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RESUMO

Antioxidantes s&o substancias que em baixas caacéets sdo capazes de inibir ou
retardar a oxidacdo de um substrato oxidavel. Aidatile citotoxica detecta compostos
bioativos e visa avaliar ou prever os efeitos txi©os sistemas biolégicos. A atividade
antimicrobiana abre perspectivas no desenvolvimetgoantimicrobiano eficaz para o
tratamento de doencas infecciosas causadas poo-onganismos. Nesse contexto foi
realizada pesquisa das partes botanicas da espé@eobnicalicaria puchury-major
endémica de Borba-AM, tendo como objetivo determiaa atividades antioxidante,
citotéxica e antimicrobiana. A quantificagdo doadficos totais foi feita pelo método de
Folin Ciocateau; para atividade antioxidante ososhés foram DPPHABTS', sistema R-
caroteno/acido linoleico (LPO). Os ensaios citatéziforam o de letalidade cof salinae
o teste hemolitico sobre os eritrécito de camungsrfglus musculus SwissPara atividade
antimicrobiana, utilizaram-se os mieboganismosS. aureus, M. Smegimates, B. cereus, E.
coli e C. albicansAs amostras testadas foram os 0Oleos essenciaiffodes e folhas, com
seus respectivos hidrolatos, os extratos em DCMe®Mdas folhas, os extratos aquosos das
folhas, sementes, caules e galhos finos e grosisas; sementes, folhas, galhos grossos, finos
e folhas trituradas. Nos resultados da avaliacéioxathante, a amostra que apresentou maior
teor de fendlicos totais foi o 6leo essencial dabkak (17,63+0,51mg/EAG). No método
DPPH a amostra que apresentou melhor atividade de stequde radicais foi o 6leo
essencial das folhas (gl= 6,81ug/mL); e, no método ABTS, os extratos agsai caule
(Clso = 2,66pg/mL) e o 6leo essencial das folhaso(€14,63pug/mL). No método LPO as
amostras que apresentaram maior capacidade dearokidacdo foram: extrato em DCM das
folhas (61,05£2,54ug/mL), os extratos aquosos ddecg0,82+5,53ug/mL), o extrato em
MeOH das folhas (54,55+2,36ug/mL) e o 6leo essédeis folhas (53,88+1,93ug/mL). Nao
apresentaram citoxicidade frenteAa salinatodas as amostras dos extratos aquosos e dos
hidrolatos (>2000ug/mL). E, frente ao teste henoolito melhor resultado foi 0 do extrato
aquoso do caule, ndo apresentando hemodlise em mantencentracdo, seguido pelos Oleos
essencias das flores e folhas, quspresentaram hemdlise na concentracdo (1pg/mLjosen
considerada baixa a citotoxicidadda atividade antimicrobiana contra as bactéBiasereus e S.
aureus,as amostras que melhor inibiram o halo foram ese&ssenciais das flores e folhas,
extratos das folhas em DCM e o aquoso da sementenia a levedur&.albicansos
extratos em DCM e os aquosos do caule e sementelutee que &. puchury-majompossui
potencial antioxidante e antimicrobiano, podendairaperspectivas de aplicabilidade
biotecnoldgica fazendo-se necessaria a continuidagesquisa.

Palavras-chave Antioxidantes, citotoxicidade, antimicrobiaridcaria puchury-major 6leos
essenciais.



ABSTRACT

Antioxidants are substances that at low concentiatcan inhibit or retard the oxidation of an
oxidizable substrate. The cytotoxic activity desdaibactive compounds and aims to assess or
predict the toxic effects on biological systemse Emtimicrobial activity open perspectives in
the development of effective antimicrobial for tineatment of infectious diseases caused by
them. In this context the research was conductednimal species Amazon sharegsaria
puchury-major endemic Borba-AM., Aiming to determine the adids: antioxidant,
cytotoxic and antimicrobial activities. The quaitttion of total phenolics was made by Folin
Ciocateau for antioxidant activity methods were BRPABTS+, [3-carotene/linoleic acid
system (LPO). The cytotoxicity assays were: lethaith A. saline and the test on the
erythrocyte hemolytic camungongollys musculus SwissFor antimicrobial activity, we
used the micro-organisn®. aureus, M. Smegimates, B. cereus, E. coli aralbizans.The
samples tested were: essential oils of flowerslaades with their respective hydrolates, the
DCM and MeOH extracts of leaves, the aqueous estiifdeaves, seeds, stems and branches
thin and thick, teas, seeds, leaves, branches,thiok and crushed leaves. In results of
antioxidant evaluation, the sample with the highetl phenolic content was the essential oil
of leaves (17.63+0.51mg/GAE). In the DPFRdmple that showed the best activity was the
kidnapping of radical leaf essential oil §§56.81mg/mL), and the ABTS method: the
aqueous extracts of the stem{f€2.66mg/mL) and oil leaf essential §&&4.63mg/mL). In
the method OLP samples with greater ability tobittoxidation were: DCM extract of leaves
(61.05+2.54mg/mL), aqueous extracts of the stem8@bh.53mg/mL) MeOH extract of
leaves (54.55+2.36mg/mL) and essential oil of leay®3.88+1.93mg/mL). Showed no
cytotoxicity in A. saline all samples of aqueous extracts and hydrolat&)0&.g/mL). And
against the hemolytic test: The best result wasatheous extract of the stem showing no
hemolysis at any concentration. Followed by esakmtils from flowers and leaves that
showed hemolysis on concentrationugdmL) is considered low cytotoxicity. On
antimicrobial activity against bacterta cereusandS. aureusetter than the sample inhibited
the halo were essential oils from flowers and lsaextracts of leaves in DCM and aqueous
seed. And against. albicansyeast extracts in DCM and the aqueous stem ardl $ees
concluded that.. puchury-majorhas antimicrobial and antioxidant potential andy ropen
perspectives for the applicability biotechnologyking it necessary to continue the research.

Keywords: Antioxidants, cytotoxicity, antimicrobjalicaria puchury-major
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INTRODUCAO

Antioxidantes sdo definidos como substancias quando presentes em baixas
concentragbes em relacdo ao substrato oxidavel, csg@zes de inibir ou retardar
substancialmente a oxidacdo daquele substratoin§@mrtantes na prevengao de doencgas,
inibindo ou atrasando a oxidagdo das biomolécudasmeio da prevencdo da iniciagdo ou da
propagacéao da cadeia de reacdes de oxidacéo.

Agentes redutores, cuja funcdo € transferir atodwshidrogénio, como o &cido
ascorbico, sdo considerados antioxidantes. Algummxadantes também sao capazes de
quelar ions metélicos como cobre e ferro, os quetiglisam a oxidagdo lipidica (KAUR e
KAPOOR, 2001).

Em fungcédo da necessidade de testes extensos stdee@vado para comprovar a sua
seguranca para aplicacdo em alimentos, os antitesi@intéticos sdo preteridos em relacéo
aos antioxidantes naturais. A busca por substito&bgrais para os antioxidantes sintéticos
tem elevado o numero de pesquisas envolvendo weralhs de origem vegetal, que séo
potenciais fontes dessas substancias, uma vez rqtes fe hortalicas contém diversos
compostos com propriedades antioxidantes. Entresesstdo o acido ascorbico, alfa-
tocoferol, carotenoides e uma variedade de compdstlicos. Ndo apenas as frutas e as
hortalicas podem apresentar atividade antioxidaatepartes que compdem o0s vegetais
arbéreos (folhas, flores, sementes, cascas, et&rbé&m podem conter substancias
antioxidantes (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2002).

Nesse contexto, é que realizamos pesquisa comras fotanicas da espécie arbdrea

amazonica conhecida como “puxuri”.
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A Licaria puxury-major(Mart.) Kosterm. pertence ao género Licaria e rilfa
Lauraceae; € uma arvore de grande porte. Suas Ens@omaticas sdo usadas na medicina
folclérica como carminativas e estomaquicas noatnanto de insbnia e irritabilidade de
adultos e criancas (MORS e RIZZINI, 1966; PIO CORRE931). A populacdo prepara o
cha da planta usando uma semente e obtendo o pen@thecido como “abafado”. (MAIA
et al, 1985).

O puxuri na medicina popular é utilizado como tdmesolutivo e estimulante, contra
diarreia, dispepsia, problemas intestinais e lee@rAs partes usadas sao o fruto, a casca do
tronco, as folhas, que sédo preparadas como chaemente ralada, que é utilizada para fazer
emplasto (BERG e VAN DEN, 1986;1993). Varios ausoressaltam o valor da casca da
arvore, das folhas e das sementes na medicinaa@&sea cosmetologia. Matta (1913) cita
gue as sementes e as folhas séo estimulantesrmg@elsies, com bons resultados nos casos
de dores intestinais.

Maia (1973) cita que a planta ocorre na Regido Amiga, nas matas de Tabatinga, e
se estende até ao Brasil Central. Graca (2003)pyoo lado, cita a ocorréncia dessa planta
para o municipio de Borba, em todos os afluenteRiddVapia e também no municipio de
Silves, prevalecendo, neste caso, o plantio.

O municipio de Borba esta localizado na Regido dméta-AM, e segundo Graca
(2003), a abundéancia e a concentracdo da espi@aiga puchury-majornessa localidade o
conhecimento empirico é restrito a comunidade. $aa partes da arvore sao utilizadas,
principalmente a semente, que é ralada na lingyaraiaucu, no combate a todos os males do
estbmago. As folhas, os galhos substituem o cals sementes, que sao abortadas pela
arvore, sdo denominadas “cachimbo” e servem deeatnpara a fauna local. Os primeiros
trabalhos quimicos com essa espécie datam dosé&Mlll e XIX e sdo sumarizados por
Gildemeister e Hoffmann (1916). A firma francesauReBertrand (1920) descreveu algumas
propriedades do 6leo essencial e indicou a preseacsafrol, eucaliptol e isoeugenol nas
sementes do puxuri. Gottlieb (1956) confirmou asenga de safrol, eucaliptol e eugenol em
lugar de isoeugenol, além do acido laurico. MorRizzini (1966); Seabra et al., (1967)
estudaram o Oleo volatil das folhas e dos galhussfida planta e indicaram a presenca de
safrol, eucaliptol, alfa-terpinol e eugenol. M&i973) descreveu o estudo da madeira, de
onde isolou o aldeido 3,4-metilenodioxicinanicoaloool 3,4-metilenodioxicinamilico e o
aldeido siringico, além de safrol e euger@arlini et al., (1983) observaram que o Oleo
essencial das sementes do puxuri reduz a atividedera e anestesia ratos, e seu hidrolato
(resultante do arraste com vapor d’agua) promootepéo contraas convulsdes induzidas
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por choque elétrico e potencializa os barbituratiiizados para fazé-los dormir. Alguns
desses efeitos farmacologicos sdo atribuidos @mpgasde safrol, eugenol e metileugenol no
Oleo essencial (MELLO e CARLINI et al., 1973; CARUIlet al., 1983).

Tendo em vista 0 exposto anteriormente sobre oeugoconhecimento quimico da
espécie em questdo, percebe-se a falta de infoomsghre o potencial antioxidante,
citotoxico e antimicrobiano d&. Puchury-Major. Assim, o presente projeto pretende
contribuir com novas informacdes cientificas, arao 0s possiveis potenciais das partes

botéanicas estudadas dessa espécie.
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1 OBJETIVOS

1.1 GERAL:

Verificar o potencial antioxidante, citotoxico e tiamcrobiano de varias partes

botanicas da espécie amazoéni@aria puchury-major(Mart.) Kosterm.

1.2 ESPECIFICOS:

a) Avaliar a atividade antioxidante das diversastgsabotanicas da espécie
puchury-majorcomo 0s 0Oleos essenciais, hidrolatos, chas etestem diclorometano,
metanol e aquosos.

b) Quantificar os compostos fendlicos totais poiond® método Folin Ciocateu.

c) Determinarin vitro a capacidade de sequestro de radicais livres @ dos

métodos de varredura de radicais: DP@HBTS.

d) Determinarin vitro a atividade antioxidante inibidora de rea¢c6es>déagao (ou

autooxidagéo) por meio do sistema 3-caroteno/dicidizico - LPO.

e) Comparar as metodologias utilizadas na caracteozdeatividades antioxidantes das

diversas partes botanicasldguchury-major

f) Realizar a atividade citotoxica por meio do émsae letalidade com o

microcrustaced\rtemia salina

g) Realizar ensaios citotéxicos das amostras saseeritrocitos de animais

(camundongos Mus musculus Swispor meio do teste hemolitico.

h) Avaliar a atividade antimicrobiana contra os nmiorganimosStaphylococcus

aureus Streptococus oralis, Mycobacterium Smegimates,llBaaereusEscherichia

coli e Candida albicans
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIH.icaria puchury-majorMart.) Kosterm.

A espécielicaria puchury-major(Mart.) Kosterm., (Meded. Bot. Mus. Rijks. Herb.
42:599, 1937) é uma arvore pertencente a familiardceae, com ampla utilizacdo na
medicina natural (CRONQUIST, 1981).

2.1.1 Nomes Populares

Puxuri, pixuri, puxurim, pixurim, puchuri-grossoughuri-miudo, puchuri-bastardo,
puchuri-pequeno, puchuri-imbauba, puxuri-brancoghpui-preto, puxuri-roxo, puxurirana,
pexorim, pichury, louro-pucherim, fava-puxuri, fade-puchuri, fava-de-puxiri, fava-de-
pexorim, fava-de-puchorin (BERG e VAN DEN, 1986939 GRACA, 2003; LE COINTE,
1947; MATTA, 1913,REVILLA, 2002; ROCQUE, 1968SILVA et al., 1977).

2.1.2 Distribuicao /Habitat

Maia (1973) cita que a planta ocorre na Regido Amigz, nas matas de Tabatinga, e
se estende até ao Brasil Central. Graca (2003)tatonsque a maior ocorréncia nativa da
espécielicaria puchury-major(Mart.) Kosterm. se da4 no municipio de Borba (Faglia),
localizado na Regido do Madeira-Am (Figura 1b).

Fonte: Rosilane R. Graca
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Héa abundancia da espécie no Rio Mapia e em todssuwssafluentes (Quadro 1), a
gual habita as margens dos rios e igarapés peatimdiate inundaveis e os igapos de aguas
pretas, cujas aguas sao bastante frias, fatoresefdslos pela area, pelo clima e pela regiao.
Héa também ocorréncia no municipio de Silves, pemeido o plantio.

[=] mo mari e -
[##]| soanars oo puans
[[7] emvnana sonss maris

Quadro IMapa do Rio Mapia
FonteRosilane R. Graca

2.1.3 Disperséao

A dispersdo dos frutos é do tipo zoocoérica, feitet passaros, macacos e certos
roedores, que sdo atraidos pelos frutos maduroguais continuam com coloracdo verde
(Licaria); possuem cupula ou pedunculos espessos e rug@sosespécimes ocorrem
préximos ou nas cabeceiras de rios (Figura 2aampgs (Figura 2b), igap6s (Figura 2c) ou
em areas alagadas (Figura 2d). Possui também sigphidrocdrica, uma vez que os frutos
possuem espacos cheios de ar (aerénquima) emistato endocarpo, que contribuem para a
flutuacdo (GRACA, 2003).
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W i

Figura 4a) Cabeceira do Igarapé do Quérdigéne; (b) Igata@éixurizal,
(c) igapd localizaww Igarapé do Piaba (d) Area alagada proximioededrio do Lira.
Font&Rosilane R. Graca

2.2 DESCRICAO BOTANICA DA ESPECIE:

2.2.1 A Arvore

As arvores nativas da. puchury-majorapresentam odor caracteristico na casca, na
madeira, nas folhas e nos frutos. A altura e onmeldo fuste variam de acordo com a
localizacéo dos individuos. Na floresta umida, gdicamente alagavel, a populacdo € mais
densa, e os individuos sdo mais volumosos e pradutprincipalmente nas cabeceiras dos
igarapés, os quais atingem em média 25-30m deaadt7i0-80cm de didmetro, cortex muito
aromatico e ramos eretos; quando jovens, glabigar@3). No igapé assumem menor porte
e volume, atingindo no méaximo 11-15 metros de alfpor 55cm de didmetro. A casca do
tronco € em geral marrom-acinzentada com lenticedasnanchas liquénicas brancas e

esverdeadas (GRACA, 2003).
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big 3: Arvores de Puxuri
FenRosilane R. Graca

2.2.2 A Folha

As folhas sdo alternas ou subopostas, cartacdaspriaceas a coriaceas, elipticas a
oblongas, 8-14cm de comprimento, 3,5-5,5cm de targépice acuminado a ligeiramente
caudado, base obtusa a subaguda, glabras, lush@$ase ventral, pardacentas e mais claras
no dorso(Figura 4). (GRACA, 2003).

Figura 4Folhas de Puxuri
FonteRosilane R. Graca

2.2.3 A Flor

Ha inflorescéncias em paniculas axilares. Flores gerianto cilindrico, lobos
agudos. Androceu com dois verticilos externos esganteras 3, introsas, férteis no verticilo

interno.
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Ginoceu de ovario glabro, elipsoide, estilete cartesterigma obtuso (Figura 5). (GRACA,
2003).

Figura 5Flores de Puxuri
FonteRosilane R. Graca

2.2.4 O Fruto

O fruto do puxuri é classificado como uma bagdiplo bacaceo (BARROSO et al.,
1999). Possui ramos glabros com odor e sabor aimm@AIA, 1973). Segundo Graga,
(2003), o fruto apresenta as seguintes caractadstovoide, 2-5cm de comprimento, 1-2cm
de didametro; a parte externa da “casca verde” &titoitla pelo epicarpo + mesocarpo,
seguida pelo endocarpo, que, por ser mais ressténthamado de “casca dura”; é doce e
aromatico, inserido em uma cupula espessa e rugpsao recobre até quase a metade
quando maduro. A coloracdo verde do fruto ndo éam parametro para identificar se esta
fisiologicamente maduro, uma vez que na maturagdapsesenta verde, variando de verde-

claro (puxuri-embauba) (Figura 6a) para o verdes®s(puxuri-roxo) (Figura 6b).

Figura 6: (a) Frutos do puxuri verde-claro (puxuri-embaulfa);Frutos do puxuri verde-escuro (puxuri-roxo)
Fonte: Rosilane R. Graca
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2.2.5 A Semente

A semente é constituida por dois cotilédones ssges aromaticos, revestidos pelos
tegumentos: a testa (tegumento externo) e o tetggarfiento interno), 0s quais se separam
somente apds serem “moqueados” (Figura7a). A eagAor das sementes do puxuri no
municipio de Borba remonta a década de 50. Mudtef os exploradores que sobreviveram
com suas familias apenas com esse tipo de atividade

O processo de “moquear” as sementes cruas doipoasiste em levar ao forno de
barro aquecido somente pelas brasas as sementl®s @m o tegumento, as quais sao
colocadas em um grande tacho, onde sdo mexidasimoremo para nao queimarem (Figura
7b). As que ficam mais escuras s&o as que pegasncalar e, portanto, ndo podem ficar sem
serem mexidas, a fim de ndo queimarem e seremrthdas. O agquecimento é somente para
soltar o tegumento. O processo é semelhante ao deih o amendoimAfachis sp), que,
depois de torrado, perde a “casca” com maior thauille. As sementes do puxuri, apos serem
“moqueadas”, ficam esbranquicadas (Figura 7c)pegimo passo, € leva-las ao sol durante
8 a 10 dias para secarem e ganharem cor escurargFigl) a fim de serem, entao,
comercializadas, visto que as sementes cruaséndo tmesmo valor comercial pelo fato de
gue neste estado ndo se podem distiguir as senmmgpaebadas e as sementes de “louro-
puxuri “(Mezilaurus sp, as quais, embora de menor tamanho, sdo serteshde forma que,
apos o processamento de moqueamento, murcham. (&R2803).

Figura 7: (a) Semente com dois cotilédones; (b) Moqueameadsdmentes,
(c) Sementes esbraraglas; (d) Sementes escuras (secas ao sol).
FonteRosilane R. Gracga
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2.2.6 A Madeira

A madeira tem aroma caracteristico decorrente xitéacia de 0Oleo essencial no
interior de células oleaginosas. E moderamente dpesalburno castanho-claro pouco
diferenciado do cerne (Figura 8a), apenas um pmais escuro e de aspecto brilhoso; macia
ao corte manual, oferece bom acabamento; gra alirééixtura fina a média; cheiro
caracteristico. E importante destacar que a madeiguxuri ndo € utilizada no municipio de
Borba, porque, em geral, as arvores mais acesgiosssiem pequeno diametro (Figuras 8b e
8c). As arvores mais volumosas se encontram enislpcaico acessiveis a populacédo e séo
preservadas pelos proprios moradores, sendo, eptéiida a derrubada dessas &rvores
(GRACA, 2003).

F

Figuras 8(a) Alburno e cerne da maia; (b) e Arvan‘e$)uxri com pequeno diametro.

FonteRosilane R. Graca

2.3 GERMINACAO / PLANTULA

A germinacao do “puxuri’l{icaria puchury-majoy é hipdgea criptocotiledonar, com
o0 epicétilo reto emergindo dos cotilédones (Fig9g; eodfilos alternos, inteiros, sem
estipulas, peninérveos. Aroma e indumento frequasniée diagndsticos. Mesmo apds a
germinacao, os cotilédones apresentam cheiro éoa@matico, caracteristico da espécie. A
plantula (Figura 9b) apresenta sistema radiculastpnte, com raiz primaria axial, cilindrica,
creme, espessa, glabra; as raizes secundariasrregalarmente distribuidas, espessas,
cremes, glabras; o hipocétilo ndo se desenvohepicotilo é longo, cilindrico, verde-oliva,
herbaceo, estriado, coberto de indumentos braneosoda a sua extensdao. Ao longo do
epicotico héa distribuicdo de cinco pares de catfilternos; o metéfilo é simples, peciolado,
alterno, verde, glabro, com pigmentos avermelhatistsibuidos nos bordos das nervuras

secundarias; nervura principal nas faces adaxibb&ial proeminente; nervacdo peninérvea,
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verde em ambas as faces, apice acuminado, margeina i base simétrica. As sementes,
apos a coleta (Figura 9c), sdo submetidas a imenséédgua até o epicarpo e o endocarpo
amolecerem e o0s cotilédones serem retirados maeotdnpara, entdo, serem plantados
(Figura 9d) (GRACA, 2003).

Figura 9a) Germinacao hipége criptocotiledonar; (b) Geagao:emergéncia reta;
(c) Coleta dostfrsy (d) Técnica experimental para germinacao eiaestes.
Font®osilane R. Graca

2.4 A SAFRA

A floracdo da espécie € anual, a partir do mésaie até agosto, sendo que somente a
cada trés anos a producdo dos frutos é mais abiendda época da floracdo, os coletores
comecam a observar as arvores, e aquelas queonéscém ja sabem que ndo vao produzir
frutos e, consequentemente, ndo irdo dar semeotgs,ndo serdo visitadas na época da
colheita. O periodo em que mais caem frutos é dielBvereiro a 15 de margo. Os primeiros
frutos que caem no inicio de fevereiro sdo chamatdoscachimbo” (Figura 10a) e néo
servem para comercializacdo nem para reproducatfplaelo fato de serem abortados e ndo
se desenvolverem, permanecendo pequenos e mur@mragddos). Os frutos bem
desenvolvidos e maduros caem naturalmente dasedreondo ficam murchos; entretanto os

que sdo apanhados diretamente da arvore aindarroeaficam murchos e enrugados e, ao
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serem “moqueados” ou secos ao sdlp servem para comercializar (Figura 10b) (GRACA,
2003).

@ (b)

e
Figura 10: (a) Frutos abortados enrugados denominados: ‘foddtij (b) Frutos apanhados.
Fonte: Rosilane R. Graca

2.4.1 A Colheita do Fruto

Para a colheita do fruto do puxuri, é necessatigamatencao, uma vez que possui a
mesma cor das folhas, o que torna dificil a disingutra dificuldade € a localizagdo das
arvores, pois muitas se localizam no igap6, no meionuitas outras espécies. Entretanto os
coletores conhecem todas as arvores e sabem ceomdor® lugar de cada uma delas. Isso
porque, todos 0s anos, no mesmo periodo, passartadd no meio do igapd, dentro de uma

canoa procurando sementes (Figura 11) (GRACA, 2003)

Figurd 1Coletor de sementes do puxuri no igap6 do Piaba.
Fonteosilane R. Graca

Os coletores de puxuri-roxo passam horas dentigud’ olhando para o fundo do
igarapé a procura do fruto (Figura: 12). Em lugatedificil acesso, os coletores chegam a
cair nas aguas do igap6 ou no pantano com umalagiendos para juntar os frutos e leva-los
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até a canoa. De regresso, ao chegarem a casa,ttom@mbro da familia se desloca para o

mesmo local a fim de continuar a coleta, manteressa maneira um trabalho quase sem
interrupgdo. Essa é a rotina de varias familiacaletores que permanecem na floresta

durante a época da safra. Um fato interessantee éngesmo durante a chuva, os coletores
permanecem nas canoas embaixo das arvores espeafrdtos cairem, pois, segundo eles,

€ a hora em que mais caem frutos e, portanto, @ngespera a chuva passar com medo de
n&o conseguir juntar nenhum fruto (GRACA, 2003).

Figur@1Coletor procurando fruto de
Fonteosilane R. Graca

x:ri no igapé.
2.4.2 Armazenamento dos Frutos

Os moradores que vivem da colheita dos frutosustan juntam o produto oriundo de
vérias localidades guardando-os em sacos de fibtétisa (Figura 13a) e posteriormente
enterrando-os no meio da floresta (Figura 13b), segundo eles, € o lugar mais seguro para
evitar que outras pessoas levem o produto de aleallio, visto que eles passam a maior parte
do tempo dentro do igap6 coletando os frutos dap&RACA, 2003).

Figura 13(a) Armazenamento em sacos de fibra sintétic&r{ldps enterrados na floresta.
FonteRosilane R. Graca
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Depois de desenterrados, os frutos sédo lavadoside ealocados em um “paneiro”,
dentro do igarapé (Figura 14), ou dentro de umaaaom agua, onde permanecem por
algumas horas para que amoleca a “casca verde&€a(ppi + mesocarpo), a qual é retirada
manualmente; a “casca dura” (endocarpo), por ser mesistente, € raspada com uma colher,
restando somente a semente recoberta apenas guploseintos, a testa (tegumento externo) e
o tegma (tegumento interno). A parte mais espe@sas dois cotiléedones, que se separam
somente depois que as sementes sao “moqueE@sRKCA, 2003)

Figura 1#&rutos de puxri no paneiro, para amolecimentcedaa.
Fonte: Rosilane R. Gracga

2.5 PERIGOS E DIFICULDADES ENFRENTADOS PELOS COLEHRES DE PUXURI

Na época da colheita, por ser um periodo chuwesgarapé aumenta o volume de
suas aguas. Com isso, as cobras de diversos &pgscendem nas “cacurutas” - que sdo um
amontoado de terras do proprio igapd, formado 9@%cpuxi, que se acumula no pé das
arvores do igap6 desenvolvendo um tipo de solo (Bigura 15a e 15b). Quanto mais altas
as arvores, maiores sao as “cacurutas”, lugar aesdeobras vao em busca de alimento,
procurando capturar os roedores que habitam o igagde, por sua vez, se alimentam do

fruto do puxuri; uma das cobras mais comuns é eut§u” (GRACA, 2003).

Figura 15: (a) e (b) “Cacuruta” das arvores de puxuri, fadenpor amontoados de terras préprias do igapo.
Fonte: Rosilane R. Graca
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Outra dificuldade é a localizagdo das arvoress pabitam lugares de dificil acesso
como igapos, pantanos e cabeceiras de rios. Rew &stem distantes, os coletores com seus
familiares permanecem na floresta durante toda @ceémla safra, morando em casas
improvisadas denominadas “tapiris” (Figura 16a)iraprovisando redes no meio da floresta
(Figura 16b) e sofrendo, com isso, intempériesisod@ Unico meio de transporte para se
chegar a essas localidades é de canoa. Devidora dés arvores e pelo fato de os frutos nédo
poderem ser apanhados porque murcham e perderaleecemercial, a maneira mais facil é
coleta-los durante o temporal, quando caem matsdyle por isso os coletores de puxuri
passam a maior parte do tempo molhados, por ddiszaso pelas chuvas, comuns na época
da colheita, e por permanecerem por muito tempégoa, que é muito fria, a procura dos
frutos que ficam no fundo ou ainda por terem qu#angelo igapd, quando a canoa néo da
para passar por entre os galhos das arvores diesdimersas. Por essa razdo, a maioria dos
coletores sofre de reumatismo. Outro perigo cotestéra possibilidade de pegar choque do
peixe elétrico, o “puraqué”’Electrophorus electric)s Também pode ocorrer, durante o
temporal, a queda de sobre os coletores (Figura E6comum, também, encontrar arvores
cobertas por teias de aranhas parecendo nuvensrgFitfad), feitas pelas “aranhas
caranguejeiras”, e 0 risco de serem picados p@sestpor outros insetos peconhentos
(GRACA, 2003).

Figra 16(a) Cs imrovisadas: “tairié”;(b) Rede imixa béra escano;
(c) Arvore derrubada pelmperal; (d)Teia feitas por “aranhas caranguejeiras”.
FonteRosilane R. Graca
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2.6 USOS:

2.6.1 Na Medicina Popular

Vérios autores ressaltam o valor das varias pééSnicas da espécie puchury-
major na medicina caseira e na cosmetoloBerg e Van Den (1986; 1993) cita que 0 puxuri
€ utilizado como tdnico resolutivo e estimulantentca diarreia, dispepsia, problemas
intestinais e leucorreia. As partes usadas saato, fa casca do tronco e as folhas, que séo
preparados como cha; a semente ralada é utilizadafgizer emplastos contra queimaduras e
contra diarreia, dispepsia e leucorreia (corrimgnto

As sementes também sdo usadas como carminatestereaquicas no tratamento de
insénia e irritabilidade de adultos e criancas (MORRIZZINI, 1966; PIO CORREA, 1931).

A populagdo prepara o cha da planta usando umansertr@urada em um copo de agua
fervente. O remédio assim elaborado é conhecidom ¢abafado” (MAIA et al, 1985).

Matta (1913) cita que as sementes e as folhasssiiauéantes, tdnicas e adstringentes,
com bons resultados nos casos de dores intestinaagesia dos intestinos, porque ativa 0s
movimentos peristalticos. O cozimento das folhasleg € usado contra reumatismo e o cha
da casca do tronco € resolutivo e usado tambénracast problemas intestinais e asma
(ROSAS, 1978).

2.6.2 Como Alimento no Municipio de Borba-AM:

2.6.2.1 Pelos Animais

As arvores localizadas nas cabeceiras dos rios,ep@rem proximas a margem,
guando estdo com frutos, sdo muito procuradas poatns, morcegos e varios tipos de aves
como, por exemplo, papagaio e araras. Os frutosa@oiesado coletados permanecem na agua e
servem de alimentos para as tartarugas, cabecud@drimxa Brycon spp., o tracaja (um
guelbnio da familia das tartarugas) ndo come asse. fOs coletores e os moradores que
residem as margens dos rios habitados pela espfti®gam que as carnes desses animais
consumidores agregam sabor e aroma do fruto pu@srijue caem proximo a margem do rio

sdo comidos pelos animais roedores como ,rata$sas e pacas. Aqueles que ndo sao
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coletados ou comidos germinam. Os primeiros fra@®spuxuri” sdo todos abortados pela
arvore, 0s quais o0s coletores locais denominam ctaaochimbo”, sdo exclusivamente
destinados para a alimentacdo da fauna local, qsé0s coletores ndao tém interesse em
coleta-los por serem enrugados e por ndo posswvaimcomercial (GRACA, 2003).

2.6.2.2 Pelas Comunidades

No municipio de Borba sao utilizadas todas as padte arvore, principalmente a
semente, que € ralada na lingua do pirarucu (Fitytiay, que resulta em um po fino com o
gual é feito o cha (Figura 17b) utilizado no comebabs males do estbmago, em emplastos,
em banhos e em defumacéo (Figura 17c). As foltes galhos finos substituem o café, nas
comunidades que ficam distante da cidade. As optaess sao utilizadas também para fazer
banhos e defumacao para energizar ambientes. E®m@d vendem as sementes moqueadas
para o comércio local, cujos receptores revendem ganpradores de outros estados, porém
no mercado ndo se conhece nenhum produto feitortdr pa alguma parte da arvore
(GRACA, 2003).

(b)

Figura 17: (a) semente, que é ralada na lingua do pirarucu; (B)f€ito da semente ralada; (d) Defumacéo feita
da semente ralada.
Fonte: Rosilane R. Graca

2.7 ESTUDOS REALIZADOS COM A ESPECIE DESCRITOS CROMNGICAMENTE:

O primeiro registro foi sobre seu génetadcaria, que foi atribuido, por ser assim
conhecido, pelos indigenas de “Licari”’, o qual descoberto ap6s uma viagem de estudo a
Guiana Francesa, no periodo de 1762-1764 (MARQUHE®1), ndo sendo descrita a
ocorréncia da espécikicaria puchury-major nessa localidade. Os primeiros estudos
documentados com a espécie foram realizados poesR¢b799), seguido por Bonastre e

Muller (1853), que ndo fizeram estudo quimico. {npiro relato sobre o uso da espécie foi
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no Brasil, no século XIX, em 1855, no Grao-Pard&leoa semente ralada era chamada de “p6
de marfim”, utilizada nos casos délera murbusdoenca trazida da Europa particularmente
do norte de Portugal (BELTRAO, 1996; 1997; 2000jttd (1913) encontrou nas sementes
do puxuri 6leo essencial e fixo, que descreveu ceufstancias gordurosas soélidas, resina
mole, matéria corante, amido, acido volatil e SaeaDescreveu ainda que o 6leo essencial €
amarelado, de gosto acre e amargo e cheiro atigopleo fixo apresenta consisténcia de
manteiga de cacau. Os estudos realizados com asntgmmforam sumarizados por
Gildemeister e Hoffman (1916). A empresa francesdrangancias Roure Bertrand Duport
(1920) realizou o primeiro estudo quimico com ifferatcdo das substancias contidas no éleo
essencial das sementes e indicou a presenca dol, safrcaliptol e isoeugenol. Em
consonancia com esses resultados, foi feito estoihparativo realizado por Gottlieb (1956),
gue confirmou a presenca de safrol (36%), eugdiig#i$s) no lugar de isoeugenol, eucaliptol
(5,4%) e o acido laurico (8,9%). Mors e Rizzini §6Y realizaram o primeiro estudo quimico
com os 0leos essenciais das folhas e galhos fidmsespecificando se nativos ou cultivados,
e indicaram no 6leo essencial das folhas: a prasge@ucaliptol (47,6%), safrol (21,7%),
terpinol (11,7%) e eugenol (1,7%). No 6leo esséris galhos finos: eugenol (61,0%),
safrol (20,1%) e eucaliptol (10,8%). Os resultadbsidos foram confirmados por estudo
realizado por Seabra e colaboradores, (19@€Jlo e Carlini (1973) estudaram os efeitos
farmacologicos dos constituintes presentes no éksencial das sementes. Maia (1973)
realizou estudo com os extratos benzénico e etandh madeira cultivada proveniente dos
galhos grossos (conforme metodologia) e identificast substancias: aldeido 3,4-
metilenodioxicinamico, alcool 3,4-metilenodioxicmdico e 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido e mais trés nado identificadas seguida foram realizados varios
estudos também provenientes da madeira dos galbssog: Silva et al., (1973) realizaram o
estudo Arylpropanoids frorhicaria puchury-major Laux (1974) realizou trabalho com o
extrato benzénico com as cascas da madeira provesielos galhos grossos (conforme
metodologia) e identificou as substancias: sitostesstigmasterol, safrol, eugenol, 1-hidroxi-
3,6-dimetoxi-8-metilxantona  (liquexantona), 1-8idiloxi-3-metoxi-6-metilantraquinona
(fisciona). Em seguida Laux e colaboradores (1984)izaram estudo quimico com o0s
liquens impregnados na casca da madeira e ideméfit duas substancias: 1-hidroxi-3,6-
dimetoxi-8-metilxantona  (liquexantona) e 1-8-diloxir3-metoxi-6-metilantragquinona
(fisciona), constatando que estas sao metabolddgdenGraphina confluensDallmeier e
Carlini (1981) estudaram os efeitos farmacologicms eugenol. Carlini et al., (1983)

realizaram estudo farmacoldgico do éleo essenambkdmentes, e observaram a reducdo da
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atividade motora e anestésica dos ratos. Analisaaambém os hidrolatos (resultantes do
arraste a vapor d’dgua do O6leo essencial) e olbrsenvgue ocorre a protecdo contra as
convulsdes induzidas por choque elétrico e aindang@lizam-se os barbituratos utilizados
para fazé-los dormir. E constastaram que os eftatosacolégicos séo atribuidos a presenca
de safrol, eugenol e metileugenol encontrados rem d@ssencial. Maia et al. (1985)
identificaram 16 substancias no 6leo essenciakdagntes por meio de analise de CG/MS;
0S componentes majoritarios foram: safrol (36%3;cineol (21,12%), limoneno (12,20%),
a-terpinol (10,71%). Himejima e Kubo (1992) realmar estudo sobre a avaliacao
antimicrobiana dos extratos hexanicos das sememnidsntificaram as substancias presentes,
gue foram os compostos fendlicos: safrol, metdémligeugenol e anetol; monoterpenes:
terpinol, 1,8-cineol, 4-terpinol, geraniol, limomeny-terpineno e lilanol; o sesquiterpeno
cariofileno; além do acido laurico. E descreveram s substancias testadasruto ndo
mostraram atividade contra 0s micro-organismosadest somente quando fracionadas.
Graca (2003) realizou estudo etnobotanico em va&oasunidades do municipio de Borba-
AM, onde fez levantamento sobre o uso, habitatasablheita a respeito da espécie. A tabela
1 mostra os estudos realizados cronologicamente a&ogspécie. E a tabela 2 descreve

algumas substancias encontradas nas diversas patéescas d&. puchury-major



Tabela 1
Estudos realizados com a espécipuchury-major

41

Date Autor Parte botanic Substancie
1799 Robes Sementes Nao fez estudo quimico
Subst. gordurosa sdlida, resina
1853 Bonaitre e Muller Sementes mole, matéria corante, amido,
acido volatil e sacarina.
Subst. gordurosa sdlida, resina
1913 BonaitreapudMatta Sementes O.E. e fixo mole, matéria corante, amido,
acido volatil e sacarina.
1916 Gildemeister & Hoffmanr] Sementes Nao fez estudmico
1920 A firma francesa Roure- Oleo essencial semente$ Safrol, eucaliptol, isgeige
Bertrand
. 0 i
1956 Otto Richard Gottlieb Oleo essencial semenfes Safrol (36%), elfcgllptol,e.
eugenol(11.4%), acido ladrico
Folhas eucaliptol, safrolg-terpinol,
eugenol
1966 W. B. Mors e C. T. Rizzin
Galhos finos eugenol, safrol, eucaliptol
Folhas eucallptol,e ja(l;rr?gf-terplnol,
1967 Seabra et al. 9
Galhos finos eugenol, safrol, eucaliptol
aldefdo 3,4metilenodioxicinamico,
, . Extratos benzénico e | alcool 3,4-metilenodioxicinamilico
José Guilherme Sores e . . .
) etanolico da madeira dog e 4-hidroxi-3,5-
Maia . . ) .
galhos grossos dimetoxibenzaldeido e mais 3
substancias ndo identificadas
1673 aldefdo 3,4-metilenodioxicinanico,
Maia; Silva et al. Madeira do tronco . 0 al.CQOI 34 ) .
metilenodioxicinamilico; aldeido
siringico, safrol, eugenol.
Melo e Carlini Oleo semente eugenol
sitosterol + stigmasterol, safrol,
Extratos benzénico da | eugenol, 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-
Delcio Orni Laux casca da madeira dos | metilxantona (liquexantona), 1-8-
galhos grossos dihidroxi-3-metoxi-6-
1974 metilantraquinona (fisciona).
. . . 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-
Delcio Orni Laux Liquen . :
metilxantona (liquexantona)
Wirth e Hale Jr Liquen 1-$-d|hldrox_|-3-metpx[-6-
metilantraquinona (fisciona)
1983 Carlini et al Semente e hidrolato Safrol, .eugenol, metileugenol, 1,8-
cineol, safrol, eugenol
1985 J. G. Soares Mala,.L. Scatt O.E. Sementes Safrlol, 1,8-cineol, I|mor_1enoa-
Ramos e A. I. Reis Luz terpinol, , eugenol, metileugenol
safrol, metileugeol, eugenol e
Masaki Himejima e Isao Extrato em hexano anetol; a-terpinol, 1,8-cineol, 4-
1992 terpinol, geraniol, limoneno,y-
Kubo (semente) . . o .
terpineno e lilanol,cariofileno além
do acido laurico..
2003 Graca, 2003 Estudo etnobotanico Nao fez esjutinico




Tabela 2
Principais constituintes quimicos encontrados paasL. puchury-major.
(Adaptado da tabelal)
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Principais contituintes quimicos encontradosLnguchuy-major

Hidrola

Classes O.E. to do Ext. O.E. O.E. | Extrato benzénico | Extrato Extrato
semente hexanico | (Folha | (galh | madeira benzénico benzénico
Quimica das 9 0] (galho grosso) Casca Liquen da
(O.-E. | sementes gross (galho grosso)| casca (galho
Sem.) 0) grosso)
safrol safrol safrol safrol | safrol safrol safrol
Composto | eugenol | eugenol | eugenol euglieno euglzen eugenol eugenol
S o]
fendlicos | metileuge metileuge
ol ol
anetol
euc;léptol euc;léptol ez'f'g‘_"' eLECl"“"é’f"'
(18- (18- cineol) | cineol)
cineol) cineol)
a-terpinol a-terpinol -
terpin
ol
Monoterpe | 4-terpinol 4-terpinol
no rY_ rY_
terpineno terpineno
limoneno limoneno
lilanol lilanol
geraniol 1-8-dihidroxi- | 1-8-dihidroxi-
3-metoxi-6- 3-metoxi-6-
metilantraquin| metilantraquin
ona ona
Sesquiterpe cariofilen
no 0
aldeido siringico
aldeido 3,4-
metilenodioxicinani
co
alcool 3,4-
metilenodioxicinami
Outros lico
stigmasterol
stigmasterol
1-hidroxi-3,6- | 1-hidroxi-3,6-
dimetoxi-8- dimetoxi-8-
metilxantona | metilxantona
1-8-dihidroxi- | 1-8-dihidroxi-
3-metoxi-6- 3-metoxi-6-
metilantraquin| metilantraquin
ona ona
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2.8 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADES BIOLOGICAS

Plantas medicinais sdo aquelas que tém efeitoidefsobre doencas ou sintomas e
que resistem a experimentacdo cientifica. Muitadadedevem sua acdo farmacoldgica aos
principios ativos conhecidos, vindo a fornecer, eénios casos, matéria-prima para a
industria farmacéutica (LEE et al, 2004; NATARAJARDOS).

O uso de plantas medicinais e de seus extratosckesnendo na assisténcia a saude
em funcdo de sua facil aceitabilidade, disponiadigl e baixo custo. Uma consideravel parte
da populacdo mundial utiliza a medicina populampeus cuidados primarios em relacéo a
saude, e se presume que a maior parte dessa teealiidonal envolve o uso de extratos de
plantas ou seus principios ativos (BALUNAS et 2006; VARANDA, 2006).E importante
ficar atento sobre “o uso popular tradicional dantds medicinais”, pois somente a sua
utilizacéo néo é suficiente para valida-las eticame&omo medicamentos eficazes e seguros.
A validagéo cientifica € essencial para o seu @seocmedicamento alternativo (ABBOUT,
1988; SIMOES, 1999). Houve grande avanco cientiiowolvendo estudos quimicos e
farmacologicos de plantas medicinais visando a ngh® de novos compostos com
propriedades farmacéuticas (CECHINEL e YUNES, 1993ntre estes compostos se
destacam os constituintes quimicos existentes lros éssenciais das plantas, pois pertencem
ao maior e mais diversificado grupo dentro dos p@sl naturais e apresentam uma grande
importancia terapéutica e econdmica (SILVA et 803b). Destaca-se que a composi¢cao dos
Oleos essenciais é determinada por fatores gegéfmmém os fatores ambientais podem
causar variacdes significativas em seus componeht@&soca da colheita, fontes geograficas,
o horério, o modo de secagem do material vegdttbees ambientais, como umidade, agua,
solo e herbivoria, também podem influenciar sobceraposicao e o teor do 6leo (SILVA et
al., 2003a; SILVA et al, 2003b, GOBBO-NETO & LOPEX)07) e, com isso, aumentar ou
diminuir a resposta biologica (SANTOS et al, 20B4RT, 2004). A definicdo de dleos

essenciais é descrita por Cowan:

Os Oleos essenciais, também denominados Oleos o®téfpeela
solubilidade em solventes organicos apolares) sénetas (pelo aroma agradavel e
intenso), sdo misturas complexas de substanciggeisl lipofilicas, geralmente
odoriferas, liquidas e com densidade menor do qul @&gua, formados pelo
metabolismo secundario de plantas aromaticas. @gitontes dos 6leos podem ser

baseados em uma estrutura tedrica denominadagterisol 999)

Variam desde hidrocarbonetos terpénicos (principaten monoterpenos e

sesquiterpenos), terpenos oxigenados (alcoois esaplerpénicos, aldeidos, cetonas, fendis,
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ésteres, éteres, oxidos, peréxidos, furanos, acidgénicos, lactonas e cumarinas) até
compostos com enxofre e nitrogénio (SIMOES; SPITZER7).

Constituem também matérias-primas de grande impuaépara as industrias
cosmética, farmacéutica e alimenticia. As subst8narganicas encontradas nos 6leos
essenciais de plantas medicinais aromaticas s&@&s puextremamente potentes, consideradas
aalmada planta, e sdo 0s principais componentes bidgogngue possuem acao terapéutica.
(CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993; MEDONCA et al, 2008; S@WA e KONIG, 2001;
SOUZA FILHO, 2009; ZAMBONI, 1983).

Nas Lauraceae, os 0leos ocorrem em células pareatjcas diferenciadas, onde os
Oleos essenciais podem ser obtidos de varias pdotesgetal, podendo estar estocados em
orgaos como flores, folhas ou ainda nas cascasaldss, madeiras, raizes, rizomas, frutos,
ramos, galhos ou sementes. E, embora todos ossddgaoma planta possam acumular 6leos
essenciais, sua composi¢cao varia conforme a lacél@ Apresentam misturas complexas de
compostos organicos volateis, com até centenasmiittiintes distintos, havendo sempre a
prevaléncia de um ou dois grupos quimicos, quema#sio caracterizar os aromas. Os
componentes terpénicos, principais constituintes @eos essenciais, apresentam diversas
atividades biologicas, dentre elas a atividade ibieldy antimicrobiana, citostatica,
antitumoral e antioxidante (BARROS et al., 1997; IMAet al., 2001; SILVA et al., 1992;
SOUZA, 2007).

2.8.1 Plantas com atividades antioxidantes

O interesse na pesquisa por novos antioxidantesaimtem aumentado nos ultimos
anos, levando as indastrias alimenticia, farmacéw@ide cosméticos a terem a maior atencao
guanto a novas fontes de antioxidantes naturaiAN®MNI FILHO et al.,, 1998). Os
compostos antioxidantes naturais tém sido isolag@odiferentes partes de plantas tais como
sementes, frutas, folhas e raizes. Os principampostos antioxidantes encontrados nas
plantas sdo os fendlicos, entre eles os flavonoidesBrasil e recentemente na Regido
Amazobnica, o interesse em antioxidantes polifenéliderivados de plantas tem aumentado
notavelmente na ultima década, devido a seu elepader de remocdo de radicais livres
associados com vérias doengas. As substanciagidatites presentes nas plantas podem ser
de varios tipos:
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antocianidinas, cumarinas, compostos fendlicospfiaides, licopeno, terpenos entre outros
(SILVA et al., 2005).

Os chas sao bebidas populares e fontes significatie compostos fendlicos; séo
considerados importantes integrantes das dietadadaw seu alto potencial antioxidante. Em
funcdo disso tém atraido muita atencdo nos Ultiemoss associados ao fato de serem
abundantes na dieta de milhares de pessoas eno tododo. S&o ricos em catequinas, uma
das seis classes dos flavonoides. As catequinashd@sapresentam propriedades biolégicas
como atividade antioxidante e sdo sequestradoresdi=is livres (ASOLINI et al., 2006).

Varias pesquisas no Japdo mostraram que o conseimina ou mais xicaras de cha
por dia correlacionava-se negativamente com a n@&oce das Fases | e Il do cancer de
mama em mulheres (JANKUN et al.,, 1999; SAKANAKA &t, 1989). Guo et al. (2005)
citam que os compostos fenélicos presentes no ette \apresentaram efeitos protetores as
células contra a neurotoxina pro-parkinsoniana K@). Varios efeitos benéficos a saude
tém sido atribuidos aos compostos fendlicos presemas frutas, vegetais, chas e vinhos.
Estudos epidemiologicos, clinicos & vitro mostram multiplos efeitos biolégicos
relacionados aos compostos fendlicos da dieta, daiso atividades antioxidante, anti-
inflamatdria, antimicrobiana e anticarcinogénic&8Eet al., 2007; KUO, et al., 2005).

2.8.2 Plantas com Atividades Citotdxicas

Diante do uso descontrolado de fitoterapicos, tes® de grande importancia o
desenvolvimento de pesquisas na busca de compmwaeédtifica de inUmeras plantas
medicinais de uso popular para suas indicacbedramadicacdes e principalmente para
verificar os efeitos toxicos. Na area da fitotesigapior exemplo, pesquisas sdo realizadas com
o propésito de encontrar plantas que possuam piasciativos na estrutura celular do
eritrocito (CORREA et al., 2003 apud ALICIO 2008).

O conhecimento da constituicdo quimica das plaapdisado na medicina popular
envolve o estudo de interacBes do organismo conefeisos das inUmeras classes de
compostos e moléculas que podem existir numa (planata. Os testes de toxicidade séo
elaborados com os objetivos de avaliar ou prevefaitns toxicos nos sistemas bioldgicos e
dimensionar a toxicidade relativa das substanEi@REBES e FORBES, 1994).
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2.8.3 Plantas com Atividades Antimicrobianas

A busca de moléculas antimicrobianas naturais pteseem plantas tem sido alvo de
diversos estudos cientificos, e os dados obtidosnadito promissores na busca de novas
substancias bioativas (DUARTE et al, 2007; FRANE@Oal., 2007). Na medicina caseira, 0
decocto das cascas de planta é amplamente empyegadaioria das regibées do Brasil, no
tratamento de varias doengas como leucorreia, magias, diarreia, hemorrdidas; para
limpeza de ferimentos, entre outras utilidades ([E3Net al., 2003; SOUZA et al., 2007).
Essas atividades devem-se a riqueza em taninosnpeesnas cascas de plantas (SANTOS et
al., 2006). Segundo Toledo (2002) o extrato obtdhs cascas d&tryphnodendron
adstringensconhecida popularmente como “barbatiméo” demoraivadade antimicrobiana
contraPseudomonas aerugingsataphylococcus aure@Bacillus subtilis

Astolfi et al. (2007) citam em estudo realizadonaw 6leo essencial deéinnamomum
camphora espécie pertencente a familia Lauraceae, que agresentou 6timo resultado
como agente antimicrobiano, quando testado com astéfdins gram-positivas:
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epideyngdmo também com as gram-negativas
(Citrobacter freundii, Shigella flexn@ri

Diferentes modos de acao dos 0Oleos essenciais @@mpé mecanismos de inibicao
dos micro-organismos. Compostos fendlicos presentes Oleos essenciais tém sido
conhecidos por possuir atividade antimicrobiana,alguns sao classificados como
“substancias reconhecidamente seguras” (SINGH,£2@)2; DE JESUS, 2007).

O uso de plantas pode representar uma alternatiwalostituicdo aos antissépticos e
desinfetantes sintéticos convencionais, visanddarew desenvolvimento de resisténcia
bacteriana a esses compostos, uma vez que meaiabddigetais atuam por mecanismos
variados (BARBOUR et al.,, 2004; MONTHANA e LINDEQST, 2005; SOUZA et al.,
2007).

2.9 RADICAL LIVRE

O primeiro radical livre organico independentegdogéparado no século XX, em 1900,
no laboratério de Michigan, pelo russo Moses Gombgue utilizou a trifenilmetila, em uma
solucdo amarelada, obtendo-se o radical livre &rpho trifenilmetano, um hidrocarboneto

gue serve de base para diversos corantemt®# a expressdo “radical livre” passou a
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significar uma molécula relativamente instavel, cam ou mais elétrons sem par, cuja
movimentacgdo na Orbita da molécula cria um tip@f@éo magnético, fazendo que o radical
livre se combine com moléculas proximas (COOPER520

Muitos radicais livres sdo tao instaveis que erisgégpenas por alguns momentos ou
microssegundos. Durante sua curta existéncia, disaia atuam como catalisadores, ou
pontes, para desencandear reacdes quimicas ouicaQdds em outras moléculas. A
qualidade veloz e altamente interativa de varid&ads livres foi identificada em 1929 pelos
seguintes pesquisadores: o quimico austriaco ktieddolf Paneth e o alemao W. Hofeditz
(COOPER, 2005). Os radicais livres podem ser geradocitoplasma, nas mitocondrias ou
na membrana, e 0 seu alvo celular (proteinaselqsidcarboidratos e DNA) esta relacionado
com o seu sitio de formagéo. (HALLIWELL, 1997; GUZDO3).

2.9.10xidacéo Lipidica

A oxidag&o é uma reagdo que pode ocorrer nos almgmovocando a perda do valor
nutritivo pela decomposi¢do dos acidos graxos@madcdo de compostos que podem reagir
com outros componentes dos alimentos, os quais, isea) se tornam prejudiciais aos
organismos humano e animal. (MARINOVA e YANISHILIEL 2003; MATHEW e
ABRAHAM, 2005). A reacao oxidativa pode ser pradenpela adicdo de antioxidantes.
Rigano e Distante (2010) citam que 0s processanigos que ocorrem durante as reacdes
abrangidas pela oxidacao sao:

a) Reducado do numero de elétrons externos ao redomd&omo ou de uma molécula,
exceto de oxigénio);

b) Adicéo de atomos de oxigénio a uma molécula;

c) Retirada de a&tomos de hidrogénio de uma molécatalrgente organica,

d) Aumento do namero de elétrons ao redor de um atnaxigénio;

e) Formacéo de radicais livres.

2.9.2 Espécies reativas do oxigénio (EROS)

O processo que ocorre para a producdo de Espéemivds do Oxigénio (EROs), é
descrito por Matsuo e Kaneko:

Durante a respiracdo celular na cadeia transpwdade elétrons, o
oxigénio molecular é completamente reduzido a &guaolécula de oxigénio pode
aceitar um total de quatro elétrons para ser rdduziduas moléculas de 4gua, mas
pode, também, ser reduzida por um elétron porleeando a producgdo de Radical
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Livre (RL), ou seja, a reducdo do oxigénio molectitmma as principais Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs). Dois a cinco por celntaxigénio utilizado nesse
processo sdo desviados para a formacdo de radigads. a formagdo, agentes
antioxidantes atuam minimizando os efeitos delesésbbre a célula. Durante esse
processo podem ser formados outros elementos qsngae, ao reagirem com
metais de transi¢do, formam radicais livres adaigressas substancias séo capazes
de reagir com qualquer tipo de molécula organic&ramdo elétrons e gerando

novos radicais livres em cadeias citotoxi2800)

Segundo Ames e colaboradores (1993), descrevemaqueducdo do oxigénio

molecular leva a formacéo das principais EROs:

a) OH-- (Radical hidroxila) - Mostra uma pequena capatidde difusdo; é a espécie

b)

d)

oxidante mais reativa na inducéo de les6es nascolagcelulares; ataca rapidamente
o DNA e provoca alteracbes quimicas na desoxireiboms bases de purina e
pirimidina. Esse processo gera mutagdes e rupagdildmentos do DNA.

O; - (Radical superoxido) - Apresenta uma baixa ddpde de oxidacao; € formado
in vivo como resultado de um incidente quimico. Qualquétran que passa pela
cadeia respiratoria nas mitocondrias se destadmadsportador de elétrons e passa
diretamente para o oxigénio molecular formandoingse radical superoxid@®,,
(FRIDOVICH, 1974; PINHEIRO, 2004). Trata-se de uragesso comum na natureza
e que pode modificar proteinas, porém é essermial@equilibrio fisiolégico, porque
permite que os fagocitos destruam qualquer cepaliFata.

0, - (Oxigénio singlete) — E uma forma eletronicareesixcitada do oxigénio
molecular, produzida na célula via fotoquimica. & radical muito reativo sobre as
estruturas do DNA, do colesterol e dos lipidiosoca o enrugamento e o
envelhecimento precoce.

H,O, - (Perdxido de Hidrogénio - agua oxigenada) - Maconsiderado um radical
livre verdadeiro. Este composto ndo apresenta gragatividade, mas pode formar
oxidantes potentesn vivo, como o radical hidroxila. E capaz de atravessar a
membrana nuclear e induzir danos na molécula de YA meio de reacdes
enzimaticas.

A producdo de EROS nem sempre € prejudicial aon@ga; pelo contrario, é

necessdéria em varios processos biolégicos: sigalizaelular, contracdo muscular e sistema
imune (MATSUO E KANEKO, 2000). Quando as células s@jredidas por algum agente
estressor (que também pode ser RL), elas acabainzindo RL para combaté-lo. O grande

problema €&, quando os niveis totais gerados deRlof maiores que a capacidade de defesa,
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podem induzir danos a biomoléculas e em grandensibe levando a morte celular.
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999).

2.9.3 Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre as moléculas oxidantes epddtintes resulta na inducdo de
danos celulares provocados pelos radicais livrdenminado “estresse oxidativo” (SIES,
1993; GUO, 2003). A formacdo de radicais liviesvivo ocorre via acdo catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncidéttens que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposicado a fatores endogenos eepgég(Tabela 3). Na condi¢cdo de pro-
oxidante a concentracdo dos radicais pode aumdatédio & maior geragéo intracelular ou
pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (KAMKAPPOR, 2001).

Tabela 3
Fontes endogenas e exdgenas de geracdo de rédiesis

Enddgenas Exogenas
Respiracéo aerdbica RadiacbOes gama e ultraviolsiai®
Inflamagdes Poluigéo
Peroxissomos Estresse
Enzimas do citocromo P450 Alimentacéo deficiente
Cigarro
Medicamentos
Ozonio

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderadauéegmente é acompanhada do
aumento das defesas antioxidantes enziméticasa masiucdo de uma grande quantidade de
radicais livres pode causar danos e morte celdldDERSON, 1996). Os danos oxidativos
induzidos nas células e tecidos tém sido relaciosmiambm a etiologia de varias doencas
(Tabela 4). (HALLIWELL, 1992; MARTINEZ-VALVERDE, 202).

Tabela 4
Algumas doengas relacionadas com a geracao daisatices

Artrite Disfungao cerebral
Aterosclerose Cardiopatias
Diabetes Enfisema
Catarata Envelhecimento
Esclerose multipla Cancer

Inflamagdes cronicas Doengas do sistema imune
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2.10 ANTIOXIDANTES

Sé&o definidos como substancias que, quando preseniebaixas concentragcdes em
relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de oibietardar substancialmente a oxidagao
daquele substrato. Os antioxidantes ndo se toradicais livres pela doacéo de elétrons, pois
eles sdo estaveis em ambas as formas (BACALLAO let2801; HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 2000).

Segundo Halliwell (1997; 1999); Prior e Cao, (199)tre as diversas classificagdes
existentes, as inumeras substancias antioxidaotenpser classificadas em:

a) Quanto a localizacdo: Sao exogenos (oriundos alwsentos ingeridos) e
endogenos (sintetizados pelo préprio organismd)\(Alet al., 2005; SOUZA et al., 2008).

b) Quanto a Origem:

- Antioxidantes enzimaticos: representados pelaanmas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)

- Antioxidantes ndo enzimaticos: incluem os costp® sintetizados pelo organismo
(bilirrubina, ceruplasmina, horménios sexuais, toglaa, coenzima Q-10) e os ingeridos por
meio da suplementacdo alimentar, tais como &acidwrhiso, 3-tocoferol, [3-caroteno,
flavonoides, entre outros.

c) Existem duas categorias basicas de antioxidadés®minadas: sintético e natural
(HALL IIl E CUPPET, 1997).

d) Quanto ao mecanismo de defesa podem ser ataslsii em trés tipog8ENZIE,
1996; HALLIWELL,1997; PRIOR e CAO, 1999)

- Antioxidantes de prevencao: Inibem a formacaoadicais livres principalmente
pela inibicdo das reacbes em cadeia com o ferrcobie;

- Antioxidantes varredores: Impedem o ataque ddias livres as células por
meio da interceptacdo desses radicais livres gerpdid metabolismo celular ou
por fontes exdgenas, impedindo o atague sobrep@kedis, os aminoacidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos pséditurados e as bases do DNA,
evitando a formacao de lesOes e a perda da inéegridelular. Os antioxidantes
obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E esAflavonoides e carotenoides
séo extremamente importantes na intercepcao dasiustbivres;

- Antioxidantes de reparo: Favorecem a remoc¢aocadesida molécula de DNA e

a reconstituicdo das membranas celulares danicada
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Os mecanismos de defesa antioxidante podem ssifdados em antioxidantes
enzimaticos ou ndo enzimaticos (Tabela 5) (SIES3R0

Tabela 5
Principais agentes de defesa antioxidante

Enzimatico Naoenzimético
Superoxido dismuta 5-tocoferol (vitamina E)
Catalas [-caroten
Glutationa peroxida Acido ascorbico (vitamina ¢
Enzimas deepare Flavonddes
NADPH-quinona oxidoreduta Proteinas do plasr

Selénic

Glutation:

Clorofilina

L-cisteini

Curcumini

a) Antioxidantes Enziméticos:

O controle do nivel das enzimas antioxidantes Badas € extremamente importante
para a sobrevivéncia no ambiente aerdbico (BARNETKING, 1995). Segundo Guo e
colaboradores (2003), os organismos eucariotoupos&nzimas antioxidantes que reagem
com 0s compostos oxidantes e protegem as células tcidos do estresse oxidativo
(BIANCHI,1999; GUO et al., 2003).

- Superoxido Dismutase (SOB)E por meio da reacgéo de dismutacdo que a enzima
SOD converte o anion superéxido em oxigénio e peéodde hidrogénio; € a primeira linha
de acdo defensiva do organismo contra as espée@was. Existem duas formas de
superoxido dismutase: o cobre-zinco superéxido eptes no citossol e o manganés-
superoxido presente na mitocondria (FRIDOVICH, 1989

O, +0O,+2H" — 3 @+HO:

- Catalase (CAT)- A enzima catalase constitui o terceiro mecanisnautos do
organismo, atuando na degradacéo do peréxido degéidio HO, de forma complementar a
glutationa redutase. Na reacdo, uma das molécelgsedxido de hidrogénio é oxidada a
oxigénio molecular, e a outra é reduzida a aguadGai al.,, 2003). Esta localizada,
principalmente, no peroxissoma, entretanto outrgarelas como as mitocondrias podem
conter alguma atividade com essa enzima (FRAISS&3)1

2 H0O2 g 2D+ 0O
- Glutationa Peroxidase (GPx) A glutationa peroxidase € uma enzima selénio-

dependente que catalisa a redugéo do peroxidaddmg@énio HO, e dos peroxidos lipidicos
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(hidroperéxidos organicos) (ROOH)) por meio da @géio da glutationa reduzida (GSH) a
glutationa oxidada (GSSG) (HALLIWELL, 1994) redudinpara HO e alcool, usando a
glutationa (GSH) como doador de elétrons. Estdiksma tanto no citosol quanto na matriz
mitocondrial. (BECKER et al., 1996).

2 GSH+ H,0, —»  GSSGH0

b) Antioxidantes Nao Enzimaticos:

Encontrados largamente na natureza, sdo os chamatimsdantes naturais presentes
em frutas e vegetais e estédo relacionados a tadsleg grupos: acido ascorbico e fendlicos
como antioxidantes hidrofilicos e os carotenoid@s@ antioxidantes lipofilicos. (AMES et
al., 1995; HALLIWELL, 1996).

- Compostos fendlicos:

Englobam desde moléculas simples até aquelas aradal grau de polimerizacéo.
Estdo presentes nos vegetais nas formas livresrmgugados (ligados a agucares e proteinas).
Estéo divididos em dois grandes grupos: os flavhasoé seus derivados e os acidos fendlicos
(&cido cinamico e derivados). Os polifendis séo ab@itos secundarios de plantas,
encontrados nas frutas e hortaliggUZA et al.,2008). Os compostos fendlicos séo

produzidos pelo metabolismo secundario de plamtafoome descrito por Hermes-Lima:

A partir da glicose que é processada e usada et gs metabdlitos
secundarios, originados a partir de aminoacidosnatioos, como o triptofano,
fenilalanina e a tirosina, precursores de compastomaticos. Alguns metabdlitos
secundarios derivados do acetato sdo produzidoa pembinacdo desses
intermediérios ou de seus derivados, como flavawidntraquinonas e taninos. Nas
plantas, os compostos fendlicos funcionam como commpte estrutural, possuindo
também excelentes atividades antioxidantes, armtiieEnas e antivirais (2004).

S&do um dos maiores grupos de componentes dieté@osessenciais que estao
associados a inibicdo da arterosclerose e do caAckioatividade dos fendlicos pode ser
atribuida a sua habilidade de quelar metais, imilperoxidacao lipidica e sequestrar radicais
livres (CHEUNG et al., 2003/ILLANO et al., 2007.

As propriedades antioxidantes dos fendlicos ocarrprncipalmente, devido a seu
potencial de oxirreducgéo, que lhes permite atuarocagentes redutores, doando hidrogénio e
neutralizando radicais livres (BORGUINI, 2006; RKEEZFANS et al., 1997). Uma substancia
polifendlica pode ser definida como um antioxidanteicamente se preencher duas

condi¢bes: (1) quando presente em baixa concéutraglativa ao substrato a ser oxidado,
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este possa retardar ou prevenir a oxidacao e;u@)dp os radicais formados apos a reacao
sejam estaveis (KAUR e KAPOOR, 2001).

Esses compostos de consideravel importancia na dadem inibir o processo de
peroxidacao lipidica. Em certos sistemas podeniriagbprocessos da oxidacdo, mas isso ndo
significa que eles possam proteger as células ¢ée@dos de todos os tipos de danos
oxidativos, apresentando-se com atividade pro-ox@daem determinadas condicdes
(DECKER, 1997; HALLIWELL et al., 1995; HASSIMOTO st., 2005).

Halliwell e colaboradores (1995) citam que os costps fendlicos mais estudados
sdo os acidos cafeico, galico e o elagico. Eisrslgtom suas importancias e onde séo
encontrados:

a) Acido elagico - Encontrado principalmente na uvarango e nozes, tem sido
efetivo na prevengdo do desenvolvimento do canwuzido pelas substancias do cigarro
(CASTONGUAY et al., 1990 apud BIANCHI e ANTUNES,99);

b) Acido caféico- Dentre os &cidos hidroxicinaAmicos, aquele mais coemie
encontrado e de maior representatividade na dietaaéido caféico, composto sensivel ao
calor e produzido a partir da L-fenilalanina ouidogina. Apesar do nome que o remete ao
café, pode também ser encontrado em frutas e vegedtano macgd, ameixa, uvas, tomates, e
nas folhas délsophila spinulosauma pteridéfita originaria da China (CHIANG et 5994;
MAURICIO, 2006);

¢) Curcumina - Um composto fendlico usado como merade alimentos, € um
antioxidante natural derivado da curcui@urcuma longa)que tem sido extensivamente
investigado. A curcumina sequestra os radicaisdie inibe a peroxidagéo lipidica, agindo na
protecdo celular das macromoléculas, incluindo o APNdos danos oxidativos
(SUBRAMANIAN et al., 1994);

d) Flavonoides S&o substancias pertencentes a uma classe deqwodutirais, que
atualmente podem ser consideradas como micronigsieastao presentes na dieta humana
rica em vegetais e frutas encontradas largamentatugeza e ocorrem em plantas na forma
livre ou glicosilada. Inibem as enzimas responsdpela producdo do anion superoxido e de
outras enzimas envolvidas na producdo de outras@RIveduzindo a captura de espécies
radicalares (CHOI et al.,, 2002; KORKINA e AFANAS E$997; RICE-EVANS, 1995;
SOUZA, 2008). Eis alguns flavonoides conforme des@or Bianchi e Antunes (1999):

- Quercetina- Esta presente nas frutas e vegetais; € o flavono@ie abundante

encontrado no vinho tinto. Entretanto esse antanxiel pode reagir com ferro e tornar-

se um pré-oxidante (GASPAR et al., 1993);
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- Miricetina, quercetina e rutinaS&o mais eficientes que a vitamina C na inibi¢cd® do
danos oxidativos induzidos pela® no DNA de linfocitos humanos (NOROOZI et
al., 1998);

- (-)-epicatequina e rutina - Apresentaram ativeladtioxidante sobre o OBuperior

ao antioxidante manitol, um conhecido sequestrader radicais hidroxila
(HANASAKI et al., 1994);

- (-)-Epicatequina e (-)-epigalocatequin&&o flavonoides naturais com propriedades
antioxidantes e inibidores do processo de carcimeg® encontrados no cha verde e
em menores concentracdes no cha preto (MUKHERJBE, €1997; RICE-EVANS et
al., 1995).

Vitaminas antioxidantes:

As vitaminas C, E e o [3-caroteno sdo excelentdexaddntes, pois sequestram 0s
radicais livres com eficiéncia. Fatores adversesao uso de medicamentos, o tabagismo, as
condigdes nutricionais, o consumo de alcool, aipdtudo ar e outros podem diminuir 0s
niveis de antioxidantes celulares (MACHLIN, 1999)R 1992). As defesas antioxidantes do
organismo se restabelecem com dietas apropriasiaglementos vitaminicos (ANDERSON,
1996). O efeito cooperativo entre as vitaminas € € frequentemente mencionado na
literatura, mostrando que a interagdo dessas viemmé efetiva na inibicdo da peroxidagéo
dos lipideos da membrana e na protecdo do DNA (GEY8).

a) Vitamina E ow-tocoferol- (Quadro 2) -E lipossoltvel, presente nas membranas
biolégicas. Possui a capacidade de impedir a pem@agdas reacdes em cadeia induzidas
pelos radicais livres (NUNES et al.,, 2007; TRABER91Z). Sua principal funcdo esti
relacionada a interrupcdo das reacdes de autog@xidalos acidos graxos altamente
insaturados, atuando no processo inicial da peag#wl lipidica nas membranas biolégicas
em presenca das ERMOs (LENHNINGER, 1986)um componente dos 6leos vegetais
encontrado na natureza em quatro formas diferentel, y e o-tocoferol, sendo ax-
tocoferol a forma antioxidante amplamente distdbufos tecidos e no plasma (PUGLISSE,
1998).

HO

CH,
Qlra 2: Estrutura quimica da vitamina E
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Os danos oxidativos podem ser inibidos pela acdmxaante dessa vitamina,
juntamente com a glutationa, a vitamina C e osteaoades, constituindo um dos principais
mecanismos da defesa endégena do organismo (GARCONSO, 2004; RILEY, 1994).
Evidéncias sugerem que essa vitamina impede oummmios danos provocados pelos
radicais livres associados com doengas especiiicdsindo o cancer, a artrite, a catarata e o
envelhecimento (GARCIA-ALONSO, 2004; HEINONEN et, 41998; NATARAJAN, et. al.,
2005).

b) Vitamina C ou &cido ascorbico (Quadro 3) — E uma vitamina hidrossoltvel
considerada um dos mais importantes antioxidanmeseptes em fluidos extracelulares. No
organismo, atua em defesa a acdo das ERMOs, avitandida¢cdo dos lipideos insaturados.
Porém, em elevadas concentracdes ou na presemgatdis (ferro ou cobre), podera exercer
funcdo pro-oxidante, promovendo a lipoperoxida¢#aLLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

A vitamina C ajuda a restaurar o fornecimento tlvina, sendo esta protetora da toxicidade
das drogas ou substancias quimicas, poluentes féticos, exercicio extenuante e radiacao
ultravioleta (PUGLIESE, 1998).

OH

0
—0
HO

HO OH
Quadro 3: Estrutura quimica do acido ascorbico ou vitamina C

A vitamina C € um cofator de pelo menos 8 enzintais, como a hidroxilase de
prolina e hidroxilase de lisina. Existe uma intelacdo entre os sistemas antioxidantes. Por
exemplo, a vitamina C cede elétrons e reduz novengewitamina E, formando assim o acido
desidroascodrbico, que pode ser regenerado pedorsigiedox da glutationa. (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989).

c) R-Caroteno / vitamina A(Quadro 4) - O 3-Caroteno é um dos principais eaatles
(que sdo grupos de pigmentos naturais respong@@teisoloracdo de inUmeros vegetais). O
3-Caroteno também é conhecido como pro-vitamingods, em nosso organismo, ele se
transforma em vitamina A, de acordo com a necedsi@GARWAL e RAO, 2000).

Estudos epidemiol6gicos também mostraram que oucamgegular de alimentos
ricos em vitaminas A e C pode diminuir a incidérddacancer retal e de colon. O 3-caroteno,
0 mais importante precursor da vitamina A, estalamente distribuido nos alimentos e
possui acao antioxidante (GEY, 1998).
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Quadro 4: Estrutura quimica do R-caroteno

Emprego dos antioxidantes:

a) Naturais

Conforme citado anteriomente os antioxidantes e##&gamente distribuidos na
natureza, presentes nos vegetais, e em particasaespeciarias e frutas; sdo encontrados em
sua constituicdo, além dos nutrientes essenciaisipastos com acdo antioxidante, de
natureza fendlica, dentre os quais se destacam alifengis (HALLIWEL, 1996;
HARBORNE e WILLIAMS 2000). Pompella (1997) cita qoeemprego de antioxidantes
naturais na dieta € de grande importancia, viseoegtdo relacionados com a diminuicado do
risco do desenvolvimento de doencas associadasiaw# de radicais livres.

Os antioxidantes, tais como as vitaminas C, E e Alorofilina, os flavonoides,
carotenoides, curcumina e outros, sdo capazesstieng@ a propagacao das reacbes em
cadeia e as lesfes induzidas pelos radicais M@ ARAJAN, 2005; WATERS et al.,
1996). Nos alimentos é encontrada uma variedadsufietancias que podem atuar em
sinergismo na protecdo das células e tecidos (HUANGI. 2005;NATARAJAN et al.,
2005). A tabela 6 mostra onde os antioxidantesastpodem ser encontrados:

Tabela 6
Algumas fontes de antioxidantes na dieta

ANTIOXIDANTES ALIMENTOS
3-Caroteno Mamao, Cenoura
Flavonoides Brécolis, Salsa
Vitamina C Laranja, Morango
Catequinas Chéa
Quercetina Vinho
Carotendides Tomate

Acido elagico Uva
Curcumina Curry
Polifendis Noz
Clorofinila Espinafre

Taninos Repolho
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b) Sintéticos

A utilizacdo de antioxidantes sintéticos € um decanismos de defesa contra os
radicais livres, que podem ser empregados nastimaRide alimentos, cosméticos, bebidas e
também na medicina, sendo que muitas vezes osiggdpedicamentos aumentam a geracao
intracelular desses radicais (ALONSO et al., 200@QURE et al., 2001). Dentre os sintéticos
mais utilizados, destacam-se: BHA (butil hidroxg), BHT (butil hidroxitolueno), GP
(galato de propila) e TBHQ (terc-butil hidroquinrilIROSE et al., 1981; RAMALHO e
JORGE, 2006). Sdo também aplicados em Oleos e rabismegordurosos para prevenir a
deterioragdo oxidativa. No entanto propriedadesimagénicas tém sido apontadas para os
antioxidantes sintéticos. Assim, pesquisas sobpotencial de aplicacdo de antioxidantes
naturais provenientes de alimentos, para protegealimentos da oxidacdo, tém recebido
maior atencdo da comunidade cientifica (CHEUNG let 2003). O emprego desses
compostos tem sido alvo de questionamentos, q@ast@a inocuidade, motivando a busca de
antioxidantes naturais, que possam atuar isoladosiergicamente, com outros aditivos, em
substituicdo aos sintéticos (SOARES 2002).

2.10.1 Métodos para Determinar a Avaliacaon vitro da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante pode ser determinada peio e inimeros métodos tarito
vitro como in vivo; a caracterizagdo das atividades pode ser antmeiledutora
(antioxidante: interfere com reacfes de oxidacaalianée varios mecanismos; redutor:
provoca reagdo de reducdo - aumento do numero égored ao redor de uma
molécula/atomo). Pode ser realizada por meio d@osamétodos quimicos e tem sido
largamente utilizada pelos fitoquimicos em extratesorigem vegetal. Essa atividade pode
ser determinada utilizando-se substancias conteadpazes de serem reduzidas na presenca
de antioxidantes. (ARTS et al., 2004; BACALLAO at, 2001; MENSOR et al., 2001;
MOLYNEUX, 2004; YANG et al., 2007; VARGAS, 2008)

Segundo Arnao (2000), os principais passos patd&aeao de um ensaio quimico
para caracterizagcdo dessa atividade sao:

a) Dissolver um cromégeno em meio apropriado;

b) Adicionar o antioxidante (extrato/fragao);
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c) Medir a perda fotométrica do cromégeno de naturadalar, de acordo com a perda
de coloracao, que ocorre proporcionalmente a corsggo, observando a diminuicdo
na absorbancia de luz em um comprimento de ondzecaio;

d) As diminuicbes podem ser correlacionadas em umaaada dose-resposta com um
antioxidante padrdo, expressando a atividade adéiote como equivalente a do
antioxidante padréo.

Os métodos para determinar a atividade antioxidentetro sdo classificados em:
(DAVID et al., 2004), citado por Vargas, (2008).

a) Varredura de radicais livres: DPP&IABTS - Empregam-se radicais estaveis em
solucdo colorida. Apds a adicdo do antioxidante capacidade de sequestrar esses
radicais que foram produzidos, ocorre mudancga beagiio da solucéo;

b) Inibidores de reagbes de oxidagdo ou auto-oxidaGhcsistema R3-caroteno/acido
linoleico (LPO — Lipoperoxidacao), onde se empregjpfdios como substrato.

c) Medidores de potencial de oxirredugao;

d) Ressonanciemagnética nuclear dminde elétron.

2.10.1.1 Método para Quantificacdo de Fenodis T¢tamdis e polifendis)

Os polifendis tém capacidade comprovada de doandpthios e quelar ions metélicos
como ferro e cobre, inibindo a oxidacdo das liptgiras de baixa densidade (LDL)
(SOARES, 2002; VILLANO et al., 2007). Um dos métedunais utilizados para quantificar
0s compostos fendlicos é realizado usando-se emagolin-Ciocalteu, método que envolve
a reducdo do reagente pelos compostos fendlicasndastras com concomitante formacao de
um complexo azul cuja intensidade aumenta linealgnan760nm, conforme descrito por
Swain e Hillis (1959). Esse método permite tambémntjficar flavonoides, antocianinas e

compostos fendlicos presentes nas amostras.

2.10.1.2 Método DPPH(1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

O método da atividade antioxidante pela captacdcadical DPPHfoi inicialmente
proposto por Blois (1958). O radical DPRHcaracterizado como um radical livre, estavel, de
cor violeta e com banda de absorgéo em solugdoadentm 517nm. Quando uma solucéo de

DPPH é misturada a outra que possa doar um protomnaafeeduzida do DPPH gerada,

com a perda da cor violeta e o aparecimento decomamarela clara (MOLINEUX, 2004).
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Portanto esse método mede a capacidade em doacpmtdaes da amostra. Sua
popularidade pode ser atribuida a sua simplicidadeslocidade de analises, mas isso é
atingido a certo preco: a relevancia dos dadoslabtieve ser cuidadosamente considerada
(ANTOLOVICH et al., 2002) Quadro 5).
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Quadro 5Estrutura quimica do radical DPPHha forma de radical livre e reduzida

2.10.1.3 Método ABTS(2,2-azinobis (3-etilfenil-tiazolina-6-sulfonato)

Um dos métodos mais utilizados é do ABTS qual é soltvel tanto em meio aquoso
guanto em meio organico e, portanto, pode-se naeciipacidade antioxidante de compostos
tanto de natureza hidrofilica quanto lipofilicar#dlical ABTS? tem também a vantagem de
seu espectro apresentar absorbancia maxima a 844754 e 815nm, (KUSKOSKI et al.,
2005). Segundo Re e colaboradores (1998), o teste de uaaretb radical 2,2’-azinobis (3-
etilfenil-tiazolina-6-sulfonato) ou ABTSé baseado na reducéo deste reagenteatvidade
antioxidante € mediante a captura do radical 2,2-azinobis (3-anilotiazolina-6-acido
sulfénico) — que é gerado por meio de uma solugidde o céation radical ABTSé preparado
a partir da reacdo de solucéo estoque de ARDB& solucido de persulfato de potassio. Com
isso, o radical livre ABTSeé gerado apds essa reacdo quimica e, para issmigiio €
armazenada em frasco ambar no escuro por 12 haap®®esse periodo reacional, a solucao
deverd ser diluida até a obtencdo de absorbancespectrofotometro de UV a 620nm. O
cation radical ABTS captura os hidrogénios mudando sua coloracgéo @ama incolor
(Quadro 6). As leituras deverdo ser realizadas em tempos de reacdo. A curva de

calibracédo devera ser preparada com uma amostragp@ERNAO et al., 2000; 2001).
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Cor: verde escura Cor: verde clara

Quadro 6: Estrutura quimica do cétion radical ABT®a forma de radical livre e reduzida
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2.10.1.4 Sistema RR-caroteno/acido linoleico (Lipogelacdo — LPO)

Os inibidores de reagcbes de oxidagdo ou auto-cAmlagvaliam a atividade
antioxidante de uma determinada substancia com @an@mmento da concentragdao das
substancias a serem protegidas. Os medidores decdtde oxirreducdo tém este nome por
avaliarem, primeiramente, o potencial de oxidacaedrcdo. Teoricamente, a capacidade
antioxidante da substancia € proporcional ao vddopotencial de reducdo (CARVALHO,
2004). Esse método foi primeiramente desenvolvido arco (1968) e modificado por
Miller (1971). O sistema R-caroteno/acido linoleieonprega lipideos como substrato,
baseando-se na descoloragao do 3-caroteno (QuaidduZida pelos produtos da degradagéo
oxidativa do &cido linoleico (Quadro 8). E um métoekecutado em meio emulsionado,
simples, sensivel, mas nao especifico (diferenthgtdres, como oxigénio, luz e calor, podem
interferir no ensaio). A queda na absorbancia tuafla a 492nm, na presenca e na auséncia
de um antioxidante (controle), e a percentagemitd&dio da oxidagao lipidica € determinada
em relacdo ao controle (ANTOLOVICH et al., 20025s& método ja foi utilizado para se
determinar atividade antioxidante em diversos altm&® como na castanha-do-Brasil
(MELO, 1989) e em diversas hortalicas asiaticasacorbrocolis, couve-de-Bruxela e tomate
(KAUR e KAPOOR, 2002).

Quadro Estrutura quimica dp — Caroteno

HSC\/\/\/\/\/\/\/\/\’%O

OH

Quadro &strutura quimica do acido linoleico

2.11 ATIVIDADES CITOTOXICA

A atividade citotéxica é importante para a desdabde compostos com atividade
anticancer (CEPLEANU et .al1994). A busca de novos compostos antimutagérgoes
atuem na prevencdo da oxidacdo de biomoléculasriames € um campo promissor em
fitoterapia (RAMOS et al., 2003).
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2.11.1 Métodos para Determinar a Avaliagdo da Atidiade Citotdxica

Dentre os inUmeros ensaios realizados para detedtvidade cototoxica, pode ser
utilizado o ensaio de letalidade com o microcruestasrtemia salina que foi desenvolvido
para detectar compostos bioativos em extratos aisg@IEYER et al., 1982), como também
0 ensaio sobre os eritrécitos humanos dos extdgoslantas pode ser obtido por meio do
teste hemolitico, pelo fato de existirem determisadompostos cujas propriedades fisico-
guimicas e biologicas apresentam a capacidade stegadmizar as membranas das células
sanguineas, causando hemoélise. (CARVALHO, 2009; B§A2002).

2.11.1.1 Atividaden vivo Frente ao Microcrustaceatemia salina

Artemia salinaé uma espécie de microcrustaceo da ordaostraca utilizada como
bioindicador de toxicidade. Esta espécie é utiizath testes de citotoxicidade devido a sua
capacidade de formar cistos dormentes, fornecetedse modo, material biolégico que pode
ser armazenado durante longos periodos de tempo psgda de viabilidade e sem
necessidade de se manterem culturas continuasgdaismo-teste. E uma espécie de facil
manipulacédo em laboratorio e de baixo custo ecoaa®@ALOW, 1993; LIMA et al., 2009).

O bioensaio frente Artemia salinaé utilizado para testar a atividade citotéxica dos
extratos de plantas e consiste em avaliar a ex@msle um determinado composto frente a
esse crustaceo. A andlise é feita mediante o oattallConcentragcéo Letal (6), ou seja, a
concentragdo que dizima metade de uma populacddABELA, 1997). Nesses estudos
envolvendo atividades citotoxicas, sdo realizadedisggOes estimativas e preliminares das
propriedades téxicas dos extratos ou substanaésdes dos extratos de plantas (CHAN et
al., 1982) Essas analises sdo capazes de nos fornecer infesnagportantes acerca dos
riscos a saude do ser humano e dos animais, mne®sltde uma exposicdo, mesmo que de
curta duracdo, a eles. O ensaio de toxicidadeefr@ittemia salinapor ser um procedimento
biolégico rapido, de baixo custo e simples, teno s@mplamente utilizado e tem sido
demonstrada uma boa correlagdo com a atividadeéuaotial, sendo ent&do indicado na

avaliacao preliminar de extratos vegetais e conysqstiros (SIQUEIRA et al2001).
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2.11.1.2 Atividaden vivo Frente ao Teste Hemolitico

Hemolise € o rompimento dos eritrécitos (globulesmelhos) com liberacdo de
hemoglobina no plasma (sangue circulante: hemdlisavascular; ou num tecido: hemdlise
extravascular). As células vermelhas nao apreseotganelas citoplasmaticas e contém em
seu interior uma solucdo de proteinas e eletrolgesdo que a hemoglobina (Hb) constitui
mais de 95% das proteinas intracelulares (LEE et1898). Quando as hemacias séo
submersas em soluc¢des hipotdnicas ou em 4dguaadestd Hb sai das células e se difunde
para 0 meio. Esse fendbmeno é denominado hemdligede também ser produzido por
diversas substancias, tais como saponinas (VILLEtAal,, 1978; ASCARI, 2007)As
andlisesin vitro e in vivo sdo importantes na deteccdo de bioatividades ttatex e de
substancias isoladas de materiais vegetais e o(@BDLANCO, 2006). A facilidade de
obtencdo ou a essencial funcdo bioldgica (transpmtetQ) dos eritrocitos sdo usados como
modelo biolégico. A propria medida hemolitica é dator determinante na atividade
biolégica, visto que, por meio desta, pode serfigada a funcionalidade dos eritrécitos
guando estes interagem com a droga testada, godalser um alcool (CHI e WU, 1991,
SEEMAN, et.al., 1970), surfactantes (GALEMBECK, &99antielminticos (MALHEIROS
et al, 2000) e anestésicos locais (SEEMAN, eflalr2).

A fragilidade osmoética eritrocitaria (FOE) pode sefinida como a resisténcia dos
eritrécitos a hemolise, avaliada pelo uso de se@s¢édmponadas de Cloreto de Sodio (NacCl)
em 4gua destilada em concentracdes crescente® de @b6. Varios fatores intrinsecos e
extrinsecos influenciam a fragilidade osmotica @oisrdcitos, ocorrendo diminuicdo ou
aumento desta em condi¢gOes diversas, a exemplesatomo a forma, o volume, o tamanho
do eritrocito, o tipo e a quantidade de hemoglobéiéam das diferencas na viscoelasticidade
das membranas e na composicdo quimica e estrdaisal (PERK et al., 1964 apud ALICIO,
2008).

Os eritrécitos apresentam membrana lipoproteicantecmlo aproximadamente
guantidades iguais de lipideos e proteinas. Odeliis sao fosfolipidios, em sua maior parte
colesterol ndo esterificado, e eles tém papel itapteg na manutencéo da flexibilidade e da
deformabilidade celular. Os componentes protei@osmmdmbrana sao divididos em proteinas
transmembranicas, que atravessam a bicamada dip@froteinas interiores, situadas na base
da bicamada lipidica (LACERDA, 2005 apud ALICIO,08). Alteracbes na estrutura da
membrana podem afetar o balanco de agua e o fleikond, provocando deficiéncias
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especificas ou alteracdes de certos componenteseddrana, resultando em uma série de
enfermidades a exemplo da anemia (MURRAY et aD52fpud ALICIO, 2008).

2.12 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Tem sido considerada a base de vérias aplicagii#sindo preservacao de alimentos
e producdo de farmacos alternativos (TSIGARIDA, aét 2000)., A investigacdo por
antimicrobianos com atividade assume relevanciacp&ar devido ao aumento da resisténcia
de determinadas bactérias aos antibiéticos maisieem aos agentes microbianos utilizados
na preservacao de alimentoADAM, 2002). Osresultados de estudos obtidos com as
diferentes metodologias utilizando micro-organisipodem abrir perspectivas no sentido de
desenvolver um antimicrobiano eficaz, podendo ssado no tratamento de doencas

infecciosas causadas por estes (ASTOLFI et al7)200

2.12.1 Método para Determinar a Avaliagdo da Atividde Antimicrobiana

2.12.1.1 Método por Difusdo em Cavidade

Um dos ensaios microbiolégicos muito utilizadoargp avaliagdo da atividade
antimicrobiana é o método de difusdo em meio s@mlocavidade-placa, o qual é realizado
em placas de Petri contendo o meio de cultura &paeller-Hinton, que, apdés serem
previamente inoculados com o0 micro-organismos feifms orificios de 7mm de diametro por
5mm de profundidade feitos no proprio meio de caltsdo adicionadas a solu¢do a ser
testada. A formacdo do halo de inibicdo € avalemiacomparagdo com uma droga padréo e
com a medi¢cao do diametro (CLEELANDSQUIRES, 1991).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS UTILIZADS.

Leitor de microplaca Elisa, modelo DTX800 multimatktector, (Beckman Coulter);
Evaporador rotatério FISATOM 802;

Spry draying, modelo Dwyer MSD 1.fabricante Labmaq do Brasil Ltda.
Incubadora TE-420, fabricante: Tecnal;

Banho Maria TE-054 mag, fabricante Tecnal

Deionizador de &gua: millipore Milli-RO 12 plusgma millipore corp, MA, EUA).
Balanca analitica marca Mettler-Toledo, modelo AB2tapacidade de 210g;
Balanga semianalitica, modelo BG 200, marca QUIMIS;

Lavadora ultrass6nica, modelo USC 1400, marca UNHQU

Pipetas autométicas, modelos GILSON de volume velr 20, P200 e P1000;
Micropipetas de volume variavel (2-20uL; 30-200200-1000uL), fabricante Gilson,
modelos Pipetman P20, P200 e P1000;

Pipetas monocanal e multicanal eppendorf (EppentoBrasil Ltda. — Sdo Paulo, Brasil).
MicrotubosEppendorf STANDART 3810 de 1,5 e 2,0mL;

Centrifuge 5804R, fabricante Eppendorf;

Centrifuga para microtubos, fabricante Eppendoofi@o Mini Spin;

Cronbmetro digital;

Vidrarias diversas;

3.2 REAGENTES E SOLVENTES UTILIZADOS EM FITOQUIMICAE ENSAIOS
BIOLOGICOS

Os reagentes e 0s solventes utilizados foram deagralitico, e a maioria deles foram
obtidos dos fabricantes: Sigma Chemical Company l(&utis, MO, EUA). E também do
Laboratdrio (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhe@®@rmany), entre outros.

Solventes utilizados nas extracdes das amostnasagos:
- Etanol (GHgO);
- Metanol (CHOH);
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- Diclorometano (CHCL);

- Hexano(CsH14);

- Eter etilico (GH100);

- A agua utilizada nos experimentos foi deionizadau destilada diariamente a fim de
garantir a qualidade das solucoes.

Materiais utilizados em diversos ensaios:
Testes de Atividade Antioxidante:

- ABTS' (4cido-6-sulfénico-2,2,-azinobis3-etilbenzotianal;Sigma-Aldrich (Miami-EUA);
- DPPH (C1gH12N506) - (1,1-difenil-2-picrilhidrazila); Sigma-Aldrich (Miami-EUA);
- Quercetina (&H1007 - 2HO) - Sigma;

- B-caroteno (&H300);

- Acido linoleico (GgH3:0y);

- BHT ( 2,6-Diterc-butil-4-metil-fenol) (GsH240) — Sigma-Aldrich;

- Acido ascérbico (€HsOs) — Merck;

- Persulfato de potassio (}&0,) — Baker;

- Carbonato de sddio (MN20s);

- Cloroformio;

- Tween 80.

Testes de Quantificacdo de fendis totais:

- Reagente de Folin Ciocateu;

- Carbonato de sodio (NaHG®

- Acido gélico GH2(OH) :COOH.

Teste déArtemia salina

- DMSO - Dimetilsulféxido (GHsOS) — Vetec;

Testes Hemoliticos:

- Cloreto de Sadio (NaCl);

- Cloreto de Calcio (Caglt

- Triton X-100 (G4He2011).
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3.3 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO:

3.3.1 Locais da Coleta

As amostras da planta foram coletadas no municipiBorba-AM, localizado na 5.2
Sub-regido do Rio Madeira, a 150 Km de Manaus aehmalireta, nas seguintes localidades:
Igarapé do Piaba (Figura 18a), comunidade Cinc@dem(Figura 18b), sitio Sdo Bento,
localizado no assentamento do INCRA (Figura 18tjaeapé do Querosene (Figura 18d).

Figura 18Locais da coleta do material botanico: (@) lgadp®iaba; (b) Comunidade Cinco
Irmé&os; (c) Sitio Sao Bentq; Ighrapé do Querosene.
FonteRosilane R. Graca

3.3.2 Preparo do Material

As partes botanicas obtidas foram sementes, foftass, galhos finos e grossos,
caule, foram realizadas coletas em diferentes datadolhas, galhos, sementes e tronco
foram coletados em janeiro (2008); todos 0s maseigaam armazenados em sacos plasticos,
previamente etiquetados. As flores foram coletaglasdias diferentes no més de junho
(2008), época da floracdo, armazenadas em caixasoper e transportadas de avido no
mesmo dia para o Laboratério da Coordenacdo deuBasde Biotecnologia e Recursos
Naturais da Universidade do Estado do AmazonasA.UE
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Os outros materiais foram transportados de baroo @anesmo destino. As folhas,
caule, galhos finos e grossos foram selecionades@s ao ar livre em temperatura ambiente
por um periodo de 2 a 3 dias e posteriormente raadarmazenados em sacos de papel. As
flores foram guardadas em caixa de isopofreerer(-18°) até sua utilizagao.

3.3.3 Identificacéo

A planta ja havia sido identificada, em 2003, pefa. Marlene Freitas da Silvan(
memorian), do Instituto Nacional de Pesquisas da AmazonidNRA. Foram feitas
identificacOes taxondmicas e de comparacao comriaatdem identificados, pertencentes
aos acervos dos herbarios do INPA e complementadas as descricbes originais
bibliograficas. As exsicatas (Figuras 19a e 19barfodepositadas no herbéario e na xiloteca
da antiga UTAM, atualmente EST — Escola SuperiorTdenologia da Universidade do
Estado do Amazonas — UEA, sob a numeracdo UTAM 4036

(b)

(@) !

Figura 19: Exsicatas das folhas e frutosldgpuchury-major. (a) ‘puxuri-embauba” (b) “puxuri-roxo”.
Fonte: Rosilane R. Graca

3.3.4 Obtencao das Amostras

3.3.4.1 Obtengé&o dos Extratos Vegetais das Folnd3@M e MeOH:

Para obtencdo de cada extrato, foram utilizadog 2045 folhas nativas secas e
trituradas em moinho de facas, que foram deixaolasrmaceragéo por trés dias, primeiro com
diclorometano na proporcao de 2% (p/v) e filtraatdizando-se papel de filtro Whatman n.°
6; o residuo foi reextraido com o mesmo volume algeste, utilizando-se o metanol e

seguindo-se os mesmos procedimentos descrito® ppraneiro extrato. Para a eliminacao
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dos solventes e para a obtencdo dos extratos prestss foram concentrados em rota
evaporador sob pressdo reduzida (45° - 509cntazenados rfoeezeraté sua utilizacdo
(-10°). O procedimento de obtencéo encontrabadie no fluxograma.

3.3.4.2 Obtenc&o do Oleo Essencial

Os 6leos essenciais das folhas e flores foramadbpdr hidrodestilagéo, utilizando-se
um extrator do tipo Clevenger acoplado a um ba&&widro de fundo redondo de 1000ml, ao
gual se adicionaram 500g de folhas secas trituradas10g de flores para o mesmo volume
de agua destilada, 500mL respectivamente, que farantidas a temperatura de 100°C, por
um periodo de trés horas e meia. O 6leo obtidesdod em NgO, anidro (sulfato de sédio
anidro) e armazenado em frascos de vidro “ambdr’refrigeracéo (-10°) para evitar perdas
de constituintes volateis e posteriormente submetidanalises.

O material resultante do arraste a vapor d’aguagmeado hidrolato, que é a agua
gue esteve em contato com o 0Oleo, foi também amaalmeem frascos de vidro “ambar” sob
refrigeracédo (-10°). Esses materiais se precipitagaeceberam a denominagao de “cristais”,

0s quais foram também submetidos as analises.

3.3.4.3 Obtencéo dos Extratos AqQuosos

O processo de obtencdo dos extratos aquosos d@ss,.fajalhos finos, caules e
sementes (triturados no moinho de facas) se dewagmmrsao, utilizando-se o “spray drier”
secador por aspersao (é um equipamento que adaliteentacdo somente em estado fluido
como: solucédo, suspensao ou pasta e converte enfouma particulada seca pela aspersao
do fluido em um agente de secagem aquecido (usotdnee ar)). A solucdo aquosa foi
preparada com 75g da amostra triturada e 01 lgragiia destilada, foram macerados por 15
minutos e entao filtrados em papel de filtro Whatme® 6 e depois secos por aspersao. Os
materiais obtidos foram pesados e armazenadéreereraté sua utilizagdo (-10°).

3.3.4.4 Obtencao dos Chas
Foram preparados por infusdo da mesma forma quiazseas comunidades do

municipio de Borba. As folhas, galhos finos e gsedsram triturados a méo e, a semente foi
ralada na lingua do pirarucu. Adicionou-se, em dfoara, cerca de 5g do material e agua
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quente até cobrir; abafou-se com pirex por 10 ail5@hprocedimento de obtencdo de cada

amostra e sua identificagdo encontram-se delhaatabela 7 e no fluxograma (Esquema 1).

Tabela 7
Partes estudadas da espécipuchury-major
N®. Parte Evaporacéo
amostra utilizada Material Solvente Extracao Tempo de solventes
1 Flor- ¢ oleo , .| Aparelho do
. H,O destilada| arraste a | 3h30min .
5 essencial vapor tipo
Folha-n. Clevenge
3 diclorometano
Folha —n maceracdoqd 24h Rota
extrato frio evaporador
4 Folna-n metanol 48h
5 Folha-n
6 Folha-c
7 Galhos
finos-n a?qﬁtcr)itoo-l H,O destilada| Maceracdodq 15 Spray dryer
uente minut
8 Caule-n a utos
9 Semente-n
Folha-n-1
10 (velhas)
11 Folha-c-2
(novas)
12 Folha-n- Fervida/ | 12 horas
1tr|é(a\;§:)r;as) cha HO mineral Infusio N&o foi
13 finos-n evaporado
14 Galhos
grossos-n
15 Semente-n Infuséo 12 horas
. hidrolato—arrast | armazenadd
16 FLOR-c Residuos|__a vapor - Flor em material
“cristais” | hidrolato -arrastq refrigerador| 30-40 LC
17 Folha-n a vapor - folha (10°) dias precipitado

Nota: n = nativa, ¢ = cultivada.
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Esquema 1:Fluxograma da obtenc¢do da amostrak.dauchury-major.
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3.3.5 Célculo do Rendimento das Amostras

O rendimento foi calculado na relagdo massa/masta medida da densidade,
observando-se o volume obtido no proprio sistemaxdeacdo. Para a medida da massa,
utilizou-se uma balanca analitica (MELTER, model&-240, com precisdo de 10
unidades).

3.4 PROCEDIMENTOS PARA REALIZACAO DOS ENSAIOS ANTMIDANTES

Todos 0s ensaios para avaliacdo da atividade #diobe foram executados no
Laboratério de Atividade Bioldgica da Faculdadediencias Farmacéuticas, da Universidade
Federal do Amazonas, sob a supervisao do ProfBgs&merson Lima.

O modelo dos ensaiom vitro para caracterizacdo das atividades antioxidantes,
presentes nas amostras da espEcipuchury-majoy foram adaptados a microplacas para
todas as metodologias (esquema 2):

1.° Dissolver um cromdgeno em meio
apropriado.

g a8
LY .

serem testadas).

2.° Adicionar o antioxidante (amostras}

por tempo de acordo com
metodologia utilizada.

4.° Medir perda fotométrica do
cromégeno, no leitor de Elisa,
em comprimento de onda
conhecido.

Arnao (2000)

3.2 Incubar em temperatura:
ambiente ou especifica,
na auséncia de luz,

Esquema 2:Procedimento dos ensaios para determinacdo dal@di Antioxidante.
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3.4.1 Preparo das solucdes das amostras a serentaeas (1mg/mL):

Para a realizacdo de todos os ensaios testadzswse a mesma concentragdo para
todas as amostras e padrbes 1mg/mL. Primeirampaesaram-se 10mg (0,010g) de cada
amostraextratos (DCM, MeOH e Aquosos), 0leos essenciaisstais (hidrolatos), e diluiu-
se em 1mL (1000uL) do diluente (etanol, DMSO ou aagieionizada); para melhor
solubilizacdo, homogeneizou-se em vortex, ultrassom banho-maria, obtendo-se
primeiramente a concentracdo inicial de 10mg/mL. shfucdes foram armazenadas em
microtubos encapados com papel aluminio duranéalZzacao dos experimentos. O preparo
das solucdes das amostras encontra-se detalhadbeta 8.



Tabela 8
Preparo das solugbes das amostrds geichury-major
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Partes botanicas estudadas (Qtd.)

Diluente (Qtd.)

omadgeneizacao

Etanol /

Oleo Essencial 1-Flor-c 10 mg DMSO imL vortex
Etanol /
2-Folha-n 10 mg DMSO imL vortex
_ Extrato 3-Folha-n 10 mg Etanol / imL Vortex / ultrassom
diclormetano DMSO
Extrato em Etanol / Vortex / ultrassom
metanol 4-Folha-n 10 mg DMSO imL
5-Folha-n 10 mg h0 1mL vortex
deionizada
6-Folha-c 10 mg h0 1mL vortex
deionizada
7-Galhos finos-n 10 mg H0 imL Vortex / ultrassom
deionizada
Extrato aquoso H0
8-Caule-n 10 mg deionizada / imL Vortt)ex éultras;om /
DMSO anho-maria
H,O
9-Semente-n 10 mg deionizada / imL Vortt)eaﬁég[tr;a:r?;m /
DMSO
10-Folha-n-1 3und./
(velha) 100mL H0 mL -
11-Folheé-c-2 3 und./
(hova) 100mL H0 ml i
1 colher
1t$i-tF(()\|/2?r;2)- 1 (sopa) / H,O imL -
] 100mL
13-Galhos finos | 3 und (5¢m) .
Cha (nat.) 100mL H0 tmL )
14-Galhos 3 und (5cm) ,
grossos-n 100mL H;0 ml i
1 colher
15-Semente-n (sopa) / H,O 1mL -
100mL
. 16-Flor-c H,O
TS;?;?;O hidrolatos 10mg deionizada Imb vortex
o 17-Folhen H.O
(mat. precipitado) hidrolatos 10 mg deionizada imL vortex

Nota: n = nativa, ¢ = cultivada.

3.4.2 Preparacgéao da Curva Dose-Resposta realizad@sn todas as metodologias)

Para todos os métodos foram realizados testesitgtizns e, com isso, foram feitas

diluicbes das amostras e dos padrées para a obtelacéurva Dose-Resposta. Partindo da

solucédo das amostras e dos padrdoes com coag@mtinicial de 10mg/mL, utilizaram-se
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200pL desta solugdo concentrada e diluiram-se efi0d8 de etanol, obtendo-se a
concentragdo de 1mg/mL, e a partir desta foraradejuatro diluicbes sucessivas ou mais, se
necessario, para obtencdo da curva dose-respdgt@nando-se com auxilio de uma pipeta
automdtica, onde foram pipetados primeiramente 1D0fe etanol em todos os tubos de
vidro e, em seguida, pipetaram-se 1000uL da soldidda anteriormente, obtendo-se,
assim, concentragdes: 1000pg/mL; 500pg/mL; 250ug@m25ug/mL. Os procedimentos
das diluicOes feitas nos tubos de vidro encontramesalhados no esquema 3.

Solucio

Amostras etanol
10mg amostra
1000l etanol

Diluicio 1;10

1000pg/m  S00pgmL  250pgml  125pg/ml 0.625pg/mL

‘ 05 Diluicdes sucessivas a_l:1 |

Esquema 3:Dilui¢des das Amostras e dos Padrdes

3.4.3 A Metodologia para Caracterizacdo em Microplea (em todas as metodologias

antioxidantes)

Apo6s as diluicdes feitas nos tubos de vidro, o ipndxprocedimento foi adicionar nas
cavidades da microplacapra o auxilio de pipeta multicanaprimeiramente: o eluente
(etanol/DMSO/HO deionizada), as solu¢gbes das amostras e da sohagfido, com suas
respectivas diluicbes sucessivas, obtendo-se, émczvidade, novas concentragdes de 100;
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50; 25; 12,5; 6,25ug/mLE, para o controle, utilizou-se o eluente utilizago diluicdo das
amostras. E, entdo, determinou-se a absorbangmimaira leitura feita no leitor de Elisa
(Beckman Coulter, modelo DTX 800), que foi utilipadomo o branco no teste. E, depois,
adicionou-se a solucdo do reativo e, em seguidabou-se por tempo e por temperatura
(ambiente ou especifica) conforme metodologiazatila; ap6s o tempo reacional, fez-se a
segunda leitura do decréscimo da absor¢cdo medido comprimento de onda. € nm)

conhecido para a metodologia utilizada. Todas a@disas foram realizadas em triplicata

(Esquema 4).
1.2 AMOSTRA 2.2 AMOSTRA 3.2 AMOSTRA 4.2 AMOSTRA

12
1.2 Diluicao | A Dil
22
2.2 Diluicdo B Dil.
: 32
3.2 Diluicéo C Dil
4.2
4.2 Diluicao D Dil
5.2 Diluicdo | E 5.2
Dil.

F

G

H

T

PADRAO: AJUSTE ABS.: ??_;“;ESOLIE'

(uL) solugaopadréo (uL) etanol F“az 12 leitura

Faz 1.2 leitura Faz 1.2 leitura (L) s.olu 50 Reagente
(uL) solugdo Reagente (uL) solugdo Reagente Irhlcuba ar?ﬁbiente 9
Incuba ambiente escuro Incuba ambiente escuro. esCLro min

Faz 2.2 leitura (nm). Faz 2.2 leitura (nm). ’

Faz 2.2 leitura (nm).

Esquema 4:Procedimento para uso da microplaca

3.4.4 Andlise dos dados:

Foram compilados os resultados obtidos das leitteakizadas nos dois tempos de
reacdo: inicial (s6 amostra) e final (amostra gesde). A variacdo de absorbancdaABS)

foi obtida pela seguinte equacéao:
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ABS = ABS controle (ABS amostra - ABS branco)
Onde:
ABS controle = Variagédo de absorbancia obtida darote.
ABS amostra = Variacao de absorbancia obtida da@eo
ABS branco = Variacao de absorbancia obtida dodoran
O célculo de inibicdo da atividade antioxidante dgpresso como equivalentes g do
padréo/g da amostra testada obtida no Excel daufar
%AA= 10BDbSmostra— AD$rancoX 100
ARSntrole

3.4.4.1 Andlises Estatisticas Utilizadas em Todo§estes:

- Todos os resultados foram representados comaanétisvio padrao;

- Os resultados obtidos foram analisados, utilibamgrograma Microcal™ Origin® Versao
6.0 da Microcal Software Inc., e apresentados nadografica por utilizagdo do Programa
Excel (Microsoft Word., St. Louis, MO, EUA);

- Os valores meédios para concentragdo inibitéria 5986 (Cko) e os valores de
miliequivaléncia (mEQq) foram obtidos mediante aitabao dos resultados no programa Excel
for Windows. A concentracgao inibitéria 50% foi a&ipor regresséo linear simples utilizando
0 programa Microcal™ Origin® Versdao 6.0 da Microc&boftware, Northmptom,
Massachussetts, EUA;

- Os resultados dos ensaios quimicos foram coielados por meio do teste de Pearson.

- A analise de significancia: Teste-T;

- A analise de variancia: Anova-one-way;

- A comparagéo entre as duas médias: Teste de Bunca

3.5 METODOLOGIAS EMPREGADAS PARA A DETERMINACAO DATIVIDADE
ANTIOXIDANTE:

3.5.1 Determinacao de Fendis Totais - Método: FoluCiocalteu.

A determinacdo do teor de fenois totais presendssamostras da espédiearia
puchury-major foi realizada pelo método de Folin—Ciocalteu com dificacfes
(SINGLETON e ROSSI, 1965; VELIOGLU et al., 1998)
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Preparo da Solugcdo do Reagente Folin Ciocateau:

Utilizou-se 1mL (1000uL) do reagente Folin, parad.9®@000uL) de dgua deionizada,
e armazenou-se em frasco ambar, mantido em temaper@mnbiente; a solugédo foi feita na

hora da realizag&o do teste.

Preparo da Solugdo do Padrio (Acido Galico) utilizdo para a Curva:

Pesaram-se 10mg (0,010g) de &cido galico e saabi#se em 1mL (1000uL) de
etanol. Apés solubilizagdo completa, a solu¢d@faiazenada em eppendorf. O acido galico
foi utilizado como padréo positivo de comparacéo.

Solugdo Tampéao de Carbonato de Sodio (NaHGP

Pesou-se 0,400mg (0,4g) de carbonato de sédioubilsdu-se em 100mL de agua
deionizada. Apoés solubilizacdo completa, a soldgéarmazenada em um recipiente de vidro

comum.

O preparo do branco:

Consistiu em 50uL de agua deionizada, 10uL da &olde &cido galico e 240uL da
solucdo de carbonato. A absorbancia foi medida 40mm ap6s 15 minutos de reacdo. A
curva dose-resposta obtida expressou a concentfmgiodo Acido géalico em g.miLe a
variacéo de absorbancia ABS).

Realizag&o do ensaio:

Cada cavidade da microplaca recebeu primeiramépie da solucdo de cada amostra
e/ou da solugdo padrao (quercetina), com suas atesye diluicdes. Em seguida foram
adicionados 50 do reativo - solugdo de Folinncubou-se no escuro em temperatura
ambiente por 8min; fez-se a leitura das asorbameia40nm. E, apos esse tempo de reacéo,
adicionaram-se 24QL da solucdo de carbonato de sddio; aguardaranmse 8 fez-se
novamente a leitura das asorbancias em 740nm. t(RIE £998).
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3.5.1.1 Andlise Qualitativa de Fendis Totais - Miéta-olin—Ciocalteu.

As amostras testadas foram analisadas por meioedacdo do reagente pelos
compostos fendlicos das amostras, com formacaormdeomplexo azul, cuja intensidade foi
aumentando linearmente a 740nm. Observou-se, apdg@o do reativo Folin Ciocateau, a
mudanca da coloracdo até o aparecimento da cor emlitativo da determinacdo de
possiveis compostos fendlicos, o que foi comparedm o padrdao (MENSOR, 2001;
VARGAS, 2008).

3.5.1.2 Andlise quantitativa de Fendis Totais -ddét Folin—Ciocalteu.

O teor de fendis totais foi expresso por interpidacla absorbancia das amostras
contra uma curva de calibracdo construida com aé&padcido galico e expresso em
miligrama (mg) de EAG (equivalentes de acido galmor grama (g) de amostrA equagéo da
curva de calibracdo do &acido galico foi (C=Y) C4@8x — 0,0132 (C=6,472x + 0,019), onde
C é a concentracdo do acido galico, x é a absaebant40 nm e o coeficiente de correlagdo
R = 0,9984. (SINGLETON e ROSSI, 1965; VELIOGLU dt, 4998). As leituras das
absorbancias foram analisadas conforme descrit@mo3.4.4.

O teor de polifendis totais também foi apresentmigpercentagem (%) de polifendis
presentes na amostra, obtido por meio da férmula:

% Polifendis_= AbgstaX 100
AbSpadrao

3.5.2 Teste de Varredura do Radical: (DPPHe ABTS)

3.5.2.1 Método: DPPHReagente - 2,2-Difenil-1- (2,4,6-Trinitrofenil)idtazila

A determinacdo da atividade antioxidante foi reml& por meio da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestradical estavel DPPH segundo

metodologia utilizada por Molyneux (2004), com nimdicoes.
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Solucdo do Reagente DPPH

A preparacéo da solugéo consistiu na dissolu¢gdanae(0,002g) do reagente DPPH

em 12mL de etanol, obtendo-se inicialmente umacgolde DPPHem etanol a 2mg/mL. Foi

feito 0 ajuste da absorbancia em 492nm, com ohtedgévalor da leitura mais proximo de
1,0.

Realizag&o do ensaio:

Para realizar as medidas, foram adicionadas pameinte, em cada cavidade da
microplaca 170uL de etanol e 30pL das solucdesadaxstras e/ou padrdo: quercetina, na

concentragdo de 1mg/mL (que foi utilizado para val com suas respectivas diluicOEs.
para o controle, foram utilizados 200uL de etand08uL do radical DPPHE entdo foi

determinada a absorbancia da primeira leitura.egpd, adicionaram-se 100 do reativo -
solucdo de DPPHom volume final de 3QQ e, em seguida, incubou-se por 15min em
temperatura ambiente no escuro e foi feita a segleiira, cujo decréscimo da absorcao foi

medido num comprimento de onda’de 492nm.

3.5.2.1.1 Analise Qualitativa na Determinacao der®@ura de Radicais (DPPW

Nas microplacas, acrescentaram-se as amostrassegenda, o reativo DPPH qual
reagiu por quinze minutos. E, entdo, foi observadaudanca da coloracdo purpura para
amarela, indicativo de possivel atividade de vamadie radical, a quercetina foi utilizada
como padrao positivo de comparagédo (MENSOR, 2001).

3.5.2.1.2 Analise Quantitativa na Determinacdo der&tlura de Radicais (DPPMH

Para cada concentragdo das amostras testadasgsfmndado o branco. Os dados
obtidos foram comparados com a atividade antioxelabtida frente ao padré&o (quercetina)
para as mesmas concentragdes. Os resultados fa@essos como equivalentes grama de

guercetina por grama de amostra.
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A concentracgdo inibitoria (&), quantidade de antioxidante necessaria para stesre
a concentracgéao inicial de DPPém 50%, foi determinada por meio da regressaarlides
valores obtidos, utilizando-se o programa MicrosOfifice Excel 2007. Os resultados
apresentados neste estudo correspondem a médisdepeticdes (n=3) + desvio padrdo da
média. Foram consideradas como atividade antiotedas amostras com valor superior ou
igual @ mEqg grama quercetina/grama da amog#tsaleituras das absorbancias foram
analisadas conforme descrito no item 3.4.4.

3.5.2.2 Método: ABT5(2,2'-Azinobis (3-Etilfenil-Tiazolina-6-Sulfonato)

O método foi baseado na reducdo do ABT2,2-azinobis (3-etilfenil-tiazolina-6-
sulfonato), com modificacdes, na qual o cation caldiABTS captura os hidrogénios
mudando sua coloragéao azul para incolor, cuja snf@de aumenta linearmente a 620nm (RE
et al. 1998).

Preparo da solucéo do Cation Radical ABTSoxidado:

Primeiramente, preparou-se da solucdo de ABJji consistiu na dissolugdo de um
comprimido (10mg de ABTS em 5mL de agua deionizada, resultando em umgaolde
concentragéo a 3,64mM.

Em seguida, preparou-se a solucéo de PersulféRotdssio (K), da qual se dissolveu
0,067g de persulfato’em 50mL de agua deionizada em um baldo volumétnistendo-se
uma solucéo de persulfatd & 5mmol/L. E, ent&o, procedeu-se a solugdo dmC&Radical
ABTS." oxidado, que foi produzido por meio quimico metBam reacdo da solucdo de
3,64mM ABTS (solugdo aquosa) com 5mM persulfato de potasaivardo estequiométrica
de 1:0,5.

Foram preparados 12mL de solugéo do cation ragarameio da oxidacdo de 6mL da
solugdo de ABTScom volume de 6mL da solucéo de persulfato &mdmol/L. A solucéo
de ABTS foi armazenada em frasco &mbar e incubada a tatopgrambiente na auséncia
de luz, por 24 horas para a reagdo do radical englid do ABTS Oxidado. Transcorrido
esse tempo, a solugdo foi diluida em etanol aténghb do ajuste da absorbancia da solugéo
com leitura em torno de 1,0. (RE et al., 1999).
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Realizag&o do ensaio:

Para realizar as medidas, foram adicionadas pameinte em cada cavidade da
microplaca 250uL das solugbes das amostras, pddrévcetina) e controle (etanol) com
suas respectivas diluicdes e, entéo, foi deterrai@adbsorbancia da primeira leitura, que foi
utilizada como branco no teste. E, depois, adicaamsse 100pL do reativo cation radical
ABTS" oxidado num volume final de 3pD e, em seguida, foram incubados por 15min em
temperatura ambiente no escuro e feita a seguitdaalecujo decréscimo da absor¢éo foi

medido num comprimento de onda’de 620nm.

3.5.2.2.1 Andlise Qualitativa na Determinacéo ders@ura de Radicais (ABT$

Apos o periodo reacional de quinze minutos da addg reativo ABTS sobre as
amostras, foi observada a mudanca da coloracaoparalincolor, indicativo de possivel
atividade de varredura de radical; a quercetina utdizada como padrdo positivo de

comparacao (RE et al. 1999).

3.5.2.2.1 Andlise Quantitativa na Determinacdo derdtiura de Radicais (ABTH

As analises foram as mesmas adotadas no métodBHPRlescritos no item

3.5.21.2

3.5.3 Teste de Inibicdo de Reacdes de Oxidagao

3.5.3.1 Método: Sistema 3-caroteno/acido linoleiid?O)

O ensaio para determinar a atividade antioxidantevitro foi determinado pelo
método da inibicdo da reacdo de cooxidacdo do diesar, provocada pela adicdo do acido
linoleico. Esse método foi desenvolvido por Mart®68) e modificado por Miller (1971), o
gual estd fundamentado em medidas espectrofotaetdie descoloracdo (oxidagédo) do [3-
caroteno induzidas pelos produtos de degradacdtatosa do acido linoleico (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).
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Preparo da mistura reativa utilizada no teste R-Cawteno/acido linoleico:

Primeiramente foi feito o preparo para a oxigenatgidgua a ser utilizada no ensaio.
Utilizaram-se 25mL KO deionizada, que foi adicionada em um erlemayefiztamL em
agitador com velocidade média em 60rpm para premaaeracdo. Em seguida, preparou-se
a Solucdo 3-caroteno, em que foi utilizado 0.002grBteno e adicionou-se 1mL (1000uL)
Cloroférmio - (0,2mg/mL em CHGJ); agitou-se bem e posteriormente armazenou-se em
vidro ambar, utilizando-se apenas 150uL dessac&olpara o preparo da emulsdo que
consistiu em adicionar em um erlermayer de 125 1BDuL da solugéao de 3-caroteno, 50uL
acido linoleico (agente oxidante), 200uL Tween (@@ente emulsificante) e 500uL
Cloroférmio. Essa mistura foi incubada a 50°C, 3@min.

E, para a completa evaporacdo do cloroférmio,zotiise o baldo de oxigénio,
durante 05 a 10min. Quando a mistura se apres&@#ota do cloroférmio, acrescentaram-se
25mL de HO deionizada previamente saturada com oxigénialebnhayer foi encapado com
papel aluminio e agitou-se novamente vigorosameote30 minutos. E, quando a mistura
apresentou-se limpida, foi feita a leitura pargusta da absorbéancia adicionando-se em uma
cavidade da microplaca 240uL da emulsédo; a lefmirdeita no comprimento de onda de

492nm, a qual foi ajustada para 0.5 a 0.6.

Preparo da Solugdo Padrao - BHT (hidroxitolueno ddutila) - (para a Curva do sistema

[3-caroteno/acido linoleico - LPO)

Pesou-se 0,001g de BHT (padrao positivo) e, emidaggsgolubilizou-se com 1mL
(1000pL) de etanol, obtendo-se inicialmente umacsal padrao de 1mg/mL em etanol.

Realizacdo do ensaio

Para realizar as medidas das absorbancias, foremradios primeiramente em cada
cavidade da microplaca 10uL do inibidor: amostealro e controle (que consistiu de 250uL
da emulsdo e 10pL de etanodm suas respectivas diluicées. E, posteriormeadieijonaram-
se 240uL da emulsdo, num volume final de256, entéo, foi determinada a absorbancia da
primeira leitura no comprimento de onda e 492nm. Em seguida, a microplaca foi
incubada a 50°C sob agitagcdo numa velocidade ndédi® rpm. para acelerar as reacdes de
oxidacéo e iniciar o descoramento do [3-caroteneagédo foi acompanhada por meio das
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leituras das absorbancias com leituras imediatasia intervalo de 15min, durante 120min., e

sempre incubando a 50°C.

3.5.3.1.1 Andlise Qualitativa na Determinacdo davidade Antioxidante - Sistema R3-

Caroteno/Acido Linoleico - LPO.

ApGs a adicdo da solugdo reativa nas microplacasendo o [3-caroteno/acido
linoleico sobre as amostras, esperou-se a rea¢cappze minutos. Avaliou-se a atividade de
inibicdo dos radicais livres gerados durante a>jéagdo do &cido linoleico, por meio da
descoloracao (oxidacéo) do 3-caroteno induzidaspglodutos de degradagcao oxidativa do
acido linoleico. A ndo descoloracdo do 3-carotedla permanéncia da cor amarela indica
possivel atividade antioxidante; o BHT foi utilizadomo padrdo positivo de comparacao
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; MARCO, 1968; MILLER1971).

3.5.3.1.2 Andlise Quantitativa da Atividade Antitaite - Sistema R-Caroteno/Acido

Linoleico.

A capacidade antioxidante foi expressa em percedianibicdo da oxidagéo por
meio da queda da absorbancia das amostras, goerfelacionada com a queda do controle
BHT, obtendo-se a porcentagem da inibicdo da o&wlé% 1), a qual deve ser menor que 0,2
para ser considerado que houve 100% de oxidacas, H{Dmin de reacdo. As leituras das
absorbancias foram analisadas conforme descriti@imo3.4.4.

Eventualmente, se a absorbancia do controle ndonémor que 2, nao terd havido
100% de oxidacao. A eficiéncia do antioxidantetdmnbém expressa por meio dos valores de
F1 e F2, de acordo com Yanishilieva e Marinova $)9@alculados a partir da curva de
oxidacéo (absorbancia a 492nm). A eficiéncia emgudar a reagcdo em cadeia, por meio da
interacdo com os radicais peréxidos, foi mensuredprimeira parte da curva (entre 15 e 45
min apods o inicio da reacdo). A relacdo entre agetates das curvas da solugédo padréo e do
controle expressa a eficiéncia do antioxidante (Efjpacao )

F1 =_tg solugédo padréo

tg controle
A possibilidade de o antioxidante participar deras reagcdes durante o processo
oxidativo foi medida durante a segunda parte deac{gntre 75 e 90min, apds o0 inicio da
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reacdo), por meio da relacdo entre as tangentesudeess cinéticas da solu¢do padréo e do
controle (F2) Equacao
F2 = tg solucdo padréo

tg controle

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA:

3.6.1 Ensaio Frente a Atemia salina

A avaliacdo da citotoxicidade da espédcigpuchury-majorfoi realizada empregando-
se o0 ensaio de letalidade comrdemia salinacom modificagdes (DOLABELA, 1997).

Preparo das solugoes:

Utilizaram-se 2mg de amostras para 2000uL do diyera concentragdo de 1mg/mL.
empregaram-se apenas 20uL desta solugcéo. Nesténeeqi®, foram diluidos em DMSO: os
Oleos essenciais: das folhas e flores; DCM e sersemixtrato MeOH das folhas, extrato
aquoso do caule. Foram diluidos egDHleionizada: os extratos aquosos das folhas &sativ
e cultivadas), galhos finos, galhos grossos e gaesiehidrolatos: das flores e folhas como
também os chéas das folhas (nativas), galhos fgalkps grossos e sementes.

A solucao de controle consistiu em 200uL do dilegBtMSO ou HO deionizada).

Preparo da Solugdo SalingSintética):

Pesaram-se 17,5g de sal marinho ndo iodado 3% @ifvseguida, solubilizaram-se
em 500mL de &gua deionizada, obtendo-se uma sosaté@a de 17,5g/mL. Primeiramente,
fez-se a total diluicdo do sal e, depois, filtr@ue®sm algodao para garantir a qualidade da

solucdo. E armazenou-se em refrigerador (podendaiBzada até 15 dias).

Procedimento para ecloséo dos cistos detemia salina:

Utilizou-se uma placa de petri, onde foram adicitnsaa solugéo salina, até atingir a
metade da placa, e em seguida adicionados aproam@ade 5mg de ovos encistados
(temperatura ambiente), que foram incubados. Aiailfoi mantida a temperatura ambiente
variante entre 28 - 29°C, sob luz artificial commffada fluorescente constante até o periodo
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de eclosédo das larvas (nauplio), o qual se complaf®s 48 horas. (MONGELLI, 1996;
GONCALVES, 2008).

Realizag&o do ensaio:

Neste teste, utilizaram-se placas de poliestiremm 24 cavidades (4x6). Para a
realizacdo dos bioensaios, primeiramente, adicksaoli.800uL de solugdo salina em cada
cavidade da placa e 180uL de solugédo salina (Majaceen larvas deA. salinarecém-
eclodidas contendo neste volume o total de 10 artemias \paas cada cavidade da placa. E,
em seguida, foram adicionadas 20puL das solucOes atlasstras a serem testadas,
completando um volume final de 2000puL, ficandorasstras com concentragao de 10pug/mL
para cada cavidade. Um grupo de controle tambénprigparado nas mesmas condi¢cdes
(contendo: solugéo salina + solugdo com 10 artemid3MSO/HO deionizada) sem a
presenca de substancias. Todos os testes forams fefh triplicata, e os ensaios foram
mantidos a temperatura ambiente (28 - 29°C), splaitificial constante por um periodo de
24 horas (esquema 5).
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Esquema 5:Procedimento dos ensaios para determinagéo dalddiv Citotdxica frente A. Salina

Decorrido o tempo dos ensaios, foram realizadasrés da contagem do namero de

larvas sobreviventes nos testes das amostrasrepmo de controle. E, entdo, determinou-se:

- A taxa de mortalidade: dividindo-se o nUmeeoadtemias mortas pelo namero total de
individuos e multiplicando o resultado por 100;
- Para cada amostra ativa: foram repetidos osstestetriplicatas, reduzindo a concentragcéo
para 1,0/0,5/0,25mg/mL do extrato;
- A concentracao Letal (Gb), ou seja, a concentracdo que dizima metade dgpopaacao:
foi feita aumentando a concentrag&o do extrato.
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3.6.2 Teste Hemolitico

O método utilizado para avaliar a atividade henealidas amostras da puchury-
major foi feito conforme descrito por Diniz (2006) e W(098) com algumas adaptacdes
para realizacdo em microplaca de 96 poc¢os. Todgsaxedimentos laboratoriais descritos
neste trabalho (preparagédo dos extratos aquosteta cde sangue, teste de fragilidade
osmoética de eritrécitos submetidos a hipotoniciéjaforam executados no Laboratério de
Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Faéutcas, da Universidade Federal do
Amazonas, sob a supervisédo do Professor Dr. Emé&istn

Preparo das solugoes:

Primeiramente foi preparada a solugéao salina, @tacido 8,5g de NaCl (Cloreto de
Saédio) e 1,1g de Cag{Cloreto de Calcio) g.s.p. em 1000mL de agua dedaola, obtendo-se
a concentracdo 0,9% de NaCl com 10mM de ¢aB& seguida, foi preparada a solucdo
eritrocita (S.E) a 2%, a partir do sangramento dmundongos Mlus musculus Swiss
anestesiados com éter etilico, quando foi intrathuazima seringa de 3mm com agulha
25x7mm, pelo processo intracardiaco, coletandosangue que ficou mantido sob agitacao
constante em um béquer contendo a solucéo satimarendimento de 10mL de S.E. 2% para
cada animal sangrado. O sangue foi lavado tréswaresolucdo salina e depois transferido
para um tubo Falcon e centrifugado a 1500rpm pombitos; retirou-se o sobrenadante, que
foi descartado. E os eritrécitos (pellet) foranvarmente ressuspensos em solucdo salina a
2% (v/v). A solucdo hemolitica foi preparada mélido o detergente Triton X-100 (0,5%).

A solucdo das amostras utilizadas neste ensaimfara 6leos essenciais: das folhas e
flores; extratos das folhas em DCM e MeOH; e osatx$ aquosos das folhas (somente
nativas), galhos finos, galhos grossos, caule es&s. Todas as amostras foram preparadas
nas concentragcdes 2mg/mL em DMSO.

Realizacdo do ensaio da hemdlise
Neste ensaio, utilizaram-se microplacas de palesti com 96 cavidades. Foi

utilizada uma microplaca para duas amostras, néirantlo as cavidades do centro para
obtencdo de uma melhor centrifugacao.



88

- Para a solugcéo das amostras testadas, foramratias primeiramente 180uL da solucdo
salina para 20uL da solugéo das amostras e, padiessa concentracdo, utilizaram-se 200uL
desta solucdo e, entdo, fizeram-se diluicoes seviath 100pL de solugdo salina para se
obterem concentragées de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25(ig

- Para o controle positivo, utilizaram-se: BQge sol. salina para 40uL de Triton X-100
(0,5%).

- Para o controle negativo, utilizaram-se: 190 sol. salina para 10uL de DMSO. E, para
0 branco, apenas 100uL de sol. salina.

- Foram adicionados em todos os poc¢os 100uloldgdo eritrdcita, que foi icubada por 1
hora sob agitacdo constante em temperatura ambmnteosteriormente, a placa foi
centrifugada a 1500rpm por 10min (Centrifuge 5804R) sobrenadante foi transferido para
outra microplaca, entéo, foram determinadas asdasdiemoliticas no comprimento de onda
de . = 450nm para acompanhamento da hb liberada, oudsejesultado da ruptura parcial
ou total da membrana eritrocitaria. Todas as kestdoram realizadas em triplicata. O grau de
hemdlise foi avaliado, qualitativamente, pela tw@le avermelhada (hemdlise) no
sobrenadante obtido apos a centrifugagdo. O proestid do ensaio para a determinacdo da
atividade hemolitica encontra-se no esquema 6ra,ys® da microplaca, no esquema 7.
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Adiciona sol. Eritrécita em todos os po¢os — Incudgitacdo constante em temperatura
ambiente — Centrifuga

Retira-se e transfere-se 0 sobrenadante pararidraplaca e faz-se leitura Elisa (Beckman
Coulter, modelo DTX 800), medida num compriment@dda dé. = 450nm.

Esquema 6:Procedimento dos Ensaios para Determinacao daladie Hemolitica.
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Diluicdo seriada (fator ¥ )

B : ¢ci ¢ <
A1) 2]( 3
B
C
D
E
F
G
H

1.°90u Sol. SALINJ 60p Sol. SALINA
2.°10 u Sol. bMSO 40 Sol. DMSC
. g . Obs.: As cavidades

1.° 90 Sol. SALINA localizadas no centroda 4 o 90u Sol. SALINA

R placa n&o foram °
2.°10 p Sol. DMSO Utilizadas 2.°10 p Sol. DMSO

Esquema 7:Procedimento para Avaliagdo do Potencial Hemolg&iwoMicroplaca.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A metodologia utilizada nos testes microbioldgicealizados neste trabalho foi feita
pelo método da difusdo em cavidade com adapatCiesHL AND e SQUIRES, 1991).

Testes, amostras e micro-organismos utilizados:

Teste qualitativo - as amostras testadas forandlemss essenciais da flor (amostra 1) e da
folha (amostra 2), os extratos da folha em DCM @nao3) e MeOH (amostra 4), os extratos
aquosos das folhas nativas (amostra 5), das faléisadas (amostra 6), dos galhos finos
(amostra 7), caule (amostra 8) e das sementes ff@®)< hidrolatos da flor (amostra 16) e

folha (amostra 17) contra 0s micro-organismBactéria Gram-positivasStaphylococcus
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aureus, Bacillus cereuBactérias Gram-negativaBscherichia coli E a LeveduraCandida
albicans

Testes quantitativos - as amostras testadas fosafteos essenciais da flor (amostra 1) e da
folha (amostra 2) contra 0s micro-organismos: B#@géGram-positivasStaphylococcus
aureus (CCT 1352), Streptococus oralislCBAM 290) e Mycobacterium smegimates
(PDUFPE 71). Os ensaios foram realizados no Lafwoa{Colecdo de Cultura DPUA /
Departamento de Parasitologia / Instituto de C@&nde Bioldgicas da Universidade Federal
do Amazonas — UFAM).

Preparo das solugbes das amostras testadas

Pesaram-se 3mg da amostra diluidas em DMSO (mgémbgpois, filtraram-se em
membrana millipore (0,22); acrescentou-sgOHdestilada e autoclavada, obtendo-se a
concentragéo 2mg/mL.

Preparo do in6culo inicial

O in6culo inicial foi preparado na forma de umapsusao dos micro-organismos em
5mL de solucéo salina estéril (0,9%) padronizada pespensado de sulfato de bério, tubo 0,5

da escala de Mac Farland e ajustada para 90%T rf§3Crorrespondendo a E?L(I)JFC
(células/Ml). Apés homogeneizagdo das suspensdasato-organismos, aliquotas de 100uL
do in6culo foram espalhadas uniformemente com dédrigask estéril por toda a placa
contendo o meio agar Mueller-Hinton. As placas rfoiacubadas a 37 °C por 10 minutos
para secagem.

3.7.1 Método por difusdo em cavidade

Os ensaios microbioldgicos foram realizados poondai técnica de difusdo em meio
sélido por cavidade-placa. Apés a semeadura dallndt@s placas de Petri contendo o meio
agar Mueller-Hinton, foram feitas cavidades, medindmm de didmetro por 5mm de
profundidade, onde foram depositados 40uL da solde& amostras. Foram feitos controles
positivos para cada micro-organismos com os anigbi® cloranfenicol e ampicilina (para as
bactérias) e nistatina (para a levedura) na coragd de 2/409/mL. E, para o controle
negativo, foi utilizado o DMSO. Os ensaios foraguipados a 37 °C durante 24 e 48 horas.
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O procedimento para determinagdo da atividade amtbiana qualitativa foi feito

pelo halo de inibicdo das amostras comparadas cdonpadrdo. E, para a quantitativa, foram

medidos os diametros dos halos de inibicdo, expsem® mm; os testes foram realizados em
triplicata (Esquema 8) (CLEELANB SQUIRES, 1991).

Deposito das solugbes das amostras diluidas nadadas. E, entdo, incubados durante 24 e 48 hanas p
medicao do didmetro dos halos de inibicéo, feitogréplicata.

Esquema 8:Procedimento para determinacéo da atividade amtibiana pelo método de difusdo em cavidade.
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4 RESULTADOS

A tabela 9 mostra os rendimentos dos materiai (éfsencial, extratos em DCM,
MeOH, aquosos e hidrolatos) obtidos das diversaggdo vegetal. O maior rendimento foi
do extrato DCM da folha seguido do extrato em mattambém da folha. Houve diferenca
entre o rendimento do extrato aquoso da folha detipl natural e plantio artificial. Os
menores rendimentos foram para os extratos aquosesnientes de tecido xilematico (caule

e galho).
Tabela 9
Rendimento das partes botanicas utilizadas nososnsa
Material Amostras % Rendimento
1 2,8
Oleo essencial 2 1,8
Ext. DCM 3 7,42
Ext. MeOH 4 8,7459
5 1,5197g
6 7,3476
Extrato 7 0,3711
Aquoso 8 0,7568
9 1,0806
. 16 Nao calculado
Hidrolatos 17 Nao calculado

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhampstra 3= ext.DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.aqg.folha-n, amostra 6xtdef|.folha-c, amostra 7= Ext.ag.galho fino-n, a8 =
Ext.ag.caule-n, amostra 9 = Ext.aq.semente-n, tand$ = cristais hidrolato-fl-c, amostra 17= st
hidrolato-fo-n.

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA ESPECIE L. puchury-major

4.1.1 Determinacao do Teor de Fendis Totais

4.1.1.1 Teste Qualitativo de Fendis Totais por naeid/1étodo: Folin Ciacoteau

O teste qualitativo de fendis totais foi determimaelo teste colorimétrico, mediante a
formacdo do complexo azul, o qual foi detectadoamagstras dos 0leos essenciais das flores
e folhas, além dos extratos em DCM e MeOH (amastta®, 3 e 4) destacando-se a
ocorréncia da cor azul com mais intensidade pabke® essencial das folhas (amostra 2) e
para o extrato em DCM das folhas (amostra 3), duacomparado com o padrdo utilizado
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(acido galico) Por outro lado, em todas as amostras dos extrgtmsas (amostras: 5, 6, 7, 8,
e 9 respectivamente), a formagédo do complexo adidau baixa a presenca de fendis totais.

No teste realizado com os chas das folhas natitasatias manualmente e no moinho
de facas, galhos finos, galhos grossos e semeagggctivamente, nas amostras 10, 12, 13,
14 e 15, observou-se a formacdo do complexo azid meenso nas amostras das folhas
nativas trituradas (amostra 12) e das sementess{ean@4). Interessantemente, nao foi
observada a formag¢do do complexo azul nas amadtsashas obtidos a partir das folhas
trituradas manualmente. Nas amostras dos hidrotlgedolhas e das flores (amostras 16 e
17), ndo houve formacéo do complexo azul indicandaséncia de fendis totais.

4.1.1.2 Teste Quantitativo de Fendis Totais poordei Método: Folin Ciacoteau

A andlise quantitativa para determinacdo do tededéis totais foi determinada com
a interpolacdo da absorbancia das amostras comtuava de calibracdo construida com o
padréo acido galico e expresso como mg de EAG la@uite acido galico) por g da amostra.
A equacdo da curva de calibragdo do acido galicaCf®,0143x — 0,0132, onde C é a
concentragdo do acido galico, x é a absorbanci¥Oand e o coeficiente de correlagdo R =

0,9984, por meio através do gréafico 1 de regrelaséar.

0,8

0,7 1
0,6 1
0,51 Y =0,0143x - 0,0132

0.4 ACIDO GALICO
0,3 1 R% = 0,9984
021
011
O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Grafico Lurva de calibracéo do acido gélico para o caldalteor de
compostos fentigais em relagcdo a concentracag/fnL) das amostras.
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Os resultados obtidos na determinacdo dos feniis tpelo método Folin Ciocalteau,
expressos commg EAG / gda amostra bruta, sdo apresentados na tabetué&Qnostra os
teores fendis das amostras provenientes de diésrguartes botanicas dacaria puchury-
mayor.O 6leo essencial obtido das folhas (amostra 2p fgue apresentou contetdo maior
(19,07 = 1,24g EAG / g de amostjade compostos redutores na concentracado ded/oaL,
seguido do extrato em DCM (9,13+0,0F EAG / g de amostjana mesma concentragédo. Os
resultados dos teores de compostos fendlicos dasteas obtidas dos extratos aquosos foram
menos eficientes para remocdo dos compostos fesohas diferentes partes da planta
utilizada. A extracdo aquosa de amostra do cal4s (2 0,06ng EAG / g de amostydoi a
gue apresentou 0 maior percentual de compostofidesidvalor bem abaixo daquele obtido
do 6leo essencial da folha.

No entanto os extratos com menores concentracdésndes foram aqueles obtidos
dos extratos aquosos, do Oleo essencial da floogimenl) e do extrato em metanol (amostra
4). Ressalta-se que as amostras dos chéds e dotatidrndo foram submetidas ao teste

guantitativo.
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Tabela 10
Determinacao do teor de fendlicos totais das are®skel. puchury-major

Quantificacdo de Fendis Totais - Método Folin Giaau

AMOSTRAS Qualitativo Quantitativo
Concentragao 50pg/mL (mg EAG / g de amostra) + DP
Material N° amostras
1
Oleo + 3,01+0,01
Essencial 2 17,63+0,51
+
Ext. DCM 3 9,13+0,07
+
Ext. MeOH 4 5,74+0,56
+
5 1,43+0,01
+
6 1,47+0,04
Extrato +
Agquoso 7 1,52+0,06
+
8 1,87+0,08
+
9 1,52+0,01
+
10 NR
+
11 NR
NR
Cha 12 NR
+
13 NR
+
14 NR
+
15 NR
+
16 NR
Hidrolato -
17 NR

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhaimpstra 3= ext. DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.aqg.folha-n, amostra 6xtdf|.folha-c, amostra 7= Ext.ag.galho fino-n, a8 =
Ext.aqg.caule-n, amostra 9 = Ext.ag.semente-n am@étr cha-fo-n(1), Amostra 11= cha-fo-c(2), amodta
cha-fotrit-n(1), amostra 13= chéa-galhos fino, amaost4 = cha-galhos grossos, amostra 15 = cha-sement
amostra 16 = cristais hidrolato-fl-c, amostra 1T7istais hidrolato-fo-n., ( + ) = Atividade positivd - ) =
Atividade negativa; (NR) = Nao realizado; EAG = imqlente de acido gélico, DP = desvio padrao.
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4.1.2 Teste de Varredura de Radicais (DPPH: ABTS')

4.1.2.1 Teste de Varredura de Radicais por meié&todo: DPPH

4.1.2.1.1 Teste Qualitativo de Varredura de Radiedravés do Método: DPPH

O ensaio qualitativo da atividade antioxidante patlicdo do reagente DPPH
possibilitou a visualizagéo colorimétrica das amassbbtidas das diferentes partes da espécie
L. puchury-majorcomo extratos em DCM, MeOH, aquosos, 6leos esssncthas e

hidrolatos que possuem atividade frente ao radi¢&PH quando comparados ao padrao

guercertina. Nesse teste, observou-se a mudancal@@cao, indicativo de haver atividade
de varredura de radicais livres, nitidamente nastracobtida do Oleo essencial das folhas
(amostras 2). Nas demais, constatou-se baixo imnbcde mudanca de coloragdo quando
comparado com o padréo (Figura 20).

Amostra 4 Amostra 2

Figura 20Feste qualitativo — Método DPPHEXxt..DCM, MeOH, e O.E.— Amostras:1,2,3 e 5.
Nota: amostra 1 = OdF-&t, amostra 2 = O.E.folha-n, amostra 3= ext. D@Md-n,
amostra 4=ext.MeOH-fol.

Na figura 21, sdo apresentados os resultados te delrimétrico para os extratos
aquosos das folhas nativas (amostra 5) e cultivéaasstra 6), galhos finos (amostra 7),
caule (amostra 8) e sementes (amostra 9) em cogdoar@m o0 padrdo quercetina. A
mudanca de cor dos extratos, de violeta para oedongror do padrdo), ocorreu com maior

intensidade nas amostras do caule (amostra 8) ®enantes (amostra 9), estas com maiores
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evidéncias colorimétricas. As demais amostras tamégresentaram mudanca de cor, mas
com menor intensidade, indicando possuirem umaavatocapacidade de varredura de
radicais.

Amostra 9 . Amostra 8 Amostra 5 Amostra 7

g7 g1 $ Xt
Yy ot gt ag

Figura 21: Teste qualitativo — método DPPHEXxtratos aquosos das amostras: 5,6, 7, 8, 9.
Nota: amostra 5 = Ext.aq.folha-n, amostra 6 = Bxotha-c, amostra 7= Ext.aq.galho fino-n, amo8tra
Ext.aqg.caule-n, amostra 9 = Ext.agq.semente-n, apagliquercetina.

O ensaio realizado com os chas foi somente quadtatima vez que as amostras
foram obtidas a partir do conhecimento empirico @asunidades do municipio de Borba-
AM. Nesse sentido, ndo foi possivel calcular aceatracédo pelo fato de representar com a
maior veracidade possivel o comunitario usuarioortdnto foi realizado apenas o teste
colorimétrico para se determinar a capacidade geestro de radicais livres na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio presenteamastras dos chas.

Notou-se a mudanca de coloracdo nas amostras desom excecdo daquele obtido
das folhas nativas (amostra 10), que foram trimsadanualmente, quando comparadas com

0 padrdo (quercetina) (Figura 22).
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Padrao

Figura 2Zeste qualitativo — Método: DPPHChé4s das amostras: 10,13,14,15.

Nota: amostra Hra-fo-n(1), amostra 13= cha-galhos fino, amostra tha-galhos
grossos, amosBa tha-semente.

O ensaio realizado com o cha feito das folhasr&das no moinho (amostra 12)
apresentou mudanca notavel de coloragéo; intetessante foram coletadas na mesma
época das amostras das folhas trituradas manu&ntmisiderando-se a ndo obtencdo da
reacdo positiva dos testes realizados com a araddirpelo fato de a coleta ser realizada h&a
algum tempo, foi repetido o teste com folhas macentes. Nesse caso, contrariamente ao
obtido com a amostra anterior, ocorreu a mudangaolbgacdo (amostra 11), indicando que
essa nova amostra possui atividade de varredursadieais. E, quanto aos hidrolatos
provenientes do 6leo essencial da flor (amostrael®) Oleo essencial das folhas (amostra
17), observou-se que ndao houve nenhuma mudangdatagdo permanecendo da mesma cor

violeta, indicando, com isso, a auséncia de corogasim atividade antioxidante (Figura 23).
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Amostra 7

Padréo VAR B ) - g

e’

Figura23Feste qualitativo — Método: DPPHChas das amostras: 11,12,16,17.
NotaAmostra 11= chéa-fo-c(2), amostra 12= chéa-fotritjnémostra 16 = cristais
hidrolato-fl-c e ameasft7= cristais hidrolato-fo-n.

A tabela 11 mostra os valores da inibicdo dos chashservou que o cha feito das
folhas trituradas no moinho (amostra 12) apresentaior percentual de inibicdo apesar de
terem sido coletadas ja h4 algum tempo, seguidcad®stras dos chas feitos com folhas

coletadas mais recentemente (amostra 11).

Tabela 11
Atividade antioxidante dh. puchury-majompelo método de DPPldxpressos em (mEq) da
quercetina por g das amostras dos chas

DPPH cha
N° Amostra: % Inibigbespg/mL + DP
Padraoquercetin 85,59+1,6.
10 33,2343, 7.
11 42,2748,0.
12 61,1715,2
13 24,13+5,4i
14 41,6845,2
15 39,47+5,6.

Nota: amostra 10= cha-fo-n(1), Amostra 11= cha-fo-céostra 12= cha-fotrit-n(1), amostra 13= cha-galhos
fino, amostra 14 = cha-galhos grossos, amostracti=semente.

A tabela 12 mostra o resultado de todas as amasiaizgadas no método qualitativo

de varredura de radicais - DPPH
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Tabela 12
Avaliacdo da Atividade Antioxidante da espéciguchury-majompor meio do Teste

Qualitativo de Varredura de Radicais - DPPH

Teste Qualitativo de Varredura de Radicais por rdeid/iétodo: DPPH

AMOSTRAS Qualitativo
Concentragao 50pug/mL
Material N° amostras
1
Oleo +
Essencial 2
+
Ext. DCM 3
+
Ext. MeOH 4
+
5
+
6
Extrato +
Aquoso 7
+
8
+
9
+
10
+
11
+
Cha 12
+
13
+
14
+
15
+
16
Hidrolato .
17

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhaimpstra 3= ext. DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.aqg.folha-n, amostra 6xtdf|.folha-c, amostra 7= Ext.ag.galho fino-n, a8 =
Ext.ag.caule-n, amostra 9 = Ext.ag.semente-n, am&8t cha-fo-n(1), Amostra 11= ch4-fo-c(2), amed?=
cha-fotrit-n(1), amostra 13= chéa-galhos fino, amaost4 = cha-galhos grossos, amostra 15 = cha-sement
amostra 16 = cristais hidrolato-fl-c, amostra 1Tstais hidrolato-fo-n. ( + ) = Atividade positivd - ) =
Atividade negativa.
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4.1.2.1.2 Teste Quantitativo de Varredura de Radipar meio do Método: DPPH

A atividade antioxidante foi calculada pela redud@d®b0% da concentragao inicial de
DPPH, por meio da Gh em uma regressao linear das absorbancias, de fpumaquanto
menor o valor de G4, maior a atividade antioxidante. Os resultadoarfocomparados com o
padrdo quercetina (grafico 1). O 6leo essenciatioldas flores (amostra 1) ndo apresentou
capacidade redutora (grafico 2). Observou-se gueeo essencial da folha (amostra 2)
(grafico 3) mostrou atividade sequestradora decaéslilivres mediante a concentracdo
inibitéria baixa quando comparado com o padréo,ahstnando possuir substancias capazes
de realizar o sequestro de radicais livres conaeific O extrato de DCM (amostra 3 - grafico

4) ndo se mostrou ativo frente ao radical livre BPFO extrato em MeOH das folhas

(amostra 4 - gréfico 5) apresentou valor dg @laior que o padrdo quercetina, indicando néo
possuir capacidade redutora.

Dentre as amostras destratos aquosos, folhas nativas e cultivadaspgaltaules e
sementes (nativas), respectivamente amostras7586e 9, apenas o extrato aquoso do caule
(grafico 6) mostrou capacidade de sequestro decaigdilivres. Nas demais, por ndo
apresentarem capacidade de sequestro de radiveds, lindo foi possivel calcular a
concentracao inibitéria pela reducéo de 50 % daentnacao inicial de DPPKLCls).

De modo geral, os resultados mostraram que o @&seneial da folha (amostra 2)
apresentou maior teor de compostos antioxidantema#r capacidade redutora em
comparacdo as demais amostras. Foi verificado guextvatos em DCM, MeOH e aquosos
possuem baixos teores de substancias com ativataaxidante indicando baixa capacidade
de sequestro de radicais livres.
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Gréfico 2. Curva da atividad

antioxidante com G} do padréo:

Quercetina por meio do método de
varredura de radicais: DPPH
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Gréfico 4. Curva da atividad
antioxidante com G} do 6leo essencial
da folha (amostra 2) dal. puchury-
major no método de varredura de
radicas: DPPF.
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Gréfico 3: Curva da atividad
antioxidante com G do 6leo essencial
da flor (amostra 1) dd.. puchury-major
no método de varredura de radicais:
DPPH.
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Gréfico 5. Curva da atividad
antioxidante com G§ do extrato em
DCM da folha (amostra 3) da L.
puchury-majorno método de varredura
de radicais: DPPH
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Gréfico 6: Curva da atividad Gréfico 7: Curva da atividad
antioxidante com G§ do extrato em antioxidante com Gj do extrato aquoso
MeOH da folha (amostra 4) dal. do caule (amosta 8) da. puchury-major
puchury-majorno método de varredura no método de varredura de radicais:

de radicais: DPPH DPPH.
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4.1.2.2 Teste de Varredura de Radicais por meléodo: ABTS

4.1.2.2.1 Teste Qualitativo de Varredura de Radigair meio do MétoddABTS'

Nas amostras testadashservou-sepor meio da mudanca da coloracazul para
incolor nas amostras de puchury-major as que possuepossivel atividade de varredura de
radical, quando comparadas com padrao positivocgtiea.

No teste colorimétrico (Figura 24), ocorreu mudaega todas as concentracdes
testadas do 6leo essencial da folha (amostra 8)dBiaais amostras, a mudanca de coloragéo
aconteceu em diferentes concentracdes. No 6leaaskda flor (amostra 1), por exemplo, a
atividade de varredura de radicais foi detectadacamcentragcdo mais baixa. Por outro lado,
o extrato DCM (amostra 3) e MeOH (amostra 4) daadomostraram atividade de varredura

de radicais livres ja em concentragfes mais altas.

Figura 24Teste qualitativo - Método: ABTS Ext..DCM, MeOH, e O.E.— Amostras:1,2,3 e 4.
Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhamestra 3= ext. DCM-folha-n,
amostra 4=ext.MeOH-falha-n.

No teste colorimétrico para os extratos aquoscsgrebu-se a mudanca da coloracéo
azul para incolor nitidamente no extrato aquosoalde (amostra 8) indicando forte atividade
de varredura de radicais livres, enquanto que mmideamostras apresentaram leve mudanca
(Figura 25).
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Amostra 8

Amostra 5 Amostra 7

| Amostra9

Quercetin

D

Amostra 6—,_>

St .

Figura 25: Teste quadivo - Método ABTS- Extrato aquosos das amostras: 5,6, 7, 8, 9.
Notaamostra 5 = Ext.aq.folha-n, amostra 6 = Ext.aggfat, amostra 7 = Ext.ag.galho
fino-n, amostra 8 =tBxy.caule-n, amostra 9 = Ext.agq.semente-n.

Conforme comentado anteriormente para o teste dRHDBs ensaios realizados com
os chas foram somente qualitativos. Apenas foi rebde o resultado colorimétrico para
verificar seos chas possueatividade de varredura de radical.

De maneira geral, todas as amostras do chas afmesanatividade, uma vez que
ocorreu a descoloragdo em todas as concentragadds (Figura 26). A tabela 13 mostra os

valores de inibicdo das amostras dos chas em diiésreoncentragdes.

Amostra 14 Amostra | Amostra Amostra 1

Figura 28 este qualitativo - método ABTSCha: 11,12,13,14,15.
Nota: Amostra 11= cha-fo-c(2), amostra 12= cha-fotritjpa@mostra 13= cha-galhos
finos, amostva= cha-galhos grossos, amostra 15 = cha-semente.



106

Tabela 13
Percentagem de inibicdo da atividade antioxidaate guchury-majopelo método ABTS
expressos em (mEqQ) da quercetina por g das amastsashas

Método ABTS chas

Amostra: % Inibicoe:
Quercetina 95,6,43
11 78,753,56

12 99,2(0,11

13 46,553,88

14 66,66t4,26

15 76,3#3,92

Nota: Amostra 11= cha-fo-c(2), amostra 12= cha-fotrtjn@mostra 13= cha-galhos finos, amostra 14 = cha-
galhos grossos, amostra 15 = cha-semente.

Em relacdo aos hidrolatgsovenientes do 6leo essencial da flor (amostrasl16)
Oleo essencial das folhas (amostrasl7), assim caomweu no teste DPPHbbservou-se que
nao houve nenhuma mudanca de coloracéo (figura@&finanecendo da mesma cor do
reagente2,2’-azinobis (3-etilfenil-tiazolina-6-sulfonato)JucABTS'. Portanto esses hidrolatos
ndo mostraram nenhuma atividade de varredura dearsdRessalta-se que essas amostras
apresentam agradavel odor.

Amostra 1p Amostra 1f7

Figura 2Teste qualitativo — Método: ABTSlas amostras:16,17.
Nota: Chas - Amostra 16=cristais hidrolatos-fl-c e ama&f7=cristais hidrolato-fo-n.

A tabela 14 mostra o resultado de todas as amasiaizgadas no método qualitativo
de varredura de radicais - ABTS
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Tabela 14
Avaliacdo da Atividade Antioxidante da espéciguchury-majompor meio do Teste
Qualitativo de Varredura de Radicais - ABTS

Teste Qualitativo de Varredura de Radicais por ngdViétodo: ABTS

AMOSTRAS Qualitativo
Concentragao 50pug/mL
Material N° amostras
1
Oleo +
Essencial 2
+
Ext. DCM 3
+
Ext. MeOH 4
+
5
+
6
Extrato +
Aquoso 7
+
8
+
9
+
10
+
11
+
Cha 12
+
13
+
14
+
15
+
16
Hidrolato .
17

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhaimpstra 3= ext. DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.aqg.folha-n, amostra 6xtdf|.folha-c, amostra 7= Ext.ag.galho fino-n, a8 =
Ext.ag.caule-n, amostra 9 = Ext.ag.semente-n, am&dt cha-fo-n(1), Amostra 11= ch4-fo-c(2), amedp=
cha-fotrit-n(1), amostra 13= chéa-galhos finos, amod4 = cha-galhos grossos, amostra 15 = cha-semen
amostra 16 = cristais hidrolatos-fl-c, amostra tvrstais hidrolatos-fo-n., ( + ) = Atividade posdi ( - ) =
Atividade negativa.
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4.1.2.2.1 Teste Quantitativo de Varredura de Radipar meio do MétodoABTS"

Os resultados da percentagem de inibicdo dos engaanmtitativos foram obtidos por
meio dos calculos daoncentracdo inibitéria de 50% ¢@l e comparados com o padrdo
guercetina (grafico 8)0 Oleo essencial da flor (amostradrafico 9 ndo apresentou atividade
de sequestro de radicais livres quando comparadoocpadrdo. O Oleo essencial da folha
(amostra 2 - gréfico 10) mostrou maior percent@alrdbicdo, ou seja, maior atividade de
sequestro de radicais livres, a qual foi evidereciwh concentragdes menores do que aquelas
obtidas pelo padrdo quercetina. Isso significa quento menor for o valor, maior sera
atividade antioxidante. Os extratos em DCM (amo3trgyrafico 1) e MeOH (amostra 4 -
grafico 12 ndo apresentaram atividade de sequestro de isadi@s quando comparados
com o padrao (quercetina).

No teste realizado com as amostras dos extratossagudas folhas nativas e
cultivadas, galhos finos, caule e sementes (an®sir®, 7, e 9), ndo houve atividade de
sequestro de radicais livres (respectivamentejcgsafl3, 14, 15 e 17). Os resultados da
percentagem de inibicdo que se mostrou mais ativa éxtrato aquoso do caule (amostra 8),
com valor abaixo do padrdo quercetina (grafico T@)mprovou-se o resultado obtido no
teste colorimétrico (quantitativo), no qual foi ebsda a nitida mudanca da coloracéo azul
para incolor no extrato do caule. As demais amsstpresentaram valores deC#levados,
indicando possuirem baixa atividade de varredunadieais livres.
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Gréfico 10: Curva da atividad
antioxidante com G} do 6leo essencial
da folha (amostra 2) dal. puchury-
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Gréfico 11: Curva da atividad
antioxidante com G§ do extrato em
DCM da folha (amostra 3) da L.
puchury-majorno método de varredura
de radicais: ABTS

100,
901
80
70
60
50 Cl_173,36+14,31
401 50

30

20

Inibic&o (%)

10 T
0 50100150200250300350400
Concentracao (ug/mL)

Gréfico 13 Curva da atividad
antioxidante com G do extrato aquoso
da folha-n (amosta 5) dal. puchury-
major no método de varredura de
radicais: ABTS.
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Grafico 14: Curva da atividad Grafico 15 Curva da atividad

antioxidante com G do extrato aquoso
da folha-c (amosta 6) dalL. puchury-
major no método de varredura de
radicais: ABTS.
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Gréfico 16: Curva da atividac
antioxidante com G do extrato aquoso
do caule (amosta 8) da. puchury-major
no método de varredura de radicais:
ABTS".

antioxidante com G do extrato aquoso
do galho fino-n (amosta 7) dalL.
puchury-majorno método de varredura
de radicais: ABTS
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Gréfico 17 Curva da atividad
antioxidante com G do extrato aquoso
da semente-n (amosta 9) da puchury-
major no método de varredura de
radicais: ABTS.

4.1.3 Teste de Inibicdo de Reacbes de Oxidacao

4.1.3.1 Método: Sistema R-Caroteno/Acido Linolei¢d®O

4.1.3.1.1 Teste Qualitativo por meio do Métodoe®ist 3-Caroteno/Acido Linoleico - LPO

A Tabela 15 mostra que ndo houve mudanca da cé@oragarela em nenhuma das
amostras testadas, com excecdo dos hidrolatos npeotes do 6leo essencial da flor
(amostras 16) e do 6leo essencial das folhas (eas0k7), em que houve total descoloragéo
do [3-caroteno, indicando que os hidrolatos péassuemcapacidade de inibir a oxidacao
(descoloracdo) do R-caroteno induzida pelos predd® degradacdo oxidativa do acido
linoleico e, portanto, ndo possuem atividade ardante.
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Tabela 15
Avaliacdo da Atividade Antioxidante da espéciguchury-majompor meio do Teste
Qualitativo doSistema R—Caroteno / Ac. Linoleico - LPO

Teste Qualitativ Sistema —Caroten: / Ac. Linoleico - LPC

Materia Amostras R-Caroten:/ Ac. linoleicc
1 +
Oleo 2
Essencial
Ext. DCM 3 +
Ext. MeOF 4 +
5 +
6 +
7 +
Extrato 8 i
Aquoso 9 +
10 NR
11 +
12 +
13 +
. 14 +
Cha 15 "
16 -
Hidrolato 17 -

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhaimpstra 3= ext. DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.aqg.folha-n, amostra 6xtdf|.folha-c, amostra 7= Ext.ag.galho fino-n, a8 =
Ext.ag.caule-n, amostra 9 = Ext.ag.semente-n, am&dt cha-fo-n(1), Amostra 11= ch4-fo-c(2), amed?=
cha-fotrit-n(1), amostra 13= chéa-galhos fino, amast4 = cha-galhos grossos, amostra 15 = cha-sement
amostra 16 = cristais hidrolato-fl-c, amostra 1Tistais hidrolato-fo-n., ( + ) = Atividade positivé - ) =
Atividade negativa, (NR) = Nao realizado.

Os ensaios realizados com o0s chas no sistema fematécido linoleico foram
somente qualitativos pelo fato de ndo se sabernaeotracdo. No entanto foi possivel
observar o decaimento da absorbancia a 492nm (deseonto do [3-caroteno) com o tempo

de reacdo representado no gréfico 18.
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Gréfico 18: Decaimento da inibi¢do da atividade antioxidartk.couchury-majoipelo
Sistema 3-caroteno/acido linoleicoregpo em (mEQ) de BHT pelas amostras dos chas.
Nota:Amostra 11= cha-fo-c(2), amostra 12= cha-fotritjpnémostra 13= cha-galhos fino,
amostra 14 = cha-galhos grossos, ambSt= chi-semente, Padrdo: BHT
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O grafico 19 mostra a percentagem (%) de inibicdoatividade antioxidante das
amostras dos chds determinadas no Sistema R-caéatielo linoléico, as quais foram
comparados com o padrdo BHT. Observou-se as armostriveram resultados bem
proximos com excecdo da amostra 14.

80

70

60

50 +
40
30
20 -
10 ~
0 -

amostra 11 amostral2 amostra 13 amostra 14 amostra 15

% inibigao

Gréfico 19: Inibicdo (%) da atividade antioxidante Idgouchury-major-
Sistema 3-camotécido linoleico expressos em (MEQ) de BHT alaostras dos chas.
Not#&mostra 11= cha-fo-c(2), amostra 12= cha-fotrt)namostra 13=
cha-galhos fiamostra 14 = cha-galhos grossos, amostra 15 sathénte, Padréo: BHT

4.1.3.1.2 Teste Quantitativo por meio do MétodteBia 3-Caroteno/Acido Linoleico - LPO

Os resultados foram expressos em percentual dgdoilwla oxidacdo por meio da
gueda da absorbancia das amostras, que foi cooreaa com a queda do padrdo BHT na
concentragdo 100pg/mL. Notou-se que houve inib@dcoxidacdo em todas as amostras
testadas, conforme observado no teste colorimétridostraram-se mais elevadas as
porcentagens da inibicdo de oxidagéo (% ) do extemuoso do caule (amostra 8) e do
extrato em DCM (amostra 3), seguidas das amostra&tato em metanol (amostra 4) e do
Oleo essencial da folhas (amostra 2). No entant@magstras que apresentaram menor
percentual de inibicdo da oxidagao foram os exdratpuosos da semente (amostra 9) e dos
galhos finos (amostra 7). Observou-se que houeeatita nas amostras dos extratos aquosos
das folhas nativas (amostra 5) e cultivadas (amdtrA tabela 16 apresenta os resultados
expressos em percentual de inibicdo da oxidagao.
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Tabela 16
Percentagem de inibicdo da atividade antioxidaale guchury-majopor meio do Teste
Quantitativo do Sistema 3-caroteno/acido linole&gpresso em (mEq) de BHT por g das
Amostras

Sistema R-caroteno/acido linoleicos

Amostra: Concentrago¢ (Lg/mL) % inibicac

BHT 100 78,832 24
1 100 45,741,44
2 100 53,8&1,93
3 100 61,0%2,54
4 100 954,5%2,36
5 100 37,3#1,06
6 100 44,595,11
7 100 32,0811,77
8 100 60,825,53
9 100 28,2%7,07

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhampstra 3 = ext. DCM-folha-n, amostra 4 = ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.ag.folha-n, amostra 6xtdf.folha-c, amostra 7 = Ext.ag.galho fino-n, atreo8 =
Ext.ag.caule-n, amostra 9 = Ext.agq.semente-n.

O grafico 20 mostra o decaimento da absorbanci®2am (descoramento do R3-

caroteno) com o tempo de reagéo.
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Gréfico 20: Decaimento da inibigdo da atividade antioxidamte.douchury-majompelo

Sistema 3-caroteno/acido linoleicoregpo em (mEQ) de BHT pelas amostras dos Oleen@ass,
ext. DCM, MEoH e Aquosos.

Nota:amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhampstra 3 = ext. DCM-folha-n, amostra 4 =
ext.MeOH-folha-n., amostra 5 = Extfalha-n, amostra 6 = Ext.ag.folha-c, amostra 7 tdexgalho
fino-n, amostra 8 = Ext.aq.caule-npatra 9 = Ext.aq.semente-n.
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4.1.3.2 Avaliacédo da Eficiéncia do Estudo Cinétitzo Curva de Decaimento da Atividade

Antioxidante

A avaliacéo da eficiéncia do antioxidante relaaimao seu possivel mecanismo de
acdo foi mostrada no estudo cinético da curva deichento da atividade antioxidante. A
determinacao do decaimento da absorbancia a 47@escoramento df-caroteno) com o
tempo de reacdo permitiu o célculo de F1 e F2,uassdorneceram dados sobre a atividade
antioxidante. Os resultados estado expressos nia tbe

Os resultados esclareceram que as amostras tegtattas inibir a oxidagéo tanto por
mecanismos primarios (caracterizados pela medidalylequanto secundarios (medido por
F2). Entretanto as amostras dos 6leos essenciais (a®dst 2) mostraram maior eficiéncia
na primeira etapa da cinética de oxidagao, i.ehloqueio de formacao de peréxido (F1). O
extrato aguoso DCM mostrou poder inibir a oxidacdm a mesma eficiéncia tanto por
mecanismos primarios quanto por secundérios. Danmasaneira, iSSo ocorreu com as
amostras dos extratos aquosos da semente-n (ar@psrdo caule-n (amostra 8). Excegéo
ocorreu para a amostra dos extratos aquosos des{ol(amostra 5) 0os quais mostraram ser
mais eficientes na primeira etapa da cinética d@ag&o.

Tabela 17
Parametros Cineticos do Potencial Antioxidante sf@égiel.. Puchury-Majorno Sistema-
Caroteno/Acido Linoleico - LPO

Parametros Cinéticos - LPO

AMOSTRAS Fase 1 Fase 2
1 4,0 2,0
2 3,2 2,0
3 2,0 2,0
4 3,0 1,5
5 2,0 1,5
8 15 1,5
9 1,5 1,5

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhampstra 3 = ext. DCM-folha-n, amostra 4 = ext. MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.ag.folha-n, amostra 8tdf.caule-n, amostra 9 = Ext.ag.semente-n.
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4.1.4 Comparacao das Atividades Antioxidantes por aio das Diferentes Metodologias

nas Diversas Partes Botanicas da espétigcaria puchury-major

A Tabela 18 mostra os valores obtidos nos difeeemiétodos quantitativos obtidos
das diferentes partes botanicas da espégechury-major Observou-se que o 6leo essencial
das folhas (amostra 2) apresentou melhor resuhiadguantificacdo de fendlicos totais e no
método de varreduras de radicais frente ao radidaPH também apresentou melhor
atividade. Frente ao cétion radical ABTS&s amostras que apresentaram maior atividade
foram o extrato aquoso do caule (amostra 8) e 0 é#sencial das folhablo sistema R3-
Caroteno/acido linoleico - LP@s amostras que apresentaram maior atividade lnedaide
oxidagao foram o extrato em DCM das folhas, o éxtaguoso do caule, o extrato em MeOH
da folha e o 6leo essencial das folhas. Verifioeupse o 6leo essencial das flores e o extrato

aquoso das folhas cultivadas apresentaram ativislaeleas neste método.

Tabela 18
Analise Comparativa por meio dos Métodos Quantibatirestados

TESTES QUANTITATIVOS

Material Amostras FENOIS | DPPH ABTS"
(Cls) pg/mL LPO
+ DP
1
Aleo 3,01+0,01 | 86,02+1,16 145,34+7,01 45 74+1,44
; 2
Essencial 17,63+0,51| 6,81+0,14  4,63+025 | 53,88+193
Ext. DCM 3
0,13+0,07 | 60,49+0,52 29,30+6.92 = 61,05+2,54
Ext. MeOH 4
5,74+0,56 | 44,48+0,68 35,54+107 | 54,55+2,36
5
1,43+0,01 B 173,36+14,31 37,37+1,06
6
1,47+0,04 B 19,91+0,91 | 44,59+5,11
Extrato 7
AQuOSO 1,52+0,06 B 24.67+1,77 | 32,00+11,77
8
1,87+0,08 | 26,13+0,50 2,66+0,26 | 60,8245 53
9
1,52+0,01 B 82,3245,38 | 28,21+7,07
Chéas NR
16
Hidrolato NA NA NA NA
17
NA NA NA NA

Nota: Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.Edealh amostra 3 = ext. DCM-folha-n, amostra 4 =
ext.MeOH-folha-n., amostra 5 = Ext.aq.folha-n, ame$ = Ext.aq.folha-c, amostra 7 = Ext.aqg.gallmm-n,
amostra 8 = Ext.aqg.caule-n, amostra 9 = Ext.ag.seme, amostra 16 = cristais hidrolato-fl-c, amemst7=
cristais hidrolato-fo-n., (NR ) = Nao realizado) éBBaixa atividade.



116

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA ESPECIE L. Puchury-Major

4.2.1 Frente 8A. salina:

A citotoxidade das amostras foi identificada poiav® calculo da concentracéo letal
necesséria para dizimar metade de uma populacég)(@Lqual foi testada na concentracdo
2000pg/mL, que determinou o efeito toxico das difees partes botanicas da espécie
puchury-major Nao foram evidenciados efeitos citotoxicos nassiras dos extratos aquosos
das folhas nativas (amostra 5) e cultivadas (amo8)r galhos finos (amostra 7), caule
(amostra 8) e sementes (amostra 9), como tambéramastras dos hidrolatos das flores e
folhas (amostras 16 e 17), por meio do calculo tdg, @as concentracdes 2000ug/mL e
4000pg/mL; houve indice de 100% de sobrevivénciaaerhas concentracdes. Ressalta-se
que o controle (DMSO) também apresentou indiceoteesivéncia de 100% em todos o0s
tratamentos. No entanto se observaram efeito®gitmts na concentracdo de 2000pg/mL nas
amostras dos 6leos essenciais das flores e foldas extratos em DCM e MeOH (amostras
1, 2, 3 e 4, respectivamente) apresentando inaicE08% de mortalidade. Essas amostras
foram também submetidas a ensaios em concentraggeses, dentre as quais foi observado
na concentracdo 1000ug/mL que Oleo essencial ddaftoostra 1) foi a Gnica amostra que
apresentout 100% de mortalidade . Nas concentraBb8se 250 pg/mL, ndo foram
observados efeitos citotoxicos significativos. Adia 19 mostra os valores da fgldas
amostras testadas.

Tabela 19
Avaliacdo da Atividade Citotoxica frenteAd@temia salina

Toxicidade emArtemia salina

AMOSTRAS Concentracgdo Letal ()
1 < 2000pg/mi
Oleo 2 < 2000ug/ml
Essencial
Ext. DCM 3 < 2000pg/mi
Ext. MeOF 4 < 2000pg/mi
5 > 2000pg/mi
6 > 2000pug/mi
7 > 2000pug/mi
Extrato 8 > 2000pug/mi
Aquoso 9 > 2000pug/mi
16 > 2000pg/ml
Hidrolato 17 > 2000pg/mi

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhampstra 3 = ext. DCM-folha-n, amostra 4 = ext. MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.ag.folha-n, amostra 6xtdf.folha-c, amostra 7 = Ext.ag.galho fino-n, atreo8 =
Ext.ag.caule-n, amostra 9 = Ext.aq.semente-n., tamd$ = cristais hidrolato-fl-c, amostra 17= aist
hidrolato-fo-n.
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Para as amostras dos chas néo foi determinadatexaitade mediante o calculo da
Concentracao Letal (Gh), pelo fato de ndo se saber a concentracdo, gistas chas foram

preparados conforme sdo utilizados pelas comunsddeeéBorba-AM. No entanto foi apenas
determinada a porcentagem de sobrevivénci. dalina

4.2.2 Frente ao Teste Hemolitico:

No teste qualitativo (colorimétrico) foi possivadservar a Hb difundida com o meio
em baixas concentracfes para os Oleos essencmiflodes e folhas, extrato em DCM,
seguidos dos extratos em MeOH das folhas nativhs eextratos aquosos dos galhos finos e
das sementes na mesma concentracdo. O extratolltas hativas foi o Unico que apresentou
hemdlise em concentracdo diferente. Observou-sé ad® se difundiu com o meio em

nenhuma das concentracdes do extrato aquoso do(Edmuira 28).

“l
3
o
f‘ /
W
)

N

Amostra Amostra : Amostra «

Figura 28: Resultado qualitativo (colorimétrico) do teste lofittto dos Extr.. Dcm, MeOH, # e O.E. -
Amostras:1,2,3,4,5,7,8,9.
Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.fathamostra 3= ext.DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-

folha-n., amostra 5 = Ext.aq.folha-n, amostra 7+dexgalho fino-n, amostra 8 = Ext.aq.caule-n, @araog =
Ext.ag.semente-n.
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A tabela 20 mostra os resultados do teste henwlitas diferentes concentracdes
(ug/mL), de modo que a Hb difundida para o meioicadbcorréncia de hemdlise. As
amostras que apresentaram hemolises na concenfiagéol foram as dos Oleos essenciais
(amostras 1 e 2) e do extrato em DCM da folha (&n@@3 indicando, neste teste, haver baixa
citotoxicidade, seguido do extrato aquoso das $olhativas (amostra 5). Esse indicativo
ocorreu na concentragcdo de 0,5ug/mL. Por sua eeeximato em MeOH (amostra 4) e nos
extratos aquosos dos galhos finos (amostra 7) esementes (amostra 9), a hemolise foi
observada numa concentragdo bem menor de 0,12uglimdas as amostras foram
comparadas com o padrdo Tritom, que indicou hem@i® todas as concentracfes. Na
amostra do extrato aquoso proveniente do caule gam@), ndo ocorreu hemdlise em
nenhuma das concentragdes testadas, indicandmgéoipefeito citotoxico, considerando-se
o melhor resultado.

Tabela 20
Avaliacdo da Atividade Citotoxica Frente ao Testardlitico nas Amostras da Espécie
Licaria puchury

Teste Hemolitico- Qualitativo

AMOSTRAS Concentragé Hemolise
pg/mL

2
1
0,t
Padrao: Tritom 0,2t
0,1z
0,0¢
0,0:
0,01¢

2
1
0,t -
Amostra 1 0,2t -
0,12 -
0,0¢ -
0,0¢ -
0,01¢ -

N S RS R S P e

2
1
0,t -
Amostra 2 0,2t -
0,12 -
0,0¢€ -
0,0< -
0,01¢ -
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Cont. Teste Hemolitico— Qualitati vo

AMOSTRAS Concentrage Hemolise
pg/mL

2 +
1 +
0,t -
0,2f -
Amostra 3 0,12 -
0,0¢ -
0,0z -
0,01f -

2 +
1 +
0, +
+
+

Amostra 4 0,2t
0,12
0,0¢€ -
0,0: -
0,01¢ -

0,t
Amostra 5 0,2t -
0,12 -
0,0¢ -
0,0¢ -
0,01¢ -

Amostra 7 0,2t
0,12
0,0¢ -
0,0< -
0,01¢ -

+
+
0,f +
+
+

2 -
1 -
0,t -
Amostra 8 0,2t -
0,12 -
0,0¢ -
0,0¢ -
0,01¢ -

2 +
1 +
0, +
+
+

Amostra 9 0,2t

0,1z
0,0€ -
0,0¢ -
0,01¢ -

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhaimpstra 3= ext. DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 5 = Ext.aqg.folha-n, amostra 7+dexgalho fino-n, amostra 8 = Ext.ag.caule-n, arad3 =
Ext.ag.semente-n, n=nativa, c=cultivadg,* sim hémolise,-J = ndo hemdalise.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIICROBIANA

4.3.1 Teste Qualitativo (Verificagdo do Halo)

No teste qualitativo foram comparados os halosndecio dos padrées com os das
amostras testadas. O clorafenicol foi utilizado @e@ontrole positivo da bactéra cereuse
a ampicilina, para bactér& aureusDas amostras testadas as que mostraram atividatia
essas bactérias foram os 0leos essenciais daftarsfra 1) e da folha (amostra 2), os extratos
da folha em DCM (amostra 3) e 0s extratos aquososadle (amostra 8). Para a Levedura
Céandida albicanscomparou-se com a nistatina, e as amostras gqeseaparam atividade
contra esse micro-organismo foram os extratos thea fem DCM (amostra 3), 0s extratos
aquosos do caule (amostra 8) e das sementes (anfosia foto equivale ao n.° 10). As
demais amostras testadas ndao apresentaram atsidadenhuma das amostras mostrou-se
ativa contra a Bactéria Gram-negatischerichia coli (Figura 29).

. i / )
—- "_', ~ £ (a) -

Figura 29: Resultado do teste com micro-organismos: @acillus cereus; (b)Staphylococcus aureugt)
Candida Albicans

4.3.2 Teste Quantitativo (Medi¢cao do Halo)

A tabela 21 mostra o resultado do teste quantitatv 6leo essencial da flor (amostra
1), o qual apresentou halo de inibigcdo contra &aS. aureuse do 6leo essencial da folha
(amostra 2) contra a bactéisa oraliscondizentemente com o padréo, mostrando-se ativas
contra essas bactérias. Por sua vez, contra aribagté smegimatesessas amostras nao
apresentaram atividade.
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Tabela 21
Atividade Antimicrobiana das Amostras dacaria Puchury contra os Micro-organismos
Testados
Micro - Halo
organismos Amostras Medidas do Halo de Inibi¢cdo (cm) Atividade | Padréo (cm)
testados 1 2 3 + ou- Clorafenicol
S aureus 1 3,0 3,5 3,7 + 3,5
S oralis 2 3,0 3,0 ? + 3,5
M. Smegimates le? - - - - 1,5

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhar.) = Atividade positiva, ( - ) = Atividade negat,

4.4 COMPARACAO NOS DIFERENTES ENSAIOS TESTADOS

A tabela 22 mostra os melhores resultados obtides ensaios antioxidantes,
citotoxicos e antimicrobianos testados com as d@ifims amostras das partes botanicas da
espécieLicaria puchury-major. Importante citar que as amostras dos chas démsfol
trituradas (moinho), galhos finos e sementes tivenatavel atividade em todos os métodos
antioxidantes quantitativos, e ndo apresentaraotogitidade frente ao teste de salina,
pelo fato de ndo se saber a concentracdo, entdondmw serem testados em todas as

metodologias, ndo constam na tabela.

Tabela 22
Melhores resultados nos diferentes ensaios bia&giestados com amostras da espécie
Licaria puchury-major

Atividade:
Antioxidantes Citotoxica Antimicrobiano
Amostras Fendis DPPH ABTS LPO A. o ” o
Salina | Hemdlise| @ = 2| S
(ug/mL) = (S § S
v) @ g |0
2 17,63+0,5 | 6,81+1¢ | 4,63+0,: | 53,88+1,9: lug/mL + 3,0cr | +
8 2,66%0,: | 60,82+5,5: | >200( 0 + + + | +
3 61,05+2,5. lug/mL + + + | +
4 54,55+2,3i
1 3,5¢cr
Padréo 8,21+0,: | 8,2110,: 78,81 0,01¢ 3,5cm | 3,5¢c
pg/mL

Nota: amostra 1 = O.E.flor-c, amostra 2 = O.E.folhampstra 3= ext. DCM-folha-n, amostra 4=ext.MeOH-
folha-n., amostra 8 = Ext.ag.caule-n., ( +) = Akade positiva.
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5 DISCUSSAO

As plantas podem apresentar diversas atividadesio cantioxidante, citotoxica,
antimicrobiana, entre outras, que podem estariogladas a uma Unica substancia ou a varias
atuando em sinergia. Nesse sentido, é importafgarajuais sdo as principais substancias
presentes nas diferentes partes botanicds. gachury-major. Ressalta-se que, de todas as
amostras testadas neste trabalho, a Unica estupdaiécamente foi o 6leo essencial das
folhas.

A literatura descreve os estudos quimicos realgadom as diferentes partes
botanicas dd.. puchury-major e as substancias encontradas conforme descritoSilga e
colaboradores (1973): no 6Oleo essencial das fokasaliptol (1,8-cineol) (47,6%), safrol
(21,7%), o-terpinol (11,7%) e eugenol (1,7%). No Oleo essdmbds galhos finos: eugenol
(61,0%), safrol (20,1%) e eucaliptol (1,8-cinedP{8%). No Oleo essencial das sementes de
acordo com os varios autores: safrol (36%), eudlifil,8-cineol) (21,12%), limoneno
(12,20%),0-terpinol (10,71%), eugenol (11,4 - 4,10%), meglenol (3,60%) (CARLINI et
al. 1983; FIRMA ROURE-BERTRAND, 1920; GOTTLIEB 19561AIA 1985; 1986;
SILVA et al., 1973). Nos hidrolatos provenientes ddeos essenciais das sementes: safrol e
eugenol (CARLINI et al. 1983; 1986). No extrato &eico das sementes: eucaliptol (1,8-
cineol), safrol e eugenol (HIMEJIMA et al., 199os extratos benzénico e etandlico da
madeira provenientes dos galhos grossos: aldeidtlan&ijlenodioxicinamico, alcool 3,4-
metilenodioxicinamilico e 4-hidroxi-3,5-dimetoxibEaideido e mais trés substancias nao
identificadas (MAIA, 1973). No extrato benzénicosdaascas da madeira provenientes dos
galhos grossos: sitosterol + stigmasterol, safreligenol, 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-
metilxantona (liguexantona), 1-8-dihidroxi-3-met@ximetilantraquinona (fisciona), como
também dos liquens (presentes na casca). O atdogwe a liquexantona e a fisciona séo
metabolitos do liqueGraphina confluens (LAUX et al., 1974). Nos liguens impregnados na
casca: 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilxantona (ligaetona) e 1-8-dihidroxi-3-metoxi-6-
metilantraquinona (fisciona). Neste trabalho foalmado estudo com madeira nativa do
tecido xilematico (caule), diferente do citado.

Nas partes botanicas Hapuchury-major ha também presenca de diversas substancias
minoritarias que ndo foram citadas. Dentre 0s samonoterpenos presentes, encontram-se:

linalol, canfora, mentol, eucaliptol (1,8-cineobineol, limoneno como também compostos
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fendlicos: eugenol e iso-eugenol, o que de certdom@rrobora com os resultados obtidos.
Segundo Rigano (2010), as misturas “naturais” (e, svegetais) de antioxidantes s&o
sempre mais ativas do que uma Unica molécula naname®ncentragdo provavelmente
devido ao efeito conjunto de muitas moléculas aitantes atuando concomitantemente, ou
por causa do potencial da reacao redox localizada.

A atividade antioxidante de plantas parece estaele@ionada com a quantidade de
compostos fendlicos. Desse modo, é importante diganto teor de fendlicos totais que,
dentre os diversos compostos quimicos ligados ddatie antioxidante, sdo 0s mais
representativos (CHEUNG et al., 2003). Nesse sentikalizaram-se ensaios para
determinacdo de fendlicos totais com as amostmagligarsas partes botanicas da espécie
puchury-major, utilizando o método de Folin-Ciocalteu, considerpor muitos autores como
importante em funcédo da sua disponibilidade corakrcipadronizagéo (LIMA et al., 2004;
2006; SILVA et al., 2007; VERZA et al., 2007). Nuragaliagdo preliminar da presenca de
polifendis, foi realizado teste qualitativo coloétrico no qual foi observada, a reducédo do
reagente pelos compostos fendlicos presentes nastrasicom a formacao de um complexo
azul indicativo da ocorréncia de possiveis commo$tmdlicos cuja intensidade aumenta
linearmente a 740nm (MENSOR, 2001). O teste colétricp evidenciou ocorréncia de
compostos fendlicos nos Oleos essenciais das #odes folhas, extratos DCM, MeOH e nos
chas de folhas e sementes. De certo modo, essacaiealoi ratificada pelo teste quantitativo,
no qual ocorreu a maior porcentagem no Oleo essdeadeifolha (17,63mg/EAG), seguido dos
extratos das folhas em DCM (9,13mg/EAG) e MeOH4BGF/EAG) e no 6leo essencial da
flor (3,01mg/EAG), nesta sequéncia.

Todos os resultados obtidos na determinacdo dadgeéndlicos totais mostraram-se
baixos em relagdo aos citados na literatura, cantbém quando comparados aos demais
testes realizados para avaliagdo da atividade xaohiate, nos quais houve discrepancias
fazendo-se necessaria a repeticdo do ensaio. Egéoeho resultado que apresentou maior
teor de fendis (6leo essencial das folhas), ineretue isso pode ser devido a sinergia do
monoterpeno eucaliptol (1,8-cineol) presente na®stniais com outras substancias. Na
literatura trabalhos relatam que a presenca de taenos apresenta atividade antioxidante
comprovada como também atividades provedoras d®telerancia e fotoprotecédo devido a
capacidade de captarem radicais de oxigénio orguaidoprocesso fotossintético conforme
comentam esses autores (PENUELAS; LLUSIA, 2002; BPERAS; MUNNE-BOSCH,
2005).
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O DPPH é um radical croméforo que simula as espécies/asatie oxigénio; assim ele pode

aceitar um eletrén ou radical hidrogénio para seatouma molécula estavel. De acordo com
Blois (1958), esse radical possui uma coloracadetdointensa e, quando adicionado a
substancias que podem ceder um a&tomo de hidrogénida sua coloracdo violeta para o
amarelo-ouro, que caracteriza a presenca de coogposin atividade antioxidante (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; HUANG. et al., 2005).

Quanto aos resultados da avaliacdo quantitativatidialade antioxidante, no método
de sequestro de radicais livres (DPPRIfbi observada a mudanga da coloragéo violeta par
amarelo em quase todas as amostras, porém soé iélerads ativo se ocorrer em baixas
concentragfes. As amostras que mais evidenciaraidaates foram o Oleo essencial das
folhas, o extrato aquoso do caule e o cha das ddifimradas. Esses resultados foram
constatados pelo teste quantitativo, em que ess@sti@s apresentaram concentragdes
inibitérias baixas quando comparadas com o padu&ocgtina (G = 5,69ug/mL), para o
6leo essencial da folha (l= 6,81ug/mL) e para o extrato aguoso do cauleo (€l
26,13ug/mL); para os chas, ndo foram realizadogegeguantitativos. Comparando 0s
resultados dos 6leos essenciais das flores €€B6,02ug/mL) com os das folhas £
6,81ug/mL), observou-se que o valor day,Qleterminado por regressao linear) para o 6leo
da flor foi maior que da amostra da folha, sigaiido baixa atividade antioxidante da flor.
Alcantara (2009; 2010) testou o 6leo essencial 4ldalirdceas, da mesma familia lda
puchury-major, e observou, nas analises quantitativas, que asentracfes ativas foram
altas, acima de 1000pg/mL, com excec¢do para oessencial dé\. rosaeodora, superior a
700pg/mL. Cansian e colaboradores (2010) testaragleo essencial d€. camphora
(também uma Lauraceaefilizando essa mesma metodologia e constataranesgeeespécie
possui baixa atividade atividade frente ao radio@ IDPPH. E importante relatar que tanto

0s Oleos d&A. rosaeodora como 0s daC. camphora tem como componente majoritario o
linalol. E o do 6leo essencial das folhad.dpuchury é o eucalipto{1,8-cineol).

Lee e colaboradores (2004) avaliaram a atividad@»atante dos componentes
volateis do manjericad3( ocimum) e das folhas de tomilhd@ .(vulgaris) e verificaram que as
substancias que apresentaram melhor atividadexalgtie nessas espécies foram o eugenol,
o timol, o carvacrol e o alilfenol. A mesma obsegéa@ foirelatada por Pereira e Maia (2007),
gue citam os 0Oleos com maiores concentracdes enpastaos aromaticos fendlicos, como o
alilbenzeno eugenol, que apresentam maior caparidatioxidante pela presenca de hidroxila
doadora de elétron ou hidrogénio. No entanto egsedtados contradizem o que foi observado

nesta pesquisa, pois a amostra que apresemdthor atividade antioxidante foi o 6leo
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essencial das folhas tle puchury-major, que possui como substanca majoritaria o eucalipto
(1,8-cineol) (47,6%) e minoritaria o eugenol (1,7¥&ssaltando-se que esse € o0 menor valor
de eugenol encontrado entre as diversas partespdaie.. puchury-major, de acordo com 0s
estudos quimicos realizados (citados anteriormemég)ficou-se a presenca de eugenol em
todas as partes estudadas variando a quantidaderroena parte do vegetal. Como a
presenca dessa substancia € mais alta no dlecidsirs galhos finos de eugenol (61,0%),
comparou-se com o extrato aquoso extraido dos gjéilims, 0 qual ndo apresentou atividade
antioxidante, ndo sendo possivel sequer calculeorgentracdo inibitoria, visto que nao
alcancou 50% de inibicdo. f@sultado obtido com k. puchury-major sugere que o 6leo deva
agir em sinergismo e que 0s compostos majoritéadossao 0s Unicos responsaveis pela atividade
visto que a conclusdo contradiz também quando c@dpacom o estudo realizado por
Malinowski (2010), que estudou o Oleo essenciaEdglobulus ssp. licostata, o qual possui o
eucaliptol (1,8-cineol) como constituinte majoribere descreveu que essa substancia ndo possui
atividade redutora apOs observar que, mesmo ementracfes muito altas (6mg/ml), ndo
demonstrou capacidade relativa consideravel emeségu/reduzir o radical DPPH. E citou que o
mesmo resultado negativo foi verificado em traba#adizado por AMAKURA et al. (2009), que
observou Gf, acima de 100mg/ml para o oOleo #eglobulus, assim como quando testou o
componente majoritario do oOleo, o 1,8-cineol, obsedo a GJ, acima de 10@mol/l
(AMAKURA et al.,, 2002). A partir desses resultadesses os autores concluiram que o
componente eucaliptol (1,8-cineol) ndo apresentadatie antioxidante relevante, e a sua agéo
depende da concentracdo em que se encontra naeétem influenciado pela origem do material,
pelos métodos de preparacao e pelo solvente dtiliza

Outro método dearredura de radicadara avaliar a atividade antioxidante é @2db-
azinobis (3-etilfenil-tiazolina-6-sulfonato) ou ABT que é baseado na reducéo do reagente (RE
et al., 1998)Por meiodo ensaio qualitativo, foi avaliada a capacidade sstgaiete do cétion
radical ABTS capturar os hidrogénios mudando sua coloracéouear incolor (ARNAO
et al., 2001). Observou-se essa mudanca nas asdstideo essencial das folhas, no extrato
aguoso do caule e em todas as amostras dos chistivo de possuirem atividade de
varredura de radicais livres, que foi comprovadaanalise quantitativa com os valores
expressos da concentragcdo inibitérias@Cbaixa para o extrato aquoso do caulesd Gl
2,66pug/mL) e para o 0Oleo essencial da folhasd€l4,63ug/mL) para os chas nao foram
realizados testes quantitativos. Assim como ocqoeea 0 método DPPHa Cko, no método
ABTS', também para o Oleo essencial da flor foi maioe guoleo essencial da folha,
indicando novamente uma baixa atividade antioxelgara o 6leo essencial da flor.
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A determinacdo da atividade antioxidante no sist&y@aroreno/acido linoleico é
avaliada a partir de uma amostra com possivel @gube antioxidante de inibir o processo de
oxidacdo do 3-caroteno induzida pelos produtosedgadlacdo oxidativa do &cido linoleico,
pela ndo descoloragcdo do R-caroteno pela perman&acicor amarela indica possivel
atividade antioxidante (MARCO, 1968; MILLER, 19TAJARTE-ALMEIDA et al., 2006).

No ensaio qualitativo por meio do teste colorimétrfoi possivel observar a leve
descoloracao (oxidacdo) do [3-caroteno, nas amadbsagxtratos aquosos, com excegao da
amostra 8 (caule), que foi bem nitida, enquanto ajuestras dos hidrolatos apresentaram
total descoloracdo. Nas amostras dos Oleos essemiratos em DCM e MeOH e dos chas,
ndo foram obervadas mudancgas de coloracdo indicpodsuirem capacidade de inibir a
oxidacédo. Esses resultados foram comparados cesteduantitativo mostrando as inibi¢cdes
da oxidacdo das amostras dos Oleos essenciaigldas {53,88+1,93ug/mL) e dos extratos
em MeOH (54,55+2,36pug/mL) e do extrato em DCM (63x254ug/ML), que obteve
resultado mais préximo ao padrdo BHT (78,81+2,2dmly além do 6leo essencial das
flores (45,74+1,44ug/ML) bem inferior.

Garcez e colaboradores (2009) realizaram testesxa@nte por meio de duas
metodologias: a varredura de radicais DPPH e ondscéo de oxidacdo (sistema [3-
caroteno/acido lineico-LPO), com varias substandsatadas da casca do caule de uma
Lauraceae conhecida popularmente por “canela préfaservaram que, nos testes frente ao
radical DPPH, somente as substancias possuidordsiddexilas fendlicas apresentaram
atividade, verificando a importancia da presencaidexilas fendlicas como sequestradoras
de radicais. No entanto, quando as mesmas sulstafmiam testadas no sistema [3-
caroteno/acido lineico, verificou-se que as sustidnque apresentaram melhor atividade de
inibicdo ndo possuiam hidroxila fendlica, constdtase por meio deste estudo comparativo
gue a presenca de hidroxilas fendlicas ndo € a (g@tacteristica estrutural necessaria para
prevenir ou impedir a oxidacdo do 3-caroteno. Metes realizados conlapuchury-major,
foi também possivel fazer essa observacdo em \&@riastras como do Oleo essencial da flor,
do extrato em DCM e MeOH, que nao apresentarandatig nas demais metodologias,
porém apresentaram atividade no sistema R-carétmdo/ Nesse sentido, € imprenscindivel
fazer a identificacdo para descobrir uma das peisstausas da atividade de inibicdo da
oxidagéao.

Higdon e Frei (2003) comentam que os chés ingenddsrma de infusdo contribuem
para a extragdo dos compostos fendlicos, os g@aisbenéficos & saude pela sua acao
antioxidante (BUNKOVA et al.,, 2005; MENDEle YOUDIM, 2004). Em todas as



127

metodologias qualitativas para determinacdo depddtintes, todas as amostras dos chas
apresentaram atividade, no entanto se faz neaestgsie quantitativo para verificar a
concentragdo que apresenta atividade, visto quasvpertes dé.. puchury sdo utilizadas
como chas pelas comunidades no municipio de Bpda, fins medicinais ou simplesmente
por possuirem sabor agradavel. Simdes e colab@ad8003) descreveram que os 6leos
essenciais apresentam misturas complexas de caspogtlateis e possuem baixa
estabilidade na presenca de ar, luz, umidade, snetarincipalmente, o calor, dissipando-se
facilmente principalmente em altas temperaturastiniéla desse principio em relacdo aos
testes realizados com o0s chas, extratos aquosaiadatos, os quais foram submetidos a
temperatura de 100°C, acredita-se que as substamdédeis ndo se fazem mais presentes, ou
estdo em baixas concentra¢des, como, por exemmafrol, que € uma substancia toxica,
podendo ser atribuido ao resultado dos testegxitols frente ao microcrustacéosalina, e
nenhuma dessas amostras apresentau citotoxicidBde sua vez, os 0leos essenciais das
flores e folhas e extratos em DCM e MeOH das folapsesentaram toxicidade na
concentragdo (1mg/mL), dentre os quais 0 maisadkico extrato DCM das folhas.

No teste hemolitico para verificacdo da citotoxadd, a acdo hemolitica na
estabilidade da membrana sobre os eritrocitos @msucdongos testados em diferentes
concentragbes das amostras Ldepuchury-major pode estar relacionada com a acao dos
constituintes presentes. A amostra dos extratogsagudo caule foi o que apresentou melhor
resultado, pois ndo houve rompimento dos eritréciéon nenhuma das concentracdes.
Provavelmente tal resultado pode ser atribuideeagnga de alguma substancia, agindo sé ou
em sinergia. E importante lembrar que ndo se camhexs substancias presentes no caule,
visto que ainda nao foi realizado estudo quimideau@huri e colaboradores (2007), citados
por Alicio (2008), descrevem que plantas que possil@vonoides em sua composi¢cdo, 0s
guais sao incorporados nas membranas de “ghostvitdécitos (eritrocitos vazios), seriam a
causa da protecao dos eritrocitos contra lise dipod. Ou seja, a membrana dos eritrécitos
torna-se mais ordenada e integra na presencawadldes. No entanto se faz necessério o
estudo quimico para verificagdo do resultado obtido

As amostras dos Oleos essenciais das fores e felbasextratos em DCM das folhas
apresentaram hemdlise na concentracdo 1pg/mL.emilo £onsiderados citotdxicos.

Por outro lado, as amostras que apresentaram wcittoxicidade nesse teste foram
0s extratos aquosos dos galhos finos e as senemi@sMeOH das folhas na concentracéo
0,12ug/mL. Nos 6leos essenciais provenientes dibegénos, a substancia majoritaria € o

eugenol; e nos 6leos essenciais da semente aérstibstmajoritarias sao safrol, 1,8-cineol,
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limoneno e o-terpinol. O extrato aquoso de folhas nativas amtesi hemdlise na
concentragdo 0,5ug/mL. Os parametros adotadosatiseaforam observados pelas alteracfes
da fragilidade osmética, por meio da deposicadchéasacias no fundo das cavidades da placa
de Elisa. O mesmo parametro foi adotado por A4€807), em estudos realizados com os
extratos aquosos das folhBaccharis uncinella, o qual analisou as intera¢gées destes com
células eritrocitas humanas dos tipos sanguinép©QA", B, verificou que o extrato desta
planta apresentou atividade nao litica, isto €, céicsou 0 aumento da permeabilidade da
membrana eritrocita que permitisse o extravasam@mtcontetdo intracelular para nenhum
tipo sanguineo.

Comparando as atividades citotoxicas dos 6leosneisse das flores e folhas, nas
metodologias empregadas, verificou-se que os deissdapresentaram citotoxicidade alta
frente ao microcrustaced. salina, nas concentracdes (1,0 e 2,0mg/mL); e baixadrans
eritrocitos de camundongos (1pg/mL), comparandosseesultados concernentes aos 6leos
essenciais com o estudo realizado por Silva e cddalores (2009), os quais analisaram a
atividade citotoxica dos Gleos essenciais das $odleganella pertencentes a mesma familia e
espécie daL. puchury-major, quando utilizaram as mesmas metodologias: fremte a
microcrastaced\. salina e ao teste hemolitico sobre eritrécitos de camuggrverificou-se
também que o Oleo essencial das folhak.dmnella exibiu alta atividade contrA. salina e
baixa frente eritrocitos de humanos.

De acordo com a medi¢ao dos halos de inibicdo tatmsse atividade antimicrobiana
no Oleo essencial da flor (amostra 1), que apreseanibicdo (média:3,5cm) contra a bactéria
S aureus, e no Oleo essencial da folha (amostra 2), quesaptou contra a bactéBaoralis
(média:3,0cm). No teste qualitativo feito prelimimente os dois 6leos apresentaram inibi¢cao
quando testados contra a bact&iaureus, porém, quando feito em triplicata com medicao
do halo, somente o 6leo da folha mostrou resultadoente. Nesse sentido, é imprescindivel
a comprovacédo da atividade das outras amostraszdésstque apresentaram inibicdo do
crescimento contra a bactéBaaureus, mostraram-se ativos os extratos da folha em DCM
(amostra 3) e o0 extrato aquoso do caule (amostecdntra a levedur@andida albicans os
extratos da folha em DCM (amostra 3), os extrapsosos do caule (amostra 8) e das
sementes (amostra 9) apresentaram ser ativos. @@s tas amostras testadas nenhuma
mostrou halo de inibicdo contra as bactérias Gragativask. coli e Gram-positivaM.
smegimates.

Comparando os resultados obtidos com os descrtditeratura, nota-se que o Unico

estudo antimicrobiano realizado comLapuchury-major foi o realizado por Himejima e
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Kubo (1992), feito com a fracao destilada do estrahexanico das sementes. Eles defendem
ter obtido atividadade antimicrobiana contra vangro-organismos patogénicos. Neste
estudo foi testado o extrato aquoso das sementdsgn) o qual mostrou atividade apenas
contra a Levedur&andida albicans. Esses dados podem explicar o porqué da nao adeid
biolégica contra as outras bactérias, sugerindepeticio dos ensaios com as amostras
fracionadas. Segundo ainda esses autores relataen, 0] constituintes quimicos da
puchury-major receberam pouca investigacdo; € necessaria a m@améle estudos
posteriores para identificacdo da atividade antimbiana dessa espécime vegetal. Estudos
relatam atividade antimicrobina comprovada de akgisubstancias presentes na esfécie
puchury-major, conforme trabalho de KELNER e KOBER, citado pobato et al. (1989),
no qual esses autores investigaram a acdo badtedei 175 6leos essenciais e verificaram
gue os grupos de substancias responsaveis pelaaads antibacterianas foram os alcoois
monoterpénicos linalol, geraniol e a-terpineolpatie 6xidos como ascaridol e 1,8 cineol. Os
fendis timol e carvacrol e os alilfendis eugenokadrol, apresentaram também elevada
atividade antimicrobiana. Em relagéo ao safrol, IXDB et al. (1989) avaliaram a atiade
bacterianacom 14 6leos essenciais contra nove diferentes tie bactérias e observaram que,
dentre os 6leos que apresentaram atividade, unpfoveniente da espécie de Piperaceae,
Piper hispidinervium, cujo principal componente é o safrol, o qualdeiectado também apds
o fracionamento.

Cansian e colaboradores (2010) testaram o Olec@aba@las folhasC. camphora
(Lauraceaes), utilizando as mesmas bactérias, ditembém resultado negativo contra a
bactéria E. coli. Conforme descrito na literatura, varios autoreportam uma menor
eficiéncia dos Oleos essenciais sobre bactérias@egativas, atribuindo, em parte, a maior
complexidade da dupla parede celular.

Catdo e colaboradores (2010) testaram uma substiswiada daAniba riparia
somente contra a bactéria Gram-positiva frenténiimdens deS. aureus, obtendo também
atividade positiva. Eles acrescentaram que esseat@ae € uma arvore tipica da Regido
Amazbnica e que estudos realizados com os extdaedrutos e dos calices persistentes
possuem atividade antibidtica comprovada contrisaateriasB. cereus, S. aureus e contra a
LeveduraC. albicans.

Devido a escassa literatura concernente a este smreditamos na necessidade de

mais investigacao.
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CONCLUSAO

Os dados obtidos com este trabalho permitem caongue al. puchury-major
apresentou as atividades:

- Antioxidante: no Oleo essencial das folhas, ndsatbs aquosos do caule e no extrato
em DCM das folhas. No teste qualitativo, nas amasdlias folhas trituradas (moinho), galhos
finos e sementes;

- Citotoxica frente &. salina: todas as amostras dos extratos aquosos e dosatudy;
nao apresentaram citotoxicidade.

- Citotoxica frente ao teste hemolitico: O extratpioso do caule apresentou melhor
resultado seguido pelos 6leos essenciais das fofialbas e do extrato em DCM,;

- Antimicrobiana: éleos essenciais das flores ba®| extratos das folhas em DCM e o
aguoso da semente contra as bact&iasreus e S. aureus. E contra a levedur@.albicans,
nos extratos de DCM e aquosos do caule e semente.

Analisando no sentido de aplicabilidade da biotkxyia, conclui-se que o 6leo
essencial das folhas apresentou melhor resultadoineidentemente foi a Unica amostra
testada da qual ja foi feito estudo quimico e da fuse conhecem as substancias presentes.
Outra vantagem pode ser utilizada de maneira sastdrpelo fato de ndo precisar podar as
arvores, como € o caso da obtencdo do caule, pesarade ter apresentado bons resultados,
possui aplicabilidade inviavel, pois comprometeriaspécie. Estudo sazonal da espécie se faz
necessario, para verificacdo do rendimento de seustituintes; outras vantagens s&o

atribuidas a espécie como facil adaptacao ao plamossuir odor agradavel.
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PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos podem abrir perspectivapliahilidade biotecnoldgica de um
antioxidante natural. Para isso, faz-se necessarieontinuidade da pesquisa para a
identificagdo dos constituintes quimicos, tesi@s vivo como cultura de células,

terogenicidade, entre outros.
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