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RESUMO

A virola sebifera, popularmente conhecida como mucuiba, é uma espécie arbdrea amplamente
distribuida pelo territério brasileiro, sendo comum nas areas que correspondem ao Cerrado e a Savana
Amazonica. Na medicina popular a mucuiba possui diversas indicac@es terapéuticas, com estudos de
suas propriedades fitoquimicas que relatam a presenca de grande diversidade de metabodlitos
secundarios. Dessa forma, a presente pesquisa teve como objetivos investigar as propriedades quimicas
da mucuiba a fim de contribuir para o conhecimento sobre a espécie. Para a investigacdo, foram
realizadas extracbes pelos métodos a quente (soxhlet) e a frio (ultrassom) utilizando os solventes
hexano, metanol e etanol. Os extratos foram submetidos a triagem fitoquimica, caracterizados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e tiveram a atividade antioxidante avaliada pelo
método de DPPH. A triagem fitoquimica apresentou resultados satisfatérios quanto a diversidade de
metabolitos encontrados, estando presente entre eles, antraquinonas, flavonoides e taninos. A
caracterizacdo por CLAE revelou a presenca de compostos como, catequina, acido siringico, acido
clorogénico, &cido p-cumarico, acido rosmarinico e morina. Os extratos, com exce¢do do extrato
hexano, apresentaram acdo antioxidante satisfatoria, tendo destaque para essa atividade o extrato
etanol, apresentando ICso = 26,46 + 0,58 pg/ml, sendo semelhante ao valor encontrado no padréo
rutina. Os componentes encontrados na especie ratificaram sua indicacdo como planta de possivel uso
medicinal, fomentando pesquisas acerca da especie.
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INTRODUCAO

As plantas representam uma fonte promissora para a obtencéo de produtos naturais. Com o
crescimento da utilizacdo de medicamentos fitoterapicos na ultima década, o uso farmacéutico das
plantas tem sido colocado em evidéncia (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

A fitoquimica é responsavel pela caracterizagdo estrutural, e a avaliacdo das propriedades de
substancias naturais extraidas das plantas, denominadas metabolitos secundarios (BRAZ FILHO,
2010). Esses constituintes apresentam diversos metabolitos com funcdes bioldgicas como: ligndides
com propriedades, anti-inflamatdria, antioxidante, antiviral entre outros; flavonoides com atividade
antiviral, antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral; alcaléides com potencial citotoxico; taninos
com atividades bactericida, antioxidante, antiviral e saponinas com acao hemolitica, anti-inflamatéria e
antiviral (SIMOES et al., 2017).

A Virola sebifera, conhecida popularmente como mucuiba, € uma espécie arbérea com larga
dispersdo, encontrada em quase toda a América tropical desde Nicaragua ao Peru, Bolivia e Brasil
(RODRIGUES, 1980). No Brasil, a espécie se encontra amplamente distribuida pelo territorio
(LORENZI, 2000), sendo comum nas areas que correspondem ao Cerrado e a Savana Amazonica
(MMA, 2011), especificamente no estado do Tocantins a espécie estd presente no norte do estado, na
regido do bico do papagaio (OLMOS et al., 2004).

E uma das espécies da familia Myristicaceae mais quimicamente investigadas, possuindo
inclusive aplicaces na industria de cosméticos (PEREIRA, 2009). Estudos sobre o perfil fitoquimico,
realizados com diferentes partes da planta, relataram a presenca de uma vasta diversidade de
metabolitos secundarios, como os policetideos (DENNY et al., 2008), alcaloides (KAWANISHI et al.,
1985) e uma ampla variedade de lignanas (REZENDE et al., 2005; ENDERS et al., 2005;
DANELUTTE et al., 2000).

Na medicina popular a mucuiba possui diversas indicacdes terapéuticas, com destaque para o
tratamento de Ulcera, inflamacgdes e feridas, sendo utilizado para o tratamento dessas enfermidades as
cascas e as sementes da planta (COSTA et al., 2008; FENNER et al., 2006).

Diante disso, o estudo executado teve como objetivo realizar a triagem fitoquimica dos extratos
da folha da Virola sebifera, a fim de identificar suas principais classes de metabdlitos secundarios e

também a avaliacdo de sua capacidade de atuar como agente antioxidante.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo do material
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O material boténico foi coletado nas coordenadas S 10°25°12” O 48°16°47”, no municipio de
Porto Nacional, Tocantins. O material foi levado para estufa a 60°C por 48 horas, em seguida foi

triturado em moinho de facas e armazenado sob auséncia de luz.
Extracéo

A preparagdo do extrato bruto foi realizada pela extragdo a frio em Ultrassom e a quente em
Soxhlet. Na extracdo a frio, o material vegetal (5 gramas do p6 da folha) foi misturado com 80 mL de
etanol 70%, em um béquer (500mL) e extraido sucessivamente por ultrassom. O frasco da amostra foi
imerso em um banho de ultrassom (USC1600, ULTRASONIC CLEANER, UNIQUE, Séo Paulo,
Brasil) que possui frequéncia de 40 kHz (135 W), por um ciclo de 1 h em temperatura ambiente. Para
cada extracdo de solvente, o processo foi repetido cinco vezes combinando 0s sobrenadantes.
Finalizado esta etapa a amostra foi filtrada.

A extracdo a quente foi realizada por meio do Soxhlet, a partir de 5 g do pé da folha vegetal em
200 ml do solvente. Inicialmente foi realizada a extracdo utilizando etanol 70% para obtencdo do
extrato bruto. Também foi realizada a extracdo sequencial, por meio do Soxhlet, usando os solventes
n-hexano, metanol e etanol 70%, em ordem crescente de polaridade, para extrair os componentes
maximos.

Todos os extratos obtidos tiveram os solventes recuperados em evaporador rotativo a -600
mmHg (Fisaton 801, Brasil) e a 45 °C. As amostras concentradas foram congeladas a -70° C e depois
liofilizadas no Liofilizador de bancada L101 da LIOTOP, finalizando o processo com o

armazenamento em frasco ambar a 4 °C.
Triagem Fitoquimica

Os extratos foram submetidos a uma série de testes quimicos qualitativos de identificacdo de
grupos de metabolitos secundarios através de reacdes de coloracdo e/ou precipitacdo de acordo com a
metodologia desenvolvida por Mouco et al. (2003), Amorim et al. (2008) e Lin et al. (2009).

Avaliacéo da atividade antioxidante

A avaliagdo da capacidade antioxidante foi determinada pelo método DPPH estabelecido por
Brand Willims et al. (1995) seguindo as descricdes de Peixoto Sobrinho et al. (2011) com
modificacOes, tendo o padrdo rutina como controle positivo. Foram misturados 0,5 mL de diferentes
concentragdes dos extratos ou padrdes (20 — 200 pg/mL, p/v) a uma solugdo metandlica de DPPH (3
mL a 40 pg/mL, p/v). O branco foi preparado substituindo o DPPH por metanol no meio reacional. O
complexo reacional e o branco foram agitados e mantidos no escuro por 30 min, as absorbancias

medidas a 517 nm em espectrofotdmetro calibrado com metanol. Como controle negativo foi utilizado
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a solu¢ao de DPPH a 40 pg/mL. A atividade de remocao de radicais livres ou atividade antioxidante

foi expressa como a porcentagem de inibicdo determinada pela equacao:
% AA = ABScn — (ABSamostra — ABSbranco)/ABScn x 100

onde % AA é a porcentagem de atividade antioxidante; ABScn, a absorbancia do controle
negativo; ABS amostra, a absorbancia da amostra; ABS branco, a absorbancia do branco. Utilizou-se
as curvas de calibracdo obtidas pela plotagem das diferentes concentragdes em relacdo a % AAs, e foi
calculada a concentracdo eficiente, quantidade de amostra necessaria para diminuir a concentragdo

inicial de DPPH em 50% (IC50), que foi expressa em pg/mL.
Caracterizacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um
cromatografo Shimadzu® (série LC-10 Avp) equipado com uma bomba LC-10AD, desgaseificador
DGU-14A, Detector UV-vis SPD-10A, forno coluna CTO-10A, injetor manual Rheodyne (circuito de
20 pul) e um integrador CLASSE LC-10A. A separacdo foi realizada utilizando uma coluna
Phenomenex Luna de fase reversa C18 de 250 x 4,6 mm de tamanho de particula de 5 um. A fase
movel se consistiu de &cido fosforico 0.1% em agua (fase A) e acido fosférico 0.1% em
agua/acetronitrila/metanol (54:35:11 v/v) (fase B) sob o seguinte perfil de gradiente: 0-5 min, 0% B;
5-10 min, 30% B, 10—20 min, 40% B, 20—60 min 40% B, 60—70 min 50% B, 70-90 min 60% B, 90—
100 min 80% B, 100-110 min 100% B. 110-120 min 100% B, fluxo: 1 ml/ min; temperatura: 22 ° C.
Deteccdo UV a 280 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Triagem Fitoquimica Preliminar

Os testes quimicos qualitativos realizados nos extratos da folha de V. sebifera apresentaram
resultados preliminares satisfatérios, indicando grande potencial bioativo para a planta, os resultados

estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das reacdes indicativas da presenca ou auséncia de grupo de metabdlito secundario nos
extratos EBU (Extrato Bruto Ultrassom), EB (Extrato Bruto etanol 70%), EH (Extrato Hexano), EM (Extrato
Metanol), EE (Extrato Etanol).
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Grupo de Metabolitos Testes de Identificacio EBU EB EH EM EE
Secundarios
Flavonoides 1 reacdo de Shinoda + + - + +
Flavonoides 2 cloreto férrico + + + + +
Flavonoides 3 hidroxido de sodio + + + + +
Taninos 1 cloreto férrico + + - + +
Taninos 2 acetato de chumbo + + - + +
Taninos 3 acetato de cobre + + - + +
Taninos 4 acetato de cr]u_mbo e 4cido i i i N i
acético
Saponinas qualitativo de espuma - - - - -
Fitoesterdis sulfato de fosfato férrico - - - - -
Antraguinonas hidréxido de sodio + + - + +
Alcal6ides Reagente de Drangedorff + + + + +

(+) resultado positivo; (-) resultado negativo.

Atividade antioxidante

Os extratos obtidos da V. sebifera com excecdo do extrato hexanico EH, manifestaram
atividade sequestradora do radical DPPH. O EH mostrou valores de atividade antioxidante inferiores a

50%, concentracdo capaz de reduzir o DPPH em 50%, inviabilizando a determinacdo do ICso. Os

resultados para os testes estdo expostos na tabela 2 e Figura 1.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo da concentragdo eficiente necesséria para reduzir a absorbancia do

DPPH em 50 % dos extratos de V. sebifera. Resultados expressos em pg/mL. EBU (Extrato Bruto Ultrassom),

EB (Extrato Bruto etanol 70%), EH (Extrato Hexano), EM (Extrato Metanol), EE (Extrato Etanol).

EXTRATOS DPPH ICso (pg/mL)
EBU 30,41 +0,98 C
EB 31,86 £0,31 C
EM 38,32+ 1,59 D
EE 26,46 + 0,58 B
RUTINA 22,21+0,24 A

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 1. Atividade antioxidante dos extratos medidas no ensaio DPPH, em trés concentragdes diferentes (30,
60 e 120 pg.mL1). Os valores representam a porcentagem da eliminacéo de radicais. EBU: extrato bruto, etanol
70%, Ultrasson; EB: extrato bruto, Etanol 70%, Soxhlet; EH: extrato hexano, Soxhlet, EM: extrato metanol,

Soxhlet e EE: extrato etanol; Soxhlet.

Caracterizacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os metabolitos detectados nos extratos da folha de V. sebifera sdo apresentados na Tabela 3 e

os perfis cromatograficos obtidos por CLAE sdo mostradas na Figura 2.

Tabela 3: Compostos fenolicos identificados por CLAE nos extratos EBU (Extrato Bruto Ultrassom), EB
(Extrato Bruto etanol 70%), EH (Extrato Hexano), EM (Extrato Metanol), EE (Extrato Etanol) da folha de V.
sebifera.

A 0,
Compostos fendlicos Area dos extratos (%)

EBU EB EH EM EE
Catequina - - 0,159 1,09 -
Acido siringico 16,144 17,906 - 13,221 10,193
Acido clorogénico - 2,877 - - 2,53
Acido p-cumarico 5,34 8,231 0,296 5,593 48,246
Naringina - - - 0,199 -
Rutina - - - - 14,093
Hesperidina - - - 21,8 -
Morina 2,276 66,331 - 1,996 14,357
Acido rosmarinico 72,646 - - 53,23 -
Quercetina 3,595 4,655 - 2,851 10,581

(-) ndo detectado.

Figura 2. Perfil cromatografico via CLAE dos extratos da folha de V. sebifera, detectados a 280 nm. EBU

extrato obtido pelo método a frio (Ultrassom); EB, EH, EM e EE extratos obtidos pelo método a quente
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(Soxhlet). Pico 1: catequina, Pico 2: acido siringico, Pico 3: &cido clorogénico, Pico 4: acido p-cumarico, Pico 5:

naringina, Pico 6: rutina, Pico 7: hesperidina, Pico 8: morina, Pico 9: &cido rosmarinico e Pico 10: quercetina
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As analises por CLAE confirmaram os dados obtidos na prospecgdo fitoquimica preliminar,
constatando diversidade semelhante de metabolitos para os extratos. Os cromatogramas dos extratos

demonstraram uma matriz de compostos fenoélicos diversa para a V. sebifera, dentre eles encontram-se,
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acidos fendlicos (acido siringico, acido p-cumarico, acido rosmarinico e acido clorogénico) e
flavonoides (morina, quercetina, catequina, hesperidina, naringina e rutina). Conforme apresentado na

Tabela 3 e Figura 2.

As classes de compostos encontradas estdo de acordo com resultados j& observados na
literatura. Scapin et al. (2020) identificou perfil fitoquimico semelhante nos extratos brutos da casca da
V. sebifera, onde foram detectados o acido galico, acido elagico e alguns flavonoides, dentre eles, a
naringina, morina, quercetina e rutina. No geral, esses metabolitos secundarios, estdo relacionados a
varias atividades terapéuticas, sendo as mais observadas entre elas, as atividades, antioxidante,
antitumoral e anti-inflamatoria assim como observado por Pereira (2017) e Soares (2002). Dessa forma
0 estudo realizado ressalta as indicacOes terapéuticas da V. sebifera, e evidencia a importancia de

pesquisas acerca de seus constituintes quimicos.
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