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RESUMO

A pele é um epitélio de revestimento dividido em epiderme, derme e tecido subcutaneo, cujas
principais funcdes sdo a protecdo e a termo-regulacdo. Na epiderme, o principal tipo celular é
0 queratindcito. Outro tipo celular encontrado é o melandcito, responsavel pela pigmentagao.
A exposicdo solar continua ocasiona producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
estimula os melandcitos a produzir mais pigmento. Como consequéncia, pode ocasionar
manchas e fotoenvelhecimento na pele. Busca-se, portanto, por compostos que possam
combater o envelhecimento da pele, em especial por substancias naturais. Dentre as inUmeras
espéecies da flora amazonica, a familia Lauraceae tem se destacado por possuir espécies
aromaticas, especialmente as do género Aniba. A Aniba rosaeodora, pau-rosa, € a espécie do
género mais conhecida pela produgdo de um 6leo essencial muito cobicado pelas industrias de
perfumaria, porém, outras espécies do mesmo género sdo pouco conhecidas, como a Aniba
parviflora (macacaporanga) e a Aniba canelilla (casca preciosa), e consequentemente, pouco
se sabe sobre a atividade bioldgica e o potencial dessas espécies para a industria cosmética.
Nesse estudo foram avaliadas as atividades de inibicdo da melanogénese de 6leos essenciais
de A. rosaeodora, A. canelilla e A. parviflora, e antioxidante de extratos e fragdes de A.
parviflora. Os 0leos essenciais de folhas e galhos foram obtidos por hidrodestilacdo. Os
extratos foram obtidos por maceracdo em etanol e submetidos a particiocom diferentes
solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalco6lico). Para avaliar a inibi¢do da
melanogénese foram realizados os testes de inibicdo da tirosinase in vitro e em células
utilizando melanoma murino, além da dosagem da melanina, citotoxicidade e identificacao
quimica por cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas (CG-EM). Para
avaliar a atividade antioxidante foram realizados os testes da captura do radical DPPH e
ABTS, dosagem de fendis e flavonoides, como testes de triagem para o ensaio de reducdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos, pelo método da diclorofluoroceina.
O dleo das folhas de A. canelilla demonstrou reducdo do teor de melanina em comparagao ao
controle com estimulacdo da melanogénese, além de inibicdo da tirosinase em testes em
melanoma murino, e ndo apresentou citotoxicidade na maior concentragdo estudada (100
ug/mL). Pela analise por CG-EM, vinte e dois constituintes do Oleo essencial foram
identificados, dos quais o 1-nitro-2-feniletano € o majoritario, constituindo 87% do 6leo. As
fases hidroetandlicas e acetato de etila de folhas e galhos de A. parviflora se destacaram pela
intensa atividade antioxidante por meio da inibicdo da oxidacdo do DPPH e do ABTS em
baixas concentracfes, apresentando significativa quantidade de fendis e flavonoides. O
método da diclorofluoroceina confirmou a atividade antioxidante pela reducdo de EROs até
na concentracdo mais baixa do estudo 6,25 pg/mL sem apresentar citotoxicidade em
queratindcitos nas mesmas concentracdes. Diante dos resultados obtidos, esse estudo
comprova que essas espécies amazonicas possuem potencial para serem exploradas pela
indUstria cosmecéutica.

Palavras-chave: fotoenvelhecimento, antioxidante, fitocosmético, Lauraceae.



ABSTRACT

The skin is a lining epithelium divided into epidermis, dermis and subcutaneous tissue, whose
main functions are the protection and thermal control. In the epidermis the main cell type is
the keratinocyte. Another cell type found is the melanocyte, responsible for pigmentation.
Continuous sun exposure causes production of reactive oxygen species (ROS) and stimulates
the melanocytes to produce more pigment. As a result, it may cause stains on the skin and
photoaging. Therefore, there is a need for searching compounds that can combat skin aging,
particularly from natural substances. Among the many species from the Amazonian flora,
Lauraceae family has stood out for having aromatic species, especially those of the genus
Aniba. The Aniba rosaeodora, rosewood, is the best known species of the genus due to the
production of an essential oil widely used in the perfume industry, but other species of the
same genus are little known, like Aniba parviflora (macacaporanga) and Aniba canelilla
(preciosa), and consequently, little is known about the biological activity and the potential of
these species for the cosmetic industry. In this study the inhibiting melanogenesis activity of
essential oils from A. rosaeodora, A. canelilla and A. parviflora was assessed, as well as the
antioxidant activity of A. parviflora extracts and its partitions. The essential oils of leaves and
stems were obtained by hydrodistillation. The extracts were macerated in ethanol and
fractionated with different solvents (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and
hydroalcoholic). To evaluate the inhibition of melanogenesis in vitro, tyrosinase inhibition
tests using cells and murine melanoma, and dosage of melanin was performed. Cytotoxicity
was also evaluated, as well as chemical identification, by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS). To evaluate the antioxidant activity, the radical capture tests
with DPPH and ABTS, along with phenols and flavonoids quantification were performed as
screening tests for evaluating the production of reactive oxygen species in macrophages, by
the method of dichlorofluorescein. The oil from leaves of A. canelilla demonstrated reduction
of melanin content in comparison to the control with stimulation of melanogenesis. This oil
also presented inhibition of tyrosinase on murine melanoma tests, and showed no cytotoxicity
at the higher concentration studied (100 pg/mL). The analysis by GC-MS enabled the
identification of twenty two essential oil constituents, and 1-nitro-2-phenylethane was the
major compound, constituting 87% of the oil. The hydroethanolic and ethyl acetate partitiond
obtained from leaves and stems of A. parviflora showed intense antioxidant activity by
inhibiting the oxidation of DPPH and ABTS at low concentrations, presenting significant
amount of phenols and flavonoids. The method of dichlorofluorocein confirmed the
antioxidant activity by the reduction of ROS even at the lowest study concentration of 6.25
ug/mL in keratinocytes, without presenting cytotoxicity at the same concentration. Based on
these results, this study proves that these Amazonian species have the potential to be explored
by the cosmeceutical industry, thus adding value to Amazon products for research,
development and innovation.

Keywords: photo-aging, antioxidant, phyto-cosmetic, Lauraceae.
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1. INTRODUCAO

A pele é um orgdo complexo cuja funcdo é protecdo ao meio externo contra
substancias quimicas, radiacdo ultravioleta, micro-organismos nocivos e trauma mecanico.
Além disso, previne a perda de agua e eletrélitos e trabalha na regulagdo da temperatura
corporal (HWA, BAUER e COHEN, 2012). Ao longo da vida, sofre alteragdes no material
genético que gera reducdo da elasticidade. Tal reacdo pode ser acelerada por oxidagédo
mediada pelos radicais livres (HIRATA, 2004; GONCHOROSKI, 2005).

A ideia de discutir a qualidade estética da pele tornou-se amplamente aceita e
praticada (NARDIN e GUTERRES, 1999). O envelhecimento da pele acaba exercendo
impacto sobre a aparéncia, o que leva ao crescente interesse das pessoas em manter uma pele
jovem, isenta de rugas e manchas, o que tem, consequentemente, estimulado os pesquisadores
da area cosmética na busca pelo conhecimento dos mecanismos responsaveis, bem como as
principais alteragdes morfo-histoldgicas causadas durante o processo de envelhecimento
cutaneo (RITTIE e FISHER, 2002; BATISTELA, CHORILLI e LEONARDI, 2007). Essa
busca tem sido baseada principalmente em produtos naturais (NEMA et al., 2011).

O estresse oxidativo, ou seja, quando ocorre um desequilibrio entre pré-oxidantes e
antioxidantes em favor do primeiro, tem sido associado com o processo de dano da pele
induzido por exposicdo a radiacdo UV, fotoenvelhecimento, além da inducdo da
melanogénese que pode levar ao desenvolvimento de hiperpigmentacdo (BURTON e
JAUNIAUX, 2010; PANICH, 2011).

Plantas aromaticas e seus 6leos essenciais sdo utilizados ha milhares de anos tanto na
area medicinal quanto cosmética e na fabricacdo de perfumes e incensos. Tendo em vista que
0s Oleos essenciais sao lipossoluveis, eles sdo considerados o ingrediente ideal para produtos
cosméticos (LAWLESS, 2013). A Amazdnia possui uma vasta biodiversidade com grande
fonte de plantas medicinais, fato este que ndo pode ser ignorado pelos pesquisadores (SOUSA
et al., 2008).

Na regido Amazébnica ha aproximadamente 350 espécies aromaticas que podem ter
potencial para o uso industrial (MAIA e ANDRADE, 2009) e cosmético (KIM e UYAMA,
2005). Dentre tais espécies estédo a Aniba canelilla e Aniba parviflora, pertencentes ao mesmo
género do pau-rosa (A. rosaeodora), cujo 6leo é muito cobigado pela industria de perfumaria.
Entretanto, um levantamento recente mostra que ainda ha pouco conhecimento sobre as

atividades bioldgicas de extratos e 6leos essenciais de tais espécies.
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Nesse contexto, esse trabalho visa avaliar a atividade bioldgica de extratos e 6leos de
duas espécies do género Aniba, buscando assim o seu potencial como fitocosmético
antienvelhecimento, adicionando valor aos produtos amazonicos pela pesquisa,

desenvolvimento e inovacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo dos vertebrados e é composta principalmente de duas
camadas: epiderme e derme (Figura 1). Estas camadas desempenham a fungédo de protegéo do
organismo contra patégenos, traumas, perda de dgua excessiva, além de regular a temperatura
corporal, sensacdo tatil e ser considerado um 6rgdo imunologicamente ativo (METCALFE e
FERGUSON, 2007; HWA, BAUER e COHEN, 2012).

Figura 1 — Estrutura da pele humana.

Camada cérnea

Estrato granuloso

Epiderme
Estrato espinhoso

Estrato basal

Derme

© ) Merkel cell m Langerhans cell @ Lymphocyte
. Melanocyte @ Mast cell @ Macrophage
~~*" Fibroblast

Fonte: Adaptado de Wolk, Witte e Sabat (2010).

A epiderme é a camada mais externa da pele formada de um epitélio estratificado
auto-renovavel. Na base desta ha uma camada Unica de células ligada a membrana basal ndo
celular que a separa da derme, denominada de extrato basal, constituida principalmente de
queratindcitos e dois tipos de células derivadas da crista neural: células de Merkel (células
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responsaveis pela transmissdo da sensacgdo tatil) e os melandcitos (TSURUTA et al., 2002;
COSTIN e HEARING, 2007). Os queratindcitos estdo constantemente em divisdo migrando
sempre para a regido supra basal até que deixam de se dividir e alcancam a camada cornea ou
estrato corneo, uma camada de células anucleadas chamadas de escamas que formam uma
barreira insoltvel de protecdo contra a perda de agua pela derme formada de lipidios e
proteinas (TSURUTA et al., 2002; QUINN, 2004).

Logo abaixo se encontra a derme, que consiste num tecido conectivo cuja espessura €
superior a epiderme com fungdo de suporte mecanico, elasticidade, maleabilidade, além de
incluir os receptores de estimulo sensorial, vasos sanguineos e linfaticos. Em conjunto com a
epiderme interage na restauracdo e modelacdo da pele (HAAKE et al., 2000; SMITH,
MALBACH e SUBER, 2000; BOWSTRA, 2003).

2.2 MELANOCITOS E A PRODUCAO DE MELANINA

Os melandcitos sdo células que se encontram na camada basal da epiderme e
produzem um pigmento chamado melanina dentro de estruturas denominadas melanossomas
que sdo repassados aos queratindcitos. Tal processo € denominado melanogénese (QUINN,
2004). Eles sdo responsivos a radiacdo ultravioleta (UV), entretanto, a exposi¢do excessiva a
essa radiacdo pode ocasionar desordens pigmentares (PARK, et al., 2011). A melanina é um
biopolimero complexo capaz de pigmentar a pele, olhos e cabelo cuja principal funcéo é a
protecdo contra os danos da radiacdo UV. Ela protege por meio de suas propriedades opticas e
filtracdo quimica (VILLAREAL et al., 2010). Tanto a melanina natural quanto a sintética
atuam como sequestradores de radicais livres por oxidacdo e reducdo de radicais e eliminam
ions de metal, sendo considerado um poderoso antioxidante (ROZANOWSKA et al., 1999).

Os melanossomas sao estruturas elipticas onde ocorrem reagcbes de sintese de
melanina. A tirosinase € a enzima chave na sintese dos dois tipos de melanina, a eumelanina
com coloracdo preto-acastanhado e a feomelanina vermelho-amarelado (Figura 2). Essa
enzima catalisa 0s dois passos iniciais na via de biossintese, ou seja, a hidroxilagao da tirosina
em 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) (atividade monofenolase) e a oxidacdo de DOPA para
DOPA-quinona (atividade difenolase). Esta DOPA-quinona pode entdo ser transformada em
pigmentos de melanina através de uma série de reagdes enzimaticas e ndo-enzimaticas em
duas vias separadas, levando a sintese da eumelanina ou feomelanina (Figura 3)
(VILLAREAL et al.,, 2010; ZAIDI, et al.,, 2014). Apo6s a producdo da melanina, 0s
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melanossomos sao transferidos via dendritos aos queratindcitos circundantes. Estima-se que
cada melandcito estad em contato com 40 queratindcitos (COSTIN e HEARING, 2007).

Figura 2 — Estruturas quimicas da Eumelanina (A) e Feomelanina (B).
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A tirosinase € uma metaloenzima que ocorre em diversos organismos, com grandes
semelhancas estruturais. O sitio ativo da enzima apresenta dois atomos de cobre e cada um
deles se encontra ligado a trés residuos de histidina. A tirosinase pode se apresentar em trés
diferentes estados (oxi-, met- ou deoxi-tirosinase). A forma oxigenada apresenta dois atomos
de cobre tetragonais ligados fortemente na posicao equatorial e fracamente na posi¢éo axial ao
N do residuo de histidina. O oxigénio exdgeno se liga como peroxido aos atomos de cobre. A
forma metirosinase apresenta dois cobres ligados entre si e a um hidréxido exdgeno. A
deoxitirosinase apresenta dois cobres ligados entre si sem ligagdo com hidroxila (CHANG,
2009; SIMON et al., 2009).

Inibidores da tirosinase tém sido utilizados para o tratamento de hiperpigmentacao da
pele. Um grande nimero de compostos de origem natural inibe a atividade fenolase e/ou
difenolase da tirosinase como os polifendis quercetina e glabridina. Derivados fangicos como
0 &cido kdjico e de origem sinteética como a hidrogquinona sdo extensamente utilizados na
clinica como tratamento topico para hiperpigmentagdo, no entanto, o uso desses compostos
sintéticos frequentemente resulta em irritaces na pele (KIM e UYAMA, 2005, MOMTAZ, et
al., 2008).
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Figura 3 — Melanogénese.

Tirosinase

__

Tirosinase

TRP-2

-
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Fonte: Adaptado de Park, et al. (2008).

Melasmas, sardas e manchas de idade sdo distlrbios de hiperpigmentacdo pela
acumulacdo anormal ou excesso de produgdo de melanina (HUANG, et al., 2012). A
hiperpigmentacdo pode ser concentrada em uma &rea ou de modo difuso. As que ficam em
apenas uma area geralmente ocorrem ap6s uma lesdo, inflamacdo ou acne. Em outros casos,
como no melasma, que consiste em manchas marrom-escuras, bem marginadas na face tem
tendéncia de ocorrer em mulheres gravidas e em mulheres que tomam contraceptivos orais
(VILLAREAL et al., 2010).

A tirosinase obtida a partir do cogumelo Agaricus bisporus tem homologia elevada
com as dos mamiferos e pode ser usada como um modelo para o estudo da melanogénese e
vias da tirosinase (MATOS et al., 2011).
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2.3 ENVELHECIMENTO CUTANEO E OS RADICAIS LIVRES

Com o avango da idade do individuo, a estrutura, as propriedades e a composicao da
pele variam consideravelmente. No envelhecimento cronologico cutaneo, ocorre a
modificacdo do material genético por meio de enzimas, alteracGes proteicas e a proliferagdo
celular decresce. O tecido aos poucos perde a elasticidade, a capacidade de regular as trocas
aquosas e a replicacdo do tecido se torna menos eficiente (HIRATA, 2004).

O envelhecimento da pele é influenciado por diversos fatores, tais como, ambientais
(exposicdo a radiacdo UV, xenobidticos e estresse mecanico), genéticos, mudancas hormonais
e processos metabdlicos que intensificam e aceleram esse fendmeno. A irradiacdo solar
também diminui a sintese de colageno e altera a expressdo de metaloproteinases de matriz
(MMPs) causando danos ao tecido conjuntivo. Além de oxidacdes quimicas e enzimaticas
envolvendo a formacgdo de Radicais Livres (RL) que causam danos diretos aos tecidos
(RITTIE e FISHER, 2002; KIM et al., 2005).

A radiacdo UV ocasiona o fotoenvelhecimento que depende do grau de exposi¢do ao
sol e da pigmentacdo da pele. A radiacdo do tipo UVB gera um alto nivel de espécies reativas
de oxigénio (EROs) na pele resultando em prejuizos as células e matriz extracelular, além da
possibilidade de dano ao DNA (PERES et al., 2011). A pele fotoenvelhecida apresenta rugas
grossas, com manchas e textura &spera em contraste com a pele com apenas envelhecimento
cronoldgico que se apresenta mais fina, seca, palida e finamente enrugada (KIM et al., 2005).

Os RL sdo espécies quimicas que possuem um elétron desemparelhado caracterizando-
o com instabilidade energética e cinética, e para se tornarem estaveis precisam doar ou retirar
um elétron de outra molécula. Os radicais livres gerados a partir do oxigénio sdo chamados de
EROs. Essas espécies reagem com diversas moléculas integrantes de estruturas celulares. O
dano mais comum causado é a peroxidacdo dos acidos graxos constituintes da dupla camada
lipidica (HIRATA, 2004; CHANDA e DAVE, 2009). Além disso, as EROs estdo associadas
a varias doengas como aterosclerose, inflamacéo e cancer de pele (HALLIWELL, 1994).

Antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem a oxidacdo de uma molécula
em concentrag0es mais baixas que os RL. Os radicais formados ndo sdo reativos para
propagar a reacdo em cadeia, ou seja, sdo neutralizados por reacdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al.,
2007).

O proéprio organismo possui sistemas de defesa de antioxidantes contra os RL, 0s

chamados antioxidantes intrinsecos. Porém, outros antioxidantes podem ser obtidos
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provenientes da dieta, por exemplo, os chamados extrinsecos. A superdxido dismutase (SOD)
e a catalase (CAT) sdo as principais enzimas antioxidantes enddgenas que protegem a
epiderme. A SOD converte o superoxido (O,.-) em perédxido de hidrogénio (H,0;), enquanto
CAT degrada peroxido de hidrogénio (H,0,) em agua (H,O). Entre os provenientes da dieta
estdo os tocoferdis (vitamina E), &cido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e
carotenoides (SOUSA et al., 2007; PERES et al., 2011). Nos ultimos anos, tem sido dada
grande importancia ao uso dessas substancias tanto para profilaxia quanto para o tratamento
de doencas (RATNAM, 2006).

Apesar do complexo sistema de defesa, 0 organismo € submetido intensamente a
agressao, e consequentemente, o equilibrio entre o efeito pro-oxidante e antioxidante pode ser
perturbado, ocasionando o estresse oxidativo. Essa condicdo esta relacionada a processos
patoldgicos incluindo complicacdes na gravidez. Esse desequilibrio ocorre tanto por aumento
de EROs ou deficiéncia de antioxidantes (BURTON e JAUNIAUX, 2010). Na pele, durante o
processo de envelhecimento h4 um declinio de antioxidantes endégenos levando ao acimulo
de danos oxidativos (PERES et al., 2011).

Nos ultimos anos, os antioxidantes ganharam destaque devido ao seu potencial como
profilaticos e terapéuticos em muitas doencas. O descobrimento do seu papel no céancer,
diabetes, doencas cardiovasculares, autoimunes, desordens neurodegenerativas e
envelhecimento é considerado uma revolucdo médica (RATNAM et al.,, 2006). Em
cosméticos esta atividade € muito desejada, principalmente nos anti-idade.

Alguns compostos de origem vegetal destacam-se por atividades antioxidantes como
os fendis que apresentam propriedades de oxirreducdo, ou seja, doadores de hidrogénio e
eliminadores de oxigénio singlete. Os fendis sdo divididos em categorias que sdo fendis
simples, acidos fenolicos (derivados dos acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides,

estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUSA et al., 2007).

2.4 PRODUTOS COSMETICOS E FITOCOSMETICOS

A RDC n° 211, de 14 de julho de 2005 define produtos cosméticos, de higiene e
perfumes como preparacfes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, para uso
externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgaos
genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, destinados & protecéo,
embelezamento, limpeza ou ainda, perfuma-los, alterar a aparéncia, correcdo de odores

corporais ou manutencdo do bom estado (ANVISA, 2008). J& um fitocosmético é definido
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como um cosmético que contém ativo natural, de origem vegetal, como extratos vegetais,
tinturas, ceras, 6leos vegetais, hidratos de carbono vegetais ou dleos essenciais, cuja agdo
define a atividade do produto. Esse produto deve passar por todas as etapas de
desenvolvimento tais como proposicdo, criacdo e desenvolvimento (ISAAC et al., 2008;
ALLEMANN e BAUMANN, 2009).

Oleo essencial é um liquido hidrofdbico, concentrado, armazenadas em estruturas
secretoras especializadas, de tecidos ou de 0Orgdo vegetais distintos e sintetizadas pelo
metabolismo secundario de plantas, e armazenados sobre a superficie da planta ou dentro de
tecidos que formam as folhas, os calices de flores, frutos e raizes (LAHLOU, 2004). Os 6leos
essenciais sdo importantes produtos florestais ndo-madeireiros usados em comunidades
tradicionais e em industrias de grande porte. Até meados de 2008, sdo mais de 3000 Gleos
essenciais conhecidos, mas cerca de 10% destes somente sdo comercialmente importantes em
indUstrias como a farmacéutica, agrondmica, alimentos, sanitarias, cosméticos e perfumaria
(BAKKALI et al., 2008).

Esses 6leos sdo compostos volateis naturais, complexos, caracterizados por possuir um
odor forte, produzidos como metabdlitos secundarios por plantas aromaticas. Em geral, séo
encontrados cerca de 20-60 moléculas distintas constituindo os 6leos essenciais as quais
podem ser classificadas em dois grupos de diferente origem biosintética. O grupo principal é
constituido de terpenos e terpendides, e o outro de moléculas aromaéticas e alifaticas, todos
caracterizados por possuir baixo peso molecular (MAFFEI, 2010). Nos 6leos essenciais sdo
encontradas de duas a trés moléculas majoritarias, em concentracdes relativamente elevadas
(20-70%), em comparacdo com outras moléculas presentes em quantidades menores ou
vestigiais (minoritarias). Os terpenos sdo mais frequentes nos 6leos volateis e se dividem em
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, conforme o nimero de unidades de
isopreno (C5) em sua estrutura. Os monoterpenos sdo formados pelo agrupamento de duas
unidades de isoprenos (C10) e sdo os mais representativos constituindo cerca de 90% dos
6leos essenciais permitindo gerar uma grande variedade de estruturas (BETTS, 2001;
PICHERSKY et al., 2006; MAFFEI, 2010).

Extratos vegetais sdo preparagOes concentradas obtidas de folhas, galhos ou outras
partes de uma planta, cuja consisténcia pode ser solida, liquida ou intermediaria conseguidas
atraveés de um liquido extrator como etanol, agua ou outros solventes. A preparacao destes da-
se por percolacdo, maceracgdo e a escolha do solvente se d& em funcdo da classe de substancias
que se pretende extrair, variando de polaridade a acidez (SCHULZ, HANSEL e TYLER,
2002; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Extratos vegetais podem ser incorporados



22

facilmente em diferentes preparacdes cosméticas, porém, dependendo da classe quimica de
seus ativos podem alterar ou ndo a caracteristica da formulacdo (ISAAC et al., 2008).

Produtos vegetais sdo usados ha milhares de anos pelas antigas civilizacdes de
diversas formas como na culinéria, para o alivio e tratamento de doencas e como cosmético
usado na forma de perfumes e produtos para embelezamento do corpo como 6leos e cremes
(LAWLESS, 2013). Nos ultimos anos a medicina complementar e alternativa cresceu
favorecendo ainda mais busca pelo naturalismo o que levou ao aumento da demanda por
produtos cosméticos ndo somente naturais, mas também sustentaveis, organicos e livres de
ingredientes de origem animal (ALLEMANN e BAUMANN, 2009).

Na industria cosmética atual, produtos naturais tém sido fontes valiosas para o
desenvolvimento de novos produtos com atividades cientificamente comprovadas agregando a
cosméticos comuns diversas funcionalidades muito desejadas como antioxidantes,
despigmentantes e anti-idade (ANGELICO, 2011).

2.5 A FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae tem sua distribuicdo de espécies em regides com clima tropical e
subtropical principalmente na América, Asia tropical, Australia e Madagascar, possuindo
cerca de 2.500 a 3000 espécies subordinadas a 50 géneros (GOTTLIEB, 1972; WERFF e
RICHTER, 1996).

Essa familia tem um grande valor econémico e medicinal e é considerada uma das que
mais contribuem para a riqueza da flora tropical por sua distribuicdo na floresta Umida em
qualquer altitude. Ao longo de muitos anos as Lauraceas tém sido amplamente utilizadas por
sua madeira de qualidade (ltauba - Mezilaurus itauba), como frutos comestiveis (Abacate -
Persea americana), uso medicinal (Canfora - Cinamomum camphora), especiarias (Canela -
Cinamomum zeylanicum), condimento (Louro - Laurus nobilis), perfume (Pau Rosa - Aniba
rosaeodora), entre outros usos (GOTTLIEB, 1972). A literatura cientifica relata o isolamento
de neolignanas e flavondides (ROSSI, YOSHIDA e MAIA, 1997) de Lauraceas nativas do
Brasil. Ao todo sdo descritos 23 géneros e 420 espécies (QUINET et al., 2010).

Apesar de sua importancia, as Lauraceas continuam sendo pouco conhecidas em
relagcdo aos numeros de classificacéo e espécies. Uma explicacdo para tal seria o fato de serem
de dificil coleta e identificacdo por muitas serem arvores altas e com flores pequenas

(QUINET, 2005). Enguanto isso, a maioria de suas espécies tem o0 uso restrito as
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comunidades tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizacdo dessas plantas
(MARQUES, 2001).

2.5.1 O género Aniba

O género Aniba Aubl. destaca-se dentre as Lauraceas pelo nimero de espécies com
importancia econdmica. E representado por 41 espécies de arbustos e arvores com centro de
biodiversidade na Amazonia Central e Guiana estendendo-se pelos Andes, e em menor escala
nas Antilhas e leste e sul do Brasil (QUINET, 2005). Esse género se caracteriza por arvores
ou arvoretas com flores monoclinas, ou seja, hermafroditas, e anteras pouco diferenciadas.
Apresentam folhas alternadas ou agrupadas. Os frutos sdo bacaceos, elipsdide ou ovoides,
envolvidos por uma cupula parcial (QUINET, 2005; WERFF, 1990).

O pau-rosa, Aniba rosaeodora Ducke é a espécie mais conhecida do género em fungéo
do 6leo essencial que tem como constituinte majoritario o alcool terpénico linalol (80-90%)
(Figura 4) largamente usado em industrias de perfumaria internacionais onde pode ser
facilmente convertido em outros derivados (MAIA et al., 2007; MARQUES, 2001). A.
rosaeodora tem sido intensivamente explorada desde 1920 e por esse motivo € uma espécie
ameacada de extingdo pela extracdo do seu 6leo tradicionalmente do tronco. Uma alternativa
sustentavel é a extracdo das folhas e galhos que oferece um 6leo rico em linalol assim como
da madeira (MAY e BARATA, 2004). Além disso, um estudo mostrou que arvores jovens
produzem 6leo com qualidade muito semelhante ao de arvores mais velhas (FIDELIS, 2013).
Anaélise sensorial feita por perfumistas também mostram que o 6leo das folhas pode substituir
0 da madeira na inddstria de perfumaria (SOUZA et al., 2011).

Figura 4 — Alcool terpénico linalol.
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Outra espécie do género Aniba é considerada muito semelhante em termos de
tamanho, forma e cor das folhas, e por vezes, morfologicamente é considerada indistinguivel
do pau-rosa, a Aniba parviflora (GALAVERNA, et al., 2015).



24

2.5.2 Aniba parviflora (Meisn) Mez.

A Aniba parviflora (Figura 5) é conhecida popularmente como macacaporanga ou
louro rosa e tem como sinonimia Aniba fragrans Ducke (KUBITZKI e RENNER, 1982). E
uma arvore de médio porte, encontrada nos arredores de igarapés da floresta amazénica
ocidental aos arredores de Santarém, Faro e Médio rio Tapajos, estado do Para. Sua casca é
vendida no mercado Ver-O-Peso em Belém-PA e sua infuséo é usada nos tradicionais banhos-
de-cheiro (REVILLA, 2002; MATTOSO, 2005). Popularmente, madeira e galhos dessa
espécie sdo transformados em po e utilizados como sachés aromatizantes (PEREIRA, 2012).
O dleo das folhas tem um aroma forte, agradavel e com potencial de ser um produto com alto
valor no mercado (TRANCHIDA, 2008).

Essa espécie € muitas vezes confundida visualmente com o pau-rosa pela semelhanca
das folhas e flores, porém, as espécies apresentam diferenca quimica e no aroma
(MATTOSO, 2005). Através das técnicas de CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa) e de RMN (ressonancia magnética nuclear), pode-se observar
espectros diferentes e através dos picos cromatograficos identificar os constituintes
majoritarios (BARCELOS, BARATA e MAGALHAES, 2012).

Figura 5 — Arvore de Aniba parviflora.
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Em um estudo que comparou a composi¢do do 6leo das folhas no periodo chuvoso e
seco foi observado que o componente majoritario foi o linalol com média de percentual
relativo no periodo seco de 34,63%, seguido de espatulenol com média de 6,99% e B-
felandreno com média de 6,65%. No periodo chuvoso houve diferenca entre os componentes,
o linalol com 27,83% seguido de P-felandreno com 6,67% e espatulenol com 5,52%
(PEREIRA, 2012). Em outro estudo foi encontrado no 6leo das folhas de macacaporanga uma
proporcédo diferenciada de constituintes. O linalol permaneceu como constituinte majoritario,
porém, com percentual maior (36%), seguido de acetato de linalil (20%), sabineno (10,05%),
cariofileno (9,4%) o-cimeno (8,17%), a-felandreno (7,2%), limoneno (6%), entre outros
(BARCELOS, BARATA e MAGALHAES, 2012).

De atividades bioldgicas de A. parviflora citadas na literatura, destaca-se a anti-
hemorragica do extrato aquoso contra o veneno de Bothrops jararaca (MOURA, 2010) e
antimicrobiana do 6leo essencial (SARRAZIM et al.,, 2010). Além disso, o linalol,
componente majoritario, mostrou atividade sedativa (SUGAWARA, 1998), anticonvulsiva
(BRUM et al., 2001), bactericida (BAGAMBOULA, 2004), fungicida contra Candida
albicans (ALVIANO, 2005), anti-inflamatoria, antinociceptiva e antihiperalgesia (PEANA,
2006) e anti-cancer (LOIZZO et al., 2008).

Na literatura os estudos sobre essa espécie sdo escassos, portanto as atividades
bioldgicas ainda sdo pouco conhecidas.

2.5.3 Aniba canelilla (H.B.K.) Mez

A Aniba canelilla tem como sinonimias Aniba elliptica AC Sm. e Cryptocarya
canelilla Kunth, é conhecida popularmente como “casca-preciosa” ou somente “preciosa”
(Figura 6) (TAVEIRA et al.,, 2003). Dados histéricos mostram que essa espécie foi
confundida por Pizzaro e Orellana com arvores de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume)
durante a viagem de 1540 pela Amazonia e por Humbolt e Bonpland na expedicéo rio
Orinoco em 1800 para encontrar a “canela da Amazonia" (DA SILVA et al.,, 2007). A
infusdo da casca da preciosa é utilizada popularmente para o tratamento de diarreia, como
antiespasmadico e estimulante do sistema nervoso (SAMPAIO et al., 2010).

Essa espécie € nativa da regido Amazonica, distribuindo-se amplamente no interior da
Guiana Francesa, atravessando Suriname, Venezuela e Colémbia até a Amaz6nia peruana,

ocorrendo no Brasil nos estados do Para e Amazonas. Entre 0s inlmeros usos populares estao
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para males do sistema digestivo, resfriados, tosses, dor de cabeca e nauseas. O Gleo essencial
é usado contra acnes, dermatites, febre, infec¢Ges diversas e ferimentos (LUPE, 2007).

Figura 6 - Plantio de A. canelilla na Reserva Florestal Adolpho Ducke.

O constituinte majoritario do oOleo essencial é o 1-nitro-2-feniletano (Figura 7), o
composto que confere o aroma de canela. Uma molécula considerada rara em produtos
naturais (SILVA et al., 2009). O teor esta relacionado a estagdo do ano. No periodo chuvoso o

valor encontrado € de 95%, e no periodo seco diminui para 39% (TAVEIRA et al., 2003).

Figura 7 - 1-nitro-2-feniletano.

Além desse, destacam-se o0 metileugenol e eugenol (Figura 8). Eugenol ja demonstrou
intensa atividade antioxidante e anti-inflamatéria da Cicloxigenase-2 (COX-2) in vitro,
enquanto o metil-eugenol mostrou forte inibicdo da Lipoxigenase-15 (LOX-15) in vitro. COX
e LOX sdo enzimas que trabalham na biosintese de mediadores da inflama¢édo (LEEM et al.,

2011).
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A concentracdo destes trés constituintes difere entre as folhas e galhos. As folhas
apresentam maior teor de eugenol (8,71%) e metileugenol (5,09%). Os galhos finos somente
0,3 e 0,42%, respectivamente. No entanto, o 1-nitro-2-feniletano é encontrado em maior
quantidade nos galhos, 92,7% (MANHAES et al., 2012).

Figura 8 - Metileugenol e eugenol.
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Esté descrita na literatura a atividade antioxidante do Oleo essencial de A. canelilla e
de seu constituinte majoritario 1-nitro-2-feniletano (DA SILVA et al., 2007). A molécula 1-
nitro-2-feniletano apresentou atividade antinociceptiva de origem periférica (DE LIMA et al.,
2009); efeitos cardiovasculares em ratos normotensos (LAHLOU, et al., 2005) e hipotensora e
bradicardica em ratos hipertensos (INTERAMINENSE et al., 2010). Além de atividade anti-
leishmania moderada encontrada no 6leo das folhas com baixa citotoxicidade em macréfagos
peritoneais infectados (SILVA et al., 2009); antimicrobiana (SILVA, 2012) vasorrelaxante
(INTERAMINENSE et al., 2013; BRITO et al., 2013), anti-inflamatéria (VALE et al., 2013),
atividade vasorelaxante (ARRUDA-BARBOSA, et al., 2014) inibidora da acetilcolinesterase
(SILVA et al., 2014) foram descobertas em estudos mais recentes. Entretanto, a atividade
inibidora da tirosinase ainda ndo foi reportada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar o potencial biotecnoldgico de 6leos essenciais e extratos de trés espécies de

Lauraceas para fins cosméticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a atividade antimelanogénica de 6leos de A. rosaeodora, A. canelilla e A.
parviflora,;

e Identificar as substdncias majoritarias presentes no dleo essencial com atividade
bioldgica promissora;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de folhas e galhos de A. parviflora,

e Avaliar a citotoxicidade das amostras mais promissoras.



CAPITULO |

OLEO ESSENCIAL DE ESPECIES DO GENERO
Aniba COMO POTENCIAL AGENTE
DESPIGMENTANTE DA PELE
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Oleo essencial de espécies do género Aniba como potencial agente despigmentante da pele.

Nogueira, J. R.%; Lima, E. S.%; Albuquerque, P. M.

! Programa de Pés-Graduacéo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia,
Universidade do Estado do Amazonas

? Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas.

RESUMO

A tirosinase é a enzima chave na biossintese de melanina. Uma desregulacdo nessa
enzima pode provocar hiperpigmentacao da pele. Assim, a busca por substancias que possam
inibi-la pode ser o fator chave para o tratamento de desordens pigmentares. Dentro desse
contexto, este estudo buscou analisar a atividade inibidora da tirosinase de espécies
aromaticas da regido amazonica (Aniba rosaeodora, Aniba parviflora e Aniba canelilla). Os
6leos essenciais foram obtidos a partir da hidrodestilacdo de folhas e galhos. Para triagem, as
amostras foram testadas frente a enzima tirosinase, obtida a partir de Agaricus bisporus.
Testes em células de citotoxicidade, dosagem de melanina e inibicdo da tirosinase foram
realizados em B16F10. Por fim, a caracterizacdo quimica do 6leo com maior atividade foi
obtida por cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas (CG-EM). O 6leo de
folhas de Aniba canelilla (OPF) obteve destaque na inibicdo da melanogénese em 50 pg/mL e
na diminuicdo significativa do teor de melanina em 25 e 50 pg/mL, ndo apresentando
citotoxicidade na linhagem celular estudada. A substancia mais frequente encontrada por CG-
EM foi o 1-nitro-2-feniletano com 87,03%. Tendo como base os resultados obtidos, o dleo
das folhas da preciosa demonstrou ser um potencial candidato para uso em um produto

cosmetico clareador da pele.
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1 INTRODUCAO

A melanina ¢ um biopolimero que ocasiona a pigmentacdo da pele, olhos e cabelo. Sua
funcdo é a protecdo contra danos ao DNA pela absorcdo da radiacdo UV, convertendo-a em
forma de calor ou ainda como um tampéo sobre o nucleo (PARK et al., 2009; VILLAREAL
et al., 2010). Sua producdo é realizada pelos melandcitos dentro de estruturas denominadas
melanossomos que sdo repassados aos queratindcitos, células majoritaria presente na
epiderme (QUINN, 2004).

Dentro dos melanossomos ha uma enzima chave na via melanogénica, a tirosinase.
Essa enzima oxida o substrato L-DOPA a DOPA-quinona, que é um intermediario comum
para as vias de producao da eu-melanina e feomelanina (ZAIDI, et al., 2014). Inibidores da
tirosinase como o acido kéjiko, hidrogquinona e, arbutina sdo amplamente usados na industria
cosmética como agentes despigmentantes, porém, por vezes tém seu uso limitado por
apresentarem atividade insuficiente, baixa estabilidade e efeitos adversos (MOMTAZ, et al.,
2008, YANG et al., 2012), o que leva a necessidade de uma busca continua por novos
inibidores, cada vez mais inovadores (MATOS, 2011).

A flora brasileira possui uma rica biodiversidade, destacando-se como um pais com
grande potencial para originar moléculas biologicamente ativas a partir de plantas (PINTO et
al., 2002). A familia Lauraceae destaca-se por apresentar espécies produtoras de Oleos
essenciais, principalmente as pertencentes ao género Aniba, porém, muitas espécies ainda se
mantém pouco estudadas. Uma explicacdo para tal seria o fato de serem de dificil coleta e
identificacdo, por estarem presentes na floresta amazonica, além de serem &rvores altas e com
flores pequenas (QUINET, 2005).

O pau-rosa, Aniba rosaeodora Ducke é a espécie mais conhecida do género em funcéo
do dleo essencial que tem como constituinte majoritario o alcool terpénico linalol, largamente

usado em industrias de perfumaria internacionais (QUINET, 2005). Outras espécies do



32

mesmo género sao pouco estudadas como a A. parviflora e A. canelilla mantendo seu uso, em
sua maioria, pelas comunidades tradicionais (MARQUES, 2001).

A. parviflora conhecida como macacaporanga € muitas vezes confundida com o pau-
rosa pela semelhanca visual, além da presenca do linalol como componente majoritario do
oleo, porém, as espécies apresentam diferenca quimica e no aroma (MATTOSO, 2005,
PEREIRA, 2012). Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (SARRAZIM et al., 2010) e
sedativa (SUGAWARA, 1998), anticonvulsiva (BRUM et al.,, 2001) e bactericida
(BAGAMBOULA, 2004) do componente majoritario, linalol, sdo exemplos de algumas das
atividades relatadas.

A. canelilla é conhecida como preciosa e seu 6leo é constituido principalmente de 1-
nitro-2-feniletano (80%), do composto que confere o aroma de canela, eugenol (1%), e de
metil eugenol (15%) (OGER et. al., 1994; LIMA et al., 2004) A atividade antioxidante do
Oleo e do 1-nitro-2-feniletano ja foram relatadas (DA SILVA et al., 2007). Acédo
antinociceptiva (DE LIMA et al, 2009) e bradicardica em ratos hipertensos
(INTERAMINENSE et al., 2010) sdo algumas atividades encontradas, porém, a inibicdo da
tirosinase pelos 6leos ainda nao foi descrita na literatura.

Portanto, no presente trabalho foi avaliada a capacidade inibitéria da melanogénese e a
citotoxicidade de 6leos essenciais de folhas e galhos de espécies de Lauraceae a fim de avaliar

seu potencial como fonte de um novo agente despigmentante.

2 MATERIAIS
Os reagentes: Tirosinase, L-DOPA, Alamar Blue, Fenilmetilsulfonilflior (PMSF),
Feniltiouréia, Isobutilmetil xantina (IBMX) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich. Triton

X-100, Dimetilsulfoxido (DMSO) e meios de culturas foram cedidos pelo laboratorio Biophar
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da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UFAM. As células foram cedidas pelo laboratério
de patologia da Universidade de Séo Paulo.

As folhas e galhos de A. canelilla foram coletados na Reserva Florestal Adolpho
Ducke do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, localizada no Km 26 da
Rodovia AM-010, Manaus — Itacoatiara, no municipio de Manaus — Amazonas. As folhas e
galhos de A. parviflora foram coletados na fazenda Experimental Curaud- PEMATEC,
localizada no municipio de Santarém-PA. As folhas e galhos de A. rosaeodora foram
coletados na Fazenda Magaldi, localizada na cidade de Maués, distante 268 km de Manaus.

Todas as coletas foram realizadas no no periodo chuvoso.

3 METODOS
3.1 Obtencdo do 6leo

As folhas e galhos foram secos em temperatura ambiente por sete dias e triturados em
moinho de facas (tela de 3 mm) na forma de um pé homogéneo. O 6leo das folhas e dos
galhos foi obtido por hidrodestilagdo por arraste a vapor em aparelho tipo Clevenger pelo
periodo de trés horas para folhas e 6 horas para galhos, segundo a metodologia descrita por

Chaar (2000).

3.2 Inibigdo da tirosinase in vitro

A analise da inibicdo da tirosinase foi realizada por metodologia colorimétrica descrita
por Chan et al. (2008). A amostra foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO) e a enzima
tirosinase e o substrato L-DOPA (3,4-dihidroxi-L-fenilalanina) (1 mM) foram diluidos em
tampé&o fosfato 10 mM pH 6,9. Em uma microplaca foi adicionado 20 pL de oleo essencial,
80 pL de enzima e 100 pL do reagente de cor L-DOPA. Logo em seguida foi feita a primeira

leitura em leitor de microplaca (tempo 0) e depois de 20 minutos no comprimento de onda de
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492 nm. Como controle negativo foi utilizado DMSO e como padrao de inibicéo feniltiouréia.

O célculo de inibicéo foi realizado com o uso da equacao abaixo:

Inibigdo (%) = 100 — {2 = Aamesus) 1 o0

(AZ - Alcontrolg

3.3 Cultura de células

A linhagem de ceélulas de melanoma murino (B16F10) utilizada foi obtida do
laboratdrio de patologia da Universidade de Sdo Paulo. As células foram mantidas em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% de

antibidtico, e incubadas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO, (PEDROSA, 2013).

3.3.1 Citotoxicidade pelo ensaio de Alamar Blue

Para avaliar a viabilidade celular foram plaqueadas 1x10* células por pogo em placas
de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacéo, os pogos foram tratados com concentracdes de 6leo
de 100, 50; 25 e 12,5 pg/mL em triplicata. Passado 72 horas de exposi¢éo foi adicionado 10
uL da solugdo de uso de Alamar Blue (solugao estoque a 0,4%) diluido a 1:20 em meio
DMEM. Como branco da reacdo foram lidos os pocos com célula e amostra sem Alamar Blue
(resazurina). Como controle negativo foram lidos po¢os sem amostras. Apds o tempo de
metabolizacdo da resazurina, foi realizada a leitura da fluorescéncia em leitora de microplaca.
A viabilidade celular foi calculada conforme a equacédo abaixo:

%viabilidade = ARt x100
AFc

Onde:
AFt= (fluorescéncia amostra + resazurina) - (fluorescéncia da amostra)

AFc= (fluorescéncia controle negativo + resazurina) - (fluorescéncia controle negativo)
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As concentracdes das amostras que causam morte de 50% das células (Clsp) foram

calculadas por regresséo linear simples (AHMED et al., 1994).

3.3.2 Inibicdo da melanogénese

Em placas de petri de 60 x 15 mm foram cultivadas células B16F10 na densidade de
3x10* células/mL num total de 5 mL. Apds 24 horas, 0 meio de cultura foi trocado por meio
contendo IBMX 25 uM para ao estimulo da melanogénese por 24 horas e tratadas com 06leo
essencial a 50 e 25 pg/mL por 48 horas. Como controle positivo foi utilizado feniltiouréia a
25 uM. Depois as celulas foram retiradas das placas com tripsina e coletadas para microtubos,
um contendo 1 x 10° células e o outro o restante. Apds esse procedimento, as células foram
lisadas com Triton X-100 a 1% em PBS com PMSF e centrifugados a 10.000 rpm a 4°C por
15 minutos. O sobrenadante foi usado para a inibicdo da tirosinase e o pellet para a dosagem

de melanina.

3.3.3 Atividade da tirosinase em B16F10

A atividade de tirosinase foi avaliada conforme a metodologia descrita por Tomita e
Tagami (1992). Apds a lise celular e obtencdo do sobrenadante, as proteinas foram
quantificadas pelo método de Bradford (1976). As proteinas obtidas foram diluidas em placas
de 96 pocos para concentracdo final de 100 pg/mL. Mensurou-se a absorbancia 1 (Al) em
475 nm. Em seguida foram adicionados 100 uL do reagente de cor L-DOPA (L-
diidroxifenilalanina) a 3 mg/mL procedendo-se imediatamente a leitura em leitor de
microplaca. A placa foi incubada a 37 °C e lida a cada 30 minutos durante 90 minutos, onde
se obteve a absorbancia final (A2) mensurada no mesmo comprimento de onda da Al. A
porcentagem de inibicdo da atividade da tirosinase foi calculada conforme indicado abaixo,

onde A2 = absorbancia 2 e Al = absorbancia 1.
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Inibigdo (%) = (A, — Alamostra)
(A, — Acontrole)

3.3.4 Dosagem de melanina

A dosagem de melanina foi realizada conforme a metodologia descrita por Hosoi, et al
(1985). Os pellets de B16F10 obtidos a partir de 1 x 10° células foram solubilizados em
NaOH 1 N contendo 10% de DMSO em banho seco a 95°C durante 1 hora. A absorbancia
das solucdes de melanina foi mensurada a 405 nm usando um leitor de microplacas. A
guantidade de melanina foi calculada apds comparacdo com uma curva padrdo de melanina

sintética (0 — 200 pg/mL).

3.4 lIdentificacdo dos constituintes volateis por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)

A andlise dos constituintes volateis foi realizada utilizando um cromatégrafo a gas
acoplado a um detector de massas da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 series Ultra,
utilizando software de tratamento de dados GCMS-QP2010 solution Ver. 2.6., coluna capilar
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) nas seguintes condi¢gdes de corrida: split de 1:40,
temperatura do injetor de 220 °C, temperatura da coluna de 60 °C com taxa de aquecimento
de 3°C-min-1 até 240°C e temperatura do detector de 250°C, sendo utilizado o hélio como gas
de arraste, numa vazdo de 1 mL-min-1. O detector seletivo de massas operou a 70 eV, m/z = 30
a 500 u.m.a.

A identificacéo foi realizada por meio do calculo dos indices de retencdo dos analitos,
utilizando-se a coinjecdo de uma mistura de padrdes de hidrocarbonetos (C8 a C22),
comparacdo com a biblioteca eletrénica do equipamento (NIST-05) e com dados da literatura

(ADAMS, 2007).
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3.5 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos em media + desvio padrdo. A determinacdo da Cls
foi realizada pelo método de regressdo linear simples, usando o programa Origin®. A analise
estatistica dos testes celulares de inibicdo da tirosinase e de dosagem de melanina foram
realizados usando o programa GraphPad Prism 5 One-way ANOVA com teste de Tukey (p<

0,05).

4 RESULTADOS
4.1 Ensaio da inibicdo da tirosinase in vitro

Esse ensaio de triagem foi realizado utilizando a enzima tirosinase de Agaricus
bisporus, substrato L-DOPA e o0leos essenciais de folhas e galhos de trés espécies de

Lauraceae na concentracdo de 1000 ug/mL. Os resultados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Percentual inibitorio de 6leos essenciais de espécies do género Aniba sobre a enzima

tirosinase. Valores representam médias + desvio padrdo de trés experimentos independentes.

Oleo essencial (1000 pg/mL)* Inibicdo (%) £ DP
A. rosaeodora folhas 3,26 £0,42
A. rosaeodora galhos 1,85 + 0,66
A. parviflora folhas 1,07 +1,53
A. parviflora galhos 1,34 +1,54
A. canelilla folhas 57,83 2,70
A. canelilla galhos 8,71+251

*Amostras diluidas em DMSO.
Foi considerada como atividade significativa a inibicdo de 50% ou mais da enzima,
portanto, o 6leo das folhas de A. canelilla (OPF) foi selecionado para a continuidade dos

testes.
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Foi realizada uma curva de inibicdo de OPF e da feniltiouréia, a fim de calcular a Cls,

ou seja, a concentracao que inibe 50% da enzima (Figura 1).

Figura 1 — Curva de inibicdo da enzima tirosinase. Em A: 6leo essencial de folhas de A- Aniba

canelilla e B- padrao feniltiouréia, com suas respectivas Cls,.
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4.2 Viabilidade Celular

A fim de verificar os possiveis efeitos citotoxicos do oOleo essencial de folhas de
preciosa sobre as células B16F10 (melanoma murino) e do padrédo feniltiouréia (FTU) usado
no ensaio da inibicdo da melanogénese, foram utilizadas amostras em diferentes

concentragdes em um periodo de 72 horas de exposi¢do. Os resultados estdo apresentados na

Figura 2.

Figura 2 - Viabilidade celular pelo método de Alamar Blue no periodo de 72 horas. Ensaio realizado
em melanoma da linhagem B16F10. Em (A): dleo essencial de folhas de Aniba canelilla e em (B):

padrédo feniltiouréia (FTU).
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Verifica-se que OPF ndo foi citotoxico mesmo nas concentragdes mais altas de estudo:
50 e 100 pg/mL (90,71 = 4,70; 89,31 + 1,76 %), e que houve a manutencdo da viabilidade
celular de FTU em 50 e 100 pug/mL (111,07 + 4,05; 97,21 * 4,73), respectivamente. Esses

resultados demonstram que essas amostras ndo sdo citotoxicas para a espécie em estudo.

4.3 Inibigdo da tirosinase celular e dosagem de melanina
O efeito inibitério do 6leo de preciosa na atividade da tirosinase foi estudado em

células da linhagem B16F10 em duas concentragdes (25 e 50 pug/mL) (Fig. 3A). Apos 48
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horas de tratamento, a atividade da tirosinase reduziu significativamente para 74,39% nas

células tratadas com 50 pg/mL comparados com 100% de atividade do controle estimulado

com 25 uM de IBMX.

O teor de melanina nas células B16F10 cultivadas na presenca de OPF também foi
mensurado e observou-se que a sintese de melanina foi inibida pelas duas concentracGes em

estudo (25 e 50 pg/mL) (Fig. 3B).

Figura 3 — Inibicdo da tirosinase em células da linhagem B16F10 (A) e dosagem do teor de melanina
apos exposicdo de 48 horas ao Oleo (B). Onde, IBMX- controle tratado com 25 uM de
isobutilmetilxantina; FTU25- células tratadas com 25 uM de feniltiouréia; OPF25- Tratamento com 25
ug/mL de 6leo das folhas de preciosa e OPF50- Tratamento com 50 ug/mL de 6leo das folhas de
preciosa. Valores representam a média * desvio padrdo. Amostras apresentam diferenca significativa

em relagéo ao controle estimulado com 25 uM de IBMX para p<0.005** e p< 0.05*.
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4.4 Anélise dos Constituintes Quimicos do Oleo Essencial de Folhas de A. canelilla

As analises de CG-EM do 0leo essencial obtido a partir da hidrodestilacdo das folhas
permitiu detectar 29 diferentes constituintes no 6leo essencial de folhas de A. canelilla. Estes
constituintes foram identificados por meio da comparagdo dos seus espectros de massas com
espectros da literatura, e com a espectroteca eletrénica e seus indices de retencao obtidos por
comparacdo com os tempos de retencdo de hidrocarbonetos lineares. Nao foi possivel
identificar apenas 2 dos constituintes do Oleo essencial de A. canelilla usando os métodos

citados (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicao quimica do 6leo essencial de folhas de Aniba canelilla.

Picos Moléculas IR Percentagem Identificacao
relativa
1 Butanoato de etila 800 3,1+£52 a,b
2 Etilbenzeno 823 04+41 a,b,c
3 a-pineno 934 0,6 +3,3 a,b,c
4 Benzaldeido 962 0,5+6,1 a,b
5 B-Pineno 980 0674 a,b,c
6 Benzenoacetaldeido 1045 0,4+3,3 a,b,c
7 Linalol 1103 04+29 a,b
8 a-Terpineol 1190 0,6+4,3 a,b,c
9 1-nitro-2-feniletano 1317 87,3+21 a,b,c
10 a-Copaeno 1375 0,6 +8,2 a,b
11 Cariofileno 1421 05+55 a,b
12 B-Selineno 1490 0,6 +6,2 a,b,c
13 a-Bisaboleno 1504 04+21 a,b,c
14 ni 1628 03+21 a,b,c
Hidrocarbonetos monoterpénicos 2,3
Monoterpenos oxigenados 11
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,2
Sesquiterpenos oxigenados 0,9
Outros (Componentes aromaticos) 91,7
ni 0,3
Total (%) 100

* A ldentificago foi realizada pelo IR (Indice de retencfo) determinado em uma coluna capilar HP-
5MS utilizando uma série homologa de n-hidrocarbonetos (indice Kovats).

® A Identificacdo foi realizada pela comparacdo dos espectros de GC-MS e IR com aqueles da
biblioteca NIST e aqueles descritos por Adams (2007).

¢ A identificacdo foi realizada pela comparacdo com o IR descritos por Babushok et al., (2011) e os
disponibilizados no banco de dados online "The pherobase™.

ni - ndo identificado
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Na Figura 4 pode ser visualizado o cromatograma do 6leo essencial de folhas de A.

canelilla destacando o pico majoritario de 1-nitro-2-feniletano (87,3%).

Figura 4 - Cromatograma do 6leo essencial de folhas de Aniba canelilla. Destaque para o pico

majoritario e espectro de massa do 1-nitro-2-feniletano.
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5 DISCUSSAO

A inibig&o da tirosinase afeta a produgéo de melanina. Esse pigmento tem a funcdo de
protecdo contra a radiacdo UV. Embora a melanina tenha essa funcdo fotoprotetora, pode
ocorrer um acumulo anormal desse pigmento em diversas partes da pele, o que pode resultar
hiperpigmentacédo da pele (CHOI, W., et al.,2010).

O teste preliminar de inibicdo em tirosinase de cogumelo € simples e préatico devido
essa enzima ter alta homologia com a dos mamiferos, porém, apresenta desvantagens por nao
refletir o comportamento de substancias isoladas ou compostas (como 0Oleos e extratos) em
meio bioldgico (MATOS et al.,, 2011). Dai o interesse em ensaios utilizando modelos

celulares para a pesquisa de novos compostos para o tratamento da hiperpigmentacdo como
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realizado neste estudo. A literatura demonstra que certos extratos de plantas exibem atividade
inibidora da tirosinase in vitro, porém, ndo reduzem o teor de melanina em células (ZHONG
et al, 2006). Dentre os modelos celulares escolhidos, um dos mais utilizados sdo células da
linhagem B16F10 (melanoma murino), por se tratar de células ricas em melanina. Esse tipo de
ensaio evidencia a capacidade inibitoria da melanogénese de substancias em melandcitos,
mimetizando condi¢es in vivo.

O oleo das folhas de preciosa demonstrou no teste de triagem ser um potencial
candidato para o estudo da inibicdo da melanogénese, quando comparado as outras amostras.
Apesar de ser muito menos ativo que o padrdo FTU, sua atividade é considerada razoavel, se
comparada a outros produtos naturais como 0s extratos hidroetandlicos e etanolicos de
Passiflora nitida (Cls878 = 0,03 e 901 + 0,02 pg/mL) (OLIVEIRA, 2011) e o extrato
metanolico de Agaricus brasiliensis (Clsp 713 pg/mL) (HUANG, et al, 2014), e assim
decidiu-se investigar mais a fundo sua capacidade nos testes celulares.

Apesar da FTU ter apresentado uma excelente inibicdo enzimética celular in vitro, ndo
demonstrou a mesma agdo no teste celular. OPF, no entanto, mostrou uma significativa
reducdo da atividade na concentracdo de 50 pug/mL comparado ao controle com IBMX.

A Feniltioureia é inibidor da tirosinase utilizado desde a década de 1940. Acredita-se
que seu mecanismo de acdo se deve a interacdo com os ions de cobre no sitio ativo. Outra
teoria supOe que ele é na verdade um inibidor ndo competitivo da tirosinase (RYAZANOVA,
ALEKSEEV E SLEPNEVA, 2011).

A seguranga em produtos cosméticos € um item essencial e apesar do teste do Alamar
Blue ser considerado muito simples, um composto que cause citotoxicidade o torna inviavel
para utilizacdo (LIANG et al. 2012). Assim, o Oleo demonstrou ndo ser citotoxico nas

concentragdes estudadas e na linhagem celular em estudo.
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A diminuicdo da producdo de melanina pelas células se deve pela presenca do 6leo de
A. canelilla e ndo pela citotoxicidade do mesmo, como demonstrado no ensaio do Alamar
Blue, onde as células permanecem viaveis por um periodo de até 72 horas de exposicao. Esse
estudo também sugeriu as concentracfes de OPF para os testes de inibicdo da melanogénese e
tirosinase celular.

Outros estudos ainda sdo necessarios para a descoberta da molécula bioativa, se esta
atua isoladamente ou em sinergismo, assim como sua aplicabilidade, custo e seguranca.

No dleo essencial de A. canelilla os componentes aromaticos volateis foram os mais
predominantes compondo até 92,06% do 6leo das folhas, que pode ser explicadopela alta
concentracdo da molécula 1-nitro-2-feniletano no dleo essencial desta planta. Hidrocarbonetos
monoterpénicos e sesquiterpénicos, e monoterpenos e sesquiterpénicos oxigenados sdo outros
grupos de moléculas encontrados.

A maioria dos constituintes identificados estad de acordo com o que tem sido descrito
na literatura, onde a molécula de 1-nitro-2-feniletano é identificada como o principal
componente do 6leo essencial desta espécie (LIMA et al., 2004, MANHAES et al., 2012).
Outros compostos aromaticos volateis também foram identificados nos dleos estudados, como
o etilbenzeno, benzaldeido, fenilacetaldeido e eugenol, estes compostos também foram
identificados no dleo essencial desta mesma espécie em dois estudos anteriores (OGER et. al.,
1994; LIMA et. al., 2004), indicando ser compostos caracteristicos do 6leo essencial desta
espécie. E importante ressaltar que estes compostos ndo sdo comuns na maioria das plantas
produtoras de 6leos essenciais, pois possuem uma rota de sintese diferente dos terpenos.

Nas células da maioria das plantas produtoras de 6leos essenciais a via dos terpenos é
a mais comum (KIRBY E KEASLING, 2009). Dentre os compostos aromaticos volateis de
Oleos essenciais de A. canellila encontrados no presente estudo, o eugenol identificado, é

proveniente do alcool coniferilico, um precursor da lignina, j& o composto fenilacetaldeido
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também encontrado nos 6leos estudados, é derivado da fenilalanina por descarboxilacédo
oxidativa e a remocdo do grupo amino, esta mesma via sugerida para a sintese do principal
composto destes 0leos essenciais, 0 1-nitro-2-feniletano, as moléculas oriundas desta via sdo
chamadas de fenilpropanoides (PICHERSKY et al., 2006).

Outro grupo de moléculas volateis que contém um anel aromatico oriundas da
fenilalanina sdo os benzenoides. A sintese destes compostos envolve o encurtamento da
cadeia lateral de trés carbonos da fenilalanina que também leva a moléculas aromaticas tais
como benzaldeido e etilbenzeno (PICHERSKY et al., 2006). Estas moléculas também foram
encontradas nos 6leos essenciais de A. canelilla envolvidas nesta pesquisa. Embora ainda se
tenha pouco conhecimento a respeito das enzimas e genes responsaveis pelas etapas
metabolicas que levam a sintese de fenilpropanoides e benzenoides, os compostos volateis
aromaticos compondo mais de 90% do 0leo essencial de A.canelilla indicam que, esta espécie
investe mais na sintese destas moléculas o que ndo é comum em plantas produtoras de 6leos
essenciais deste género. Portanto, de acordo com as rotas metabdlicas dos compostos
aromaticos volateis, a presenca de pequenas quantidades dos compostos aromaticos
etilbenzeno, benzaldeido, fenilacetaldeido e eugenol nos éleos essenciais pode indicar que
estas moléculas sejam produtos finais da degradacdo da fenilalanina. Sendo assim, a

fenilalanina é provavelmente a origem biosintética do composto 1-nitro-2-feniletano.

6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, demonstrou-se que o 0Oleo essencial das folhas de
preciosa apresenta atividade como inibidor da melanogénese podendo ser candidato no
tratamento de desordens de pigmentacdo. Além disso, ndo apresenta citotoxicidade nas

concentracgdes utilizadas na linhagem celular em estudo.
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RESUMO

Aniba parviflora (macacaporanga) € uma arvore de médio porte nativa da regido
Amazodnica, encontrada nos arredores de igarapés pertencente a familia Lauraceae. E uma
planta aromatica, produtora de Oleo essencial, mas com poucas propriedades bioldgicas
descritas na literatura. Estudos com esta espécie sdo escassos e se resumem a identificacdo
dos componentes quimicos do seu 6leo essencial. A fim de verificar o potencial dessa espécie
para uso em cosméticos, este estudo tem por objetivo avaliar a capacidade antioxidante dos
extratos e particbes de folhas e galhos de A. parviflora. Os extratos foram obtidos por
maceracdo em etanol e submetidos a particdo com solventes de diferentes polaridades
(hexano, diclorometano, acetato de etila e fase resultante: hidroetanélica). As fases obtidas da
particdo foram avaliadas nos testes de captura dos radicais DPPH e ABTS e dosagem de
fendis e flavonoides. Estes ensaios foram usados como triagem para o teste antioxidante
celulare de citotoxicidade. As fases hidroetandlicas e acetato de etila tanto de folhas e quanto
de galhos se destacaram pela intensa atividade antioxidante na inibi¢do da oxidagdo do DPPH
e do ABTS em baixas concentracdes, além de apresentarem significativa quantidade de fendis
e flavonoides. O método da diclorofluoroceina confirmou a atividade antioxidante pela
reducdo de EROs na concentracdo de 50 upg/mL sem apresentar citotoxicidade em
queratindcitos na mesma concentracdo. Esse estudo comprova que esta espécie apresenta

significativo potencial como ativo antioxidante para ser empregado na indUstria cosmecéutica.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade com cerca de 20% das espécies do planeta. A
Amazonia brasileira € a maior floresta equatorial e tropical Umida e destaca-se pelo grande
potencial exploratorio para originar moléculas biologicamente ativas a partir de plantas
(PINTO et al., 2002).

Aniba parviflora é uma espécie da familia Lauraceae de médio porte, encontrada nos
arredores de igarapés da floresta amazénica ocidental. Frequentemente confundida com o
pau-rosa pela semelhanca morfoldgica, esta espécie apresenta poucos estudos na literatura no
que diz respeito as suas atividades bioldgicas. Sua casca € comercializada no mercado Ver-o-
Peso, em Belém-PA, com o nome de macacaporanga ou louro rosa. Estudos com esta espécie
sd0 escassos e se resumem a identificacdo dos componentes quimicos do seu 6leo essencial
(TRANCHIDA et al., 2008).

Em estudos anteriores foi demonstrado que o 6leo essencial de A. parviflora possui
potencial econémico no setor de perfumaria (MAIA et al., 2001; BATISTA, 2014).
Visando ampliar as potencialidades de uso da macacaporanga, o presente estudo avaliou os
extratos etandlicos e as fases hexano, diclorometano e acetato de etila quanto a atividade
antioxidante.

Antioxidantes sdo substancias que estabilizam os radicais livres por receber esse
elétron desemparelhado, prevenindo assim os danos causados por eles. Os radicais livres tém
sido ha algum tempo relacionados a etiopatogenia de doencas graves como 0 cancer e ao
envelhecimento (RATNAN et al, 2006).

Os radicais livres sdo moléculas com elétron desemparelhado no altimo orbital, isso 0s
tornam instaveis e muito reativos. Para se tornarem estaveis precisam doar ou retirar um
elétron de outra molécula. Os radicais livres gerados a partir do oxigénio sdo chamados de

Espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas espécies causam dano celular, e 0 mais comum é
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oriundo da peroxidacao dos acidos graxos constituintes da bicamada lipidica (HIRATA, 2004;
CHANDA e DAVE, 2009). Compostos fendlicos como os acidos fendlicos e flavonoides,
presentes em produtos vegetais, estdo associados constantemente a atividade antioxidante por
serem doadores de hidrogénio e eliminadores de oxigénio singlete (SOUSA et al., 2007;

RAZAVI et al., 2008).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

Galhos finos (£ 3cm de diametro) e folhas das espécies A. parviflora foram coletados
na Fazenda Pematec Santarém-PA no periodo chuvoso. O material vegetal foi utilizado
separadamente para a producédo do extrato etandlico. Foi coletado ainda, material vegetal para
producdo de exsicatas para identificacdo da planta, realizada no herbario do Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazonia (INPA), com o numero de registro 254.490.

2.2 Producdo dos extratos

Apos 0s processos de secagem e moagem, o material vegetal (folhas e galhos) foi
macerado com alcool etilico de cereais 92,8° em temperatura ambiente, sendo a extracéo
realizada em trés ciclos de 72 h, totalizado um periodo de nove dias, onde a cada 72 h o
material vegetal foi filtrado e um novo solvente adicionado a este. Por fim, os filtrados
foram submetidos ao rotaevaporador, sob pressdo reduzida a 40°C, até a retirada total do
solvente (SILVA, 2012). O extrato bruto resultante foi dissolvido em etanol-agua (1:3) e
submetido a particdo liquido-liquido, utilizando primeiramente o hexano, seguido de

diclorometano e acetato de etila. Apos a particdo foram obtidas fases solGveis em hexano,
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diclorometano, e acetato de etila, as quais foram rotaevaporadas, e uma fracdo hidroalcodlica

que foi liofilizada. O rendimento do extrato bruto foi calculado pela formula:

Rend.= Por x100
Pm.v.

Onde:
Rend = Rendimento total do extrato (%)
Pext = Peso do extrato seco (g)

Pm.v = Peso do material vegetal (g)

2.3 Ensaios antioxidantes frente a radicais livres

2.3.1 Método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

Para avaliar o potencial antioxidante das amostras utilizou-se o método descrito por
Molyneux et al., (2004) adaptado para microplacas. Foram pesados 2 mg de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) e dissolvidos em 12 mL de etanol absoluto. Para o teste, foram
adicionados 30 pL das dilui¢bes das parti¢cOes dos extratos, nas concentragdes de 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 pg/mL, e 270 puL da solucdo de DPPH. A placa permaneceu
incubada ao abrigo da luz por 30 minutos e ap6s esse periodo, realizou-se a segunda leitura da
absorbancia (A2) e mensurou-se a reducgédo do radical livre DPPH a 492 nm no leitor DTX
800 (Beckman Coulter). Como controle negativo utilizou-se 30 uL de etanol e 270 pL de
solugdo de DPPH. Os resultados foram expressos em porcentagem de captura do radical

DPPH, calculado segundo a equacéo abaixo (onde Al= absorbancia 1 e A2 = absorbancia

Atividade (%) =100 — (A2 = AAMOST8) L, o
(A, — Acontrole)
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2.3.2 Método do ABTS (2 2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)

Para avaliar o potencial antioxidante das amostras também utilizou-se 0 método
descrito por Re et al. (1999) com algumas adaptacdes. 10 mg de ABTS foram dissolvidos em
5 mL de &gua ultrapura, sendo adicionados 5 mL de uma solucao de persulfato de potassio a 5
mM. Depois de misturada e homogeneizada, a solucdo foi mantida num frasco ambar pelo
minimo de 16 horas, protegido da luz. Apds isso, 0 ABTS adquire coloracdo esverdeada e
para o0 uso € realizada uma diluicdo com 10 mL de etanol 96° ou até que a absorbancia fique
em torno de 1,0. Para o teste foram adicionados na placa 30 pL das parti¢cbes dos extratos nas
concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 pg/mL, e 270 pL da solucdo de
ABTS. Depois da incubacdo foi realizada leitura em 492 nm no leitor DTX 800 (Beckman

Coulter). Como controle negativo utilizou-se 30 pL de etanol e 270 pL de solucdo de ABTS.

Atividade (%) =100 (L2 ~AAMOSra) 4
(A, — Acontrole)

2.4 Triagem fitoquimica dos extratos de Aniba parviflora

Para a prospeccdo fitoquimica preliminar das particdes dos extratos de folhas e galhos
de A. parviflora foi utilizada a metodologia de Matos (2009). Para cada procedimento
realizado foram preparadas soluces contendo 0,01g das amostras, diluindas em 20 mL de
alcool etilico, separadamente.

Os ensaios realizados consistiram em testes para verificar a presenca de alcaloides,

esteroides, flavonoides, saponinas e taninos/fenais.

2.4.1 Teste para alcaloides
Em um tubo de ensaio com 2 mL das amostras de A. parviflora acrescentaram-se trés
gotas do reagente de Dragendorff para a observagéo da presenca de precipitado (precipitado

loculoso é indicativo de reagdo positiva).
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2.4.2 Teste para esteroides

Foi realizada a reacdo de Lieberman-Burchard (anidrido acético + &cido sulfirico
concentrado), tomando 2 mL da amostra e misturando-a a 2 mL de cloroférmio. A solucéo
cloroformica foi filtrada gota a gota em um funil com algod&o coberto com alguns decigramas
de sulfato de sodio anidro em um tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 1 mL de anidrido
acetico, agitando suavemente e acrescentou-se trés gotas de H,SO, concentrado observando-
se se ha o desenvolvimento de cores: coloracdo azul seguida de verde permanente indica

presenca de esteroides livres.

2.4.3 Teste para flavonoides

Foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e Mg). Para isso
adicionou-se a 2 mL da amostra, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita e 2,00 mL de
acido cloridrico concentrado. O fim da reacao é determinado pelo término de efervescéncia e
pode ser considerado positivo se houver o aparecimento da cor vermelha.

Além disso, para a confirmacdo dos resultados obtidos a partir do teste de cianidina,
foi realizado o teste de alcalinizagdo dos extratos utilizando uma solugdo de NaOH a 2%
adicionada gota a gota a 3 mL das amostras de A. parviflora em um tubo de ensaio, até um pH
de 11, observando-se a mudanca de cor. O aparecimento de cores diversas indica a presenca
de varios constituintes: amarela para flavonas, flavonois e xantonas e vermelho laranja para

flavondis.

2.4.4 Teste para saponinas
Para determinacdo da presenca de saponinas nas amostras foram misturados 2 mL de

cloroférmio junto a 2 mL de amostra e 5 mL de agua destilada. Em seguida, foi separada a
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fracdo aquosa e depois agitada para observacdo de uma possivel formacdo de espuma.

Espuma persistente e abundante (colarinho) é indicativo da presenca de saponinas.

2.4.5 Teste para fenois e taninos

Para determinacdo da presenca de taninos, em um tubo de ensaio contendo 2 mL de
amostra foram adicionados trés gotas de FeCls. Apos forte agitacdo foi observado a mudanca
de cor ou formacdo de precipitado abundante. Coloracdo entre azul e vermelho indica
presenca de fenois e precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a presenca de

taninos.

2.5 Quantificacdo de fenais totais

A determinacdo quantitativa de fendis totais presentes nas amostras foi realizada por
meio de espectrofotometria utilizando o método de Folin-Ciocalteau. Inicialmente foram
adicionados 10 pL das particdes dos extratos nas concentragdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125 e 1,5625 pg/mL, e 50 pL da solucdo de Folin-Ciocalteu (1:10) em microplacas, sendo
incubadas por 8 minutos. Logo ap6s, foi adicionado carbonato de sédio a 0,4% e novamente
incubou-se por 3 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura no leitor de microplaca DTX
800 (Beckman Coulter) a 715 nm. O teor de fendis totais foi determinado através de uma
curva de calibracdo utilizando &cido gélico como padrdo (Anexo A) (7,8125 a 500 pg/mL)

(SINGLETON, ORTHOFER e LAMUELA-RAVENTOQOS, 1999).

2.6 Quantificacdo de flavonoides totais
A determinacdo quantitativa de flavonoides totais presentes nas amostras foi realizada
por meio de espectrofotometria utilizando o método de Dewanto et al. (2002) com algumas

adaptacdes. Inicialmente foram adicionados 30 pL das particbes dos extratos nas
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concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 pg/mL a 90 pL de etanol PA.
Realizou-se a primeira leitura da absorbancia em 405 nm e entdo foram adicionados 6 pL de
cloreto de aluminio, 6 pL acetato de potassio e 169 uL de etanol PA. Incubou-se por 30
minutos e realizou-se a leitura final em uma leitora DTX 800 (Beckman Couter) a 405 nm. A
concentracdo total de flavonoides foi estimada conforme a curva de calibracdo da quercetina

(Anexo B).

2.7 Capacidade antioxidante em J774

Foram cultivadas 1 x 10* células por poco em placa de 96 pocos. Apés 24 horas o
meio foi removido e os poc¢os lavados com PBS e as células tratadas com 100 pL de tampao
de Hanks contendo 10 umol de diclorofluoresceina. Apos 30 minutos de incubacdo, a solugao
foi descartada e as células lavadas com PBS. Em seguida foram adicionadas as amostras nas
concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50 pg/mL, e iniciadas imediatamente as leituras no leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman) com excitagdo em 485 nm e emisséo em 535 nm a cada 5
minutos, até 60 minutos. Como padrdo para o teste foi utilizada a quercetina na concentracao
de 5 pg/mL. Primeiramente foi calculado o AF das amostras (fluorescéncia aos 60 minutos —
fluorescéncia aos 0O minutos) e os resultados entdo foram expressos em unidades de

fluorescéncia comparados ao controle negativo (WOLFE e LI1U, 2007).

2.8 Viabilidade celular pelo Alamar blue em HACAT

Para avaliar a viabilidade celular foram plaqueadas 1x10* células por poco em placas
de 96 pocgos. Apos 24 horas de incubacdo, os pogos foram tratados com concentracdes das
particbes dos extratos de 100; 50; 25 e 12,5 ug/mL, em triplicata. Passado 72 horas de
exposicao foi realizada a leitura da placa antes da adi¢cdo do Alamar Blue (resazurina) como

branco da reacdo e depois entdo adicionados 10 uL. da solugdo de uso de Alamar Blue
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(solucdo estoque a 0,4%) diluido a 1:20 em meio DMEM. Como controle negativo foram
lidos pocos sem amostras. Apos o tempo de metabolizacdo da resazurina (2 horas), foi
realizada a leitura da fluorescéncia em leitora de microplaca (AHMED et al. 1994).

A viabilidade celular foi calculada conforme a formula abaixo:

%viabilidade = ARt x100
AFt

2.9 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos em média + desvio padrdo. A determinagdo da Cls
foi realizada pelo método de regressdo linear simples, usando o programa Origin®. A analise
estatistica dos testes de capacidade antioxidante em J774 foi realizada usando o programa

GraphPad Prism 5 One-way ANOVA com teste de Tukey (p< 0,05).

3 RESULTADOS

3.1 Rendimento dos extratos de folhas e galhos de Aniba parviflora

A extracdo de folhas e galhos de A. parviflora foi realizada por maceragao a frio com
alcool de cereais. Foram utilizados 300 g de material vegetal moido de folhas e galhos. A
quantidade obtida de extrato bruto etanélico de folhas foi de 40,521 g e para galhos 30,766 g,

caracterizando um rendimento de 13,5% e 10,25%, respectivamente.

3.2 Atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS
A atividade antioxidante das particdes dos extratos de A. parviflora estd descrita na
Tabela 1. Observa-se atividade intensa das parti¢cGes hidroetandlicas e do solvente acetato de

etila de folhas e galhos. As Clsy mais baixas indicam a alta atividade antioxidante.
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Tabela 1 — Resultados da avaliagéo da atividade antioxidante das fases obtidas dos extratos de folhas e
galhos de Aniba parviflora frente aos radicais DPPH e ABTS. Resultados expressos em Clsg (ug/mL)

de trés experimentos + desvio padrdo. Acido galico foi utilizado como padrao.

DPPH ABTS
Amostras

Clso (Mg/mL)  Clso(pg/mL)
HEF 23,79 £ 4,17 36,45 + 1,60
HEG 26,70 £4,19 26,22 + 0,03
ACF 33,16 £4,12 30,44 £ 0,20
ACG 31,31 +£4,15 25,90 + 2,23

DCF >100 >100

DCG >100 >100
HXF >100 79,13 + 8,68

HXG >100 >100
Acido galico 11,92 +2,13 6,61+ 0,21

HEF = Particdo hidroetandlica de folhas; HEG = Parti¢do
hidroetandlica de galhos; ACF = Parti¢do acetato de etila de
folhas; ACG = Particdo acetato de etila de galhos; DCF =
Particdo diclorometano de folhas; DCG = Parti¢do
diclorometano de galhos; HXF = Parti¢do hexanica de folhas;
HXG = Parti¢do hexanica de galhos.

A Figura 1 mostra a curva analitica da atividade antioxidante do padrdo acido galico
frente os radicais DPPH e ABTS. A curva das atividades antioxidantes das fases dos extratos
que apresentaram os melhores resultados (HEF, HEG, ACF, ACG), ou seja, as Clsp mais

baixas estdo expressas nas Figuras 2 e 3.
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Figura 1 - Curva de inibicdo da oxidacao dos radicais DPPH (A) e ABTS (B) pelo padrédo &cido gélico.
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Figura 2 - Atividade antioxidante frente ao radical DPPH das fases dos extratos de folhas e galhos de

Aniba parviflora. Em A: fase hidroetandlica de folhas (HEF); em B: fase hidroetandlica de galhos

(HEG); em C: fase acetato de etila de folhas (ACF); e em D: fase acetato de etila de galhos.
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Figura 3 - Atividade antioxidante frente ao radical ABTS das fases dos extratos de folhas e galhos de

Aniba parviflora. Em A: fase hidroetandlica de folhas (HEF); em B: fase hidroetandlica de galhos

(HEG); em C: fase acetato de etila de folhas (ACF); e em D: fase acetato de etila de galhos.
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3.3 Triagem fitoquimica
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A realizacdo de uma pesquisa fitoquimica preliminar tem por objetivo conhecer 0s

grupos de metabdlitos secundarios presentes nas espécies vegetais, podendo a mesma ser

direcionada a uma classe especifica de constituintes ou substancias responsaveis por

determinada atividade biol6gica. Na Tabela 2 estdo mostrados os constituintes encontrados

nas fases hidroetandlicas e acetato de etila de folhas e galhos de A. parviflora que

apresentaram atividade antioxidante.
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Tabela 2 - Resultados dos testes de triagem fitoquimica para as particbes dos extratos de folhas e

galhos de Aniba parviflora com atividade antioxidante.

Amostras Taninos e fendis Alcaloides Flavonoides Saponinas Esteroides e triterpenos

HEG + + + + -
HEF + - + + +
ACG + - + + -
ACF + - + + -

HEF = Fase hidroetandlica de folhas; HEG = Fase hidroetandlica de galhos; ACF = Fase acetato de
etila de folhas; ACG = Fase acetato de etila de galhos.

3.4 Fenois e flavonoides totais
A Tabela 3 mostra a porcentagem de fendis e flavonoides presentes nas particdes dos

extratos de folhas e galhos de A. parviflora que apresentaram atividade antioxidante.

Tabela 3 — Conteudos totais de compostos fendlicos e flavonoides das fases dos extratos de folhas e
galhos de Aniba parviflora. Valores expressos em médias de equivalentes de acido galico (EAG) para

fendis e equivalentes de quercetina (EQU) para flavonoides de trés experimentos + desvio padréao.

Fenois Flavonoides
Amostras
(mg EAG/g de extrato) (mg EQUY/g de extrato)
HEF 91,34 + 357 24,60 + 1,22
HEG 178,47 + 0,73 117 +0,34
ACF 75,22 + 0.64 14,02 + 044
ACG 87.04 +1.79 0.85 + 0.74

HEF = Fase hidroetandlica de folhas; HEG = Fase hidroetantlica de galhos; ACF = Fase acetato de
etila de folhas; ACG = Fase acetato de etila de galhos.
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3.5 Capacidade antioxidante em células J774
A atividade antioxidante das particGes dos extratos de folhas e galhos de A. parviflora

em células esta expressa na Figura 4.

Figura 4 — Atividade antioxidante das particbes das fases de Aniba parviflora pelo método da
diclorofluoroceina. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Amostras apresentam
diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (C-) para p< 0.01*** Em A: fases
hidroetandlica de folhas (HEF); em B: fase hidroetandlica de galhos (HEG); em C: fase acetato de
etila de folhas (ACF) e em D: fase acetato de etila de galhos (ACG). Quercetina a 5 pg/mL foi

utilizada como padrdo (C+).
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3.6 Viabilidade Celular

Na Figura 5 estdo representadas as viabilidades de queratindcitos (HACAT) no
periodo de 72 horas de tratamento com as fases dos extratos de folhas e galhos de A.

parviflora.

Figura 5 — Viabilidade celular de queratinocitos (HACAT) frente as fases de extratos de folhas e
galhos de Aniba parviflora. Em A: fase hidroetandlica de folhas (HEF); em B: fase hidroetandlica de

galhos (HEG); em C: fase acetato de etila de folhas (ACF) e em D: fase acetato de etila de galhos

(ACG).
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4 DISCUSSAO

Este trabalho realizou um estudo da atividade antioxidante de extratos de A.
parviflora. Com o intuito de selecionar as particbes mais ativas do extrato para os testes
celulares, inicialmente foi avaliada a capacidade de varredura dos radicais DPPH e ABTS. O
principio do ensaio do DPPH se baseia na transferéncia de elétron de um composto
antioxidante para um radical livre, no caso o DPPHe, de coloragdo violeta. No momento que o
mesmo reduz ele perde sua coloracdo purpura adquirindo coloracdo amarelada. (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). O método do ABTS esta baseado na habilidade dos antioxidantes em
capturar o cation ABTSe+. Esta captura provoca um decréscimo na absorbancia, que é lida a
partir da mistura do radical com o antioxidante em diferentes tempos (PEREZ-JIMENEZ e
SAURA-CALIXTO, 2006). Como padrdo antioxidante foi utilizado o flavonoide acido galico
para fins de comparacao.

As particBes hidroetandlicas e acetato de etila de galhos e folhas apresentaram as Clsg
mais baixas, por isso foram selecionadas para os testes subsequentes. Para se conhecer a
composi¢do quimica qualitativa dessas particdes foi realizada a triagem fitoquimica que é um
método rapido e de baixo custo, que possibilita identificar as classes de metabdlitos
secundarios de interesse farmacoldgico que estdo presentes em determinada espécie vegetal.

Dessa forma, o estudo fitoquimico de A. parviflora revelou a presenca de fendis,
taninos, flavonoides e saponinas nas fases hidroetandlicas e acetato de etila.

As classes de metabdlitos encontrados nessa espécie possuem potencial bioldgico
reconhecido. Taninos sdo substancias fenolicas com atividade antimicrobiana e potencial
anticarcinogénica (MONTEIRO, ALBUQUERQUE e ARAUJO, 2005). As saponinas, por
sua vez, sdo uma classe de compostos com ampla distribui¢cdo no reino vegetal, com potencial

imunoadjuvante e hemolitico ja reconhecido (SIMOES, 2006). Da mesma forma, o0s



67

flavonoides sdo compostos aromaticos, com inimeras atividades biologicas descritas, entre
elas o potencial vasoprotetor, anti-inflamatdrio, antitumoral, e destacando-se principalmente o
potencial antioxidante (SOUZA; MELLO e LOPES, 2011).

Outros componentes encontrados ainda foram esteroides e triterpenos no extrato HEF
e alcaloides no extrato HEG.

Para conhecer o teor de fenois totais dos extratos foi realizado o método de Folin
Ciocaulteau que permite quantificar compostos que tem a capacidade de ligar-se a radicais
livres, inibindo processos oxidativos. Ndo ha outros estudos publicados com a quantificacéo
de fendis e flavonoides desta espécie, porém, comparando a um estudo realizado com outras
espécies da familia Lauraceae (Aniba panurensis, Licaria cannella e Licaria martiniana)
verifica-se que a fase hidroetanolica do extrato obtido dos galhos de macacaporanga possui
maior quantidade de fenois do que os extratos etanolicos das espécies A. panurensis e L.
cannella. Somente extrato de galhos de L. martiniana apresentou maior quantidade de
compostos fendlicos (184,82 + 3,34 mg EAg/g) (MELLO, ALCANTARA E VEIGA-
JUNIOR, 2001) .

O é&cido galico é um composto fenélico. Os fendis sdo conhecidos por sua atividade
antioxidante e, portanto, foi utilizado como padréo para estes testes (BROINIZI et al., 2007).
A quercetina € um flavonoide conhecido por suas propriedades sequestrantes de radicais
livres e quelante de ions metalicos. A propriedade antioxidante é direcionada sobre o radical
hidroxila (OH) e o anion superoxido (02-).

Os flavondis constituem uma importante classe de polifendis, presentes entre 0s
metabolitos secundarios de vegetais. Apesar de ndo haver confirmagéo dos responsaveis pela
atividade antioxidante, os compostos fenolicos podem ser os responsaveis por tal, pois
apresentam propriedades de oxirreducdo e sdo muito comuns em espécies vegetais (SOUSA

et al., 2007).
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Nossos estudos constataram uma reducéo significativa na producdo de EROs de mais
de 80% na maior concentracdo (50 pg/mL), com excecdo de ACF (73%) comparado ao
controle negativo. O padrdo utilizado, a quercetina, demonstrou capacidade antioxidante
como jéa relatada por WOLF e LIU (2007) em hepatdcitos da linhagem HepG2.

Apesar de ndo ser possivel inferir com exatidao quais compostos séo responsaveis pela
atividade antioxidante de A. parviflora, pode-se relaciona-la a presenca de fenois e
flavonoides com grupos doadores de hidrogénio ou elétrons na sua estrutura, verificada na
triagem fitoquimica. Pesquisas relatam diferentes atividades bioldgicas atribuidas para esta
classe de compostos, destacando-se como potentes antioxidantes (ALVES et al., 2007).

Além disso, compostos fenolicos tem afinidade por solventes polares, devido a
presenca de hidroxilas que aumentam a sua polaridade o que explica porque as parti¢coes
hidroetandlicas e de acetato de etila apresentaram maior atividade antioxidante em
comparagdo com as particdes obtidas solvente mais apolares (FURLONG et al., 2003).

Outras espécies do mesmo género ja demonstraram atividade antioxidante frente ao
radical DPPH, como o extrato metandlico de tronco de A. canelilla (Clso de 43,7 + 0,14 em
uma amostra e Clso de 44,4 + 0,10 pg/mL em outra amostra) (DA SILVA et al., 2007).

Seguranca € a palavra-chave quando se trata de produtos cosméticos (LIANG et al.
2012). Nossos resultados pelo ensaio de Alamar Blue mostram que as fragfes mais ativas de
A. parviflora ndo afetaram a viabilidade celular até no periodo cronico de exposicao da célula
ao extrato, ou seja, em 72 horas de tratamento.

Os queratindcitos foram escolhidos para nossos ensaios de viabilidade por serem as
células mais abundantes da epiderme (COSTIN e HEARING 2007). Esse resultado mostra,
portanto, que tais fracdes ndo apresentam toxicidade para o uso sobre a pele nestas

concentracgoes.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados apresentados, verifica-se que as fases hidroetanolicas e
acetato de etila de folhas e galhos de A. parviflora apresentam significativa atividade
antioxidante, sem apresentar citotoxicidade. Para tais propriedades, abre-se espaco para uma
série de perspectivas de exploracdo industrial desses metabdlitos, nas areas fitoterapica e

cosmeética.
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4 CONCLUSAO GERAL

O dleo essencial de A. canelilla se mostrou promissor como agente despigmentante da
pele superando inicialmente as outras espécies de Lauraceae no teste de triagem da
tirosinase. Posteriormente, se destacou pela inibicdo da enzima tirosinase e reducdo do
teor de melanina em células de melanoma murino sendo superior ao padréo
feniltiouréia. Além disso, ndo apresentou citotoxicidade na espécie em estudo.

Por meio da identificacdo quimica do 6leo das folhas de A. canelilla por CG-EM,
COMpProvou-se que o componente majoritario é o 1-nitro-2-feniletano, porém, outros
estudos a fim de identificar a molécula bioativa ainda sdo necessarios.

Dentre as oito fases de A. parviflora avaliadoa, as fases hidroetandlicas e acetato de
etila de folhas e galhos apresentaram as melhores atividades antioxidantes nos testes
de triagem pelos métodos do DPPH e ABTS. Essas fases tiveram seus teores de fenois
e flavonoides dosados e sua atividade antioxidante foi comprovada através do teste de
capacidade antioxidante em macrofagos onde ocorreu o decréscimo significativo da

producdo de EROs. Essas amostras ndo apresentaram citotoxicidade.
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ANEXOS

A - CURVA ANALITICA DO ACIDO GALICO
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