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APRESENTACAO

Segundo Bachelard, “um discurso sobre o método cientifico sera sempre um
discurso de circunstancia, nao descrevera uma constituicdo definitiva do espirito
cientifico”; considerando a amplitude dessa tematica, uma obra que almeje langar foco em
propostas, recursos e resultados nas ciéncias da saude, naturalmente tera como desafio a
caracterizacao de sua abordagem metodoldgica. Neste sentido, este e-Book foi organizado
de modo a apresentar ao leitor 171 artigos seriados justamente por este elo comum que
une, na ciéncia, a proposta (objetivo), o recurso (viabilidade) e o resultado (evidéncia): o
método de pesquisa per si.

Dos seus nove volumes, os dois primeiros sdo dedicados aos relatos de caso, relatos
de experiéncia e de vivéncia em saude apresentando aspectos da realidade clinica, cultural
e social que permeiam a ciéncia no Brasil.

Ja no intuito de apresentar e estimular o dialogo critico construtivo, tal qual o
conhecimento dos recursos teoricos disponiveis frente aos mais variados cenarios em
saude, os volumes trés, quatro e cinco exploram estudos de revisdo da literatura que
discutem o estado da arte da ciéncia baseada em evidéncia sugerindo possibilidades,
hipoteses e problematicas técnicas no intuito de delimitar condutas para a pratica clinica.

Por fim, os volumes de seis a nove compreendem os resultados quali e quantitativos
das mais diversas metodologias de intervencdo em saude: estudos comparativos, ensaios
clinicos e pré-clinicos, além de acbes em politicas publicas na area de saude coletiva.

Com ainteleccao dos tdpicos tratados nessa obra, espera-se — tanto quanto possivel
— contribuir no processo de ampliacéo, fundamentacéo e fomento da discusséao e reflexado
cientifica na interface entre propostas, recursos e resultados nas Ciéncias da Saude.

Luis Henrique Almeida Castro
Thiago Teixeira Pereira
Fernanda Viana de Carvalho Moreto
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RESUMO: Protium heptaphyllum March.
(Burseraceae) é uma planta comum da regiéo
amazébnica. A resina da casca € popularmente
usada para tratar doencas de pele, ulceras e
como agente analgésico. O objetivo deste
trabalho foi extrair o 6leo essencial de diferentes
partes de Protium heptaphyllum March.,
caracteriza-lo quimicamente por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) e avaliar sua atividade
anticolinesterasica. Os 6leos essencias das
folhas, frutos e resina foram extraidos utilizando
um sistema de hidrodestilacéo e a identificacéo
dos constituintes dos 6leos essenciais foi feita
por CG-EM. Para o teste anticolinesterasico foi
utilizado o éleo essencial extraido da resina,
com base no método de Ellman modificado por
Rhee. A composicao dos 6leos essencias de
diferentes partes de P. heptaphyllum obtidos
por
diversificados. O Oleo essencial dos frutos

hidrodestilagao apresentaram-se bem

mostrou alta abundancia relativa em limoneno

(92,68%), esse também foi o constituinte
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majoritario do 6leo essencial da resina, no entanto, foi ausente na composi¢cao do éleo
essencial das folhas, cujo constituinte majoritario foi o sesquiterpeno B-cariofileno. A atividade
anticolinesterasica se mostrou potente nas concentragées de 1 e 0,5 mg/mL (>50%) para o
Oleo essencial da resina.

PALAVRAS-CHAVE: Aimécega, Hidrodestilagdo, limoneno, acetilcolinesterase.

ESSENTIAL OIL OF PROTIUM HEPTAPHYLLUM MARCH: CHEMICAL COMPOSITION
AND ANTICHOLINESTERASE ACTIVITY

ABSTRACT: Protium heptaphyllum March. (Burseraceae) is a common plant from the
amazon region. The bark resin is commonly used to treat skin diseases, ulcers and as an
analgesic agent. The scope of this work was to extract the essential oil from different parts
of Protium heptaphyllum March., analyze it chemically by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS) and evaluate its anticholinesterase activity. The essential oils
of the leaves, fruits and resin were extracted by hydrodistillationand the identification of the
constituents of the essential oils was evaluated by GC-MS. For the anticholinesterase test,
the essential oil extracted from the resin wasused, according to Ellman’s method modified
by Rhee. The composition of essential oils from different parts of P. heptaphyllum obtained
by hydrodistillation was quite distinct. The essential oil obtained from the fruits showed a
high relative abundance in limonene (92.68%), which was also the major constituent of
the essential oil of the resin, however, it was absent in the composition of the essential
oil of the leaves, whose major constituent was the sesquiterpene B-cariophylene. The
anticholinesterase activity was shown to be potent at concentrations of 1 and 0.5 mg / mL(>
50%) for the essential oil of the resin.

KEYWORDS: Almécega, Hydrodistillation, Limonene, acetylcholinesterase

11 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo utilizadas ha séculos para tratar diversas enfermidades.
A etnofarmacologia se apoia no uso dessas plantas em busca de novas substancias
terapéuticas (SIMOES, 2017). Os 6leos essenciais estdo presentes em uma grande
quantidade de plantas, sdo comumente denominados de drogas aromaticas devido o odor
caracteristico que essas substancias propiciam, chamadas também de Oleos volateis
ou etéreos, em geral odoriferos e liquidos, possuindo baixo ponto de ebulicdo, sendo
a volatilidade a principal caracteristica. S&o0 compostos por uma mistura complexa de
substancias: hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres,
dentre outras (Sociedade Brasileira de Farmacognosia, 2009).

Protium heptaphyllum March. (Burseraceae), vulgarmente conhecida por almecega €
uma planta comum da regidao amazénica, mas pode ser encontrada também em diversas

partes do Brasil, em especial Ceara, Bahia e Piaui (Mobinet al., 2016). A resina da casca
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€ popularmente usada para tratar doencas de pele, ulceras, como agente analgésico e

também utilizada como incenso de igreja (Melo et al., 2019; Amparo et al., 2019; Oliveira

et al., 2005). As plantas pertencentes a Familia Burseraceae produzem uma resina ricas

em terpenos (mono, sesqui e triterpenos), responsaveis por algumas das atividades
farmacolégicas atribuidas a planta (PALERMO, 2018).

As doencas neurodegenerativas

sado responsaveis por grande indice de

morbimortalidade mundialmente, como por exemplo a Doenca de Alzheimer (DA), capaz de

causar deméncia e outros sintomas, como confusao, disturbios de linguagem, agitacao, e

outras condicdes debilitantes (BIRD, 2018). Com isso, tem-se buscado novas substancias

capazes de atuar inibindo ou retardando a atividade de algumas vias metabdlicas

responsaveis por manifestar essas doencas. O estudo da atividade anticolinesterasica

€ bastante promissor para a descoberta de novas terapias farmacolbgicas para tratar a
DA (ALMEIDA; SANTOS, 2018). A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que quebra
ésteres de colina (especialmente a acetilcolina) responsavel pela regulagcdo desse

neurotransmissor (SILVA, L.S., 2016). A inibicao dessa enzima proporciona um alivio dos

sintomas em individuos com DA, pois estes possuem niveis baixos de acetilcolina em seu

organismo, promovendo a reversdo do quadro momentaneamente (LIMA, D., 2008).

Tendo em vista essas caracteristicas, o objetivo deste trabalho foi extrair os 6leos

essenciais da resina, folhas e frutos de Protium heptaphyllum March., caracteriza-los

qguimicamente utilizando Cromatografo a Gas acoplado a Espectrometria de Massas (CG-

EM) e avaliar a atividade anticolinesterasica do 6leo da resina (Figura 1).
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Figura 1: Componentes majoritarios dos 6leos essenciais das folhas, frutos e resina e atividade
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anticolinesterésica do O.E. da resina de Protium heptaphyllum March.
Fonte: Autor, 2019.

2| PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material Vegetal

Frutos e folhas de P. heptaphyllum (foram coletadas na localidade Roncador (Grande
Teresina) no més de fevereiro. A resina de almécega foi adquirida no mercado central da
cidade de Teresina - Pl em abril de 2019.

2.2 Extracdo do Oleo Essencial

O 6leo essencial foi extraido utilizando um sistema de hidrodestilacéo tipo Clevenger
modificado, durante 3 e 4 horas para folhas (50 g),frutos (100 g) e resina (422 Q),
respectivamente. Para a identificacdo dos constituintes dos Oleos essenciais por CG-EM
foi utilizado o cromatégrafo gasoso CGMS-QP2010 SE Ultra (Shimadzu) acoplado a um
espectrOmetro de massas, equipado com auto amostrador AOC-5000 e coluna capilar
Rxi-5MS (5% difenil - 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). O gas de
arraste utilizado foi Hélio (99,9999%; White Martins) com fluxo constante de 1 mL/min. A
identificacao foi feita com base na fragmentacao, ion molecular e semelhanc¢a do espectro
com a base de dados do Programa GCMS Postrun Analysis.

2.3 Atividade anticolinesterasica

A atividade anticolisnesterasica foi realizada conforme o método de Eliman,
modificado por Rhee (2001). Para o teste foi utilizado o 6leo essencial extraido da resina.
Foram preparadas solugcdes do 6leo essencial extraido da resina diluidas Buffer A - Tris/
HCI 50 mM, pH 8 em cinco diferentes concentragdes (1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg/
mL). Em seguida, adicionou-se 25 uL de iodeto de acetilcolina (15uM) em placa de 96
pocos. Acrescentou-se em todos os pocos 125 yL do DTNB (Reagente de Ellman) em
buffer C - Tris/HCI 50 mM, pH 8, NaCl (0,1 M); MgCl,-6H,O (0,02 M). Em todos os pogos
adicionou-se 50 yL do Buffer B - Tris/HCI 50 mM, pH 8, com 0,1% bovine albumin fraction
(BSA). Posteriormente, adicionou-se 25 pyL das amostras em concentragdes crescentes
(0,0625-1,0 mg/mL) em triplicata. O branco foi realizado com 25 yL do buffer A + 50
pL do buffer B + 25 pl de ATCI + 125 pyL do DTN. A placa foi agitada levemente para
homogeneizar os meios e em seguida permaneceu em repouso durante 15 minutos a
temperatura entre 30-37 °C. Foi medida a absorbancia no comprimento de 405 nm até
se obter valores constantes. Decorrido esse tempo, adicionou-se em todos os pocgos 25
pL da enzima acetilcolinesteraze 0,22 U/mL e as leituras realizadas no tempo 0 min e
no tempo de 5 min. O valor da concentragéo inibitoria média (Cl,)) foi determinado por
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regressao nao-linear, com intervalo de 95% de confianga no software Graph Pad Prism
6.01 (San Diego, CA, USA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do Oleo essencial de diferentes partes de P. heptaphyllum por
hidrodestilacdao demonstrou grandes diferencas em relacdo a abundancia relativa de
algumas substéncias comuns entre elas, bem como variagdo nos constituintes. O 6leo
essencial obtido da resina de P. heptaphyllum apresentou um rendimento de 1,14% (m/m),
na analise por CG/EM foram identificados sete constituintes, onde a predominancia se
deve a monoterpenos como demonstrado na Tabela 1. Os constituintes presentes em
maior abundancia foram: Limoneno (40,53%), eucaliptol (21,22%) e p-cimeno(17,22%).
Mobinet. al(2016) em seu estudo da atividade antifungica do 6leo essencial obtido da
resina, apresentaram composicdo quimica semelhante em relacdo aos metabdlitos
secundarios. Na Figura 2 é possivel observar o cromatograma de ions totais (TIC) do
6leo essencial da resina de P. heptaphyllum.

LIMONENO
100
80
EUCALIPITOL
= uC 0
< 604
2 |
ks
E P-CIMENO
= .
g 40 L
E
<
20
0 : : : : . : : : : :
5 10 15 20 25 30
Tempo de Retengdo (min)

Figura 2: Expans&o do cromatograma de ions totais (TIC), 5 a 30 min, do éleo essencial da resina da
casca de P. heptaphyllum.

Fonte: Autor, 2019.

O dbleo essencial obtido do fruto de P. heptaphyllum apresentou um rendimento de
0,5% (m/m) onde na analise por CG - EM foram identificados oito constituintes, onde a
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predominancia se deve também a monoterpenos como demonstrado na Tabela 1. Os
constituintes presentes em maior abundancia foram: Limoneno (92,68%) e B-cis-ocimeno
(4,99%). Na Figura 3 é observado o cromatograma de ions totais (TIC) do éleo essencial
do fruto de P. heptaphyllum.
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Figura 3:Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial do fruto de P. heptaphyllum.
Fonte: Autor, 2019.

O dbleo essencial obtido das folhas de P. heptaphyllum apresentou um rendimento
de 0,015% (m/m) onde na analise por CG/EM foram identificados 11 constituintes, com
predominancia de monoterpenos como mostrado na Tabela 1. Os constituintes presentes
em maior abundéncia foram: B-cariofileno (32,08%), Ledeno(16,71%) e B-trans-ocimeno
(15,74%). Na Figura 4 é demonstrado o cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo
essencial das folhas de P. heptaphyllum.

[J-CARIOFILENO

[J-FOCIMENO <

LEDENO

Tempo de Retengdo (min)

Figura 4:Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial das folhas de P. heptaphyllum.
Fonte: Autor, 2019.
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A Tabela 1 contem as porcentagens da area integrada no cromatograma de ions
totais e os principais constituintes identificados por parte da planta.

Porcentagem Relativa
Folhas Frutos Resina

Cis-hexa-3-en-1-ol J} 3,18 - -
HO
CHs
4@ - 0,22 2,26
ch
CH;

2-B pineno 5a< . 0,30 -

Mirceno )\/W - 0,65 -

CH3
a-felandreno @ - 0,18 2,36
C C
C C
CH;

Constituintes Estrutura

a-pineno

H 3

0-3-careno /Fj

3 H
Hj Hj

- - 6,38

p-cimeno - - 17,22

CH;
Limoneno - 92,68 40,53
H3C N CH2
CHj;
Eucaliptol E? - - 21,22
H;C CH;
HsC
B-cis-ocimeno >/;\}CH3 - 4,99 -
HiC Ho
=
B -trans-ocimeno = N 15,36 0,29 -
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CH;

a-terpineol - - 6,77

a-copaeno 4,86 - -
B-cariofileno 31,35 0,18 -
Aromadendreno 2,85 - -
B- Farneseno Z 3,86 - -
| |
a-humuleno 1,87 - -
N
/
B- Farneseno E / 4,05 - -
\
8-cadineno 2,05 - -
Germacreno-B 14,19 - -
/ N
Ledeno 16.38 - -
TOTAL - 100% 99% 97%

Tabela 1. Constituintes do 6leo essencial dos frutos, folhas e resina da casca de Protium heptaphyllum
identificados por CG-EM e suas respectivas abundancias relativas.

Fonte: Autor, 2019.
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Os rendimentos dos 6leos essenciais seguiram a seguinte ordem: resina (1,14%) >
frutos (0,5%) > folhas (0,03%).

Para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica apenas o 6leo da resina, obtido em
maiores rendimentos, foi testado.

Em relacdo a atividade anticolinesterasica para o 0leo essencial da resina, obteve-
se concentragéo inibitoria média (Cl,) de 0,4391 mg/mL, em que a porcentagem de
inibicdo da enzima para cada concentracdo do O.E. utilizada no teste foi de: 1 mg/mL
(67,52%); 0,5 mg/mL (54,33%); 0,25 mg/mL (41,03%); 0,125 mg/mL (16,03%); 0,0625 mg/
mL (11,36%) (Figura 5). O controle positivo utilizado foi a Rivastigmina (Cl, = 0,0589 mg/
mL), um inibidor seletivo da acetilcolinesterase que apresentou as seguintes porcentagens
de inibicdo: 1 mg/mL (100,00%); 0,5 mg/mL (89,76%); 0,25 mg/mL (82,03%); 0,125 mg/mL
(73,09%); 0,0625 mg/mL (50,74%).

Vinuthaet al. (2007) classificou em seu estudo os inibidores da enzima AchE
conforme seu percentual de inibicdo em trés tipos: inibidores potentes (>50% de inibi¢éo),
moderada inibicdo (30-50% de inibicdo) e de baixa inibicdo (<30% de inibicdo). Dessa
forma o O.E. analisado demostrou uma potente inibicdo da AchE nas concentracdes de 1
e 0,5 mg/mL.

100+

Inibicdo da AChE (%)

Figura 5: Porcentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase por 6leo essencial extraido da resina
de P. heptaphyllum

Fonte: Autor, 2019.

O valor obtido para o O.E. de Cl, ;= 0,4391 foi um valor semelhante a outros 6leos
essenciais relatados na literatura de outras espécies com uma alta atividade inibitoria da
enzima AchE(Dohi; Terasaki; Makino, 2009). Esse valor de Cl  para o O.E. em estudo foi
proximo ao valor de Cl, da Rivastigmina, que € um medicamento ja utilizado no tratamento
da doenca de Alzheimer, isso pode levar a futuros estudos mais detalhados da atividade
inibitéria da AchE com o O.E da resina de P. heptaphyllum para o desenvolvimento de um
medicamento natural que possa ser utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer. Além
disso, nao foi encontrado nenhum relato da atividade farmacoldgica do éleo essencial
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da resina de P. heptaphyllum sobre a ezima acetilcolinesterase, o que torna este estudo
inédito na literatura.

41 CONCLUSAO

Os Oleos essenciais das folhas, frutos e resina de P. heptaphyllum mostraram
composi¢cdo quimica diferenciada em compostos terpénicos, contudo os 6leos dos frutos
e resina apresentaram como constituinte majoritario o monoterpeno limoneno, enquanto
que o Oleo essencial das folhas apresentou como constituinte majoritario o sesquiterpeno
B-cariofileno. Observaram-se também grandes diferencas nos rendimentos dos Oleos
obtidos, na seguinte ordem: resina > frutos > folhas. A atividade anticolinesterasica se
mostrou potente nas concentracdes de 1 e 0,5 mg/mL (>50%) para o 6leo essencial da
resina. Sugere-se que o0 Oleo essencial da resina de P. heptaphyllum é promissor para
o desenvolvimento de um fitoterapico com atividade anticolinesterasica, sendo este
estudo pioneiro para a avaliacdo desta atividade com o 6leo essencial da resina de P.
heptaphyllum.
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