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RESUMO

A Amazbnia é uma das maiores detentora da biodiversidade vegetal do planeta. Os
constituintes de sua flora apresentam enorme potencial nas industrias farmacéuticas, de
cosméticos, perfumes e esséncias, dentre outras. O presente trabalho teve por objetivo a
pesquisa de espécies amazbdnicas da familia Lauraceae potencialmente Uteis tanto
terapeuticamente quanto comercialmente, que possuam composicdo alcaloidica ou potencial
aromatico. As espécies selecionadas, coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke, para este
estudo foram: Aniba panurensis, Aniba rosaeodora, Dicypellium manausense, Endlicheria
chalisea, Licaria cannella angustata, Licaria martiniana, Mezilaurus duckei, Mezilaurus
itauba, Ocotea nigrescens, Ocotea splendens, Rhodostemonodaphne negrensis,
Rhodostemonodaphne parvifolia, Pleurothyrium vasquezii e Sextonia rubra. Das espécies
selecionadas as Unicas que possuem algum estudo quimico séo A. rosaeodora, A. panurensis e
M. itauba. Os Gleos essenciais foram obtidos através de hidrodestilagdo e analisados quanto
suas composicdes quimicas (CG-DIC, CG-EM e RMN de *H), em que o p-cariofileno foi o
constituinte majoritdrio da maioria dos Oleos: folhas de A. panurensis (33,5%), D.
manausense (39,5%), M. itauba (51,8%), O. nigrescens (37,9%) e O. splendens (51,0%);
folhas e galhos de L. martiniana (41,7% e 21,4%, respectivamente) e R. parvifolia (41,3% e
16,2%, respectivamente). Para os demais 6leos os principais constituintes foram epoxido de
cariofileno, santalenona, y-eudesmol, o-pineno, germacreno D, p-cimeno, B-elemeno, o-
copaeno, e o linalol (89,4%) que é a principal substancia encontrada na espécie A.
rosaeodora. Nos ensaios de atividade inibidora de radicais livres, todos os 6leos essenciais
apresentaram inibicdo do radical livre DPPH qualitativamente. Entretanto, na anélise
quantitativa as concentracdes ativas foram muito altas, superiores a 700 ng/mL. Apenas 0s
6leos essenciais dos galhos de L. martiniana e das folhas de M. duckei e R. parvifolia
apresentaram atividade inibidora de acetilcolinesterase. Os ensaios de inibi¢do plaquetaria
resultaram em pouco potencial antiagregante plaquetario, com inibicéo inferior a 20%. Os
extratos brutos, dos géneros Aniba, Licaria, Mezilaurus, Ocotea e Rhodostemonodaphne,
obtidos por extracdo com etanol 100%, foram submetidos a uma triagem fitoquimica na qual a
presenca de fendis, taninos condensados, flavanonas, saponinas, esterdides e alcaldides
mostraram-se frequente. Os extratos etandlicos das espécies de A. panurensis, S. rubra e L.
martiniana foram o0s que mostraram maior atividade antioxidante frente ao radical livre
DPPH. A atividade inibidora de acetilcolinesterase foi maior nos extratos dos géneros Aniba e
Licaria. Os extratos do género Licaria foram os que apresentaram melhores atividades contras
as células tumorais SF-295 (glioblastoma humano), HCT-8 (c6lon humano) e MDAMB-435
(mama humana). E para os bioensaios contra Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi o
extrato das folhas de A. panurensis foi o que apresentou melhor atividade (67 pg/mL e 79
ug/mL, respectivamente). Os extratos que apresentaram melhores atividades bioldgicas
deverdo ser fracionados para o isolamento dos principios ativos e novamente testados.

Palavras-chave: Lauraceae, 6leos essenciais, alcaldides, bioprospecgdo, atividades bioldgicas.
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ABSTRACTS

The Amazon is one of the largest possessors of plant biodiversity on the planet. The
constituents of the flora have enormous potential in the pharmaceutical, cosmetics, perfumes
and essences, among others. This study aimed to search for Amazonian species of the
Lauraceae potentially useful both therapeutically and commercially, holding alkaloidal
composition or aromatic potential. The selected species were collected in Adolpho Ducke
Forest Reserve, for this study were: Aniba panurensis, Aniba rosaeodora, Dicypellium
manausense, Endlicheria chalisea, Licaria cannella angustata, Licaria martiniana,
Mezilaurus duckei, Mezilaurus itauba, Ocotea nigrescens, Ocotea splendens,
Rhodostemonodaphne negrensis, Rhodostemonodaphne parvifolia, Pleurothyrium vasquezii e
Sextonia rubra. Of the species selected the ones with some chemical study are A. rosaeodora,
A. panurensis and M. itauba. The essential oils were obtained by hydrodistillation and
analyzed for their chemical composition (GC-FID, GC-MS and 'H NMR), where the p-
caryophyllene was the major constituent of most oils: leaves of A. panurensis (33.5%), D.
manausense (39.5%), M. itauba (51.8%), O. nigrescens (37.9%) and O. splendens (51.0%);
leaves and branches of L. martiniana (41.7% and 21.4%, respectively) and R. parvifolia
(41.3% and 16.2%, respectively). For the other major oils constituents were caryophyllene
epoxide, santalenone, y-eudesmol, a-pinene, germacrene D, p-cymene, 3-elemene, o-copaene
and linalool (89.4%) which is the main substance found in species A. rosaeodora. When
testing inhibitory activity of free radicals, all essential oils showed inhibition of free radical
DPPH qualitatively. However, quantitative analyses of active concentrations were very high,
exceeding 700 pug/mL. Only the essential oils of branches of L. martiniana and leaves of M.
duckei and R. parvifolia showed inhibitory activity of acetylcholinesterase. Tests of platelet
inhibition resulted in little potential antiplatelet agent with inhibition below 20%. Extracts of
the genus Aniba, Licaria, Mezilaurus, Ocotea and Rhodostemonodaphne obtained by
extraction with ethanol 100%, were subjected to phytochemical screening in which the
presence of phenols, tannins, flavanones, saponins, steroids and alkaloids were shown to be
frequent. The ethanol extracts of the species of A. panurensis, S. rubra and L. martiniana
showed the highest antioxidant activity against DPPH free radical. The acetylcholinesterase
inhibitory activity was higher in extracts of the Aniba and Licaria genus. Extracts of the
Licaria genus were showed better activities against tumor cells SF-295 (human glioblastoma),
HCT-8 (human colon) and MDAMB-435 (human breast). And for the bioassays against
Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi extract of leaves of A. panurensis showed
the best activity (67 pg/mL e 79 pg/mL, respectively). The extracts that showed better
biological activities should be fractionated for the isolation of active principles and retested.

Keywords: Lauraceae, essential oils, alkaloids, bioprospecting, biological activities.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas tem acompanhado a evolucdo do homem através dos
tempos. As civilizagdes primitivas perceberam a existéncia, ao lado das plantas comestiveis,
de plantas dotadas de potencial curativo. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo
de ervas e folhas talvez tenham sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos
naturais (VIEGAS JR.; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Esse conhecimento foi se
desenvolvendo juntamente com as civilizagdes até chegar aos dias atuais, onde se sabe que as
acOes farmacologicas das plantas estdo relacionadas & presenca de compostos biologicamente
ativos. A correlacéo entre a estrutura quimica destes compostos e a acéo fisiologica tem dado
suporte a descoberta de novas moléculas naturais com elevada atividade farmacoldgica.

As primeiras substancias puras do reino vegetal foram isoladas a partir do século
XVIII ocorrendo assim, a consolidagdo do emprego de plantas para cura e prevencdo de
doencas. Os compostos mais facilmente isolados nesta época foram os &cidos organicos e
alcaldides (PINTO et al., 2002).

A quimica de alcaldides apresenta um interesse crescente em face de sua gama de
atividades bioldgicas (Quadro 1). Todos os compostos descritos no Quadro 1 séo alcaldides
de grande importancia para a nossa civilizacdo, diversos deles obtidos de plantas presentes no
Brasil e, especificamente, na Amazonia.

Embora até 0 momento apenas 10% da biodiversidade mundial tenham sido estudado,
cerca de 140 mil metabdlitos, oriundos, sobretudo de plantas superiores, ja foram isolados e
caracterizados. A maioria, no entanto, ainda ndo foi avaliada biologicamente (CALIXTO,
2000; STROBL, 2000).

A descoberta de produtos naturais bioativos constitui, portanto, ndo apenas uma

necessidade de sua identificagdo propria, mas principalmente, contribui para o conhecimento



de novos compostos quimicos bioativos, que podem ser usados como protétipos para

descoberta de novos farmacos (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Alcalbides Atividades Bioldgicas Referéncias
Atropina Dilatador de pupilas Martinez; Almeida; Pinto, 2009
Escopolamina Espasmolitico Martinez; Almeida; Pinto, 2009
Papaverina Espasmolitico Hostettmann; Queiroz; Vieira, 2003
Morfina Anestésico Hostettmann; Queiroz; Vieira, 2003
Cocaina Anestésico Martinez; Almeida; Pinto, 2009
Codeina Antitussigeno Viegas Jr; Bolzani; Barreiro, 2006
Nicotina Inseticida Mariconi, 1983
Cafeina Estimulante e diurético Saldana; Mazzafera; Mohamed, 1997
Quinina Antimalarial Barreiro; Fraga, 1999
Emetina Emético e expectorante Lara et al., 2003
Vimblastina Antineoplasico Viegas Jr; Bolzani; Barreiro, 2006
Vincristina Antineoplasico Viegas Jr; Bolzani; Barreiro, 2006
Curare Bloqueador neuromuscular Barreiro; Fraga, 1999

Quadro 1 — Alguns alcal6ides e suas atividades biol6gicas

Outro perfil de utilizacdo de plantas, especialmente no Estado do Amazonas, é a do
extrativismo. Desde os tempos da extragdo da borracha, uma grande parcela da populagéo da
Amazbnia sobrevive do extrativismo vegetal. Com o declinio do preco da borracha,
entretanto, o extrativismo vegetal na regido tem sido focado na obtengéo de 6leos essenciais
para os mais variados fins, como os Oleos essenciais de breu-branco (Tetragastris
panamensis), puxuri (Licaria puchury-major), pau-rosa (Aniba rosaeodora), casca-preciosa
(Aniba canelilla), sacaca (Croton cajucara) e pimenta longa (Piper hispidinervum), utilizados
nas industrias de perfumes, cosméticos e bioinseticidas, por exemplo.

A producgdo de 6leos essenciais no Brasil teve inicio ao fim da segunda década do
século XX, com base no extrativismo de esséncias nativas para o atendimento do mercado
externo. O interesse pelos Gleos essenciais estd baseado ndo somente na possibilidade de

obtencdo de compostos arométicos (odor agradavel), mas também daqueles possuidores de



propriedades terapéuticas, ou ainda, de compostos organicos, conjuntamente responsaveis
pela qualidade da esséncia.

Atualmente na Amazonia, entretanto, poucos estudos exploram esta enorme fonte de
recursos. Apesar dos estudos que vém sendo realizado no Estado do Para e publicado pelo
Museu Emilio Goeldi, como: “Plantas Aromaticas da Amazobnia” e “Aroma de Flores da
Amazénia”, as pesquisas com 0Oleos essenciais realizadas no Amazonas, tanto na UFAM
quanto no INPA, instituicbes de pesquisa que em outras eépocas se destacaram por estes
estudos, especialmente os realizados pelo prof. Dr. José Guilherme Soares Maia, sdo
incipientes.

Estudar a biodiversidade é de importancia fundamental em vista do carater dindmico
do desaparecimento de espécies vegetais e de praticas culturais, considerando-se que o Brasil
detém a maior diversidade genética vegetal do mundo, e que conta com cerca de 55.000
espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (CALIXTO, 2000;
NODARI; GUERRA apud SIMOES et al., 1999). Considerando a crescente taxa de
degradacdo ambiental nos diversos biomas brasileiros e que mais da metade dessas espécies
encontram-se em florestas tropicais, cuja area corresponde a apenas 7% da superficie da terra,
torna-se urgente o estudo quimico e farmacoldgico da flora amazénica.

Na regido amazobnica, a familia Lauraceae destaca-se pela sua composicdo de
metabodlitos que tem demonstrado muita atividade bioldgica, incluindo nesta composicdo
alcaldides, neolignanas, sesquiterpernos, fenilpropandides, flavonodides e taninos. Merece
destaque também por ser economicamente utilizada nas formas de 6leos essenciais (QUINET;
ANDREATA, 2002), na culinaria, na fabricagdo de papel, marcenaria e construcdo civil, na
inddstria quimica e na medicina popular (MARQUES, 2001), justificando assim a

investigacdo quimica e farmacoldgica de suas espécies.



Apesar da importancia da familia Lauraceae, como fonte de produtos naturais de alto
valor comercial, muitas espécies encontradas no Brasil ainda ndo foram investigadas
fitoquimicamente. Com o intuito de contribuir para o perfil quimico e caracterizacdo de
compostos bioativos de espécies dessa familia, optou-se por investigar as espécies
encontradas na Reserva Florestal Adolpho Ducke, de ocorréncia na Floresta Amazonica
brasileira e para as quais poucos dados estdo disponiveis na literatura especializada.

Como diferenciais deste estudo de bioprospeccdo vegetal em relagdo aos estudos
fitoquimicos tradicionais estdo aspectos, como: a) o estudo de espécies vegetais pertencentes a
familia Lauraceae (a maior parte delas nunca antes estudada) que produzam aromas e
alcaldides simultaneamente; b) a conjugacdo de estudos de atividade bioldgica relacionados a
um mesmo objetivo central: a obtencdo de compostos ativos para os males do SNC,
protozodrios parasitas, neoplasias e doencas cardioldgicas.

Para assim contribuir na consolidacdo das pesquisas sobre a composi¢édo quimica e
atividade biolégica de plantas amazénicas, foram estabelecidos as seguintes acdes:

a) Descrever a composicdo quimica dos 6leos essenciais por técnicas cromatogréficas
e espectrométricas;

b) Definir o perfil fitoquimico com énfase nas principais classes de compostos,
presentes nos extratos etanolicos, através de Cromatografia em Camada Delgada e
reveladores especificos;

c) Realizar ensaios quimicos e enzimaticos para caracterizacdo de atividades
antioxidante e inibidora de acetilcolinesterase, respectivamente, dos Oleos essenciais e
extratos etandlicos;

d) Realizar estudos farmacol6gicos in vitro de atividade antiprotozodrio parasita e
citotoxicidade a celulas tumorais dos extratos etandlicos e de atividade antiagregante

plaquetéria dos 6leos essenciais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lauraceae Jussieu

A familia Lauraceae possui distribuicdo pantropical (Figura 1), principalmente nas
terras baixas da Amazonia e América Central, com cerca de 50 géneros e 2500 espécies
(CHRISTOPHER; ROWETT, 1996; RIBEIRO et al., 1999), sendo que no Brasil existem
cerca de 400 espécies distribuidas em 25 géneros.

Os 25 géneros nativos sdo:  Aiouea, Anaueria, Aniba, Beilschmiedia, Cassytha,
Cinnamomum, Cryptocaria, Dicypellium, Endlicheria, Kubitzkia, Licaria, Mezilaurus,
Misanteca, Nectandra, Ocotea, Paraia, Persea, Phoebe, Phyllostemonodaphne,
Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne, Sextonia, Systemonodaphne, Urbanodendron e
Williamdendron. Além dos géneros nativos € importante ressaltar outros dois, que foram
introduzidos no Brasil, devido a sua importancia econdémica: Laurus e Litsea (SOUZA;

LORENZI, 2005).

£ e T

Figura 1 — Mapa da distribuicdo geografica da familia Lauraceae
FONTE: Missouri Botanical Garden.



Na Reserva Florestal Adolpho Ducke foi encontrado 99 espécies em 13 géneros:
Ocotea com 41 espécies, Licaria com 15, Aniba com 13, Endlicheria com 11,
Rhodostemonodaphne com oito, Aiouea e Mezilaurus com trés. Os demais sdo representados
por apenas uma espécie. S80 géneros exclusivos da Amazdnia ou com centro de diversidade
na regido (RIBEIRO et al., 1999).

Apesar de suas espécies serem consideradas de dificil identificagdo (SHEPHERD,
2000), é considerada uma das familias de maior importancia econdbmica da Floresta
Amazbnica, em virtude da boa qualidade da madeira e do alto valor que alcangam seus 6leos
essenciais no comercio (QUINET; ANDREATA, 2002), podendo destacar espécies do género
Ocotea, Nectandra e Aniba conhecidas popularmente como canelas, loureiros ou embuias e
pau-rosa, respectivamente. Porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as comunidades
tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizagdo dessas plantas (MARQUES,
2001).

Segundo Ribeiro et al. (1999), as espécies mais empregadas popularmente sdo o
abacate (Persea americana), a canela (Cinnamomum verum) e o louro (Laurus nobilis); as
demais tém em geral grande importancia econémica em suas areas de ocorréncia. A casca ou
o fruto de algumas espécies séo usados como condimentos (Dicypellium caryophyllaceum) ou
para fazer chi (Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Compostos aromaticos para
perfumaria sdo extraidos de algumas espécies, como a canela-sassafrés (Ocotea odorifera) e o
pau-rosa (Aniba rosaeodora). Outras tém usos na medicina popular ou industrial, como a
canfora (Cinnamomum camphora). A madeira de Lauraceae é amplamente explorada em
diversas regides. Na Amazonia, a itauba (Mezilaurus spp.) € a madeira preferida para
construgdo de embarcagOes devido a sua alta durabilidade e resisténcia. Diversas outras
espécies constituem o principal produto madeireiro vendido nas lojas de Manaus sob 0 nome

de “louro”. Algumas espécies aparecem no mercado mundial em significante quantidade,



como Chlorocardium rodiaei na Guiana, constituindo um dos principais produtos de
exportacdo, e a imbuia (Ocotea porosa) no Sul do Brasil, que foi explorada até o esgotamento
de suas reservas naturais.

O potencial econdmico das espécies dessa familia € conhecido desde os tempos
remotos, através de documentos da China de 2800 a.C., onde j& era empregado o 6leo de
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl. e de outras espécies do género na medicina
(SANGIRARDI JR., 1984). Segundo Quinet; Andreata (2002), as folhas de Laurus nobilis L.,
o loureiro, eram utilizadas pelos antigos gregos e romanos para confeccionar coroas, com as
quais se homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos, e estdo entre os condimentos
conhecidos da culinéria de todo o mundo.

Oleos essenciais de composicdo quimica diversa, polifendis, lignanas e poucos
triterpenos e esterdides tem sido encontrados na familia, que também é uma fonte rica em
alcaldides (BARBOSA-FILHO et al., 1999; GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975;
KAMETANI; IHARA; HONDA, 1976). Devido a presenca desses metabolitos especiais, suas
espécies desempenham diferentes fungbes na medicina natural (DE CARVALHO;

YOSHIDA; GOTTLIEB, 1987).

2.1.1 O género Aniba Aublet

O género Aniba foi estabelecido por Aublet (1775), baseado em uma unica especie (A.
guianensis). Posteriormente, foram introduzidas por Nees e Martius (NEES, 1833) espécies
descritas sob a denominagdo genérica Aydendron. Mez (1889), em seu estudo monografico
Neotropical Lauraceae, reviveu o género Aniba. Mais tarde, o trabalho de Mez foi seguido

por um tratamento mais detalhado por Kostermans e Kubitzki.



De acordo com as evidéncias apresentadas neste estudo, Aniba € restrito aos
neotropicos e compreende 41 espécies de alguns arbustos e principalmente arvores de
pequeno a grande porte. O centro de distribuicdo situa-se na Amazonia Central, Guiana e
regibes com espécies individuais irradiando para os Andes, norte da Venezuela, Pequenas
Antilhas e no leste do sul do Brasil (RICHTER, 1981). Algumas espécies sdo fontes de
produtos Gteis como os 6leos essenciais, sementes medicinais, cascas aromaticas e madeira
serrada.

Segundo estudos de Morais et al. (1972), para o0 género Aniba, os 6leos dos diferentes
6rgdos de qualquer espécie mostram somente uma pequena variagdo em sua composi¢ao,
porém esta variacdo é drastica entre espécies diferentes, de forma que as mesmas foram
classificadas em trés grupos: grupo do linalol (A. duckei e A. rosaeodora), grupo do benzoato
de benzila (A. burchellii, A. firmula, A. fragrans, A. gardneri, A. guianensis, A. parviflora, A.
permollis) e grupo do alilbenzeno (A. canelilla, A. hostmanniana, A. pseudocoto).

Os principais constituintes encontrados nos 6leos essenciais das espécies desse género
sdo: linalol, benzoato de benzila, salicilato de benzila, benzoato de feniletila, eugenol,
metileugenol, estirilpironas, monoterpenos, e sesquiterpenos (DIAZ et al., 1977; MORAIS et
al., 1972; REZENDE et al., 1971). Em alguns 6leos foram detectados a presenca de produtos
raros de planta como 1-nitro-2-feniletano, benzoato de feniletila, O-metilisoeugenol e 2,4,5-
trimetoxialilbenzeno (MORAIS et al., 1972).

Também tem sido detectada, para este género, a presenca do dilapiol que é um
fenilpropandide que vem sendo testado com éxito como fungicida, moluscida, acaricida,
bactericida e larvacida (SILVA; NAKAGAWA, 1995), e neolignanas do tipo benzofurandide
e biciclo (3.2.1) octandide (ANDRADE; BRAZ FILHO; GOTTLIEB, 1980; DIAZ et al.,
1977; TREVISAN; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1984a, b). Além de outros compostos descritos

a seguir como os alcaldides e flavanonas isolados das espécies A. rosaeodora e A. panurensis.



2.1.1.1 Aniba rosaeodora Ducke

Esta espécie possui varias denominacbes populares, tais como: pau-rosa, pau-rosa
mulatinho, pau-rosa-itaiba, pau-rosa-imbalba, enclit, rosenhout, bois de rose, bois de rose
femelle, rose Wood; e as seguintes sinonimias: Licaria guianensis Aublet (1775), Aniba
rosaeodora var. amazonica Ducke (1926) e Aniba duckei Kostermans (1938) (COSTA;
OHASHI; DANIEL, 1995).

A espécie apresenta mudanca foliar anualmente, sempre durante o periodo seco, 0 que
ndo acontece para as fases de floracéo e frutificacdo. Os autores Magalhées e Alencar (1972)
observaram ainda que, devido & irregularidade na floragéo — frutificacéo, e a grande predagéao
dos frutos por psitacideos, o fornecimento de sementes fica comprometido.

E encontrada nas florestas de terras firmes e altas, principalmente de mata pluvial nfo
inundével, ao longo dos rios (COSTA; OHASHI; DANIEL, 1995), nas bacias dos rios
Tapanahoni e Gonini (Suriname), no Oiapoque (Guiana Francesa), estendendo-se pelo
Iquitos, Pucalpa e Napo (Peru), Colémbia e Equador. No Brasil, além de sua ocorréncia no
Amapa, na fronteira com a Guiana Francesa, tem como seu melhor habitat o alto e 0 médio
Amazonas, em duas faixas margeando o Rio Amazonas, na parte do carbonifero superior (O
EXTRATIVISMO, 1971/72).

E uma espécie arborea importante para a regido Amazonica e a sua utilizagdo mais
conhecida e de grande valor econdmico é a producdo de dleo essencial, do qual é extraido o
linalol, esséncia largamente empregada como fixador de perfumes pela industria de
perfumaria nacional e internacional (ALENCAR; FERNANDES, 1978; VIAL-DEBAS apud
EMPERAIRE, L., 2000). Possui baixa freqiiéncia atualmente (MITJA; LESCURE apud
EMPERAIRE, L., 2000) em funcéo de décadas de intensa e desordenada exploracéo, fato este

que levou a um declinio de suas populagdes naturais (COSTA; OHASHI; DANIEL, 1995;
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VIAL-DEBAS apud EMPERAIRE, L., 2000; VIEIRA, 1970). Por esta razéo, o IBAMA,
através da portaria n° 01 de 13 de maio de 1998, tenta disciplinar a exploragdo desta espécie
na Amazonia central, exigindo dos produtores a reposicdo equivalente a matéria prima
extraida e estimulando o uso de técnicas que possibilitem a rebrota de arvores adultas, como o
corte dos troncos acima de 50 cm do solo ou a poda da copa das arvores. A exploragdo sem
planejamento pode ter contribuido para a redugdo da diversidade genética intraespecifica
(HALL; WALKER; BAWA, 1996; YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996), tema, apesar de
relevante, pouquissimo explorado para esta espécie.

Maia et al. (2007) concluem que a composicdo do Oleo essencial de A. rosaeodora
Ducke e A. duckei Kostermans (sin. A. rosaeodora var. amazonica) sdo completamente
diferentes, mas que estas duas espécies sao as que melhor representam fontes de 6leos de pau-
rosa.

Em A. rosaeodora Ducke foram isolados a flavanona fendlica pinocembrina, 4-
metoxiparacotoina, [-sitosterol, linalol e o alcal6ide piperidinico anibina (MORS;
MAGALHAES; GOTTLIEB, 1960) que possui atividade analéptica (GONCALVES;
CORREA; GOTTLIEB, 1958).

O oleo essencial teve atividade antibacteriana comprovada contra oito bactérias
(Staphylococos aureus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Edwardsiella tarda, Klebsiella
penumoniae, Enterobacter aerogenes, Salmonella sp.), sendo o linalol o responsavel pela

atividade antimicrobiana (LOBATO et al., 1989).

2.1.1.2 Aniba panurensis (Meisn.) Mez

Em estudos fitoquimicos realizados com esta espécie foram isolados 6-estiril-2-

pironas (MOTIDOME; GOTTLIEB; KUBITZKI, 1982) e o alcaléide 6,8-didec-(12)-enil-5,7-
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dimetil-2,3-dihidro-1-H-indolizinico como o sal acido de trifluoroacético que possui atividade

antifingica contra Candida albicans (KLAUSMEYER et al., 2004).

2.1.2 O género Dicypellium Nees & Martius

E um género de duas espécies: D. caryophyllatum e D. manausense, nativo da
América do Sul tropical, na Bacia Amazdnica (ROHWER, 1988).

O unico estudo quimico existente na literatura disponivel para este género é a
composicgdo quimica do 6leo essencial de D. caryophyllatum que possui eugenol 95,5% e O-
metileugenol 1,6% (ALENCAR et al., 1971).

A espécie Dicypellium manausense W. A. Rodrigues ndo possui nenhum estudo

quimico ou farmacolégico registrado.

2.1.3 O género Endlicheria Nees

E um género de arvores didicas que tem cerca de 60 espécies distribuidas na América
Tropical (CHANDERBALL, 2004).

Nas espécies desse género foram isoladas as neolignanas hexahidrobenzofurandides:
disodantina A, disodantina B, acetato de megafone e burchelina. Todas as quatro neolignanas
mostraram atividade no ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina e as trés
primeiras inibiram o crescimento de células tumorais humanas da vesicula biliar em cultura
(MA; KOZLOWSKI; MCLAUGHLIN, 1991). Também foram isolados quatro derivados
bioativos de benzoato de benzila: 2-hidroxibenzoato de benzilo, 2-hidroxi-benzil-6-
metoxibenzoato,  2,6-benzildimetoxibenzoato e  2,5-benzildimetoxibenzoato  (MA,;

ANDERSON; MCLAUGHLIN, 1991).
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N&o ha registro de estudos quimicos ou farmacoldgicos para Endlicheria chalisea

Chanderbali.

2.1.4 O género Licaria Aublet

E um género neotropical que consiste de 38 espécies distribuidas desde o sul da
Florida, México até o sudoeste do Brasil e Bolivia. No Brasil é registrada a ocorréncia de 20
espécies e duas subespécies, na sua maioria na regido amazonica (KURZ, 2000).

Em alguns trabalhos, dos varios existentes sobre a composi¢do quimica das espécies
desse género, relata-se a presenca de lignanas furofuranicas (ALEGRO et al., 1981),
alcaldides oxoaporfinicos (ALEGRO et al., 1981), 6,7-dimetoxicoumarina (AIBA et al.,
1978; ALEGRO et al., 1981), arilpropandides (MAIA; RAMOS; LUZ, 1985; SILVA; MAIA,
1973), sitosterol, monoterpenos, sesquiterpenos (FRANCA; GOTTLIEB, 1974; GOTTLIEB
et al., 1981; MAIA; RAMOS; LUZ, 1985; SILVA et al., 1973) e o fenilpropandide dilapiol
(GIESBRECHT; FRANCA; GOTTLIEB, 1974).

As neolignanas foram bastante estudadas para este género, das quais é possivel
encontrar as do tipo biciclo [3.2.1] octandide, benzofurandides, benzodioxano,
diariltetrahidrofurano e B-ariloxiarilpropano (AIBA; CORREA; GOTTLIEB, 1973; AIBA et
al.,, 1978; ALEGRO et al., 1981; BARBOSA-FILHO et al., 1989; BARBOSA-FILHO;
YOSHIDA; GOTTLIEB, 1987; BRAZ-FILHO et al.,, 1981; FERREIRA et al.,, 1982;
FRANCA; GOTTLIEB, 1974; GUILHON et al., 1992; LOPES et al., 1986; MARQUES et
al., 1992a).

As espécies Licaria cannella angustata H. W. Kurz e Licaria martiniana (Mez)
Kosterm. ndo possuem nenhum registro na literatura quanto a composi¢cdo quimica e o

potencial farmacoldgico.
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2.1.5 O género Mezilaurus Kuntze ex Taub

E um género neotropical que consiste de 18 espécies que ocorrem desde a Costa Rica
até o sudeste do Brasil (WERFF, 1987). No Brasil sdo encontradas nove espécies arboreas
em é&reas de boa drenagem do rio Amazonas e poucas espécies ocorrem em outros
ecossistemas (YANEZ; DIAZ; DIAZ, 1986).

Séo poucas as espécies estudadas quimicamente para este género, porém podem-se
ressaltar os estudos realizados com M. itauba citados a seguir, e o isolamento dos alcaldides
isoquinolinicos coclaurina e norcinamolaurina, e do alcaldide aporfinico corituberina na
madeira de M. synandra (SILVA et al., 1983).

Mezilaurus duckei van der Werff ndo possui registro de estudos quimicos ou

farmacoldgicos.

2.1.5.1 Mezilaurus itauba (Meisn.) Taubert ex Mez

Mezilaurus itauba, conhecida popularmente como italba, é a espécie de Mezilaurus
mais cobicada atualmente, devido a importancia econdmica e a qualidade da sua madeira e
talvez por isso tenha sido uma das espécies mais estudadas quimicamente e
farmacologicamente do género.

Neolignanas benzofurandide e neolignanas biciclo [3.2.1] octandide tem sido isoladas
de suas cascas (YANEZ; DIAZ; DIAZ, 1986). As neolignanas cis- e trans-burchelina tém
mostrado efeitos significativos na alimentagdo, excrecdo e também na producdo de ecdise em
larvas do inseto hematdfago Rhodinius prolixus, o vetor mais importante de Trypanosoma

cruzi, que é o responsavel pela doenca de Chagas na América Latina (GARCIA et al., 2000).
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2.1.6 O género Ocotea Aublet

Este é um género de aproximadamente 350 espécies distribuidas na América tropical e
subtropical, desde o México até a Argentina, ocorrendo também em Madagascar, na Africa e
nas Ilhas Canérias (ROHWER apud KUBITZKI; ROHWER; BITTRICH, 1993).

E considerado um dos géneros mais expressivos das Lauraceae brasileiras devido a sua
ampla distribuicéo, e o fato de suas espécies serem muito apreciadas no comércio madeireiro,
0 que tem despertado o interesse dos fitoquimicos.

Muitas espécies tém sido estudadas e a quimica do género é composta frequentemente
por neolignanas do tipo biciclo [3.2.1] octandide, benzofurandides, 1,2-diaril e 1-aril-2-
ciclohexilpropandide, biciclo 2-oxo [4.2.1] nonandide, benzodioxano (AIBA; BRAZ-FILHO;
GOTTLIEB, 1973; DAVID; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1994a; DIAS; YOSHIDA;
GOTTLIEB, 1986; DODSON et al., 1987; FELICIO et al., 1986; HARAGUCHI et al., 1983;
ISHIGE et al.,, 1991; KHAN; GRAY; WATERMAN, 1987; MARQUES et al., 1992b;
SEHLAPELO; DREWES; SANDOR, 1993; SILVA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB, 1989).

Também foram isolados flavonoides catequinicos (DAVID; YOSHIDA; GOTTLIEB,
1994b), sitosterol (AIBA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB, 1973), monoterpenos e sesquiterpenos
(AIBA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB, 1973; BOTEGA et al., 1993; GOTTLIEB et al., 1981),
lignanas furofuranos (BARBOSA-FILHO et al., 1999), alcaldides isoquinolinicos e
triptaminico (AGUIAR et al., 1980; BARALLE et al., 1973; BARBOSA-FILHO et al., 1999;
BOTEGA et al., 1993; MEIRELLES et al., 1979; SILVA et al., 2002; ZANIN; LORDELLO,
2007).

Resultados em laboratério mostraram que o alcal6ide 1-(p-metoxibenzil)-6,7-
metilenodioxiisoquinolina exerce nitido efeito inibitério sobre as respostas contrateis a varios

agonistas como o cloreto de bario, a acetilcolina, a fenilefrina, a histamina, adrenalina e
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serotonina em aorta e duodeno isolados de coelho e em cadeia traqueal, Taenia caecum e ileo
isolados de cobaia (MEIRELLES et al., 1979).

O alcaldide do tipo triptaminico cecilina encontrado na madeira do tronco de Ocotea
santalodora teve sua atividade antibidtica testada mostrando-se inativo (GIESBRECHT;
SOUZA; AGUIAR, 1989).

N&o h& registro de estudos quimicos ou farmacoldgicos para as espécies Ocotea

nigrescens Vicentini e Ocotea splendens (Meisn.) Baill.

2.1.7 O género Rhodostemonodaphne Rohwer & Kubitzki

E um género de aproximadamente 41 espécies distribuidas na América do Sul
(MADRINAN, 2004).

Palazzo et al. (2009) determinaram a composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas
R. kunthiara, sendo germacreno D (64,4%) e biciclogermacreno (17,6%) os seus constituintes
majoritarios e também verificaram que esse Oleo essencial mostrou notdvel atividade
citotoxica in vitro contra a linhagem de células tumorais humana MDA-MB-231.

Né&o hé registro de estudos quimicos ou farmacoldgicos para as espécies R. negrensis

Madrifian e R. parvifolia Madrifian.

2.1.8 O género Pleurothyrium Nees

Género composto por 40 espécies de distribuicdo neotropical ocorrendo no Panam,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Colombia, Venezuela, Equador, Peru, Bolivia e

no Brasil, onde é representado por 13 espécies (WERFF, 1993).
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Coy; Cuca; Sefkow (2009) isolaram de P. cinereum a neolignana do tipo biciclo
[3.2.1] octandide — macrofilina. Outro estudo que vale ressaltar € o de Blanco et al. (2005),
que mostra que o extrato bruto de P. bahiense exerce algum tipo de atividade analgésica com
acdo anti-inflamatéria sem, contudo impedir a formagdo do edema, em orelhas de
camudongos.

Pleurotyrium vasquezii van der Werff ndo possui registro de estudos quimicos ou

farmacoldgicos.

2.1.9 O género Sextonia van der Werff

Este € um género pouco estudado e, portanto de dificil acesso a literatura
especializada. Sua espécie mais conhecida é a S. rubra, encontrada em alguns estados no
norte do Brasil, como o Amazonas, Pard, Amapa e Rondbnia. A madeira é utilizada
principalmente na construcao civil.

Sextonia rubra (Mez) van der Werff ndo possui registro de estudos quimicos ou

farmacoldgicos.

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis, lipofilicos,
odoriferos, liquidos, geralmente incolores ou ligeiramente amarelados e que possuem baixa
estabilidade principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais.

As plantas ricas em 0leos essenciais sdo abundantes nas angiospermas dicotileddneas,
tais como nas familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,

Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae, entre outras (SIMOES et al., 2003). Desempenha nas
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plantas fungbes como a de inibicdo da germinagdo, defesa contra microrganismos e
predadores (inibem o crescimento de varios tipos de larvas), atracdo de polinizadores, efeitos
alelopéticos, protecdo contra a perda de 4gua e aumento da temperatura (SIANI et al., 2000;
SIMOES et al., 2003).

Nas Lauraceae, os 6leos ocorrem em células parenquimaticas diferenciadas. Tais 6leos
podem estar estocados nos seguintes érgdos: flores, folhas, cascas, madeira, raizes, frutos e
sementes. Embora todos os 06rgdos da planta possam acumular 6leos essenciais, sua
composicdo pode variar segundo a localizagdo, por exemplo, o dleo das cascas de canela é
rico em aldeido cindmico, enquanto que os das folhas e das raizes desse mesmo vegetal séo
ricos em eugenol e canfora, respectivamente (SIMOES et al., 2003).

Atualmente, visando a conservacdo da biodiversidade vegetal, a grande parte dos 6leos
essenciais mundialmente comercializados é oriunda de cultivos racionalizados e sempre que
possivel estabilizado genética e climaticamente, o que garante a reprodutibilidade do perfil

quimico do produto.

2.2.1 Composicdo quimica dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais na maior parte sdo constituidos de compostos terpénicos, e
frequentemente, de fenilpropandides, acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres,
aldeidos e cetonas de cadeia curta. O perfil terpénico apresenta normalmente monoterpenos
(C10) e sesquiterpenos (C15). Dependendo do método de extracdo e da composi¢édo da planta,
terpenos menos volateis podem aparecer na composicio do 6leo essencial (ARAUJO, 1999;
CHENG et al., 2003; FARIAS, 1998; SIANI et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Os fenilpropanoides se formam pela via do &cido chiquimico que reage com o &cido

fosfoenolpiravico, produzindo o 4&cido prefénico. A descarboxilagdo deste, seguida de
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aromatizagéo e aminagéo redutiva produz a fenilalanina, que pela agdo da enzima fenilalanina
amoliase (PAL) perde uma molécula de aménia originando unidades bésicas dos &cidos
cindmico e p-cumarico. Estes Ultimos por reducdo enzimatica produzem propenilbenzenos ou
alilbenzenos; por meio de oxidagdo com degradacgdo de cadeias laterais, aldeidos aromaticos;

e por meio das ciclizagdes enziméticas produzem cumarinas (Figura 2).

O§ OH
Acido chiquimico
HO OH
HO
o
X oH Acido cinamico (R = H)
ou
R -
p - cumérico (R = OH)
reducdo oxidacao reducdo ciclizagéo
_~CH, CHs
J©/\/ /@/\O /©/\/ /@fi
R R R R (o] (9]
propenilbenzenos aldeidos aromaticos alilbenzenos cumarinas
(R=H, OH) (R=H, OH) (R =H, OH) (R =H, OH)

Figura 2 - Formacdo de compostos fenilpropandides

Os terpenos constituem uma grande variedade de compostos vegetais derivadas do
isopreno (2-metilbutadieno, CsHg) e incluem compostos ciclicos e aciclicos (ROWEL, 1987;
SANTOS apud SIMOES et al., 2003). A unidade isoprénica origina-se a partir do &cido
mevaldnico e € a unidade bésica na formagdo dos terpenos e esterdides. A polimerizacdo
dessa unidade vai originar moléculas de cadeias carbonadas mdltiplas de cinco em cinco
atomos de carbono, conforme ilustrado na Figura 3. A molécula do isopentenil pirofosfato e
seu isdmero dimetilalilpirofosfato formam trans-geranilpirofosfato, a partir do qual se

formam os demais terpenos. Novas ligagcOes cabega-cauda entre trans-geranilpirofosfato e
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isopentenilpirofosfato resultardo em sesquiterpenos (C15), e diterpenos (C20). J& a ligagéo
cabeca-cauda entre duas moléculas de farnesilpirofosfato (C15) daré origem ao esqualeno. As
diferentes formas de ciclizagédo do esqualeno e rearranjos de metilas originam os diferentes
esqueletos triterpénicos e esterdides.

H,C CH,

Acido mevalénico

CHg
Unidade do isopreno
H,C OPP
monoterpenos sesquiterpenos diterpenos sesterpenos triterpenos
CH, CH,
esterdides
CH H3C
3 CH,
HsC CH,4 H;C CH,

Figura 3 - Formacao de compostos terpénicos

Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentra¢@es; normalmente,
um deles é o composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em
baixissimas quantidades (tragos) (SIMOES et al., 2003; ZAMBONI, 1983). Esses compostos

sdo responsaveis pelo odor, sabor e propriedades terapéuticas que caracterizam o0s Gleos

essenciais.
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2.2.2 ldentificacdo da composicao dos 6leos essenciais

A anélise de misturas complexas de multicomponentes, como séo 0s 6leos essenciais,
requer a aplicacdo de métodos analiticos modernos e instrumentacdo adequada. As técnicas
analiticas permitem a avaliacdo da qualidade do 6leo essencial, garantindo, assim, a
constancia de seus constituintes quimicos e a seguranca de sua utilizacdo (CHAAR, 2000).

A cromatografia em fase gasosa (CG) é usada na separacdo da mistura em
componentes individuais. Esta técnica de separacdo baseia-se na distribuicdo dos
componentes da amostra entre a fase estacionaria (sélido ou liquido) e uma fase mdvel (gas),
sendo aplicada a compostos volatilizaveis. O gas da fase movel tem a finalidade de transportar
as moléculas a serem separadas através da coluna, sendo por isso conhecido como gas de
arraste ou gas carreador (CHAAR, 2000).

O processo cromatografico acontece ao ser introduzida a amostra na coluna através de
um injetor, onde o gas de arraste flui e carrega a amostra. O componente da amostra cuja
afinidade pela fase estacionaria € maior requer maior tempo para ser eluido que aquele cuja
interacdo é menor. Nesse processo de separagdo também é considerado o ponto de ebulicdo do
componente, pois este € um fator determinante do tempo de elui¢do. Considerando que dois
componentes de uma mistura tenham a mesma afinidade pela fase estacionaria, aquele que
possuir maior ponto de ebulicdo apresentard um tempo de eluicdo maior, passando menos
tempo na fase mével em relacéo ao tempo na fase estacionaria.

A identificacdo dos constituintes pode ser realizada através da comparacdo dos tempos
de retencdo da amostra com padrdes. Para uma maior confiabilidade na interpretacdo dos
resultados, foi introduzido o indice de Kovats (IK) e o indice de Retencdo (IR) que
relacionam o tempo de retencdo dos compostos sob analise ao tempo de retengdo de uma série

homologa de hidrocarbonetos (CHAAR, 2000).
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Para ter mais seguranga na identificagdo dos picos individuais e controlar a pureza de
um pico cromatografico, € recomendavel analisar um 6leo volatil também por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Esse método fornece além da
separagdo dos componentes um espectro de massas para cada pico. O espectro de massas
geralmente indica a massa molecular e o padrdo de fragmentacdo. A massa molecular ja
informa sobre a classe de substancia. O padrdo de fragmentagdo pode ser comparado com
aqueles constantes da espectroteca de espectros de massas, que, normalmente, ¢ instalada no
computador. E propostas de probabilidade quanto a identidade da substancia analisada s&o
fornecidas. Mesmo que esse sistema constitua um grande avango, o analisador tem que
decidir, finalmente, se a resposta do computador é adequada. Os padrdes de fragmentacéo
podem mostrar variagdes na intensidade dos picos e isso pode dificultar a comparagdo dos
picos mais intensos da amostra e dos espectros da espectroteca. Por isso, para a identificacéo
com seguranca também é importante considerar os dados de retencdo. Mesmo com essas
possibilidades é normal que quase sempre sobrem picos que ndo foram identificados. Para
permitir uma elucidacdo estrutural desses compostos, outros métodos analiticos terdo de ser
usados.

A técnica de RMN C é eficiente quando da analise de substancias puras ou quando o
Oleo essencial apresenta um constituinte majoritdrio em alta concentragdo, e
preferencialmente quando ja se dispdem de dados espectrais para fins de comparacéo
(BROCHINI et al., 1999; FERREIRA, 2001).

Segundo Siddiqui (1997), Martins (1998), Brochini et al. (1999), Ferreira (2001) e
Martins (2003) a RMN € a técnica espectroscopica mais indicada para a identificacdo de
terpenos, principalmente sesquiterpenos que constituem uma classe de substancias naturais

com uma gama muito grande de possibilidades estruturais.
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2.2.3 Propriedades terapéuticas dos 0leos essenciais

Os 0leos essenciais possuem uma larga tradicdo de uso como agentes medicinais.
Existem registros que mostram o uso desses compostos aromaticos nas préaticas religiosas
associadas a cura de males, as uncdes da realeza, e a busca de bem-estar fisico pelos egipcios
h& seis mil anos atras. Os 0leos essenciais também ja eram populares nas antigas China e
india, centenas de anos antes da era cristd, quando eram incorporados em incensos, pocoes e
varios tipos de acessorios, usados diretamente sobre o corpo. No entanto, s foram
comercializados a partir da Idade Média, através do processo de destilagdo, introduzido pelos
alquimistas mugulmanos (TYRREL, 1990).

Poucos estudos foram desenvolvidos sobre a aplicagdo tdpica dos 6leos essenciais,
com excecdo a industria de cosméticos, geralmente sdo concentrados em seus efeitos
terapéuticos, associadas as praticas de massagens em pacientes hospitalizados (BUCKLE,
1993).

Os oOleos essenciais encontram sua maior aplicacdo biolégica como agentes
antimicrobianos e isto representa uma extensdo do proprio papel que exercem nas plantas,
defendendo-as das bactérias e fungos fitopatogénicos (SIANI et al., 2000).

Os compostos aromaticos apresentam diversas propriedades medicinais, como:
adstringente, antimicrobiana, analgésica, antidepressiva, antipirética, antiviral, desodorante,
estimulante e imunoestimulante, entre outras (CHENG et al., 2003; DAVIS, 1996;
WORWOOD, 1995). Os componentes terpénicos, principais constituintes dos o6leos
essenciais, apresentam diversas atividades bioldgicas, dentre elas a atividade herbicida,
antimicrobiana, citostatica e antitumoral (SILVA et al.,1992).

Os oOleos essenciais ocupam um lugar de destaque nos mercados de farmécias,

perfumarias, cosméticos e nas industrias agroalimenticias. S&o largamente usados para
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conferir aromas especiais em inimeros produtos, tais como perfumes, cosméticos, sabonetes e

condimentos (LAVABRE, 1990; SILVA et al., 2003).

2.3 Alcaldides

Os alcaldides foram os primeiros compostos estudados pelos fitoquimicos e s&o
encontrados principalmente nas cascas e na madeira de espécies toxicas (GOTTLIEB; MORS,
1980; HENRIQUES et al. apud SIMOES et al., 2003; WOODS; CALMAN, 1976). Existem
vérias classes de alcaldides e a definicdo atualmente aceita considera os alcal6ides um grupo
heterogéneo ciclico de compostos nitrogenados, de carater basico e que ndo sdo nem
aminodacidos, nem nucleotideos e nem cofatores. Esses compostos tém fungdo de protegéo,
resultante da toxicidade elevada que conferem aos vegetais (HAGGLUND, 1964).

Estéo presentes geralmente em plantas superiores, apesar de alguns se encontrarem em
plantas inferiores, microrganismos e algumas, poucas, espécies animais. Cada composto é
especifico de uma dada espécie ou familia de espécies, uma caracteristica tipica dos
metabolitos especiais.

Os alcaldides podem ser classificados de acordo com a sua origem biossintética, ou
seja, de acordo com a estrutura que contém nitrogénio em pirrolidino, piperidino, quinolino,
indol, etc., embora a complexidade estrutural de alguns rapidamente expanda o nimero de
subdivisdes. A maioria dos alcaldides deriva de aminoacidos alifaticos, aromaticos como a
fenilalanina ou a tirosina, ou do triptofano (DEWICK, 2002).

Os alcal6ides sdo encontrados na forma combinada, com &cidos organicos, e em
concentracdo menor, na forma livre. Nesta forma, sdo insoliveis em meio aquosos e sollveis

em solventes organicos como cloroférmio, éter e benzeno; na forma de sal, a solubilidade é
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inversa. O grau de alcalinidade que apresentam € variavel, dependendo da disponibilidade do
par de elétrons do nitrogénio, podendo revelar carater 4cido quando este é quaternario.

Devido a estas caracteristicas os alcal6ides sdo usualmente detectados por meio dos
reativos gerais de alcaldides (RGA), com os quais formam turvacdo a precipitacdo em meio
acido, conforme a Figura 4. A coloragdo desenvolvida ao final da reacdo pode ser verificada

no Quadro 2.

Precipitado

H
¢ LBLPbHoW_

forma acida

soltvel em solventes polares

Figura 4 - Reacdo geral da detecgdo de alcaldides usando reativos gerais de alcaldides

RGA Composicao Cor do precipitado

Dragendorff iodo bismutato de potéssio alaranjado

Mayer cloro-iodo mercurato de potassio | branco

Bertrand acido silico-tingstico branco

Bouchardat/ Wagner | iodo iodeto de potassio marrom
Sonnenschein acido fosfomolibdico branco

acido tanico bege
Hager acido picrico amarelo

Quadro 2 - Reativos gerais de alcaldides e o desenvolvimento da cor do precipitado

Um numero significativo de alcaldides, obtidos de plantas amazonicas, € utilizado
medicinalmente, como por exemplo: a estricnina — estimulante do sistema nervoso central
encontrado no género Strychnos; a emetina — expectorante e amebicida de Cephaelis; a
pilocarpina — sialogoga e midtico de Pilocarpus e os alcaldides do curare — relaxantes do
sistema nervoso de Chandodendron. Porém, o numero de remédios desconhecidos quimica e

farmacologicamente de nossa flora ainda séo inumeraveis.
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OH
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-CO, OH transaminag&o
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HO ? HO °

Tiramina 4-hidroxifenil &cido piravico
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HaC

Dopamina 4-hidroxifenilacetaldeido

Reacé&o de Mannich

S - 3'-hidroxi-N-metilcoclaurina

HaC

S - reticulina

PLP = pyridoxal 5'-phosphate

aporfinas SAM = S- adenosyl methione

protobuberinas
benzofenantridinas

Figura 5 - Rota biossintética dos alcal6ides benziltetrahidroisoquinolinicos
FONTE: Dewick, P. M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. 2 nd ed. John Wiley & Sons,
Ltd., 2002.
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Cordell; Quirn-Beattie; Farnsworth (2001) registraram em seu trabalho o isolamento

de 425 alcaldides, em 25 géneros e em 189 espécies da familia Lauraceae. Esses compostos

sdo na maioria do tipo aporfinico e benzilisoquinolinico, na Figura 5 é apresentada a

biossintese desses alcal6ides, em que muitos apresentam excelentes atividades bioldgicas,

como a nantenina (bloqueador de contracdo muscular, translocacéo de Ca**) (RIBEIRO et al.,

2003), derivados da nantenina (antogonista o'-adrenoreceptor) (INDRA et al., 2002),

coclaurina (anti-HIV) (KASHIWADA et al., 2005), glaucina (citotoxica) (HOET et al., 2004)

e derivados halogenados da predicentrina (inibi¢éo da topoisomerase 1) (WOO et al., 1999).

As Figuras 6 a 9 apresentam o0s principais tipos de esqueletos alcaloidicos,

encontrados em espécies da familia Lauraceae, de acordo com as suas subdivisges.

.

R O
R

Doryphora sassafras (CAROLL et al., 2001).

CHg

R

O NH
R
R I

Mezilaurus synandra (SILVA et al., 1983), Ocotea
duckei (SILVA et al., 2002).

R
X

N

O O/CH3

Ocotea sp. (MEIRELLES et al., 1979).

R

<O O AN
o NH
R
R
(J
R

Ocotea pulchella (BOTEGA et al., 1993), Mezilaurus
synandra (SILVA et al., 1983).

Ocotea duckei (BARBOSA-FILHO et al., 1999).

R pode ser: H, OH, OCHs, OCH,0 e R! pode ser: H,
CHs, NOCHs.

Figura 6 - Alcal6ides do tipo benzilisoquinolinicos encontrados em espécies de Lauraceae
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Aporfinico sensu stricto Oxoaporfinico
Género Ocotea: O. glaziovii, O. caesia, O. sinuata, 0. Ocotea minarum, Ocotea leucoxylon, Ocotea
variabilis, O. brachybotra, O. macropoda, ©O. macropoda (ZANIN; LORDELLO, 2007), Ocotea
minarum, O. vellosiana, O. puberula, O. macrophylla, Puberula  (BARALLE et al, 1973; ZANIN;
O. leucoxylon, O. boldridgeiana, O. brenesii, 0. LORDELLO, 2007).
bucherii (ZANIN; LORDELLO, 2007), Mezilaurus
synandra (SILVA et al., 1983).

R
HaC
R 3 X
O N
O Ne_ HyC ScH,
R CHy
HaC
R O
O HaC CHs
R R HiC
R

Dideidroaporfinico

Ocotea puberula (ZANIN; LORDELLO, 2007).
Ocotea macrophylla, Ocotea macropoda, Ocotea

puberula, Ocotea brenesii (ZANIN; LORDELLO,

2007).

HO
R

L
R CHy
3¢
AL

R

C-3-O-aporfinico C-4-O-aporfinico
Ocotea puberula (ZANIN; LORDELLO, 2007). Ocotea minarum (ZANIN; LORDELLO, 2007).

CHj
7 N
R
CH,

HiC l

R O

o R

o

Fenantreno
Ocotea insularis (ZANIN; LORDELLO, 2007).

Diidroaporfinico

Proaporfinico

Ocotea glaziovii, Ocotea variabilis, Ocotea
brachybotra (ZANIN; LORDELLO, 2007).

R pode ser: H, OH, OCH3, OCH,0 e R! pode ser: H, CH;, NOCHs.

Figura 7 - Alcal6ides do tipo aporfindides encontrados em espécies de Lauraceae
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H CHs H
GILBERT, 1975). 1975).
H3C/O ‘ X
N AN
H

l OH

Ocotea santalodora (AGUIAR et al., 1980).

Figura 8 - Alcal6ides do tipo triptaminico encontrados em espécies de Lauraceae

Alcal6ide do tipo piperidinico
Aniba  rosaeodora  (MORS; MAGALHAES:
GOTTLIEB, 1960).

Alcal6ide do tipo indolizinico
Aniba panurensis (KLAUSMEYER et al.,2004).

Figura 9 - Alcal6ides do tipo indolizinico e piperidinico encontrados em espécies de Lauraceae

2.4 Neolignanas

O termo neolignana foi introduzido por Gottlieb, em 1978, para designar dimeros de
fenilpropandides, nos quais as unidades C¢C3 estdo ligadas por outras posi¢des que ndo as p -
B’. As neolignanas sdo formadas pelo acoplamento oxidativo de 1-propenilfenol ou alifenol, e
ndo apresentam o carbono vy oxigenado (111 JORNADA, 1997; SARTORELLI, 2001).

As neolignanas tém atraido o interesse dos pesquisadores devido & sua larga
distribuicdo na natureza, pois parecem exercer um papel importante na defesa das plantas,

atuando como agentes antimicrobianos, antiflngicos e inseticidas. Esta classe de compostos
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também tem despertado grande interesse bioldgico em virtude de suas propriedades
terapéuticas, como: antitumoral, antiviral, antihipertensiva, sedativa, antibacteriana, inibidora
do crescimento de plantas, antifingica, anti-inflamatoria, citotoxica, anti-PAF (fator de
agregacdo plaquetaria) e anti-LTB4 (mediador quimico da inflamacéo, leucotrieno) (llI
JORNADA, 1997; OLIVEIRA; BRAGA, 2003).

Os tipos estruturais de neolignanas mais comuns encontrados nas espécies
pertencentes as Lauraceae séo: benzofurandide (diidrobenzofurandide,
tetraidrobenzofurandide e hexaidrobenzofurandide), biciclo [3.2.1] octandide e benzodioxano

(Quadro 3).

NEOLIGNANAS DO TIPO BENZOFURANOIDE

CH,

CH,
‘CHx / CHy HLC
H3C O HC (‘)
A~ o
Ar Ar (e}
3

HaC HaC

w \

Ar (0]

o/ CH, O\CH

o CHg Ar OH Ar H,C H,C
Ocotea porosa [3,4]
(/:HZ Cl Cl CHa
o /HZ /H2 /
C
Ha o he e e
Ar OHO
Ar o Ar o Ar (o]
. O\CH3 "o OH Ho o ba f 6 o)
Ocotea aciphylla [5] Aniba ferrea [6]
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CH, (‘:Hz
/ CH, HC 0
H3C (‘)
‘ A o OH
Ar [¢] o \
. R Aniba sp. [8] CH,
Mezilaurus itauba [7] Mezilaurus itauba [7]; Nectandra
miranda [9]
(‘:H3 CH, CH,
HsC o / (‘:H3 (‘:H3
—CH, HaC Io) H3C o
A~ O OI
O\CH3 Ar o Yo o °

Ocotea catharinensis [10] Ocotea

Ar
Licaria canella [13], Ocotea porosa

. CH3
veraguensis [11] Ocotea aciphylla [5], Ocotea [14]
catharinensis [10, 12], Ocotea
veraguensis [11]
(‘ZHa HC / CHg
HyC fo)

. .Ar o . . . 0.
Licaria armeniaca [15] Licaria | = o
chrysophylla  [2]  Mezilaurus Llcarlad aritu [EG, 17], o,
itauba [7], Nectandra miranda (’\Dl?:((:)ttzg prgrosarF?I,rir]] 8 Bl Licaria armeniaca [15], Licaria
9] ' chrysophylla [2], Ocotea catharinensis

[10, 12], Ocotea porosa [3], Ocotea

veraguensis [11]

CH, CH, CH,
/ CHs / CHg CHs
HaC c‘) HyC o H,C c‘)
. A O .\O . Ao © a” Do ‘o

Aniba sp. [8], Licaria armeniaca chy Aniba sp. [8], Licaria armeniaca [19],
[15], Licaria chrysophylla [2], | anipa sp. [8, 18], Licaria | Ocotea porosa [3, 4, 20],
Nectandra miranda [9], Ocotea | jrmeniaca [19],  Ocotea | Urbanodendron  verrucosum  [21],

catharinensis Ocotea

porosa [3]

[12],

porosa [4], Aniba férrea [6]

Aniba ferrea [6]

NEOLIGNANAS DO TIPO BICICLO (3.2.1) OCTANOIDE

CHs3

—0
I
~

Ocotea

CH,

|

o
Ocotea porosa [3], Aniba affinis

Ocotea  catharinensis  [12], | Mezilaurus itauba [7], 23]
Ocotea porosa [22] porosa [3]
CH2 CH, CH,
l |
HaC HyC \
HyC @‘ O/CH3 @‘ o @, O/CH
Ar ~ N \o ~ o \\O
d OH CHg “CH,
O Ocotea catharinensis [10, 12], | Ljcaria brasiliensis [24], Ocotea
Ocotea aciphylla [5], Ocotea | Ocotea porosa [22] catharinensis [10], Ocotea porosa

catharinensis [10], Aniba ferrea

(6]

[22]
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"
HsC CHy
/
o
A
SN OH
CHj

"
HaC
’ ©
Af
0 OH

N
CHj3

"
HyC
= )
Ar o
O\CHs O\(

CHg

Licaria rigida [25], Ocotea Aniba Sp .[18],’ _(Ij_icaria canella | | icaria brasiliensis [24], Licaria
aciphylla [5], Ocotea [1":’[]1’ IT'Ca”_a rl'g' £a2[25], Ocotea | canella [13], Ocotea porosa [22]
catharinensis ~ [12],  Ocotea catharinensis [10, 12]
veraguensis [11]
CH,
CIH2 CHy CH, cHy |
’ HsC. CHs
HsC SCHs He Hs e o/CH3 HsC CH, @‘ °
e ° ° Ar o] @ o Ar ‘{O
r r o} // O
h OH " OH ‘\CHs " o] CHs
CH, CH,
| | Chy
|
HsC , CHj H3C. , /CH3 HaC cH
oy )" ey -l )
Ar Ar \ A @
OH [} OH
Ocotea porosa [3]
HiC—g HiC—o CH,
HaC HyC |
¢ ==CH, ==CH,
@ @ HsC /CH3
Ar J \O Ar d \O @‘ o
“CH, “CH, Ar o]
— d
Licaria macrophylla [26] Seny © o
Ocotea catharinensis [12]
CH,

Mezilaurus itauba [7]

i |
H,C
HsC. CHa @‘
o Ar
AN
[e]

Ar

o)
\>—CH3
o

CH, CH,
cIH2 ’ |
HsC CHg HaC
/ A
HsC. @, °© @‘ o
@ 0 Ar N\ A d
o\ 0 ScHy
Ar O CHy L .
oL, ©° Licaria armeniaca [27], Ocotea | Ocotea brasiliensis [24], Aniba
: CHy catharinensis [10] affinis [23]
Licaria canella [13]
C’Hz c’H2 C'Hz
HsC e‘ CHs HsC @‘ /CH3 e O/CH3
o (o]
o o_ o //O A o o 5 O\CH3 °
o on “cH Licaria brasiliensis [24], Ocotea
Ocotea costulatum [28], Ocotea | Aniba  sp. [18], Licaria | catharinensis [12], Aniba affinis
porosa [3, 22] brasiliensis [24], Aniba affinis | [23]
[23]
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CH, CH, CH,
i | f
HaC CH; HaC CH, e O/CH3
= ) e )
Ar J \\O A Ar o\CH OH
“CHs e} S L.l
Licaria armenii;ca [15], Licaria | Licaria armeniaca [15], Ocotea Licaria brasiliensis [24], Ocotea
brasiliensis ~ [24], = Ocotea | POrosa [3], Ocotea veraguensis Sgi;mj‘;ﬁgs (1] [28], Ocotea
aciphylla [5], Ocotea porosa [22] [11] 9

NEOLIGNANAS DO TIPO BENZODIOXANO

HsC o CH HsC
R I _~CH, 3 ~o HsC
o)
H,C_ O
A o HaC o
e Ao XcH I 0
3 Ho 2 AT o

Licaria rigida [25] Aniba sp. [18]

H3C

3 \O
Im
~X
Ar o CHy

Licaria aurea [23], Licaria rigida [25]

OUTROS TIPOS DE NEOLIGNANAS

ArHo/ ) ) Ar (o) ) Ar
X Licaria armeniaca [15], Ocotea | Licaria aurea armeniaca [31],
‘CHZ =0 duckei [30] Urbanodendron verrucosum [21]
Sassafras randaiense [29]
H3C\O H,C HC—g
HiC. o. (‘3H3
j/ HsC. N o
AT O “XCH, OH|
‘CHa Ar o~ ~o
Licaria aurea [22, 30] ers
Ocotea aciphylla [5] o
3
Licaria aurea [31]

Ar pode ser: piperonil (3,4-metilenodioxi fenil); veratril (3,4-dimetoxi fenil); 3-metoxi-4,5-metileno
dioxifenil; tri-O-metilpirrogalil; 3,4,5-trimetoxifenil; guaiacil (4-hidroxi-3-metoxifenil); siringil.

Quadro 3 - Os principais tipos de estruturas de neolignanas encontradas em espécies de Lauraceae
REFERENCIAS: [1] FERREIRA et al., 1982, [2] LOPES et al., 1986, [3] DAVID; YOSHIDA; GOTTLIEB,
19944, [4] DIAS; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1986, [5] FELICIO et al., 1986, [6] ANDRADE; BRAZ-FILHO;
GOTTLIEB, 1980, [7] YANEZ; DIAZ; DIAZ, 1986, [8] TREVISAN; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1984b, [9]
AIBA et al., 1977, [10] ISHIGE et al., 1991, [11] KHAN; GRAY; WATERMAN, 1987, [12] HARAGUCHI et
al., 1983, [13] GIESBRECHT, FRANCA, GOTTLIEB, 1974, [14] AIBA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB, 1973,
[15] BARBOSA-FILHO; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1987, [16] AIBA; CORREA; GOTTLIEB, 1973, [17]
RODRIGUES et al., 1984, [18] DIAS et al., 1986, [19] AIBA et al., 1978, [20] AIBA et al., 1976, [21] DIAS;
GIESBRECHT; GOTTLIEB, 1982, [22] MARQUES et al., 1992b, [23] DIAZ et al., 1977, [24] GUILHON et
al., 1992, [25] BRAZ-FILHO et al., 1981, [26] FRANCA; GOTTLIEB, 1974, [27] ALEGRO et al., 1981, [28]
SILVA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB, 1989, [29] EL-FERALY, 1984, [30] BARBOSA-FILHO et al., 1999, [31]
BARBOSA-FILHO et al., 1989



33

2.5 Antioxidantes

Os radicais livres desempenham papel fundamental no metabolismo celular, no
entanto, quando em excesso, podem gerar estresse oxidativo, levando as alteragdes teciduais
responsaveis por diversas patologias, incluindo o cancer (DROGE, 2002). S&o espécies
quimicas que apresentam como caracteristica a presenca de um unico elétron ndo-pareado em
uma Orbita externa. A energia criada por essa configuracdo instavel é liberada atraves de
reagbes com moléculas adjacentes, como compostos quimicos inorganicos ou organicos,
particularmente com moléculas essenciais das membranas e acidos nucléicos. Além disso, 0s
radicais livres desencadeiam reacOes cataliticas através das quais as moléculas que reagem
com eles sdo convertidas em radicais livres e propagam a cadeia de leséo.

Por serem naturalmente instaveis, os radicais livres costumam decompor-se
espontaneamente, contudo, hd véarios sistemas ndo enzimaticos que contribuem para a
inativacdo das reacdes de radicais livres. Dentre estes, pode-se citar os antioxidantes.

Antioxidantes sdo compostos que protegem o sistema bioldgico através do bloqueio e
0 desencadeamento da formagéo de radicais livres ou os inativam e detém a lesdo por radicais.
Entre os antioxidantes mais conhecidos estdo as vitaminas, principalmente C e E, e 0s
flavonoides, entre os quais se podem citar a quercetina, rutina, hesperidina, naringina,
naringenina, e sakuranetina (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000) (Figura 10). Os
organismos vivos possuem sistemas antioxidantes endégenos para manter a formacéo de
radicais livres em niveis tolerdveis (GORDON, 1996).

Os polifendis estdo usualmente presentes em plantas como produtos do seu
metabolismo. Entre uma de suas funcionalidades estd & capacidade de proteger as plantas
contra patdgenos e predadores e principalmente contra o estresse fotossintético e formagao de

espécies reativas de oxigénio (LIMA, et al, 2007). Por estarem amplamente distribuidos nas
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mais diversas espécies de vegetais, os polifendis constituem-se num importante componente
da dieta humana (SCHULZ, et al, 2000). Baseado em sua estrutura quimica, os polifenois
podem ser divididos em pelo menos dez diferentes classes, sendo que as principais sdo 0s

flavondides, taninos, acidos fendlicos e derivados.

OH R
o HO
— CHs CHg CHs
HO — CHg
— R °© CHs3
HO OH ey
vitamina C 3 vitamina E

OH O OH O R
quercetina OH CH, rutina
. o
R R
O O
OH O OH O
hesperidina naringina

OH O OH O

naringenina .
9 sakuranetina

Figura 10 - Estrutura quimica das principais compostos antioxidantes
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Os flavondides estéo 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,
flavondis e antocianinas.

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

Em funcgdo da limitada capacidade do organismo de anular a atividade oxidativa dos
compostos reativos, recomenda-se a ingestdo de antioxidantes exégenos de origem alimentar
que possam aumentar a protecdo dos componentes celulares vitais e preservar assim sua
funcéo bioldgica.

Para a determinacdo da atividade antioxidante de material vegetal, um dos métodos
mais populares é baseado no uso do radical livre estdvel difenilpicrilhidrazil (DPPH). A
molécula de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, DPPH (Figura 11A) é caracterizada como um radical
livre estavel, por forca da deslocalizagdo eletrdnica sobressalente sobre a molécula como um
todo, de modo que as moléculas ndo dimerise, como seria 0 caso com a maioria dos outros
radicais livres. A deslocalizagdo também da origem a cor violeta profunda, caracterizada por

uma banda de absorgéo na solugéo de etanol em cerca de 520 nm (MOLYNEUX, 2004).

Quando uma solucdo de DPPH é misturada com a de uma substancia que pode doar
um &tomo de hidrogénio, entdo da origem a forma reduzida (Figura 11B) com a perda da
coloracéo violeta (é esperado um residuo de cor amarelo palido devido ao grupo picril ainda

presente).
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Figura 11 — 1,1-difenil-2-picrilhidrazil — DPPH: A - radical livre; B - forma reduzida

Representando o radical DPPH por Z e a molécula doadora por AH, a reacdo primaria

Z+AH__, ZH+A

onde ZH é a forma reduzida (Figura 11B) e A" é o radical livre produzido. Este ultimo
radical sera submetido a mais reagfes que controlam a estequiometria global, que é o nimero
de moléculas de DPPH reduzido (descolorido) por uma molécula redutora (MOLYNEUX,
2004).

Esta reacdo €, portanto, destinada a fornecer a ligagdo com as reacfes que ocorrem em
um sistema de oxidantes, tais como a auto-oxidacdo de lipidios ou outros compostos
insaturados; o DPPH molécula Z' visa, assim, representar os radicais livres formados no
sistema cuja atividade esté a ser reprimida pela substancia AH.

Um pardmetro, bastante utilizado, para a interpretagdo dos resultados do método
DPPH, é a “concentracdo eficiente” ou valor CEso (chamado também de valor 1Cs). Este €
definido como a concentragdo de substrato que provoca a perda de 50% da atividade do

DPPH (cor).
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2.6 Atividades biologicas

2.6.1 Atividade inibidora de acetilcolinesterase

Os compostos inibidores de acetilcolinesterase (AchE) produzem melhoras de
sintomas cognitivos, comportamentais e funcionais relacionados as deméncias
hipocolinérgicas, que tem a doenca de Alzheimer como principal representante. Esses agentes
vém sendo utilizados desde o final da década de 70, quando diversos estudos encontraram
nesta patologia uma base neuroquimica de depressdo de neurdnios colinérgicos no nucleo
basal de Meynert e outros que se projetam para a regido. Muitas tém sido as drogas testadas
com o intuito de modificar o curso dessa doenga, que seriam as chamadas drogas
estabilizadoras e modificadoras da doenga, mas nenhuma ainda mostrou evidéncias
consistentes de uso para esse fim (LAKS; ENGELHARD apud LAKS; ENGELHARDT,
2003).

A doenca de Alzheimer estd associada com a diminuicdo dos diversos
neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a noradrenalina e a serotonina, em que 0
tratamento sintomético da doenca envolve primariamente a restauracdo da fungdo colinérgica.
Sugere-se, portanto, que uma elevacdo no nivel da acetilcolina poderia ser Gtil para melhorar
um dos sinais da doenca, a deficiéncia de aprendizagem (BIERER et al., 1995). Até a presente
data, os inibidores da colinesterase demonstraram a maior eficiéncia no tratamento clinico na
doenca de Alzheimer (TREVISAN; MACEDO, 2003).

O medicamento considerado mais efetivo no tratamento da doenca de Alzheimer é a
galantamina, um alcaléide inibidor da enzima AChE, composto isolado de plantas da familia

Amaryllidaceae. Esta substancia apresenta menos limita¢des que outras j utilizadas.
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Nos tecidos dos mamiferos existem multiplas colinesterases (enzimas que catalisam a
hidrdlise de ésteres de colina) que ndo sdo especificas. Nos vertebrados tém sido definidas
duas atividades hidroliticas da acetilcolina (MA apud HAINES, 1997):

A primeira é a acetilcolinesterase, responsavel pela degradacdo da acetilcolina nas
juncdes neuromusculares ou nos terminais nervosos de neurdnios da matéria cinzenta do
cérebro e, ainda, em tecidos reconhecidos como ndo-colinérgicos, tais como as estruturas
hematopoiéticas, os eritrocitos, os pulmdes e o bago, onde se desconhece a sua fungdo. A
biossintese da acetilcolina faz-se a partir da colina e da acetil-CoA por a¢do da enzima colina
acetiltransferase. A degradacéo da acetilcolina faz-se por hidrélise catalizada pela AChE, de
que resulta a colina e o &cido acético.

A Ultima é a butirilcolinesterase que se encontra no plasma sanguineo, no figado, no
pancreas, no coragdo, na matéria branca do cérebro e em quase todos os tecidos, exceto nos
eritrocitos. Desconhece-se o significado fisiologico desta enzima, mas a determinacdo da sua
atividade tem uma importancia clinica muito grande ao nivel, por exemplo, da deteccdo da
inibigdo toxicoldgica (ex. por inseticidas) e como marcadora de insuficiéncia hepética.

A determinacdo da atividade das colinesterases permite avaliar a fungdo hepética, uma
vez que o figado é muito rico em colinesterases. Também permite avaliar a intoxicacdo por
alguns inseticidas, pois estes diminuem n&do-competitivamente a sua atividade. A
determinagdo da atividade da butirilcolinesterase pode ainda ser Gtil no diagnéstico de certos
tumores malignos, asma brénquica e a tuberculose pulmonar.

Dentre os bioensaios rapidos e sensiveis, a utilizagdo da enzima acetilcolinesterase €

uma alternativa para a deteccéo e selecdo de amostras com agédo anticolinesterase.
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2.6.2 Atividade inibidora do fator de agregacgéo plaquetaria

O acidente vascular cerebral - AVC é considerado a primeira causa morte no Brasil
(LESSA, 1999) e a principal causa de incapacidade motora, sensitiva e cognitiva (SHAH;
GONDEK, 2000). As plaquetas possuem papel fundamental na formacdo de trombos e
émbolos e na conservagdo da hemostasia normal (PACKAM, 1994). Os antiagregantes
plaquetérios sdo usados principalmente no tratamento da doenca tromboembolica arterial, pois
bloqueia o depdsito de plaguetas na superficie da placa aterosclerdticas rota
(COLLABORATIVE, 2002), prevenindo a recorréncia de AVCs.

Sintomas caracteristicos de defeitos da hemostasia priméria, tais como: sangramento
nas mucosas, epistaxes, menorragia, pequenas equimoses na pele, sangramento anormal no
trans e pds-operatério e sangramento continuo de pequenos cortes ou feridas, sdo
consideradas anormalidades da fungéo plaquetéria (LEWIS, 2006).

Produtos sintetizados a partir do safrol (BARREIRO; FRAGA, 1999), encontrado
principalmente nos 6leos essenciais de sassafras (Ocotea sp.) e Ocotea quixos (BALLABENI,
2007), possuem propriedades de anti-PAF pela inibi¢do da cascata do acido araquiddnico e da
atividade da trombina.

As causas de diminuicdo da PAF podem ser congénitas ou adquiridas. Entre as causas
congénitas estdo a doencga de von Willebrand, a trombastenia de Glanzmann e a sindrome de
Bernard-Soulier. Todas essas patologias estdo relacionadas a defeitos na fase de adesdo
plaquetaria (GOODMAN; GILMAN, 2006).

Entre as condi¢Ges adquiridas que causa diminuicdo da PAF, temos o uso de
medicagdes inibidoras, doengas auto-imunes que produzem anticorpos contra as plaquetas,
desordens mieloproliferativas, uremia por insuficiéncia renal, desordens adquiridas do

armazenamento de ADP e produtos de degradacdo da fibrina (GOODMAN; GILMAN, 2006).
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Algumas condi¢bes podem produzir aumento da PAF, quais sejam quadros de
hipercoagulabilidade que indicam um risco de acidente vascular cerebral, trombose venosa
profunda e outras condigdes associadas com a formacédo de coagulo (LEWIS, 2006).

O teste para verificar possiveis propriedades dos 6leos em atividade anti-PAF € um
procedimento in vitro usado para medir a taxa na qual as plaquetas, em uma amostra de
plasma, formam ou ndo um aglomerado apds a adigdo do 6leo essencial, observada através da
absorvancia de luz pelo plasma rico em plaquetas que diminui com a PAF. A variagdo de

absorvancia é monitorizada em um registrador gréfico automatico (LEWIS, 2006).

2.6.3 Atividade citotoxica em células tumorais

A neoplasia € uma das doengas mais temidas pela sociedade por ser um estigma de
mortalidade e dor, sendo a segunda causa de mortes no Brasil (MINISTERIO, 1971). Esta
doenca é caracterizada pelo crescimento descontrolado de células mutantes. Existem quase
200 tipos que correspondem aos varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam
pela capacidade de invadir tecido e 6rgéos, vizinhos ou distantes.

Os fatores de risco de cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou podem ser
hereditarios. Bioquimicamente, as alteracBes que geram as neoplasias ocorrem em genes
especiais denominados protooncogenes, que a principio sdo inativos em células normais, que
quando ativados, transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignizacéo das células
normais, ou seja, células tumorais. Essas células passsam a se comportar de forma anormal,
multiplicando-se descontroladamente. Com a multiplicagdo celular ocorre a necessidade de
que novos vasos sanguineos sejam formados para que haja a nutricdo destas células, em um
processo chamado angiogénese. A manutencgéo e o acimulo de massa dessas células formam

0s tumores malignos e elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do
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tumor e de migrarem, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos e chegando ao interior de
um vaso sanguineo ou linfatico, disseminam-se, chegando a 6rgdos distantes, formando as
metastases (SPENCER; JONHSTON, 2001).

Muitos farmacos eficazes contra o cancer exercem sua acdo sobre as células que se
encontram no ciclo celular, e sdo denominados farmacos ciclo-celular especificos. Um
segundo grupo de agentes, denominados farmacos ciclo-celular ndo especificos, tem a
capacidade de exterminar as células tumorais independentemente de estarem atravessando o
ciclo (SALMONM, 1998).

Os produtos naturais ciclo-celular especificos incluem alguns compostos citotoxicos,
usados clinicamente no tratamento de neoplasias, como os alcaldides vegetais, entre 0s quais,
tém-se: i) alcaldides da vinca (vimblastina e vincristina) que tem ac&o pela inibigdo do fuso
mitético, ligando-se as proteinas microtubulares e, consequentemente, interrompendo a
divisdo celular na metafase (OLIVEIRA; ALVES, 2002); ii) taxol (conhecido comercialmente
como Paclitaxel®) atua também pela inibicdo do fuso mitético, dimerizagdo da tubulina e
estabilizacdo dos tubulos, protegendo-os da despolimerizacdo, o que resulta na perda da
viabilidade celular (OLIVEIRA; ALVES, 2002); iii) podofilotoxina (ou epipodofilotoxinas),
tendo-se como principais a etoposida e teniposida, derivados semi-sintéticos da
podofilotoxina, extraida da raiz do podofilo (Podophyllum peltatum) que atua pelo bloqueio
das células nas fases S e G, e inibicdo da enzima topoisomerase Il, o que promove lesdo no
DNA (OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Os alcaldides aporfinicos, encontrados significativamente na familia Lauraceae,
possuem como atividade bioldgica mais representativa, a citotxica, que tem sido
demonstrada frente a diversas linhagens de células tumorais (CAVE; LEBOUF;
WATERMAN, 1987). Este é o caso, por exemplo, da liriodenina, que foi usada como modelo

comparativo com outros dois alcaldides aporfindides, dicentrina e bulbocapnina, para explorar
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a relacdo entre estrutura e atividade inibidora sobre topoisomerase Il, em que as duas
primeiras apresentaram excelentes resultados (STEVIGNY; BAILLY; QUENTIN-

LECLERCQ, 2005).

2.6.4 Doengas negligenciadas

Entre as doencas negligenciadas podemos encontrar a leishmaniose e a doenca de
Chagas.

A leishmaniose é uma doenca tropical causada por protozoario do género Leishmania.
Atinge cerca de 400 mil pessoas por ano, ndo s6 nos paises mais pobres, mas também nos
desenvolvidos. A leishmaniose apresenta caracteristicas clinicas e epidemioldgicas diversas,
em cada &rea geografica, sendo reunidas em quatro grupos: i) leishmaniose cutanea; ii)
leishmaniose mucocutanea, podem provocar lesdes destrutivas nas mucosas do nariz, boca e
faringe; iii) leishmaniose visceral ou calazar, atinge o baco, figado, medula 6ssea e tecidos
linféides; iv) leishmaniose difusa, apresenta formas disseminadas cutdneas em pacientes que
haviam sido tratados de leishmaniose visceral (REY, 1991).

Os parasitas isolados de todos os casos ndo sdo idénticos entre si, existindo varios
tipos de Leishmania, para cada forma de leishmaniose. As leishménias, que atacam o homem,
podem ser classificadas em complexos fenotipicos, agrupados em dois subgéneros: Viannia e
Leishmania (REY, 1991).

O subgénero Viannia compreende o complexo “Leishmania brasiliensis”, enquanto o
subgénero Leishmania compreende os complexos “Leishmania mexicana” e “Leishmania
donovani” (REY, 1991).

Os insetos vetores das leishmanioses sdo pequenos, castanho-claros, facilmente

reconheciveis pela atitude que adotam quando pousados, pois as asas permanecem
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entreabertas e ligeiramente levantadas, em vez de se cruzarem sobre o dorso. Pertencem a
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (REY, 1991).

O tratamento das leishmanioses tem sido feito com a utilizagdo de metais pesados, em
particular os compostos antimoniais estilbogluconato de sddio e antimoniato de meglunina,
como drogas de primeira escolha. Quando este tipo de terapia ndao é efetivo, outros
medicamentos sdo usados, dentre estes a pentamidina e a anfotericina B lipossomal,
medicamentos de administracdo injetavel para os quais 0 paciente necessita de supervisdo
clinica ou hospitalizagdo durante o tratamento devido & gravidade dos possiveis efeitos
colaterais (CHAN-BOCAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001). Assim o tratamento da
leishmaniose ndo é satisfatorio em termos de efetividade e toxicidade e a resisténcia a drogas
ja existentes.

A doenca de Chagas é uma zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanossoma cruzi.
A maior parte dos casos de infeccdo em seres humanos ocorre atraves do contato da pele ou
mucosas com as fezes ou urina de insetos hemat6fagos contaminados por T. cruzi. Nem todos
0s barbeiros estéo infectados com o protozoario. Até o momento somente 0s mamiferos sao
suscetiveis a infeccéo.

De acordo com a OMS, a prevaléncia da doenca de Chagas é de 13 milhdes de casos
(MOREL; LAZDINS, 2003). Por ser uma doenga crdnica incapacitante, o custo econdémico é
elevado, e, como a populagdo acometida é habitualmente de baixo nivel sécio-econémico, 0s
gastos sdo cobertos pelo governo.

Atualmente, s h4 uma droga existente no mercado para o tratamento especifico, o
benzonidazol, eficaz somente na forma aguda ou cronica recente da doenga, e ainda podem
induzir efeitos colaterais toxicos ao paciente. E necessaria a busca de novos compostos para o
tratamento da doenca de Chagas, que apresentem maior eficacia no tratamento de pacientes na

fase cronica e menor toxicidade (URBINA et al., 2003).
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3 METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

As amostras do material vegetal, descritas no Quadro 4, foram coletadas na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, INPA, Manaus, Amazonas, nos meses de mar¢o de 2007 e 2008. O
material vegetal de cada espécie foi obtido de um mesmo individuo, na fase estéril, com
excecdo do material botanico obtido de Endlicheria chalisea, na fase de frutificacdo. Todas as
espécies tém exsicatas depositadas e foram identificadas no Projeto Flora da Reserva Ducke.

Apoés a coleta, as diferentes partes da planta foram separadas, limpas, analisadas
quanto & presencga de fungos, galhas e ataques de insetos e reservadas para extragdo de seu

6leo essencial e preparagdo do extrato em etanol.

Reg. Nome cientifico Nome vulgar Orgao(s) da planta
1276 Aniba panurensis (Meisn.) Mez Louro-amarelo Folhas e galhos
1473 Aniba rosaeodora Ducke Pau-rosa Galhos

4861 | Dicypellium manausense W. A. Rodrigues Louro-preto Folhas e galhos
889 Endlicheria chalisea Chanderbali - Folhas, galhos e frutos
1727 Licaria cannella angustata H. W. Kurz Louro-pirarucu Folhas e galhos
1890 Licaria martiniana (Mez) Kosterm. Louro Folhas e galhos
1272 Mezilaurus duckei van der Werff Itauba-abacate Folhas e galhos
820 Mezilaurus itauba (Meisn.)Taub. Ex Mez Itauba-amarela Folhas e galhos
1731 Ocotea nigrescens Vicentini Louro-preto Folhas

1730 Ocotea splendens (Meisn.) Baill Itauba-pixuna Folhas

1739 | Rhodostemonodaphne negrensis Madrifian - Folhas

3839 | Rhodostemonodaphne parvifolia Madrifian - Folhas e galhos
3193 Pleurothyrium vasquezii van der Werff Louro-chumbo Folhas e galhos
5409 Sextonia rubra (Mez) van der Werff Louro-gamela Folhas e galhos

Quadro 4 - Dados de coleta das espécies vegetais
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3.2 Extracéo dos 0leos essenciais

O material vegetal seco foi triturado em moinho de facas e submetido a
hidrodestilacdo por um periodo de 4 h, utilizando aparelho do tipo Clevenger modificado. Os
6leos essenciais extraidos foram secos com sulfato de sodio anidro, acondicionados em
pequenos frascos de vidro @mbar e mantidos sob refrigeracdo. O célculo do rendimento foi
realizado através da relacdo da massa do 6leo obtido com a massa de material vegetal seco

utilizada na extragao.

3.3 Analise dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais foram diluidos em hexano e as solugdes obtidas foram submetidas
a andlise por cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC)
para a analise quantitativa e determinagdo dos indices de retencdo, e por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM), para a obtencéo dos espectros de

massas. Foram realizadas trés repetices para cada 6leo essencial analisado.

3.3.1 Analise em CG-DIC

Os 6leos foram diretamente analisados em cromatdgrafo em fase gasosa modelo CG
2010 da Shimadzu® com detector por ionizagio de chama (DIC). As anélises foram realizadas
com coluna CP-Sil 5 CB (100% dimetilpolisiloxano) da Varian®, com medidas de 15 m x
0,25 mm x 0,25 um, sendo utilizado como gas de arraste hélio (He) em fluxo de 2,0 mL/min.

A injecdo em modo split 1:10 foi realizada com injetor a 250°C. A temperatura do detector foi
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de 290°C e o forno foi programado de 60°C a 180°C a 3°C/min. Foram co-injetados padrdes

de hidrocarbonetos lineares (Co—C,,) para a determinagéo dos indices de retencéo.

3.3.2 Analise em CG-EM

Apoés a andlise por CG-DIC, os 6leos foram analisados em cromatdgrafo em fase
gasosa modelo QP-2010 da Shimadzu® com detector por espectrometria de massas (CG-EM).
As analises foram realizadas com coluna VF-1MS da Varian®, com medidas de 15 m x 0,25
mm x 0,25 um. As condi¢Oes da analise foram as mesmas utilizadas por CG-DIC. Para a

deteccéo foi aplicada a técnica de impacto eletrdnico a 70 eV.

3.3.3 Analise por RMN 'H

Os espectros de RMN *H foram registrados em 500 MHz em um espectrofotdmetro

Brucker modelo DRX-500 com a amostra dissolvida em CDCl; com 10% de TMS (Aldrich).

3.4 Identificacdo dos constituintes dos 0leos essenciais

A determinagdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada através dos
dados de tempo de retengéo, obtidos por CG-DIC, e dos espectros de massas, obtidos por CG-
EM. Os indices de retencdo foram calculados utilizando a equacéo de Van der Dool-Kratz,
relacionando os tempos de retencdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais com 0s
tempos de retencdo de uma série homdloga de hidrocarbonetos lineares (Co-C,,) que foi co-
injetada com a amostra. Os indices de retengdo e os espectros de massas foram comparados

com dados da espectroteca Wiley 7.0 e da literatura (ADAMS, 2001).
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3.5 Obtencéo dos extratos em etanol

Os extratos foram obtidos por maceragdo do material seco em etanol 100%, &
temperatura ambiente. As solucdes permaneceram em contato cerca de trés dias e depois
foram filtradas usando-se algoddo como agente filtrante. Em seguida, foram concentradas em
evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, até eliminacdo do solvente. O calculo do
rendimento foi realizado através da relagdo da massa do extrato obtido com a massa de

material vegetal seco utilizada na maceragé&o.

3.6 Prospeccao fitoquimica (MATOS, 1980)

Os testes fitoquimicos foram efetuados pela dissolugdo do extrato etandlico com
etanol 90%, na proporcao 1:4 ou 1:6, a depender da necesséria diluicdo do extrato (indicada
pela coloragdo escura quando muito concentrado). Os métodos utilizados nesta abordagem
séo apenas qualitativos. Esta metodologia, descrita no Quadro 5, teve como objetivo detectar
a ocorréncia de varios constituintes quimicos presentes nos extratos etandlicos de espécies da
familia Lauraceae, para os testes sete por¢des de 3-4 mL do extrato dissolvido em etanol

foram colocados em tubos de ensaio numerados de 1 a 7.

3.6.1 Teste para esteroides e triterpenoides

A amostra vegetal seca foi extraida trés vezes com 1-2 mL de cloroférmio, triturando
bem o residuo com o solvente. A solucdo cloroférmica foi filtrada gota a gota num pequeno
funil fechado com algodé&o, coberto com alguns decigramas de Na,SO, anidro, para um tubo

de ensaio. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Foram adicionadas
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trés gotas de H,SO, concentrado e novamente a solugdo foi agitada, observando-se o rapido
desenvolvimento de cores.
A coloracdo azul seguida da verde permanente foi um indicativo da presenca de

esterdides livres. Coloracdo parda até vermelha indicou triterpendides pentaciclicos livres.

Tubos de ensaio | Meio reacional Cor desenvolvida Constituinte
Tubo 1 3 gotas de FeCl; | entre azul e vermelho | fenois
alcoolico 1 mol/L precipitado azul taninos hidrolizaveis
precipitado verde taninos condensados
Tubo 2 pH 3 vermelho antocianinas, antocianidinas
chalconas e auronas
Tubo 3 pH 8,5 lilas antocianinas, antocianidinas
Tubo 4 pH 11 azul parpura antocianinas, antocianidinas
amarelo flavonas, flavonéis, xantonas
vermelho parpura chalconas, auronas
vermelho laranja flavanonois
Tubo 5 pH 1-3 vermelho leucoantocianidinas
pardo amarelada catequinas
Tubo 6 pH 11 vermelho laranja flavanonas
Tubo 7 Alguns cg de Mg + | vermelho flavonois, flavononas,
0,5mL de HCI flavanonois, xantonas
concentrado

Quadro 5 — Procedimentos da prospecgao fitoquimica

3.6.2 Teste para saponinas

Os residuos insoltveis em cloroférmio separados no teste anterior foram solubilizados
em &gua destilada e filtrados para um tubo de ensaio. O tubo com a solucdo foi agitado
fortemente por dois a trés minutos e observou-se a formagéo da espuma.

Uma espuma persistente e abundante indicou a presenca de saponinas (heterosideos

saponinicos).
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3.7 Prospeccao de alcaldides

3.7.1 Teste A para alcaloides

Foram adicionados 2 mL de HCI 10% a 2 mL da solugdo etantlica. A mistura foi
aquecida por 10 minutos e depois de esfriada foi filtrada.

O filtrado foi dividido em quatro tudos de ensaio. E para cada tubo foram adicionadas
algumas gotas de um dos reativos de reconhecimento: Dragendorff, Mayer, Wagner e Hager.

Leve turbidez ou precipitado respectivamente roxa a laranja, branco a creme, marrom

e marrom, indicaram a presenca de alcal6ides.

3.7.2 Teste B para alcaloides

Foram colocadas 50 mg da amostra seca e pulverizada em uma cépsula de porcelana,
onde foi macerada durante 5 minutos com 1 mL de &cido tartarico (acido 2,3-
dihidroxibutanodidico) a 5% e em seguida filtrada para um tubo de ensaio. Lavou-se o residuo
com mais 1 mL da solucdo tartarica. Ao filtrado adicionou-se 0,3 mL do reagente de Mayer.

A formac&o de precipitado foi indicativa da presenca de alcaldides.

3.8 Determinacéo de fendis totais

A determinacéo do teor de fendis totais presentes nas amostras de extrato etandlico das
espécies estudadas foi feita por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o
método de Folin-Ciocalteu com modificagdes (BONOLI et al.,, 2004; FOLIN;

CIOCALTEAU, 1927).
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Foram preparadas solucdes em metanol HPLC com concentragdes de 0,50000 a
0,03125 pg/mL do padrdo acido galico e para os extratos etandlicos uma solucdo de 10

ug/mL. As solucbes foram submetidas a adi¢do do reativo Folin-Ciocalteau e cinco minutos
depois, a adi¢do da solugdo de bicarbonato de sddio (NaHCOs3). As leituras da reacdo foram
realizadas apds 90 minutos em espectofotdmetro UV-Vis a 724 nm.

O teor de fendis totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibracéo construida com padrdes de acido galico e expressos como mg
de EAG (equivalentes de &cido gélico) por g de extrato. A equacéo da curva de calibragdo do
acido galico foi C= 6,472x + 0,019, onde C é a concentracdo do &cido gélico, x € a
absorbancia a 724 nm e o coeficiente de correlagdo R = 0,9998. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

3.9 Andlise qualitativa da atividade antioxidante

Os extratos etanolicos e os dleos essenciais foram analisados por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) através do método de seqliestro do radical livre DPPH, pela
metodologia de Mensor através da capacidade sequestrante do radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) 0,4 mmol/L em metanol por trinta segundos. As placas foram
observadas até o aparecimento de manchas amarelas sob fundo de coloragdo purpura,
indicativo de possivel atividade antioxidante e a quercetina (Sigma-Aldrich, > 98% HPLC) foi

utilizada como padréo positivo de comparagdo (MENSOR, 2001).
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3.10 Analise quantitativa da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da capacidade sequestrante do radical
estdvel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), utilizando quercetina (Sigma-Aldrich, > 98%
HPLC) como padréo, expressos como valores de concentracdo eficiente (CExso).

O método (MENSOR, 2001) foi adaptado ao ensaio em microplaca. Os extratos
etanolicos, os 6leos essenciais e a quercetina foram diluidos em metanol HPLC, obtendo uma
solucéo estoque a 1 mg/mL. As concentragdes foram obtidas a partir de diluicdes sucessivas
na propria microplaca, em uma proporcdo de 1:1, sendo a concentragdo inicial para os
extratos e 0leos de 30 png/mL e resultando em uma concentracéo final de 0,469 pg/mL; e para
0 padrdo quercetina, uma concentragéo inicial de 5 pg/mL, obtendo uma concentragéo final
de 0,08 ug/mL. As amostras diluidas tiveram suas absorbancias medidas em leitora de
microplaca (Bio-Rad, modelo 3550 UV) a 517 nm para a obtencdo do branco. Em seguida,
foram submetidas & adigdo do reativo DPPH (0,3 mM), incubando a reagdo por 30 minutos
em ambiente escuro e novamente foi feita a leitura da absorbancia na leitora de microplaca
UV-Visa 517 nm.

A concentragdo eficiente, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracgdo inicial de DPPH em 50% (CEso), foi determinada através da regressdo linear dos
valores obtidos utilizando o programa Microsoft Office Excel 2007.

Os resultados apresentados neste estudo correspondem & média de trés repeticoes

(n=3) + desvio padrdo da media.
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3.11 Ensaio qualitativo da atividade inibidora da acetilcolinesterase

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), através da Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), dos extratos e dos Oleos essenciais, foi avaliada seguindo a
metodologia descrita por Elmann et al. (1961), adaptada por Rhee et al. (2001). Este
bioensaio consiste na aplicagcdo da amostra em CCD, seguida da pulverizagdo da placa com o
reagente de Ellman (&cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico, DTNB) e uma solucéo de iodeto de
acetiltiocolina (ATCI) em tampé&o e deixa secar. Apos este procedimento, pulveriza-se a placa
com a enzima AChE (3 U/mL). Decorridos alguns minutos (~10), a inibi¢do enzimética pode

ser constatada pela auséncia da cor amarela e concomitante surgimento de um halo branco.

3.12 Ensaio quantitativo da atividade inibidora da acetilcolinesterase

Para 0 ensaio quantitativo da reagdo enzimatica no ensaio de microplaca, utilizou-se
uma leitora de microplaca Bio-Rad, modelo 3550 UV, absorbéncia a 405 nm, baseado no
método de Ellman (ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001). O método consiste na
hidrdlise do substrato acetiltiocolina pela enzima, gerando como produto a tiocolina, que
reage com o reagente de Ellman, produzindo 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-
nitrobenzoato, que podem ser detectados a 405 nm. Nas 96 cavidades da placa, adicionaram-
se 25 uL de 15 mM de iodeto de acetilcolina (ACTI); 125 uL de 3 mM de &cido 5,5’-ditiobis-
[2-nitrobenzbico] (DTNB ou reagente de Ellman); 50 puL de 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo
0,1% de albumina sérica bovina (BSA); 25 uL da amostra a ser analisada, dissolvida em
MeOH, diluida 10 vezes em 50 mM Tris/HCI pH 8; mediu-se a absorbancia a cada 13 s por 5
vezes. Adicionou-se 25 uL da enzima (0,22 U/mL); mediu-se novamente a absorbancia a cada

13 s por 8 vezes. Os extratos foram testados nas concentragdes 5 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5
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mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,01 mg/mL. A velocidade das reagdes foi calculada
utilizando-se o software Prism V4.0 (GraphPad Software Inc.). Corrigiram-se 0s aumentos em
absorbéancia, devido a hidrélise espontanea, por meio da subtracdo da velocidade da reagéo
antes de se adicionar a enzima com a velocidade da reag&o depois de se adicionar a enzima. A
porcentagem de inibicdo calculou-se pela comparacdo das velocidades das amostras em
relacdo ao branco (10% MeOH no tamp&o 50 mM Tris/HCI pH 8). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

3.13 Teste de atividade antiagregante plaquetaria

O estudo da agregagdo plaquetéria através da curva de agregagdo plaquetaria (CAP) é
um método baseado na medida da formacdo de agregados de plaquetas apds sua exposicdo a
um agente agregante. As medidas foram realizadas em um agregdmetro (PA-04, Qualiterm,
Sdo Paulo, Brasil), basicamente um espectrofotdmetro capaz de medir a variacdo da
transmissdo da luz através de uma suspensdo de plaguetas, quando estas se agregam na
presenca de agonista. Utilizando como padréo antiagregante &cido acetilsalicilico (0,01%) e
como agregante adenosina difosfato (ADP), da Sigma >95%, a 10 umol/L, as amostras dos
6leos (5 pL) foram adicionadas em 385 uL de plasma rico em plaquetas (PRP) com
concentracdo de aproximadamente 300.000 plaquetas por microlitro, adicionadas ao
agregdmetro juntamente com 10 pL do agente agregante, com uma concentragao final de 1%.
A taxa de agregacdo plaquetaria foi monitorada por 5 minutos e comparada com uma amostra

contendo apenas o PRP e o agente agregante (LEWIS, 2006).
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3.14 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

Para a avaliacdo da citotoxidade foram utilizados trés tipos de linhagens tumorais:
MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8 (célon - humano) e SF-295 (glioblastoma -
humano), cedidas pelo Instituto Nacional do Céncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibi6ticos, mantidas
em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

As amostras dos extratos etanodlicos foram dissolvidas em DMSO puro estéril e
testadas na concentracdo final de 50 pg/mL.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método réapido, sensivel e barato. Foi
descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolito da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracéo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. Em seguida foram
adicionadas as amostras na concentracdo final de 50 pg/mL As placas foram incubadas por 72
horas em estufa a 5% de CO;a 37 °C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o
sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢do de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugéo do

precipitado com 150 uL. de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm.
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Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM)

da porcentagem de inibigdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

3.15 Avaliacdo da atividade contra protozoarios parasitas

3.15.1 Leishmania amazonensis

Formas promastigotas sdo previamente cultivadas em garrafas plasticas contendo meio
de cultura Warren suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) por 48 h a 25°C. Apds
esse periodo, em uma placa de 24 pogos, é feita a inoculagéo de 1x10° parasitas/mL em cada
poco, juntamente com meio de cultura e 10% de SFB, adicionado a varias concentracdes do
extrato a ser testado (concentracdo maxima de 500 ou 1000 pg/mL, dependendo do
experimento), sendo 1 mL o volume final de cada poco. A placa é incubada por 72 ha 25°C e
ao final do periodo é realizada a contagem dos parasitas em cdmara de Neubauer, em
microscopio Optico, e a concentragcdo que inibe o crescimento do parasita em 50% é

determinada.

3.15.2 Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas sédo previamente cultivadas em tubos de ensaio contendo meio
de cultura LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) por 96 h a 28°C. Ap0os esse
periodo, em uma placa de 24 pocos, é feita a inoculagdo de 1x10° parasitas/mL em cada pogo,
juntamente com meio de cultura e 10% de SFB, adicionado a varias concentracdes do extrato
etandlico a ser testado (concentragdo maxima de 500 ou 1000 pg/mL, dependendo do

experimento), sendo 1 mL o volume final de cada poco. A placa é incubada por 96 ha 28°C e
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ao final do periodo é realizada a contagem dos parasitas em camara de Neubauer, em
microscopio Optico, e a concentracdo que inibe o crescimento do parasita em 50% é

determinada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies de plantas estudadas neste trabalho fazem parte de uma série de plantas
selecionadas pelo grupo de pesquisa Quimica de Biomoléculas da Amazdnia (Q-BiomA)
objetivando o estudo de seus constituintes alcaloidicos e volateis. Todas as espécies fazem
parte da flora Amazoénica, e possuem pouco ou nenhum estudo quimico, enzimético, bioldgico
e farmacoldgico.

As extracbes e 0s ensaios quimicos e bioldgicos foram realizados conforme a
disponibilidade dos equipamentos e reagentes e, portanto os testes ndo foram realizados com

todas as espécies e partes da planta até a presente data.

4.1 Rendimento

Na familia Lauraceae, o género Aniba Aublet, entre os estudados, foi o melhor
produtor de 6leo essencial em relagdo ao rendimento em massa do 6leo obtido com a massa
do material vegetal utilizado na extragéo.

O dleo essencial dos galhos de A. rosaeodora e das folhas de A. panurensis foram 0s
que apresentaram melhores rendimentos (1,33 e 1,31%, respectivamente), seguidos do dleo
das folhas de L. martiniana (0,91%). Os outros dleos essenciais tiveram rendimentos abaixo
de 0,50%, com o menor rendimento para os galhos de R. parvifolia e S. rubra que obtiveram
apenas 0,01%, conforme pode ser verificado na Tabela 1.

O extrato etandlico das folhas de P. vasquezii foi o que apresentou melhor rendimento
(15,8%) seguido dos extratos das folhas de M. itauba (8,54%) e de A. panurensis (8,04%). Os

menores rendimentos foram para os galhos de L. cannella angustata (3,00%) e de R.
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parvifolia (3,02%). Os rendimentos em massa do extrato bruto obtido com a massa do
material vegetal utilizado na extragdo com etanol 100% sdo apresentados na Tabela 1.

Tanto os extratos etandlicos quanto os 6leos essenciais extraidos das folhas, quando
comparados com os dos galhos da mesma espécie, apresentaram melhor rendimento, ao
contrério do que se encontra na literatura para o rendimento em geral de outras espécies. Este
dado mostra que, caso a substancia de interesse esteja presente em diferentes partes da planta,
é vantajoso fazer a extracdo exclusivamente das folhas, pois além do rendimento ser maior,

também ¢é de facil manejo e favorece a conservagdo da espécie.

) Rendimento dos Rendimento dos
Espécie botanica Orgdo  06leos essenciais (%) extratos EtOH (%)

A. panurensis folhas 131 8,04
galhos - 6,09
A. rosaeodora galhos 133 4,71
D. manausense folhas 0,03 5,63
galhos - 3,81
E. chalisea folhas 0,46 751
galhos 0,21 5,06
frutos 0,07 -
L. cannellaangustata  folhas - 4,86
galhos - 3,00
L. martiniana folhas 0,91 5,30
ga|hos 0,13 4,00
M. duckei folhas 0,13 6,32
galhos 0,09 4,29
M. itauba folhas - 8,54
galhos 0,17 6,52
O. nigrescens folhas 0,23 3,59
O. splendens folhas 0,35 6,06
R. negrensis folhas 0,07 5,46
R. parvifolia folhas 0,01 5,69
galhos - 3,02
P. vasquezii folhas 0,12 15,89
galhos 0,10 4,18
S. rubra folhas 0,14 6,69
galhos 0,01 4,67

Tabela 1 — Rendimento dos dleos essenciais e extratos brutos em etanol de espécies da familia Lauraceae
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4.2 Composic¢ao quimica dos 0leos essenciais

4.2.1 Analise quimica da composicdo dos 0leos essenciais de A. panurensis e A.

rosaeodora

A anédlise por cromatografia em fase gasosa com detectores de ionizacdo de chama
(CG-DIC) e de espectrometria de massas (CG-EM) possibilitou a determinacdo da
composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos em percentuais de 98,8% para os galhos de
Aniba rosaeodora e de 100% para o 6leo das folhas de A. panurensis.

Trinta e quatro componentes volateis foram identificados com base nos seus espectros
de massas, comparados com 0s da literatura e com espectroteca eletrdnica, e em seus indices
de retengéo, obtidos por comparagéo de tempos de retencdo com hidrocarbonetos lineares.

O perfil quimico do 6leo hidrodestilado das folhas de A. panurensis revelou uma
proporcdo elevada de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Figura 12), minoritarios no 6leo dos
galhos de A. rosaeodora, que apresentou a maior composi¢cdo de monoterpenos (89,4%),
devido & sua alta concentracdo de linalol (86,0%) (Figura 13), valor que se aproxima do
encontrado na literatura (MAIA et al, 2007). No 6leo essencial dos galhos de A. rosaeodora o
segundo constituinte mais abundante foi o epdxi de cariofileno (2,8%). Os demais
constituintes apresentaram percentual inferior a 2% (Tabela 2).

A estrutura do linalol foi identificada no 6leo essencial de A. rosaeodora utilizando-se
também os dados dos espectros de RMN de *H, que indicou a presenca de trés singletos CH,
em & 1,20, 1,53 e 1,61. O espectro de RMN de *H também foi semelhante ao que consta na
literatura (BRYLIAKOV et al, 2003) (Figura 14).

O linalol € um monoterpeno alcoolico terciario de cadeia aberta que tem sido aplicado

com sucesso como sedativo e anticonvulsivo, e que também possui propriedades acaricida,
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bactericida e fungicida j& descrita (BELAICHE; TANTOUI-ELARAKI; IBRAHIMY. 1995;
ELISABETSKY; BRUM; SOUZA, 1999; PRATES et al., 1998; SUGAWARA et al., 1998).
O linalol possui uma larga aplicacdo em varias &reas do conhecimento humano, sendo
necessaria sua producdo em quantidades sempre crescentes. Uma de suas caracteristicas que
influi no valor comercial dos 6leos que o contém € a presenca de um carbono quiral na sua
estrutura, possuindo dois estereoisomeros: coriandrol e licareol. A quantidade destes dois

isdmeros influi ndo somente no aroma, mas também nas atividades farmacoldgicas.
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Figura 12 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Aniba panurensis

O linalol ndo foi detectado no 6leo essencial das folhas de A. panurensis. A baixa
concentragdo, e mesmo auséncia, do linalol nas outras espécies de Lauraceae estudadas ilustra

e comprova um serio problema da industria de 6leos essenciais na Regido Norte do pais, em
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que espécies similares sdo utilizadas como sucedaneas do pau-rosa, apesar de ndo possuirem

Seu aroma.
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Figura 13 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Aniba rosaeodora

Figura 14 — Espectro de RMN *H do 6leo essencial dos galhos de Aniba rosaeodora
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Composicao IR A panurensis A rosaeodora
folhas galhos

1. sabineno 968 - 0,1 (pico 1)

2. Z-epoxi de linalol 1064 - 1,3 (pico 2)

3. E- epoxi de linalol 1081 - 1,5 (pico 3)

4. linalol 1100 - 86,0 (pico 4)

5. o—terpineol 1186 0,7 (picol) 0,5 (pico 5)

6. timol 1290 0,3 (pico 2) -

7. a—cubebeno 1349 0,5 (pico 3) -

8. a—copaeno 1376 7,5 (pico 4) 0,9 (pico 6)

9. B—bourboneno 1383 7,0 (pico 5) -

10. B—elemeno 1388 1,4 (pico 6) -

11. dodecanal 1391 1,0 (pico 7) -

12. B-cariofileno 1408 33,5 (pico 8) 1,0 (pico 7)

13. E-a-bergamoteno 1434 1,5 (pico 9) -

14. a—guaieno 1442 0,6 (pico 10) -

15. a—humuleno 1451 2,7 (pico 11) -

16. a—amorfeno 1476 1,8 (pico 12) 0,7 (pico 8)

17. germacreno D 1478 25,4 (pico 13) -

18. biciclogermacreno 1494 1,6 (pico 14) -

19. a-muuroleno 1497 1,0 (pico 15) -

20. y—cadineno 1509 1,0 (pico 16) 0,9 (pico 9)

21. E-calameneno 1513 0,6 (pico 17) -

22. 6—cadineno 1520 2,7 (pico 18) -

23. E-cadina-1,4-dieno 1537 0,6 (pico 19) -

24. santalenona 1566 - 0,7 (pico 10)

25. epoxi de cariofileno 1576 4,1 (pico 20) 2,8 (pico 11)

26. viridiflorol 1587 2,0 (pico 21) -

27. guaiol 1591 0,6 (pico22) 0,8 (pico 12)

28. 10-epi-y-eudesmol 1622 0,5 (pico 23) -

29. y-eudesmol 1629 0,4 (pico 24) -

30. a-cadinol 1642 - 1,2 (pico 13)

31. n-tetradecanol 1671 1,2 (pico 25) -

32.ni 1695 - 0,7 (pico 14)

33. ni 1707 - 0,5 (pico 15)

34. longifolol 1709 - 0,6 (pico 16)

Hidrocarbonetos monoterpénicos - 0,1

Monoterpenos oxigenados 1,0 89,3

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 89,3 3,4

Sesquiterpenos oxigenados 7,5 6,0

Outros 2,2 -

Tabela 2 - Composicéao percentual dos 6leos essenciais do género Aniba
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Conforme pode ser observado no cromatograma da Figura 12, o B-cariofileno foi o
constituinte majoritario do 6leo essencial das folhas de A. panurensis. Este metabdlico volatil
influi em seu aroma e possui diversas atividades bioldgicas, tais como: antiinflamatoria,
antialérgica, anestésica local, antifiungica e anticarcinogénica (CHINOU et al., 1996;
FERNANDES et al., 2007; GHERLADINI et al., 2001; PASSOS et al., 2007; ZHENG;
KENNEY; LAM, 1992).

No 6leo essencial das folhas de A. panurensis foram detectados principalmente os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos [-cariofileno (33,5%), germacreno D (25,4%), a-copaeno
(7,5%) e B-bourboneno (7,1%). A somatoéria dos demais terpenos encontrados neste Gleo
equivale a menos de 10% da sua composicéo total (Tabela 2). Para esta espécie ndo ha relatos

de estudos realizados com o 6leo essencial.

4.2.2 Anadlise quimica da composicdo do Oleo essencial das folhas de

Dicypellium manausense

No 06leo essencial das folhas de D. manausense foram identificados 26 componentes,
principalmente de sesquiterpenos, representando 97,8% da constituicdo volatil. Conforme
pode ser observado no cromatograma da Figura 15, os principais constituintes detectados
foram B-cariofileno (39,5%), biciclogermacreno (20,0%) e germacreno D (6,8%). Os demais
constituintes deste 6leo sdo encontrados na Tabela 3. Para esta espécie ndo ha relatos de
estudos realizados com o 6leo essencial.

No trabalho realizado por Alencar et al. (1971) em que fizeram a andlise por
cromatografia gés-liquido e espectrometria de ressonancia magnética nuclear do dleo
essencial da madeira de D. caryophyllatum, conhecida popularmente como cravo-do-

maranh&o ou pau-cravo, foi detectada a presenca de eugenol em alto teor (95,5%), ao lado do
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metileugenol (1,6%) e outros constituintes menores. Isto mostra a grande diferenciagdo da

composicao quimica entre 6leos essenciais de diferentes espécies do mesmo género.
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Figura 15- Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Dicypellium manausense
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IR D. manausense

Composicéo

1. 5-elemeno 1336 0,5 (pico 1)
2. B-elemeno 1388 1,0 (pico 2)
3. B-cariofileno 1408 39,5 (pico 3)
4. aromadendreno 1438 0,5 (pico 4)
5. a-humuleno 1451 3,6 (pico 5)
6. germacreno D 1478 6,8 (pico 6)
7. p—selineno 1484 0,7 (pico 7)
8. biciclogermacreno 1494 20,0 (pico 8)
9. 8-cadineno 1520 1,2 (pico 9)
10. E-cadina-1,4-dieno 1537 0,3 (pico 10)
11. germacreno B 1554 1,9 (pico 11)
12. santalenona 1566 2,8 (pico 12)
13. espatulenol 1571 3,3 (pico 13)
14. ep6xi de cariofileno 1576 1,4 (pico 14)
15. ndo identificado 1583 0,9 (pico 15)
16. viridiflorol 1587 3,1 (pico 16)
17. epi-cedrol 1614 1,3 (pico 17)
18. 10-epi-y-eudesmol 1622 0,6 (pico 18)
19. ndo identificado 1624 0,9 (pico 19)
20. y-eudesmol 1629 1,2 (pico 20)
21. epi-a-cadinol 1637 1,5 (pico 21)
22. a-cadinol 1642 3,4 (pico 22)
23. torreyol 1646 1,1 (pico 23)
24. 14-hidroxi-Z-cariofileno 1657 1,2 (pico 24)
25. ndo identificado 1681 0,4 (pico 25)
26. isolongifolol 1727 0,9 (pico 26)

Hidrocarbonetos monoterpénicos -
Monoterpenos oxigenados -
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 76,0

Sesquiterpenos oxigenados 21,8
Outros 2

Tabela 3 - Composicédo percentual do 6leo essencial das folhas de Dicypellium manausense

4.2.3 Andlise quimica da composi¢do do 6leo essencial de Endlicheria chalisea

Os componentes quimicos identificados dos dleos essenciais das folhas, galhos e
frutos, incluindo seus respectivos indices de retencdo e porcentagens, estdo sumarizados na
Tabela 4. Um elevado percentual da composi¢do quimica dos 6leos foi determinado (100%

para as folhas e galhos e 99,1% para os frutos).
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O Oleo essencial das folhas revelou ser constituido majoritariamente por
sesquiterpenos (93,0%), dos quais 0 B-elemeno (44,7%) foi o principal componente (Figura
16). Outros componentes identificados em teores significativos foram B-bisaboleno (8,7%), B-
selineno (7,6%) e a-copaeno (7,3%). Da mesma forma, no Oleo essencial dos galhos
prevaleceram 0s sesquiterpenos, 0s quais representaram 99,0% do total do 6leo (Figura 17).
Os constituintes majoritarios foram B-elemeno (25,4%), B-cariofileno (18,4%), viridiflorol
(16,2%) e 14-hidroxi-Z-cariofileno (12,5%). Em nenhum dos 6leos foi detectado a presenca
de monoterpenos oxigenados. Para esta espécie ndo ha relatos de estudos realizados com o

6leo essencial.
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Figura 16 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Endlicheria chalisea

Estudos recentes tém demostrado que o B-elemeno, substancia majoritaria dos dleos
essenciais das folhas e galhos, possui atividades antitumorais, incluindo o glioblastoma (YAO

et al., 2008a,b) e o cancer de pulméo (ZHAO et al., 2007).
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IR Folhas Galhos Frutos
Composicéo
1. a-tujeno 924 - - 0,3 (pico 1)
2. a-pineno 932 - - 1,6 (pico 2)
3. camfeno 943 - - 0,4 (pico 3)
4. mirceno 986 - - 0,8 (pico 4)
5. a-felandreno 1000 6,4 (pico 1) 1,0 (pico 1) -
6. p-cimeno 1020 0,6 (pico 2) - 27,4 (pico 5)
7. limoneno 1025 - - 2,9 (pico 6)
8. E-cinamaldeido 1217 - - 13,1 (pico 7)
9. timol 1290 - - 2,9 (pico 8)
10. a-ylangeno 1365 - - 1,2 (pico 9)
11. a-copaeno 1376 7,3 (pico 3) 1,6 (pico 2) -
12. B-cubebeno 1378 - - 0,9 (pico 10)
13. B-elemeno 1388 44,7 (pico 4) 25,4 (pico 3) 16,5 (pico 11)
14. B-cariofileno 1408 8,7 (pico 5) 18,4 (pico 4) 1,4 (pico 12)
15. Z-a-bergamoteno 1412 - 1,0 (pico 5) -
16. a-humuleno 1451 1,2 (pico 6) 1,9 (pico 6) -
17. y-gurjuneno 1475 - 0,8 (pico 7) -
18. a-amorfeno 1476 1,6 (pico 7) - 2,1 (pico 13)
19. B-selineno 1484 7,6 (pico 8) 4,1 (pico 8) 6,7 (pico 14)
20. biciclogermacreno 1494 6,7 (pico 9) 3,5(pico9) 3,3 (pico 15)
21. B-bisaboleno 1502 10,4 (pico 10) 3,3 (pico 10) -
22. 5-cadineno 1520 1,2 (pico 11) - -
23. E-cadina-1,4-dieno 1537 - 1,5 (pico 11) -
24. santalenona 1566 - - 1,5 (pico 16)
25. epdxi de cariofileno 1576 0,3 (pico 12) 3,1 (pico 12) 1,9 (pico 17)
26. viridiflorol 1587 0,3 (pico 13) 16,2 (pico 13) -
27. rosifoliol 1596 - 1,2 (pico 14) 2,8 (pico 18)
28. epi-cedrol 1614 0,2 (pico 14) 1,3 (pico 15) -
29. epi-a-cadinol 1637 2,9 (pico 15) - -
30. epi-a-muurolol 1640 - - 10,0 (pico 19)
31. a-cadinol 1642 - 2,6 (pico 16) -
32. torreiol 1646 - 0,8 (pico 17) -
33. 14-hidroxi-Z-cariofileno 1657 - 12,5 (pico 18) -
34. ndo identificado 1695 - - 0,9 (pico 20)
35. longifolol 1709 - - 1,5 (pico 21)
Hidrocarbonetos monoterpénicos 7,0 1,0 33,2
Monoterpenos oxigenados - - 2,9
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 89,3 61,4 32,1
Sesquiterpenos oxigenados 3,7 37,6 17,8
Outros - - 13,1

Tabela 4 - Composicédo percentual dos 6leos essenciais de Endlicheria chalisea

No d6leo essencial dos frutos de E. chalisea o percentual de monoterpenos e

sesquiterpenos é mais aproximado (36,1 e 49,9%, respectivamente). O principal constituinte

detectado foi o hidrocarboneto monoterpénico p-cimeno (27,4%), seguidos por p-elemeno

(16,5%), o mesmo constituinte presente nas folhas e galhos, o E-cinamaldeido (13,1%) que
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apresenta propriedades fungicidas e inseticidas e 0 sesquiterpeno oxigenado epi-a-muurolol

(10,0%) (Figura 20).
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Figura 17 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Endlicheria chalisea
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Figura 18 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos frutos de Endlicheria chalisea
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4.2.4 Andlise quimica da composicgdo do 6leo essencial de Licaria martiniana

A analise por cromatografia em fase gasosa com detectores de ionizacdo de chama
(CG-DIC) e de espectrometria de massas (CG-EM) possibilitou a determinacdo da
composicgao quimica dos 6leos essenciais obtidos em percentuais de 100%. Para esta espécie
ndo h relatos de estudos realizados com o 6leo essencial.

Quarenta componentes volateis foram identificados com base nos seus espectros de
massas, comparados com os da literatura e com espectroteca eletronica, e em seus indices de
retencdo, obtidos por comparacdo de tempos de reten¢cdo com hidrocarbonetos lineares. Os
percentuais de cada componente, obtidos através de integracdo por CG-DIC, séo apresentados
na Tabela 5.

O perfil quimico desses dleos revelou uma proporgdo elevada de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. O B-cariofileno foi o constituinte majoritario dos éleos de L. martiniana,
com concentragéo variando de 21,4% (galhos) a 41,7% (folhas).

Os principais constituintes do dleo essencial das folhas de L. martiniana foram -
cariofileno (41,7%), B-selineno (7,9%), isovalerato de linalol (5,9%) e linalol (5,3%) (Figura
19). O percentual de hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados e
sesquiterpenos oxigenados foram todos aproximados de 10%.

No 6leo essencial dos galhos de L. martiniana foram detectados p-cariofileno (21,4%),
espatulenol (11,5%), linalol (6,5%) e a-cadinol (5,9%) (Figura 20). O espatulenol, além de
influir no aroma de muitos 6leos de interesse comercial para a industria de perfumes, possui
propriedade antibacteriana e moderada atividade citotoxica contra células do tipo KB

(CHINOU et al., 1996; PACCIARONI et al., 2000; ULUBELEN et al., 1994).
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A composicdo quimica destes 6leos difere de outros obtidos do mesmo género e do
mesmo local de coleta, como os dos 6leos essenciais de Licaria canella uma fonte abundante

de benzoato de benzila (SILVA et al., 2009).
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Figura 19 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Licaria martiniana
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Figura 20 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Licaria martiniana
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IR Folhas Galhos
Composigao
1. a-pineno 932 3,8 (pico 1) -
2. B-pineno 974 3,4 (pico 2) -
3. a-felandreno 1000 3,6 (pico 3) 4,71 (pico 1)
4. p-cimeno 1020 0,7 (pico 4) 1,79 (pico 2)
5. limoneno 1025 1,2 (pico 5) -
6. B-felandreno 1026 - 1,19 (pico 3)
7. linalol 1100 5,3 (pico 6) 6,52 (pico 4)
8. n-decanal 1200 - 0,77 (pico 5)
9. timol 1290 - 2,45 (pico 6)
10. é-elemeno 1336 0,16 (pico 7) -
11. a-copaeno 1376 4,24 (pico 8) 3,25 (pico 7)
12. B-elemeno 1388 1,13 (pico 9) 1,04 (pico 8)
13. B-cariofileno 1408 41,69 (pico10) 21,38 (pico 9)
14. E-a-bergamoteno 1434 2,00 (pico 11) 1,53 (pico 10)
15. a-humuleno 1451 4,78 (pico 12) 3,45 (pico 11)
16. E-B-farneseno 1450 - 0,58 (pico 12)
17. Z-cadina-1(6),4-dieno 1462 0,17 (pico 13) 0,60 (pico 13)
18. isovalerato de linalol 1469 5,88 (pico 14) 0,73 (pico 14)
19. y-gurjuneno 1475 0,18 (pico 15) -
20. a-amorfeno 1476 1,35 (pico 16) 1,70 (pico 15)
21. B—selineno 1484 7,90 (pico 17) 0,98 (pico 16)
22. a-muuroleno 1497 - 1,04 (pico 17)
23. B—bisaboleno 1502 1,26 (pico 18) 2,27 (pico 18)
24. (E,E)-a-farneseno 1505 0,06 (pico 19) -
25. y —cadineno 1509 0,88 (pico 20) 5,74 (pico 19)
26. E-calameneno 1513 - 1,43 (pico 20)
27. &-cadineno 1520 - 1,27 (pico 21)
28. E—y-bisaboleno 1535 - 0,76 (pico 22)
29. elemol 1544 1,16 (pico 21) 0,78 (pico 23)
30. santalenona 1566 3,56 (pico 22) -
31. espatulenol 1571 - 11,51 (pico 24)
32. epoxi de cariofileno 1576 3,99 (pico 23) 1,89 (pico 25)
33. viridiflorol 1587 - 1,40 (pico 26)
34. rosifoliol 1596 0,52 (pico 24) 1,37 (pico 27)
35. epi-cedrol 1614 0,44 (pico 25) 2,47 (pico 28)
36. 10-epi-y-eudesmol 1622 - 2,31 (pico 29)
37. y-eudesmol 1629 - 2,81 (pico 30)
38. a-cadinol 1642 0,69 (pico 26) 5,90 (pico 31)
39. torreyol 1646 - 1,23 (pico 32)
40. 14-hidroxi-Z-cariofileno 1657 3,17 (pico 33)

Hidrocarbonetos monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
Sesquiterpenos oxigenados
Outros

12,7
11,2
65,8
10,4

7,7
9,7
47,0
34,8
0,8

Tabela 5 - Composicédo percentual dos 6leos essenciais de Licaria martiniana
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4.2.5 Analise quimica da composicdo dos 6leos essenciais de M. duckei e M.

itauba

A analise por cromatografia em fase gasosa equipada com detector de ionizagdo de
chamas e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas através dos calculos de
indice de retencdo possibilitou determinar um percentual acima de 99% da composicdo
quimica dos 6leos essenciais de um total de 45 constituintes. A quantidade relativa de cada
constituinte esta apresentada na Tabela 6.

Todas as espécies demonstraram predominancia de sesquiterpenos, principalmente de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. A fracdo monoterpénica foi melhor representada em M.
itauba (9,7%), com predominancia de a-pineno (7,6%).

Foram identificados 100% dos constituintes quimicos detectados do 6leo essencial das
folhas de M. duckei, dos quais 2,6% sdo monoterpenos e 97,4% sdo sesquiterpenos. Os
constituintes majoritarios foram epoxi de cariofileno (33,4%) e B-cariofileno (32,7%),
conforme apresentado na Figura 21.

Do 6leo essencial dos galhos de M. duckei foram identificados 100% dos constituintes,
sendo 4,1% de monoterpenos e 95,9% de sesquiterpenos e 0s constituintes majoritarios foram
santalenona (21,7%), B-cariofileno (18,4%), a-muuroleno (10,7%), B-bisaboleno (7,5%) e a-
cadinol (6,1%), conforme apresentado na Figura 22.

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial dos galhos de M. itauba
foi de 99%, sendo 9,7% representados por monoterpenos e 89,3% representados por
sesquiterpenos. Os constituintes majoritarios foram B-cariofileno (51,8%), germacreno D
(9,1%), a-pineno (7,6%) e a-copaneno (6,4%) (Figura 23).

A estrutura do B-cariofileno foi identificada no 6leo essencial de M. itauba utilizando-

se também os dados dos espectros de RMN de H (Figura 24): 6 5,29 (m, 1H; H-5), 4,82, 4,94
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(2s, 2H; H-15a e H-15b), 2,33 (g, J = 9,3 Hz, 1H; H-9), 2,00 — 2,20 (m, 4H; H-6 e H-7), 1,91,
1,99 (2 m, 2H; H-3a e H-3b), 1,69 (m, 1H; H-1), 1,52, 1,67 (m, 2H; H-10a e H-10b), 1,61 (s,

3H; H-14), 1,26 (m, 2H; H-2), 1,00 (s, 3H; H-12), 0,97 (s, 3H; H-13).
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Figura 21 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Mezilaurus duckei
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Figura 22 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Mezilaurus duckei
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IR Folhas de M. Galhos de M. Galhos de M.
Composigéo duckei duckei itauba
1. a-tujeno 924 - - 0,5 (pico 1)
2. a-pineno 932 - - 7,6 (pico 2)
3. B-pineno 974 - - 0,5 (pico 3)
4. mirceno 986 - - 0,4 (pico 4)
5. limoneno 1025 - - 0,5 (pico 5)
6. linalol 1100 1,9 (pico 1) 3,8 (pico 1) -
7. a-terpineol 1186 - - 0,2 (pico 6)
8. d-elemeno 1336 - - 0,5 (pico 7)
9. a-cubebeno 1349 - - 0,8 (pico 8)
10. a-ylangeno 1365 3,6 (pico 2) 2,2 (pico 2) -
11. a-copaeno 1376 - - 6,4 (pico 9)
12. B-elemeno 1388 0,7 (pico 3) 0,6 (pico 3) 2,0 (pico 10)
13. B-cariofileno 1408 32,6 (pico4) 18,4 (pico4) 51,8 (pico 11)
14. E-a-bergamoteno 1434 - 1,3 (pico 5) -
15. a-guaieno 1442 1,6 (pico 5) - -
16. a-humuleno 1451 3,9 (pico 6) 2,5 (pico 6) 5,7 (pico 12)
17. Z-cadina-1(6),4-dieno 1462 1,3 (pico 7) 1,6 (pico 7) -
18. isovalerato de linalol 1469 0,7 (pico 8) 0,3 (pico 8) -
19. y— gurjuneno 1475 - 3,3 (pico 9) -
20. a-amorfeno 1476 1,7 (pico9) - -
21. germacreno D 1478 - 1,3 (pico 10) 9,1 (pico 13)
22. B-selineno 1484 2,0 (pico 10) 1,5 (pico 11) -
23. biciclogermacreno 1494 - - 1,6 (pico 14)
24. o-muuroleno 1497 1,3 (pico 11) 10,7 (pico 12) -
25. B-bisaboleno 1502 2,6 (pico12) 7,5 (pico 13) -
26. y-cadineno 1509 1,5 (pico 13) 3,3 (pico 14) -
27. E-calameneno 1513 - 0,1 (pico 15) 0,8 (pico 15)
28. d-cadineno 1520 0,2 (pico 14) 0,4 (pico 16) 5,2 (pico 16)
29. E-y-bisaboleno 1535 0,3 (pico 15) 0,2 (pico 17) -
30. E-cadina-1,4-dieno 1537 1,4 (pico 16) 1,4 (pico 18) -
31. B germacreno 1554 0,3 (pico 17) 0,3 (pico 19) -
32. santalenona 1566 2,4 (pico 18) 21,7 (pico 20) -
33. espatulenol 1571 - 1,7 (pico 21) -
34. epdxi de cariofileno 1576 33,4 (pico 19) 0,5 (pico 22) 2,4 (pico 17)
35. ndo identificado 1583 - - 0,7 (pico 18)
36. viridiflorol 1587 - 0,2 (pico 23) -
37. guaiol 1591 3,0 (pico 20) 2,7 (pico 24) -
38. rosifoliol 1596 - - 0,7 (pico 19)
39. epi-cedrol 1614 0,6 (pico 21) - 0,6 (pico 20)
40. 10-epi-y-eudesmol 1622 - 2,0 (pico 25) -
41. y-eudesmol 1629 - - 0,6 (pico 21)
42. epi-a-cadinol 1637 - - 0,4 (pico 22)
43. a-cadinol 1642 1,7 (pico22) 6,1 (pico 26) 1,1 (pico 23)
44, 14-hidroxi-Z-cariofileno 1657 1,4 (pico 23) 4,4 (pico 27) -
45, ndo identificado 1681 - - 0,3 (pico 24)
Hidrocarbonetos monoterpénicos - - 9,5
Monoterpenos oxigenados 2,6 41 0,2
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 54,9 56,6 83,5
Sesquiterpenos oxigenados 425 39,3 5,8

Tabela 6 - Composicéao percentual dos 6leos essenciais do género Mezilaurus
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4.2.6 Analise quimica da composicdo dos 6leos essenciais de O. nigrescens e O.

splendens

As andlises dos Oleos essenciais por cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometria de massa estdo mostradas na Tabela 7, registrando-se 0s principais

constituintes quimicos presentes nestes 6leos.

Trinta e trés componentes presentes nos Oleos essenciais das folhas de Ocotea sp.

foram identificados por dados cromatogréficos e espectrométricos. O perfil quimico desses

6leos mostrou diferencas significativas na composigao entre as espécies estudadas (Figuras 25

e 26). O 6leo de O. nigrescens mostrou ser constituido exclusivamente de terpenos (24,8%

monoterpenos e 75,2% sesquiterpenos), sendo detectado como majoritarios o B-cariofileno

(37,9%), B-pineno (6,9%), a-pineno (6,7%) e a-copaeno (6,2%).
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Figura 25 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Ocotea nigrescens
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IR Folhas de Folhas de O.
Composigao O. nigrescens splendens
1. a-pineno 932 6,7 (picol) 0,3 (pico 1)
2 B-pineno 974 6,9 (pico 2) 0,1 (pico 2)
3. mirceno 986 0,8 (pico 3) -
4. linalol 1100 5,5 (pico 4) 0,7 (pico 3)
5.5-elemeno 1336 0,6 (pico5) -
6. a-cubebeno 1349 1,7 (pico 6) -
7. a-ylangeno 1365 1,1 (pico7) -
8. a-copaeno 1376 6,2 (pico 8) 0,9 (pico 4)
9. B-cubebeno 1378 0,9 (pico 9) -
10. B-elemeno 1388 0,4 (pico 10) 1,1 (pico 5)
11. B-cariofileno 1408 37,9 (pico 11) 51,0 (pico 6)
12. E-cariofileno 1420 - 0,8 (pico 7)
13. a-guaieno 1442 - 4.5 (pico 8)
14. a-humuleno 1451 3,8 (pico 12) 6,2 (pico 9)
15. Z-cadina-1(6),4-dieno 1462 1,0 (pico 13) 0,4 (pico 10)
16. isovalerato de linalol 1469 4,9 (pico 14) 5,7 (pico 11)
17. a-amorfeno 1476 2,2 (pico 15) 0,8 (pico 12)
18. B-selineno 1484 3,7 (pico 16) 3,0 (pico 13)
19. biciclogermacreno 1494 - 1,2 (pico 14)
20. a-muuroleno 1497 1,2 (pico 17) 0,3 (pico 15)
21. B-bisaboleno 1502 3,1 (pico 18) 0,4 (pico 16)
22. y—cadineno 1509 2,7 (pico 19) 2,5 (pico 17)
23. 6-cadineno 1520 2,5 (pico 20) -
24. E—y-bisaboleno 1535 0,6 (pico 21) -
25. E-cadina-1,4-dieno 1537 - 1,2 (pico 18)
26. elemol 1544 1,2 (pico 22) 6,5 (pico 19)
27. santalenona 1566 - 0,6 (pico 20)
28. epoxi de cariofileno 1576 1,9 (pico 23) 9,9 (pico 21)
29. rosifoliol 1596 0,4 (pico 24) 0,6 (pico 22)
30. epi-cedrol 1614 1,2 (pico 25) -
31. a-cadinol 1642 1,0 (pico 26) 0,4 (pico 23)
32. 14-hidroxi-Z-cariofileno 1657 - 0,3 (pico 24)
33. rimueno 1909 - 0,8 (pico 25)
Hidrocarbonetos monoterpénicos 14,3 0,3
Monoterpenos oxigenados 10,5 6,3
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 69,4 74,3
Sesquiterpenos oxigenados 58 18,3
Outros - 0,8

Tabela 7 - Composicédo percentual dos 6leos essenciais do género Ocotea
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Figura 26 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Ocotea splendens

Os compostos a-pineno e B-pineno tiveram seu intenso potencial antibacteriano
comprovado (LEITE et al., 2007).

O o6leo essencial de O. splendens foi constituido principalmente de sesquiterpenos
(92,6%), sendo 74,3% de hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Este elevado percentual de
sesquiterpenos deve-se principalmente ao teor detectado de [B-cariofileno ser de 51,0%.
Também foi detectado em quantidades significativas o epdxi de cariofileno (9,9%), elemol

(6,5%) e a-humuleno (6,2%).
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4.2.7 Analise quimica da composicdo do Oleo essencial de

Rhodostemonodaphne parvifolia

A relagdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais obtidos das folhas e galhos
de R. parvifolia, suas quantidades relativas e respectivos indices de retencdo (IR) s&o
apresentados na Tabela 8.

Através dos dados espectrométricos e de cromatografia foram detectados 20
compostos presentes nos dois 6leos analisados. O percentual da composicdo quimica dos
6leos essenciais determinado foi de 100%.

Dos constituintes quimicos detectados no Oleo essencial das folhas 14,13% sé&o
monoterpenos e 85,87% sdo sesquiterpenos, em que 0s constituintes majoritarios foram o f3-
cariofileno (41,30%), B-selineno (13,60%) e germacreno B (7,75%), como apresentado na
Figura 27. No 6leo essencial dos galhos também se observou teores menores de monoterpenos
(15,40%) em relacdo aos sesquiterpenos (84,60%), tendo como majoritarios B-cariofileno
(16,20%), linalol (15,40%) e epi-cedrol (13,30%), como apresentado na Figura 28.

O perfil quimico desses Oleos revelou uma proporgdo elevada de sesquiterpenos,
principalmente de hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Na maioria dos Oleos essenciais de
Lauraceae reportados na literatura observa-se a predominancia de sesquiterpenos,
principalmente de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (CICCIO; CHAVERRI, 2008;
GOTTLIEB etal., 1981; TELASCREA et al., 2008).

A presenca de hidrocarbonetos monoterpénicos so foi observada no 6leo essencial das
folhas sendo representada apenas por dois compostos com porcentagem inferior a 1% (o-

pineno e sabineno).



IR Folhas Galhos
Composigao
1. a-pineno 932 0,7 (pico 1) -
2. sabineno 968 1,0 (pico2) -
3. linalol 1100 5,7 (pico 3) 15,4 (pico 1)
4. 5-elemeno 1336 - 3,5 (pico 2)
5. a-ylangeno 1365 6,8 (pico 4) -
6. a-copaeno 1376 - 2,5 (pico 3)
7. B-elemeno 1388 - 2,4 (pico 4)
8. B-cariofileno 1408 41,3 (pico 5) 16,2 (pico 5)
9. E-a-bergamoteno 1434 - 1,9 (pico 6)
10. a-humuleno 1451 5,3 (pico 6) 2,1 (pico 7)
11. isovalerato de linalol 1469 6,8 (pico 7) -
12. a-amorfeno 1476 3,5 (pico 8) 3,7 (pico 8)
13. germacreno D 1478 - 9,1 (pico 9)
14. B-selineno 1484 13,6 (pico9) -
15. y-cadineno 1509 1,5 (pico 10) 1,7 (pico 10)
16. elemol 1544 - 5,8 (pico 11)
17. germacreno B 1554 7,8 (pico 11) 5,7 (pico 12)
18. santalenona 1566 5,5 (pico 12) 8,6 (pico 13)
19. epi-cedrol 1614 - 13,3 (pico 14)
20. epi-a-cadinol 1637 0,7 (pico 13) 8,2 (pico 15)
Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,6 -
Monoterpenos oxigenados 12,5 15,4
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 79,7 48,7
Sesquiterpenos oxigenados 6,2

Outros

359
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Tabela 8 - Composicéo percentual dos 6leos essenciais de Rhodostemonodaphne parvifolia

O linalol foi o unico monoterpeno oxigenado encontrado no 6leo essencial dos galhos,
além de ser um dos seus constituintes majoritarios. Nas folhas, além do linalol (5,71%)

detectou-se a presenca de isovalerato de linalol (6,77%).
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Figura 27 - Cromatograma CG-DIC do dleo essencial das folhas de Rhodostemonodaphne parvifolia
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Figura 28 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Rhodostemonodaphne parvifolia
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4.2.8 Analise quimica da composicdo do Oleo essencial de Pleurothyrium

vasquezii

Os componentes quimicos identificados dos 6leos essenciais das folhas e galhos,
incluindo seus respectivos indices de retencéo e porcentagens, estdo sumarizados na Tabela 9.
Foi determinado um percentual de 100% da composicéo quimica dos 6leos. N&o hé relatos de
estudos realizados sobre a composicdo quimica de nenhum O6leo essencial do género
Pleurothyrium.

O oOleo essencial das folhas revelou ser constituido majoritariamente por
sesquiterpenos (89,4%), dos quais 68,1% sdo hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 21,3%
sesquiterpenos oxigenados. O percentual de monoterpenos foi de 10,6%, apenas
hidrocarbonetos monoterpénicos. O principal componente, como apresentado na Figura 29,
foi o germacreno D (15,6%). Outros componentes identificados em teores significativos
foram biciclogermacreno (13,7%), santalenona (11,2%), B-selineno (5,4%) e a-amorfeno
(5,0%).

Da mesma forma, no 6leo essencial dos galhos prevaleceram 0s sesquiterpenos, 0s
quais representaram um teor de 92,9% do total do 6leo (Figura 30), onde 58,8% foram
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 34,1% sesquiterpenos oxigenados. O teor de
monoterpenos foi inferior ao das folhas, apenas 7,1%, dos quais 5,3% foram monoterpenos
oxigenados e 1,8% de hidrocarbonetos monoterpénicos. Os constituintes majoritarios foram v-
eudesmol (8,2%), germacreno D (8,0%), &-cadineno (7,6%), epi-cedrol (5,3%) e y-cadineno

(5,1%).
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Composicao IR Folhas Galhos

1. a-pineno 932 4,6 (pico 1) 0,7 (pico 1)
2. B-pineno 974 4,4 (pico 2) 0,5 (pico 2)
3. p-cimeno 1020 1,7 (pico 3) 0,3 (pico 3)
4. limoneno 1025 - 0,3 (pico 4)
5. B-felandreno 1026 - 0,2 (pico 5)
6. dihidrolinalol 1131 - 0,2 (pico 6)
7. camfor 1141 - 0,2 (pico 7)
8. o-terpineol 1163 - 0,3 (pico 8)
9. d-elemeno 1336 - 1,2 (pico 9)
10. a-cubebeno 1349 - 0,6 (pico 10)
11. a-ylangeno 1365 - 0,7 (pico 11)
12. a-copaeno 1376 2,0 (pico 4) 1,6 (pico 12)
13. B-elemeno 1388 1,6 (pico 5) 3,6 (pico 13)
14. B-cariofileno 1408 3,9 (pico 6) -

15. Z-a.-bergamoteno 1412 - 4,9 (pico 14)
16. E-cariofileno 1420 - 2,7 (pico 15)
17. E-a-bergamoteno 1434 - 0,7 (pico 16)
18. a-guaieno 1442 - 2,4 (pico 17)
19. aromadendreno 1438 2,9 (pico 7) 0,6 (pico 18)
20. a-humuleno 1451 1,8 (pico 8) 2,5 (pico 19)
21. Z-cadina-1(6),4-dieno 1462 - 0,9 (pico 20)
22. isovalerato de linalol 1469 - 4,6 (pico 21)
23. a-amorfeno 1476 5,0 (pico 9) -

24. germacreno D 1478 15,6 (pico 10) 8,0 (pico 22)
25. B-selineno 1484 5,4 (pico 11) 2,2 (pico 23)
26. biciclogermacreno 1494 13,7 (pico 12) 2,6 (pico 24)
27. a-muuroleno 1497 3,0 (pico 13) 3,5 (pico 25)
28. (E,E)-a-farneseno 1505 - 1,1 (pico 26)
29. y-cadineno 1509 4,6 (pico 14) 5,1 (pico 27)
30. E-calameneno 1513 2,0 (pico 15) 0,9 (pico 28)
31. 3-cadineno 1520 4,1 (pico 16) 7,6 (pico 29)
32. E—~y-bisaboleno 1535 - 2,0 (pico 30)
33. E-cadina-1,4-dieno 1537 0,7 (pico 17) 0,7 (pico 31)
34. germacreno B 1554 1,7 (pico 18) 2,9 (pico 32)
35. santalenona 1566 11,2 (pico 19) 4,6 (pico 33)
36. espatulenol 1571 - 1,7 (pico 34)
37. epdxi de cariofileno 1576 2,9 (pico 20) 1,2 (pico 35)
38. viridiflorol 1587 - 2,0 (pico 36)
39. guaiol 1591 - 0,9 (pico 37)
40. rosifoliol 1596 - 3,8 (pico 38)
41. epi-cedrol 1614 - 5,3 (pico 39)
42. y-eudesmol 1629 0,9 (pico 21) 8,2 (pico 40)
43. epi-o-muurolol 1640 - 4,5 (pico 41)
44. a-cadinol 1642 3,3 (pico 22) -

45, torreyol 1646 3,0 (pico 23) 2,0 (pico 42)
Hidrocarbonetos monoterpénicos 10,6 1,8
Monoterpenos oxigenados - 5,3
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 68,1 58,8
Sesquiterpenos oxigenados 21,3 34,1

Tabela 9 - Composicédo percentual dos 6leos essenciais de Pleurothyrium vasquezii
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Figura 30 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Pleurothyrium vasquezii
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4.2.9 Andlise quimica da composigdo do 6leo essencial de Sextonia rubra

Os 6leos essenciais obtidos a partir das folhas e galhos de S. rubra mostraram-se
predominantemente constituidos por terpendides. A anélise quimica do O6leo das folhas
mostrou que as principais classes dos constituintes foram hidrocarbonetos monoterpénicos e
sesquiterpénicos (44,6% e 47,7%, respectivamente). Dentre os 24 compostos identificados
(Figura 31), compreendendo 95,5% do total do dleo essencial, os constituintes majoritarios
foram a mistura de a-pineno (21,6%) e B-pineno (15,4%); e 0S sesquiterpenos a-copaeno
(12,5%), germacreno D (12,1%), B-cariofileno (7,1%) e &-cadineno (5,0%). Os compostos

oxigenados foram todos monoterpénicos com percentual de apenas 3,2%.
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Figura 31 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial das folhas de Sextonia rubra
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No 0leo essencial dos galhos, os hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos
apresentaram um percentual de 1,2% e 66,8%, respectivamente. Os compostos oxigenados
foram mais abundantes (26,6%) do que nas folhas, porém desta vez todos apresentaram
esqueleto sesquiterpénicos. Os 28 compostos identificados representam 94,6% do dleo

essencial (Figura 32). Os constituintes majoritarios foram a-copaeno (22,9%), B-selineno

(7,9%), B-elemeno (7,2%), 5-cadineno (6,2%), epi-a.-cedrol (6,1%) e a-amorfeno (5,6%).
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Figura 32 - Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial dos galhos de Sextonia rubra

A composigéo porcentual do 6leo essencial dos galhos € quase que exclusivamente de
sesquiterpenos, enquanto que a composicao percentual de monoterpenos e sesquiterpenos é

praticamente a mesma para o 6leo das folhas (Tabela 10).



Composicao IR Folhas Galhos
1. a-pineno 932 21,6 (pico 1) 0,4 (pico 1)
2. camfeno 943 1,4 (pico 2) 0,2 (pico 2)
3. B-pineno 974 15,4 (pico 3) -

4. mirceno 986 1,5 (pico 4) -

5. p-cimeno 1020 0,3 (pico 5) 0,3 (pico 3)
6. limoneno 1025 4,3 (pico 6) 0,3 (pico 4)
7. linalol 1100 1,0 (pico 7) -

8. camfor 1141 0,5 (pico 8) -

9. a-terpineol 1186 1,7 (pico 9) -

10. a-copaeno 1376 12,5 (pico 10) 22,9 (pico 5)
11. B-elemeno 1388 - 7,2 (pico 6)
12. B-cariofileno 1408 7,1 (pico 11) 1,0 (pico 7)
13. E-a-bergamoteno 1434 1,8 (pico 12) 2,7 (pico 8)
14. a-humuleno 1451 1,1 (pico 13) -

15. a-amorfeno 1476 2,5 (pico 14) 5,6 (pico 9)
16. germacreno D 1478 12,1 (pico 15) -

17. B-selineno 1484 - 7,9 (pico 10)
18. biciclogermacreno 1494 0,6 (pico 16) 3,8 (pico 11)
19. a-muuroleno 1497 1,8 (pico 17) 3,0 (pico 12)
20. B-bisaboleno 1502 - 2,0 (pico 13)
21. (E,E)-a-farneseno 1505 0,4 (pico 18) -

22. y-cadineno 1509 1,7 (pico 19) -

23. E-calameneno 1513 1,1 (pico 20) 2,7 (pico 14)
24. 56-cadineno 1520 5,0 (pico 21) 6,2 (pico 15)
25. E-cadina-1,4-dieno 1537 - 1,8 (pico 16)
26. viridiflorol 1587 - 2,2 (pico 17)
27. rosifoliol 1596 - 4,4 (pico 18)
28. epi-cedrol 1614 - 3,6 (pico 19)
29. 10-epi-y-eudesmol 1622 - 2,0 (pico 20)
30. y-eudesmol 1629 - 1,1 (pico 21)
31. epi-a-cadinol 1637 - 6,1 (pico 22)
32. epi-a-muurolol 1640 - 3,1 (pico 23)
33. a-cadinol 1642 - 4,2 (pico 24)
34. ndo identificado 1681 - 0,9 (pico 25)
35. ndo identificado 1695 - 0,8 (pico 26)
36. ndo identificado 1777 0,6 (pico 22) 1,3 (pico 27)
37. ndo identificado 1791 1,7 (pico 23) -

38. ndo identificado 1800 2,2 (pico 24) 2,3 (pico 28)
Hidrocarbonetos monoterpénicos 44,6 1,2
Monoterpenos oxigenados 3,2 -
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 47,7 66,8
Sesquiterpenos oxigenados - 26,7

Outros

Tabela 10 - Composicédo percentual dos 6leos essenciais de Sextonia rubra
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4.3 Prospeccao fitoquimica

Todos o0s extratos em etanol das espéecies estudadas apresentaram taninos
condensados, esterdides e alcaldides, conforme apresentado na Tabela 11. Os dois testes
realizados para a prospeccdo de alcaldides apresentaram resultados semelhantes e, portanto
foram apresentados sem distingdo do método.

O maior nimero de classes de compostos foi observado nas folhas de L. cannella
angustata, folhas de M. duckei e nas folhas e galhos de L. martiniana, identificando-se sete
classes dentre as 12 estudadas. O menor nimero de classes (quatro) foi detectado nos galhos
das espécies A. rosaeodora, R. parvifolia e L. cannella angustata.

Os fendis e as saponinas apresentaram testes positivos em todos os extratos etanélicos,
com excecdo nas folhas de R. parvifolia para os fendis e O. splendens para as saponinas.
Enquanto que os taninos hidrolisaveis, antocianinas, antocianidinas e triterpendides ndo foram
detectadas em nenhum dos extratos. Chalconas e auronas s6 foram observadas nos galhos de
A. panurensis, enquanto as leucoantocianidinas foram detectadas nos galhos de A. panurensis
e M. duckei.

As espécies do género Licaria foram as que apresentaram maior uniformidade na
composi¢do quimica, principalmente a L. martiniana em que as classes de compostos
detectados nas folhas foram os mesmos para os galhos.

Através dos testes positivos para as diferentes classes de compostos, observa-se
possivel potencial farmacoldgico para estas espécies. Taninos e derivados fendlicos possuem
propriedades antioxidantes, bactericidas e cicatrizantes (OLIVEIRA; FEGUEIREDO, 2007);
as saponinas possuem propriedades antifungicas e antibacterianas (TAIZ; ZEIGER apud
TAIZ; ZEIGER, 1991); e os alcaldides possuem atividades antineoplasicas e

anticolinesterasicas.
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Ap Ar Lca Lm Md on Os Rn Rp

F G G F G F G F G F F F F G
fenol + + + + + + + + + + + + - +
tanino hidrolisavel - - - - - - - - - - - - - -
tanino condensado + + + + + + + + + + + + + +
antocianina/ - - - - - - - - - - - - - -
antocianidina
flavonoide + + + + + + + + + - + - + +
chalcona e aurona - + - - - - - - - - - - - -
leucoantocianidina - + - - - - - - + - - - - -
catequina - - - + - + + + - - - + + -
esteroéide + NR NR + NR + + + NR + + + + NR
triterpendide - NR NR - NR - - - NR - - - - NR
saponina + NR NR + NR + + + NR + - + + NR
alcaloide + + + + + + + + + + + + + +

Tabela 11 — Prospeccao fitoquimica dos extratos brutos em etanol de espécies da familia Lauraceae
Legenda: Ap = Aniba panurensis, Ar = Aniba rosaeodora, Lca = Licaria cannella angustata, Lm = Licaria martiniana, Md = Mezilaurus duckei, On = Ocotea nigrescens,
Os = Ocotea splendens, RN = Rhodostemonodaphne negrensis, Rp = Rhodostemonodaphne parvifolia, F = folha, G= galho, + = presente, - = ausente, NR = ndo realizado
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4.4 Analise da atividade antioxidante pelo método DPPH

O ensaio qualitativo da atividade antioxidante por cromatografia em camada delgada
possibilitou a visualizacdo de quais dleos e extratos possuem atividade frente ao radical
DPPH, quando comparados ao padrdo quercertina (bioflavondide). O DPPH é um radical
cromoforo que simula as espécies reativas de oxigénio, assim ele pode aceitar um eletron ou
radical hidrogénio para se tornar uma molécula estavel. De acordo com Blois (1958) possui
uma coloracdo violeta intenso e quando aplicado em placa cromatogréfica em forma de
solucdo alcodlica, ele adquire uma coloragdo amarelo ouro que caracteriza a presenga de
compostos com atividade antioxidante (WAGNER; BLADT, 1996).

Todos os Oleos apresentaram atividade varredora de radicais livres em ensaios
qualitativos, realizados em placa cromatografica de silica gel. Entretanto, na anlise

quantitativa as concentragOes ativas foram altas, acima de 1000 pug/mL, com excegédo para 0

6leo essencial de A. rosaeodora, superior a 700 pg/mL.

Os resultados dos bioensaios da atividade antioxidante qualitativa e quantitativa para
0s Gleos essenciais encontram-se descritos na Tabela 12.

Nenhum dos 6leos essenciais analisados possui em sua composi¢cao compostos com
reconhecida atividade antioxidante em quantidades significativas, tais como a presenca de -
cariofileno associado com compostos fendlicos que tem seu potencial antioxidante aumentado
através do efeito sinérgico (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992).

Recentemente, foi comprovado que monoterpenos possuem atividade provedora de
termotolerancia, fotoprotecdo e antioxidante devido a capacidade de captarem radicais de
oxigénio oriundos do processo fotossintético (PENUELAS; LLUSIA, 2002; PENUELAS;

MUNNE-BOSCH, 2005). E talvez por isso 0 6leo essencial da espécie A. rosaeodora tenha
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apresentado melhor resultado, jA que nos outros 6leos houve a predominancia de

sesquiterpenos.

Oleo essencial

DPPH qualitativo

DPPH quantitativo

Espécie botanica  Orgéo (CEsp) pg/mL
A. panurensis folhas + > 1000
A. rosaeodora galhos + > 700
D. manausense folhas + > 1000
E. chalisea folhas NR > 1000

galhos NR > 1000
frutos NR > 1000
L. martiniana folhas + > 1000
galhos + >1000
M. duckei folhas + > 1000
galhos + > 1000
M. itauba galhos + > 1000
O. nigrescens folhas + > 1000
O. splendens folhas + > 1000
R. parvifolia folhas + > 1000
galhos + >1000
P. vasquezii folhas + > 1000
galhos NR > 1000
S. rubra folhas + > 1000
galhos + > 1000
Padréo (quercetina) + 2,541

Tabela 12 — Avaliacédo da atividade antioxidante, pelo método DPPH, dos 6leos essenciais de Lauraceae
Legenda: CEs, = concentracdo efetiva para produzir metade de um efeito maximo, NR = ndo realizado

De acordo com a Tabela 13, observa-se a presenca de compostos com atividade

antioxidante nos extratos etanolicos testados, comparados com o padréo. Todos 0s extratos

apresentaram grande potencial antioxidante no ensaio qualitativo, exceto os extratos dos

géneros Rhodostemonodaphne, Dicypelium e Ocotea.

Na Tabela 13 também é apresentada a capacidade de sequestrar o radical DPPH

(CEsp), exibida pelos extratos etanolicos das espécies amazbnicas da familia Lauraceae

estudadas.
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Através dos resultados, pode-se notar que os valores mais altos de CEsy foram
encontrados para os extratos das folhas de R. parvifolia (238,542 pg/mL) e O. nigrescens
(168,726 ug/mL). A atividade antioxidante foi maior (isto significa um menor valor de CEs)
para os extratos de L. martiniana (CEso de 11,168 pg/mL para as folhas e 6,956 pug/mL para
os galhos), M. itauba (CEso de 10,739 pg/mL para as folhas) e S. rubra (CEso de 10,043
pg/mL para as folhas e 8,105 pg/mL para os galhos). Comparando os valores com o padréo

(quercetina), o extrato em etanol dos galhos de L. martiniana foi o que se comportou de

forma mais semelhante ao padrao.

Extrato bruto em etanol DPPH qualitativo = DPPH quantitativo
Espécie botanica Orgéo (CEso) ng/mL + DP
A. panurensis Folhas + 14,370 + 0,096
Galhos + 27,586 + 2,199
A. rosaeodora Galhos + 25,209 + 0,186
D. manausense Folhas + 23,670 £1,475
Galhos NR 16,814 + 0,486
L. cannella angustata  Folhas + 15,029 + 0,361
Galhos + 29,349 + 0,245
L. martiniana Folhas + 11,168 + 1,416
Galhos + 6,956 + 0,131
M. duckei Folhas + 23,253 £ 0,556
Galhos + 13,494 + 0,484
M. itauba Folhas + 10,739 + 0,240
O. nigrescens Folhas + 168,726 + 21,798
O. splendens Folhas + -
R. negrensis Folhas - -
R. parvifolia Folhas - 238,542 £ 5,699
P. vasquezii Folhas + -
S. rubra Folhas + 10,043 + 0,317
Galhos NR 8,105 + 1,152
Padréo (quercetina) + 2,845 £ 0,206

Tabela 13 — Avaliacédo da atividade antioxidante, pelo método DPPH, dos extratos em etanol de Lauraceae
Legenda: CEs = concentragdo efetiva para produzir metade de um efeito maximo, DP = desvio padrdo, NR =
nao realizado

Em relacdo a utilizagcdo das duas técnicas (qualitativa e quantitativa), é valido, ao se



93

trabalhar com um numero significativo de amostras, realizarem a bioprospeccéo
primeiramente através do ensaio qualitativo e em sequéncia realizar o ensaio quantitativo
apenas para as amostras que apresentarem resultados positivos, economizando desta forma

tempo e dinheiro.

4.5 Determinacéo do teor de fendlicos totais

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 modificagdes. O teor de fendis totais foi determinado com a interpolacao da
absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo construida com padréo acido gélico e
foi expresso por mg EAG (equilavente &cido galico) por g de extrato. A equagdo de calibrago
obtida foi de C = 6,472x + 0,019, onde C é a concentragdo equivalente de acido gélico na
amostra, X é a absorbancia lida em 724 nm e o coeficiente de correlagdo encontrado foi de R?
0,9998.

Os valores obtidos da quantificacdo de compostos fendlicos estdo representados na
Tabela 14. Os extratos etandlicos dos galhos de L. martiniana (184,820 + 3,345 mg EAG/ ¢
do extrato), folhas de O. splendens (205,372 + 17,952 mg EAG/ g do extrato) e folhas de P.
vasquezii (224,733 + 3,554 mg EAG/ g do extrato) indicaram um elevado teor de compostos
fenolicos, tais extratos também apresentaram bons resultados no ensaio qualitativo de DPPH,
podendo sugerir que os compostos fendlicos devam contribuir de alguma forma no sequestro

de radicais livres.
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Extrato bruto em etanol Fenolicos totais
Espécie botanica Orgdo  (mg EAG/g do extrato) + DP

A. panurensis folhas 90,289 + 19,064
galhos 110,525 + 8,242

A. rosaeodora galhos 89,965 + 10,424
D. manausense folhas 70,723 + 7,626
L. cannella angustata folhas 127,105 £+ 5,003
galhos 72,422 + 4,746

L. martiniana folhas 135,344 + 7,702
galhos 184,820 + 3,345

M. duckei folhas 135,808 + 18,641

galhos 116,550 + 10,209

M. itauba folhas 144,561 + 8,080
O. nigrescens folhas 45,492 + 3,843

O. splendens folhas 205,372 + 17,952
R. negrensis folhas 45904 + 23,589
R. parvifolia folhas 34,421 + 2,595
P. vasquezii folhas 224,733 + 3,554
S. rubra folhas 129,268 + 7,626

Tabela 14 — Determinacdo do teor de fendlicos totais dos extratos em etanol de Lauraceae
Legenda: EAG = equivalente de &cido galico, DP = desvio padréo.

4.6 Analise da atividade inibidora da acetilcolinesterase

Para os 6leos essenciais foram realizados apenas o ensaio qualitativo da atividade
inibidora de acetilcolinesterase e os resultados séo apresentados na Tabela 15.

Resultados positivos de inibicdo da enzima foi detectada apenas nos galhos de L.
martiniana e nas folhas de R. parvifolia e M. duckei, evidenciando uma diferenca de atividade
de acordo com a parte da planta estudada, j& que, para cada espécie, a atividade foi
confirmada em apenas um dos 6rgdos da planta. Tal resultado sugere novos estudos para
quantificar a acdo inibitdria da enzima acetilcolinesterase nas espécies citadas.

Em revisdo feita por Barbosa-Filho et al. (2006) de vinte e sete monoterpenos

relatados, dezessete apresentaram atividade anticolinesterasica, confirmando o trabalho de
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Miyazawa et al. (1997) em que sugeriram que 0s monoterpenos sdo 0s principais responsaveis
pela atividade anticolinesterasica. Porém, neste trabalho de pesquisa, as espécies que

possuiam maior teor de monoterpenos ndo foram as que apresentaram melhores resultados.

Oleo essencial ] AchE qualitativo
Espécie botanica Orgéo

A. rosaeodora galhos :
L. martiniana folhas }

galhos +
M. duckei folhas +

galhos }
O. nigrescens folhas }
O. splendens folhas -
R. parvifolia folhas +

galhos :

Tabela 15 — Avaliacédo da atividade inibidora de acetilcolinesterase dos 6leos essenciais de Lauraceae

Muitos monoterpenos e sesquiterpenos tiveram sua atividade inibidora de
acetilcolinesterase comprovada, tais como o elemol, linalol e a-pineno (MIYAZAMA et al.,
1998; PERRY et al., 2000), presentes na maioria dos 6leos essenciais analisados, porém
quando estas compostos séo testadas em conjunto, a atividade inibidora da enzima pode ser
reduzida ou intensificada devido ao efeito sinérgico e a inibicdo competitiva entre elas.

Para os extratos em etanol, os resultados dos ensaios qualitativo e quantitativo da
atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase estdo apresentados na Tabela 16. A
inibicdo da acetilcolinesterase foi observada em todos as amostras testadas na concentragéo de
5 mg/mL.

Seis extratos mostraram inibicdo acima de 50% (folhas e galhos de A. panurensis,
galhos de A. rosaeodora, folhas de L. cannella angustata, folhas de L. martiniana e folhas de
M. duckei) e sdo candidatos a futuro fracionamento bio-guiado, para isolamento de principios

ativos capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase.
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Levando em consideragdo que o ensaio qualitativo foi realizado com as amostras na
concentracdo de 1 mg/mL e comparando os dois ensaios (qualitativo e quantitativo) verifica-
se discrepancia em alguns resultados, tais como nas folhas de L. cannella angustata e L.
martiniana que apresentaram nenhuma atividade no ensaio qualitativo, porém no quantitativo
foi detectada um potencial de inibigdo de 25% e 22%, respectivamente na concentragdo de 1
mg/mL; e nas folhas de R. negrensis que apresentou atividade positiva no ensaio qualitativo,

porém no quantitativo nenhuma atividade foi detectada.

Extrato bruto em etanol AchE AchE quantitativo
Espécie botdnica Orgdo qualitativo 5mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL 0,1 mg/mL
A. panurensis folhas - 94 7 3 2
galhos + 195 65 16 3
A. rosaeodora galhos - 57 14 1 0
L. cannella folhas - 60 25 10 0
angustata galhos + 39 9 6 0
L. martiniana folhas - 209 22 13 0
ga|h03 + 39 15 0 0
M. duckei folhas - 171 15 13 3
galhos - 22 19 15 8
O. nigrescens folhas - 33 4 0 0
O. splendens folhas - 7 0 0 0
R. negrensis folhas + 5 0 0 0
R. parvifolia folhas + 38 15 6 4
galhos + 17 14 10 0
Padréo (eserine) + - 91 - -

Tabela 16 — Percentual de inibicdo da atividade da acetilcolinesterase por extrato bruto em etanol de Lauraceae

Segundo Trevisan; Macedo (2003) a presenca de taninos nos extratos pode levar a
resultados falsos positivos por promover a desnaturagdo da enzima acetilcolinesterase e por
isso, tem-se de considerar sempre que testes in vitro apenas auxiliam na otimizacéo da sele¢éo
de amostras e ndo excluem os testes in vivo. Os taninos foram detectados em todos 0s extratos

e, portanto alguns resultados podem estar mascarados.
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4.7 Analise do fator de agregacao plaquetaria dos 0leos essenciais

Os testes de agregacdo plaquetéria demonstraram inibigdo inferior a 37%, comparados
ao padrdo de inibicdo, &cido acetilsalicilico (AAS), com inibicdo de 100% na concentracéo de
0,01% (Tabela 17).

O efeito de inibicdo da agregacdo plaquetaria dos Gleos essenciais relatados na
literatura é atribuido & presenca de diferentes componentes como &cidos graxos polinsaturados
e polifendis (CORREA et al., 2009; GOODNIGHT et al., 1982), que ndo foram detectados
nos 6leos analisados. O Gleo essencial dos galhos de L. martiniana, que inibiu melhor a
agregacdo plaquetaria (36,95%), diferencia-se dos outros dleos pela presenga de espatulenol

em quantidade significativa (11,5%).

Oleo essencial FAP
Espécie botanica Orgéo (% de inibicdo)

A. panurensis folhas 3,57
A. rosaeodora galhos 5,19
D. manausense folhas 3,78
E. chalisea folhas 3,44
galhos 3,02

frutos 17,81

L. martiniana folhas 4,24
galhos 36,95

M. duckei folhas 3,28
galhos 14,54

O. nigrescens folhas 10,80
O. splendens folhas 11,74
R. parvifolia folhas 7,42
galhos 15,10

Padréo (AAS) 100

Tabela 17 — Avaliacédo do fator de agregacdo plaquetéria dos 6leos essenciais de Lauraceae
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4.8 Analise da citotoxicidade in vitro em células tumorais dos extratos em

etanol

A atividade citotoxica de todas as amostras esta apresentada na Tabela 18, com seus
respectivos percentuais de inibi¢ao de crescimento.

Todos os extratos apresentaram atividade inibitdria de crescimento para a linhagem de
célula MDA-MBA435, variando de 2,67% (folhas de R. parvifolia) a 56% (folhas de L.
martiniana). Sete extratos apresentaram atividade para a linhagem de célula HCT-8, com
melhor resultado de 56,16% para o extrato das folhas de Licaria canella angustata. Para a
linhagem SF-295 oito extratos apresentaram atividade, sendo o melhor resultado 67,18%

(folhas de L. martiniana).

Espécie boténica SF-295 HCT-8 MDAMB-435
A. panurensis folhas 0 31,88 37,80
L. cannella angustata folhas 6,09 56,16 19,21

ga|h03 0 27,36 15,49
L. martiniana folhas 67,18 48,54 56,00
ga|h03 12,16 - 33,43
M. duckei folhas 0,48 - 8,83
ga|h03 9,17 - 16,18
O. nigrescens folhas 7,22 - 10,99
O. splendens folhas 27,82 37,42 18,85
R. negrensis folhas - 513 14,25
R. parvifolia folhas - 3,30 2,67
galhos 6,3 - 9,93

Tabela 18 — Percentual de inibicdo do crescimento celular dos extratos em etanol de Lauraceae em trés linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 50 pug/mL
Legenda: SF-295 = glioblastoma humano, HCT-8 = c6lon humano, MDAMB-435 = mama humano.

Apenas trés extratos mostraram-se ativos para todas as linhagens de células tumorais

(folhas de L. canella angustata, L. martiniana e O. splendens). Os demais extratos
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apresentaram atividades inferiores a 50%. Os extratos mais ativos deverdo ser fracionados

buscando-se o isolamento de compostos purificados com maior atividade antitumoral.

4.9 Bioensaios contra protozoarios parasitas dos extratos em etanol

A avaliacdo da atividade contra protozoarios parasitas foi realizada para a Leishmania
amazonensis na forma promastigota (vetor da doenga leishmaniose) e para Trypanosoma cruzi
na forma epimastigota (vetor da doenga de Chagas), os resultados dos ensaios bioldgicos sdo

apresentados na Tabela 19.

Extrato bruto em etanol Leishmania amazonensis Trypanosoma cruzi
Espécie botanica  Orgdo  Promastigota (ug/mL)  Epimastigota (ug/mL)
A. panurensis folhas 67 79
A. rosaeodora galhos 180 490
L. cannella angustata  folhas 210 280
galhos 69 510
ga|h03 130 290
M. duckei folhas 800 680
O. nigrescens folhas 720 205
O. splendens folhas 320 95
R. negrensis folhas 160 130
R. parvifolia folhas 80 270

Tabela 19 — Valores da concentracdo efetiva de 50%, dos extratos brutos em etanol de Lauraceae, contra
protozoarios parasitas

O extrato bruto em etanol das folhas de A. panurensis apresentou atividade
significativa contra os dois protozodrios (CEsp de 67 pg/mL para L. amazonensis e CEsq de 79
pug/mL para T. cruzi). Outras amostras que apresentaram valores significativos foram os
galhos de L. cannella angustata (CEso de 69 ug/mL) e folhas de R. parvifolia (CEsy de 80
pg/mL) para inibicdo da L. amazonensis; e folhas de O. splendens (CEsp de 95 pug/mL) para

inibicdo da T. cruzi. Os demais extratos apresentaram CEsp acima de 100 pg/mL.



100

Outras espécies da familia Lauraceae vém sendo testadas contra estes protozoarios
parasitas, tais como, a Licaria canella que se mostrou ativa contra as cepas de L. amazonensis
(SILVA et al., 2009); a Nectandra lineata em que foram isoladas duas norlignanas (3’-
metoxi-3,4-metilenodioxi-4’,7-epoxi-9-nor-8,5’-neolignana-9’-acetoxi e  3’-metoxi-3,4-
metilenodioxi-4°,7-epoxi-9-nor-8,5’-neolignana-7,8’-dieno) que apresentaram inibicdo do
crescimento de T. cruzi na forma epimastigota (CHERIGO et al., 2005) e Nectandra
megapotamica em que dois alcaldides (N-metiltriptamina e 6-metoxi-N-metil-1,2,4-tetraidro-
[-carbolina) se mostraram inibidores do crescimento de T. cruzi (SANTOS-FILHO; SARTIS,

1980).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas empregadas neste trabalho formam um conjunto imprescindivel para o
estudo da bioprospeccdo de espécies amazdnicas com potencial aromatico e medicinal.
Somando as informagdes obtidas na literatura existente & quimica de bancada foi possivel
obter uma caracterizacdo das espécies amazdnicas pertencentes a familia Lauraceae,
mostrando que a metodologia empregada foi adequada para a realizagdo dos estudos de
bioprospecgéo.

A partir dos dados analisados neste trabalho, conclui-se que:

1 - Os 0leos essenciais das espécies amazonicas da familia Lauraceae estudados séo
constituidos principalmente por terpenos, de baixo peso molecular, na forma de
hidrocarbonetos e oxigenados. Em que o contetdo de sesquiterpenos mostrou-se superior ao
de monoterpenos, com excecdo do 6leo essencial dos galhos de A. rosaeodora que apresentou
um teor de 89,4% de monoterpenos.

2 — O B-cariofileno foi o constituinte majoritario da maioria dos 6leos essenciais
obtidos: folhas de O. nigrescens, O. splendens, D. manausense, M. itauba, A. panurensis,
folhas e galhos de L. martiniana e R. parvifolia. Outros constituintes freqiientes na
composicdo dos dleos analisados foram epdxi de cariofileno, santalenona, y-eudesmol, a-
pineno, germacreno D, p-cimeno, -elemeno e a-copaeno.

3 — Os 0leos essenciais apresentaram baixa atividade antioxidante frente ao radical
livre DPPH e inibidora do fator de agregacdo plaquetéria. A atividade inibidora de
acetilcolinesterase foi detectada apenas nos 6leos essenciais dos galhos de L. martiniana e das
folhas de M. duckei e R. parvifolia, evidenciando uma diferenga da atividade de acordo com a
parte da planta estudada, ja que, para cada espécie, a atividade foi confirmada em apenas um

dos 6rgdos da planta.
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4 — Para todos os 6leos essenciais e extratos etandlicos verificou-se que as folhas
foram as que forneceram melhor rendimento em massa em relacdo aos obtidos dos galhos de
uma mesma espécie. Isto mostra que, caso a substancia de interesse esteja presente em
diferentes partes da planta, é vantajoso fazer a extracdo exclusivamente das folhas, pois além
do rendimento ser maior, também é de facil manejo e favorece a conservagdo da espécie.

5 — Para os extratos etandlicos, das 12 classes de compostos estudadas mostraram-se
mais freqiiente a presenca de fendis, taninos condensados, flavanonas, saponinas, esterdide e
alcaldides, indicando para estas espécies um possivel potencial antioxidante, bactericida,
antiflngica, cicatrizante, antineoplasica e anticolinesterasica.

6 — Todos os extratos apresentaram potencial antioxidante frente ao radical livre
DPPH, sendo tal atividade mais pronunciada nas espécies L. martiniana, M. itauba e S. rubra.
Sendo que a L. martiniana também apresentou um alto teor de compostos fendlicos no extrato
etandlico dos galhos, justificando seu potencial antioxidante. No extrato das folhas de O.
splendens também foi indicado um alto teor de compostos fendlicos.

7 — As amostras dos géneros Aniba e Licaria apresentaram melhor atividade
anticolinesterase e séo candidatas a futuro fracionamento bio-guiado para isolamento de
principios ativos capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase.

8 — Os extratos etanolicos do género Licaria foram os que apresentaram melhores
atividades contra as células tumorais SF-295, HCT-8 e MDAMB-435. Os extratos mais ativos
deverdo ser fracionados buscando-se o isolamento de compostos purificados com maior
atividade antitumoral.

9 — A amostra das folhas de A. panurensis foi a que apresentou melhor atividade nos
bioensaios contra 0s protozodrios parasitas L. amazonensis e T. cruzi e deverd ser fracionada

para o isolamento do principio ativo e novamente testada.
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10 — Este estudo abre perspectivas para que novas investigacdes envolvendo a familia
Lauraceae sejam realizados, notadamente em relacdo a definitiva elucidagéo estrutural dos
principais constituintes dos extratos e 6leos essenciais proveniente de diferentes partes da

planta e no estabelecimento das suas propriedades bioldgicas.
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