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RESUMO

O breu-branco (Protium spp., Burseraceae) é um tradicional produto do extrativismo
amazbnico, amplamente comercializado para consumo local e para industria
cosmeética. A oleorresina do breu-branco é extremamente aromatica e muito utilizada
pelos povos da regido amazbdnica para dores em geral, inflamagbes e como
cicatrizante. O 6leo essencial e a mistura dos principais constituintes fixos da resina
do breu-branco, alfa e beta-amirina, apresentaram efeito anti-inflamatério em diversos
estudos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana e a genotoxicidade do 6leo essencial e de extratos apolares extraidos
da resina de breu-branco. O dleo essencial foi obtido por meio de hidrodestilagao,
enquanto os extratos apolares foram obtidos utilizando fluido supercritico, um método
verde, sob diferentes condi¢des de granulometeria, temperatura e presséo. O extrato
escolhido como melhor opgao para as analises foi o BBFSE2 (extrato de breu-branco
obtido por fluido supercritico estatico — 2° método), com etanol como cossolvente em
sua extragao, apresentando rendimento de 77,81% e altas concentracbes de alfa e
beta-amirina (42,58% e 21,95%, respectivamente). N&o foi observada atividade
antimicrobiana em nenhuma das amostras frente aos microrganismos testados
(Staphylococcus aureus, Klebsisella pneumonae e Pseudomonas aeruginosa). O
efeito do 6leo essencial e do extrato BBFSE2 na viabilidade celular em macréfagos
murinos foi avaliado em concentragdes de 100 a 1,56 yg/mL. Ambos reduziram a
viabilidade celular somente nas maiores concentracbes, sendo o0 extrato
consideravelmente mais citotdxico que o dOleo essencial. Em concentracdes nao
citotoxicas, somente o extrato foi capaz de inibir a producdo de 6xido nitrico em
macrofagos peritoneais estimulados com LPS (5 yg/mL). O extrato foi avaliado na
producao de citocinas e efeito semelhante foi observado para interleucina-6, mas nao
para o fator de necrose tumoral alfa. Em seguida, a atividade anti-inflamatéria foi
avaliada pelo modelo de edema de orelha induzido por d6leo de créton em
camundongos Swiss, machos, com 8 semanas de idade. No teste agudo houve
reducdo de 32,2% do edema na maior dose do extrato testada (1 mg/orelha), enquanto
no crénico a maior redugao foi na concentragdo de 0,3 mg/orelha, 61%. No teste de
genotoxicidade realizado através de ensaio cometa com larvas de Drosophila
melanogaster, o solvente utilizado (agua destilada, 5% Tween 80 e 5% etanol) foi
genotdéxico em relagdo ao controle negativo (agua), ndo havendo aumento de dano
quando exposto ao BBFSE2 em nenhuma das concentragdes testadas (0,3; 1,0; 3,0
e 10,0 mg/mL). Esta pesquisa corrobora a atividade anti-inflamatéria do extrato apolar
de breu-branco, relativa aos usos tradicionais, além de constatar que n&o apresenta
genotoxicidade nas condi¢des testadas.

Palavras-chave: breu-branco; anti-inflamatério; oleorresina; genotoxidade; fluido
supercritico.



ABSTRACT

Breu-branco (Protium spp., Burseraceae) is a traditional product of Amazonian
extractivism, widely commercialized for local consumption and the cosmetic industry.
The oleoresin of white copal is extremely aromatic and widely used by the peoples of
the Amazon region for general pain, inflammation, and as a healing agent. The
essential oil and the mixture of the main fixed constituents of the white copal resin,
alpha and beta-amyrin, have shown anti-inflammatory effects in several studies. The
objective of this research was to evaluate the anti-inflammatory, antimicrobial and
genotoxic activity of the essential oil and apolar extracts extracted from white copal
resin. The essential oil was obtained by hydrodistillation, while the apolar extracts were
obtained using supercritical fluid, a green method, under different conditions of
granulometry, temperature and pressure. The extract chosen as the best option for the
analyses was BBFSE2 (white copal extract obtained by static supercritical fluid - 2nd
method), with ethanol as a co-solvent in its extraction, presenting a yield of 77.81%
and high concentrations of alpha and beta-amyrin (42.58% and 21.95%, respectively).
No antimicrobial activity was observed in any of the samples against the tested
microorganisms (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas
aeruginosa). The effect of the essential oil and BBFSE2 extract on cell viability in
murine macrophages was evaluated at concentrations of 100 to 1.56 ug/mL. Both
reduced cell viability only at the highest concentrations, with the extract being
considerably more cytotoxic than the essential oil. In non-cytotoxic concentrations, only
the extract was able to inhibit nitric oxide production in peritoneal macrophages
stimulated with LPS (5 ug/mL). The extract was evaluated in the production of
cytokines and a similar effect was observed for interleukin-6, but not for tumor necrosis
factor alpha. In sequence, the anti-inflammatory activity was evaluated by the croton
oil-induced ear edema model in 8-week-old male Swiss mice. In the acute test there
was a 32.2% reduction in edema in the highest dose of the extract tested (1 mg/ear),
while in the chronic test the greatest reduction was in the concentration of 0.3 mg/ear,
61%. In the genotoxicity test performed through the comet assay with larvae of
Drosophila melanogaster, the solvent used (distilled water, 5% Tween 80 and 5%
ethanol) was genotoxic in relation to the negative control (water), with no increase in
damage when exposed to BBFSEZ2 in any of the concentrations tested (0.3; 1.0; 3.0
and 10.0 mg/mL). This research corroborates the anti-inflammatory activity of the
apolar white copal extract, relative to traditional uses, in addition to finding that it does
not present genotoxicity under the tested conditions.

Keywords: breu-branco. anti-inflammatory. oil-resin. genotoxicity. supercritical fluid.
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1 INTRODUGAO

A flora amazénica é rica em plantas medicinais utilizadas para tratamento e
cura de doengas, além da presenga cultural dos povos indigenas, ribeirinhos e
caboclos que mantém uma sensivel relagdo com o meio ambiente através de suas
crengas (Da silva pereira; Coelho-ferreira, 2017). A familia Burseraceae é considerada
de grande importancia desde os inventarios iniciais na floresta amazénica, porém ha
dificuldades na diferenciacdo das espécies pertencentes a ela. Sdo poucos os
trabalhos relacionados com a morfologia de frutos, pirénios e plantulas do género
Protium, o qual possui espécies utilizadas na fabricagdo de cosméticos e
medicamentos (Melo; Macedo; Daly, 2007; Fagundes et al., 2021).

O breu-branco (Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand) conhecido também
como almiscar, almacega, almécega do Brasil e goma-limao produz uma resina
oleosa e aromatica, rica em 6leos essenciais. Sendo uma das plantas mais utilizadas
pelos povos da regido amazénica, os quais atribuem a sua oleorresina propriedades
como: antimicrobiana, antinociceptiva, antioxidante e anti-inflamatéria (Vieira et al.,
2014; Albino et al., 2017).

O processo inflamatério € um mecanismo de defesa que ocorre como resposta
aguda a lesao tecidual e é responsavel por produzir sinais que alteram a homeostase
do tecido e fluxo sanguineo. As inflamag¢des podem ocorrer em todo o organismo
sendo uma resposta natural do sistema imunologico, na qual ocorre a liberacédo de
mediadores inflamatorios, como quimiocinas e citocinas. Este processo é necessario
para a recuperagao do organismo, mas quando cronico pode causar diversas
doencas, incluindo as neurodegenerativas, arteriosclerose, diabetes e cancer (Marmitt
et al., 2015; Valadas et al., 2019). Os medicamentos anti-inflamatorios apresentam
efeitos colaterais que podem interferir diretamente na adesdo ao tratamento e levar a
restricdo do seu uso, sendo a utilizacdo de plantas medicinais uma alternativa para
terapia das doengas inflamatdrias (Marmitt et al., 2015).

O efeito anti-inflamatario foi relatado na literatura tanto para o 6leo essencial de
P. heptaphyllum, quanto para mistura dos seus principais constituintes triterpénicos:
a- e B-amirina. Os triterpenos da fragao fixa da resina apresentam propriedades
bioativas, como antihiperglicémicas, hipolipidémicas, hepatoprotetoras e

antiulcerogénicas, indicando o potencial gastroprotetor e anti-inflamatorio da resina. A
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mistura triterpénica apresenta ainda efeito analgésico envolvendo o receptor vaniloide
(TRPV-1), além de mecanismo de acao do tipo opioide (Oliveira et al., 2004; Oliveira
et al., 2005; Carvalho et al., 2015; De lima et al., 2016).

Na composi¢gdo do oOleo essencial de P. heptaphyllum foram encontrados
monoterpenos e fenilpropanoides, principalmente a-terpinoleno, p-cimeno, p-cimen-8-
ol, limoneno e diilapiol. A presenga de monoterpenos na resina oleosa do breu-branco,
tais como D-limoneno, esta possivelmente correlacionada com a atividade anti-
inflamatoria em modelos agudos e crbnicos, além disso, o seu d6leo essencial
apresenta também propriedade sedativas, e protecdo contra a genotoxicidade
induzida pela ciclofosfamida (Siani et al., 1999; Amaral et al., 2009, De lima et al.,
2016).

Para as extra¢des dos produtos das espécies de plantas geralmente utilizam-
se solventes toxicos, nocivos a saude humana e ao meio ambiente. Para minimizar
este uso sao feitas pesquisas utilizando extracdo por fluido supercritico e a
substituicdo por outros solventes “verdes” como o etanol, produto de processos
biotecnolégicos com grande potencial para reducao de impactos ambientais, como a
emissdo de gases de efeito estufa, considerado como solvente GRAS (Generally
Recognized as Safe). A extragdo com fluido supercritico € empregada em condigdes
de temperatura e pressao acima do ponto critico, o que propicia elevado poder de
solvatacao e coeficiente de difusdo, baixa tensao superficial e viscosidade. A exemplo
temos o COz2, com pressao critica moderada (73 atm) e temperatura critica baixa
(31°C), possibilitando a extracdo de compostos termicamente instaveis e sendo
facilmente removido dos produtos extraidos (Hawthorne, 1990; Kluczkovski; Oliveira;
Maciel, 2021).

Entretanto, ha uma grande variedade de metabdlitos secundarios produzidas
por espécies vegetais, e muitas delas podem produzir substancias que provocam
alteragcdes metabdlicas prejudiciais ao homem e aos animais. A intoxicagao por
espécies vegetais, seja aguda ou cronica, apresenta dificil diagnostico, o que gera
impacto na saude publica. Além da avaliagéo toxicologica para produtos tépicos de
uso prolongado, por exemplo, é preconizada a realizagao de testes genotoéxicos. Com
o auxilio da realizacdo destes testes pode-se avaliar o potencial das substancias de
causar mutagdes génicas e alteragbes cromossémicas (Brasil 2013; Campos et al.,
2016; Da silva et al., 2021).
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O interesse é crescente em ensaios que podem medir com seguranca a
instabilidade cromossdmica devido ao seu importante papel em causar defeitos de
desenvolvimento, cancer e envelhecimento acelerado. Dentre os testes realizados
estdo: micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN) e eletroforese em gel de célula
unica (cometa) (Sousa, 2017; Fenech, 2020). Uma alternativa para o ensaio cometa
€ a utilizacao das larvas de Drosophila melanogaster. Este ensaio beneficia diferentes
areas de investigacdo, fornecendo caracteristicas intrinsecas do DNA de células
individuais e suas respostas a fatores externos como radiagido, quimicos e farmacos
(Silva, 2012; Cruz, 2015; Brischigliaro; Fernandez-Vizarra; Viscomi, 2023).

Tendo em vista o potencial terapéutico anti-inflamatério de P. heptaphyllum,
especialmente de sua oleorresina, através deste trabalho avaliamos os extratos
obtidos por método de extragao verde utilizando CO: supercritico, bem como seu dleo
essencial, quanto aos seus efeitos anti-inflamatério, antimicrobiano e potencial

genotoxico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter extratos da oleorresina de breu-branco (Protium spp., Burseraceae) por
meétodo verde e avalia-los quanto aos seus efeitos anti-inflamatorio, antimicrobiano e

potencial genotoxico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o 6leo essencial e purificar a resina de breu-branco utilizando métodos
verde;
e Caracterizar o 6leo essencial e os extratos obtidos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas;
e Determinar a atividade antimicrobiana das amostras;
e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial e dos extratos em
macrofagos murinos;
¢ Determinar a atividade anti-inflamatéria topica da fragdo mais ativa em modelos
murinos de edema de orelha agudo e crénico;
Investigar a genotoxicidade do extrato de breu-branco em larvas de Drosophila
melanogaster da linhagem Oregon-R
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA Burseraceae E O GENERO Protium

A biodiversidade de plantas encontradas na Amazdnia é considerada a maior
do planeta, com cerca de 30 mil espécies endémicas na regido, as quais sao
responsaveis por fornecerem excelentes recursos naturais, que podem ser
classificados em produtos florestais madeireiros e ndo madeireiros. A exemplo temos
as plantas da familia Burseraceae. No Brasil, ocorrem sete géneros e cerca de 100
espécies desta familia, cujo principal interesse econémico é devido ao forte aroma
existente nas folhas, cascas e no exsudatos, utilizados na fabricagdo de cosméticos e
medicamentos (Vieira; Silva; Toledo, 2005; Fagundes et al., 2021).

A familia Burseraceae é constituida por arvores e arbustos, perenes, terrestres,
poligamo, dioicos ou monoicos, com ductos resiniferos. As folhas sao geralmente,
alternas e compostas, com margens inteiras ou serreadas, e foliolos com pulvino. As
inflorescéncias ocorrem como racemos, paniculas ou pseudo-espigas. As flores sado
unissexuadas e os frutos drupaceos. A familia ocorre principalmente nos continentes
Americano, Africano e sudeste Asiatico, estando a maior densidade genérica de
espécies no hemisfério sul. A familia pertence a ordem Sapindales, classe
dicotiledénea e subclasse Rosidae, com mais de 700 espécies divididas em 19
géneros em trés tribos: Bursereae, com oito géneros; Canarieae, com oito géneros, e
Protieae, com trés géneros. (Fagundes et al., 2021; Da Silva et al., 2021).

De acordo com o levantamento realizado por Black et al. (1950) esta familia &
considerada de grande importéncia desde os inventarios iniciais na floresta amazénica
porém sao relatadas dificuldades na diferenciacao das suas espécies. Protium € o
género desta familia que mais se destaca, com mais de 140 espécies, poucas delas
estudadas do ponto de vista quimico. Entretanto, diversos constituintes de Protium ja
foram identificados, como terpenoides, esteroides, cumarinas, flavonoides e lignanas.
As espécies do género Protium s&o atribuidas, frequentemente, propriedades
terapéuticas na medicina popular, sendo utilizadas para tratar dores, inflamacoes,
feridas, e em disturbios respiratérios (Melo; Macedo; Daly, 2007; Moraes et al; 2009;
Costa et al., 2012).
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Dentre as 20 espécies mais abundantes da Amazénia sao encontradas arvores
do género Protium, apresentando Protium heptaphyllum (Aubl.) March uma
abundancia de 169 arvore/ha no estudo realizado por Ter Steege et al. (2013). Apesar
da maioria das espécies estarem distribuidas na regido amazbnica, outros
ecossistemas brasileiros possuem registros desta familia, como no Rio de Janeiro e
Pernambuco, em areas de Mata Atlantica, e em Minas Gerais, em areas de Cerrado,

ondo ocorrem especialmente P. heptaphyllum (Fernandes, 2010).

Em Pernambuco, espécies como P. giganteum e P. aracouchine sao facilmente
encontradas em regides arenosas, com solo seco e umido, como no fragmento de
floresta ombroéfila densa, localizado no municipio de Igarassu. Na area vegetada de
restinga no Rio de Janeiro, entre as espécies de Burseraceae se destaca Protium
icicariba (Montezuma; Araujo, 2007; Moraes et al., 2009). No Para, Protium spp.
mostrou-se predominante de acordo com o estudo realizado por Francez et al. (2009),

tanto antes como apds a exploracdo ambiental.

As espécies desta familia possuem capacidade de exsudar resinas ricas
em Oleos essenciais, contendo até 30% na resina fresca, e encontrando-se vestigios
resinosos na casca, como € o caso de P. heptaphyllum, conhecido popularmente
como breu, breu-branco, almecegueira-vermelha, amescla. Plantas da espécie P.
heptaphyllum sédo responsaveis por parte da diversidade de florestas umidas e secas,
suas arvores podem alcancgar até 20 m de altura e 60 cm de diametro do tronco e sao
conhecidas pelo armazenamento de oleorresinas em estruturas secretoras de sua
casca (Rocha et al., 2022; Albino et al., 2017).

O tronco desta arvore é espesso, possuindo a casca de coloracéo
avermelhada, folhas opostas (Figura 1), imparipinadas e flores em paniculas terminais
(Cito et al., 2006). Quando a arvore sofre intervencdes fisicas a resina viscosa
€ produzida e exsudada em forma liquida. Apds este processo que funciona como
mecanismo de protecdo, ocorre a liberagdo de seus compostos volateis, e entdo os
exsudados se transformam em um material amarelado maleavel, que em seguida se
transforma em uma resina cinza e rigida (Figura 2) (Rudiger; Siani; Veiga Junior,
2007).
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Figura 1 — Apresentagéo do Protium heptaphyllum na natureza

Fonte: Paralela escola olfativa (2023)

Figura 2 - Resina de Protium heptaphyllum in natura

o

3.2 USOS TRADICIONAIS E PROPRIEDADES TERAPEUTICAS DO BREU-
BRANCO

Nas comunidades quilombolas do municipio de Oriximina, Estado do Para,
Amazoénia, as oleorresinas sdo conhecidas como piche ou breu. Nessas comunidades,
o breu é tratado como uma etnoespécie refletindo a importancia dos seus exsudatos.

Acredita-se que as oleorresinas de breu-preto e breu-branco diferem em qualidade,
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uma vez que as de breu-branco sao preferidas para usos medicinais, por exemplo, no
tratamento de dor de cabeca, enquanto as de breu preto sao utilizadas no conserto
de canoas (Albino et al., 2020).

As diferentes composi¢cdes do breu sdo consequéncia dos locais onde séo
obtidas as amostras e dependem das condi¢cdes climaticas em que se encontram, o
que reflete em sua composicao quimica e, consequentemente, em suas propriedades
biolégicas. A resina consiste basicamente em uma combinagcdo de triterpenos
pentaciclicos, principalmente a- e B-amirina, e uma fragédo volatil composta de mono
e sesquiterpenos. Existem relatos na literatura de atividades biolégicas como:
anticoncepcionais, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes, bem como

efeito gastroprotetor (Vieira et al., 2014).

Em seu trabalho, Costa et al. (2006) destacou P. heptaphyllum, também
conhecida como amescla, por apresentar maior diversidade de uso, dentre eles 0 uso
em artesanatos. Indigenas da regido norte da América do Sul obtém vernizes através
da resina, para utilizar em partes de pecas de ceramica recém-cozidas ou até para a
produgao de toda a ceramica. Por ser aderente, a resina possui diversas aplicagdes,
como na fabricacado de corantes ou fixagao e impermeabilizacido de embarcacdes de
madeira. A queima da resina também ¢é realizada como combustivel no intuito
de iluminar as casas na floresta, produzir fumos aromaticos que sao utilizados em
rituais religiosos e como repelente natural de insetos (Figura 3) (Rudiger; Siani; Veiga
Junior, 2007).

Figura 3 - Queima da resina de breu-branco

Fonte: Perlas Prill (2023)
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Além disto, sua fumaga € inalada como analgésico. A resina também é usada
em problemas odontoldgicos, e ainda como emoliente e antisséptico. A casca da raiz
€ considerada adstringente, além de promover depuragdo renal e propriedades
antissifiliticas. Outras propriedades sao atribuidas as demais partes das plantas, como
acao: estimulante, cicatrizante, contraceptiva, laxante, hemostatica, antirreumatica e
para tratamento de doengas pulmonares (Cunha, 2020; Albino et al., 2020).

Além do uso na medicina popular, a resina € utilizada para fixagdo de pedras
ornamentais, marmore e vidro. A industria de papel a utiliza como aditivo para
controlar a absorg¢ao de agua. A fragao volatil é utilizada na industria de perfumaria e
desinfeccdo de ambientes. Quanto ao uso pela industria cosmética podemos citar a
empresa Natura Inovagéo e Tecnologia de Produtos Ltda que realizou a producéo de
produtos com esta espécie. De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), em agosto de 2002, a Natura foi acionada por estar
adquirindo e utilizando o conhecimento tradicional do breu-branco (P. pallidum), no
Estado do Amapa (Bertan, 2003; Homma; Homma, 2014).

Em seu trabalho, Santos (2021) pesquisou entre povos indigenas sobre 0 uso
de plantas no tratamento de sindromes respiratorias e aplicagées na Covid-19. Dentre
as espécies, foi citado o uso popular da resina, casca e folhas de P. heptaphyllum no
tratamento de inflamagdes em geral e resfriados, relatando ainda agédo hemostatica,
cicatrizante, anti-inflamatoria e descongestionante nasal. Seus usos medicinais
também sao relatados na Comunidade Sucuri, Cuiaba — MT, na forma de xarope para
tratamento de tosse (Gongalves; Pasa, 2015).

A resina obtida da casca de espécies de Protium tem sido amplamente utilizada
para evitar o agravamento de membros e dentes quebrados, além de outras
propriedades como para o tratamento de gonorreia, doencas estomacais e
pulmonares(Murthy et al., 2016). Em uma pesquisa realizada por Albertasse et al.
(2010) na comunidade da Barra do Jucu, Vila Velha, Espirito Santo sobre as plantas
medicinais foi relatado o uso da resina de P. heptaphyllum na forma de emplastro com
indicagdes de propriedade cicatrizante e para inflamagdes como artrite e artrose.

Ha relatos na etnomedicina de como os povos costumavam utilizar o breu como
emplastros para forte dores, como no caso da “espinhela caida”, onde Almeida (2013)

descreve em seu livro 0 modo de preparo:

“Terebintina meia onga, pés de breu (Resina de plantas da familia das
burfoiceas principalmente do breu-branco-verdadeiro - Protium heptaphyllum
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March.), de incenso e mirra (Commiphora myrrha (Nees) Engl.
(Burseraceae)), almécega (Resina de Protium heptaphyllum March.
(Burseraceae) de cada um escrépulo, sangue de dragéo (Dracaena draco (L.)
L. (Dracaenaceae)) meio escrépulo, misturem-se todos muito bem e estando
a terebintina no fogo, deles se irdo langando nela pouco a pouco e mexendo-
os até que fiqgue um polme brando, e ndo grosso, estando em cima de fogo
muito brando. Depois se tirara e se estendera em pano novo bem tapado, o
qual passado pelo ar do fogo se aplicara em cima da espinhela com quentura
(Almeida, 2013, p. 17)”

3.3. CONSTITUICAO QUIMICA E ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

Na aromaterapia, os valores terapéuticos das plantas aromaticas se encontram
em seus constituintes volateis, como monoterpenoides, sesquiterpenoides e
compostos fendlicos que produzem acgdes fisioldégicas. Os 6leos essenciais s&o
misturas volateis e complexas, caracterizadas por cheiros fortes e formados por
metabolitos secundarios, com cerca de 20-60 componentes em diferentes
concentragdes (Murthy et al., 2016).

S&o varios os monoterpenos que apresentam atividades bioldgicas, podemos
citar, por exemplo, a-pineno, borneol, p-cimeno e limoneno. A maioria dos
monoterpenos sao lipofilicos e possuem estruturas altamente volateis. Estao
associadas ao p-cimeno e ao a-pineno (Figura 4) atividades biolégicas como:
antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana. Outro monoterpeno comumente
encontrado em concentragdes variadas, entre algumas espécies de plantas que
apresentam agdes analgésica, antimicrobiana e anti-inflamatéria € a-felandreno, um
dos compostos da aroeira vermelha (Schinus terebinthifolia Raddi, Anacardiaceae)
(Kummer, 2015; Scherer, 2017).

As oleorresinas exsudadas de espécies da familia Burseraceae possuem
propriedades bioldgicas e farmacologicas. Em seu trabalho, Murthy et al
(2016) elencou os componentes encontrados nos Oleos essenciais dos
representantes da familia (Tabela 1), em especial mono e sesquiterpenos, com
destaque ao género Protium descrito também por outros autores.

A oleoresina de P. heptaphyllum apresenta alto percentual de compostos
volateis, quando seca possui alto rendimento de 6leo essencial (2,5%), que tem entre
0s principais componentes os monoterpenos: a-terpinoleno, dilapiol e limoneno. O
limoneno € um monoterpeno encontrado nos Oleos essenciais de diversas plantas,

incluindo outras espécies de Protium como P. icicariba. Estudos com 6leos essenciais
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contendo R- (+) -limoneno como um dos compostos predominantes ou com limoneno
puro demonstraram suas atividades anti-inflamatorias e eficacia quimiopreventiva em
sistemas modelo pré-clinico. Dentre os monoterpenos também s&o encontrados: a-
pineno (2,62%), mirceno (1,01%), a-felandreno (0,20%) e p-cimeno (2,41%) (Siani et
al., 1999; De Araujo et al., 2007; Amaral et al., 2009).

Figura 4 - Monoterpenos associados a atividade anti-inflamatéria de Protium hepthapyllum.: p-cimeno
€ a -pineno

p-cimeno a-pineno

Fonte: a autora (2023)

Tabela 1 - Espécies de Protium encontradas no Brasil, suas origens e principais componentes
(continua)

Componentes
Espécie Origem (Bioma) Método de extragao o Referéncia
majoritarios
Reserva Florestal Hidrodestilagao p-cimeno, trans- Zoghbi et
Protium Adolfo Ducke, dihidro-a- al., 2005.
altsonii Manaus, terpineol
Sandwith Amazonas,Brasil
Reserva Florestal Hidrodestilagdo em terpin-4-ol Lima et al.,
Protium Adolfo Ducke, Clevenger. 2022
gallosum Daly Manaus,
Amazonas,Brasil
Protium Crato-Ceara, Brasil a-pineno, Bandeira et
heptaphyllum - limoneno, a- al., 2001.
(Aubl.) March felandreno, e
terpinoleno
Reserva Florestal Producéo de resina
Protium Adolfo Ducke, induzida por solugéo de a-pineno, o-
hebetatum Manaus, acido 2- . ’ Lima et al.,
. . . cimeno, e
Daly Amazonas,Brasil cloroetilfosfonico, limoneno 2016.

hidrodestilagao em
sistema de Clevenger
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Tabela 1 - Espécies de Protium encontradas no Brasil, suas origens e principais componentes
(conclusao)

Espécie Origem (Bioma) Metodo~de Con]po.n'er.ltes Referéncia
extracéo majoritarios
Protium
heptaphylium Cruzeiro do Sul, hidrodestilagéao p -cimeno Marques et
(Aubl.) Marchand Acre, Brasil em Clevenger al., 2010
subsp. ’ ger. v
Heptaphyllum
Protium
heptaph:yllum Cruzeiro do Sul, Hidrodestilagao Terpinoleno Marques et
subsp. Ulei (Swart) ;
Acre, Brasil em Clevenger. al., 2010
Daly
Carapebus, na mata p-cimeno, a-
L atlantica, Rio de I pineno, a- I
Protium icicariba Janeiro, Brasil Destilacao de terpinolene and Siani et al.,
(DC.) Marchand arraste a vapor e i 2004
imoneno
clevenger
Protium Reserva Florestal
paniculatum Engl. Adﬁ/:gongﬁgke’ hidrodestilagao p-cimeno e 1,8- Lima et al.,
Amazonas,Brasil em Clevenger. cineol 2022
Protium pilosum e Reserva Florestal
(Cuatreg.) Daly Adolfo Ducke, hidrodestilagao a-pineno e 1,8- Lima et al.,
Protium Manaus, em”: Clevenger Cineol 2022
paniculatum var. Amazonas,Brasil ) ger.
riedelianum (Engl.)
Daly
Protium Parque zoobotanico do
strumosum Museu Paraense Emilio . I . .
Daly Goeldi, Belém, Para, Hidrodestilagao Limoneno Zoghbi et
. al., 2005
Brasil.
Protium spp. Reserva bioldgica de Hidrodestilagcéo e Monoterpenos e Siani et
Campina, Manaus, separagao com fenilpropanoides al.,1999

Amazonas, Brasil.

Na2S04.

Fonte: adaptada de Murthy et al. (2016)

Os monoterpenos e sesquiterpenos, com estruturas terpénicas de menor

massa molecular, apresentam volatilidade acentuada. Caracteristica de importancia

para 0 aroma dos produtos naturais, particularmente de frutas citricas, ervas

aromaticas, especiarias e condimento. Diterpenos, triterpenos e tetraterpenos, por sua

vez, apresentam baixa volatilidade. Diterpenos e triterpenos estdo entre os

componentes principais de oleorresinas (Felipe; Bicas, 2017).

Espécies do género Protium apresentam diferentes tipos de terpenos, com

mais de 100 monoterpenos e sesquiterpenos caracterizados. Enquanto a fragcao volatil
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€ composta predominantemente por monoterpenos, a fragdo nao volatil de
oleorresinas é rica em triterpenoides, principalmente a- e B-amirina (Figura 5a e b).
Outros constituintes citados com frequéncia sao suas respectivas cetonas: a-amirona
e B-amirona (Figura 5c e d). Uma analise da quimiodiversidade das oleorresinas de
23 espécies amazobnicas de Burseraceae forneceu um perfil dos principais
constituintes: os triterpenos do tipo ursano, a-amirina, a-amirona e breina, e os
triterpenos do tipo oleanano B-amirina, B-amirona e maniladiol (Rudiger, 2012;
Rudiger; Veiga Junior, 2013; Albino et al., 2017).

Os isbmeros triterpenoides pentacilcios a-amirina e [(-amirina, que
correspondem a 40-50% da constituicdo quimica total da fragdo nao-volatil, diferem
entre si pela posi¢cao das metilas no anel E: a B-amirina possui duas metilas geminais
na posic¢ao C-20, enquanto a-amirina apresenta duas metilas vicinais em C-19 e C-20
(Neves, 2018).

Figura 5 - Estruturas das amirinas e amironas encontradas em Protium: a-amirina (a); B -amirina (b);
a--amirona (c); B - amirona (d)

) d)

Fonte: a autora (2023)
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Alfa e B-amirina apresentam amplo espectro de propriedades biologicas e
farmacolégicas incluindo anti-inflamatéria, como em doengas intestinais,
antinociceptiva, gastroprotetora, hepatoprotetora, anti-hiperglicémica e efeitos
hipolipidémicas. Ambos os acidos ursolico e oleandlico, estruturalmente relacionados
com a- e B-amirina, mostraram inibir a diferenciacido de pré-adipdcitos 3T3-L1 e a
adipogénese (Vitor et al., 2009; Melo et al., 2019).

A literatura registra ainda a presencga de duas cumarinas em Protium, sendo
estas, escopoletina e propapicina. Ambas apresentam atividades farmacologicas anti-
inflamatdria, espasmolitica, broncodilatadora, além de ter acdo contra o
desenvolvimento de tumores. A escopoletina também atua na regulacédo da presséao
arterial e possui atividade bactericida contra varias espécies, incluindo Escherichia coli
(Costa et al., 2012).

Ainda ha pesquisas do uso do breu como antimicrobiano, entretanto alguns
ensaios ja foram realizados como no trabalho de De Lima et al. (2016) com o 6leo
essencial de P. heptaphyllum que ndo apresentou atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados. Bem como em testes utilizando outras partes da planta,
como o extrato das folhas, frente a S. mutans, Lactobacillus casei e S. aureus também
nao foi observada atividade antimicrobiana (Alves; Moreira, 2010). Ja o 6leo essencial
da espécie P. hebetatum Daly mostrou atividade frente as bactérias Gram-negativas:

E. coli e Klebsiella pneumoniae (Da Silva et al., 2021)

Conforme visto, sdo descritos na literatura diversos efeitos relacionados as
atividades farmacologicas do breu-branco, como: ténico, antiulcerogénica, anti-
inflamatdrio, cicatrizante, analgésico e expectorante, atividade gastroprotetora,
possivelmente, pelo aumento da expressdo de COX-2 e EGF e devido a sua possivel
propriedade antioxidante. Apesar da sua ampla gama de uso medicinal, a descri¢ao
do uso de resina bruta de P. heptaphyllum como agente anti-inflamatério ainda nao foi

bem estabelecida (Bernadi et al., 2015).

3.4 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatério (Figura 6) € uma resposta natural do organismo a uma
lesdo tecidual no qual ocorre o aumento do fluxo sanguineo e migragdo de

componentes do sistema imune para o local da lesdo, como os leucécitos, macrofagos
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e 0s mastaocitos, estes responsaveis por liberar mediadores
inflamatdrios, como quimiocinas e citocinas. A inflamagao em algumas ocasides pode
ser fisiologicamente necessaria para a recuperacdo do organismo (Valadas
et al., 2019). Esse processo tem como suas principais caracteristicas: calor, rubor,
dor, edema e perda de fungao de tecidos e 6rgaos sendo resultado de uma injuria
tecidual, a producdo de mediadores citados provoca: alteragcbes bioquimicas,
celulares e vasculares a fim de restaurar a homeostase (De Menezes et al., 2019;
Freitas et al., 2019).

De acordo com Perretti (2015), mediadores de resolugdo compartilham
propriedades fundamentais para a recuperagdo da homeostase e retorno ao
funcionamento fisiolégico normal, seriam estas: inibigdo do trafico de granulécitos;
migracdo de mondcitos, promogado do apoptose dos granuldcitos; aumento de
fagocitose e esferocitose; controle do fenétipo da célula residente (como a troca de
macrofagos M1 para M2).

Em geral, as respostas inflamatorias s&o positivas em situagées como a
inativagao de toxinas bioldgicas e quimicas, sequestro de microrganismos, material
estranho, tecido necrético e células neoplasicas, fornecendo o necessario a
cicatrizacdo de feridas, estimulando a restricio de movimento de membros fazendo
com que haja tempo para cicatrizagao e do reparo, e a elevagado da temperatura para
inducdo de vasodilatagdo e inibicdo da replicagdo de alguns agentes microbianos
(Zachary, 2012). Em caso de situagbes prolongadas de estresse onde ha alta
producdao de cortisol pode ocorrer inflamagdes cronicas e acarretar diversos
problemas de saude como sindrome metabdlica, obesidade, cancer, disturbios de
saude mental e cardiovasculares, além do aumento da suscetibilidade a infeccoes
(Russell; Lightman, 2019).
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Figura 6 - Fluxograma do processo inflamatério agudo e crénico
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Fonte: Adaptado de Active Pharmaceutica (2022)

As respostas imunes e proliferativas sdo mediadas por citocinas, que agem
regulando a inflamacéo local e sistémica. Estas sdo divididas em: fatores de necrose
tumoral (TNFs), interleucinas (IL), interferons (IFNs) e fatores estimuladores de
coldnias (CSFs). As citocinas podem se classificar como anti ou pré-inflamatérias, isto
€, encontradas em concentragdes elevadas podem indicar inflamagao e progresséo
de doencas. (Silva, 2018).

As citocinas estdo envolvidas no desencadeamento de diversas patologias,
como no caso de doencgas circulatérias, induzindo febre, neutrofilia, aumentando a
adesividade entre neutrdéfilos e midcitos e/ou endotélio, estimulando a producgéo de IL-
6, IL-8 mondcitos e leucdcitos. Na isquemia intestinal, ocasiona a produgao de IL-6,

IFN-y, IL-1 no epitélio intestinal. Cérebro e figado também podem ser afetados
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principalmente por meio de IL-8 e IL-13. A regulagdo da inflamagado depende do
equilibrio entre citocinas pré- (manifestam-se localmente ou séo quase inexistentes)
e anti-inflamatorias (detectaveis no individuo normal) (Moura; Pomerantzeff; Gomes,
2001, DeCS, 2022). As principais classes de farmacos anti-inflamatorios s&o: anti-
inflamatdérios ndo esteroides (AINES) e os glicocorticoides, ou anti-inflamatérios
esteroides (AIES). Em geral os mecanismos de agao anti-inflamatdrios sao: inibigao
enzimatica, bloqueio de receptores ou antagonismo de ligantes especificos (Freitas et
al., 2019).

Segundo Do Vale e Garcia (2018) nas ultimas décadas ha o questionamento
da seguranca da utilizagdo dos AINEs em relagdo principalmente a pacientes
hipertensos e com risco de doencas cardiovasculares. Esta classe representa uma
das mais empregada na pratica clinica em todo o mundo, o que possibilita desenvolver
Ou agravar riscos ao seu uso irracional. Além do grande numero de ocorréncia de
efeitos adversos o que estimula pesquisas pelo desenvolvimento de novos anti-
inflamatorios que reduzam os efeitos maléficos dos processos inflamatérios
e suas patologias associadas de maneira segura e eficaz (Silva et al. 2014; De
Menezes et al., 2019).

3.5 ENSAIO DE TOXICIDADE GENETICA

A toxicidade de uma espécie vegetal pode estar associada a planta, ao modo
a qual foi exposta, a questdes ambientais e também ao individuo em quem se
manifestou. A intoxicagao por plantas, seja ela aguda ou crdnica, é possui um dificil
diagnostico, possuindo impacto expressivo na saude publica (Campos et al., 2016).
No Brasil, foram registrados 821 casos de intoxicagdo por plantas em 2017,
representando 1,8% de todas as intoxicagdes com diferentes agentes, sendo o
ranking liderado por intoxicagdo medicamentosa (27,11%) de acordo com os dados
do SINITOX (2023).

Toxicidade aguda € aquela produzida por uma substancia administrada durante
um periodo de 24 horas, nesses testes é possivel evidenciar risco de intoxicacdes
agudas, para melhor escolha das doses para os demais testes de
toxicidade, avaliagdo de seguranga do uso desta substancia, como drogas vegetais e
fitoterapicas. Em testes mais prolongados € possivel identificar 6rgados alvos e
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alteracdes fisiolégicas evidenciadas por parametros: bioquimicos, hematoldgicos,
anatbmicos e histopatologicos. Ja testes de genotoxicidade sao utilizados para a
detecgdo de substancias que induzem dano genético, mutagdo genética, quebra
cromossOmica e alteragao na capacidade de reparo de DNA (Brasil, 2013; Da Silva et
al., 2021).

O ensaio cometa é um dos testes de genotoxicidade mais aplicados gragas ao
seu baixo custo, alta sensibilidade e rapidez, servindo para a investigacdo e
monitorizagdo de danos ao material genético. Também conhecido como eletroforese
em gel de células individuais (single cell gel electrophoresis) apresenta uma variedade
de aplicagbes em toxicogendmica, detecta danos no DNA induzidos por agentes
alquilantes, intercalantes e oxidantes e pode ser realizado em plantas ou animais.
Visto ao microscépio, os nucleoides de DNA sem danos sao redondos, ja nos
lesionados observa-se a migracao do material formando uma espécie de cauda,

guanto maior o dano, maior a cauda (Figura 7) (Da Silva et al., 2021; Cruz, 2015).

Figura 7 - Ensaio cometa com representagéo da classificagdo dos danos

Fonte: Silva (2012)

3.5.1 Ensaio com Drosophila melanogaster

A familia Drosophilidae composta por uma série de organismos é utilizada
como modelo em diferentes areas da Ciéncia, como na Genética. Os drosofilideos

estao distribuidos pelo mundo todo e utilizam diferentes recursos ou hospedeiros. A
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exemplo temos a representante Drosophila melanogaster Meigen (Diptera) que tem
sido utilizada como um organismo modelo para genética quantitativa, com numerosos
dados ja reunidos. Diversas investigagcbes vém sendo realizadas com experimentos
de selegdo e localizagdo de genes com efeitos importantes (Moreira, 2020; Capy;
David, 1994).

A area de distribuic&o original de D. melanogaster é a Africa tropical, mas hoje
€ global. No Brasil as primeiras publicagdes sobre genética com Drosophila datam por
volta de 1943 e desde entdo este grupo tem sido muito estudado especialmente nesta
area, sendo a espécie D. melanogaster, conhecida popularmente como mosca-da-
banana ou mosca-do-vinagre, a mais utilizada. Moscas da familia Drosophilidae sao
excelentes para estudos bioldégicos por possuirem caracteristicas genéticas
conhecidas que possibilitam o estudo de mutacgdes pontuais, dele¢des, translocacgoes,
perda cromossdmica e nao disjuncao (Wipfler et al., 2013; Amorim, 2016).

D. melanogaster € uma das cerca de 3.500 espécies conhecidas da bem-
sucedida familia Drosophilidae, que pertence aos Ephydroidea. Estas moscas s&o
pequenas e seu comprimento variam entre 1 e 7 mm. Muitas espécies sédo atraidas
por materiais vegetais em decomposi¢ado, como folhas ou frutas onde depositam seus
ovos. As larvas incubadas se alimentam de leveduras e bactérias, que estao
envolvidas no processo de decomposicao. As fémeas poem cerca de 300 ovos de
aproximadamente 0,5 mm de comprimento (Wipfler et al., 2013).

Apdés o acasalamento entre moscas fémeas e machos adultos, os ovos
fertilizados sao depositados e o embrido se desenvolve em uma larva de primeiro
estagio em ~ 24 h. Posteriormente, as larvas crescem e passam por dois estagios
larvais adicionais, cada um com duracéo aproximada de 24 horas. Durante os estagios
larvais, apresenta alto fluxo glicolitico, produg¢ao de lactato e alta taxa de sintese de
glicogénio e acumulo de triglicerideos (TAG), necessarios para a metamorfose (Figura
8). No final do terceiro instar (2-3 dias), as larvas se transformam em pupas. Durante
o estagio de pupa, ocorre a metamorfose (3 a 5 dias) e os tecidos da mosca adulta se
formam. No final da metamorfose, ocorre a eclosdo do pupario e as moscas adultas
tornam-se férteis apos ~ 24 h. As moscas vivem de 60 a 90 dias, dependendo das
condi¢cdes de criagcdo como por exemplo atemperatura e composicao da dieta
(Brischigliaro; Fernandez-Vizarra; Viscomi, 2023).

Um dos ensaios realizados com a mosca-da-banana em seu estagio larval € o

ensaio cometa, que fornece caracteristicas do DNA. Os nucleoides dos cometas sao
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classificados de acordo com o comprimento e quantidade de DNA na sua cauda e vao
de 0 a 4 (Silva, 2012).

Figura 8 - Ciclo de vida da Drosophila melanogaster
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Fonte: Brischigliaro; Fernandez-Vizarraviscomi (2023)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

A amostra de breu-branco, espécie indeterminada, geralmente composta por
Protium heptaphyllum ou mistura de espécies da familia Burseraceae (Albino et al.,
2020), foi obtida comercialmente no mercado Casa Alves (Santarém/PA, Brasil), em
setembro de 2015, sendo armazenada em freezer.

4.2 PREPARO DA AMOSTRA E EXTRAGCOES

Inicialmente, as oleorresinas foram selecionadas e trituradas em gral com
pistilo. Para uma maior homogeneizagdo, o pd obtido foi transferido para um
liquidificador de ago comercial (Waring, EUA) e triturado novamente. Posteriormente,
esse po resultante foi passado em um tamis de 0,25mm (Figura 9), com objetivo de
obter particulas menores e mais homogéneas, com excegao da ultima extragdo, em

que se utilizou amostra ndo tamisada.

Figura 9 - Fluxograma de extragdes
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4.2 .1 Extracao por hidrodestilacao

A amostra foi pulverizada (115,50g) e submetida a hidrodestilagdo para
obtencdo do 6leo essencial, fragdo volatil da resina, em aparelho de Clevenger
modificado por 90 minutos (Albino et al., 2017). Os experimentos foram realizados no
Departamento de Produtos Naturais e Alimentos da Faculdade de Farmacia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ.

4.2.2 Extragdo com COz2 supercritico

As extragbes foram realizadas na unidade de extragcdo supercritica (Forno
extrator France Etuves- modelo XU032) com bomba para diéxido de carbono liquido,
cilindro de CO: (99% de pureza), rotdametro e uma célula de extracdo de 100 mL.

Dividimos uma amostra inicial de oleorresina triturada conforme mencionado
no item 4.2 e tamisada com tamis de 0,25 mm em duas porg¢des. Inicialmente foi feita
uma extracgao prévia para melhor adequar a metodologia a ser utilizada e as condigdes
ideais, misturando a amostra com celite, material inerte, para completar a célula de
extracdo. A célula ficou no forno do extrator por fluido supercritico por 1 hora até
estabilizar na temperatura necessaria de 40 °C, pressao de 80 bar e a vazédo de 35
g/min. O processo iniciou com a saida do CO: em dire¢gao a bomba. O solvente fluido
percorreu a amostra extraindo os compostos soluveis. Estes, no solvente fluido
precipitam no vaso coletor (Greenlab) e o solvente na fase gasosa passa pelo
rotdmetro (Barreto; Padilha; Machado, 2014).

Posteriormente, foram realizadas extragbes com diferentes condigdes,
incialmente foram utilizadas: Temperatura de 40 °C, Pressédo de 80 bar, vazao de
saida de COz2 de 35,1 g/min, durante 1 h, sem a presenga de cossolvente, bem como
com e sem tamisacdo. E as demais extra¢des foram feitas utilizando o etanol como
cossolvente iniciando com a saida de CO2 por 20 min nas condigdes de 55° C, Presséo
483 bar e vazao de 35,1 g/min.

Esses experimentos foram realizados através da parceria com o Laboratério de

Analise Fitoquimica da UFRJ.
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4.3 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os métodos Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
Cromatografia em fase gasosa com Detector por lonizagdo de Chama (GC-MS e GC-
FID) foram utilizados para a analise do 6leo essencial. O método de GC-MS teve como
foco a cobertura de triterpenos “neutros” (isto é, triterpenos monoxigenados e
dioxigenados nao acidos). As analises foram feitas em um cromatografo a gas
Shimadzu equipado com um espectrOmetro de massas Shimadzu (QP2020 NX),
usando hélio como gas carreador e uma coluna capilar DB-5 da Agilent (30 m x 0,25
mm x 0,25 pm). O injetor e o detector foram mantidos a 260 e 280 °C, respectivamente.
A temperatura foi programada para subir de 60 a 200 °C a 3 °C/min, com tempo de
espera (hold time) de 5 min; de 200 a 290 °C a 5 °C/min; e de 290 a 300 °C a 2 °C/min,
com tempo de espera (hold time) de 10 min. Aliquotas de 1 uL de cada solugéo de
amostra (3 mg/mL, em diclorometano) foram injetadas em modo de injegcdo com
divisdo de fluxo (split de 1:20) O detector de massas foi operado em modo de
ionizagao por elétrons (70 eV) e modo scan (faixa de aquisigdo: 40-650 m/z). A
aquisicao e o processamento dos dados foram feitos utilizando o software GCMS
Postrun Analysis da Shimadzu. As substancias separadas foram tentativamente
identificadas através da comparacao de seus espectros de massas obtidos por El com
banco de dados comercial (NIST Mass Spectral Library 11B), e com dados da

literatura.

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram realizados os testes de determinagdo da concentragdo inibitoria minima
(CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB), os micro-organismos utilizados
foram Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Klebsiella pneumoniae (396) e
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39) da Colegéo do Departamento de Antibioticos
— UFPE.

A atividade antimicrobiana dos compostos foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo utilizando placas de 96 pogos (CLSI, 2018).

Para isso foram utilizadas solugdes estoque de 1024 pg/mL em 1% DMSO das
substéncias. Foram transferidos 20 pyL desta solugdo para as microplacas, que ja

continham 70 pL de caldo Mueller-Hinton, iniciando o processo de diluicao seriada.
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Para completar o volume final de 100 uL, foram adicionados 10 pL de inéculo (1,5 x
10° unidades formadoras de coldnias (UFC /mL), de acordo com a escala
turbidimétrica padrao de McFarland) e as placas foram incubadas a 35 °C por 24h.

Os mesmos testes foram realizados simultaneamente com o controle positivo
(CMH + microrganismo) e o controle negativo (CMH + compostos). Ao término deste
periodo, foram adicionados 10 ul de resazurina a 0,1% em todos os pogos e apds
duas horas a CMI foi determinada visualmente com base nas colora¢gdes observadas,
sendo cor azul para inibicao e rosa para crescimento microbiano.

Para a determinagéo da CMB, realizou-se o subcultivo em meio agar Mueller
Hinton daqueles pogos que apresentaram a CMI e dos anteriores. As placas foram
incubadas em estufa a 35 °C por 24 horas. A CMB é definida como a menor
concentragado que apresenta subcultivo negativo.

Os testes foram realizados em ftriplicata.

4.5 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados camundongos Swiss machos (35-40 g) com idade entre 6 € 8
semanas. Os animais foram obtidos do Biotério de criagdo do Departamento de
Antibiéticos da UFPE. sob condi¢des controladas de temperatura e luminosidade. Os
animais foram mantidos sob livre acesso a agua e ragdo. Os procedimentos
experimentais realizados nesse estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFPE (Protocolo n°® 0033/2022).

4.5.1 Macrofagos peritoneais

4.5.1.1 Obtencgao e isolamento dos macrofagos peritoneais

Para obtengdo dos macréfagos peritoneais foram utilizados camundongos
Swiss machos, os quais receberam 1 mL de uma solugéo de tioglicolato (i.p.) 3,8%
por via intraperitoneal. Apos 72 h, os animais foram eutanasiados em camara de CO2
para evitar a contaminagao do liquido intraperitoneal com sangue e a influéncia do
isoflurano na fungdo dos macréfagos. Em seguida foi realizada a assepsia de todo o

animal com alcool 70% e a retirada a pele abdominal com auxilio de pinga e tesoura
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estéreis. Foram injetados 10 mL de PBS gelado (pH 7,4) no periténio do camundongo.
Uma pequena incisao foi realizada para retirada do lavado. As células foram
centrifugadas por 5mim a 1200 r.p.m, lavadas duas vezes em PBS e, em seguida,
ressuspensas em meio DMEM suplementado com SFB a 10% e 1% de antibidticos.
Sendo incubadas a 37 °C a 5% de CO: e plaqueadas na concentragdo de 3 x 10°

células/mL em placas de 96 pogos (Montoya et al., 2019).

45.1.2 Avaliagdo de citotoxicidade através do ensaio com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazoélio (MTT)

A citotoxicidade dos extratos nas células foi determinada pelo método do MTT.
Para isso, as células foram semeadas em placas de 96 pocgos e apds 24 h tratadas
com o extrato da resina de breu-branco (100-1,56 ug/mL) e incubadas por 24 h. Apos
cada periodo, 25 uL (5 mg/mL) de solugao de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) e incubado durante 3 h, a 37 ° C, numa atmosfera de CO2a 5%
umidificada. Posteriormente, removeu-se 100 uL do sobrenadante e adicionou-se 100
pL de DMSO a cada poco e incubou-se durante mais 10 min, a 37 °C, numa atmosfera
umidificada a 5% de CO2. Ap6és a homogeneizagdo dos cristais de formazan, a
absorbancia foi mensurada em 560 nm em um leitor de placas ELISA. A porcentagem
de proliferagao / viabilidade celular foi calculada e comparada ao controle (100% da

viabilidade). Os testes foram realizados em triplicata.

4.5.1.3 Produgdo de Oxido nitrico e citocinas em macréfagos estimulados com

lipopolissacarideo bacteriano (LPS)

Os macréfagos peritoneais foram plaqueados na concentragdo de 3 x 10°
células/mL, em placa de 96 pogos com meio DMEM suplementado com 10% de SFB
e 1% de antibiético e incubados a 37 °C, por 24 h, para aderéncia. Decorridas as 24
h, as células foram estimuladas com LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St. Louis,
MO, USA), por 1 h (5 yg/mL) e em seguida, tratadas com os extratos e éleo por 24 h,
nas concentragdes de 1,56, 6,25 e 12,5 ul (concentragdes estabelecidas através do
ensaio de citotoxicidade com MTT) em triplicata de pogos. Decorrida as 24 h, recolheu-

se 100 ul de sobrenadante celular para dosagem da concentragao de nitrito (indicativa
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da produgao de 6xido nitrico) pelo reagente de Griess, e 100 pl para a quantificagéo
das citocinas IL-6 e TNF-a.

Foi adicionado o mesmo volume de sobrenadante ao reagente de Griess (100
M) (1% sulfanilamida em &acido fosférico 5% e 0,1% de diidrocloreto de
naftiletilenodiamina em agua; 1:1, Sigma) em uma placa de pogos a parte, foram
incubados durante 10 min ao escuro. A concentracdo de nitrito foi calculada com
referéncia a uma curva padréo obtida usando nitrito de sédio (NaNOz2), utilizando-se
uma diluicdo seriada 100 — 0 pL da solucdo padrao de nitrito de sddio preparada em
DMEM. A absorbancia foi medida em 540 nm utilizando um leitor de placas de Elisa
SpectraSoftmax, segundo CAO et al. (1999).

Apos o teste de produgao de 6xido nitrico em macréfagos estimulados por LPS,
os niveis das citocinas TNF-a e IL-6 foram quantificadas no sobrenadante seguindo

as instrugdes dos fabricantes (Diaclone, Franga).

4.5.2 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

4.5.2.1 Edema de orelha agudo induzido por 6leo de créton

Foram separados 6 grupos de animais. Um grupo recebeu apenas 20 uL de
6leo de croton em acetona sendo aplicado nas superficies de ambas as orelhas dos
animais e funcionou como controle negativo. Um segundo grupo nao recebeu
nenhuma aplicagdo e funcionou como grupo Sham. Em seguida os demais grupos
receberam o tratamento (0,1; 0,3 e 1 mg/orelha) e o farmaco-padrao (clobetasol)
diluidos no mesmo volume de acetona, além do 6leo de créton 2%. A resposta
inflamatdria foi avaliada apds seis horas, apds eutanasia dos animais, uma amostra
de 6 mm de diametro foi retirada de cada orelha com auxilio de um punch de bidpsia.
As amostras foram pesadas e o edema calculado pela diferenga entre o peso das

amostras tratadas e o grupo negativo.

4.5.2.2 Edema de orelha induzido por multiplas aplicacdes de 6leo de croton

O edema de orelha crénico foi induzido pela aplicacdo de 20 pyL de éleo de

croton 5% (v/v) em acetona, em dias alternados, durante 9 dias, em camundongos
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Swiss (n = 46). A resina/fracdo mais ativa em 3 concentragdes: 0,1; 0,3 e 1 mg/orelha
e clobetasol 0,5% 20 pL/orelha foi aplicado por via tdépica durante 4 dias. A espessura
das orelhas foi mensurada diariamente com um paquimetro digital. No 10° dia de
experimento, os animais foram eutanasiados e amostras de 6 mm de didmetro de
tecido das orelhas foram coletadas com auxilio de um punch de bidpsia e pesadas
para avaliagdo do edema. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para analise

histologica.

4.5.3 Analise histolégica e histomorfométrica

Para analise histologica, as orelhas foram fixadas em formalina 10%
tamponada (pH 7,4) por 24 h, desidratadas, diafanizadas e emblocadas em parafina.
Foram realizados 8 cortes perpendiculares de 5 um de espessura, os quais foram
corados com hematoxilina eosina, observados em microscépio éptico Nikon Eclipse
E-200 e fotografados para medicédo da espessura da epiderme e da derme utilizando
o software Image J versao 1.52r. Para analise histomorfométrica, foram analisadas
pelo menos 3 de cortes de cada animal, foram feitas cerca de 10 medigcdes/cortes

utilizando a escala de 100,00 ym.

4.6 ENSAIO COMETA EM DROSOPHILA MELANOGASTER

Para realizagdo do ensaio cometa foi seguida a metodologia seguindo a
metodologia de Vergosa et al. (2017) onde foram utilizadas larvas em terceiro instar
de cada réplica. As lavas foram expostas por um periodo de 24h aos seguintes
tratamentos: Controle negativo: agua destilada; Solvente 1: agua destilada, 5% Tween
80, 5% etanol; resina nas concentragdes de 10, 3, 1, 0,3 e 0,1 mg/mL diluidas no
Solvente 1. Primeiramente, as larvas foram resfriadas a 4°C por 1 min para redugcao
da atividade metabdlica e transferidas para uma placa de kline contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Com o auxilio de um
microscopio estereoscopico, uma pinga de relojoeiro n° 5 e um bisturi, foi realizado
um corte nas larvas para extracdo da hemolinfa, constituindo um pool celular. O
material foi coletado e transferido com o auxilio de uma micropipeta para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, que foi centrifugado por 3 vezes a 3.000 rpm por 3 min. As

etapas subsequentes da metodologia se realizaram na auséncia de luz, por se
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tratarem de procedimentos fotossensiveis. Desse modo, um total de 60 pL do material
bioldgico foi homogeneizado em 100 pL de solugdo de agarose de baixo ponto de
fusdo (low melting point) [0,5% de agarose LM diluida em 100 mL de solug&o salina
tamponada com fosfato (PBS)] e montado em laminas histolégicas previamente
lixadas, lavadas e banhadas em agarose padrao [1,5% de agarose padrao diluida em
100 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)]. Por fim, uma laminula (24
mm x 60 mm) foi adicionada sobre o material. As laminas contendo o material celular
foram colocadas no refrigerador a 4 °C por 10 min para a solidificagdo da agarose. E
em seguida, as laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em uma
cubeta contendo solugéo de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 1 M NaOH; 1% Tris pH
10; 1% Triton X-100 e 10% DMSO), sendo assim mantidas a 4 °C por 72 horas.

Posteriormente, as laminas foram alinhadas com dire¢&o para o polo positivo
em uma cuba de eletroforese de 40 cm, sendo cobertas com solucdo de tampao de
eletroforese (1 M NaOH; 200 mM EDTA pH 13) por 20 min, para estabilizagdo. Logo
depois foi aplicada uma corrente elétrica (40 V e 300 mA) por 20 min. Em seguida as
laminas foram transferidas para uma cubeta com solu¢ao de neutralizagdo (0,4 M Tris-
HCI, pH 7,5) por 15 min, depois para etanol absoluto para fixagdo por 5 min. Apés
serem secas ao ar, as laminas foram armazenadas em laminario e mantidas 4 °C até
o0 momento da analise microscopica.

Para a analise microscopica, as laminas foram coradas com 50 L de GelRed
(Biotium), diluido em agua purificada (1:500) e observadas em microscépio de
fluorescéncia Zeiss-Imager M2, equipado com o filtro Alexa-Fluor 546 e aumento de
400x. Os cometas observados foram classificados de acordo com a integridade da
cabeca e comprimento da cauda em 5 niveis que variam de 0 (auséncia de dano) a 4

(maior nivel de dano).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o ANOVA, seguido com pos-teste de
Bonferroni. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.)
e o nivel de significancia minimo foi de p < 0,05. Todos os resultados foram analisados
com software GraphPad Prisma (7.0 San Diego, CA, EUA), que considerou o média

de dois ensaios realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARO DAS AMOSTRAS E RENDIMENTOS

Uma amostra de breu-branco comercial seca e integra foi triturada (Figura 10)
e tamisada para uma melhor homogeneizacao do pé e obtencédo de subamostras mais
uniformes. Em estudo realizado por Vasconcelos et al. (2005) onde foi avaliado os
parametros durante o processo extrativo como: método de extragdo, solvente e
granulometria do material vegetal foi visto que a granulometria, independentemente

do método, é o fator mais importante na eficiéncia do processo.

Figura 10 - Amostra de resina de Protium spp. seca e triturada

Fonte: A autora (2022).

5.1.1 Extracao do 6leo essencial — BBO

A hidrodestilacao foi realizada para obtencédo do 6leo essencial, fragao volatil
da resina, em aparato de Clevenger modificado por 90 minutos. Foram utilizados
115,5 g de amostra tamisada, obtendo um rendimento de 1,21%.
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5.1.2 Extracédo 1 - BBOFS3A

Para chegar nas condi¢des ideais de extragao foi feito um teste inicial, separado
em 2 ciclos: um para volateis e outro para os nao-volateis, onde rendimento e tempo
do processo foram insatisfatérios. A amostra inicial de 29,77 g foi dividida em duas
porcoes, porcdo 1 com 15,00 g e porgédo 2 pesando 14,77 g, para extragdo foram
misturadas com 20 g de celite. No ciclo 1 as condi¢cbes foram de 40 °C e 80 bar, e
vazéo de 35 g/min. O ciclo 2, para ndo-volateis, as condi¢gdes foram alteradas para
uma temperatura mais elevada (55 °C) e uma pressao maior (484 bar). Este foi
realizado de forma pausada extraindo a amostra a cada 5 min. Foi obtido um
rendimento de 2,3% de fracdo volatil e 3,2% de residuo triterpénico no processo.

Em estudo realizado por Marquina-Chidsey et al. (2013) testaram-se diferentes
condicdes, alternando temperatura entre 40- 60 °C e obteve-se um extrato com
rendimento de 1,4% (5 g de amostra). Na temperatura de 43 °C e tempo 36,63 min,
numa pressao de 106,8 bar observou-se que quanto maior pressao, maior o
rendimento e foi possivel estipular as condigdes 6timas em seu trabalho, aumentando
o rendimento para 1,7%. Em seu trabalho posterior, Marquina-Chidsey et al. (2017)
constataram que a temperatura e a interacdo pressdo-tempo estaticas foram
estatisticamente significativos para o rendimento. J& para a qualidade, pressao e
temperatura foram ambos significativos, sendo a mais alta qualidade alcangada com
pressao mais alta e temperatura mais baixa.

De acordo com Klein et al., (2018), para extragao dos triterpenos amirinicos de
interesse em folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambes, Myrtaceae), quanto mais
alta pressao e temperatura maior rendimento (200 bar e 60 °C = 1,69%), ja a mais alta
pureza da mistura de a-amirina e B-amirina foi nas condi¢des de 100 bar e 60 °C.

Tendo em vista as consideragdes e as condigdes utilizadas pelos membros do
laboratério com experiéncia para extracdo de flavanoides, as condicbes foram
definidas para 55 °C e pressio de 484 bar e realizou-se uma terceira extragao para
testar as condigbes escolhidas. Para isso, utilizou-se a por¢do 2 do lote (14,77 g)
obtend um extrato com 6,43% de rendimento, nomeado de BBOFS3A - Extrato de

Breu-Branco-Oleorresina por Fluido supercritico 3A (Figura 11).
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Figura 11 - Extrato de Breu-Branco-Oleorresina por Fluido supercritico 3A — BBOFS3A

Fonte: a autora (2022)

5.1.3 Extracéo 2 - BBFSE1

Nesta extracao, foi utilizado 50 mL de etanol como um cossolvente e optou-se
por um método de extragcdo estatica, ou seja, apenas uma unica extragdo sem
intervalos de tempo. Em alguns trabalhos foi visto que a adigdo de cossolventes
favorece o processo, resultando em menores custos de producédo estimados pela
analise econbmica da extracdo com fluido supercritico. Para as condi¢des estudadas,
em um trabalho de otimizagdo tecno-econdmica, o menor custo (US$ 622,9/kg de
extrato) foi encontrado no processo utilizando CO2 com 5% de etanol como
cossolvente, pressao de 200 bar, temperatura de 60 °C e S/F de 9,54 usando a escala
de 2 x 100 L para extracado dos principais compostos do extrato das folhas de uvaia,
os triterpendides a-amirina e B-amirina. (Rodrigues, et al. 2021; Klein et al., 2021).

Para a extragao foi utilizado 16,50 g de amostra e 14,56 g de celite. Extragao
ocorreu em 20 min, observando-se apos isso um efeito platd. Apds a extragao, foi
obtido uma amostra mais pastosa do que as obtidas nas extragdes anteriores, logo
utilizamos o evaporador rotativo remocao do etanol, obtendo-se um rendimento de
96,16%. ApOs a extracao, foi feita uma purificagdo do residuo em sistema fechado
(em aparato de Soxhlet) com diclorometano para em seguida calcular o rendimento

do residuo que ficou na célula, que foi de 3,19%.
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Deste modo, a extragao estatica foi escolhida extraindo toda a amostra sem
intervalos de tempo. Obtivemos um rendimento muito mais alto que nos métodos sem
utilizar o cossolvente. Nosso objetivo inicial era se possivel n&o utilizar solventes,
porém conforme visto em literatura e comparando os resultados consideramos que a
utilizacao e performance do etanol satisfatoria visto ainda que se trata de um solvente

de baixo impacto ambiental.

5.1.4 Extracado 3 - BBFSE2

Para ultima extragdo com fluido supercritico, usamos 16,01 g de uma amostra
nao tamisada e 16 g de celite. Foi observado que particulas menores geraram pos
muito finos e que além da demora para sua obtengao, geravam uma perda grande de
material ndo tamisavel. Também utilizamos o etanol como cossolvente sob as
mesmas condigdes, obtendo rendimento de 74,04% do extrato e 3,74% de residuo,
resultando num rendimento total de 77,81%. Nessa extragdo, optou-se por n&o fazer
a tamisagdo da amostra pois era algo que demandava um longo periodo de tempo,
superando o tempo da propria extragao, logo extraiu-se ela somente triturada a méao
e no liquidificador. O rendimento obtido foi menor devido a diferenga de granulometria,
mas mesmo assim foi maior que o resultado obtido nas primeiras extragdes, nas quais

nao utilizamos etanol como cossolvente (Tabela 2).

Tabela 2 - Condi¢oes de extracao e teor de rendimento da amostra

Extragcbes Condigoes - Supercritico (granulometria, Tipode Teor % Sigla
pressao, temperatura, tempo, cossolvente) Produto
1° ciclo (FV): 0,25; 80 bar; 40°C; 1h; sem FVbreu 2,30% -
cossolvente

1 2° ciclo (RT): 0,25mm; 484 bar; 55°C; 20 min.; sem  RTbreu 3,20% -

cossolvente
0,25mm; 484 bar; 55°C; 20 min.; sem cossolvente EAbreu 6,43% BBOFS3A

0,25mm; 484 bar; 55°C; 20min.; Etanol EAbreu 96,20% BBFSE1
3 90 — 630um ;55°C; 484 bar; 20 min.; Etanol EAbreu 77,80% BBFSE2

Fonte: a autora (2022).

Nota:

FV- Fragao volatil
RT- residuo triterpenico
EA- Extrato apolar



47

5.2 CARACTERIZAGAO QUIMICA

O dleo essencial de P. heptaphyllum é rico em mototerpenos, de acordo com a
analise feita por Amaral et al. (2009) do oOleo obtido por hidrodestilagdo foram
identificados 14 compostos, que representavam 100% dos compostos presentes no
oleo de 2,21% de rendimento. Os constituintes majoritarios em sua analise foram os
monoterpenos limoneno (49,96%), trans-B-ocimeno (11,81%), eucaliptol (10,92%), p-
cimeno (10,78%), a-felandreno (9,98%) e a-terpineol (1,82%). Em nosso estudo,
conforme visto na literatura, foram encontrados em maiores concentracbes o0s
monoterpenos a-pineno (16,97%), o-felandreno (49,06%) p-cimeno (9,75%) e
limoneno (4,4%) (Tabela 3), aos quais s&o atribuidas propriedades farmacoldgicas da
planta (Siani et al., 1999; De Araujo et al., 2007; Amaral et al., 2009).

Tabela 3 - Composigao quimica do 6leo essencial da oleorresina de breu branco (continua)

Substancias IRL IRL* Quantidade
(lit) (%)

a-Pineno 932 930 16,97
a-Fencheno 945 942 0,28
Canfeno 946 944 0,30
Sabineno 969 969 0,12
B-Pineno 974 973 4,09
3-p-Menteno 984 975 0,61
Mirceno 988 989 0,21
0-2-Careno 1001 1003 6,91
a-Felandreno 1002 1009 49,06
0-3-Careno 1008 1013 0,75
a-Terpineno 1014 1018 0,17
p-Cimeno 1022 1021 9,75
Limoneno 1024 1025 4,44
Silvestreno 1025 1027 0,66
y-Terpineno 1054 1054 0,12
Terpinoleno 1086 1084 0,39
Canfora 1141 1140 0,53
p-Menta-1,5- 1166 1163 0,17
dien-8-ol

Terpinen-4-ol 1174 1173 0,10
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Tabela 3 - Composigado quimica do 6leo essencial da oleorresina de breu branco (conclusao)

Substancias IRL IRL* Quantidade
(lit) (%)
p-Cimen-8-ol 1179 1179 0,23
a-Terpineol 1186 1187 1,05
4-Metileno- 1216 1218 0,21
isoforeno
a-Gurjuneno 1409 1413 0,11
B- 1421 1430 0,16
Duprezianeno
cis-Muurola- 1465 1475 0,16
4(14),5-dieno
Monoterpenos hidrocarbonetos 95,16
(%)
Monoterpenos oxigenados (%) 2,29
Monoterpenos alifaticos (%) 96,39
Monoterpenos aromaticos (%) 0,40
Sesquiterpenos 0,44
hidrocarbonetos (%)
Sesquiterpenes oxigenados (%) nd
Todas as substancias 97,88

identificadas (%)

Fonte: a autora (2022)

Nota: IRL (lit.), indice de retengao linear da literatura; IRL*, indice de retencéo linear experimental; nd,
nao detectado.

As fragdes ndo-volateis das resinas de Burseraceae sao caracterizadas pela
presenca de triterpenoides principalmente com esqueletos penta e tetraciclicos.
Cromatografia gasosa acoplada com espectro de massa com ionizagao por impacto
de elétrons (GC-EI-MS) é contemplado como o padrdo ouro para analises de
triterpenoides, estes ndo sdo compostos facilmente ionizaveis, razdo pela qual um
método de ionizagdo comumente associado ao GC é o indicado (Albino et al., 2020).

Os compostos encontrados em maior concentragao apos analise foram aqueles
aos quais sao atribuidos seu efeito anti-inflamatoério (Carvalho et al., 2017; Silva et al.,
2020), os triterpenos a- e B-amirina, e suas respectivas cetonas, a- f-amirona (Tabela

4). Em alguns estudos é possivel notar a relagao estrutura quimica/atividade bioldgica



de triterpenos,
potencializagao da agao farmacoloégica do triterpeno inicial, com a mistura alfa- e beta-
amirina, isolada em grande quantidade da resina de P.heptaphyllum foi realizado uma
série de ensaios biologicos, dando énfase a atividade anti-inflamatoria (Bandeira et

al., 2007)

onde modificagdes estruturais sao obtidas objetivando a

Tabela 4 - Terpenos tentativamente identificados por GC-MS em diferentes extratos de uma mesma
amostra de oleorresina de breu-branco (continua)

lons
TR (min) Identificagdo IRL* BBFSE1 BBFSE2 BBOFS3A observados
tentativa (%) (%) (%) em EI-MS
(70 eV), m/z
5,685 a-pineno 933 0,16 0,16 0,91 -
7,632 a-felandreno 1005 0,48 0,58 0,05 -
7,828 0-3-careno 1010 0,94 1,25 nd -
8,260 p-cimeno 1022 0,81 1,10 3,63 -
8,432 B-felandreno 1027 0,28 0,45 1,54 -
14,197 m-cimen-8-ol 1178 0,11 0,17 0,28 -
14,335 p-cimen-8-ol 1182 0,09 0,13 9,39 -
14,597 a-terpineol 1188 0,10 0,13 0,36 -
15,063 Monoterpeno 1200 0,18 0,25 nd -
nao
identificado
19,613 (Z2)-patchenol 1306 0,10 0,16 3,08 -
19,868 Sesquiterpen 1313 0,33 0,55 0,18 -
0 néo
identificado
20,662 Sesquiterpen 1331 0,17 0,26 0,55 -
0 nao
identificado
23,067 Sesquiterpen 1389 0,20 0,30 1,00 -
0 néo
identificado
24,026  Sesquiterpeno 1412 0,14 0,18 2,20 -

nao

identificado
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Tabela 4 - Terpenos tentativamente identificados por GC-MS em diferentes extratos de uma mesma
amostra de oleorresina de breu-branco (continuagéo)

ions

TR (min)  Identificagcdo IRL* BBFSE1 BBFSE2 BBOFS3A observados
tentativa (%) (%) (%) em EI-MS
(70 eV), m/z
38,419 Sesquiterpeno 1793 0,91 1,22 nd -
néao
identificado
61,993 Aldeido de - nd nd 0,21 95 (100), 81,
longifoleno 67, 205
68,305 Triterpeno - nd 0,06 1,36 43 (100), 95,
néo 81, 67
identificado
68,644 Triterpeno - nd nd 0,59 43 (100), 95,
nao 81, 107, 67
identificado
72,761 Triterpeno - nd nd 0,15 69 (100), 95,
nao 255, 424 (M+)
identificado
73,428 Triterpeno - nd nd 0,25 109 (100), 95,
néao 69, 41
identificado
73,530 Lanosterol - nd nd 0,22 69 (100), 411,
393, 41, 426 (M-
73,620 Triterpeno - 0,33 0,36 0,46 109 (100), 205,
nao 95, 424 (M+)
identificado do
tipo damarano
73,722 B-amirona - 2,37 2,54 3,29 218 (100), 203,
95, 189, 424 (M-
73,852 Olean-18-en- - 1,33 1,44 4,72 177 (100), 95,
3-ona 189, 204, 424
(M+)
74,001 Taraxerol - 1,51 1,52 1,12 109 (100), 95,
205, 189, 426

(M+)
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Tabela 4 - Terpenos tentativamente identificados por GC-MS em diferentes extratos de uma mesma

amostra de oleorresina de breu-branco (continuagéao)

ions

TR (min) Identificagcao BBFSE1 BBFSE2 BBOFS3A observados
tentativa (%) (%) (%) em EI-MS
(70 eV), m/z
74,146 B-amirina 22,98 21,95 9,68 218 (100), 203,
189, 95, 426 (M-
74,241 Triterpeno 4,89 4,66 2,60 189 (100), 95,
nao 204, 177, 426
identificado (M+)
74,468 a-amirona 5,11 5,18 6,86 218(100), 95,
122, 203,424,
(M+)
74,648 Triterpeno 0,65 0,72 0,41 135 (100), 287,
nao 121, 302, 426
identificado (M+)
74,922 a-amirina 45,47 42,58 17,65 218 (100), 203,
189, 122, 426
(M+)
75,050 Glutinol 0,06 0,12 1,10 259 (100), 95,
274,134, 426
(M+)
75,719 Triterpeno nd nd nd 95 (100),
nao 109, 69, 81
identificad
o
76,031 Glutinol nd nd nd 259 (100),
(isébmero) 95, 274,
109, 134
76,175 Triterpeno nd nd nd 247 (100),
néo 95, 82,
identificad 229, 82

(o]
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Tabela 4 - Terpenos tentativamente identificados por GC-MS em diferentes extratos de uma mesma

amostra de oleorresina de breu-branco (continuagéao)

ions

TR (min) Identificagao BBFSE1 BBFSE2 BBOFS3A observados
tentativa (%) (%) (%) em EI-MS
(70 eV), m/z
76,276 3-ox0- nd nd 0,35 218 (100),
23/24- 203, 95,
hidréxi- 109
ursa/olean-
12-eno
76,031 3-ox0- nd nd 0,44 218 (100),
23/24- 189, 122,
hidroxi- 203
ursa/olean-
12-eno
76,423 Lupeol 0,50 0,47 0,12 189 (100),
95, 207,
121, 426
(M+)
77,180 Triterpeno 0,52 0,55 0,92 143 (100),
nao 125, 107,
identificado 81
do tipo
damarano
77,320 Friedelina 1,67 1,70 2,93 69 (100),
95, 123,
81, 426
(M+)
77,447 Triterpeno 1,61 1,23 0,71 109 (100),
nao 69, 43, 95,
identificado 424 (M+)
77,495 Triterpeno nd 0,61 1,06 43 (100),
nao 109, 69,
identificado 95,133
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Tabela 4 - Terpenos tentativamente identificados por GC-MS em diferentes extratos de uma mesma

amostra de oleorresina de breu-branco (concluséo)

ions

TR (min) Identificagcao IRL* BBFSE1 BBFSE2 BBOFS3A observados
tentativa (%) (%) (%) em EI-MS
(70 eV), m/z
78,012 Triterpeno - nd nd 0,38 135 (100),
nao 232, 273, 95,
identificado 438 (M+7?)
78,370 3-hidréxi- - nd 0,16 nd 203 (100),
olean-12- 189, 232
en-28-al
78,744 11-Oxo-B- - nd nd 0,05 135 (100),
amirina 232, 175,
273
78,885 11-oxo0 - nd nd 0,19 135 (100),
a-amirina 273, 218,
232
79,038 Breina - 1,48 1,44 nd 234 (100),
201, 216, 69,
442 (M+)
79,593 3-hidréxi- - 0,69 0,85 nd 203 (100),
ursa-12-en- 133, 95, 119,
28-al 440 (M+)
80,142 Triterpeno - 3,83 3,75 0,27 110 (100),
nao 234, 151,
identificado 219, 442
(M+)

Fonte: a autora (2022)
Nota: TR (min) = tempo de retengéo (minutos); IRL*, indice de retengao linear experimental; nd, ndo

detectado; M+, ion molecular.
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Figura 12 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido pela analise por GC-MS de BBFES2
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Fonte: a autora (2022)

Levando em consideracao as metodologias propostas na
literatura (Rodrigues, et al. 2021; Klein et al., 2021) e a comparagao da diferenga no
rendimento entre os extratos em que o etanol foi utilizado como cossolvente BBFSE1
(com tamisagdo) e BBFSE2 (sem tamisagdo), respectivamente com os resultados
para: B-amirina: 22,98% e 21,95%, B-amirona: 2,37 % e 2,54%; a-amirina: 45,47% e
42,58%, a-amirona: 5,11% e 5,18, escolhemos o extrato BBFSE2 como a melhor
opg¢ao tendo em vista o tempo de preparo, custo, qualidade e concentracdo dos
compostos de interesse (Figura 12), para realizagdo dos demais testes, bem como o

6leo essencial.

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para os ensaios de atividade antimicrobiana também foram testados os
extratos BBOFS3A e BBFSE1 para que houvesse uma comparacéao de resultado entre
os diferentes métodos. Nos testes realizados com os extratos e dleo essencial de
breu-branco n&o foi observada nenhuma inibicado frente aos organismos testados (S.
aureus UFPEDA 39, P. aeruginosa UFPEDA 01 e K. pneumoneae UFPEDA 396)
utilizando ciprofloxacino como controle (Tabela 5). Atividades antimicrobianas
também nao foram observadas para o 6éleo essencial de P. heptaphyllum, em material
coletado no Espirito Santo, no estudo de De Lima et al. (2016) (concentragdo inibitoria
minima 2 0,5 mg/mL) frente a S. aureus, Enterococcus faecalis, E. coli e Streptococcus
mutans.

Em ensaios realizados por Marques (2010) frente aos microrganismos Bacillus
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subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumonia e Nycobacterium phlei, com o 6leo essencial
e aresina de P. hebetatum, P. heptaphyllum subsp. ulei e do P. heptaphyllum subsp.
heptaphyllum, somente os Oleos essenciais apresentaram atividade antimicrobiana.
Cazelli (2014) em seu trabalho analisou o 6leo essencial de P. heptaphyllum e suas
fragdes apresentando como principais componente: p-cimeno-8-ol, terpinoleno e o p-
cimeno, em seus testes houve morte ou inativagdo dos microrganismos S. aureus e
E.coli, de acordo com os resultados obtidos as fracdes apresentaram um menor valor
de CIM que o 6leo do P. heptaphyllum, sendo mais eficaz na inibigdo bacteriana.

O 6leo essencial obtido da folha de P. heptaphyllum por Furtado (2018),
apresentando em sua composi¢ao a-felandreno (33,41%), isoterpinoleno (25,08%),
(E)-cariofileno (7,88%), B-felandreno (6,12%) e a-tujeno (5,32%) como componentes
majoritarios, n&o mostrou atividade quando utilizado sozinho frente aos
microrganismos testados (S. aureus meticilina resistente, S. aureus meticilina
sensivel, P. aeruginosa e E. coli). Entretanto, atuou de forma sinérgica com
gentamicina frente a E. coli. Em um estudo feito no estado do Piaui, os compostos do
breu-branco, encontrados no extrato da folha, também nao apresentaram atividade
diante dos microrganismos testados: S. mutans, Lactobacillus casei e S. aureus. Ja
para K. pneumoniae, alguns trabalhos com outras espécies do género Protium
demonstraram halo de inibicao (Alves; Moreira, 2010). Os resultados obtidos por da
Silva, K. et al., (2021) foram considerados de efeito moderado de inibicdo, quando
comparados ao controle positivo (cloranfenicol a 30 mg mL-1) K. pneumoniaea 17,66
+ 0,58 mm.

Amparo et al., (2018) realizaram uma pesquisa onde testou a atividade
antimicrobiana de amirinas e n&o houve atividade na maior dose testada, obtendo os
resultados: para a-amirina S. aureus (> 100 yg/mL), E. coli (> 100 uyg/mL) e para [3-
amirina: S. aureus (> 200 pyg/mL), S. enteritidis (> 200 yg/mL), E. coli (> 200 ug/mL) e
E. faecalis (> 200 pg/mL). Constataram a dificuldade de comparagdo entre os
resultados com outros estudos devido, muitas vezes, a falta de padronizagdo nos
meétodos (concentragdo de indculo, forma de solubilizagdo das amostras, meio de
cultura e cepas utilizadas), salientando que diferentes estudos podem obter resultados

contraditorios.
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Tabela 5 — Atividade antimicrobiana dos extratos e 6leo de Breu.

CIPROFLOXACINO BBOFS3A BBFSE1 BBFSE2 BBO

S. aureus 8 ug >1024ug >1024ug >1024ug  >1024ug
P. aeruginosa >1024ug >1024ug >1024ug >1024ug  >1024ug
K. pneumonae >1024ug >1024ug >1024pg  >1024ug  >1024ug

Fonte: a autora (2023)

5.4 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada em macréfagos murinos. Os compostos
escolhidos (BBFSE2 e BBO) foram avaliados em concentragbes de 1,56 a 100 ug/mL
em 24 h (Figuras 13 e 14), através do ensaio de MTT. Este método é bastante utilizado
em experimentos com culturas de célula, quando incubado, o MTT tem seu substrato
quebrado por enzimas transformando o composto amarelo em azul, esta produgao
dos cristais de formazan funciona indicativo do estado funcional da cadeia respiratéria
celular (Mosmann, 1983; Peres, et al., 2008).

Em nossos ensaios tanto o 6leo de breu-branco quanto o extrato ndo foram
considerados citotoxicos nas concentracbes mais baixas e apresentaram boa
viabilidade celular, sendo o 6leo levemente téxico apenas na concentracdo de 100
pag/mL (72,15% de viabilidade celular) e o BBFSE2 mais toxico  que o] oleo
apresentando baixa citotoxidade nas concentracbées mais elevadas: 25, 50 e 100
pMg/mL, sendo o resultado mais significativo na concentragdo de 50 ug/mL (61,42%).
Resultados semelhantes foram encontrados em ensaios com MTT realizados por Melo
(2017) que mostraram que a mistura triterpénica de a,3-amirina ndo causa redugao
da viabilidade celular nas concentragbes de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL
sobre as células indiferenciadas, Ja sobre as células diferenciadas, na concentragao
de 100ug/mL causou a redugao na viabilidade celular em 21,9,7%. Em ensaios de
citoxidade realizados por. Ja em ensaios de citotoxidade por residuo da extragcao do
OE de Protium apresentou viabilidade celular de 93% em 24h, com redugao
significativa em 48h e em 72h, sendo altamente téxico para fibroblastos (MRCS5)
(Alencar, 2023).
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Figura 13 - Grafico de viabilidade celular dos macréfagos peritoniais tratados com 6leo de Breu-
branco- BBO por 24h. *Diferencga significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)
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Fonte: a autora (2023)

Figura 14 - Grafico de viabilidade celular dos macréfagos peritoniais tratados com extrato de Breu-
branco- BBFSE2 por 24h. *Diferenca significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)
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5.5 PRODUGCAO DE OXIDO NiTRICO E CITOCINAS POR MACROFAGOS
ESTIMULADOS COM LIPOPOLISSACARIDEO BACTERIANO (LPS)

Para a dosagem da producdo de oxido nitrico (NO) foram escolhidas as
concentragdes de 1,56, 3,12, 6,25 e 12,5 pg/mL por ndo apresentarem citotoxicidade
no ensaio com MTT tanto no 6leo quanto no extrato.

No tratamento com BBO n&o houve reducdo nas concentracées de NO apds
estimulo com LPS em nenhuma das concentragdes testadas (Figura 15), resultado
verificado também por Santana (2019) onde avaliou os compostos 1,8-cineol, alfa-
pineno e p-cimeno presentes no 6leo essencial do género Protium também constatou
que o tratamento de macréfagos estimulados ou ndo com LPS, ndo modulam a
producao de NO pelos macrofagos.

Ja no tratamento com BBFSE2 houve reducdo em todas as concentragoes,
com maior na concentragao de 12,5 ug/mL (68,6%) afirmando a agdo anti-inflamatoria
esperada pelo alto teor de seus componentes majoritarios (Figura 16). Tendo em vista
0 objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial e que nao
apresentou bom desempenho no teste de NO optamos por dar continuidade nos

testes em animais e nas citocinas apenas com o extrato de BBFSE2.

Figura 15 - Grafico da quantificacdo da dosagem de 6xido nitrico em macrofagos tratados com BBO
por 24h *Diferenga significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)
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Fonte: a autora (2023)



59

Figura 16 - Grafico da quantificagdo da dosagem de 6xido nitrico em macrofagos tratados com
BBFSE2. *Diferencga significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)

150+

Nitrito (%)
)
@

a1
o
1

1

0

T I I I
NegativoCTRL 12,5 6,25 3,12 1,56

BBFSE2 (ug/mL)

LPS (5 pg/mL)
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Figura 17 - Grafico da quantificacdo da dosagem da citocina TNF-alfa em macrofagos tratados com
BBFSE2. *Diferenca significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)
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Figura 18 - Grafico da quantificagdo da dosagem da citocina IL-6 em macrofagos tratados com
BBFSE2. *Diferencga significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)
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Citocinas sao moléculas proteicas que enviam sinais estimulatérios,
modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema imunolégico
e possuem trés fungdes: autdcrina- agindo na propria célula produtora; paracrina-
atuando em células proximas e enddocrina quando sua agao € a distancia. Citocinas
como TNF-alfa, IL-1 e IL-6 possuem acédo local como ativacido endotelial e sistémica
como febre e anormalidades metabdlicas. Entre as alteragcdes endoteliais do TNF-
alfa podemos citar: a perda da fungcdo de diminuicdo de coagulacgdo, a atividade
quimiotatica e estimulo ao metabolismo oxidativo de fagdcitos. A produgcdo é
estimulada por IFN-gama, IL-1, IL-2, GM-CSF, substadncia P, bradicinina,
imunocomplexos, inibidores da cicloxigenase e PAF. A IL-6 € uma citocina influencia
respostas imune antigeno especificas e reagdes inflamatdrias, sendo um dos maiores
mediadores da fase aguda da inflamacé&o. Estimula a produg&o de proteinas da fase
aguda da inflamagéo nos hepatécitos e tem ainda agédo importante na atragao de
eosindfilos para o local de inflamagao (Kumar, Abbas, Aster, 2013; Varella, Forte,

2001).

Em nosso estudo néo foi verificada a inibicado por TNF-alfa sugerindo que o
BBFSEZ2 néo foi capaz de realizar inibigao significativa nas concentragdes testadas

(Figura 17), sendo o resultado na concentragdo mais alta (12,5) de 2614,14 pg/mL
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enquanto o grupo controle era de 3334,74 pg/mL (21,6% de inibigao). Isto pode ser
justificado pelo fato do TNF-alfa ser pré-formado na célula. Em contrapartida, a IL-6
importante mediador da fase aguda apresentou resultado satisfatério de inibigao
(Figura 18).

De acordo com Carvalho et al., 2017 a mistura dos componentes majoritarios,
os triterpeno a-amirina e 3-amirina isolado de Protium heptaphyllum demostrou efeito
anti-inflamatério em seus ensaios, reduzindo os niveis plasmaticos de resistina e de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-alfa, IL-6) e proteina quimiotatica de mondcitos em
animais alimentados com dieta hipercalérica. Em estudo de De Almeida et al. (2015)
com compostos triterpénicos isolados de oleo-resina de Protium paniculatum a-
amirina e B-amirina foram capaz de inibir a produgéo de TNF-alfa (52,03 £ 2,4%) e
demais compostos inibiram a produgdo de IL-6 em macréfagos J774 murinos

estimulados por LPS corroborando com nosso resultado.

5.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

5.6.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

Apods o tratamento com o extrato de BBFSE2 foi possivel observar reducao de
edema agudo em todas as concentragdes testadas (0,1; 0,3 e 1 mg/orelha). De
acordo com o peso das orelhas houve redugado de 32,2% de inflamagao na maior
concentragéo (Figura 19), seguida de uma reducao de 20% na concentragdo de 0,3
mg/mL e reducéo de 25,6% na concentracdo de 0,1 mg/orelha. O controle utilizado
foi o medicamento clobetasol que reduziu a inflamagdo em 53,3%. Também
corraborando com o estudo de de Almeida (2015) onde a mistura triterpéncia de a-
amirina e B-amirina inibiu a expressao de COX-2 e a formacgao de edema de pata ou
orelha em ratos e camundongos, tendo um efeito rapido e imediato. Em outro estudo
com a mistura dos isolados de Protium kleinii, foi possivel observar uma inibicdo dose-
relacionada do edema induzido por TPA em orelha de ratos, equivalente a resposta
obtida com dexametasona (Otuki et al., 2005).

O efeito anti-inflamatério atribuido a planta conforme mencionado no
Dicionario das plantas uteis do Brasil e das exdticas cultivadas (Corréa, 1984); e
demonstrado em diversos estudos na literatura (Siani et al., 1999; Oliveira et al., 2004)
foi confirmado na analise histomorfométrica, com reducao na espessura das orelhas
nos grupos tratados com BBFSE2, bem como no grupo tratado com clobetasol
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(Tabela 6). O grupo negativo tinha apresentado uma média de 456,39 um, enquanto
0 grupo tratado com a maior concentragao do extrato 336,05 uym.

Figura 19 - Grafico do peso das orelhas apds aplicacédo de 6leo de créton e tratamentos com BBFSE2
nas concentracdes de 0,1, 0,3 e 1, onde o grupo que s6 recebeu 6leo funcionou como controle
negativo.*Diferenga significativa por analise de Bonferroni (p<0,05)
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Fonte: a autora (2023)

Tabela 6 - Histomorfometria do edema de orelha agudo tratado com BBFSE2

GRUPO SHAM OLEO DE CROTON  CLOBETASOL 0,1 0,3 1
mg/orelha mg/orelha mg/orelha
MEDIA # 274,92 + 456,39 + 66,24 247,53 +12,96 344,22+ 422,87+ 336,05+
EPM 34,23 21,44 30,17 26,41

Fonte: a autora (2023)
EPM- Erro padrao da média

5.6.2 Edema de orelha induzido por multiplas aplicagdes de dleo de croton.

O teste de inducdo de edema crénico foi realizado durante 10 dias, com
aplicagdo do oleo de croton em dias intercalados. O tratamento com BBFSEZ2,
apresentando resultados superiores ao ensaio agudo (Figura 20). O tratamento com
extrato na concentragdo de 1 mg/orelha foi capaz de reduzir em 54% o edema de
orelha, as concentragdes de 0,3 e 0,1 mg/orelha reduziu 61% e 34%, respectivamente.
Utilizou-se novamente clobetasol como droga controle e ele apresentou uma redugao
de 81%.
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A a-amirina oriunda de P. hepatphyllum, demonstrou atividade anti-
inflamatdria, sobretudo topica quando testada no modelo de inflamagao epitelial
induzida por acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) em ratos Wistar em estudo
realizado por Medeiros et al. (2007) observando reducgédo de inflamacdes indica o
indicando o potencial da mistura de amirinas, no desenvolvimento de possiveis

agentes terapéuticos.

Figura 20 - Grafico das medidas da espessura das orelhas apdés multiplas aplicagdes de éleo de
croton e tratamentos com BBFSE2 nas concentragbes de 0,1, 0,3 e 1. *Diferenca significativa por
analise de Bonferroni (p<0,05)
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Fonte: a autora (2023)

5.7 ENSAIO COMETA DE GENOTOXIDADE COM DROSOPHILA
MELANOGASTER

Apés analise da contagem dos danos (0 a 4) foi constatado que o extrato
BBFSE2 n&o possui potencial genotoxico sobre as células de Drosophila
melanogaster nas condi¢gdes experimentais testadas. Foi constatado que o solvente
utilizado (agua, 5% de tween e 5% de etanol) mostrou mais toxicidade, com uma maior
frequéncia de dano (60,33 + 12,06) que o proprio extrato, inclusive na maior
concentragcdo de 10% (43,67 + 12,74) ndo se observou nenhuma diferenca
significativa entre o seu efeito quando comparado ao controle negativo utilizado

(dgua). O que indica que o BBFSE2 nao possui efeito genotdxico nestas condigdes.
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Este solvente foi escolhido pelo fato do extrato da oleorresina se tratar de uma

substancia de baixa polaridade e dificil dissolugao em agua (Tabela 7).

A genética toxicologica tem suas investigagdes centradas no uso de diferentes

bioensaios capazes de detectar mutagdes pontuais e mutagdes cromossémicas de

varios compostos.

Estimativas da significancia do potencial genotéxico de um

composto devem envolver métodos estatisticos de avaliagao, identificando ao maximo

possivel as variaveis e parametros utilizados (Lima, 2014).

Tabela 7 - Média dos niveis de dano observados em hemdcitos de Drosophila melanogaster Oregon-
R dos tratamentos controle (Controle negativo: agua destilada; Solvente : agua destilada, 5% Tween

80 e 5% etanol; e concentragdes do extrato de breu-branco Protium spp

Niveis de Dano * Dp

Tratamentos
0 1 2 3 4 IDtDp FD%*Dp
Cont. negativo 94,00 3,67 1,00 1,00 0,33 10,00 6,00
(H20) +1,73 + 0,58 +1,00 + 1,00 +0,58 5,20 +1,73
Solvente
(H20, 5% 39,67 43,67 9,67 5,33 1,67 85,67 60,33
tween e 5% + 12,06 + 11,93 + 2,08 +1,53 +1,53 +14,01 + 12,06
etanol)
Protium spp.
0,3 % 54,67 25,33 15,00 3,00 2,00 72,33 45,33
+7,09 + 5,51 +1,00 +1,00 +1,73 +11,06 +7,09
1,0 % 56,00 17,33 17,33 7,00 2,33 82,33 44,00
+ 8,54 +4,16 +4,04 + 2,65 +0,58 +15,18 + 8,54
3,0% 68,33 16,00 10,67 4,00 1,00 53,33 31,67*
+ 3,79 +4,00 + 5,03 +1,73 +1,00 +14,43 + 3,79
10,0 % 56,33 21,67 11,67 9,00 1,33 77,33 43,67
+12,74 + 6,66 + 3,21 + 3,61 +0,58 21,36 +12,74

Fonte: a autora (2023)

Nivel de dano: zero (0) representa auséncia de dano genético e 1 a 4 sdo os niveis crescentes de

dano genético. ID (indice de Dano). FD% (Frequéncia de Dano). Dp (Desvio padréo).

* Indica diferengas significativas na analise post hoc de Bonferroni (P<0,05) na comparagdo com o grupo

tratado apenas com o Solvente .

Em seu trabalho sobre genotoxidade, De Lima et al., 2016, extraiu e testou o 6leo

essencial da resina de P. heptaphyllum (Aubl.) March que apresentou predominancia

de compostos monoterpenos como terpinoleno, p-cimeno-8-ol e p-cimeno € mostrou
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protecdo contra a genotoxicidade induzida pela ciclofosfamida, e o indice de
citotoxicidade da razdo eritrécitos policromaticos/eritrécitos normocromaticos nos
animais tratados com 6leo em todas as doses (1,34 + 0,33; 1,15+ 0,1; 1,11 £ 0,13) ndo
diferiu do controle negativo animal (1,31 £ 0,33), mas do grupo ciclofosfamida (0,61
0,12).

No trabalho realizado por Rego et al., 2021 para obtencao perfil citogenético da
mistura de a, B-amirina da resina de P. heptaphylum com o teste do micronucleo em
sangue periférico e medula dssea; foi visto o composto € uma alternativa para
tratamentos por apresentar baixa toxicidade e alto potencial antigenotéxico que no
sangue periférico, a administracédo dos compostos nao causou genotoxicidade em 24 h
e 48 h, mas antigenotoxicidade foi observada para as concentracdes 1; 3 e 10mg/kg,
respectivamente 10%; 12%; 67% em 24h e 9%; 15%; 73% em 48h, indicando baixa

toxicidade e alto potencial antigénico.
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6 CONCLUSAO

Através deste trabalho foi possivel estabelecer um método extrativo verde por
meio de extragao por fluido supercritico, garantido altas concentragbes dos compostos
majoritarios (a- e B-amirina) e obtendo um bom rendimento. O extrato apolar obtido
apresenta baixa citotoxicidade e possui atividade anti-inflamatéria in vitro em
macrofagos peritoneais estimulados por LPS. A atividade anti-inflamatéria in vivo foi
confirmada em modelos de edema de orelha agudo e cronico. O extrato nao foi
considerado genotoxico no ensaio cometa realizado com Drosophila melanogaster,
apesar do diluente utilizado ter sido genotoxico, nas condigbes testadas. De modo
geral, o extrato obtido por método verde pode ser um bom candidato para o

desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatorios.
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