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RESUMO

Lauraceae é uma das familias mais importantes na floresta amazdnica. Diversas de suas espécies apresentam em sua composicao
substancias com pronunciadas atividades bioldgicas. Nesse trabalho, os extratos obtidos em etanol de galhos e folhas de 20
espécies de Lauraceae foram coletados na Reserva Florestal Ducke e avaliados quanto s atividades antioxidante frente ao
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila(DPPH) e inibidora da enzima acetilcolinesterase. O extrato dos galhos de Licaria
martiniana apresentou a maior capacidade de sequestro do radical DPPH (6,96 pg.mL"),mas os extratos de Ocotea minor
foram os mais ativos na inibi¢io da enzima acetilcolinesterase, apresentando também pronunciada atividade antioxidante.
O perfil de atividade antioxidante e anticolinesterdsico destes extratos estd sendo relatado pela primeira vez neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Lauraceae, DPPH, anticolinesterasico, Licaria martiniana,Ocotea minor.

Antioxidant and anticholinesterasic effects of 20 species of
the family Lauraceae

ABSTRACT

Lauraceae is one of the most important families in the Amazon rainforest. Several substances with strong pharmacological
properties have been isolated from the species of this family. In this study, ethanol extracts of branches and leaves of 20 Lauracea
especies were collected in the Reserva Florestal Ducke and evaluated for antioxidant activity of extracts using the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) and inhibition of acetylcholinesterase. The branches extracts from Licaria Martiniana showed the
highest capacity to scavenge the DPPH radical (6.96 pgmL™), butOcotea minor extracts were the most active in inhibiting the
enzyme acetylcholinesterase, with also pronounced antioxidant activity. The antioxidant and acetylcholinesterasic activities
profile of these extracts is being reported in the first time in this paper.
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INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida da populacio
mundial, tornam-se cada vez mais frequentes as doengas
relacionadas 2 idade, tal como a doenga de Alzheimer
(DA). A DA ¢ neurodegenerativa, progressiva e que afeta
principalmente a popula¢io idosa. Suas causas ainda nio sio
determinadas e, assim, até o momento somente os sintomas
podem ser amenizados (Quik ez @/. 1999; Viegas Junior ez
al. 2004).

Os avancos obtidos na compreensio da evolugio da
doen¢a tém demonstrado que o uso de inibidores da
enzima acetilcolinesterase (AChE) ¢ a forma mais eficiente
de controle da doenca. Além disso, as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio atualmente sio consideradas fatores
contribuintes para o desencadeamento desta patologia no
organismo (Houghton ez /. 2007). O medicamento mais
efetivo na inibicao da AChE, utilizado no tratamento da DA,
¢ o alcaloide galantamina, isolado inicialmente de Galanthus
woronowii (Lépez et al. 2002).Apesar de ser o melhor
tratamento disponivel atualmente, esta substincia apresenta
diversos efeitos colaterais e prego elevado no mercado. A busca
por novos firmacos que sejam menos toxicos, mais efetivos
no controle da enzima AChE e com menor valor de mercado,
torna-se uma necessidade.

Ensaios de varredura sio ferramentas muito utilizadas
para detectar a atividades biolégicas em grande quantidade
de amostras e com baixo custo, incluindo o uso de sistemas
robotizados, como o High Throughput Screening (HTS). Sua
utilizagio reduz em muito o tempo de andlise tradicional em
especial nos extratos vegetais, que normalmente envolvem o
fracionamento e purificacio exaustiva de substincias. Ensaios
de varredura de inibi¢ao de AChE em extratos de plantas com
o objetivo de selecionar apenas espécies promissoras para que
possam haver estudos fitoquimicos bioguiados ¢ uma estratégia
inteligente para diminuir o tempo e o custo das andlises.

Os trabalhos de Berkov ez 2/.(2008) e Barbosa Filho ez 4.
(2006) associam a a¢ao de inibir a enzima acetilcolinesterase
das espécies estudadas de diferentes familias com a presenca de
alcaloides, devido ao fato de que a maioria das substincias que
apresentam atividade inibidora de acetilcolinesterase serem
alcaloides. Dessa forma, as familias detentoras desta classe de
metabdlitos tornam-se uma fonte promissora para a utilizacio
de métodos para analisar esta atividade.

A familia Lauraceae ¢ uma das mais conhecidas por
apresentar na composicio quimica de suas espécies a presenca
de alcaloides.Cordell ez 2/.(2001) registraram em seu trabalho
o isolamento de 425 alcaloides distribuidos em 189 espécies
de 25 géneros da familia Lauraceae. Essas substincias sio
na maioria dos tipos aporfinicos e geralmente apresentam
excelentes atividades biol6gicas, como: a nantenina, um
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bloqueador de contragio muscular e translocacao de
Ca?* (Ribeiro et al. 2003), e seus derivados atuam como
antagonistas a'-adrenoreceptor (Indra ez /. 2002);a
coclaurina, uma substancia com a¢ao anti-HIV (Kashiwada ez
al. 2005)e derivados halogenados da predicentrina que inibem
a topoisomerase II (Woo et al. 1999).

A familia Lauraceae possui aproximadamente 50 géneros
e 2500 espécies, sendo que no Brasil existem cerca de 400
espécies distribuidas em 25 géneros (Cronquist 1981; Burger
e Van der Werfl 1990; Chanderbali ez a/. 2001). Apresenta
importincia mundial, como fonte de produtos naturais de alto
valor comercial, com espécies utilizadas em grande escala como
o abacate (Persea americana), a canela (Cinnamomum verum) e
espécies aromdticas com Sleos utilizados para perfumaria como
os extraidos de canela-sassafrds (Ocotea odorifera) e pau rosa
(Aniba rosaeodora) (Quinet e Andreata 2002; Marques 2001).
Muitas espécies desta familia encontradas no Brasil ainda nao
foram investigadas quanto as suas atividades bioldgicas.

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma
varredura para as atividades antioxidante, pelo método de
DPPH, e anticolinesterdsica dos extratos em etanol de 20
espécies de Lauraceae encontradas na Reserva Florestal Ducke,
de ocorréncia na Floresta Amazdnica brasileira distribuidas
em nove géneros: Aniba, Dicypellium, Endlicheria,Licaria,
Mezilaurus, Ocotea, Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne e
Sextonia.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL VEGETAL

As amostras foram coletadas na Reserva Florestal Ducke,
Manaus, Amazonas em trés épocas distintas: 1) margo de 2007
e 2008: Aniba panurensis (INPA 177317), Aniba rosaeodora
(INPA 177315), Dicypellium manausense (INPA 210723),
Licaria cannella angustata (INPA 177340), Licaria martiniana
(INPA 177312), Mezilaurus duckei(INPA 181931), Mezilaurus
itauba(INPA 177309), Ocotea nigrescens(INPA 177346),
Ocotea splendens(INPA 177318), Rhodostemonodaphne
negrensis(INPA 177320), Rhodostemonodaphne parvifoliaINPA
189875), Pleurothyrium vasquezii(INPA 181828)e Sextonia
rubra (INPA 177257); 2) agosto de 2009:Endlicheria
citriodora(INPA 191998), Endlicheria sericea(INPA 177323),
Ocotea ceanothifolia(INPA 189734), Ocotea leucoxylon(INPA
177304), Ocotea minor(INPA 189746), Rhodostemonodaphne
crenaticupula(INPA 185563)e Rhodostemonodaphne
recurva(INPA 177326). As exsicatas das espécies encontram-
se depositadas no herbdrio do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazo6nia (INPA) e foram identificadas no Projeto Flora
da Reserva Ducke (Ribeiro ez al. 1999).
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OBTENGAO DOS EXTRATOS

O material vegetal foi seco, moido e extraido por maceragio
a frio durante 72 horas em etanol previamente destilado. Apés
amaceracio e filtracdo, o solvente foi eliminado em evaporador
rotatdrio, resultando num extrato bruto. O material vegetal
foi recolocado em maceragio, repetindo-se o processo descrito
anteriormente durante quatro vezes, obtendo assim um extrato
em etanol.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE QUALITATIVA

Os extratos foram avaliados com relagio a sua capacidade de
sequestro do radical livre estdvel 2,2 -difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
(2000). Foram
aplicados 10 pL de cada solugdo do extrato e da substincia

segundo método de Soler-Rivas ez al.

de referéncia [quercetina dissolvida em metanol (1mg.mL")]
sobre a cromatoplaca.

Apés a evaporacio do solvente a placa foi nebulizada com
a solucio de DPPH. Depois de trinta segundos foi realizada
a leitura da placa, em que halos amarelados sobre fundo de
coloragio purpura, foram considerados positivos.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE QUANTITATIVA

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da reacio
de redugio do radical livre 1,1-difenil-2-(2,4,6-trinitrofenil)
hidrazila (DPPHe®), que em contato com substincias
antioxidantes ¢ reduzido a hidrazina, segundo o método de
Mensor (2001) adaptado em microplaca, utilizando quercetina
como padrao. As solugoes foram preparadas em metanol, para
cada extrato analisado, com concentragoes de 5 a 250 pg.mL-.
O mesmo procedimento foi realizado para a solucio padrao

com concentragio de 0,313 a 5 pg.mL-'.

A leitura da absorbincia das amostras foi realizada apds 30
minutos da adi¢io da solu¢io de DPPH (0,3 mmol.L-") em
espectrofotdometro UV-Vis (modelo Biomat 3550 da Thermo
Electron Corporation) no comprimento de onda 517nm, em
microplaca de 96 pogos.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi
determinada a partir dos valores de absorbancia de todas
as concentragoes testadas no tempo de 30 min, conforme a
equagao:

%AA = {[Abs —(Abs )] x 100} / Abs

onde Abswiroic ¢ AbSamsna representam as absorbancias da

—Abs

controle amostra branco controle

solucio metanélica de DPPH e da mistura reacional (amostra
+ DPPH), respectivamente.

A concentragio eficiente, quantidade de antioxidante
necessdria para decrescer a concentragio inicial de DPPH em
50% (CE,), foi determinada através da regressio linear dos
valores obtidos utilizando o programa Microsoft Office Excel
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2007.0Os resultados apresentados neste estudo correspondem
a média de trés repeticoes (n=3) + desvio padrio da média.

ATIVIDADE INIBIDORA DE ACETILCOLINESTERASE

A inibicio da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi
avaliada seguindo a metodologia descrita por Elmann ez
al. (1961), adaptada por Rhee ez al. (2001). Este bioensaio
consiste na aplicagio da amostra em cromatoplaca de camada
delgada, seguida da pulverizagio da placa com o reagente de
Ellman 4cido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico] e uma solugio
de iodeto de acetiltiocolina em tampio e deixa secar. Apds
este procedimento, pulveriza-se a placa com a enzima AChE
(3 U.mL™). A inibi¢do enzimdtica pode ser constatada pela
auséncia da cor amarela e concomitante surgimento de um
halo branco. Como padrio positivo de atividade foi utilizado
o alcaloide eserina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste com DPPH é um método bastante conveniente para
avarredura da atividade antioxidante de pequenas moléculas,
uma vez que a reagdo pode ser observada visualmente
utilizando-se uma cromatoplaca ou espectrofotdmetro UV/
VIS (Wagner e Bladt 1996).Os resultados da atividade
antioxidante correspondem a quantidade necessria para
decrescer a concentragio inicial de DPPH em 50%,
denominado, concentragio eficiente (CE,)). Quanto maior
o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a sua
CE,, como ¢ o caso do padrio quercetina, com concentragao
eficiente de 4,13 pg.mL".

Verifica-se a partir dos testes qualitativos que os resultados
dos ensaios de atividade antioxidante empregados nio
apresentaram relagio direta com os resultados obtidos nos
testes de atividade anticolinesterdsica. Os resultados dos testes
quimicos e biolégicos realizados encontram-se sumarizados
na Tabela 1.

Os galhos das espécies O. minor e L. martiniana foram os
Unicos que apresentaram atividades relevantes em ambos os
ensaios, antioxidante e inibidor da enzima acetilcolinesterase,
conforme a correlagio encontrada por Traykova ez al. (2003)
para o alcaloide galantamina hidrobromida. As demais
espécies nio apresentaram resultados que puderam ser
correlacionados nestes ensaios.No trabalho de Giordani et
al. (2008) os resultados positivos para atividade antioxidante
também nio corresponderam com a inibigio da enzima
acetilcolinesterase.

Todos os extratos apresentaram potencial antioxidante no
ensaio qualitativo, exceto os extratos das espécies O. splendens,
R. negrensis, R. parvifolia e P vasquezii.

Os resultados para CE,, variaram de 168,73+21,80 a
6,9620,13. A atividade antioxidante foi maior para os extratos
de E. sericeae (CE,, de 9,77pg.mL"), L. martiniana (6,96
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Tabela 1 -Atividades acetilcolineterasica e antioxidante qualitativa e quantitativa (CE,; + DP) do extrato em etanol de vinte espécies de Lauraceae.

Espécie botanica Orgao AChE qualitativo Antioxidante qualitativo CE,) = DP (ug.mL")
Folhas - + 14,370 = 0,096
Aniba panurensis
Galhos + + 27,586 = 2,199
Aniba rosaeodora Galhos - + 25,209 + 0,186
Dicypellium manausense Folnas . * 23,670 +1,475
Galhos - + 16,814 = 0,486
L Folhas + + 161,01 = 1,00
Endlicheria citriodora Galhos i + 42.78 + 053
S . Folhas - + 9,77 = 0,42
Endlicheria sericea Galhos i + 50,92 + 0.96
Licaria cannella Folhas - + 15,029 + 0,361
angustata Galhos + + 29,349 + 0,245
Licaria martiniana Folhas - + 11,168 = 1,416
Galhos + + 6,956 + 0,131
. . Folhas - + 23,253 =+ 0,556
Mezilaurus duckei Galhos - + 13,494 + 0,484
Mezilaurus itauba Folhas - + 10,739 + 0,240
. Folhas - + 18,12 = 0,18
Ocotea ceanothifolia Galhos . N 15.64 = 0.72
Ocotea leucoxyion Folhas - + 52,51 + 1,42
Galhos + + 50,88 = 0,64
Ocotea minor Folhas + + 8,21 = 0,66
Galhos + + 9,08 + 0,51
Ocotea nigrescens Folhas - + 168,726 + 21,798
Ocotea splendens Folhas - - NR
Pleurothyrium vasquezii Folhas - - NR
Rhodostemonodaphne Folhas o + 78,16 + 0,85
crenaticupula Galhos - + 67,01 + 2,70
Rhodostemonodaphne
negrnsie P Folhas + - NR
ooy eodaphne Folhas + . NR
Rhodostemonodaphne Folhas + + 110,46 + 2,21
recurva Galhos - + 198,26 = 1,07
Sextonia rubra Folhas - + 10,043 = 0,317
Galhos - + 8,105 = 1,152
Padrao + + 413 + 0,042

CE50 = concentracao eficiente; DP = desvio padrao da média; NR = nao realizado

pg.mL", galhos), M. itauba (CE, de 10,74 pg.mL", folhas),
O. minor (CE,8,21ug.mL", folhas; e 9,08 pg.mL", galhos)
e S. rubra (CE, de 10,04 pg.mL", folhas; e 8,11pg.mL",
galhos). As espécies O. minor e S. rubra foram as Gnicas que
apresentaram atividade em ambas as partes da planta (galhos

e folhas).

Comparando com os valores obtidos para a quercetina
(CE,, de 4,13ug.mL"), o extrato em etanol dos galhos
de L. martiniana foi o que se comportou de forma mais
semelhante ao padriao.Em alguns trabalhos sobre a composicio
quimica das espécies desse género relata-se a presenca de

lignanas furofuranicas (Alegrio ez /. 1981), monoterpenos,
sesquiterpenos (Maia et al. 1985) e o fenilpropanoides
(Giesbrecht ez al. 1974).

A anilise qualitativa da atividade acetilcolinesterdsica
revelou que, de acordo com o método empregado, 11
extratos apresentaram resultado positivo. Destes, cinco
extratos foram obtidos a partir das folhas (E. citriodora, O.
minor, R. negrensis, R. parvifolia e R. recurva)e seis a partir dos
galhos (A. panurensis, L. cannella angustata, L.martiniana,O.
ceanothifolia, O. leucoxylo ne O. Minor). Dessa forma, tais
espécies sdo candidatas a um possivel estudo bioguiado
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visando investigacdes quantitativas, assim como isolamento
e elucidacao estrutural das substincias ativas.

O género Ocotea é um dos mais estudados na familia
Lauraceae e apresenta o maior nimero de espécies medicinais
da familia,com atividade antioxidante (Bruni ez /. 2003)e
efeito depressor do SNC (Morais ez a/. 1998) . Considerando
este género como o mais expressivo nos isolamentos de
alcaloides de Lauraceae brasileiras (Zanin e Lordello 2007),
sugere-se a possivel relagio da capacidade de inibi¢io da
enzima acetilcolinesterase com a presenca de alcaloides.

CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante ndo
apresentaram relacdo direta com os resultados da inibigdo
da enzima acetilcolinesterase, a exce¢do da espécie O.
minor que foi a mais ativa, com pronunciada atividade
antioxidante e inibi¢do da enzima tanto nos extratos de
galhos quanto de folhas. A maior capacidade de sequestro
do radical DPPH foi observado no extrato dos galhos da
espécie L. martiniana, com CE, de 6,96 ug.mL"'. Os
resultados obtidos ilustram a importancia da metodologia
adotada neste trabalho como forma de orientagdo de
pesquisas mais aprofundadas em apenas algumas das
espécies estudadas. Resultados positivos em extratos,
com a¢ao semelhante ao padrdo, mostram-se promissores
quanto a presenca de substancias muitas vezes mais ativas,
quando isoladas.
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