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RESUMO

A familia Lauraceae € uma das mais importantes familias botanicas na Amazénia, uma vez
que tem uma ampla utilizacdo econdmica e potencial de producdo de importantes classes
de metabdlitos especiais; principalmente como antioxidantes: substéncias envolvidas na
prevencdo de desenvolvimento de patologias e retardamento do envelhecimento celular.
Extratos de algumas espécies nunca antes estudadas foram quimicamente
analisadas quanto a sua atividade antioxidante: inibicdo frente aos radicais livres DPPH* e
ABTS**; e determinacdo total de compostos fendlicos. Os resultados indicam que as
espécies de Licaria cannella angustata, Licaria martiniana, Mezilaurus duckei, Mezilaurus
itauba, Pleurotyrium vasquezii e Sextonia rubra foram as que apresentaram uma alta
atividade antioxidante referente a todos os testes aplicados, apresentando, portanto, uma
utilizacdo alternativa desta familia na prevencdo de doengas relacionadas com estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Lauraceae, antioxidante, estresse oxidativo.
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INTRODUGCAO

A busca por espécies florestais pouco conhecidas sdo fundamentais na identificacédo
de novas substancias de interesse medicinal. Na regido Amazdnica, a familia Lauraceae
destaca-se por apresentar classes de metabdlitos que tém demonstrado muita atividade
bioldgica, como neolignanas, flavondides e taninos (ZSCHOCKE, 2000). Merece destaque
também por ser economicamente utilizada nas formas de Oleos essenciais (QUINET &
ANDREATA, 2002), na culinaria, na fabricacdo de papel, marcenaria, construcdo civil, na
industria quimica e na medicina popular (MARQUES, 2001).

A familia Lauraceae apresenta uma variedade aprecidvel de espécies, sendo
distribuidas principalmente no Brasil e no sudeste da Asia (SOUZA, 2005). Em espécies
pertencentes a esta familia, tem-se mostrado atividades bioldgicas como vermifugas,
antibacterianas, antifingicas, citotoxicas, inseticidas e antioxidantes (ZSCHOCKE, 2000).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs), sdo produzidas
permanentemente nos organismos aerobios a partir de fontes externas ou endégenas. Sao
radicais livres importantes nos processos bioldégicos na producdo de energia e fagocitose
(BOREK, 1997). Porém, o aumento da concentracdo dessas substancias reativas pode
causar danos oxidativos - como estresse oxidativo, envelhecimento precoce e danos
celulares - sobre componentes celulares e extracelulares, iniciando e promovendo doencas
auto-imunes, cardiopatias, cancer, doencas de pulm&o, inflamagdo e muitas outras.
Segundo Anderson (2000), o per6xido de hidrogénio é capaz de atravessar a membrana
nuclear e induzir danos as moléculas de DNA.

Portanto, a descoberta de novas substancias com capacidade antioxidativa pode ser
de grande relevancia na inibicdo destes radicais livres, promovendo a prevencao terapéutica
de doencas relacionadas com o aumento do estresse oxidativo, onde a procura de tais
substancias envolvem os principios ativos de plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antioxidante de algumas espécies amazbdnica da Familia Lauraceae através de

ensaios frente ao radical DPPH*, ABTS** e determinacdo de compostos fendlicos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

As espécies da Familia Lauraceae destacam-se entre as demais familias boténicas
pela sua importancia econémica. Algumas espécies tém sido utilizadas pelas industrias para
a fabricacdo de diversos produtos, porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as
comunidades tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizacdo dessas plantas
(MARQUES, 2001)

A Lauraceae é uma das familias mais importantes e também uma das mais dificeis
na identificacdo de suas espécies. Possui distribuicdo mundial de aproximadamente 1900
espécies, cerca de 400 encontradas no Brasil, contribuindo assim com aproximadamente de
20% da biodiversidade (SHERPHED, 2000).

Antioxidante € um composto que protege o sistema biol6gico contra o efeito nocivo
de processos ou reac¢des que podem causar oxidacao excessiva.

Os antioxidantes podem ser definidos como substéncias que sofrem oxidacdo em
detrimento de outra substancia que seria importante que permanecesse no estado de
oxidacdo natural, e isso se da pelos mais diferentes mecanismos. Os organismos Vivos
possuem sistemas antioxidantes enddégenos para manter a formacao de radicais livres em
niveis toleraveis (LONSDALE, 1986; GORDON, 1996).

Os polifendis estdo usualmente presentes em plantas como produtos do seu
metabolismo. Entre uma de suas funcionalidades esta a capacidade de proteger as plantas
contra patégenos e predadores e principalmente contra o estresse fotossintético e formacao
de espécies reativas de oxigénio (LIMA, et al, 2007). Por estarem amplamente distribuidos
nas mais diversas espécies de vegetais, os polifendis constituem-se num importante
componente da dieta humana (SCHULZ, et al, 2000; CIESLIK, et al, 1998). Baseado em sua
estrutura quimica, os polifenéis podem ser divididos em pelo menos dez diferentes classes,
sendo que as principais sao os flavondides, taninos, acidos fendlicos e derivados.

Os flavonoides estdo entre os antioxidantes fendlicos mais potentes de origem
vegetal (NARAYANA, et al, 2001). Podem ser encontrados como agliconas livres ou na
forma de O-heterosideos ou C-heterosideos. Subdividem-se em flavonas, catequinas,

isoflavonas, flavonoéis e antocianinas.

Estudos epidemiolégicos tém mostrado correlacdo entre o consumo alto de
compostos fendlicos e a reducdo do risco de enfermidades cardiovasculares, céancer,
osteoporose, entre outras (SCHULZ, et al, 2006; LIMA, et al ,2007). Em geral, considera-se
que os polifendis desempenham efeitos benéficos na saude através de varios mecanismos
qgue incluem: (i) inibicdo direta de radicais livres, (ii) protecdo e regeneracdo de outros
antioxidantes e (iii) quelacdo de ions metalicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1996).



Taninos que sdo compostos intensamente hidroxilados, insoliveis com carboidratos
e proteinas, porém seu derivado, o acido tanico, tem apresentado atividade antioxidante em
reacOes oxidativas mediadas por ions metalicos (SCHULZ, et al, 2000).

Segundo Lima, et al (2007), esses polifendis estdo presentes nas plantas para
protegé-las contra patdgenos, predadores e principalmente contra o estresse fotossintético e
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Tais espécies sdo altamente instaveis e
quimicamente reativas, desempenham papel importantissimo no metabolismo celular, mas
em excesso, podem gerar estresse oxidativo, levando a alteracBes em tecidos responsaveis
por diversas doencas, como o cancer.

Em funcao da limitada capacidade do organismo de anular a atividade oxidativa das
substancias reativas, recomenda-se a ingestdo de antioxidantes exdgenos de origem
alimentar que possam aumentar a protecdo dos componentes celulares vitais e preservar

assim sua fungéo bioldgica.
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METODOLOGIA

3.1 Coleta e extracéo das espécies

O material vegetal de algumas espécies da Familia Lauraceae foram coletados na
Reserva Florestal Adolfo Duck, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazé6nia. As partes
aéreas foram separadas, limpas,secas trituradas e concentradas em evaporador rotatorio,
extraidas em etanol sob presséo reduzida, obtendo, portanto, o extrato bruto.

3.2 Ensaio DPPH* Qualitaivo

Utilizaram-se para este ensaio o0 método descrito por Confort et al., (2002), Wagner &
Bladt (1996). Foram preparadas as solugBes dos extratos etanodlicos obtidos e padrédo
quercetina, em metanol HPLC, obtendo uma concentracdo de 10mg/mL. Em seguida, foram
aplicadas em placas cromatogréficas, seguidas da revelagcdo com solu¢cdo de DPPH*® 0,3
mM, observando os extratos que tiveram o mesmo comportamento quando comparados
com o padrdo quercetina.

3.3 Ensaio DPPH* Quantitativo

Os extratos etandlicos e a quercetina, utilizada como substancia padrao, foram diluidos
em metanol HPLC, obtendo uma solugdo estoque a 1 mg/mL obtendo uma solucéo padréo
de 1mg/mL, realizando, em seguida, diluicdes sucessivas de 1:1. As amostras diluidas
foram lidas em leitor de microplaca a 517 nm para a obteng¢&o do branco. Em seguida, foram
submetidas a adicdo do reagente DPPH (0,3 mM), incubando a reag&o por 30 minutos em
ambiente escuro. Os valores obtidos das absorbancias foram convertidos em CSso.
3.4 Ensaio frente ao radical ABTS**

Os extratos etandlicos e o acido ascorbico, utilizado com substancia padrdo, foram
diluidos em metanol HPLC, obtendo uma solugcdo padrdo de 1mg/mL, realizando, em
seguida, diluicbes sucessivas de 1:1. As diluicdes obtidas foram lidas em leitor de
microplaca a 660 nm para a obtencdo do branco. Apoés isto, foram submetidas ao reativo
ABTS, realizando uma incubag&@o por 7 minutos em ambiente escuro. Os valores obtidos
ap6s uma nova leitura em leitor de microplaca foram convertidos em percentual de atividade
antioxidante.

3.5 Determinacgédo de compostos fendlicos totais

Foram preparadas solugées em metanol HPLC com concentragdes de 0,5 a 0,03125
pg/mL do padrao acido galico e com os extratos apenas uma solu¢do de 10 ug/mL. As
solucdes foram submetidas a adicao do reativo Folin-Ciocalteau e cinco minutos apds, a
adicdo da solucao de bicarbonato de sodio. As leituras da reacéo foram realizadas ap6s 90
minutos em espectofotbmetro UV a 724 nm. A concentracdo de fendis totais foi obtida

através da curva padréo do &cido galico.
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O ensaio qualitativo de atividade antioxidante por cromatografia em camada delgada

possibilitou a visualizagdo de quais extratos possuem atividade frente ao radical DPPH,

guando comparados com dois padrdes: a quercertina (bioflavondides) e o acido galico

(tanino hidrolisavel). O DPPH é um radical croméforo que simula as espécies reativas de

oxigénio (EROs), assim ele pode aceitar um eletrén ou radical hidrogénio para se tornar

uma molécula estavel. De acordo com BOILS (1958) possui uma coloracdo violeta intenso

e quando aplicado em placa cromatografia em forma de solugéo alcodlica, ela adquire uma

coloracdo amarelo ouro que caracteriza a presenca de substancias com atividade
antioxidante (CONFORT et, al, 2002 e WAGNER e BLADT, 1996).

1- Aniba panurensis folhas;

2- Aniba panurensis galhos;

3- Licaria cannella angustata folhas;

4- Licaria cannella angustata galhos;

5- Licaria martiniana folhas;

6- Licaria martiniana galhos;

7- Aniba roseaodora galhos;

8- Mezilaurus duckei folhas;

9- Mezilaurus duckei galhos;

10- Rhodostemonodaphne parvifolia folhas;
11- Pleurotyrium vasquezii folhas;

12- Ocotea splendens folhas;

13- Ocotea nigrescens folhas;

14- Rhodostemonodaphne negrensis folhas;
15- Mezilaurus itauba folhas;

16- Pleurotyrium vasquezii raizes;

17- Sextonia rubra folhas;

18- Dicypelium manausense folhas;

P1 padréo quercetina e P2 padréo 4cido
ascorbico

Figura 2 — Atividade antioxidante pelo ensaio de cromatografia em camada delgada

De acordo com a figura 1, observa-se a presenca de substancias com atividade

antioxidante nos extratos etandlicos testados, comparados com os padrées. Todos 0s

extratos possuem grande potencial antioxidante, exceto o0s extratos dos géneros

Rhodostemonodaphne, Dicypelium e Ocotea.
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A tabela 1 possui os dados obtidos pelos ensaios quantitativos frentes aos radicais

DPPH*, ABTS** e determinacdo de compostos fendlicos.

Tabela 1: Atividades antioxidantes frente aos Radicais Livres DPPH" e ABTS*™ e concentracdo
de fendlicos totais para extratos etandlicos de espécies de Lauraceae

Espécies

DPPH"

(CSso )t pg/mL £ DP  (AA%)? pg/mL + DP

ABTS*

Fenois totais
(mgEAG/g)® + DP

Aniba panurensis - folhas 14,37 + 0,096 20,489 + 0,600 90,289 + 19,064
Aniba panurensis - galhos 27,585 + 2,199 15,512 + 0,850 110,525 + 8,242
Aniba roseaeodora - galhos 2,209 + 0,189 11,261 + 0,298 89,465 + 10,424

Dicypellium manauense - folhas
Licaria cannella angustada - folhas
Licaria cannella angustada - galhos
Licaria martiniana - folhas

23,670 + 1,475
15,029 + 0,361
29,349 + 0,249
11,168 +£ 1,416

59,145 + 3,114
12,686 + 1,537
35,136 + 0,114
10,954 + 0,480

70,723 + 7,626

127,105 + 5,003

72,422 + 4,746
135,344 + 7,702

Licaria martiniana - galhos XXXXXXX 5,274 + 0,279 184,82 + 3,3453
Mezilaurus duckei - folhas 23,253 + 0,556 12,096 + 0,772 135,808 + 18,641
Mezilaurus duckei - galhos 13,494 + 0,484 13,212 + 0,904 116,550 + 10,209
Mezilaurus itauba - folhas 10,739 £ 0,240 7,406 + 0,184 144,561 + 8,080
Ocotea nigrescens - folhas 168,726 = 21,798 59,949 + 1,467 45,492 + 3,843

Rhodostemonodaphne parvifolia -
folhas

238,542 + 5,699

151,885 * 4,328

34,421 + 2,595

Pleurothyrium vasquezii - folhas XXXXXXX 7,529 £ 0,254 224,733 = 3,554
Pleurothyrium vasquezii - raizes XXXXXXX 20,931 £ 0,735 90,547 + 9,886
Sextonia rubra - folhas 10,043 + 0,317 16,499 £ 0,639 129,268 + 7,626
Sextonia rubra - cascas 8,105 + 1,152 6,972 + 0,323 XXXXXX

Obs.: 'CSso: capacidade de sequestro de radicais livres DPPH a 50% da amostra; 2AA%: Percentual de
atividade antioxidante contra o radical ABTS;
3mgEAG/g: miligrama equivalente ao acido galico por grama de extrato.

Quanto ao valores de capacidade de seqtiestro, nota-se que os valores mais altos de
CSso foram encontrados para 0s seguintes extratos etandlicos: Rhodostemonodaphne
parvifolia folhas (238,542) e Ocotea nigrescens folhas (168,726),apresentando uma menor
aitividade antioxidativa, confirmando o ensaio qualitativo realizado anteriormente. A
atividade antioxidante foi maior (isto significa um menor valor de CSso) para 0s extratos da
Aniba panurensis, Sextonia rubra e Licaria matiniana.

Para a o percentual de atividade antioxidante encontrado pelo ensaio frente ao
radical ABTS**, foram utilizadas as mesmas interpretacdes que o método DPPH*: quanto
menor a concentracdo encontrada, maior o seu percentual de atividade antioxidante.
Considerando no que diz a respeito na literatura (até 100 pug/mL considera-se um bom
percursor de atividade antioxidante), tem-se que quase todos o0s extratos etandlicos
apresentaram um bom percentual antioxidativo, tendo destaque para a espécie de Licaria

martiniana.
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A quantificacdo de fendis totais presente nas amostras dos extratos etandlicos foi
feita por meio na espectroscopia na regido do visivel pelo método de Folin-Ciocalteau com
algumas modificagbes. O teor de fendis totais foi determinado com a interpolagao da
absorbéancia das amostras contra a curva de calibra¢do construida com padréo &cido galico
e foi expresso por mg/EAG (equilavente &cido gdlico) por g de extrato. A equacdo de
calibragcéo obtida foi de C = 6,472x+0,019, onde C € a concentracdo equivalente de &cido
gélico na amostra, x absorbancia lida em 724nm e o coeficiente de correlagéo de R? 0,9998.

Os valores, representados na tabela 2, indicam um elevado teor compostos fendlicos
confirmando o ensaio de DPPH quantitativo. Espécies como Aniba panurensis e Licaria
cannella angustata confirmaram a existéncia de algum composto antioxidante que contribui

particularmente e eficientemente no sequestro de radicais livres.

O gréfico 1 representa a correlacdo de dados entre a capacidade antioxidante
medida frente ao radical DPPH* x ABTS**

300 Correlacdo de Dados
DPPHx ABTS
y=1,626x-7,529
260 R2=0,827

200

150

100

B0

Os compostos presentes em cada composto etandlico influenciam na atividade
antioxidante e favorecem para respostas diferentes de acordo com a metodologia utilizada.
Nos experimentos realizados, observou-se uma correlagéo entre os métodos DPPH e ABTS,
encontrando R?=0,827. Segundo Abe et.al. (2007), a variacdo no perfil dos compostos
fendlicos pode resultar em diferentes respostas biol6gicas. Dessa forma, outros compostos
podem estar agindo sinergicamente, contribuindo para os efeitos benéficos associados ao

consumo dos extratos estudados.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam os estudos da literatura sobre a familia Lauraceae,
onde espécies pouco conhecidas desta familia demonstraram grande atividade bioldgica,
servindo para o desenvolvimento de novos medicamentos. Diante dos resultados obtidos,
pode-se verificar que as espécies Licaria cannella angustata, Licaria martiniana, Mezilaurus
duckei, Mezilaurus itauba, Pleurotyrium vasquezii e Sextonia rubra foram as que
apresentaram uma alta atividade antioxidante referente a todos os testes aplicados. Além
disso, a espécie de Rhodostemonodaphne parvifolia apresentou resultado negativo
referente a todos os ensaios realizados. Diante dos testes apresentados, a atividade frente
ao radical ABTS** foi o que melhor comprovou as atividades antioxidantes presente nos
extratos estudados. Pode-se verificar também que os melhores resultados foram obtidos em
amostras de folhas.
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