
aplicado por via tópica, sem ter sido induzida inflamação com xileno. Os fármacos de referência, dexametasona 
(2,5 mg /kg- Grupo Dexa) e indometacina (5 mg /kg- Grupo Indo), foram administradas por via i.g. por 3 dias 
antes da aplicação do xileno. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p < 0,05). 
 
Figura 14. Efeito do tratamento tópico com extrato hexânico de folhas de Annona muricata sobre o edema de 
orelha induzido por TPA. 
 

                        
Grupo TPA- animais em que se induziu a inflamação com TPA (2,5 µg/ orelha em 20µL acetona) e não 
receberam tratamento. Grupos EH10, EH100 e EH1000- os animais  foram  tratados com a aplicação tópica dos 
extratos, nas diferentes concentrações, imediatamente após a indução da inflamação com TPA. Grupo Acet- O 
veículo (acetona) foi aplicado por via tópica, sem ter sido induzida inflamação com TPA. Os fármacos de 
referência, dexametasona (2,5 mg /kg- Grupo Dexa) e indometacina (5 mg /kg- Grupo Indo), foram 
administradas por via i.g. por 3 dias antes da aplicação do TPA. Letras diferentes indicam diferença significativa 
entre os grupos (p < 0,05). 
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Tabela 6. Efeito do tratamento tópico com EE e EH na inflamação induzida por xileno ou 

TPA. 

 

 
TRATAMENTOS 

 

INIBIÇÃO (%) INIBIÇÃO (%) 

 
 

XILENO TPA  

 
VEÍCULO 

 

- - 

 
EE 10 

 

63,20 75 

 
EE 100 

 

63,77 55,69 

 
EE 1000 

 

67,95 51,39 

 
EH 10 

 

52,64 84,39 

 
EH 100 

 

69,57 68,68 

 
EH 1000 

 

78,89 65,96 

 
DEXA 

 

92,5 90,12 

 
INDO 

 

75 57,62 
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6.6 Avaliação da Atividade Antibacteriana dos extratos etanólico e hexânico das 

folhas de gravioleira. 

 

 A Figura 15 apresenta fotos das placas de cultivo após ensaios de disco-difusão em 

ágar. Cada placa foi semeada com inóculo de uma das culturas microbianas estudadas: 

Sthaphylococcus aureus (A), Listeria monocytogenes (B), Escherichia coli (C) e Salmonella 

choleraesuis (D) e discos de filtros impregnados com DMSO, EE e EH foram adicionados à 

placa. Não foram observados halos de inibição de crescimento para DMSO, EE ou EH contra 

nenhuma das cepas bacterianas testadas. 

 
Figura 15. Efeito dos extratos hexânico e etanólico sobre a inibição do crescimento de Sthaphylococcus 
aureus (A), Listeria monocytogenes (B), Escherichia coli (C) e Salmonella choleraesuis (D). 
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7. DISCUSSÃO 

 

 Annona muricata é utilizada popularmente no tratamento tópico de infecções cutâneas, 

como também em formas de chás para o tratamento de algumas doenças.  Estudos realizados 

com algumas espécies do gênero Annona têm demonstrado que algumas destas espécies 

apresentam atividades antioxidante (BARRECA et al., 2011; GUPTA-ELERA et al., 2011; 

OLIVEIRA, 2011; LOIZZO et al., 2012; VIJAYARAGHAVAN et al., 2013), anti-

inflamatória (De SOUSA et al., 2010; ROSLIDA et al., 2012), analgésica (CARBALLO et 

al., 2010; CHAVAN et al., 2010) e antimicrobiana (OSORIO et al., 2007; RAHMAN et al., 

2005 ), dentre outras (CAVALCANTI et al., 2010; OLIVEIRA, 2011; LIMA et al., 2011; 

VIVEK et al., 2012;. VILA-NOVA et al., 2013). Dentre os principais constituintes químicos 

encontrados nas espécies da família Annonaceae destacam-se os alcaloides, carboidratos, 

lipídeos, aminoácidos, proteínas, polifenóis, terpenos, compostos aromáticos e acetogeninas 

(COSTA et al., 2008).  

 A fim de verificar as atividades antioxidante, anti-inflamatória e antibacteriana dos 

extratos hexânico e etanólico das folhas de gravioleira, foi realizada inicialmente uma 

investigação da composição fitoquímica desses extratos.  Evidenciou-se a presença de 

flavonóis, flavononas, flavononóis, flavonoides e esteroides em EE e somente esteroides em 

EH.  Esses resultados corroboram com os de OLIVEIRA (2011), que ao trabalhar com os 

mesmos extratos de folhas Annona muricata, evidenciou a presença de esteroides em ambos 

os extratos, além de outros compostos em EE, como taninos e saponinas. Esses constituintes 

foram anteriormente encontrados em plantas da família Annonaceae: Brito e colaboradores 

(2008) ao estudarem a composição fitoquímica do extrato etanólico das folhas de Annona 

squamosa observaram positividade para alcaloides, flavonoides, flavononas, triterpenoides, 

esteroides, flavonas, flavonóis, dentre outros, enquanto Matsumoto e colaboradores (2010) 

observaram a presença de taninos, flavonoides e triterpenos em extrato metanólico de folhas 

de Annona glaba, dados estes que corroboram com os resultados encontrados nesse estudo. 

 No estudo em questão foram ainda determinados os teores de antocianinas, 

flavonoides amarelos e polifenóis totais, no qual EE apresentou teor de antocianinas 9 vezes 

superior ao encontrado para EH, de flavonoides amarelos cerca de 13 vezes superior ao 

determinado para EH e de polifenóis totais cerca de 3 vezes superior ao de EH. 
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 Outra etapa consistiu na determinação da capacidade antioxidante de EE e EH. Vários 

métodos são utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e substâncias 

isoladas, tendo em vista a grande variedade de compostos com propriedades antioxidantes, 

além da complexidade quanto ao seu modo de combater os distintos radicais livres (SOARES 

et al., 2008; SOUSA et al., 2007). Esses métodos podem ser baseados na captura do radical 

peroxila (ORAC, TRAP), poder de redução do metal (FRAP; CUPRAC), captura de radical 

orgânico (ABTS, DPPH), captura do radical hidroxila, entre outros. Dentre esses, ABTS, 

FRAP, DPPH e ORAC são os mais usados. É recomendada a utilização de pelo menos dois 

ensaios para que os resultados combinados possam fornecer uma resposta confiável da 

capacidade antioxidante total de uma substância a ser analisada (KUBO et al., 2006; RUFINO 

et al., 2009). Por isso, as capacidades antioxidantes totais de EE e EH foram determinadas 

pelos métodos de captura do DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) e ABTS (2,2′azinobis3- 

etilbenzotiazolina-6-sulfonato). 

Vale salientar que o método ABTS é baseado na habilidade dos antioxidantes de 

capturar o cátion ABTS+. Esta captura provoca um decréscimo na absorbância, que é lida a 

partir da mistura do radical com o antioxidante em diferentes tempos sendo comparada com 

uma quantidade padrão do antioxidante sintético Trolox (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-

CALIXTO, 2006; ALVES; BRITO; RUFINO, 2006). Em relação à capacidade antioxidante 

total pelo método do radical ABTS, a atividade determinada para o extrato etanólico foi em 

média 3 vezes maior que o extrato hexânico (Tabela 2).  

O outro método utilizado foi o do DPPH, que é baseado em uma medida da 

capacidade de captura de antioxidantes para um radical estável, o DPPH, que mostra uma 

absorção a 515 nm e é reduzido para o correspondente hidrazina quando reage com dadores 

de hidrogênio, num período de tempo relativamente curto em comparação com outros 

métodos (NUENGCHAMNONG et al., 2011; RUFINO et al., 2010). Assim como para a 

atividade antioxidante determinada pelo método ABTS, observou-se maior atividade 

antioxidante para EE, quando comparado com EH. Portanto, a maior capacidade antioxidante 

foi observada para o extrato etanólico de folhas de gravioleira nos dois métodos. Esse 

resultado está de acordo com os BASKAR et al. (2007) que observaram no extrato etanólico 

de folhas de Annona muricata um forte potencial antioxidante ao realizarem diferentes testes 

in vitro. Também corroboram com Oliveira (2011) que trabalhou com os mesmos extratos de 

folhas de gravioleira e evidenciou que EE apresentava índice de varredura pelo método DPPH 
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duas vezes superior ao apresentado por EH. Esse autor sugeriu ainda que a maior capacidade 

antioxidante de EE poderia estar relacionada às quantidades mais elevadas de metabólitos 

secundários. No presente trabalho, EE também apresentou maior riqueza em compostos 

fitoquímicos, principalmente antocianinas, flavonoides amarelos e polifenóis totais. Vale 

salientar que Oliveira (2011) não utilizou metodologias para determinar tais compostos. 

Importante considerar que os metabólitos estudados representam apenas uma parcela de 

muitos outros existentes e que a solubilidade é um fator determinante para o acesso aos sítios 

de geração e/ou de propagação dos radicais livres. Oliveira (2011) destacou a importância da 

polaridade dos diferentes extratos estar relacionada à maior ou menor capacidade dos 

fitoquímicos em atingir os sítios gerados das espécies radicalares. 

Podem ser citados ainda, trabalhos com outros extratos e determinação da atividade 

antioxidante por métodos diferentes, em que há confirmação da capacidade antioxidante pelos 

diferentes métodos. BASKAR e colaboradores (2007) compararam extratos etanólicos de 

várias espécies da família Annonaceae e observaram que Annona muricata apresentou o 

maior potencial antioxidante, determinado tanto pelo método ABTS, quanto pelo DPPH, 

sugerindo que o extrato inibe ou mesmo captura os radicais. NAWAR e colaboradores (2012), 

por sua vez, ao analisarem o extrato etanólico aquoso de folhas de Annona muricata 

determinaram sua atividade antioxidante por meio do método ORAC. Os autores sugeriram 

que a capacidade antioxidante do extrato pode ser devida à presença de flavonoides no 

mesmo. Além destes, Mariod e colaboradores (2012) determinaram a tividade antioxidante do 

extrato metanólico de folhas de Annona squamosa comparando os métodos DPPH e ORAC. 

Neste trabalho foi observado o alto potencial antioxidante da planta, em virtude da presença 

de compostos fenólicos encontrados. Há uma tendência a obter-se perfil de atividade 

antioxidante semelhante quando comparados dois ou mais métodos e considerando a 

diferença quantitativa existente entre eles.  

Após estudar a composição fitoquímica e atividade antioxidante dos EE e EH de 

folhas de gravioleira e com objetivo de utilizar esses extratos em in vivo, partiu-se para 

análise microbiológica. Os ensaios de análise para verificado contaminação dos extratos por 

bactérias e fungos foram realizados e não foi evidenciado nenhum crescimento de fungos ou 

bactérias (Tabela 4). Não houve necessidade de um estudo para investigar a toxicidade dos 

extratos, pois Oliveira (2011) realizou ensaios de toxicidade subcrônica de acordo com a 

ANVISA através da RE nº 90, de 16 de março de 2004 e não evidenciou nenhum efeito tóxico 
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de EE e EH de folhas de Annona muricata L. administrados por via oral durante 30 dias 

consecutivos. Vale ressaltar que as concentrações utilizadas por esse autor foram as mesmas 

usadas no presente estudo (10, 100 e 1000 mg/Kg). No entanto, não havia sido testada 

anteriormente possível contaminação microbiológica dos extratos. Os extratos mostraram-se 

seguros para aplicação in vivo. 

Para avaliar o efeito anti-inflamatório dos extratos hexânico e etanólico das folhas de 

Annona muricata, trabalhou-se com o modelo de edema de orelha em camundongos induzido 

por xileno ou TPA. A indução química da inflamação, em modelos animais é feita por meio 

da administração de agente exógeno. A indução de edema de orelha por diferentes agentes 

irritantes permite avaliar o potencial anti-inflamatório por diferentes vias de administração, 

como também é largamente utilizada para identificar o provável efeito anti-inflamatório da 

substância em estudo e para propor um possível mecanismo de ação (YOUNG et al., 1989; 

GÁBOR, 2000). Isso é possível porque os agentes possuem mecanismos diferentes de 

indução da inflamação. Por exemplo, o xileno é um agente flogístico responsável por 

promover inflamação neurogênica, sendo um modelo inflamatório tópico simples para avaliar 

a permeabilidade vascular, causando irritação instantânea na orelha do camundongo, o que 

leva ao acúmulo de fluido e edema característico da resposta inflamatória aguda (LUO et al., 

2008; TIAN et al., 2011).  Esse tipo de inflamação é induzida por mecanismos moleculares e 

celulares envolvidos na regulação da liberação de substâncias pró-inflamatórias de neurônios 

sensoriais (ROTELI, 2003). Já o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato ou TPA é um 

constituinte ativo do óleo de cróton que induz inflamação tópica e resposta hiperproliferativa 

em animais de maneira similar ao que ocorre em muitas doenças de pele, como no caso da 

psoríase (GÁBOR, 2000). No modelo de inflamação induzida por TPA, entre os mediadores 

inflamatórios importantes estão os eicosanoides, como a prostaglandina E2 (PGE2) e os 

leucotrienos. O TPA é capaz de ativar a proteína cinase C (PKC), que por sua vez, ativa 

outras cascatas enzimáticas, como as das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK) e 

fosfolipases A2 (PLA2), levando à liberação dos PAFs e ácido araquidônico (AA) (SARAIVA 

et al., 2010). Tanto inibidores de cicloxigenase (COX) como de 5-lipoxigenase (LOX), e 

também antagonistas de LTB4 inibem o edema causado pelo TPA (BOLLER et al., 2010; 

SIMPSON et al., 2010). 

Quando administrados por via i.g. durante sete dias consecutivos antes da indução da 

inflamação, EE e EH só foram capazes de inibir a inflamação induzida por xileno. Não houve 
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diferença significativa na atividade anti-inflamatória entre os diferentes extratos 

administrados por via i.g. e nem diferença entre as diferentes doses administradas (EE ou EH, 

nas doses 10, 100 ou 1000 mg/Kg).  A atividade anti-inflamatória do extrato etanólico de 

folhas de Annona muricata (doses 10, 30, 100 e 300 mg/Kg) também foi verificada por Foong 

e Hamid (2012) em modelo de edema de orelha. Esses autores encontraram percentuais de 

inibição que variaram de 17,52 a 72,41% e de forma dose dependente. Comparado a esse 

resultado EE10 no presente estudo apresentou percentual de inibição de 61,72%, valor 3,5 

vezes superior ao determinado por Foong e Hamid (2012). Vale salientar que esses autores 

induziram a inflamação com 30 µL de xileno, volume menor que o utilizado no presente 

estudo (50 µL). O efeito anti-inflamatório do extrato etanólico de folhas de gravioleira foi 

também evidenciado em outros modelos de inflamação, como o do edema de pata.  SOUSA  

et al. (2010), ao estudarem o efeito anti-inflamatório do extrato etanólico das folhas de 

gravioleira, observaram que o extrato administrado por via oral foi capaz de inibir o edema de 

pata induzido por carragenana em ratos.  

Quando os extratos foram utilizados para tratamento por via tópica imediatamente 

após indução da inflamação, EE e EH foram capazes de inibir significativamente a inflamação 

induzida por xileno ou TPA. Houve diferença nos resultados em relação aos extratos (EE ou 

EH), dose (10, 100 ou 1000 mg/Kg) e agentes flogísticos (xileno ou TPA). Em relação à 

inflamação induzida por xileno, EE foi efetivo em reduzir em média 64,97% (variando de 

63,20% para EE10 e 67,95% para EE1000), sem diferença significativa entre as doses, 

quando aplicado por via tópica. Já EH foi efetivo em reduzir em média 67% (variando de 

52,64% para EH10 e 78,89% para EH1000), com um perfil dose dependente, mas sem 

diferença significativa entre as maiores doses, quando aplicado por via tópica. Em relação à 

inflamação induzida por TPA, as menores doses dos extratos EE10 e EH10, com aplicação 

por via tópica, foram mais efetivas em inibir a ação do TPA com percentuais de inibição de 

75% para EE10 e 84,39% para EH10. 

Assim como no presente trabalho, extratos de diferentes espécies de plantas têm sido 

utilizados em modelos de inflamação tópica, tais como edema de orelha induzido por xileno e 

TPA, a fim de evidenciar de maneira rápida e efetiva a atividade anti-inflamatória dessas 

plantas. ZHOU et al. (2008) analisaram o efeito anti-inflamatório do extrato etanólico das 

folhas de Aquilaria sinensis. Esses autores evidenciaram a capacidade anti-inflamatórias desse 

extrato em inibir edema de orelha induzido por xileno em camundongos, nas doses de 424 e 
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848 mg/kg e percentuais de inibição de 31,38 e 49,50%, respectivamente. HU et al. (2008) 

estudaram as atividades anti-inflamatórias  do extrato etanólico de Daphne retusa e de frações 

desse extrato, quando administrados por via oral em diferentes doses. Esse autores 

observaram inibição significativa do edema induzido por xileno do extrato etanólico de D. 

retusa somente na maior dose (800 mg/kg) e diferentes porcentagens de inibição que variaram 

de acordo com as frações e doses administradas, indicando que devam existir vários 

compostos ou constituintes ativos nas frações. 

Os extratos de folhas de gravioleira, EE e EH, podem conter agentes anti-inflamatórios 

capazes de inibir a via inflamatória do xileno, através de inibição da substância P ou 

antagonizando sua ação. Possivelmente os compostos fitoquímicos predominantes em EE e 

EH, como flavonoides amarelos, antocianinas e polifenóis, possam explicar parcialmente o 

efeito anti-inflamatório dos mesmos. No entanto, mais experimentos devem ser conduzidos a 

fim de determinar quais compostos poderiam estar implicados nessa ação.   

Os resultados da capacidade dos extratos de gravioleira, EE e EH, em inibir a 

inflamação induzida por TPA corroboram com vários trabalhos que demonstraram os efeitos 

anti-infamatórios de extratos ou compostos isolados de plantas. XIAN et al. (2012) 

evidenciaram a atividade anti-inflamatória de extrato aquoso de Rhizoma polygonati contra 

inflamação aguda induzida por TPA. Esses autores sugeriram que esse extrato é um potente 

agente anti-inflamatório tópico e relacionaram sua atividade anti-inflamatória com a presença 

de beberine (alcaloide conhecido por sua capacidade anti-inflamatória), além de sugerir que o 

efeito anti-inflamatório do extrato estar associado a uma regulação negativa da expressão de 

RNA da iNO sintase, COX-2, TNF-alfa, IL-1 e IL-6. 

PASSOS et al. (2013) verificaram o efeito anti-inflamatório de um triterpeno isolado 

de Euphorbia tirucalli em edema de orelha induzido por TPA. Trabalhando com vários 

métodos, esses autores demonstraram que a administração tópica de um triterpeno tetracíclico 

reduziu significativamente a inflamação cutânea induzida pelo TPA em camundongos, 

sugerindo como mecanismo de ação a capacidade de prevenir a infiltração leucocitária, 

regulação de COX-2 e quimiocinas. 

Medeiros et al. (2007) trabalharam com um triterpeno pentacíclico, α-amirina, isolado 

de Protium kleinii e evidenciaram atividade anti-inflamatória contra inflamação tópica 

induzida por TPA. A aplicação tópica desse triterpeno nas doses de 0,1 a 1 mg/orelha inibiu 
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de maneira dose dependente o edema induzido por TPA, foi capaz de alterar a atividade da 

COX-2 in vitro e portanto o mecanismo de ação deve estar relacionado com a redução dos 

níveis de prostaglandinas (PGE-2) via inibição da COX-2. 

EE e EH apresentam agentes anti-inflamatórios capazes de inibir a via inflamatória do 

TPA, provavelmente relacionado à riqueza em flavonoides amarelos, antocianinas e 

polifenóis. Aquila et al.(2009) evidenciaram as propriedades farmacológicas de frações ricas 

em flavonoides do extrato butanólico de Cayaponia tayuya. Esses flavonoides apresentaram 

capacidade de inibir o edema de orelha induzido por TPA, tanto em modelo de inflamação 

aguda (percentual de inibição de 66%) como crônica (percentual de inibição de 37%). Os 

autores sugeriram que os flavonoides foram capazes de inibir a inflamação, inibindo a COX-

2. Tem sido sugerido que a atividade anti-inflamatória de diferentes flavanoides está 

associada à capacidade dos mesmos em inibir o metabolismo do ácido araquidônico 

(HAVSTEEN, 2002; AQUILA et al., 2009).  

A fim de determinar a atividade antibacteriana dos extratos de folha de gravioleira, 

realizou ensaio de disco-difusão em Agar e verificou-se ausência de atividade antibacteriana 

para EE e EH frente às cepas testadas. Os resultados mostraram que EE e EH não foram 

capazes de inibir o crescimento das cepas Gram + testadas (Sthaphylococcus aureus e Listeria 

monocytogenes) e nem das Gram – (Escherichia coli e Salmonella choelerasuis). Apesar de 

esses extratos apresentarem compostos relacionados à atividade antimicrobiana, tais como 

flavonoides, estes não se mostraram eficientes frente às cepas de micro-organismos Gram + e 

Gram -.  Os flavonoides são compostos sintetizados pela maioria das plantas e são conhecidos 

por exibirem uma grande quantidade de propriedades farmacológicas, como atividade 

antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, dentre outras (CUSHNIE e LAMB, 2005; 

MOSQUERA et al., 2011; ROTELLI, 2003; SHIRWAIKAR et al., 2004). No entanto, essa 

ausência de atividade antibacteriana foi evidenciada também por Silva, Antunes e Catão 

(2011), trabalhando com extratos hidroalcoólico e aquoso de cascas, folhas e fruto de Annona 

muricata. Esses autores sugerem que a inatividade dos extratos testados pode estar 

relacionada a alguns fatores como dificuldade de difusão no meio de cultura, quando 

impregnados nos discos de papel filtro. Contrariamente, há autores que encontraram atividade 

antibacteriana de extratos de A. muricata para diferentes cepas bacterianas (PATHAK et al., 

2010, VIEIRA et al., 2010). Segundo Martins et al. (2010), essa divergência entre os 

resultados de atividade antibacteriana para extratos de mesma espécie de plantas pode ocorrer 

devido a vários fatores como diferentes condições experimentais, tais como solvente utilizado 
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para extração, a temperatura e tempo de incubação e micro-organismos testados. Vale 

ressaltar que as técnicas e modificações empregadas nos métodos de avaliação da atividade 

antimicrobiana por diferentes autores podem ser fatores determinantes nestas variações de 

resultados (SILVA; ANTUNES; CATÃO, 2011). 

 Há uma grande dificuldade em relacionar dados de estudos com plantas medicinais, 

até mesmo de uma mesma espécie, pois a constituição química das espécies vegetais pode ser 

influenciada qualitativamente e quantitativamente por variações climáticas e localização 

geográfica (AURICCHIO; BACCHI, 2003; NASCIMENTO et al., 2008). Podem ser ainda 

citados como fatores associados às divergências dos resultados, os estágios de 

desenvolvimento do vegetal no momento da coleta, a parte da planta estudada, a forma de 

preparar o material, bem como a diferença nos protocolos seguidos nos experimentos também 

podem repercutir diretamente sobre sua atividade biológica (NASCIMENTO et al., 2008; 

SILVA; ANTUNES; CATÃO, 2011). Alguns desses fatores podem ter contribuído para os 

resultados encontrados neste estudo. 

 Esse estudo confirma o uso etnomedicinal da Annona muricata e sugere um potencial 

terapêutico dos extratos hexânico e etanólico de folhas pela evidência das atividades 

antioxidante e anti-inflamatória. O efeito anti-inflamatório depende da via de administração e 

apresenta possivelmente mecanismos diferentes associados, por via oral é capaz de inibir a 

inflamação tópica por xileno, provavelmente inibindo liberação de substância P; enquanto por 

via tópica, no caso da inflamação por TPA, os extratos devem ser capazes de inibir a COX-2. 

No entanto, mais estudos são necessários para esclarecer os mecanismos desses extratos 

relacionados com seu efeito anti-inflamatório. 
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8. CONCLUSÕES 

 

Os extratos hexânico e etanólico das folhas de gravioleira apresentam elevada 

capacidade antioxidante, sendo o extrato hexânico rico em esteroides e o etanólico em taninos 

condensados, esteroides, flavonóis, flavonas, flavanonas, xantonas e flavonoides. Ambos, 

também apresentaram antocianinas, flavonoides amarelos e polifenóis totais. No entanto, o 

extrato etanólico das folhas de gravioleira apresentou maior capacidade antioxidante, 

relacionada a uma maior diversidade e concentração de compostos fitoquímicos. Os extratos 

hexânico e etanólico quando administrados por via oral só foram capazes de inibir a 

inflamação induzida pelo xileno. Já por via tópica, os extratos inibiram tanto a inflamação 

induzida por xileno, quanto TPA, mesmos na menor dose. Nenhum dos extratos apresentou 

atividade antibacteriana frente às cepas testadas. 
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