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ESSENTIAL OILS COMPOSITION FROM Aniba AND Licaria SPECIES AND THEIR ANTIOXIDANT AND ANTIPLATELET
ACTIVITIES. Leaves and stems from Aniba panurensis (Meisn.) Mez, Aniba rosaeodora Ducke and Licaria martiniana (Mez)

Kosterm. were collected in the Reserva Florestal Adolpho Ducke-AM and their essential oils were obtained by hydrodistillation

procedures. The oils were analyzed by GC-FID and GC-MS resulting on fifty and six compounds being identified. The major

components were linalool in A. rosaeodora, and B-caryophyllene in A. panurensis and L. martiniana. At qualitative assays the oils
showed antioxidant and antiplatelet activities, but only weak activities were found at quantitative spectrometric assays.
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INTRODUCAO

Ap6s séculos de exploragdo desordenada na Regido Amazonica,
as espécies da familia Lauraceae produtoras de 6leos essenciais con-
tinuam tendo interesse comercial, mas com poucos estudos quimicos
e farmacoldgicos. Espécies produtoras de 6leos essenciais como o
de pau-rosa (Aniba rosaeodora), casca preciosa (Aniba canelilla) e
sassafrds (Ocotea odorifera) estdo em extin¢do, ou proximas dela,
mas ainda agregam grande valor econdmico para as comunidades
da regido, abastecendo os mercados nacionais e internacionais de
cosméticos e perfumes.

Na biodiversidade Amazonica ainda hé espécies da familia Lau-
raceae que nunca foram analisadas, entre as 400 espécies observadas
no Brasil (distribuidas em 25 géneros).! Entre as espécies que jd foram
estudadas quimicamente durante as extensas pesquisas realizadas
por Otto Gottlieb na década de 1970, poucas tiveram seus extratos
testados em ensaios farmacoldgicos, em especial para as doengas que
mais atingem o homem moderno.

Derivados sintéticos do safrol, encontrado principalmente nos
Oleos essenciais de sassafrds (Ocotea odorifera) e Ocotea quixos,
possuem propriedades de antiagregacdo plaquetdria pela inibi¢do da
cascata do dcido araquiddnico e da atividade da trombina.?

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio desempenham
papel fundamental no metabolismo celular. No entanto, quando
em excesso, podem gerar estresse oxidativo, levando as alteracdes
teciduais responséveis por diversas patologias, incluindo o cincer.?
Contudo, hd vérios sistemas ndo enzimdticos que contribuem para
a inativagdo das reacdes de radicais livres, como os antioxidantes.

Em A. rosaeodora o teor de linalol varia de 74 a 96% do seu 6leo
essencial e no extrato etandlico foi observada a presencga de cotoina.**
Em estudos fitoquimicos realizados com A. panurensis foram isolados
6-estiril-2-pironas e o alcaloide 6,8-didec-(1Z)-enil-5,7-dimetil-2,3-
di-hidro-1-H-indolizinico como o sal 4cido de trifluoroacético,® que
possui atividade antifingica contra Candida albicans.” A espécie L.
martiniana nao possui nenhum estudo quimico na literatura.

*e-mail: valdirveiga@ufam.edu.br

Este trabalho visa descrever a composicio dos 6leos essenciais
obtidos de Aniba rosaeodora (caules) e de mais duas espécies ama-
zOnicas inéditas da familia Lauraceae Aniba panurensis (folhas) e
Licaria martiniana (caules e folhas), e avaliar o potencial antioxidante
e a inibicdo de agregacgdo plaquetdria destes dleos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise por cromatografia em fase gasosa com detectores de
ionizacdo de chama (CG-DIC) e de espectrometria de massas (CG-
EM) possibilitou a determinagdo da composicdo quimica dos 6leos
essenciais obtidos em percentuais de 98,8% para o caule de Aniba
rosaeodora e de 100% para os demais 6leos.

Cinquenta e seis componentes volateis foram identificados com base
nos seus espectros de massas, comparados com os da literatura e com
espectroteca eletrnica, € em seus indices de retenc@o, obtidos por compa-
ragdo de tempos de retencdo com hidrocarbonetos lineares. O rendimento
da extrac@o dos dleos essenciais e os percentuais de cada componente,
obtidos através de integracdo por CG-DIC, sdo apresentados na Tabela 1.

Os dleos essenciais do género Aniba foram os que apresentaram
melhor rendimento - 1,3% - entre todos os 6leos obtidos. Os 6leos
essenciais de Licaria martiniana tiveram maior rendimento para as
folhas (0,9%) do que para os caules (0,1%).

Os perfis quimicos destes 6leos revelaram uma proporg¢ao elevada
de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, minoritirios apenas no 6leo
dos caules de A. rosaeodora, que apresentou a maior composicao
de monoterpenos (89,4%), devido a sua alta concentragao de linalol
(86,0%), valor que se aproxima do encontrado na literatura.*No éleo
essencial dos caules de A. rosaeodora o segundo constituinte mais
abundante foi o 6xido de cariofileno (2,8%). Os demais constituintes
apresentaram percentual inferior a 2%.

O linalol é¢ um monoterpeno alcodlico tercidrio de cadeia aberta
que tem sido aplicado com sucesso como sedativo e anticonvulsivo,
e que também possui propriedades acaricida, bactericida e fungicida
jd descritas.® O linalol possui uma larga aplicagdo em vdrias dreas do
conhecimento humano, sendo necessaria sua produgdo em quantida-
des sempre crescentes. Uma de suas caracteristicas que influi no valor
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Tabela 1. Rendimentos e composi¢ao percentual dos dleos essenciais dos géneros Aniba e Licaria

Composicio IR 4p Ar b

folhas Caules folhas Caules
1. a—pineno 932 - - 3,8+£0,0 -
2. sabineno 968 - 0,1 £0,1 - -
3. B-pineno 974 - - 34+0,2 -
4. o—felandreno 1000 - - 3,6+0,3 4,7+0,0
5. p-cimeno 1020 - - 0,7£0,0 1,8£0,1
6. limoneno 1025 - - 1,2+£0,3
7. B-felandreno 1026 - - - 1,2+£0,2
8. Z-6xido de linalol 1064 - 1,3+£0,1 - -
9. E-6xido de linalol 1081 - 1,5+0,0 - -
10. linalol 1100 - 86,0 £0,2 53+0,2 6,5+0,1
11. o-terpineol 1186 0,7%0,0 0,5+0,0 - -
12. n-decanal 1200 - - - 0,8+0,0
13. timol 1290 0,3+04 - - 25+0,0
14. §-elemeno 1336 - - 0,240,3 -
15. o--cubebeno 1349 0,5+0,0 - - -
16. o-copaeno 1376 7,5+0,1 09+0,2 42+04 33+0,1
17. B-bourboneno 1383 7,0£0,3 - - -
18. B-elemeno 1388 1,4£0,0 - 1,1 £0,0 1,0£0,1
19. dodecanal 1391 1,0+£0,2 - - -
20. B-cariofileno 1408 33,5+0,3 1,0+0,1 41,7£0,2 21,4+£0,0
21. E-o-bergamoteno 1434 1,5+0,0 - 2,0+0,3 1,5+0,1
22. o-guaieno 1442 0,6 £0,0 - - -
23. o-humuleno 1451 2,7+£0,0 - 4,8+0,2 35+03
24. E-B-farneseno 1450 - - - 0,6+0,1
25. Z-cadina-1(6),4-dieno 1462 - - 0,2+0,0 0,6 £0,0
26. isovalerato de linalol 1469 - - 5940,2 0,7+£0,3
27. y-gurjuneno 1475 - - 0,2+0,1
28. o-amorfeno 1476 1,8+£0,2 0,7+0,3 1,4 £0,0 1,7+0,1
29. germacreno-D 1478 254+0,4 - - -
30. B—selineno 1484 - - 79+0,2 1,0£0,1
31. biciclogermacreno 1494 1,6 0,0 - - -
32. o-muuroleno 1497 1,0+0,3 - - 1,0£0,3
33. B—bisaboleno 1502 - - 1,3£0,0 23+0,1
34. (E,E)-o-farneseno 1505 - - 0,1+£0,2 -
35. y—cadineno 1509 1,0£0,3 0,9+£0,0 0,9+0,1 5,7+£0,2
36. E-calameneno 1513 0,6 £0,0 - - 1,4+0,2
37. d-cadineno 1520 2,7+0,1 - - 1,3+£0,0
38. E—y-bisaboleno 1535 - - - 0,8+0,3
39. E-cadina-1,4-dieno 1537 0,6 0,2 - - -
40. elemol 1544 - - 1,2+£0,0 0,8+0,1
41. santalenona 1566 - 0,7+0,0 3,6+0,3 -
42. espatulenol 1571 - - - 11,5+0,2

43. 6xido de cariofileno 1576 4,1£0,0 2,8+0,1 4,0£0,2 1,9£0,0
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Tabela 1. Continuagdo

Composi¢do quimica de 6leos essenciais de espécies de Aniba e Licaria
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Composic¢io IR 4p Ar b

folhas Caules folhas Caules
44. viridiflorol 1587 2,0£0,3 - - 1,4£0,1
45. guaiol 1591 0,6+0,3 0,8+0,0 - -
46. rosifoliol 1596 - - 0,5+0,2 1,4+0,1
47. epi-cedrol 1614 - - 0,4+0,0 2,5+0,3
48. 10-epi-y-eudesmol 1622 0,5+£0,2 - - 2,3+£0,0
49. y-eudesmol 1629 0,4+0,0 2,8+£0,0
50. a-cadinol 1642 - 1,240,1 0,7£0,3 59102
51. torreiol 1646 - - - 1,2+0,1
52. 14-hidréxi-Z-cariofileno 1657 - - - 3,2+0,1
53. n-tetradecanol 1671 1,1 £0,0 - - -
54. ni 1695 - 0,7£0,0 - -
55. ni 1707 - 0,5+0,0 - -
56. longifolol 1709 - 0,6 £0,0 - -
Hidrocarbonetos monoterpénicos - 0,1 12,7 7,7
Monoterpenos oxigenados 1,0 89,3 11,2 9,7
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 89,3 34 65,8 47,0
Sesquiterpenos oxigenados 7,5 6,0 10,4 34,8
Qutros 2,1 - - 0,8
ni - 1,2 - -
TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0

IR = indice de retencdo, ni = ndo identificado, Ap = A. panurensis, Ar = A. rosaeodora, Lm = Licaria martiniana. Nota: Os valores representam a média de 3

repeti¢des * desvio padrio.

comercial dos 6leos que o contém € a presenga de estereocentro na
sua estrutura, possuindo dois estereoisdmeros: coriandrol e licareol.
A quantidade destes dois isomeros influi ndo somente no aroma, mas
também nas atividades farmacoldgicas.

O linalol nao foi detectado no dleo essencial das folhas de A.
panurensis, enquanto um teor maximo de 6,5% foi observado nos
Oleos de L. martiniana analisados. A baixa concentra¢do, e mesmo
auséncia, do linalol nas outras espécies de Lauraceae estudadas ilustra
e comprova um sério problema da industria de éleos essenciais na
Regido Norte do pafs, em que espécies similares sdo utilizadas como
sucedaneas do pau-rosa, apesar de ndo possuirem seu aroma.

O B-cariofileno foi o constituinte majoritdrio dos 6leos de A.
panurensis e L. martiniana, com concentracdo variando de 21,4%
(caules de L. martiniana) a 41,7% (folhas de L. martiniana). Este
metabdlico volatil, o mais abundante e comum entre os 6leos essen-
ciais analisados, influi em seu aroma e possui diversas atividades
bioldgicas, tais como, anti-inflamatdria, antialérgica, anestésica local,
antifingica e anticarcinogénica.”!’

No 6leo essencial das folhas de A. panurensis foram detectados
principalmente os hidrocarbonetos sesquiterpénicos B-cariofileno
(33,5%), germacreno-D (25,4%), o.-copaeno (7,5%) e B-bourboneno
(7,1%). A somatdria dos demais terpenos encontrados neste 6leo
equivale a menos de 10% da sua composicao total.

Os principais constituintes do 6leo essencial das folhas de L. mar-
tiniana foram B-cariofileno (41,7%), B-selineno (7,9%), isovalerato
de linalol (5,9%) e linalol (5,3%). O percentual de hidrocarbonetos
monoterpénicos, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos oxige-
nados foram todos aproximados de 10%.

No 6leo essencial dos caules de L. martiniana foram detectados
B-cariofileno (21,4%), espatulenol (11,5%), linalol (6,5%) e o-cadinol
(5,9%). O espatulenol, além de influir no aroma de muitos 6leos de
interesse comercial para a induistria de perfumes, possui propriedade
antibacteriana e moderada atividade citotdxica contra células do tipo
KB’IO‘II

O potencial da atividade antioxidante dos éleos foi determi-
nado com base na atividade sequestrante do radical livre estdvel
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Todos os 6leos apresentaram
atividade varredora de radicais livres em ensaios qualitativos,
realizados em placa cromatogréfica (Tabela 2). Entretanto, na
andlise quantitativa as concentracdes ativas foram altas, sendo
superiores a 700 pg/mL.

Nenhum dos 6leos essenciais analisados possui em sua com-
posicdo compostos com reconhecida atividade antioxidante em
quantidades significativas, tais como a presenca de -cariofileno as-
sociado com compostos fendlicos que tém seu potencial antioxidante
aumentado através do efeito sinérgico.'

Os testes de agregacado plaquetdria demonstraram inibicao infe-
rior a 37%, comparados ao padrdo de inibigdo, 4dcido acetilsalicilico
(AAS), com inibi¢ao de 100% na concentracdo de 0,01% (Tabela 2).

O efeito de inibi¢do da agrega¢ao plaquetdria dos dleos essenciais
relatados na literatura € atribuido a presenga de diferentes compo-
nentes como &dcidos graxos polinsaturados e polifendis,'* que ndo
foram detectados nos 6leos analisados. O 6leo essencial dos caules
de L. martiniana, que mais inibiu a agregacio plaquetaria (37,0%),
diferencia-se dos outros 6leos pela maior percentagem de sesquiter-
penos oxigenados (34,8%).
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Tabela 2. Resultados dos ensaios das atividades antioxidante (qualitativa e quantitativa) e antiagregante plaquetdria dos 6leos essenciais dos

géneros Aniba e Licaria

Ap Ar Lm
folhas caules folhas caules AAS Quercetina
Antioxidante qualitativo + + + - +
Antioxidante quantitativo (Lg/mL) >1000 733,0 >1000 >1000 - 3,13
Inibicao da agregacdo plaquetdria (%) 3,57 5,19 4,24 36,95 100 -

Ap = A. panurensis, Ar = A. rosaeodora, Lm = Licaria martiniana, AAS = acido acetilsalicilico.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

As folhas e caules das espécies A. panurensis (Meisn.) Mez (regis-
tro: 1276), A. rosaeodora Ducke (registro: 1473) e Licaria martiniana
(Mez) Kosterm. (registro: 1890) foram coletadas na Reserva Florestal
Adolpho Ducke, Manaus, Amazonas, nos meses de margo de 2007
e 2008. Todo o material vegetal foi obtido de um mesmo individuo,
na fase estéril. Todas as espécies tém exsicatas depositadas e foram
identificadas no Projeto Flora da Reserva Ducke.

Extracio dos 6leos essenciais

As amostras de folhas e caules recém-coletados foram secas a
sombra, reduzidas em moinho de facas e submetidas a hidrodesti-
lagdo por um periodo de 4 h, utilizando aparelho do tipo Clevenger
modificado. Os 6leos essenciais extraidos foram secos com sulfato
de sddio anidro, acondicionados em pequenos frascos de vidro ambar
e mantidos sob refrigeracdo. O célculo do rendimento foi realizado
através da relagdo da massa do 6leo obtido com a massa de material
vegetal seco utilizado na extragao.

Analise dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram diluidos em hexano e as solucdes ob-
tidas foram submetidas a andlise por cromatografia em fase gasosa
com detector de ionizag¢do de chama (CG-DIC) para a andlise quan-
titativa e determinagdo dos indices de retencdo, e por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM), para
a obtencdo dos espectros de massas. Foram realizadas trés repeti¢des
para cada 6leo essencial analisado.

Andlise em CG-DIC

Os dleos foram diretamente analisados em cromatégrafo em fase
gasosa modelo CG 2010 da Shimadzu® com detector por ionizagdo
de chama (DIC). As andlises foram realizadas com coluna CP-Sil 5
CB (100% dimetilpolissiloxano) da Varian®, com medidas de 15 m x
0,25 mm x 0,25 wm, sendo utilizado como gds de arraste hélio (He)
em fluxo de 2,0 mL/min. A inje¢do em modo split 1:10 foi realizada
com injetor a 250 °C. A temperatura do detector foi de 290 °C e o
forno foi programado de 60 a 180 °C a 3 °C/min. Foram coinjetados
padrdes de hidrocarbonetos lineares para a determinaco dos indices
de retengao.

Andlise em CG-EM

Ap6s a andlise por CG-DIC, os 6leos foram analisados em
cromatégrafo em fase gasosa modelo QP-2010 da Shimadzu® com
detector por espectrometria de massas (CG-EM). As andlises foram
realizadas com coluna VF-1MS da Varian®, com medidas de 15 m
x 0,25 mm x 0,25 um. As condi¢des da andlise foram as mesmas

utilizadas para CG-DIC. Para a deteccdo foi aplicada a técnica de
impacto eletronico a 70 eV.

Identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

A determinacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais
foi realizada através dos dados de tempo de retengdo, obtidos por
CG-DIC, e dos espectros de massas, obtidos por CG-EM. Os indices
de retencdo foram calculados utilizando a Equacéo de van der Dool-
Kratz, relacionando os tempos de retengdo das substancias presentes
nos dleos essenciais com os tempos de retengdo de hidrocarbonetos
lineares (série homdloga de C,-C,,) que foram coinjetados com a
amostra. Os indices de reten¢do e os espectros de massas foram
comparados com dados da espectroteca Wiley 7.0 e da literatura.'*

Analise qualitativa da atividade antioxidante

Os dleos essenciais foram analisados por cromatografia em
camada delgada (CCD) através do método de sequestro do radical
livre DPPH, pela metodologia de Mensor através da capacidade
sequestrante do radical estdvel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
0,4 mmol/L em metanol por 30 s. As placas foram observadas até o
aparecimento de manchas amarelas sob fundo de coloragdo purpura,
indicativo de possivel atividade antioxidante.!?

Analise quantitativa da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da capacidade
sequestrante do radical estdvel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
utilizando quercetina (Sigma-Aldrich, =2 98% HPLC) como padrio,
expressos como valores de concentragdo eficiente (CE, ). Foram
preparadas solugdes em metanol com concentragdes de 5 a 250 pg/
mL. O mesmo procedimento foi realizado para a solucdo padrdo com
concentracdes de 0,3125 a 5 pg/mL.

As leituras da absorbancia da amostra foram realizadas apés 30
min da adi¢do da solu¢do de DPPH (0,3 mmol/L) em espectrofotd-
metro UV-Vis (modelo Biomat 3 da Thermo Electron Corporation)
no comprimento de onda 517 nm, em cubeta de quartzo. Através dos
valores obtidos e por regressio linear foram obtidos os valores de CE, ."*

Teste de atividade antiagregante plaquetaria

O estudo da agregagdo plaquetdria através da curva de agregacdo
plaquetaria (CAP) € um método baseado na medida da formagdo de
agregados de plaquetas apds sua exposi¢ao a um agente agregante. As
medidas foram realizadas em um agregdmetro (PA-04, Qualiterm, Sdo
Paulo, Brasil), basicamente um espectrofotdmetro capaz de medir a
varia¢@o da transmissdo da luz através de uma suspensao de plaquetas,
quando estas se agregam na presenca de agonista. Utilizando como
padrdo antiagregante 4cido acetilsalicilico (0,01%) e como agregante
adenosina difosfato (ADP), da Sigma = 95%, a 10 umol/L, as amostras
dos 6leos (5 uL) foram adicionadas em 385 pUL de plasma rico em



Vol. 33, No. 1 Composi¢do quimica de 6leos essenciais de espécies de Aniba e Licaria 145

plaquetas (PRP) com concentracio de aproximadamente 300.000
plaquetas por microlitro, adicionadas ao agregdmetro juntamente com
10 uL do agente agregante, com uma concentragdo final de 1%. A
taxa de agregacdo plaquetdria foi monitorada por 5 min e comparada
com uma amostra contendo apenas o PRP e o agente agregante.'
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