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RESUMO

A Bertholletia excelsa, conhecida popularmente como castanheira, tem grande
importancia na economia da regido Amazonica e para as comunidades tradicionais, sendo
utilizada também na medicina popular como infusdo para tratamentos de diarréia,
menopausa, diabetes, inflamacdo e como antibiotico. O objetivo geral deste estudo é
identificar os principais metabdlitos secundarios presente na casca tronco da Bertholletia
excelsa utilizando a técnica de analise metaboldmica pela alta capacidade de extracao,
deteccdo analitica e sensibilidade. A coleta das cascas do tronco, foi realizada no Campo
Experimental da Embrapa em Porto Velho/RO localizado na Rodovia BR 364 Km 55 em
06/08/2020. Exsicata do material coletado foi depositada para identificacdo taxonémica
no Herbario Rondoniense Jodo Geraldo Kuhlmann. Dentre os metabolitos identificados,
os de maior concentracdo foram: acido galico, epigalocatequina, acido linoleico, acido
octadecadiendico, acido a-eleostarico, acido 4-acetamidobutandico, acido 9-oxo-
octadeca-10,12-diendico, pirogalol e colina.

Palavras-chave: bertholletia excelsa, metabélitos secundarios, metabolémica.

ABSTRACT
Bertholletia excelsa, popularly known as chestnut tree, is of great importance in the
economy of the Amazon region and for traditional communities, and is also used in
popular medicine as an infusion to treat diarrhea, menopause, diabetes, inflammation and
as an antibiotic. The general objective of this study is to identify the main secondary
metabolites present in the trunk bark of Bertholletia excelsa using the metabolomic
analysis technique due to its high extraction capacity, analytical detection and sensitivity.
The collection of bark from the trunk was carried out at the Embrapa Experimental Field
in Porto Velho/RO located on Rodovia BR 364 Km 55 on 06/08/2020. Exsiccates of the
collected material were deposited for taxonomic identification at the Herbarium
Rondoniense Jodo Geraldo Kuhlmann. Among the metabolites identified, those with the
highest concentration were: gallic acid, epigallocatechin, linoleic acid, octadecadienoic
acid, a-eleostaric acid, 4-acetamidobutanoic acid, 9-oxo-octadeca-10,12-dienoic acid,
pyrogallol and choline.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para tratamento de doengas tem sido reportado desde 3.000 A.C.,
conhecimento que vem sendo transmitido de geracdo em geracéo por diversas civilizacdes
(NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI, 2009). E ao longo do tempo, os produtos de
origem vegetal construiram uma base para pesquisa de novos farmacos (FRANCO &
BARROS, 2006). No Brasil 0 uso de plantas medicinais engloba a prevencéo de doencas
e a recuperacdo da saude, assim como a melhoria da qualidade de vida de usuarios e
comunidades. A regido Amazonica possui a maior biodiversidade do planeta e um grande
potencial biotecnoldgico a ser explorado, considerando o importante papel que as plantas
representam para as atividades humanas, como alimentacdo e a medicina popular. As
plantas medicinais representam ainda uma forma de enfrentar as enfermidades com seus
préprios recursos, criando aplicagdes de uso pela descoberta de novas finalidades para as
plantas que ja sdo conhecidas pelas comunidades (SANTOS, 2000).

Apesar de toda essa biodiversidade, a falta de informacgdes comprovadamente
cientificas sobre as propriedades das plantas medicinais a sua interacdo farmacoldgica
com 0s medicamentos alopaticos e ainda a toxicidade com relacdo a dose, precisam ser
respondidos cientificamente (FLORENCIO DA VEIGA JUNIOR, 2008).

Considerando o uso correto das plantas medicinais e a ocorréncia de estudos
ecolégicos ou que abordam a preservacdo das espécies, 0s quais demonstram
preocupacdes com o valor da floresta em pé, pois muitas espécies vegetais utilizadas na
medicina popular s&o obtidas através do extrativismo, 0os metabdlitos secundarios serdo
mais bem extraidos e aproveitados com a utilizacdo das partes corretas das plantas, que
produzem os bioativos em maiores concentracdes. Por isso é importante a retirada
cuidadosa das partes das plantas para que ndo haja danos irreparaveis e de forma que a
planta possa sobreviver a extracdo, permitindo seu uso sustentdvel (ALCANTARA;
JOAQUIM; SAMPAIQ, 2015). Portanto, é de suma importancia a pesquisa de carater
multidisciplinar com plantas medicinais, envolvendo a medicina popular, isolamento,
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purificacdo e a caracterizagdo dos constituintes quimicos, além da toxicidade
(CARNEIRO, 2014)

O metabolismo, definido como o conjunto de rea¢fes quimicas que ocorrem no
interior das células, € um processo dinamico e diretamente influenciado por diversos
fatores bioticos e abioticos, e nos vegetais podemos dividir o0 metabolismo entre primério
e secundario. Os metabdlitos primarios tém como funcdo a parte estrutural da planta e o
armazenamento de energia, de forma que estdo envolvidos em processos essenciais e
vitais ao crescimento e desenvolvimento dos vegetais. E no metabolismo secundario, de
forma paralela e utilizando como base os metabolitos primarios, acontece a sintese e
liberacdo de compostos responsaveis pela resiliéncia da planta ao ambiente e aos seus
inimigos naturais, como microrganismos, herbivoros e outros predadores, assim como
também a producdo de moléculas que atuam como atrativos quimicos para organismos
simbiontes, polinizadores e dispersores de sementes. (TERAMOTO; MARTINS;
CUNHA,; 2011).

Esses produtos do metabolismo secundério, chamado de metabolitos secundérios,
séo, portanto, moléculas bioativas e constituem o maior alvo da bioprospecgédo na busca
por substancias com atividade para as mais diversas enfermidades, longevidade e bem-
estar humano e animal, assim como também solugdes para problemas agronémicos. Além
da grande diversidade estrutural e de atividade bioldgica desses metabdlitos secundarios,
a facil aquisicao e propagacao dos vegetais (com custo baixissimo ou inexistente muitas
vezes), constituem grandes vantagens e fundamentos para sua utilizagdo para uso
alterativo e/ou complementar aos farmacos comerciais. Varias sdo as discussdes no
ambito da prética assistencial sobre a busca da interdisciplinaridade no processo saude-
doenca, o que pode ser atingido a partir do uso de terapias complementares, perfazendo
mais uma forma para promog&o da integralidade do cuidado. Pensando em tudo isso, 0
Ministério da Salde através do decreto 5.813 de 2006 instituiu a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a qual preconiza a¢fes com objetivos comuns
voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e recomenda o
uso dessas praticas no Sistema Unico de Sadde (SUS), com énfase na atencdo basica,
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como nova alternativa para promocdo, manutencdo e recuperacdo da salde
(PARANAGUA et al., 2009).

Novas politicas de satde sdo implementadas visando uma assisténcia segura, entre
elas temos as Praticas Integrativas e complementares (PICs), preconizadas pelo SUS,
contemplam sistemas e recursos que buscam estimular os mecanismos naturais de
prevencao de agravos e recuperacao da salde por meio de tecnologias eficazes e seguras.
Enfocam-se no acolhimento, no desenvolvimento do vinculo terapéutico e na integracdo
do ser humano com o meio ambiente e a sociedade. Outros pontos compartilhados pelas
diversas abordagens oferecidas pelas PICs sdo a visdo ampliada do processo saude-
doenca e a promocdo global do cuidado humano, especialmente do autocuidado. As
comunidades tradicionais tém muito a oferecer quanto ao conhecimento tradicional das
plantas medicinais (MINISTERIO DA SAUDE BRASILIA, 2015).

Apesar da importancia do uso das plantas medicinais pela populacdo em geral, a
sua utilizacdo é feita sem nenhuma garantia do efeito desejado e ainda com risco de
iteracdo medicamentosa quando utilizadas com medicamentos alopaticos. Por isso é tdo
importante fazer o estudo e a caracterizacdo dos produtos utilizados no conhecimento
tradicional, como por exemplo o cha da castanheira, cujas arvores sdo centendrias e vém
sendo dizimadas de duas formas (FLORENCIO DA VEIGA JUNIOR, 2008).

Ao longo da histéria os produtos de origem vegetal sdo utilizados para tratamento
de diferentes doencas e manutengdo da saude em todo o0 mundo. Esse conhecimento sobre
as plantas medicinais esta fundamentado no repasse e acumulo de informagdes através de
geracOes (FRANCO; BARROS, 2006).

A partir do uso tradicional das plantas medicinais, promove-se uma alternativa ou
complemento para o atendimento as necessidades de saude dos individuos, grupos e
comunidades, possibilitando um enriquecimento das praticas de salde (ALCANTARA;
JOAQUIM; SAMPAIQ, 2015).

A utilizagdo das plantas medicinais sem o conhecimento de seus componentes ou
da sua toxicidade, pode trazer consequéncias para salde da populacdo, pois nem todo
produto natural é isento de efeitos toxicos. A automedicagdo é uma pratica comum entre
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as plantas medicinais, seja por falta de acesso aos servicos de saude ou por opg¢ao de um
tratamento voltado para produtos naturais (FLORENCIO DA VEIGA JUNIOR, 2008).

A Bertholletia excelsa Bonpl., conhecida popularmente como castanheira,
castanheira-do-pard, castanheira-da-amazénia ou castanheira-do-brasil, pertence a
familia Lecythidaceae, (Figura 1A), esta distribuida pelo bioma Amazdnico, sendo uma
espécie nativa da Amazonia que tem por habitat as terras ndo inundaveis, de grande
importancia econdémica, (MORI; PRANCE, 1990). A castanha-da-amazonia oferece um
fruto (Figura 1B), com sementes de alto valor nutricional, sendo largamente usada na
culinaria, consumida in natura e como ingrediente em diversos pratos (peixada, mingau,
farofa, bolos, doces e sorvetes). As comunidades tradicionais também utilizam essa
espécie na medicina popular como infusdo para tratamentos de diarreia, menopausa,
diabetes, inflamac&o e como antibi6tico (VASQUEZ; DE MENDONGCA; NODA, 2014,
SHANLEY et al., 2005).
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O fruto da castanheira € comercializado tanto no mercado interno como no
mercado externo, é o produto florestal ndo madeireiro (PFNM) conhecido a mais de um
século. A coleta e 0 processamento das castanhas sustentam mais da metade das
comunidades em muitas partes da Amazonia e, é frequentemente considerada um
exemplo de industria sustentavel de PFNM, promovendo a conservacao da floresta (DE
PAIVA SALOMAO, 2009).

No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o registro
consta desde 2008 como castanheira-da-amazoénia. Os maiores produtores brasileiros de
castanha sdo Amazonas, Acre e Pard (JUSTEN e PAES-DE-SOUZA, 2017).

Os produtos comestiveis sdo as sementes (menos o revestimento ou a testa) que
séo produzidas dentro de um fruto capsular, espesso e amadeirado. Na fase madura, 0s
frutos caem da arvore com as sementes dentro (MORI; PRANCE, 1990).

O fruto da castanheira popularmente chamado de ourico, apresenta um pericarpo
que possui forma de cdpsula e tem de 10 a 16 cm de didmetro. Cada ouri¢o pode conter
de dez a 25 sementes. O seu pericarpo lenhoso € muito duro e ndo se rompe com o impacto
da queda, que ocorre apds a maturagéo, durante a estacdo de chuvas na regido amazénica.
(MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2012).

Na atividade extrativista o ourico da castanheira é considerado residuo, e tem sido
aproveitado para artesanato, seja aproveitando-se sua forma de cuia para fazer recipientes
diversos e placas. Também & usado como combustivel, para fabricacdo de carvao. Novas
possibilidades do uso do ourigo da castanha tém instigado pesquisadores a novos estudos
quanto a sua utilidade (FAUSTINO; WADT, 2014).

Um estudo realizado com pericarpo de Bertholletia excelsa apresentou resultado
satisfatorio para potencial de uso como componente de elementos estruturais de madeira,
visto que € uma matéria-prima em abundancia na regido amazénica e com propriedades
mecanicas similares ou superiores a algumas madeiras (FAUSTINO; WADT, 2014).
Além disso, tem um grande potencial como matéria-prima para fabricacdo de painéis de
particulas aglomeradas associado ao uso de resina poliuretana a base de mamona, com
potencial emprego na construcdo civil e moveleiro (NOGUEIRA; LAHR; GIACON,
2018).
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A castanheira pode ser explorada de diferentes formas, através do beneficiamento
da castanha na producéo de doces, sorvetes e, farinhas. O dleo oferece a possibilidade da
producéo de cosméticos. O ourico possibilita a producdo de artesanato, coleta de latex em
seringais, uso como carvdo e ainda como remedio através do chd no tratamento de
hepatite, anemia e problemas intestinais (SHANLEY et al., 2005).

O chéa da casca da castanheira tambeém € utilizado para tratamento de problemas
de saude, na forma de decocgdo, com indicacdo para tratamento de problemas no figado,
anemia e hepatite (SILVA, 2015).

Em algumas regides, o cha do ourigo da castanha é considerado um 6timo remédio
para hepatite, anemia e problemas intestinais (SHANLEY et al., 2005). Existem relatos
na literatura do uso do suco do fruto ou agua do ouri¢o para problemas hepaticos e a casca
do caule como cha como agente antimalarico (CAMPQOS et al., 2005). As partes mais
utilizadas da B. excelsa sao os ouricos (Figura 2A) e a casca do tronco (Figura 2B) sob a
forma de extratos aquosos (VASQUEZ; DE MENDONCA; NODA, 2014). No entanto,
a Bertholletia excelsa ainda é insuficientemente estudada, tanto os seus constituintes

quimicos como sua ac¢do bioldgica, pouco se encontram na literatura aberta.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

A coleta das cascas do tronco foi realizada no Campo Experimental da Embrapa
em Porto Velho/RO localizado na Rodovia BR 364 Km 55 em 06/08/2020. Exsicata do
material coletado (Figura 3), foi depositada para identificacdo taxondmica no
Herbario Rondoniense Jodo Geraldo Kuhlmann, registrado com o nimero RON 18708.
O acesso ao patriménio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o codigo
A29CF67. Foram coletadas amostras de trés arvores com diametro a altura do peito
(DAP) de 172,6; 156,0 e 69,8 cm, no periodo da manha (Figuras 4A, 4B e 4C).
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Figura 2 - Flor da Castanheira.

Fonte: Elisangela Andrade.

Figura 4 — Registro fotogréfico das castanheiras durante a aferi¢éo do
DAP (4A) e (4C

Fonte: Elisdngela Andrade.
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Figura 5 — coleta da casca do tronco da castanheira
art )

[ Py

4B).

'. ) A AR TSN
Fonte: Elisangela Andrade.
Figura 6 — Registro fotografico das castanheiras durante a aferi¢do do

onte: Elisangela Andrade.
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2.2 METODOS DE EXTRACAO E ANALISE DO CHA DA CASTANHEIRA

As amostras foram encaminhadas para o Centro de Estudos de Biomoléculas
Aplicadas a Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz Rondénia, R. da Beira, 7671 - Lagoa, Porto
Velho — RO, onde foram limpas manualmente e levadas para a estufa Marconi a 40° C
por 24 horas. As partes das cascas foram trituradas manualmente e apo6s, levado para um
processador onde a trituracdo foi completada. As amostras foram identificadas como
Decl (da casca da arvore de DAP 172,6 cm), Dec2 (DAP 156,0 cm) e Dec3 (DAP 69,8
cm), Figura 4 e submetidas a fervura em agua por 5 min. Apds o resfriamento, os extratos
foram filtrados em papel filtro com porosidade de 2,0 micras sob vacuo, congelados e
liofilizados.

1 mg das amostras de cada extrato liofilizado foi diluida em solugdo de 10% de
metanol e 90 % de agua (v/v), centrifugados a 14.000 g por 10 minutos e 4° C, e 0s
sobrenadantes analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa sequencial de alta resolugdo UHPLC/MS, com métodos segundo
ARAUJO-LIMA et al., 2020. A analise cromatografica foi realizada em um UHPLC
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) com uma coluna C18 (2,1 x 50
mm, 1,8 pm tamanho da particula, 100 A) sob um fluxo de 0.5 mL/min a 40° C utilizando
agua com 5mM de formiato de amonio e 0,1% de acido férmico com fase mével A, e
metanol com 0,1% de &cido formico com fase mdvel B. O gradiente cromatografico
consistiu em 10 B% durante o 1° minuto da corrida, entdo gradiente de 10 a 100 % B de
1 a 11 min, seguido por lavagem a 100% B até o min. 16, retorno a porcentagem de 10%
de B até o min.17, e manutencdo em 10% por 3min até o final da separacéo, em 20 min.
Os analitos eluidos foram analisados simultaneamente por espectrometria de massas no
equipamento Q Exactive ™ Orbitrap Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, GE),
controlado pelo software Xcalibur ™ 3.2, com faixa de detec¢do de massas entre 67 a
1000 Da., com resolugdo FullMS de 70.000 e MS? de 17.500, operando nos modos
positivos e negativos de ionizacdo em analises independentes.

Os espectros de massas foram submetidos ao software Compound Discoverer 3.1
para identificacdo dos analitos atraves da busca em dez bancos de dados BioCyc; ChEBI;
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ChEMBL; ChemSpider;
MassBank; MZCloud, PlantCyc.

Human Metabolome Database; KEGG; LipidMAPS;

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises por UHPLC/MS revelaram que as amostras séo ricas em metabolitos,
pois € possivel observar muitos analitos, representados pelos Varios picos
cromatograficos, cujos resultados se diferenciam pela forma com que os analitos se

ionizam: positiva ou negativamente.

Neste estudo foram identificados 1.798 metabdlitos, dentre eles os de maior

concentracdo foram: acido elagico e seus derivados (Tabela 1), &cido galico,

epigalocatequina, &cido linoleico, &cido octadecadiendico, acido a-eleostarico, acido 4-

acetamidobutandico, &cido 9-oxo-octadeca-10,12-diendico, pirogalol e colina.

Tabela 1. Analitos descritos na literatura e comparagdo com os encontrados no cha do tronco da

castanheira.

Metabdlitos

molecular ( Da)

Massa

Referéncias

Tempo de retencdo do meta-

bélito presente no Ché da
casca da castanheira

Acido betulinico 457 CAMPOSetal., 2005 Sim, 11.6 min

Acido galico 170 YANG, 2009 Sim, 3.0 min

_ Acido vanilico 168 DA SILVA et al., 2019 Sim, 0.7 min
Ac. protocatéquico 154 DA SILVA et al., 2019 Né&o

Galocatequina 306 DA SILVA et al., 2019 Sim, 11.6 min

Taxifolina 307 JHON; SHAHIDI, 2010 Sim, 6.9 min

Miricetina 318 JHON; SHAHIDI, 2010 Sim, 6.2 min

Quercetina 302 JHON; SHAHIDI, 2010 Sim, 6.6 min
Esqualeno 411 YANG, 2009 Néo

B-sitosterol 415 CHUNHIENG etal, 2008 ™ 131147, 165¢ 174
. KORNSTEINER; WAG- . .

Estigmasterol 413 NER: ELMADFA, 2006 Sim, 13.0 min
Campesterol 401 RYAN et al., 2006 Néo
Sitostanol 416 RYAN et al., 2006 Né&o
a/ B/ y -tocoferois 430 /416/416 CHUNHIENG et al., 2008 Néo

) Acido elagico 302 DA SILVA et al., 2019 Sim, 6.0 min
AL Va'tgg‘:co el 470 DA SILVA et al., 2019 NZo
e 464 DA SILVA etal., 2019 Néo
e e'agézo pentosi- 434 DA SILVA et al., 2019 Néo
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Esqueilenol C 448 DA SILVA et al., 2019 Né&o

Acido metil elagico 462 DA SILVA et al., 2019 Néo
deoxihexosideo
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Fonte: Autores.

Na literatura quimica a casca do tronco da Bertholletia excelsa foram reportados
0s metabdlitos secundérios: acido betulinico, &cido galico, &cido vanilico, &cido
protocatéquico, catequina, galocatequina, taxifolina, miricetina, quercetina, esqualeno, 3
sitosterol, estigmasterol, capesterol, sitostanol, os o/ B/ y -tocoferois, o acido elagico e 5
variacdes dele: o acido valoneico dilactona, o acido elagico hexosideo, o &cido elagico
pentosideo, o esqueilenol C e o &cido metil elagico deoxihexosideo, (DA SILVA et al.,
2019), conforme Tabela 1.

Dentre esses analitos, estdo presentes no cha da casca da castanheira o &cido
elagico, acido octadecadienoico, acido a-eleostarico, acido 4-acetamidobutandico, acido
galico, colina, epigalocatequina, acido linoléico como apontados na Tabela 1.

O pirogalol encontrado no cha da casca da castanheira ndo foi relatado em nenhum
trabalho de identificagdo de metabolitos na literatura. Este analito foi descrito em cascas

de madeira dura como eucalipto e carvalho.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no extrato aquoso da casca externa do troco da
Bertholletia excelsa, o cha da castanheira apresentou metabdlitos secundarios com ac¢des
que justificam a sua utilizacdo popular, porém mais estudos precisam ser realizados, no
que diz respeito a toxicidade e mecanismos que possam desencadear eventos adversos.

O Pirogalol, encontrado na casca da castanheira, foi descrito na literatura como
presente em arvores como eucalipto e carvalho e citado com acdo antimicrobiana e
antioxidante. No entanto, devido sua acdo sinérgica e antagénica com determinados
antibioticos, outros estudos precisam ser realizados.

O tamanho da arvore, e provavelmente seu estadio de desenvolvimento podem
influenciar na composi¢do dos metabolitos secundarios presentes no extrato aquoso da

casca da castanheira.
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Este trabalho contribui para o conhecimento da composi¢do quimica da casca do
tronco da B. excelsa, identificando os metabdlitos secundarios majoritarios, trazendo a
tona uma série de outros metabolitos, ampliando as possibilidades de outras pesquisas.

O cha da casca do tronco possui potencial para o desenvolvimento de novas

pesquisas voltadas a identificacdo de metabolitos inéditos e ensaios bioldgicos.
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