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RESUMO

E crescente, nos Ultimos anos, o numero de estudos sobre os compostos
fendlicos, sua atividade antioxidante e, principalmente, relacionando-os aos
beneficios a saude humana. Dessa forma, aliado aos incentivos de inovacao
farmacéutica e da fitoterapia associada a Nutricdo e, buscando a integracéo da
medicina tradicional com a medicina convencional, o presente trabalho consiste
em um estudo experimental de analise de extratos vegetais da casca da planta
Mururé (Brosimum Acutifolium Huber), que €& amplamente utilizada pela
medicina popular Amazénica. Os experimentos foram realizados no Nucleo de
Morfologia e Imunologia aplicada — NuPMIA, pela Universidade de Brasilia —
UnB, com analise pelos métodos espectrofotométrico e cromatografia liquida
de alta eficiéncia - HPLC em amostras coletadas no Seringal Novo Encanto, no
municipio de Labrea — Amazonas. Os compostos apresentaram espectro UV-
Vis com banda de absor¢do maxima em 325,6 nm no extrato etandlico e 325,2
nm no extrato aquoso. A separacdo dos componentes dos extratos etandlico e
aquoso por CLAE mostraram perfil cromatografico com varios picos em 280
nm. O pico de maior absor¢cdo na analise do extrato etandlico apresentou
tempo de retengdo (TR) em 15,77 minutos e o pico de maior absorgdo na
andlise do extrato aquoso apresentou tempo de retencédo (TR) em 15,91
minutos. Foram encontrados diversas curvas representantes de compostos
organicos, sugestivos de compostos fendlicos, em ambos os extratos vegetais
analisados. Dentre eles, o extrato etandlico apresentou maior concentracdo de
compostos que o extrato aquoso. A curva de maior absorgdo na analise (280
nm) se destacou em absorbancia quando comparado as outras curvas
encontradas nas amostras analisadas, demonstrando destaque nos extratos de
Mururé, sugerindo estarem presentes na respectiva curva, os compostos de
maior eficiéncia farmacologica da planta. Para melhor identificagdo dos
compostos presentes na curva em destaque, sugere-se a analise isolada em
espectrdbmetro de massa. O Mururé é uma planta com aplicabilidade
antioxidante e anti-inflamatdria, podendo ser uma ferramenta coadjuvante nos
tratamentos de saude na pratica clinica de profissionais como, nutricionistas e
especialistas em fitoterapia, valorizando a flora Nacional e integrando a
medicina tradicional brasileira com a medicina integrativa.
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Epigrafe

“Com este canto te chamo, porque dependo de ti. Quero encontrar um diamante, sei que ele
existe e onde esta. Ndo me acanho de pedir ajuda: sei que sozinho nunca vou poder achar.
Mas desde logo advirto: para repartir com todos. Traz a ternura que escondes machucada no
teu peito. Eu levo um resto de infancia que meu coracdo guardou. Vamos precisar de fachos
para as veredas da noite, que oculta e, as vezes, defende o diamante .Vamos juntos. Traz toda
a luz que tiveres, ndo te esquecas do arco-iris que escondeste no pordo. Eu ponho a minha
poronga, de uso na selva, € uma luz que se aconchega na sombra. N3o vale desanimar, nem
preferir os atalhos sedutores que nos perdem, para chegar mais depressa. Vamos achar o
diamante para repartir com todos. Mesmo com quem ndo quis vir ajudar, pobre de espirito.
Com quem preferiu ficar sozinho bordando de ouro o seu umbigo engelhado. Mesmo com
quem se fez cego ou se encolheu na vergonha de aparecer procurando. Com quem foi
indiferente e zombou das nossas maos infatigadas na busca. Mas também com quem tem
medo do diamante e seu poder, e até com quem desconfia que ele exista mesmo. E existe: o
diamante se constrdi quando o procuramos juntos no meio da nossa vida e cresce, limpido,
cresce, na intengao de repartir o que chamamos de amor.”

Thiago de Mello



INTRODUGAO

A populagdo brasileira possui em sua cultura costumes tradicionais
repassados entre geragdes que sao referentes a utilizagdo dos recursos da
fauna e da flora nacional, como as plantas medicinais e suas respectivas
preparagdes, com o intuito de auxiliar o organismo e suas fung¢des biologicas
(FRANCA et al., 2007), atendendo, por fim, as necessidades basicas de saude,
como as necessidades nutricionais (FERREIRA, 2010).

Tanto Oliveira (2001), quanto Filocredo (2017) comentam que no
passado a utilizagdo desses recursos se dava de forma isolada, mas hoje
encontram-se, geralmente, como componentes a novos medicamentos
vendidos em farmacias. Sendo que, muitos desses produtos — cascas, folhas,
raizes ou caules — sdo de origem extrativista e, geralmente, comercializados in
natura, nas feiras de agricultores locais.

Entre as varias notaveis espécies da flora brasileira utilizadas como
coadjuvante no tratamento de enfermidades, a literatura descreve a Brosimum
acutifolium Huber (The Plant List, 2010; Reflora, 2014) (Figura 1) como uma
potencial ferramenta natural de uso farmacolégico e, que possui ampla
distribuicdo dentro do territorio Brasileiro (Apéndice A).

Brosimum acutifolium Huber é popularmente utilizada na cultura nortista
brasileira, assim como na cultura indigena — indios Shipibo-conibo (Peruanos)
e os indios Waiapi (Guianés). Esta espécie possui atividades bioativas no
tratamento de desordens gastrointestinais, ulceras gastricas, assim como de
purificar o sangue, regular o sistema nervoso, tratar dores de cabecga, de

melhorar a capacidade cognitiva e de acgao anti-inflamatoéria, antirreumatica e



anti sifilis, sendo utilizada para estes fins pela populagéo tradicional. (TAYLOR
2006) [Apéndice B]

Sabe-se que essa planta possui, em sua composicdo quimica,
metabolitos biologicamente importantes, como os compostos fendlicos,
cumarinas e alcaloides (ARAUJO, 2005; TAYLOR 2006; LIMA, 2013).

Em sua revisdo, Taylor (2006), acrescida de Maués (2013) e Fonseca
(2014), demonstram grande interesse na diversidade e na eficacia dos
compostos fendlicos presentes nesta espécie no combate a doencas
inflamatorias e ao stress celular.

A atividade farmacoldgica ja elucidada dos compostos presentes em Brosimum
acutifolium Huber, trazem reforgo a eficiéncia da planta para fins terapéuticos.
Ohsaki et al., (2002) encontraram flavonoides no extrato etandlico da casca de
B.acutifolium  Huber com efeitos inibidores da proteina kinase A e C.
Takashima et al, (2005), relataram atividade citotdxica dos compostos
Brosimacutina K e Luteolina em célula leucémica P388 (ATCC® CCL-46™),
conferindo atividade antitumoral. Além disso, de acordo com Moraes (2011),
estudos anteriores mostraram que o flavondide (BAS-1) apresentou atividade
anti-inflamatdria em diferentes variaveis do processo de inflamacéao, utilizando
modelos in vivo. A atividade antibacteriana contra Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e Heliocobacter pylori, também foi elucidada em estudo
de Correia (2008).

Uma das caracteristicas dos compostos fendlicos é a sua atividade
antioxidante, que confere agdo combatente as espécies reativas de oxigénio
produzidas no organismo, sequestrando os radicais livres e modulando a
eficiéncia enzimatica de defesa, inibindo a cadeia de iniciagcdo ou
interrompendo a cadeia de propagacédo das reagdes oxidativas promovidas
pelos radicais livres (ZUANAZZI et al., 2017; CARDOSO et al., 2017).

Nesse sentido, os compostos fendlicos ganham a importancia no cenario

fitoterapico como moléculas bioativas, pois exercem atividades desde



nutricionais até moduladoras entre os sistemas fisiologicos, principalmente no
sistema imunolégico (VISCAINO, 2018; YANG, 2018).

A manutencédo da saude, sendo direito do cidadado e dever do estado,
leva os profissionais da area da saude a utilizarem diversas ferramentas
auxiliares na promoc¢ao e reparo da condi¢gdao de saude, promovendo assim,
uma melhora mais eficiente na qualidade de vida dos individuos em tratamento.
Na busca desta condicdo, os individuos procuram aderir a uma alimentacao a
base de alimentos naturais e funcionais, assim como buscam, também, utilizar
plantas medicinais e fitoterapicos com o objetivo de otimizar a condigdo de
saude, curar ou minimizar os sintomas de suas respectivas enfermidades
(TOLEDO et al., 2011).

Desta forma, considerando que a fitoterapia tem grande importancia
para a nutricdo e, que os alimentos e as plantas medicinais devem ser
utilizados de forma segura e eficaz, fica estabelecido pela Resolu¢do CFN n°
4002/2007 do conselho Nacional de Nutricionistas, Art. 1°, a regulamentacao
da prescricao fitoterapica pelo nutricionista de plantas in natura frescas, ou
como droga vegetal nas suas diferentes formas farmacéuticas (BRASIL, 2007),
a partir disto, a utilizacdo de Brosimum acutifolium Huber podera ser utilizada
como antioxidante e anti-inflamatoria, coadjuvante do processo de saude, em
dietas prescritas por nutricionistas, quando assim necessario.

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo caracterizar a presenca
de compostos organicos em extratos etandlico e aquoso da casca de Mururé
(Brosimum acutifolium Huber) por analise espectrofotométrica e cromatografia

liquida de alta eficiéncia — CLAE.
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OBJETIVOS

Objetivo primario

Determinar perfil cromatografico de extratos de Mururé ( B.acutifolium

Huber) através de Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (HPLC).

Objetivos secundarios

* Adquirir comercialmente extrato etandlico de B.acutifolium Huber em
feira popular de Rio Branco - Acre;

» Utilizar os extratos aquoso e etandlico de B.acutifolium Huber em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa em
coluna C18.

* Proporcionar conhecimento sobre a planta medicinal e suas aplicagdes

nutricionais.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Estudo experimental da analise de possiveis compostos secundarios
encontrados por CLAE em amostras de extrato aquoso e etandlico da casca de

Brosimum acutifolium Huber.

Materiais

A amostra da planta medicinal Brosimum acutifolium Huber utilizada
para realizar o extrato aquoso foi adquirida no Municipio de Labrea no
Amazonas (9°39'02.9"S 67°03'57.2"W) no dia 13 de outubro de 2018. Foram
coletadas amostras da casca e entrecasca, de uma planta adulta, com
aproximadamente 50 anos de idade, passando posteriormente pela secagem
da mesma por 4 dias na sombra. A amostra do extrato etandlico foi adquirida
na feira artesanal do Mercado Velho, localizado em Rio Branco, Acre — Brasil

em 21 de julho de 2018.
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Preparo da amostra

O extrato aquoso foi preparado por decocgdo, na proporgcdo de
referéncia da Agéncia de Vigilancia Sanitaria, de 15 mL do solvente para 3 g
da casca e entrecasca (BRASIL, 2010). No momento do preparo do extrato
aquoso, foram separados 40 g de amostra seca, que foram aquecidas em 200
mL a temperatura de 70 °C por 20 minutos, correspondente ao preparo
tradicional. O extrato etandlico foi preparado pelo feirante, relatando ter
utilizado a proporgao de 1 kg de casca em 1 L de alcool de cereais, mantidos
no alcool por 4 dias, em seguida retirando a casca de dentro do alcool e
acrescentando 3 L de agua, apos a mistura, submeteu-se a fervura por 15

minutos, finalizando o preparo da amostra vendida.

Analise Espectrofotométrica

A analise espectrofotométrica do extrato etandlico e extrato aquoso foi
realizada para identificar o pico de absorcdo UV-Vis usando espectrofotometro
Shimadzu UV-1280 (Japao). Para tanto, foi realizada varredura das amostras
diluidas em agua destilada na regido de comprimento de onda (A) entre 700 e

200 nm contra um branco de agua destilada em cubeta de quartzo (1 mL).
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Analise por HPLC

A composicao do extrato etandlico e do extrato aquoso foi avaliada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), segundo método descrito por
Larrauri (1997) e Torres (2014). A analise foi realizada em cromatografo
Shimadzu (Jap&o) equipado com sistema binario de bombeamento (LC-20AR),
detector de arranjo de diodo (DAD, SPD-M20A), injetor automatico (SIL-10AF)
e sistema de analise e processamento de dados LabSolutions versao 5.92. O
extrato etandlico foi diluido em agua ultra-pura (1:1), filtrada em filtro de seringa
PES 0,45 um e injetado (20 uL) para separagdo em coluna analitica C18 Shim-
pack VP-ODS (4.6x250 mm, 5 ym). O extrato aquoso previamente filtrado em
filtro de seringa PES 0,45 um foi injetado (20 yL) sem diluicdo. A fase movel foi
composta por agua + acido trifluoracético 0,1% (A) e acetonitrila + acido
trifluoracético 0,1% (B), com gradiente de B de 10 a 75% em 40 minutos, 75%
de B por 5 minutos e 75 a 10% em 5 minutos, em fluxo de 1 mL/min. A
deteccéo foi realizada entre 700 e 200 nm a 1,2 nm/s e monitoramento a 280 e

320 nm. A analise foi realizada em duplicata.

Local de realizacao dos experimentos

O experimento foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Morfologia e
Imunologia aplicada - NuPMIA, no laboratério de Anatomia molecular e

nanomedicina, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia — UnB.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagcdo UV-Vis dos extratos etanolico e aquoso

O espectro de absorgdo UV-Vis do extrato etandlico mostrou banda de
absorcdo maxima (A max) na regido Ultravioleta em 280 nm (Figura 3, A). O
espectro de absor¢cdo do extrato aquoso mostrou banda de absor¢do maxima
(A max) na regido Ultravioleta em 280 nm (Figura 3, B), demonstrando assim,
um padrao reproduzido em ambos os extratos. O comprimento de absorbancia
maxima das amostras é caracteristico de compostos fendlicos, como acido
cafeico, acido galico, catequina e epi-catequina, por exemplo, conforme
demonstrado em estudo de Zhang (2013). Ambas as amostras demostraram
absorbancia maxima em 280 nm, mesmo estando em diferentes

concentragoes.
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Figura 1: Espectro de absor¢cdo UV-Vis (200 — 700 nm) do extrato etandlico (A) e extrato

aquoso (B) da casca de Mururé obtido em espectrofotdbmetro Shimadzu.

Caracterizagdo cromatografica dos extratos etandlico e aquoso

A separacao dos componentes do extrato etandlico por CLAE mostrou
perfil cromatografico com varios picos em 280 nm, demonstrando a diversidade
de moléculas presentes no extrato. O perfil cromatografico do extrato aquoso
foi semelhante ao do extrato etandlico, porém em menor concentragao. A curva
de compostos correspondentes aos picos majoritarios dos extratos etandlico e
aquoso, respectivamente, apresentaram espectro UV-Vis com banda de
absor¢gao maxima em 325,6 nm (Figura 2, A), com tempo de retengdo em 15,77
minutos, no extrato etandlico (Figura 3) e, banda de absor¢gdo maxima em
325,2 nm (Figura 2, B), com tempo de retengdo em 15,91, no extrato aquoso
(Figura 3). Os compostos identificados em ambas amostras sdo sugestivos de

compostos fendlicos devido ao seu padrao absortivo no comprimento de onda
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280 nm, conforme descrito por Zhang et al., (2013) e reforcado na analise

espectrofotométrica.
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Figura 2. Espectro de absorgéo UV-Vis do pico majoritario (tempo de retengédo = 15,77 minutos)
do cromatograma do extrato etandlico (A). Espectro de absor¢cdo UV-Vis do pico majoritario

(tempo de retencdo = 15,91 minutos) do cromatograma do extrato aquoso (B).

Um estudo de revisdo de Taylor (2006) reune informagdes dos constituintes

quimicos da espécie Brosimum acutifolium Huber, demonstrando a vasta
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presenca de compostos fendlicos isolados de extratos da planta, dentre eles
compostos das classes de Flavonoides, Fenilpropandides, Lignanas,

Flavononas, Cumarinas e Esterdides.
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Figura 3. Cromatograma obtido por CLAE-DAD dos extratos etandlico e aquoso da casca de

mururé, com monitoramento a 280 nm.

A curva de maior absorbancia em 280 nm é semelhante a curvas que
representam compostos como Resveratrol e, acidos Cafeico, P-cumarico e
Ferulico, descritos por estudos de Zhang et al., (2013) e Friguetto (2012).
Associando essas informagdes com o que foi descrito por Taylor (2006),

sugere-se que o composto encontrado nos picos majoritarios sejam a Mururina
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A ou a Mururina B, que séo classificados no grupo dos acidos fendlicos como
Cumarinas.

A correta identificagcdo dos compostos devera ser realizada mediante
uso de padrao. Diante da alta concentracdo do composto em destaque em
ambas as amostras, sugere-se também que, este composto em evidéncia
possa ser o responsavel pela maior capacidade de acgédo farmacolégica da
planta.

Além disso, a Brosimina B, um flavondide isolado no extrato da planta,
de acordo com estudo descrito por Couto (2013) apresentou atividade
antioxidante contra produgao excessiva de radicais livres induzidos por
processos inflamatorios e, segundo Maués (2013), em concentragdes elevadas
apresentou atividade anticancerigena in vitro. Além disso, um estudo de Monks
(2002) mostrou atividade do extrato da casca de Mururé em cultura de células
humanas HT29 (ATCC® HTB-38™) e NCI-H460 (ATCC® HTB-177™)
cancerigenas (Colon e pulmao, respectivamente), evidenciando também sua
atividade antitumoral, dando assim, reforco a suas diversas aplicabilidades

farmacoldgicas.
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CONCLUSAO

Ha uma diversa presenga de compostos organicos em ambos extratos
vegetais de mururé analisados, possivelmente, sendo compostos fendlicos. O
extrato etandlico apresentou maior concentracdo de compostos que o extrato
aquoso, porém nao se sabe a correta concentragao utilizada na preparacao
artesanal do extrato etandlico, adquirido em comercio local. A curva encontrada
com maior absorbancia na anadlise de ambas as amostras apresentou maior
concentragdo, quando comparada a concentragdo das outras curvas
encontradas, demonstrando destaque nos extratos de Mururé.

Para melhor identificacdo dos compostos presentes nas curvas em
destaque, sugere-se a anadlise isolada em espectrometro de massa. Outros
possiveis testes com o pico isolado ou ndo seriam em testes de viabilidade
celular como a reducédo de Tetrazdlio (MTT), capacidade antioxidante de
produtos naturais in vitro pelo método do 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH); assim
como testes in vitro de fagocitose em placa para avaliar a resposta fagocitica
na presenga de micrébios com e sem a presenca dos extratos.

Conclui-se que, diante da literatura citada e do conhecimento popular
nortista, o Mururé possui potencial em terapéutica contra enfermidades por sua
possivel presenca de compostos fendlicos, sendo assim uma estratégia que
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valoriza a flora Nacional, da suporte cientifico ao uso popular, integra a
medicina tradicional brasileira e a medicina integrativa. Complementa, ainda, a
gama de plantas medicinais anti-inflamatérias e antioxidantes para a prescrigéo
por profissionais da saude como os nutricionistas que s&do amparados por
legislagdo para uso em seus pacientes.
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APENDICE A

Distribuicdo

Distribuigio Geografica

Ocoméncias cenfirmadas:
Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondénia, Roraima)
Nordeste (Maranhdo)

Centro-Oeste (Mato Grosso)

Possiveis ocoménciag:
Sudeste (Sdo0 Paulo)

Dominios Fitegeograficos @

Amazdnia, Pantanal

Tipo de Vegetagdo @
Floresta de Tema Firme, Floresta Ombréfila (= Floresta Pluvial)

Figura 4- Distribuicdo geografica da espécie Brosimum acutifolium Huber pelo o territério

brasileiro (Verde — Regido Norte, Amarelo — Regido Centro Oeste, Azul — Regido Nordeste,

Vermelho — Regido Sudeste).
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APENDICE B

Figura 5 - Arvore de Brosimum acutifolium Huber. A: tronco. B e C: retirada da casca do

espécime utilizada para realizar o extrato aquoso.
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