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RESUMO

As oleorresinas sdo substancias exsudadas por diferentes espécies vegetais, como as dos
géneros Copaifera e Protium, aos quais diversas propriedades bioldgicas sdo atribuidas.
Uma fracdo contendo Oleo essencial é destilada para uso da industria farmacéutica,
enquanto a fracdo resinosa ndo possui direcionamento sustentavel, sendo descartada no
ambiente externo em que é extraida. Desse modo, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a
composi¢do quimica dos residuos de Protium e copaiba, a citotoxicidade, atividade
enzimatica e atividade antimicrobiana frente as cepas Gram-positivas e Gram-negativas.
Para isso, foi realizada a cromatografia Gasosa acopladaa Espectrometria de Massa (CG-
EM), para avaliar a composicdo quimica da oleorresina, a atividade citotoxica in
vitro,utilizando células da linhagem MRC5 e linhagem tumoral HEPG2. A atividade
enzimatica dos residuos foi testada para a-glicosidase e lipase. A atividade microbiolégica
por difusdo em poco e microdiluicdo em placas. Os resultados obtidos mostraram que 0s
monoterpenos como p-cimeno presentes no género Protium e sesquiterpenos comuns em
copaifera como o B-cariofileno estiveram nos residuos, assim como substancias oxidadas e
degradadas. Para o residuo de copaiba, também foi identificado &cido graxo metil
linoleato, que ndo € 0 constituinte tipico desse género. A atividade enzimatica de -
glicosidase foi comparada a acarbose e antilipase,a orlistrat. Nenhum residuo
apresentouinibicdo enzimatica. Um halo de inibicdo bacteriana foi apresentado pelo
residuo de copaiba a cepa de S. mutans. Os resultados obtidos indicaram a presenca de
diluentes adulterantes como acido linoléicono residuo de copaiba, além de atividades
promissoras citotoxicidade do residuo de copaiba para as linhagen de MRC5 e do residuo
de Protium para a linhagem tumoral de HEPG2. Baixa inibicdo bacteriana foi
observadapara os residuos contra as cepas avaliadas. Os resultados reforcam a importancia
de agregar valor econdmico ao residuo, com potencial para outras atividades.

Palavras-chave: Composi¢do quimica;residuos;propriedades bioldgicas.



ABSTRACT

Oleoresins are substances exuded by different plant species, such as the genera Copaifera
and Protium, to which various biological properties are attributed. A fraction containing
essential oil is distilled for use in the pharmaceutical industry, while the resinous fraction
does not have a sustainable direction, being discarded in the external environment in which
it is extracted. Therefore, the objective of this work was to evaluate the chemical
composition of Protium and copaiba residues, cytotoxicity, enzymatic activity and
antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative strains. To this end, Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS) was performed to evaluate the
chemical composition of the oleoresin and the in vitro cytotoxic activity using cells from
the MRC5 lineage and the HEPG2 tumor lineage. The enzymatic activity of the residues
was tested for a-glucosidase and lipase. Microbiological activity by diffusion in wells and
microdilution in plates. The results found demonstrated that monoterpenes such as p-
cymene present in the Protium genus and sesquiterpenes common in copaifera such as -
caryophyllene were deposited in waste, as well as oxidized and degraded substances. For
the dispersion of copaiba, methyl linoleate fatty acid was also identified, which is not the
typical constituent of this genus. The enzymatic activity of a-glucosidase was compared to
acarbose and antilipase compared to orlistrat. No highlights were presented with enzymatic
changes. A halo of bacterial inhibition was presented by the extinction of copaiba for the S.
mutans strain. The results obtained indicated the presence of adulterant diluents such as
linoleic acid in copaiba extinction, in addition to promising cytotoxic activities of copaiba
deletion for the MRCS5 lineage and Protium extinction for the HEPG2 tumor lineage. Low
antibacterial antibody was observed for residues against the evaluated strains. The results
reinforce the importance of adding economic value to extinction, with potential for other
activities.

Keywords: Chemical composition; residues; biological properties.
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INTRODUCAO

A biodiversidade vegetal que compde a flora brasileira tem grande potencial para o
desenvolvimento tecnoldégico de novos medicamentos,entretanto ndo existem muitos
medicamentos fitoterapicos elaborados a partir de plantas medicinais brasileiras registrados
na Agéncia Anvisa (HASENCLEVER et al., 2017). Em 2011, foram registrados 382
fitoterapicos, obtidos de 98 espécies vegetais, sendo que a maioria desses medicamentos
provém de espécies exaticas e de amplo uso mundial; apenas 26% dessas espécies sdo das
Américas (PERFEITO, 2012).

E fundamental ressaltar que o Ministério da Saude brasileiro tem trabalhado para
incentivar a integracdo de praticas de cuidados complementares ao Sistema Unico de
Saude (SUS) nos Gltimos anos. Ressalta-se que a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Suplementos Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a) e a Politica Nacional de Préaticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006b) foram implementadas. Essas
politicas visam aumentar o acesso as praticas complementares e as plantas medicinais para
cuidados em saude mais seguros e eficazes.

Os oleos essenciais (OE) sdo obtidos de uma variedade de plantas aromaticas aos
quais diversos estudos tém atribuido bioatividade aos extratos e as substancias isoladas. Os
tipos e quantidades de constituintes presentes nos 6leos podem ser extraidos de diversas
partes da planta, incluindo flores, sementes, folhas, raizes e cascas (BURT, 2004). Sao
compostos, majoritariamente, por mono e sesquiterpenos, bem como fenilpropandides, que
Ihes conferem as caracteristicas organolépticas. O método de extragdo € um dos principais
fatores que determinam a qualidade dos 6leos essenciais.

Segundo dados divulgados pelo Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas
Empresas-SEBRAE, a producdo de o6leos essenciais é de aproximadamente 45 mil
toneladas, avaliadas em US$ 700 milhdes, sendo a producao nacional equivalente a 13,5%
do total, tornando o Brasil o quarto maior exportador (SEBRAE, 2022).

Somente em 2020, foram produzidos 163 toneladas de 6leo de copaiba. A copaiba é
uma espécie nativa da Amazbnia, cujo Oleo tem significativa importancia comercial,
especialmente, por suas propriedades terapéuticas utilizadas na medicina popular, como
anti-inflamatorio, cicatrizante, antimicrobiana, antisséptico e antitumoral (PIERI et al.,
2009). Nédo constam os dados de producdo/exportacdo do oOleo essencial de Protium no

sistema de recuperacdo automatica (SIDRA).
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Os individuos da familia Burseraceae também exsudam uma oleorresina do tronco
das arvores. Com aproximadamente 700 espécies agrupadas em 19 géneros, a oleorresina
do breu, nome popular dado as espécies que pertencem ao género Protium, também séo
amplamente usadas na medicina popular por possuirem atividades como analgésico,
cicatrizante e expectorante, além da inddstria de verniz, na calafetagem de embarcagdes e
em rituais religiosos (SUSSUNAGA, 1995; RIBERIRO et al. 1999).

Os OE sdo extraidos de plantas, em sua maioria, pela técnica de arrastar a vapor,
bem como pela prensagem do pericarpo de frutas citricas. Por ser um método simples e
barato,dominam o mercado de exportacdo no Brasil, mas geram grandes quantidades de
residuos (B1ZZO et al.,, 2009; SANGTHONG, et al., 2022). Os subprodutos deste
processamento podem ser utilizados de diferentes formas, como adubo (compostagem),
herbicida ou pesticida (CABRERA et al., 2010), 6leo residual, extracdo de componentes
organicos como enzimas e de outros. E necessario estudar alternativas mais nobres para
aplicacdo ou reuso desses residuos sendo de extrema importancia a busca de permanentes
pontos de equilibrio entre diferentes dimensbes: producdo e meio ambiente
(COSTABEBER e MOYANO, 2000; SANCHEZ, 2008).

A caracterizacdo permite identificar os constituintes quimicos tipicos dos géneros,
0s possiveis contaminantes adicionados e substancias formadas a partir da degradacéo
térmica durante o processo de destilacdo. Como alternativa de reaproveitamento, as
analises biotecnologicas permitem avaliar e possivelmente atribuir valor econémico a
biomassa residual resinosa gerada pela industria a partir da destilacdo dos 6leos essenciais

e das oleorresinas de espécies do género Copaifera e Protium.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

e Determinar a composi¢cdo quimica dos residuos industriais da extragdo dos Oleos

essenciais de Copaiba ssp. e Protium ssp. e avaliar as propriedades biotecnolégicas.

1.1.2 Especificos
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e Analisar a constituicdo quimica dos residuos da oleorresina de Copaifera ssp. e
Protium ssp. por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM);

e Auvaliar a citotoxicidade in vitro frente as linhagens ndo tumorais (MRC-5) e tumorais

(HEPG-2) dos residuos pelo método Alamar Blue;
e Avaliar atividade de inibi¢do enzimatica dos residuos para a-glicosidase e lipase;

e Determinar a atividade antibacteriana in vitro para as cepas dos géneros Acinetobacter
ssp., Pseudomonas ssp., Escherichia ssp., Salmonella ssp., Enterococcus,
Streptococcus ssp. e Staphylococcus ssp. através da técnica de difusdo em pogo

emicrodiluicdo em placas de 96 pocos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLEOSESSENCIAIS E O MEIO AMBIENTE

2.1.1 O mercado de 6leos essenciais (OESs) e a producéo de residuos

O Brasil tem um importante papel na cadeia de producdo e comercializagdo de
6leos essenciais (OEs), ofertando esse tipo de insumo ao mercado internacional ha quase
100 anos (BIZZO e REZENDE, 2009). Informacdes sobre o mercado internacional séo
dificeis de obter. Uma fonte gratuita e bem detalhada é a Comtrade Database, mantida pela
ONU. O Trade Map, do International Trade Center (ITC) é outra fonte de acesso livre. No
Brasil, informacgdes sobre importacdo e exportacdo de OE estdo disponiveis na base
ComexStat, do Ministério da Industria, Comeércio Exterior e Servicos (BIZZO e
REZENDE, 2022). Essas bases mencionadas tratam de comércio internacional, vale dizer,
ndo levam em conta os volumes de producéo e os mercados internos.

Em 2022, o mercado internacional de OE foi avaliado em US$ 8,8 bilhdes em 2022
e deve chegar a US$ 15,3 bilhdes em 2027, com uma taxa de crescimento de 11,8% de
2022 a 2027. Os dados destacam o potencial de crescimento da industria de Oleos
essenciais nos proximos anos. Esses dados, entretanto, consideram todos os itens da
posicdo 3301 do SH, o que inclui os 6leos essenciais e resinoides, oleorresinas de extracao,

solucdes concentradas de 6leos essenciais em gorduras, em 6leos fixos, em ceras ou em
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matérias analogas, obtidas por tratamento de flores através de substancias gordas ou por
macerac¢do; subprodutos terpénicos residuais da desterpenacdo dos 6leos essenciais; aguas

destiladas aromaticas solucGes aquosas de 6leos essenciais (BIZZO e REZENDE, 2022).

Producio (toneladas) do oleo de copaiba
172
170
168

164
162
160
158
156
154

152
2016 2017 2018 2019 2020 2021

Figura 1: Dados da produgdo do 6leo essencial de copaiba no Brasil entre os anos de 2016 e 2021.

Dados da Producdo da Extragcdo Vegetal e da Silvicultura mostram que, no ano de
2016 a 2021, foram produzidas 993 toneladas do 6leo essencial de copaiba (Figura 1).
Segundo Pinto (2010), a resina dissolvida no oleo corresponde entre 10% e 40% do
volume do oleorresina in natura, permitindo inferir que uma grande quantidade de residuos
da extracdo do OE de copaiba é despejada anualmente. No Sistema IBGE de Recuperacéao
Automatica — SIDRA, nao foram encontrados dados acerca da producdo e exportacdo do
OE de breu.

O processo de destilacdo por arraste a vapor (Figura 2) € um dos mais utilizados em
escala industrial por ser um método simples e barato quando comparado com os métodos
tecnoldgicos mais avancados. Este método consiste em passar vapor d'dgua superagquecido
em temperatura proxima a 100°C pelo material vegetal, que permite a extracdo do Oleo
através do rompimento das células odoriferas da planta. O OE em contato com o vapor €
direcionado para a parte superior do extrator até o condensador. Isso é causado por uma
diferenca de pressdo entre a entrada do vapor no extrator e 0 bocal de saida do produto no
condensador. Do bocal de saida do condensador, a 4&gua e o OE sdo conduzidos por
gravidade ao vaso de decantacdo/separacdo, chamado de vaso florentino, onde ocorre a
separacdo em duas fases liquidas. A fase aquosa, contendo 6leo essencial dissolvido, é
denominada de hidrolato (CASSEL e VARGAS, 2008; CASSEL et al., 2009; LUCAS,
2011).
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1 Oleo essendal

! Midrclato

Figura 2: Fluxograma do processo de extra¢do por arraste a vapor.
Fonte: TORRES, 2010 (adaptado).

Os meétodos tradicionais de extracdo, como de arraste a vapor, apresentam algumas
desvantagens e limitacGes. Os constituintes dos dleos essenciais podem sofrer degradagédo
térmica ou, posteriormente, hidrolise, o que pode afetar o aroma do extrato e prejudicar a
reproducdo das fragrancias caracteristicas das plantas arométicas. O uso de solventes
toxicos € uma limitacdo no caso de processos que extraem materiais utilizando solventes
organicos, uma vez que os Oleos essenciais sdo utilizados em produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosméticos. Além disso, ap6s a extracdo dos OEs, os processos de
remocao de solventes geram custos energéticos ao processo e possibilidade de perda dos
compostos volateis. Além disso, a extracdo completa do solvente é dificultosa (BANDONI,
2000).

Apos a extracdo do hidrolato, a fragdo resinosa com menor concentracao de OEs é
comumente descartada no solo do mesmo local de extracdo do OE, sendo um residuo
considerado rejeito. Atribuido a diferentes naturezas, os residuos estdo entre as questes
mais abordadas no que se refere as problematicas ambientais. A Lei n°® 12.305 foi um
marco regulatério para um novo conceito de residuo e foi promulgada em 2010 com a
urgéncia de uma nova perspectiva sobre o assunto (BRASIL, 2010).

A Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS) trata do gerenciamento adequado
de residuos, dispondo sobre os principios, objetivos e os instrumentos, no qual define os
residuos industriais como aqueles gerados nos processos produtivos de instalacfes
industriais, determinando a obrigacdo dos geradores em buscar a destinacdo final ambiental
correta dos residuos (PNRS, 2022). O dispositivo legal exige uma compreensdo diferente

do que é residuo, pois as sobras deixam de ser definidas como residuos, ou geradores de
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problemas e passam a desempenhar um novo papel na sociedade como subprodutos que
podem ser utilizados como matérias-primas em novos processos sem maiores efeitos

negativos sobre o meio ambiente (BRASIL, 2010).

2.1.2 Impacto ambiental e a biodiversidade amazénica

Aresolucdo CONAMA n° 01 (1986) define impacto ambiental como qualquer
alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do meio ambiente, causada por
qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas que, direta ou

indiretamente, afetam:
I- A salde, a seguranca e 0 bem-estar da populacéo;
I1- As atividades sociais e econdmicas;
I11- A biota;
IV- As condicdes estéticas e sanitarias do meio ambiente;
V- A qualidade dos recursos ambientais.

Os efeitos sobre 0 meio ambiente s&o, por definigéo, todas as mudangas que podem
ser feitas no meio ambiente como resultado de operagfes da empresa. O descarte
inadequado de residuos oriundos do processamento industrial pode resultar na destruicao
de habitats, extincdo de espécies, erosdes, poluicdo e mudancas climaticas (BRASIL,
1988).

O aproveitamento adequado dos residuos como matéria prima secundaria deve
envolver o conhecimento dos processos que 0s originam, das unidades de geracdo, da
caracterizagcdo completa, da identificacdo do potencial de aproveitamento, apontamento das
caracteristicas limitantes do uso e da aplicacdo e em especial das necessidades de
gerenciamento e beneficiamento (ROCHA e CHERIAF, 2003).

Pela sua megadiversidade, o Brasil desperta crescente interesse de varios setores
pelos recursos biolégicos do pais, para fazer bioprospeccdo. Essa diversidade oferece ao
Brasil condigdes estratégicas para participar de maneira mais efetiva dos mercados
nacional e internacional de bioprodutos inovadores (GUIMARAES VASCONCELLOS,
2011). Estudos com foco no valor econdémico permitem entender e quantificar o custo de
manutencdo e conservacdo dessa diversidade biologica e, ao mesmo tempo, avaliar as
oportunidades de sua exploracdo sustentavel para a economia (SACCARO JUNIOR,
2013).
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O patrimdnio genético e a diversidade bioldgica servem como um atrativo para 0s
investidores. A disponibilidade dos recursos naturais tem um valor econdémico e estratégico
incalculavel em diversos campos, mas seu maior potencial estd no desenvolvimento de
novos farmacos. A informacdo pode ser confirmada quando se observa o nimero de
medicamentos obtidos direta ou indiretamente de produtos naturais (PANDELEY, 1998;
CRAGG, 1997; VERPOORTE, 1998; SHU, 1998; HARVEY, 2000; DE SMET, 1997).
Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram
desenvolvidos de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de
animais. Somente no periodo entre 1983-1994, das 520 novas drogas aprovadas pela
agéncia americana de controle de medicamentos e alimentos (FDA), 220 (39%) foram
desenvolvidas a partir de produtos naturais (CRAGG, 1997; SHU, 1998).

Embora apenas cerca de 10% da biodiversidade mundial tenha sido estudada, 140
mil metabolitos especializados oriundos, sobretudo de plantas e de microrganismos, foram
isolados e caracterizados, mas ainda ndo foram avaliados biologicamente (VERPOORTE,
1998). Na Amazonia, onde existem variadas espécies, muitas ainda ndo foram identificadas
ou seus usos tradicionais registrados (OLIVEIRA et al., 2007), abrindo precedentes para a

descoberta de novas moléculas bioativas.

2.1.3 Bioeconomia e a Quimica verde

O conceito de bioeconomia preconizado por Georgescu-Roegen (1971) reconhece a
importancia do processo tecnoldgico voltado para a descoberta de novas fontes de energia
e Como a natureza atuaria como limitante do processo econdémico. Segundo o autor, uma
tecnologia s6 seria vidvel se pudesse ser mantida sem reduzir a oferta de recursos nao
renovaveis (DIAS e CARVALHO, 2017). Paises desenvolvidos como os Estados Unidos
aplicam a bioeconomia (ADMINISTRACAO OBAMA, 2012), destacando o incentivo aos
biocombustiveis, plasticos biodegradaveis, biomassas renovaveis, biotecnologia industrial,
bioinformética, bioinvencGes, engenharia molecular, bioquimica e biomedicina, bem como
outros termos que seguem o prefixo "bio" e denotam vida e qualquer coisa ligada aos seres
vivos. Nesse sentido, percebe-se que o futuro depende da unido de todos os avancos
cientificos e tecnoldgicos com os processos bioldgicos.

Ao longo das ultimas quatro décadas, uma perspectiva completamente nova sobre o
papel da bioeconomia emergiu como resultado de inovacGes que estdo relacionadas ao uso
de produtos e processos bioldgicos nas areas de salde humana, da produtividade agricola e
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da pecuéria, bem como a biotecnologia. Em particular, os grandes avancos cientificos no
ramo da biotecnologia tém sido responsaveis por melhorar a eficiéncia ambiental da
producdo primaria, processamento industrial e até recuperar ecossistemas degradados.

A Convengdo sobre Diversidade Biologica (CDB) é um importante documento
internacional sobre o assunto que visa a preservacdo da biodiversidade através do uso
sustentavel dos recursos naturais e pela equitativa distribuicao dos seus beneficios. Mesmo
com a introducdo da Lei da Biodiversidade (n° 13.123/2015), o arcabouco legislativo
brasileiro que rege 0 acesso aos recursos genéticos tem se mostrado insuficiente para evitar
a exploracdo predatéria bem como a apropriagdo e monopolizagdo da natureza e do seu
conhecimento tradicional para ganhos comerciais. O desenvolvimento de um plano
nacional brasileiro sobre bioeconomia e biotecnologia seria ideal para regulamentar essas
areas (BARBA e SANTOS, 2020).

E preciso integrar essas tecnologias para torna-las mais verdes e eficientes. Para
tanto, os processos biotecnoldgicos dependem de inumeras frentes multidisciplinares de
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I) da Quimica Verde, tais como: a
intensificagdo dos processos, a biologia sintética e molecular, solventes verdes, sintese
organica, matérias-primas de base bioldgica/renovaveis, toxicologia, engenharia genética,
polimeros, ferramentas experimentais, analiticas. A biotecnologia juntamente com outros
setores da ciéncia e salde vem avancando no descobrimento de medicamentos, tratamentos
e vacinas especificas para cada tipo de doencas. A producdo de farmacos e biofarmacos
movimentam uma expressiva parcela da economia mundial, com altos rendimentos para as

empresas desse setor.

2.2 O GENERO COPAIFERA

2.2.1 Caracteristicas gerais

O género Copaifera pertence a familia Leguminosae Juss., subfamilia
Caesalpinoideae Kunth. As copaibas ou copaibeiras (do tupi cupa-yba, que significa
“arvore com deposito”), como sdo popularmente chamadas as espécies desse género, que
se encontram distribuidas na Africa e em regides tropicais e subtropicais da América do
Sul principalmente na Venezuela, Guianas, Colémbia e Brasil (VEIGA JUNIOR e PINTO,
2002).
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As copaibas séo arbustos ou arvores de crescimento lento, podendo atingir até 40 m
de altura, com tronco rugoso e escuro de até 4 m de diametro. Essas plantas possuem casca
aromatica, folhagem densa, flores pequenas e frutos secos do tipo vagem. As sementes Sao
de cor preta, ovoides com um arilo amarelo rico em lipideos (RIGAMONTE-AZEVEDO,
2004).

Do tronco da arvore, é exsudada uma substancia resinosa, denominada de
oleorresina, que recebe essa denominagdo por ser uma mistura do 6leo com uma fracao
resinosa nao volatil cuja coloracdo varia do amarelo ao marrom (VEIGA JUNIOR e
PINTO, 2002; PIERI et al., 2009), que provém de canais axiais do tipo esquizdgenos 0s
quais sdo formados a partir do afastamento de células parenquimaticas que criam espagos
intercelulares (meatos) ou lumen dentro do qual a resina é secretada. Esses ductos estdo
localizados em circulos concéntricos que podem delinear o crescimento sazonal da planta.
A oleorresina também pode acumular-se em cavidades formadas pela decomposicdo de
células secretoras. Essas cavidades podem se conectar e se ampliar no tronco para
acumular litros de 6leo (PLOWDEN, 2003).

A producdo de 6leo de copaiba por arvore varia de 100 mililitros a 60 litros por ano
(SHANLEY et al., 1998). No entanto, nem todas as arvores produzem, podendo variar de
acordo com a sazonalidade e tipo de solo. Um estudo mostrou que, no Amazonas, nos
solos arenosos, 75% das arvores produzem, enquanto nos solos argilosos, a producéo
atinge apenas 45%. Dados do Acre mostraram que, de 62 arvores, 41% produziram na
primeira extracdo, enquanto na segunda extracdo, a producdo atingiu 72%, com maior
produtividade na terra firme (ALENCAR, 1982).

Figura 3: Incisdo no tronco da arvore de copaiba para extracdo da oleorresina.
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Fonte: SINTESE NATURAL AMBIENTE LTDA, 2021 (adaptado).

A extracdo da oleorresina de copaiba acontece através de uma incisdo feita com
trado no tronco da arvore, cerca de 1,0 a 1,5 m de altura do solo. Ap0s, € inserido um cano
por onde escoa a oleorresina. Em alguns casos, ap0s a extracao, é peneirada para a retirada
de impurezas grosseiras e filtrada para a retirada de impurezas mais finas. Para a extragdo

do 6leo essencial, a oleorresina passa pelo processo de destilacdo (PINTO et al., 2010).

2.2.2 Composicao quimica e atividade bioldgica da oleorresina de copaiba

De acordo com Leandro e colaboradores (2012) foram descritos, até o momento,
110 sesquiterpenos e 42 diterpenos em oleorresinas de copaiba. Os sesquiterpenos sdo a
classe com maior concentracdo, podendo chegar a compor 90% das oleorresinas. Dentre 0s
principais sesquiterpenos em oleorresinas de copaiba, destacam-se: B-cariofileno, 6xido de
cariofileno, a-humuleno, a-cadinol, d-cadineno, a-cubebeno, a-selineno, B-selineno, o-
copaeno, 3—elemeno, trans-a-bergamoteno e B-bisaboleno (Figura 4).

Quando avaliados isoladamente, diversas atividades bioldgicas foram atribuidas aos
sesquiterpenos. Para o B-cariofileno, foram descritas as atividades anticarcinogénica e anti-
inflamatoria, antifungica, anticonvulsivante, inseticida e antioxidante (CHAVAN,
WAKTE, SHINDE, 2010; CHENG et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006; NARARAK et
al., 2020; FLORES-SOTO et al., 2020). Para o o-cadinol sdo descritas atividades
inseticidas contra larvas de mosquito da febre amarela, antitérmica e antifingica (CHANG
et al., 2000; CHENG et al., 2004; HE et al., 1997). O sesquiterpeno -elemeno apresentou
atividade citotdxica frente a linhagens de células tumorais de cancer gastrico, do pulmao,
laringe, ovario, cérebro, préstata e leucemia (LI et al., 2005; LI et al., 2010; LIU et al.,
2011; TAO et al., 2006; WANG et al., 2005; ZHAO et al., 2011; ZOU, LIU, YU, 2001).
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Figura 4: Principais sesquiterpenos identificados no dleo essencial de copaiba.
Fonte: LEANDRO et al. 2012 (adaptado).

Os 28 diterpenos descritos nos Oleos de copaiba estudados pertencem aos
esqueletos caurano, labdano e clerodano (Figura 5). O é&cido copalico foi o Unico
terpendide encontrado em diversos Oleos de copaiba extraidos de diferentes regides do
Brasil, sendo, portanto, utilizado como biomarcador para 6leos de copaifera (VEIGA
JUNIOR e PINTO, 2002). Os principais diterpenos encontrados nos oleorresinas de
copaiba sdo o &cido copalico, acido 3-hidroxi-copalico, acido 3-acetoxi-copalico, acido
poliatico, acido hardwickiico, &cido caurendico, acido ent-caurendico e &cido ent-agatico
(LEANDRO et al., 2012).

CAURANO CLERODANO LABDANO

Figura 5: Estereoquimica dos esqueletos diterpénicos: caurano, clerodano e labdano.
Fonte: LEANDRO et al., 2012 (adaptado).
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Estudos descrevem para o acido hardwickiico atividades antibacterianas e
antifungicas (KUETE et al., 2007; MCCHESNEY, CLARK e SILVEIRA, 1991). O &cido
caurendico apresenta atividade relaxante muscular uterina, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antitripanossoma, vasodilatadora, além de capacidade de indugdo de
genotoxicidade (CAVALCANTI et al., 2006; ALENCAR CUNHA et al., 2003; PAIVA et
al., 2002; TINCUSI et al., 2002; TIRAPELLI et al., 2004; VIEIRA et al., 2002). O &cido
poliatico apresentou atividade antimuscarinica, antibacteriana, antifingica e
esquistossomicida (ABRAO et al., 2018; BARBOSA et al., 2019; BORGES et al., 2016;
SANCHEZ-MENDOZA et al., 2008). Para o &cido ent-agatico, é descrita a atividade
antifingica (BARBOSA et al., 2019).

2.3 0 GENERO PROTIUM

2.3.1 A familia Burseraceae

A familia Burseraceae é amplamente distribuida nos tropicos e subtropicos nas
Américas (Central e do Sul) e Africa (MENEZES FILHO, 2022). Atualmente, pertence &
Ordem Sapindales, classe dicotiledénea e subclasse Rosidae, com mais de 700 espécies
divididas em 19 géneros em trés familias: Bursereae com 8 géneros, Canarieae com 8
géneros e Protieae com 3 géneros (WEEKS, DALY e SYMPSON, 2005). Com mais de
160 espécies, Protium Burm. f. (Protieae) é considerado o maior representante do género e
o segundo maior dentro da familia Burseraceae (RAMOS-ORDONEZ et al., 2013;
SANTAMARIA-AGUILAR e LAGOMARSINO, 2017).

Na Regido Norte do Brasil, as espécies do género Protium sdo conhecidas como
“breu” ou “breu-branco”, sendo reconhecidas pela exsudacdo de uma resina esbranquigada
e aromatica do tronco das arvores (Figura 6). Em outras regides do territério nacional, pode
ser conhecido como almecega, goma-liméo, almiscar e guapoi (LIMA et al., 2005).

As espécies de Burseraceae sdo caracterizadas morfologicamente por foliolos
pulvinulados, pétalas induplicadas e dois ovulos por carpelo (WEEKS, 2005). As arvores
possuem na casca ductos de resina esquizégena vertical (contendo compostos terpénicos),
que produzem Oleos aromaticos, responsaveis por muitas de suas propriedades medicinais
(SRI RAMA MURTHY et al., 2016).

26



- -

Figura 6: resina exsudad 0 tronco da ére de rotium.
Fonte: AMAZON FOREST TRADING, 2023 (adaptado).

Esta oleorresina apresenta coloragdo verniz, esbranquigada ou incolor, que quando
seca, apresenta massa cristalizada sobre o ferimento nos troncos (RIBERIRO et al., 1999).
Segundo Costa (1975), em oleorresinas recém-exsudadas, pode-se obter de 20-30% de 6leo
essencial, reduzindo seu percentual para 7-8% em oleorresinas ja envelhecidas. A resina é
solivel em solventes apolares como éter etilico e cloroférmio, sendo rica em triterpenos
(MARQUES et al., 2010). A investigacdo da composicdo quimica ndo volatil dessas

resinas é relevante na busca de atividades bioativas.
2.3.2 Perfil quimico e farmacoldgico

As espécies de Protium exsudam uma oleorresina que € rica em mono e triterpenos,
aos quais sdo atribuidas as principais propriedades medicinais das espécies desse género.
Durante a solidificacdo, a quantidade de Oleos essenciais nas oleorresinas frescas das
espécies de Burseraceae pode reduzir para cerca de 8% ou menos (SIANI et al., 1999).

Apos liberar seus compostos volateis, os exsudatos tornam-se maleaveis e
amarelados, mas se transformam em uma dura resina nos troncos. Esse material € utilizado
na fabricacdo de vernizes, corantes e para reparar e impermeabilizar barcos de madeira.
Além disso, a resina € frequentemente queimada como repelente de insetos e para iluminar
as casas na floresta. Sua queima também produz fumaca aromatica utilizada em diversos
rituais religiosos (RUDIGER, 2007).

Além dos Gleos essenciais, 0s exsudatos de Protium contém compostos nao
volateis, principalmente triterpenos das séries oleanano, ursano, lupano, taraxane e
friedelano, no qual ursano e oleananodiferenciam-se apenas na posi¢do do hidrogénio em

C-29 para oleananos e a presenca do carbono em C-29 para ursanos (Figura 7). Os
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triterpenos a-amirina (ursa-12-eno-3p-ol) e a PB-amirina (olean-12-eno-33-ol) sdo os
constituintes mais frequentes, seguidos pelo lupeol, e dos derivados carbonilados a, f-
amirenona (carbonila na posicdo C-3 do anel A) e os hidroxilados breina (3p,16a-
diidroxiursa-12-eno) e maniladiol (3p,16a-diidroxiursa-12-eno) (RUDIGER e VEIGA
JUNIOR, 2013).

R! RZ R R4

1 a-Amirina OH H Me H
2 B_Amirina OH H H Me
3 a-Amirenona = H Me H
4 B-Amirenona =0 H H Me
5 Breina OH OH Me H
6 Maniladiol OH OH H Me

Figura 7: Estruturas dos triterpenos dos tipos ursano e oleanano identificados em oleorresinas da
) familia Burseraceae.
Fonte: RUDIGER e VEIGA JUNIOR, 2013 (adaptado).

A maioria das investigacdes farmacologicas em espécies de Protium so se tornou
disponivel durante as duas Ultimas décadas e sdo altamente concentradas na oleorresina e
seus compostos volateis ou fracdo ndo volatil (RUDIGER 2007). Os monoterpendides sao
comumente encontrados em plantas, apresentando varios efeitos como antioxidante, anti-
inflamatorio e anticancerigeno (KIM et al., 2015; QUINTANS-JUNIOR et al., 2013,
YADAV ¢ CHANDRA, 2017) e potenciais atividades antimicrobianas (LOZIENE et al.,
2018).

Dentre 0s monoterpenos, p-cimeno e o-pineno possuem acdo leishmanicida sobre
L. amazonensis sem citotoxicidade para macr6fagos (SANTANA et al., 2020), o carvacrol
reduz os efeitos nocivos da cisplatina no ovario (DINC et al., 2023) e atua como inibidor
da formagdo de biofilme (WIJESUNDARA, LEE e RUPASINGHE, 2022). Entre esses
triterpenoides, a e B-amirina sdo conhecidas por seus potenciais atividades reguladoras
relacionadas a patogenos, demonstrando seus efeitos antibacterianos e antifdngicos
(KWUN, LEE e LEE, 2021). A a-amirina e f-amirina possuem atividades antioxidantes e
anti-inflamatorias (KAREN CARDOSOet al., 2020; DA SILVA et al., 2011).

Nos Gltimos anos, estudos témse concentrado na AGIs de plantas medicinais na
busca de inibidores eficazes da glicosidase (ABESUNDARA et al., 2004; ONAL et al.,
2005; LI et al., 2005). Uma revisdo dos compostos glicEmicos menciona plantas como
Lactuca indica L. (Compositae), Hyssopus officinalis L. (Lamiaceae), Nicandraphysalodes

L. (Solanaceae), entre outras, que apresentam atividade AGI, mencionando que
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flavondides e polifendis sdo comumente associados como inibidores eficazes da a-
glicosidase (JUNG et al., 2006). Poucos estudos de inibicdo enzimatica foram encontrados

para espécies com predominancia de classes como 0s terpenos.

2.4 PRODUTOS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Em uma descricdo ampla, "biotecnologia” é definida como "a aplicacdo da ciéncia e
da tecnologia a organismos vivos, bem como as suas partes, produtos e modelos, a fim de
modificar materiais vivos ou ndo vivos, a fim de produzir conhecimento, servigos e
produtos” (OCDE, 2005, p. 9). A biotecnologia é um conjunto de tecnologias e
conhecimentos que podem ser utilizados em diversos setores industriais. Em alguns casos,
pode-se citar a existéncia de uma industria de biotecnologia composta por diversos
neg6cios com caracteristicas sobrepostas, cuja atividade principal é a conducdo de
processos de P, D&l em biotecnologia (BRINK, MCKELVEY e SMITH, 2004).

O modelo tradicional de P&D da industria farmacéutica parecia ter se esgotado
entre 1990 e 2000, o que impulsionou 0 mercado de medicamentos genéricos. Nesse
cenario, a biotecnologia demonstrou seu valor estratégico para o desenvolvimento de
inovacdes radicais, estabelecendo-se como uma rota para a competicdo global da inddstria
farmacéutica (MITIDIERI et al., 2015). A porcentagem de moléculas biotecnoldgicas em
todos os novos medicamentos aprovados pelo FDA aumentou de 10% nos trés anos de
1995-1997 para 16% em 2007-2009 e depois para 28% em 2016-2018. Estima-se que
hoje mais de 40% de todos os medicamentos em desenvolvimento no mundo possam ser
qualificados como biofarmacos (WALSH, 2018).

Segundo uma estimativa, 25% dos US$ 8 bilhdes que a industria farmacéutica
brasileira gerou em 1996 vieram da comercializacdo de medicamentos originados de
plantas (GUERRA et al., 2001). Nesse sentido, estima-se que as vendas neste setor
crescam 10% anualmente 2001 (KNAPP, 2001). Apenas cerca de 8% das espécies de
plantas da flora brasileira foram estudadas para novos compostos bioativos. Sendo
aproximadamente 25% dos produtos farmacéuticos comercializados sdo de origem vegetal,

aumentando para 60% no caso dos medicamentos homeopéticos (CORRA et al., 2003).

2.5 BIOATIVIDADE DOS PRODUTOS NATURAIS
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2.5.1 Atividade Citotdxica

Conforme estipulado pela 1SO 10993 da Organizagdo Internacional de
Normalizagéo, o primeiro procedimento para avaliar a biocompatibilidade de um material
destinado a dispositivos biomédicos consiste no teste de citotoxicidade in vitro. Apds
confirmada a auséncia de toxicidade do produto, a analise da biocompatibilidade é entdo
aprofundada por meio da realizacdo dos testes necessarios em animais de laboratdrio.
Esses testes de citotoxicidade incluem a exposicdo do material a uma cultura de células de
mamiferos, seja de forma direta ou indireta, permitindo a observacdo das alteracbes
celulares desencadeadas por diversos mecanismos, como a introducdo de corantes vitais ou
a inibicdo da formacéo de coldnias celulares (CRUZ et al., 1987; ROGERO et al., 2000).

As vantagens dos métodos in vitro sobre os in vivo incluem a capacidade de
restringir o nimero de varidveis experimentais e obter informagdes significativas mais
facilmente. Além disso, o periodo de teste pode ser, em muitos casos, mais curto. O uso de
materiais de referéncia adaptados, realizados em clinicas, pode superar o problema da
extrapolacdo dos dados obtidos in vitro para a aplicacdo clinica dos biomateriais. Pesquisas
utilizando esses métodos mostraram que testes de cultura celular podem ser utilizados com
sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e acessiveis financeiramente para o
estudo de biocompatibilidade in vitro (ROGERO et al., 2003).

2.5.2 Inibidores De Lipase Pancreatica

A obesidade esta frequentemente associada ao consumo de uma dieta rica em
gorduras. A lipase pancreatica (triacilglicerol acetilhidrolase) é uma enzima que
desempenha um papel fundamental na digestédo lipidica e sua subsequente absorcdo. Como
resultado, uma das principais estratégias utilizadas para controlar e tratar a obesidade é a
inibicdo parcial da atividade da lipase, o que pode reduzir a quantidade de gorduras
alimentares que sdo absorvidas (BIRARI e BHUTANI, 2007; LUNAGARIYA et al.,
2014).

2.5.3 Inibidores De Alfa-Glicosidase

O diabetes mellitus é uma sindrome de multiplas etiologias que resulta na auséncia

da producéo de insulina e/ou da incapacidade da insulina de desempenhar as funcdes. E
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caracterizada por hipoglicemia cronica e alteracbes no metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas. Os sintomas caracteristicos incluem polidipsia, politria, perda de
visdo e perda de peso (OMS, 1999).

Os inibidores da glicosidase (AGIs) estdo entre os medicamentos disponiveis para
controlar o indice glicémico. A enzima glicosidase é localizada no intestino delgado e é
necessaria para a decomposicao de carboidratos em monossacarideos absorviveis. Os AGIs
atrasam, mas ndo impedem a absorcéo de carboidratos ingeridos, reduzindo a glicemia pés-
prandial e picos de insulina (ROSS, GULVE e WANG, 2004).

2.5.4 Atividade antimicrobiana

Devido ao crescente aumento da resisténcia bacteriana a diversas drogas
antimicrobianas, surge uma crescente preocupacdo e busca por novas alternativas
terapéuticas, sendo as plantas medicinais uma fonte significativa para a obtencdo desses
medicamentos (MICHELIN et al., 2005). Estudos ja evidenciaram a eficacia dos 6leos
essenciais e extratos vegetais no controle do crescimento de diversos microrganismos,
abrangendo bactérias, fungos filamentosos e leveduras (RAMOS, 2016). Diversos
mecanismos sdo considerados para explicar a acdo antimicrobiana das plantas medicinais,
sendo que a atividade bioldgica pode estar associada as caracteristicas quimicas e as
quantidades dos componentes extraidos desses vegetais (NAZZARO et al., 2013).

Os antibidticos de origem vegetal apresentam uma estrutura quimica distinta
daquela dos antibioticos derivados de microrganismos, podendo modular o metabolismo
intermediario de patdgenos. Essa modulacdo ocorre ao ativar ou bloquear reacdes e
sinteses enzimaticas, além de alterar a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005).
Além disso, é possivel que esses antibidticos causem danos a integridade da membrana
celular, especialmente devido aos componentes lipofilicos presentes nos 6leos essenciais
(COWAN, 1999). No caso das bactérias, observa-se que as gram-negativas tendem a ser
mais resistentes aos efeitos dos 6leos essenciais em comparagdo com as gram-positivas
(TROMBETTA et al., 2005). Essa resisténcia pode ser atribuida as diferencas estruturais

nas paredes celulares das bactérias, conforme discutido por NAZZARO et al. (2013).

2.6 TECNICAS CROMATOGRAFICAS E ESPECTROMETRICAS
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A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo baseada na migracao
dos componentes da mistura que ocorre como resultado de interacBes entre duas fases
imisciveis: a fase movel e a fase estacionaria. Uma grande variedade de combinacgdes entre
fases moveis e estaciondrias torna esta técnica versatil e amplamente aplicAvel (DEGANI
et al., 1998).

Os OEs de copaiba sdo comumente analisados por cromatografia em fase gasosa
(CG) (SOUSA et al., 2011; XAVIER-JUNIOR et al., 2017). A CG pode ser usada para
separar gases ou outras substancias volateis, sendo uma técnica com excelentes
capacidades de resolugéo que permite analisar milhares de substancias diferentes a partir
de uma Unica amostra. A separacado se baseia na distribuicao diferenciada dos componentes
da amostra entre a fase estacionaria (solida ou liquida) e a fase movel (gasosa). Um sistema
de injecdo € usado para introduzir a amostra em uma coluna contendo a fase estacionaria.
A utilizacdo de temperaturas especificas no local de injecdo da amostra e na coluna permite
a vaporizacdo dessas substancias, que, de acordo com suas caracteristicas e as da fase
estacionaria, sdo retidas por periodos pre-determinados e chegam a saida da coluna em
tempos diferentes. A utilizacdo de um detector apropriado na saida da coluna possibilita a
quantificacdo dessas substancias (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

O recorrente uso da CG também pode ser atribuido aos baixos limites de detecgédo
que podem ser obtidos. Essa caracteristica torna necessaria a utilizacdo de um pequeno
numero de amostras, 0 que, em alguns casos, € problematico e restringe o uso de outras
técnicas (LANCAS, 1993; DEGANI et al., 1998). Por outro lado, existem algumas
desvantagens, visto que essa técnica pode ser usada para analisar substancias volateis e
termicamente estaveis; caso contrario, seria necessario formar um derivado com essas
caracteristicas, 0 que nem sempre € viavel, demandando tempo e maior custo para uma

Unica analise.
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Figura 8: Componentes de um analisador de cromatografia gasosa acoplado ao espectrémetro de
massas.
FONTE: ANALYTICA, 2023 (adaptado).

E fundamental notar que, embora a cromatografia em fase gasosa Seja uma
excelente técnica quantitativa, ndo € uma técnica qualitativa eficaz, exigindo
frequentemente o uso de técnicas auxiliares para identificacdo segura das substancias
contidas na amostra. O espectrdmetro de massa (Figura 8) é um detector para analises
qualitativas e quantitativas de constituintes em cromatografia gasosa ou liquida. Na
espectrometria de massa, as moléculas gasosas sdo aceleradas por um campo elétrico e
separadas de acordo com suas massas ap0s serem ionizadas, muitas vezes para produzir
cations. O processo de ionizagdo, geralmente, fornece energia suficiente para dividir a
molécula em uma variedade de fragmentos. Um espectro de massa é um grafico que exibe
a abundancia relativa de cada fragmento que atinge o detector do espectro de massa
(HARRIS, 2001).

3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DOS RESIDUOS

3.1.1 Residuo da oleorresina de Copaiba

Obtido da industria BERACA.
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3.1.2 Residuo da oleorresina de Protium

Os residuos industriais das oleorresinas foram obtidos comercialmente das
empresas amazénicas BERACA (oleorresina de copaiba) e IDESAM (oleorresina de breu-
branco).

3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

3.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O comportamento das substancias presentes nos residuos das oleorresinas foi
monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de fase normal
com silica gel 60 GF254 (CAMAG®), nas dimensdes de 5 cm x 5 cm x 0,5 mm e solucao
de Hexano/Acetato de etila (7:3 wv/v) para as amostras de RIC e de
Hexano/Cloroférmio/Acetato de etila (2:7:1 v/v) como eluente, visualizacdo em luz
ultravioleta (A= 254 nm e A= 366 nm) e revelacdo através de pulverizagdo com sulfato

cérico a 10%, seguida de aquecimento.

3.2.2 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM)

CARACTERIZACAO QUIMICA (CG-EM)

Inieciol — s Condicoes do . Padriode L Derivatizacio . Residuo de
Jee CG-EM (HC) hidrocarbanetos da COPATBA COPATBA
Imiecios — > Condicdes do . Derivatizagio . Residuo de
Jes CG-EM (Copatba) da COPATBA COPAIBA
Injecios — > | CondicSes do . Padraode . Residuo de
CG-EM (HC) hidrocarbonetos BREU
B Condicdes do . Residuo de
CG-EM (Breu) BREU

Figura 9: Andlises realizadas para a caracterizacdo quimica dos residuos por CG-EM.
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Os residuos foram caracterizados por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM). Foram realizadas duas injecdes (uma para o residuo
de copaiba e outra para o residuo de breu) com as condi¢des do padréo de hidrocarbonetos
(HC) para identificar os compostos volateis presentes nos residuos, e duas inje¢cdes com as
condicBes cromatogréficas especificas para identificar os compostos de maior peso
molecular presentes nos residuos de copaiba e breu. Os constituintes foram identificados
baseados em seus indices de retencdo, por comparacdo com padrdes da literatura
(ADAMS, 2007), com o banco de dados disponivel na biblioteca Wiley 6,0 (Biblioteca
Espectral NIST e Biblioteca Espectral WILEY), pelo indice de similaridade e CAS pelo
sistema de informacdo TGSC (The Goods Cents Company).A analise por CG-EM foi
realizada em cromatografo Shimadzu QP2020 NX, equipado com um amostrador
automatico AOC-20i, utilizando uma coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS com as
seguintes dimensdes 30m x 0,25mm x 0.25 um (Shimadzu), com software LabSolutions
Insight™ A analise espectrométrica também foi realizada em cromatdégrafo em fase gasosa

da mesma marca e modelo, utilizando o detector de espectrometria de massas.

3.2.3 Parametros CG-EM (Hidrocarbonetos)

As amostras foram inseridas no sistema cromatografico (1uL) por meio de injetor a
250°C, com proporgdo de divisdo 20 e vazdo de 2mL/min, utilizando hélio ultrapuro como
gas de arraste e detector a 250 °C. As condic¢des de temperatura do forno foram baseadas
em uma rampa que inicia em 60°C até 180°C (2,5 °C/min.), de 180°C a 290 °C (10°C/min.)
com uma isoterma final de 5 minutos. As amostras foram ionizadas por impacto de
elétrons com energia de 70 eV, sendo em seguida fragmentada e separada em sistema

quadrupolo com varredura de 80 a 500 uma.

3.2.4 Parametros CG-EM (Copaiba)

As amostras foram inseridas no sistema cromatografico (1uL) por meio de injetor a
220°C, com proporgdo de divisdo 20 evasdo de 2mL/min, utilizando hélio ultrapuro como
gés de arraste e detector a 220 °C. As condic¢des de temperatura do forno foram baseadas
em uma rampa que inicia em 110°C até 140°C (3 °C/min.), de 140 °C a 220 °C (8 °C/min.)

e de 220°C até 270°C com uma isoterma final de 5 minutos. As amostras foram ionizadas
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por impacto de elétrons com energia de 70 eV, sendo em seguida fragmentada e separada

em sistema quadrupolo com varredura de 60 a 400 uma.

3.2.5 Parametros CG-EM (Breu)

As amostras foram inseridas no sistema cromatografico (1uL) por meio de injetor a
250°C, com proporcdo de divisdo 20 e fluxo de purga de 2mL/min, utilizando hélio
ultrapurocomo gas de arraste e detector a 250 °C. As condigdes de temperatura do forno
foram baseadas em uma rampa que inicia em 60 °C até 240°C (9°C/min.), de 240 °C a
290°C (2,5°C/min.) com uma isoterma final de 15 minutos.As amostras foram ionizadas
por impacto de elétrons com energia de 70 eV, sendo, em seguida, fragmentadas e

separadas em sistema quadrupolo com varredura de 50 a 500 uma.

3.2.6 Derivatizacdo do RIC

A derivatizacao prévia foi necessaria para realizar a analise das amostras de residuo
de copaiba. A metodologia de derivatizacdo utilizada foi a de esterificacdo, realizada por
de Dron et al. (2004). Foram adicionados 90 uL de cloroférmio em um frasco para
solubilizacdo contendo 10 pL de amostra de residuo. Apods a introducdo de 50 uL de
reagente trimetilsilildiazometano (TMSH), o frasco foi levemente agitado até obter uma

solucdo homogénea. Apos esse processo, 1ul da amostra diluida foi injetada.
3.2.7 Determinacdo do indice de retencdo linear (IRL)

Uma mistura padrdo de n-Alcanos (Sigma-Aldrich Cy; —Cy7) foi utilizada para
verificar o desempenho do sistema GC-MS e para calcular o indice de retencdo linear
(LRI) dos compostos volateis das amostras. O padrao (1 pL) destes alcanos foi injetado no
sistema CG-EM e seus respectivos tempos de retengéo foram usados como padréo externo
de referéncia para o calculo do LRI, juntamente com os tempos de retencdo de cada

composto de interesse. O LRI de cada componente foi calculado, conforme a Equacéo 1:

(1) LRI =100+ (= 4 1)

tn+1—tn
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Onde: LRI - indice de retencdo linear; t. - tempo de retencdo do composto de
interesse; tn+1 - tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior; n - n° de carbonos do
hidrocarboneto anterior. Para auxiliar na identificacdo e caracterizagdo dos compostos
volateis, os valores de indice de retencdo linear calculados foram comparados com dados
encontrados na literatura (ADAMS, 2007), por seus espectros de massas com dados das
espectrostecas Wiley 6.0 e NIST, e pelo sistema de informacdo da empresa GoodScents
(TGSC) através do CAS sugerido.

3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.3.1 Atividade citotoxica

3.3.1.1 Cultivo celular

As linhagens celulares de fibroblastos (MRC-5) e adenocarcinoma do figado
(HEPG2) foram cultivadas em meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), sendo
descartado o sobrenadante com adi¢do de 1mL de meio para ressuspender o pellet, sendo
10pL de células para contagem na camara de newbauer. Todos 0s ensaios foram feitos em

triplicata.

3.3.1.2 Ensaio in vitro com células MRC-5 e HEPG2

O ensaio foi realizado, conforme a metodologia de AHMED e colaboradores
(1994), com o intuito de analisar a viabilidade celular em células da linhagem ndo tumoral
de fibroblastos MRC-5 e linhagem tumoral do adenocarcinoma do figado (HEPG2) ap6s
exposicdo aos extratos. Em placa de 96 pocos, as células foram plaqueadas na
concentracdo de 0,5 x 10* células por poco. Apéds 24 horas de incubagdo e aderéncia, as
células MRC5 foram tratadas com os extratos na concentragdo Unica de 100uG/mL pelo
periodo de 24, 48 e 72 horas. Enquanto as células HEPG2 foram tratadas nas
concentracOes entre 1,5625-100 pg/mL, nos mesmos tempos de exposigdo. Passados os
tempos de tratamento, foram adicionados 10uL da solu¢do de uso de Alamar Blue (solugao
estoque 0,4% 1:20 em meio de cultura). Apds o tempo de metabolizacdo da resazurina
(3h), foi realizada a leitura da fluorescéncia em wum leitor de microplacas
(espectrofotdmetro) para a quantificacdo de células viaveis.
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3.3.2 ATIVIDADE ENZIMATICA A-GLICOSIDASE

A atividade enzimatica da a-glicosidase foi determinada consoante Andrade-Cetto
et al. (2008) com modificacdes. A enzima foi preparada em uma concentracdo de 3mg/mL
da acetona pds intestinal de rato, agitada por 5 minutos, em seguida centrifugada a 3600
rpm por 10 minutos. A enzima a-glicosidase extraida contida no sobrenadante e o substrato
4-itrofenil-D-glucopiranoésido (4-NPGP) foram diluidos em tampdo fosfato 10mM pH 6,9.
Em seguida, foram colocados 30uL das amostras, padrdo e/ou controle (DMSO) nos
diferentes pocos da microplaca em triplicata, 170pL da enzima extraida, incubada por 5
minutos a 37°C no escuro, foram adicionados 100uL do 4-NPGP (5mg/mL), incubado por

20 minutos ou até que a leitura do controle a 405nm de 1,000+0,1.

3.3.3 ATIVIDADE ENZIMATICA LIPASE

A atividade enzimética da lipase foi determinada de acordo com Slanc et al. (2009)
com ligeiras modificacBes. A Lipase pancredtica tipo Il de porcino da SIGMA com codigo
L3126-25G foi diluida em tampao TRISMA-HCL 75mM pH 8,5, e o substrato 4-Nitrofenil
palmitato (PNP) com cddigo N2752-50G foi preparado através da diluigdo primeiro em
acetonitrila depois em etanol na propor¢do de 1:4. O padrdo usado foi o Orlistrate e as
leituras foram feitas no Multimode Detetor DTX 800 da Beckman a 450nm. Foram
colocados 30uL das amostras, padrdo e/ou controle (DMSO) nos diferentes pogos da
microplaca em triplicata, 250uL da enzima (0,8 mg/mL), incubada 5 minutos a 37°C no
escuro, em seguida, adicionados 20uL de PNP (4mg/mL), incubados por 10 minutos ou até
que a leitura do controle de 1,000%0,1.

3.3.4 Atividade antimicrobiana

As cepas utilizadas foram os isolados de Gram-negativos de Acinetobacter
baumanii (ATCC 19606-143), Pseudomonas aeruginosa (CDC EDL-1284), Escherichia
coli ndo diarreicogénica (ATCC 10536), Escherichia coli enterotoxigénica tipica (EPEC)
(ATCC E234869), Pseudomonas putida (oralis) (ATCC 15175-113), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311), e os isolados Gram-positivos de Enterococcus faecalis
(Streptococcus faecalis) (ATCC 4083), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
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Staphylococcus aureus (ATCC 80958), Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(ATCC 33591) e Staphylococcus simulans (ATCC 27851), pertencentes a plataforma de

bioensaios da Fiocruz.

3.3.5 Padronizagdo dos indculos

As cepas foram cultivadas previamente em 3mL de caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (HIMEDIA). As culturas microbianas foram, entdo, diluidas em meio de cultura
conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL).

3.3.5.1 Teste de difusdo em agar

A determinac&o da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difusdo em
agar, pela técnica do poco, segundo Grove e Randall (1955), com modificacdes, segundo
Bastos et al. (2022). Utilizou-se o meio de cultura Agar Mdueller Hinton (AMH)
(HIMEDIA) para a realizacdo dos testes. Apds esterilizacgdo do AMH, o meio foi
distribuido em placas de petri estéreis de 90 x 15 mm. As placas foram mantidas em
temperatura ambiente até solidificar. O processo de estriamento das placas iniciou-se logo
apos o preparo dos inoculos. Para isso, foi inserido um swab estéril em cada um dos
diferentes tubos contendo os diferentes inoculos. Apéds tal procedimento, o0s
microrganismos alvos foram semeados em toda a superficie da placa em trés direces,
girando a placa aproximadamente 60° com o objetivo de assegurar distribuicdo uniforme
do indculo. Foram adicionados 50 pL de cada amostra na superficie do AMH na
concentracdo de 1000 pg/mL. Também foram adicionados os controles positivos imipeném
+ cilastatina sddica (TIENAM) para (P. aeruginosa e Proteus) e oxacilina para (S. aureus,
S. sumulans e MRSA). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, ap6s o0 periodo de

incubacéo foi feita a medic¢ao dos halos de inibigé&o.

3.4 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo e a andlise estatistica foi
realizada pelo programa Graphpad Prism® versdo 10.0.2, utilizando analise de variancia
(ANOVA) para multiplas comparacdes, seguida do teste de Tukey com p <0,05 para

indicar diferenca estatistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho possui quatro analises quimicas realizadas no CG-EM. Para que
0s compostos volateis pudessem ser identificados, é necessario que se realize o calculo do
indice de Retencdo Linear (IRL) para comparacdo com os padrdes da literatura de Adams
(2007). O calculo (descrito na metodologia) € realizado a partir do tempo de retencéo (Rt)
do padréo de alcanos injetado e do Rt das substancias do composto de interessevisto que o
produto deste trabalho é o residuo da extracdo do Oleo essencial. Espera-se que a
composicdo majoritaria das amostras seja de terpenos de maior massa molar, que, por sua

vez, necessitam de maior abrangéncia nas condi¢des de deteccdo dos fragmentos.

4.1 Perfil quimico do residuo de Copaiba

A composicdo quimica do residuo de copaiba foi analisada e 0s seus compostos
foram identificados através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. A primeira andlise realizada foi nas condi¢cdes do padrdo de n-alcanos para
identificacdo da composicdo volatil do residuo de copaiba. No cromatograma da figura 10,
é possivel observar duas principais regifes de eluicdo. A primeira regido, a de menor
tempo de retencdo, apresentou grande sobreposicdo de picos e correspondente aos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados, denominada de Regido de
Sesquiterpenos. A segunda regido corresponde aos ésteres metilicos de acidos diterpénicos,
denominada de Regido de Diterpenos. A quantidade de picos é superior ao que se visualiza
em um cromatograma tipico do 6leo essencial e apresenta picos menores entre as duas
regibes principais. As diferencas entre as quantidades de fragmentacdes dos
cromatogramas estéo associadas as condicdes de injecdo no CG-EM e as caracteristicas das

amostras.

40



‘ Regido de Sesquiterpenos ‘ ‘ Regido de Diterpenos ‘

| | .

' |
i ".LJUL.U‘M!"'!FHJi“""TL—.’M‘ J‘!"!k-.*-”.* e un—-—fl'-.—-— "-'A'-’““]‘“J"LL»[I‘W“I"J\ Mﬁ

T
30.0 40.0 50.0 60.0| 63.0

Al
y

Figura 10: Perfil CG-EM da amostra esterificada do residuo industrial de copaiba pelas condi¢des do

padrdo de hidrocarbonetos.

Quando comparado com outros estudos, o perfil cromatografico obtido demonstra a
fragmentacdo e presenca de substancias que ndo sdo caracteristicas do género copaifera.
Conforme o estudo de Veiga Jr. (2002), no cromatograma obtido para o 6leo essencial de
copaiba através da cromatografia gasosa de alta resolucéo, é possivel observar duas regides
de eluicdo, no qual eluem os sesquiterpenos entre 8 e 13 minutose, entre 20 e 26 minutos,
eluem os acidos diterpénicos. Essas regides podem divergir de acordo com o método de
caracterizacdo e com a coluna utilizada.

Na tabela 1, sdo apresentados 0s principais constituintes quimicos identificados no
residuo de copaiba. Os sesquiterpenos oxigenados corresponderam a junenol (1,85%), a-
epi-Muurolol (0,81%), a-Murulol (0,76%), a-Cadinol (1,15%) e Eudesm-7(11) -en-4-ol
(0,32%). O (E)-Cariofileno apresentou-se como o principal composto no residuo,
concordando com os dados descritos por Almeida Borges et al. (2013), em que o
cariofileno é o constituinte mais abundante da fracéo volatil.

Os sesquiterpenos sdo componentes majoritarios da fracdo do Oleo essencial
presente na oleorresina de copaiba. Durante o processo de destilagdo do dleo essencial,
parte dessa fracdo volatil é mantida no residuo (fracdo resinosa), para prevenir o
comprometimento dos balbes utilizados no processo. Portanto, foi possivel identificar
diferentes monoterpenos e sesquiterpenos no residuo.

O cariofileno é reconhecido como marcador quimico da fracdo sesquiterpénica por
ser o unico presente em todas as oleorresinas analisadas. Este composto também é

considerado o principal constituinte da espécie C. reticulata Ducke (BARBOSA et al.,
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2012). No estudo realizado por Ziech e colaboradores (2013), os principais componentes
do 6leo que C. reticulata Ducke foram identificados como B-cariofileno, a-bergamoteno,

a-selineno, a-humuleno, a-selineno e B-bisaboleno.

Tabela 1: Compostos volateis identificados no residuo de copaiba a partir do indice de retencéo do
padrdo de alcanos Cy4-Cy7.

Pico Area% Substancia ‘ IRL ‘ IRL Ref.
1 1,32% 3856-25-5 a-Copaeno 22,887 1371 1374 Adams,
2007
2 10,01% 87-44-5 (E)-Cariofileno 25,047 1414 1417 Adams,
2007
3 0,31% 18252-44-3 B-Copaeno 25,450 1422 1432 Adams,
2007
4 0,51% 29873-99-2 y-Elemeno 25,826 1430 1434 Adams,
2007
5 2,04% 13474-59-4 a-trans-Bergamoteno 25,952 1432 1432 Adams,
2007
6 2,96% 6753-98-6 a-Humuleno 26,714 1447 1454 Adams,
2007
7 1,35% 30021-74-0 y-Muroleno 27,938 1472 1479 Adams,
2007
8 0,90% 17066-67-0 f-Selineno 28,329 1480 1490 Adams,
2007
9 1,46% 30021-74-0 y-Muroleno 28,867 1491 1479 Adams,
2007
10 0,62% . a-Muroleno 29,128 1496 . .
11 0,32% 495-61-4 cis-o-Bisaboleno 29,320 1500 1505 Adams,
2007
12 2,83% 495-61-4 B-Bisaboleno 29,585 1505 1505 Adams,
2007
13 1,16% 39029-41-9 y-Cadineno 29,752 1509 1513 Adams,
2007
14 4,60% 483-76-1 d-Cadineno 30,264 1520 1522 Adams,
2007
15 0,41% 29837-12-5 cis-Cadina-1,4-dieno 30,617 1527 1495 Adams,
2007
16 0,33% 24406-05-1 a-Cadineno 30,889 1533 . TGSC
17 0,71% 25532-79-0 (E)-Beta-bisaboleno 31,239 1540 : TGSC
18 1,85% 472-07-1 Junenol 34,592 1610 1618 Adams,
2007
19 0,81% 19912-62-0 a-epi-Muurolol 35,801 1637 1640 Adams,
2007
20 0,76% 19435-97-3 a-Murulol 36,016 1642 1644 Adams,
2007
21 1,15% 481-34-5 a-Cadinol 36,366 1649 1652 Adams,
2007
22 0,32% 473-04-1 Eudesm-7(11)-en-4-ol 38,185 1689 1700 Adams,
2007
23 2,02% Degradacéo 43,417
24 0,64%
Degradacédo 44,600
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25 1,11% 1438-62-6 13-epimanool 48,836 TGSC
26 1,87% cis-3,14-Clerodadien-13- 49,642
ol
27 0,33% cis-3,14-Clerodadien-13- 51,095
ol
28 0,98% 1438-62-6 13-epimanool 51,419 TGSC
29 2,95% Kolavelool 51,681
30 0,44% 112-63-0 Metil linoleato 52,145 TGSC
31 0,63% 53,405
Degradacéo
53,744 TGSC
32 0,67% 172549-29-0 Degradacéo
33 0,32% 53,819
Degradacédo
34 3,63% 21738-29-4 3 - . 54,065 TGSC
Ester metilico do acido
eperuico
35 5,22% 3 . . 54,151
Ester metilico do acido
clerodendico
36 0,69% . o , . 54,318
° Ester metilico do acido
labdanico
37 0,39% . . . 54,467
Ester metilico do acido
labda-7-em-156ico
38 0,59% . i - 54,541
Isbmero do éster metilico
do &cido labdendico
39 1,48% 54,800
Acido epertico
40 2,77% 54,930
N&o identificado
41 8,18% . - , . 55,150
Ester metilico do acido
copalico
42 1,10% 55,382

Ester metilico do 4cido
cativico
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43 4,28% Est tilico derivado d 55,595 ) . TGSC
21738-29-4 ster metilico derivado do
acido eperutico
44 5,25% . 55,710
Metil kolavenato
45 2,14% . . 56,033
Derivado do metal
kolavenato
46 0,39% . 56,133
Nao identificado
47 0,72% . .. . 56,283
Ester meticilo derivado do
acido kaurenoico
48 6,12% . 56,547
Hardwickiato de metila
49 0,36% . 56,767
Pinifolato de metila
50 0,43% . . . 56,883
° 7-acetoxi-hardwickiato de
metila
51 1,20% . . . 57,210
15-hidroxi-16-oxo-
hardwickiato de metila
52 0,81% . 57,599
Agatato de dimetila
53 0,71% 1259-10-5 57,753 . . TGSC
Nao identificado
54 2,53% 1259-10-5 L. 58,564 . . TGSC
3-acetoxi-copalato de
metila

CAS: nimero de registro quimico; Rt: tempo de retengdo; IRL: indice de retencdo linear; IRL Ref: indice de
retencdo linear de referéncia; Ref: referéncia de identificacdo.

A segunda analise realizada foi nos parametros de maior varredura do CG-EM, a

fim de se obter uma abrangéncia maior dos compostos presentes no residuo (Figura 11).
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Figura 11: Perfil cromatografico do residuo industrial de copaiba obtido pelas condi¢Ges de maior
varredura do CG-EM.

Na regido de sesquiterpenos pico principal, também corresponde ao marcador
quimico dos 6leos de copaiba, o cariofileno (14,10%), sendo confirmado pela primeira
andlise quimica realizada com as condi¢cdes dos hidrocarbonetos atraves do indice de
retencdo linear (IRL), sendo o composto majoritario nas duas analises.

Quando o perfil cromatografico obtido para o residuo de copaiba é comparado ao
perfil de 6leos comerciais adulterados, é possivel observar uma semelhanca na distribuicdo
dos picos, pois também apresentam duas regides principais de reten¢do, mas com 0s picos
sobrepostos, conforme descrito por Veiga Jr. (1997), que avaliou a autenticidade dos 6leos
essenciais de copaiba. As degradacGes e oxidacOes sdo resultantes do processo de
destilacdo devido a submissdo da oleorresina a altas temperaturas (tabela 2). Outros picos
ndo caracteristicos podem indicar a presenca de adulterantes como os 6leos vegetais e

minerais.

Tabela 2: Composi¢do quimica presente no extrato residual de Copaifera a partir das condigdes de
maior abrangéncia do CG-EM.

Area % Substancia
1 0,77% 3856-25-5 Copaeno 7,108
2 14,10% 87-44-5 Cariofileno 8,234
3 3,76% 17699-05-7 o-Bergamoteno 8,531
4 3,13% 6753-98-6 a-Humuleno 9,12
5 1,77% 30021-74-0 y-Muroleno 9,716
6 1,68% 30021-74-0 y-Muroleno 10,371
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4,49% 495-61-4 B-Bisaboleno 10,552
1,55% 39029-41-9 R-y-Cadineno 10,763
5,13% 483-76-1 §-Cadineno 10,988
10 0,75% 25532-79-0 (E)-a-Bisaboleno 11,415
11 2,36% 472-07-1 Junenol 13,229
12 1,30% 19912-62-0 T-murulol 13,684
13 0,84% 19435-97-3 a-Murulol 13,768
14 1,40% 481-34-5 o-Cadinol 13,938
15 2,68% 21738-29-4 Copalol 16,814
16 0,93% . Kolavenol 17,257
17 1,32% 1438-62-6 13-epimanool 18,831
18 2,18% . Kolavelool 19,204
19 1,26% 1438-62-6 Degradacéo 20,214
20 3,39% . Degradacéo 20,388
21 0,78% 112-63-0 Degradacédo 20,551
22 0,70% Degradacédo 21,744
23 0,94% 5-(7a-1sopropenil-4,5- 22,069
dimetil-octahidroinden-
4-il)-3-metil-pent-2-en-
1-ol
24 5,17% Ester metilico do 4cido 22,386
eperuico
25 7,11% (S)-Etil 3-metil-5- 22,478
((4aS,8aS)-2,5,5,8a-
tetrametil-
3,4,4a,5,6,7,8,8a-
octahidronaftaleno-1-
il)pentanoato
26 0,64% Ciclohexano, 1,5,5- 22,645
trimetil-6-acetilmetil
27 0,65% (S)-Etil 3-metil-5- 22,891
((1S,4aS,8aS)-2,5,5,8a-
tetrametil-
1,4,4a,5,6,7,8,8a-
octahidronaftalen-1-
il)pentanoato
28 0,88% . ) 23,146
Acido eperuico
29 1,71% . N 23,291
Nao identificado
30 7,92% ] 23,583
Ester metilico do acido
copélico
31 4,18% 21738-29-4 Ester metilico derivado 24,108
do acido eperuico
32 4,61% Metil kolavenato 24,267
33 0,96% Metil kolavenato 24,662
34 4,38% o ) 25,370
Hardwickiato de metila
35 0,63% 1259-10-5 Acetato de cicloartenol 27,136
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36 1,83% ) ) N 28,452
Nao identificado

37 2,15% . 1.alfa.-(Acetoximetil)- 29,455
7.alfa.,8.alfa.-dimetil-7-
(2-(3-
furil)etil)biciclo(4.4.0)de
c-2-eno-2-carboxilico
acido metil ester
CAS: nimero de registro quimico; Rt: tempo de retencéo.

A presenca do éster metilico linoleato de metila, derivado do acido graxo do &cido
linoléico (éster metilico 10-trans,12-cis-octadecadienoato), confirma a presenca de
diluentes adulterantes, uma vez quendo sdo caracteristicos de espécies de copaiba. Dois
isdbmeros de &cido linoléico conjugado (ALC) foram descobertos por Pariza et al., (2001),
0 9-cis,11-trans-octadecadienoate e o 10-trans,12-cis-octadecadienoate, que sdo
biologicamente ativos, com esqueletos quimicos semelhantes ao éster metilico 10-trans,12-

cis-octadecadienoato, que também é um isdémero derivado de &cido linolé€ico.
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Figura 12. Espectro de massas do acido graxo metil lineloato obtido do residuo de copaiba.

A presenca do ester metilico linoleato de metila, derivado do &cido graxo do acido
linoléico (éster metilico 10-trans,12-cis-octadecadienoato), indica a presenca de diluentes
adulterantes, uma vez que ndo sdo caracteristicos de espécies de copaiba. A composicédo
quimica observada neste trabalho foi semelhante as pesquisas anteriores como de Veiga et
al.(2007), Cascon e Gilbert (2000) e Pasquel-Reategui et al.(2022), que encontraram
majoritariamente o [-cariofileno, o-bergamoteno, germacreno D e o-humuleno com
pequenas variacdes na composi¢do quimicaconsequentes da sazonalidade ou da mistura
dos 6leos essenciais com outras espécies.

Outros Oleos podem ser adicionados durante o processamento da oleorresina
quando obtidas ou provenientes do processo de destilacdo. Segundo Barbosa, Yoshida e

Scudeller (2009), a adulteracdo desses 6leos pode ser feita tanto com a adicdo de 6leos
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vegetais como Oleo de soja e mineral, quanto pela adicdo de 6leos vegetais de sabor

semelhante obtidos de espécies de outro género ou familia.

4.2 Perfil quimico do residuo de Protium

Por meio da analise direta dos cromatogramas (Figura 13) e dos espectros de
massas, foi possivel determinar as regies dos compostos volateis e compostos
triterpénicos, cujas identificagdes sdo apresentadas na tabela 3. O perfil quimico do residuo
da resina de Protium, obtido por CG/EM nas condi¢Ges do padrdo de n-alcanos revelou um
total de doze (12) constituintes em sua composi¢do quimica.

Os constituintes foram classificados em trés (3) monoterpenos (44%), dois (2)
sesquiterpeno (16,91%), dois (2) triterpenos (14,05) e outras substancias (24,62%). O
monoterpeno p-Cimeno (37,94%) foi o constituinte majoritario, seguido do sesquiterpeno
Junenol (14,61%) e do triterpeno Lupeol (9,71%).
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Figura 13: Perfil cromatogréfico obtido a partir das condigdes do padréo de alcanos com ampliacdo do
espectro de massa do p-Cimeno.

Tabela 3: Compostos volateis identificados no residuo de Protium a partir do indice de retencéo do padréo de
alcanos Cq4-Cy5.

Area % Substancia
1 2,69% 80-56-8 a-Pineno 4,431 1251 932 Adams, 2007
2 37,94% 527-84-4 p-Cimeno 6,930 1371 1022 Adams, 2007
3 3,37% 499-75-2 Carvacrol 19,457 1400 1298 Adams, 2007
4 3,41% 3856-25-5 Copaeno 22,904 1416 1374 Adams, 2007
5 3,67% 5888-52-8 1,2-Dimetoxi-4-n- 24,888 1572
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propilbenzeno
6 3,54% 55955-53-8 (4R,5R)-4-hidroxi-5- 25,183 1577
isopropil-2-metilciclo
7 2,30% 6750-60-3 Espatulenol 32,775 1611 1577 Adams, 2007
8 9,04% 134-62-3 Dietiltoluamida 33,021 : . TGSC
9 14,61% 472-07-1 Junenol 34,618 : : TGSC
10 5,37% . Hexasiloxano, 59,833
1,1,3,35,5,7,79,9,11,11-
dodecametil
11 4,34% 515-03-7 Esclareol 61,632 : . TGSC
12 9,71% 545-47-1 Lupeol 61,900 . . TGSC

CAS: nimero de registro quimico; Rt: tempo de retencéo; IRL: indice de retencdo
linear; IRL Ref: indice de retencdo linear de referéncia; Ref: referéncia de identificacéo.

Os monoterpenos da série p-mentano sdo 0s mais comuns em oleorresinas de
Burseraceae. O p-cimeno (p-isopropiltolueno) é um hidrocarboneto monociclico
monoterpeno, encontrado como composto principal em OEs de varias espécies de plantas
aromaticas, como as do género Protium (Burseraceae), tendo sido relatada em grande parte
da literaturade Burseraceae como componente da fracdo volatil (VEIGA JUNIOR, SIANI e
RUDIGER, 2007).

Silva et al. (2021) avaliaram o perfil quimico de Protium hebetatum Daly, que
apresentou apenas cinco (5) constituintes, sendo 0 p-cimeno 0 composto majoritario
(59,4%). Na caracterizacdo por CG-EM realizada por Balahbibet al.(2021), o p-cimeno foi
0 segundo constituinte mais abundante no éleo essencial de P. heptaphyllum, seqguido do p-
cimen-8-ol, monoterpenos esses que foram observados tanto nos 6leos essenciais quanto
em oleorresinas envelhecidas. Ainda segundo Balahbib e colaboradores (2021), o contetido
de p-cimeno costuma ser alto em oleorresinas envelhecidas.

Uma das hipdteses que explica a alta concentragdo de p-cimeno é de que ele surge a
partir de uma oxidagédo do monoterpeno terpinoleno e o p-cimen-8-ol surge a partir de uma
subsequente oxidacdo do p-cimeno. Outros dados da literatura corroboram essa hipotese,
afirmando que o p-cimeno e o0 p-cimen-8-ol sdo produtos da oxidacdo e conversdo do
terpinoleno, sendo o p-cimeno, também identificado como produto da isomeriza¢do do
terpinoleno.

O o-Pineno (2,69%) é um dos monoterpenos mais comuns entre as espécies do
género Protium. No estudo de Oliveira et al. (2016), as espéecies P. strumosum e P.
heptaphyllum apresentaram o a-Pineno como constituinte majoritario. Ja o P. strumosum
apresentou o p-cimeno em maior quantidade. Nas analises realizadas por Araujo et
al.(2011), o a-Pineno também foi o composto majoritario identificado para P.

heptaphyllum.
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Cabral e colaboradores (2020) caracterizaram o 0Oleo essencial das folhas de P.
heptaphyllum, no qual B-elemeno o spatulenol e o a-cubebeno foram os compostos
majoritarios, sendo o espatulenol também identificado no residuo resinoso de breu. No
estudo de Rocha et al.(2022), destaca-se a variabilidade quimica que existe tanto na
concentracdo como na presenca de componentes diversos entre os exemplares de P.
heptaphyllum que foram coletados em diferentes regides.

O triterpeno pentaciclico de esqueleto lupano, o Lupeol (9,71%), foi a terceira
substancia mais abundante no residuo resinoso de breu. No estudo de Merali et al.(2018), a
resina foi analisada por CLAE-EM, na qual as folhas de P. Copal apresentaram uma alta
concentracdo de Lupeol. Grande parte dos estudos com o género Protium caracteriza o
0leo essencial (constituido majoritariamente de monoterpenos), enquanto os estudos com
os triterpenos focam em andlises com as substancias isoladas.

Albino et al.(2017) utilizaram diferentes métodos de cromatografia para
caracterizar e diferenciar quimicamente as oleorresinas de espécies da familia Burseraceae
conhecidas popularmente por breu-preto e breu-branco. Na analise por cromatografia
liguida de alta resolu¢do (CLAE-EM), ambas mostraram um pico correspondente ao
Lupeol.

Na andlise realizada com as condi¢cbes de maior varredura (Figura 14), os
triterpenos estiveram majoritariamente presentes, sendo a B-amirona (27,54%), a-amirina
(18,30%) e Acetato de B-amirina (11,27%) correspondendo a 57% da amostra do residuo
(Tabela 4), apresentando resultados semelhantes a estudos anteriores, como de Sussunaga
(1996), em que a resina apresentou alto conteldo de triterpenos, sendo a amirina
compondo 40,98%.
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Figura 14: Regibes de eluicdo da composicéao volatil e triterpénica do residuo de Protium nas condicGes de
maior abrangéncia do CG-EM.
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Tabela 4: Composi¢do quimica presente no extrato residual de Protium a partir das condi¢cbes de maior
varredura do CG-EM.

Pico Area % Substancia

1 0,38% 89-81-6 Piperitona 9552

2 0,25% 499-75-2 Carvacrol 10,401
3 0,38% . Acido benzoico, 4-hidroxi-3-propil- 12,097
4 2,80% 472-07-1 Junenol 15,256
5 0,32% 1617-70-5 Lupenona 27,065
6 0,46% 13,27-Cicloursan-3-ona 39,065
7 1,03% . Ursa-9(11),12-dien-3-ona 39,249
8 2,01% . Ursa-9(11),12-dien-3-ona 40,409
9 0,73% 1617-70-5 Lupenona 40,901
10 3,60% . 2,6,6,9,2',6',6',9'-Octametil- 41,040

[8,81biftriciclo[5.4.0.0(2,9)Jundecil]

11 11,27% 1616-93-9 Acetato de B-amirina 41,241
12 3,09% 1617-70-5 Lupenona 41,542
13 2,79% 559-70-6 B-amirina 41,702
14 1,28% . Alopregnan-20-o0l-3-one acetato 41,870
15 27,54% 638-96-0 B-amirenona 42,298
16 7,57% 638-95-9 a-amirina 42,741
17 0,87% 1617-68-1 3-acetil lupeol 42,927
18 1,50% . 24-Norursa-3,12-dieno 43,225
19 0,55% 863-76-3 Acetato de a-amirina 43,795
20 7,61% 1616-93-9 Acetato de B-amirina 44,051
21 3,09% 1617-68-1 3-acetil lupeol 44,280
22 18,30% 638-95-9 a-amirina 45,211
23 2,58% 559-74-0 Friedelano 46,047

CAS: niimero de registro quimico; Rt: tempo de retencéo.

4.3 Atividade citotoxica (MRC-5)

O simbolo (*) indica diferenca estatisticamente significativa pelo teste ANOVA e
de Tukey em p<0,05, denotando uma estatistica significativa da amostra de protium
quando comparada ao controle nos tempos de exposi¢do avaliados. Os residuos da extracdo
do 6leo essencial de Protium e Copaiba foram testados para citotoxicidade na linhagem
celular de fibroblastos (MRC-5). A viabilidade foi testada na concentracdo maxima de 100
pug/mL e avaliadas em trés tempos (24h, 48h e 72h), conforme os graficos da figura 15.
Para a amostra de Protium que apresentou reducéo da viabilidade inferior a 80%, foi aberta
uma curva de crescimento na faixa de concentragdo de 1,5625-100 pug/mL (Figura 16).
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Figura 15: Citotoxicidade dos residuos da extracdo do OE de Protium e Copaiba frente a linhagem
celular de fibroblastos MRC-5 avaliados em 24h (grafico A), 48h (gréfico B) e 72h (grafico C).

O residuo de Copaiba apresentou estatistica ndo significativa quando comparado ao
controle.O grafico da citotoxicidade na linhagem celular MRC-5 contendo o residuo de
Copaiba demonstrou faixa de seguranca nos trés tempos analisados. Em 24h e 48h de
exposi¢do, as células se mantiveram com 100% de viabilidade, apresentando redugdo de
15% apo6s 72h de incubagdo. Mesmo com a reducdo entre os dois ultimos tempos de
exposicao ao residuo de copaiba, as células mantiveram boa viabilidade celular. Portanto, o
residuo industrial da oleorresina de copaiba ndo apresentou citotoxicidade significativa
frente as células ndo tumorais de fibroblastos MRC5.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues et al.(2023) para dleo de
copaiba pelo ensaio MTT na linhagem celular A549, no qual a amostra apresentou
biocompatibilidade na mesma concentracdo analisada neste trabalho, sendo de 100ug/mL.
No estudo de Masson-meyers (2013), a oleorresina de Copaifera langsdorffii ndo foi toxica

paraos fibroblastos 3T3 em concentragfes tdo altas quanto 100 pg/mL. Vargas e
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colaboradores (2015) testaram a viabilidade celular dos é&cidos diterpénicos das
oleorresinas de copaifera spp. nas celulas 3T3-L1 a 5 mg/mL, que ndo apresentaram
reducdo significativa na viabilidade ap6s 24 horas de tratamento.

A maior parte dos estudos realizados com a citotoxicidade do OE de copaiba
apresentou baixa toxicidade a uma concentragdo de 100 pg/mL em células ndo tumorais,
resultado encontrado também para o residuo da extracdo do OE avaliado no presente
estudo. Estudos de citotoxicidade com isolados de sesquiterpenos e acidos diterpénicos de
copaiba também obtiveram resultados promissores, o0 que permite atribuir a baixa
toxicidade aos sesquiterpenos e diterpenos majoritariamente encontrados nos OE de
copaiba (LIMA et al., 2003).

O residuo de Protium apresentou viabilidade celular de 93% em 24h, com reducéo
significativa em 48h e em 72h, sendo altamente toxico para fibroblastos (MRC5). Uma
curva de concentracdo foi aberta para avaliar concentraces menores do residuo de

Protium, demonstrada no grafico da figura 16.
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Figura 16: Curva de crescimento do residuo de Protium nas concentra¢fes de 1,5625-100 pg/mL.

A inibicdo da concentracdo em 50% (I1Csp) foi de 4,252 ug/mL em 24h, 1C5,=6,152
ug/mL em 48h e 1C50=6,458 ug/mL em 72h. No primeiro tempo de exposicdo (gréfico A)
ao residuo de Protium, as células se mantiveram viaveis em todas as concentracOes
testadas, com reducdo ndo significativa da viabilidade celular. Em 48h (grafico B), o
residuo de Protium apresentou toxicidade significativa em todas as concentragdes, exceto
em 1,5625pug/mL, no qual manteve 94% das células viadveis. No ultimo tempo avaliado

rafico C), a concentracdo de 1,5625ug/mL apresentou boa viabilidade, com 87% das
(9 ¢ ,5625ug p :
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células viaveis. Portanto, o residuo industrial de Protium se apresentou citotdxico para
todas as concentracdes testadas, com média viabilidade na menor concentracdo avaliada.

O resultado encontrado esta de acordo com os de Almeida e colaboradores (2015),
que demonstraram os efeitos citotoxicos dos triterpenos «, S-amirina, breina/maniladiol
em células de macrofagos murinos J774, que apresentaram reducdo na viabilidade dos
macrofagos, apresentando 1C5>20 upg/mL, exceto o triterpeno breina/maniladiol que
apresentaram 1Cso = 16,02 ug/mL em 24 horas de tratamento, enquanto o residuo

apresentou 1C50=4,252 ug/mL em 24h.

4.4 Atividade citotoxica (HEPG2)

Os residuos foram avaliados frente as células do denocarcinoma do figado HEPG-2
na faixa de concentracdo de 1,5625-100 pg/mL em trés tempos de exposicdo (24h, 48h e
72h), conforme a figura 17. Os efeitos citotdxicos revelados pelos residuos de copaiba e de
Protium destacam a importancia dos testes de citotoxicidade para a pesquisa e
desenvolvimento de moléculas com potenciais atividades bioldgicas. A analise permite
identificar a concentracéo eficaz em causar 50% de morte celular (ICsp), informacéo que se
torna crucial para a determinacdo da concentracdo a ser utilizada na conducdo de outros

estudos.
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Figura 17. Citotoxicidade do residuo de Protium (Grafico A) e do residuo de Copaiba (Grafico B)
contra a linhagem celular HEPG2.

O residuo de copaiba apresentou ICs, variando entre os tempos de 24h, 48h e 72h
de 94 pg/mL a 72 pg/mLindicando baixa toxicidade para as células tumorais, enquanto o
residuo de Protium apresentou moderada toxicidade em 24h e 48h, com ICsy de 57 pg/mL
e 41 pug/mL, respectivamente, e maior toxicidade em 72h com ICsq de 14 pg/mL. O residuo
de Protium foi altamente citotoxico tanto para a linhagem ndo tumoral de fibroblastos
(MRC5) quanto tumoral de HEPG2 na concentracdo de 100ug/mL. O residuo de copaiba
apresentou baixa toxicidade frente as células tumorais HEPG2, indicando maior
seletividade para linhagem ndo tumoral. Ja o residuo de Protium foi moderadamente
citotoxico para a mesma linhagem e concentracdo avaliadas, indicando auséncia de
seletividade para ambos os residuos avaliados.

Vérios estudos trataram das propriedades citotdxicas e anticancerigenas do

oleorresina de copaiba, suas fracBes e compostos puros. Barbosa e colaboradores (2019)
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isolaram seis diterpenos &cidos, dentre eles o acido caurendico e kolavenico, que nao
apresentaram atividade toxica com ICsy de 59,4 pg/mL e 68,9 pg/mL, respectivamente,
para a linhagem HEPG2. Resultado diferente foi encontrado no presente estudo, no qual o
ICso do residuo de copaiba em 72h de exposicao foi 72 pg/mL contra a mesma linhagem
tumoral, mas sem atividade significativa.

O é&cido ent-caurenoico e seis outros acidos diterpénicos também fizeram parte de
um estudo de citotoxicidade em quatro linhagens de células tumorais, mas nenhum dos
compostos mostrou atividade significativa (TINCUSI et al., 2002). Em dois estudos sobre
0 potencial citotdéxico do acido ent-caurenoico, descobriu-se que o composto era ativo
contra células leucémicas (CEM), bem como células de cancer da mama (MCF7) e cancer
do colon (HCT-8), no entanto a atividade nédo foi considerada seletiva (COSTA- LOTUFO
etal., 2002; CAVALCANTI et al., 2009).

KUBO e colaboradores (1996) observaram que o sesquiterpeno B-cariofileno foi
ativo contra células Hela, BT-20, B-16 e HTB, com valores de ICsq variando de 3,86 a
4,86 pg/mL. Os valores de ICso observados foram muito superiores, sendo ineficaz contra
a linhagem HEPG2. A atividade antitumoral foi atribuida a presenga do B-cariofileno, que,
no presente estudo, apresentou quantidade relativamente pequena, uma possivel razdo para
a baixa atividade in vitro do residuo da oleorresina de copaiba.

Lima e colaboradores (2014) avaliaram a viabilidade celular da resina de P.
heptaphyllum pelo método de MTT contra células do adenocarcinoma mamario (MCF-7)
que ndo exibiu citotoxicidade significativa a uma concentracdo de 40 pg/mL, sendo um
resultado diferente do observado para o residuo de Protium, que apresentou toxicidade em

25 pg/ml apés 72h.

45 Atividade enzimatica

45.1 a-glicosidase

Os resultados da analise de inibigdo da enzima a-glicosidase sd0 expressos em
porcentagem de inibicdo (%). A concentracdo das amostras dos residuos de protium e
copaiba foram delOu/mL e 100p/ml e do controle positivo Acarbose foi de 1 mg/mL.
Pelos resultados obtidos, verifica-se que o0s residuos ndo apresentaram resultados
satisfatorios para inibi¢do da enzima a-glicosidase, uma vez que os valores encontrados
séo inferiores a 10% (0,8 + 0,1 e 0,5 + 0,2, respectivamente).

Tabela 6: Atividade inibitoria da a-glicosidase dos residuos de copaiba e Protium.
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Amostra Inibicéo (%0)

RCOP 05+0,2
RPRO 08+0,1
RCOPd 0,7+0,2
RPROd 1,3+0,3
ACARBOSE 65,3+ 0,6

Legenda: Acarbose é o controle positivo; RCOP: residuo de copaiba 100u/mL; RPRO: residuo de Protium
100p/mL; RCOPd: 10p/mL; RPROd: 10pu/mL.

Oliveira et al.(2005) avaliaram o efeito dos extratos etanolico, butandlico e aquoso
de carqueja em concentragcfes superiores aos testados no presente estudo, sobre a glicemia
de ratos diabéticos e ndo diabéticos e constataram que apenas a fracdo aquosa de Baccharis
trimera (2000mg/kg, duas vezes por dia) reduziu a glicemia apds um tratamento de sete
dias.

O extrato etandlico das cascas de Allamanda blanchetti (Apocynaceae), espécie
nativa do Cerrado, demonstrou percentual de inibi¢do da a-glicosidase 33,57+0,065%,
valor superior ao apresentado pelos residuos de Protium e copaiba, que ndo apresentaram
inibicdo (SOUZA, 2011).

45.2 Lipase

Tanto o residuo de Protium quanto de copaiba ndo apresentaram resultados
promissores em inibir a acdo da enzima lipase. As porcentagens de inibicdo enzimatica
obtida nas concentracOes testadas ndo foram eficientes quando comparadas ao controle
positivo utilizado (Orlistat 93,2 + 1,1%).

Tabela 5: Atividade inibitdria da lipase pancreéatica dos residuos de copaiba e Protium.

Amostras | Inibicdo (%)
RCOP 55%£1,8
RPRO 46+1,3
RCOPd 3411
RPROd 0,3+£0,8

ORLISTRAT 932+11

Orlistat é o controle positivo; RCOP: residuo de copaiba 100 p/mL; RPRO: residuo de Protium 100 w/mL;
RCOPd: 10i/mL; RPROd: 10u/mL.

Souza (2009) avaliou a capacidade das cascas de Malus communis (Rosaceae) em

inibir a acdo da enzima lipase. Foi determinado que o extrato metandlico das cascas da
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espécie apresentou um percentual de inibicdo de 24,1+0,08, com baixo percentual de
inibicdo enzimatica, mas superior ao encontrado para os residuos de Protium e Copaiba.

Ferreira (2018) encontrou resultados promissores em inibir a acdo da enzima lipase
para a fracdo em diclorometano das cascas de C. sessilis (71,2 £ 10,7%), além de
resultados tao eficientes para acetato de etila das cascas (98,4 + 2,1%) quanto o controle
positivo (Orlistat 94,5 + 8,3%).

4.5.3 Atividade antimicrobiana

Como nédo existe um padrao sobre o nivel aceitavel para determinar a eficacia de
um extrato, utilizou-se como critério para a determinacdo da atividade antimicrobiana a
presenca de halo de inibicdo igual ou superior a 5 milimetros (AL-HEBSHI et al., 2006;
OSTROSKY et al., 2008).

A avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) € realizada apds o teste de
triagem denominado difusdo em Agar/antibiograma e, em caso de viabilidade, as amostras
sdo avaliadas novamente. Em relacdo a atividade antibacteriana, os residuos de Protium e
Copaiba nédo apresentaram acao frente aos isolados Gram-negativos (Tabela 7). O residuo
de Protium nédo apresentou atividade frente aos Gram-positivos (Tabela 8), enquanto o

residuo de copaiba apresentou acao apenas frente a Streptococcus mutans.

Tabela 7: Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos residuos de Copaiba e Protium frente a
bactérias Gram-positivas.

- Gram-positivas
Amostras ATCC 4083 ATCC 25175 ATCC 80958 ATCC 33591 ATCC 27851
T S. faecalis S. mutans S. aureus MRSA S. simulans
Copaiba ) 15 mm ) ) .
Protium - - - - _
TIENAM 28 mm 31 mm - - -
OXA - - 25+0,59 26+0,59 27+0,59

(-) sem atividade, ATCC 4083 (Streptococcus faecalis), ATCC 25175 (Streptococcus mutans), ATCC 80958
(Staphylococcus aureus), ATCC 33591 (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e ATCC 27851
(Staphylococcus simulans).
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Figura 18: Atividade antibacteriana das amostras RICO01 e RIBR02 pelo método de difuséo agar. Proteus
(40), P. aeruginosa (48), S. aureus (87), S. sumulans (94) e MRSA (97).

No estudo de Silva Moraes e colaboradores (2020), a oleorresina de C. pubiflora
foi testada contra patdgenos bucais, sendo determinados os valores de CIM e CBM, que
foram iguais para a maioria das bactérias aerdbias testadas, incluindo S. mutans e E.
faecalis, que apresentaram CIM de 25u/mL. No presente estudo S. mutans, foi sensivel ao
residuo de copaiba, apresentando um halo de inibicdo de 15 mm, mas nao apresentou
inibigdo frente a E. faecalis.

Diversos estudos relatam a eficiéncia da oleorresina de C. officinalis em diferentes
concentracOes frente a S. aureus. Enquanto para o residuo da extracdo do OE de copaiba
ndo apresentou inibicdo. Gondim (2023) obteve eficiéncia a uma concentracdo inibitéria
minima de 100u/mL, enquanto as cepas inoculadas por Santos et al.(2020) apresentaram
atividade sob concentragfes entre 62,5 e 125 puL/mL. Ja Mendonga e Onofre (2009)
abordaram eficiéncia antibacteriana sob CIM igual a 3,12%.

Outro estudo que corrobora com os resultados encontrados para o residuo de
Copaiba neste trabalho é o apresentado por Santos e colaboradores (2008), que confirma a
atividade bactericida da oleorresina de C. reticulata Ducke frente as cepas de S. aureus, S.
epidermidis e S. aureus meticilina resistente (MRSA). E fundamental ressaltar que
variacBes nas concentragdes dos metabolitos na composicdo quimica dos residuos, a
degradacdo dos mesmos e as diferencas dentro das espécies podem estar relacionados aos
diferentes resultados obtidos pelos diversos estudos. Nascimento e colaboradores (2007)

demonstraram, em seu trabalho, a atividade antimicrobiana do B-bisaboleno frente a
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Staphylococcus aureus e que a sinergia com os f-lactamicos pode ser eficaz frente a cepas

B-lactamase positivas.

Tabela 8: Avalia¢do da atividade antimicrobiana dos residuos de Copaiba e Protium frente a
bactérias Gram-negativas.

Gram-negativas
CDICZf];ElD - ATCC El;;:ﬁigS‘ ATCC ATCC 13311 151;515595
Amostras 10536 . 15175-113 S.
P. E. coli E. coli P. putida | typhimurium P.
aeruginosa ’ (EPEC) : . mirabilis
Copaiba - - - - - -
Protium - - - - - -
TIENAM 16+0.60 22 mm 22 mm 21 mm 28 mm 19+0,59
OXA - - - - -

(-) sem atividade, CDC EDL-1284 (Pseudomonas aeruginosa), ATCC 10536 (Escherichia coli ndo
diarreicogénica), ATCC E234869 (Escherichia coli enterotoxigénica tipica (EPEC), ATCC 15175-113
(Pseudomonas putida (oralis), ATCC 13311 (Salmonella typhimurium) e ATCC 15290-095 (Proteus
mirabilis).

Santos e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes
espécies do género Copaifera através da técnica de diluicdo em poco, no qual a oleorresina
das oito espécies foi inativa frente aos isolados Gram-negativos, sendo 0 mesmo resultado
encontrado neste trabalho para o residuo da copaiba.

Mendonga e Onofre (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana da C. multijuga
Hayne também pela técnica de difusdo em disco frente as cepas Gram-negativas de E. coli,
P. aeruginosa. A oleorresina foi eficiente em todos os isolados, com maior halo de inibi¢éo
de 12+2,23mm apresentado para o isolado de E. coli na concentracdo de 100%. Resultado
semelhante também foi obtido para Pseudomonas aeruginosa, no qual o crescimento foi
inibido concentragdo de 100% da oleorresina formando um halo de inibigcdo de 13+1,97
mm. Ambos foram diferentes dos resultados encontrados para o residuo de copaiba.

Santos e colaboradores (2020) avaliaram a oleorresina bruta, a fracdo de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e de diterpenos &cidos obtidos de C. reticulata frente aos
isolados de S. aureus, S. enterica serovar Typhimurium, L. monocytogenes e E. coli, e
observaram que tanto a oleorresina bruta quanto as fracfes obtidas inibiram somente a
bactéria S. aureus, sendo as demais resistentes. Com excecdo de S. aureus, os resultados
para 0s demais isolados foram 0os mesmos obtidos para o residuo da extracéo.

Santos e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antibacteriana das oleorresinas
de C. martii, C. officinalis e C. reticulatae foram analisadas para bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, mas boa atividade s6 foi observada contra bactérias Gram-positivas

(Staphylococcus aureus, S. aureus resistentes a meticilina, Staphylococcus epidermidis,
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Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis) com uma faixa de CIM de 62,5-125 pg/mL,
sendo essas oleorresinas inativas contra bactérias gram-negativas.

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas diferem nas suas paredes celulares,
com as membranas externas das bactérias Gram-negativas agindo como uma barreira mais
forte do que as bactérias Gram-positivas. A oleorresina de copaiba parece alterar a
estrutura da parede celular bacteriana, como resultado, uma explicacdo plausivel para a
auséncia de qualquer atividade contra bactérias Gram-negativas poderia estar relacionada a
sua complexa morfologia das estruturas da parede celular (MASSON et al., 2013).

O extrato hidroetandlico do exocarpo do fruto de Protium spruceanum foi avaliado
frente aos isolados de Staphylococcus aureus (ATCC 9891), Salmonella typhimurium
(ATCC 14028), Salmonella enteritidis (ATCC 13076) e Escherichia coli (ATCC 8739). O
extrato apresentou alto potencial de inibicdo bacteriana sobre S. aureus e E. coli. Discreta
inibicdo foi observada para S. serovar Enteritidis, enquanto S. serovar Typhymurium nao
foi possivel verificar inibicdo antibacteriana em nenhuma das doses, demonstrando ser
ineficaz. No presente estudo, o residuo de Protium nao apresentou atividade para nenhuma
das cepas avaliadas, concordando com parte dos resultados encontrados por Menezes filho
(2022).

Cabral e colaboradores (2020) testaram a atividade antimicrobiana do o6leo
essencial extraido das folhas de P. heptaphyllum frente aStreptococcus mutans (MIC = 50
mg/mL) e S. mitis (MIC = 62,5mg/mL), e os Oleos da fruta verde e madura contra
Prevotella nigrescens (ambos, MIC = 50 mg/mL), apresentando forte atividade, enquanto o
residuo ndo apresentou nenhuma acédo de inibi¢éo aos isolados.

O residuo apresentou como um dos compostos principais o0 p-cimeno, no qual uma
variedade de estudos com compostos purificados demonstrou que esse monoterpeno
demonstrou inibigdo contra uma variedade de microrganismos. O efeito antimicrobiano do
p-cimeno contra Shigella sonei, Shigella flexneri e Escherichia coli foi determinado
usando o ensaio de difusdo em poco de &gar. Os resultados obtidos mostraram que esta
molécula ndo tinha atividade antibacteriana (BAGAMBOULA et al., 2004).

Outros estudos mostram o efeito biologico significativo do P. spruceanum, como o
estudo de Amparo et al.(2018) utilizando o extrato etanélico dos galhos de P. spruceanum
com boa eficacia sobre zonas de inibicdo maiores que 10 mm em 19 bactérias patogénicas,
sendo este um extrato com alto potencial bacteriostatico.

Silva et al.(2013) observaram a baixa atividade inibitéria dos Oleos essenciais

comerciais de Protium spp. frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli.As amostras
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foram mais ativas testadas contra os fungos Candida albicans e Aspergillus Niger com
Valores de CIM iguais ou superiores a 2,5 mg/mL.

Bandeira e outros (2006) observaram que o 6leo essencial de P. heptaphyllum, que
contém terpinoleno (28,5%), limoneno (16,9%), -felandreno (16,7%) e -pineno (10,5%)foi
ativo contra C. albicans, S. aureus e E. coli. Estes resultados sugerem que a falta ou baixa
concentracdo de monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados na composicdo destes 6leos
pode estar relacionada com a sua baixa atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2007).

Segundo alguns estudos, a atividade antimicrobiana de alguns éleos essenciais esta
relacionada a altas concentracbes de compostos fendlicos, como fenilpropandides
(eugenol, metil-eugenol e 4-etil-guaiacol) e monoterpenos (timol e carvacrol), que nao

foram encontrados nos residuos utilizados neste estudo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos na analise quimica entre as andlises com as diferentes
condi¢Bes do CG-EM demostraram que uma variedade de sesquiterpenos nos residuos da
destilacdo das oleorresinas de copaiba e de Protium. Os perfis obtidos foram semelhantes
aos encontrados na literatura. O residuo de Protium spp. apresentou como componente
majoritario o p-Cimeno (37,94%), seguido do sesquiterpeno Junenol (14,61%) e do
triterpeno Lupeol (9,71%). Enquanto o residuo de copaiba apresentou o sesquiterpeno
cariofileno como componente mais abundante, sendo também o biomarcador do género.

Os perfis cromatograficos também mostraram transformagfes quimicas como
degradac6es e oxidagdes resultantes do processo de destilagdo do 6leo essencial, além de
indicadores da presenca de &cidos graxos na composicao do residuo de copaiba.

O residuo de copaiba apresentou baixa citotoxicidade para as duas linhagens
testadas, sendo um resultado promissor apenas para a linhagens ndo tumoral MRC5. O
residuo de Protium foi citotoxico para a linhagem ndo tumoral de MRC5, e altamente
citotoxico para a linhagem tumoral de HEPG2, sendo um resultado vidvel para estudos
posteriores.

Foi verificada a acdo inibitdria das enzimas digestivas dos residuos para a enzima
lipase pancreatica e a-glicosidase, no entanto ndo foram obtidos resultados significativos.

Com relagdo a atividade antibacteriana dos residuos frente as cepas testadas, uma
baixa atividade foi observada com pequeno halo formado pelo residuo de copaiba para a S.

mutans.
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Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho reforcam que os residuos
apresentam potencial bioativoe que outras avaliacGes devem ser realizadas a fim de avaliar
outras propriedades biotecnoldgicas, sendo uma fonte promissora para elaboracdo de

bioprodutos.
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