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Resumo:

A atividade antioxidante, avaliada pelo método DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), e o teor em
compostos fendlicos totais (mg EAG/g) de extratos brutos dos frutos da espécie Vismia
cayeannensis (Jacq.) Pers., foram quantificadas neste trabalho. Apesar de todos 0s extratos
terem apresentado expressiva atividade antioxidante frente ao radical avaliado, 0s extratos
hexanico (EHVCcFr) e diclorometano (EDVcFr) foram os mais ativos com valores de 1540,9 +
5,2 e1167,5 % 3,9 uM ET, respectivamente, porém o extrato EHVcFr quem apresentou o maior
teor de fendlicos totais dentre os extratos ensaiados. Assim, considerando o expressivo resultado
do extrato de média polaridade, o extrato EDVcFr foi submetido a procedimentos
cromatograficos o que resultou no isolamento do triterpeno friedelina e dos antrandides
prenilados 1,3,8 triidroxi-4,5,7-triisoprenil-7-metil-antrone (harunganol B) e vismina, cujas
estruturas foram elucidadas por andlise espectroscopica, incluindo RMN (1D) e comparacdo
com os dados da literatura.
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1. INTRODUCAO

Plantas da espécie do género Vismia, familia Clusiaceae, sdo utilizadas na
medicina popular para tratar uma variedade de doengas. Sdo aplicadas, por exemplo
contra a malaria na Africa Ocidental (ADJANOHOUN & AKEA ASSI, 1979). Erveiros
de feiras abertas citam essas espécies para o tratamento de enfermidades reumaticas e
dermatoses (LOPES et al, 2012), além do tratamento medicinal, as espécies apresentam
importancia para a economia na producdo de madeira, gomas, pigmentos, Oleos
essenciais e resinas (DISTASI; HIRUMA-LIMA,2002).

No presente estudo a atencdo é voltada a uma planta nativa do Norte do Brasil, a
espécies Vismia cayennensis (MIRAGLIA et al, 1981), localmente conhecida como
“lacre”, seu latex ¢ usado no tratamento de dermatite, hanseniase, herpes, sifilis, saran e
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eczemas (KERHARO, 1974). Estudo realizado recentemente, demonstrou grande
potencial antimicrobiano para a espécie em estudo, além de identificar substancias como
germancrona e copaeno como majoritarios (BARBOSA et al, 2021).

E a partir desse contexto que se fez necessario o estudo quimico e bioldgico da
espécie de V. cayennensis, devido a poucos relatos de estudo na literatura, a fim de
fornecer subsidios e conhecimento sobre a espécie, assim como propor um produto
natural a partir da avaliagdo de uma possivel atividade antioxidante como um futuro
farmaco capaz de combater os radicais livres e muitas doencas.

Este artigo colabora significativamente com o estudo quimico, identificando os
constituintes encontrados nos extratos, além de contribuir com ensaio bioldgico de teste
antioxidante dos frutos de V. cayennensis.

O restante do artigo esta organizado da seguinte maneira. A Secdo 2 apresenta
pesquisas de algumas das atividades ja encontrada para a espécie e seus principais
compostos ja isolados. A Secdo 3 apresenta a metodologia utilizada a respeito de coleta,
avaliacdo antioxidante e fracionamentos, enquanto que a Se¢do 4 mostra os resultados e
as discussdes. A Secdo 5 apresenta as consideragdes finais e os trabalhos futuros.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Espécies de Vismia sdo conhecidas como fontes de antrandides (GROSSE et al,
1983), terpendides, flavondide (SEO et al, 2000), quinonas (GONZALES et al, 1990;
MONACHE et al, 1985; BOTTA et al, 1986) e xantonas (BOTTA et al, 1986). Um
grande nimero de xantonas preniladas e ndo preniladas foram identificadas nestas
espécies, estes compostos apresentam um largo espectro de atividades bioldgicas,
incluindo atividade antioxidante e antimalarica (SALAS et al, 2008; NOUNGOUE et al,
2008). Além disso estudos revelam atividades antiflngicas e antibacteriana de espécies
desse género (KEMEGNE et al, 2017; BUITRAGO et al, 2015; SILVESTRE et al,
2012).

As espécies mais conhecidas do género Vismia no Brasil sdo: Vismia brasiliensis
e V. guianensis (DI STASI et al., 2002), outras também sdo destaque no género, como:
V. bacifera, V. cauliflora, V. cayennensis, V. guineenses, V. laurentii, V. macrophylla,
V. mexicana, V. orientalis, V. pozuzoensis, V. rubescens e V. tomentosa (UEMOTO et
al, 2019). Em geral, estas espécies sdo morfologicamente semelhantes.

A morfologia e anatomia revela que a espécie V. guianensis possui uma resina
rica em amido (MOURAO & BELTRATI, 2001), caracteristicos, geralmente
amarelados, laranja ou vermelho-laranja (MARTINS et al, 2018). Extratos metanolicos
das folhas de trés espécies Vismia, revelaram cada uma, atividade citotoxica contra
diferentes linhagens de células cancerigenas (HUSSEIN et al, 2003). O povo Yanomami



XV Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia

% ATransversalidade da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes para o planeta

18 a 22 de outubro de 2021

ISSN 2594-8237
SNCT-ITA 2021

da Amazbnia usa essas espécies para tratar tipos de leishmaniose tegumentar
(MILIKEN, 1999).

Fuller e colaboradores (1999) descreveram a identificagdo de quarto novas
benzofenonas preniladas, vismiafenonas D-G isolados dos extratos das folhas de V.
cayennensis. Estudo com 6leo essencial de V. cayennensis mostraram que as substancias
possuem potencial fangico e bacteriano (BARBOSA et al, 2021).

3. MATERIAL E METODO
3.1 Coleta do material botanico

A coleta da espécie V. cayennensis foi realizada no entorno da cidade de
Itacoatiara em mata de terra firme. Herborizou-se ramos férteis e depositou-se as
exsicatas no Herbéario da Universidade Estadual do Amazonas-UEA. Foram coletados
pelo menos trés apices meristematicos, folhas totalmente expandidas, e inflorescéncias
com flores pistiladas e estaminadas em antese, amostrando trés individuos

3.2 Preparo do extrato

Para o preparo dos extratos de V. cayennensis foram pesados 240 g dos frutos, 0s
quais foram cortados ao meio e triturados com o auxilio de um pistilo em um frasco de
vidro contendo 100 mL de solventes organicos. A extracdo foi feita em ordem crescente
de polaridade, com os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Esta
metodologia foi adotada com o0 objetivo de extrair 0s constituintes presentes na resina
do interior dos frutos de V. cayennesis. Apés a trituracdo do material, o recipiente foi
deixado em repouso por um periodo de 48 horas a temperatura ambiente. A
metodologia descrita foi repetida por mais 5 vezes com a renovacao do solvente. Apds a
filtracdo, os solventes foram removidos sob pressdo reduzida utilizando evaporador
rotativo na temperatura media de 40°C.

3.3 Analise quantitativa da atividade antioxidante

Os extratos foram solubilizados em metanol P.A. a 2,0 mg/mL e submetidas
primeiramente as analises de capacidade sequestrante do radical DPPH: e determinacéo
de fenois totais baseado em metodologias com pequenas modificacdes para leitora em
microplacas (MOLYNEUX, 2004; VELIOGLU et al, 1998). Para o ensaio de DPPH, 10
pL da amostra foi adicionada a 190 pL da solu¢do de DPPH (60 puM) e incubada em
ambiente escuro por 30 minutos. Posteriormente realizada a leitura das absorvancias em
Leitora de Microplaca a 515 nm (Epoch 2, Biotek). Foi feita uma curva padrdo de
Trolox de 100 a 1500 uM (y = -0,0004x + 0,7397, R? = 0,997) e os resultados foram
expressos em UM de Equivalentes de Trolox. Para o ensaio de fendis totais a amostra
foi adicionada a mistura reacional (1:1) do reagente de Folin Cicoalteu e bicarbonato de
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sodio (6%), mantida no escuro por 90 min para posterior anélise em Leitora de
Microplaca a 725 nm (Epoch 2, Biotek). A curva padrdo de &cido galico foi feita de 7,8
a 1000 pg/mL (y = 0,0029x + 0,2062, R? = 0,9932) e os resultados expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra.

3.4 Extracdo e fracionamento

O extrato diclorometano dos frutos de V. cayeannensis (EDVcFr) (20g) foi
fracionado em silica gel Sephadex LH 20 utilizando gradiente de misturas de methanol
e agua em ordem crescente de elui¢do. Um total de 45 fracdes foram obtidas produzindo
10 grupos identificados como: A (1_3) (832 mg), B (4_5) (923 mg), C (6_8) (254,4
mg), D (9_12) (373 mg), E (13_17) (401,2 mg), F (18_20) (137,7 mg), G (21_25) (6,2
mg), E (26_32) (214,5 mg), G (33_41) (224 mg), H (42_45) (150 mg). As fracfes B e C
foram separadas e purificadas em coluna cromatogréafica de silica gel. Para a fracdo B,
920 mg foram aplicadas sobre a coluna e eluida com misturas de hexane-acetato de
etila-etanol em ordem crescente de polaridade, 95 fracdes foram coletadas, destas, as
subfracdes 17 e 22 produziram um solido amorfo de coloracdo amarela, denominado
EDVcFr 1 (vismin — 5 mg). A subfracdo 24 25 (230 mg), devido ao maior rendimento
obtido entre as fragOes coletadas, foi purificada através de CC de silica Gel e eluida com
Hex/AcOEt. Com este procedimento obteve-se 16 mg de um composto denominado de
EDVcFr 2 (1,3,8 triidroxi-4,5,7-triisoprenil-7-metil-antrone -harunganol B). Esta fragdo
foi isolada sob a forma de um sélido esverdeado; quando submetido a analise em CCD,
eluida com Hex/AcOEt 9:1, este material apresentou uma Unica mancha de cor amarela
guando revelada com NP-PEG com posterior observacdo no UV365nm, e tom
esverdeado bem definido frente ao reagente vanilina sulfdrica. A fracdo C foi fracionada
em silica gel com misturas de hexano/acetato de etila como eluente, fornecendo 60
fracdes. As fracdes recolhidas foram combinadas em nove grupos, mediante analise
comparativa por CCD. A fracgdo 10, codificado como

EDVcFr 3 (10 mg) foi sujeita a uma cristalizagdo com os solventes Hex/ AcOEt
1:1, os cristais obtidos foram purificados por CCDP (2 placas, Hex/AcOEt 8:2). Desta
purificacdo obteve-se um composto puro (6 mg), sob a forma de cristais brancos. Por
CCD, esta fracdo, apresentou uma uUnica mancha roxa intensa, frente ao reagente
Lieberman Burchard.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise quantitativa da atividade antioxidante

Os resultados do ensaio de fendlicos totais (FT) dos quatro extratos analisados
encontram-se apresentados na tabela 1, bem como os resultados da atividade
antioxidante pelo método da captura dos radicais DPPH.
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Tabela 1 — Resultados da atividade antioxidante dos frutos de V. cayennensis

Amostras DPPH (uM ET) FT (mg EAG/g)
EHVCcFr 1540,9 +5,2 202,9+0,5
EDVcFr 11675 £3,9 72,2+05
EAVCFr 870,1 £5,2 81,7+0,7
EMVCcFr 7909 £5,2 85,4+0,3

Fonte: Os autores (2021).
Nota: (E = Extrato; V¢ = V. cayenensis; Fr = Fruto; H = Hexano; D = Diclorometano; A =
Acetato de Etila; M = Metanol)

Extratos de plantas evidenciam uma importancia fonte de compostos quimicos
com alta atividade antioxidante (LIZCANO et al, 2010). Esses resultados demonstram
que os extratos dos frutos de os V. cayennensis apresentaram alta atividade antioxidante
no qual pode ser explicada pela alta concentracdo de compostos secundarios presentes
nesta espécie. Esta atividade antioxidante pode estar relacionada com a presenca de
alguns antranoides presentes no extrato bruto (PEDROZA, 2019), a vismina,
identificada neste estudo, além da friedelina um triterpeno com atividade
gastroprotetora com seus derivados apresentando atividade antioxidante
(REMLINGER, 2017). Dos extratos de V. rubescens e V. laurentii foram isoladas as
substancias 1,2,8-tri-hidroxifantona, 1,4,8-trihidroxifantona, laurenquinona A, xantona
V1, vismiaquinona B e a bivismiaquinona, e ainda constatado potenciais propriedades
antioxidantes (TALA et al., 2011).

Lins e colaboradores (2016) detectaram o potencial antioxidante dos extratos
etanolicos das partes areas e a fracdo acetato de etila da espécie de V. guianensis frente
aos radicais ABTS e DPPH. Alvarez e colaboradores (2008) também detectaram
atividade antioxidante do extrato de acetato de etila dos frutos sob estes mesmos
radicais.

A anéalise mostrou que o metanol possui pouca atividade sequestrante em DPPH
em comparagdo com os demais solventes, visto que apresentou valor mais distante de
1000, ja relatado em um trabalho anterior, revelando que os extratos metandlicos das
folhas foram ativos frente ao radical DPPH, assim como a espécie V. macrophylla
(BUITRAGO et al, 2016).

A correlagdo entre FT e DPPH ndo foi perfeita, devido a amostra que possui
menor fendis e maior atividade contra o DPPH, isso pode ser explicado pela existéncia
de substancias antioxidantes diferentes de fenolicos na matriz. Esses resultados
mostraram que V. cayennenis possui grande potencial para atividade antioxidante.

4.2 ldentificagdo dos compostos isolados

EDVCcFr 1 - O espectro de RMN de 1H da substancia revelou dois sinais simples
em o 12,59 e & 13,23 referentes aos grupamentos hidroxila formando ligacdo de
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hidrogénio com a carbonila, dois hidrogénios aromaticos a & 6,75 (1H, s) ¢ 8 2,3 (2H, s)
ppm, um grupo metila ligado ao anel aromético em 6 1,81 (3H, d, J = 4,8 Hz,
acoplamento a longa distancia), adicionalmente se observa e um sinal simples reduzido
em 0 6,76 referente ao hidrogénio endlico H-2, o aparecimento de um sinal em 6 6,29
relacionado ao CH2 da forma cetonica. Os deslocamentos quimicos, em campo mais
alto, das hidroxilas queladas sdo caracteristicos de uma estrutura 1,8 — diidroxiantrona
(PINHEIRO et al, 1984). O espectro de RMN de 1H também mostra ressonancias
caracteristicas de trés fragmentos do grupo 3,3-dimetilalil; trés tripletos para aos
hidrogénios olefinicos em 6 4,89 (1H, t, J= 6,6 Hz), 6 5,0 (1H, t, J=6,6 Hz) ¢ & 5,26
(1H, t, J= 7,2 Hz), um dupleto em 6 3,50 (2H, d, J=7,07 Hz) e dois duplos dupletos para
os protons de dois metilenos em 6 3,35 (Ha, Ha’, dd, J = 6,3 e 14,52 Hz) e 3,38 (Hb,
Hb’, dd, J= 6,31 e 14, 52 Hz) e cinco singletos para metilas olefinicas em ¢ 1,85, 1,78,
1,72, 1,70 e 1,54. Estes dados permitiram propor a estrutura de um antrone 1,3,8
triidroxilado. Em 1984, Pinheiro e colaboradores publicaram um trabalho sobre o
isolamento de alguns antrandides prenilados, dentre eles estdo o composto Y — hidroxi
antrone B, isolado dos frutos de V. Japurensis, esta molécula é semelhante com a
proposta neste trabalho com a diferenca da presenca de trés grupos dimetialil nos sinais
de RMN, portanto, a molécula foi identificada como 1,3,8 triidroxi-4,5,7-triisoprenil-7-
metil-antrone (harunganol B) (Figura 1A).

EDVcFr 2- A analise do espectro de hidrogénio em solvente de cloroférmio
deuterado permitiu as seguintes observacfes: um simpleto para um grupo metil
aromatico em o 2,43, a presenga de 3 sinais simples em 6 15,77, 11,93 e 10,03, seus
deslocamentos quimicos em campo baixo parecem indicar a presenca de hidroxilas
fenolicas, o sinal de simpleto em & 11,93 € tipico de hidroxila aromatica quelada a
carbonila (MOREIRA et al, 2006), e a presenca de dois moléculas dimetilalil pelo
dupletos em & 3,50 (1H, dd, J=5,1 e 8,2Hz) e & 3,48 (1H, dd, J=4,9 e 8,5 Hz). O
conjunto de trés multipletos, todos integrando um hidrogénio, em 6H = 6,99, 7,04 ¢
7,14 é caracteristico de hidrogénios aromaticos com padrdes de acoplamento do tipo
orto-meta, orto-orto e orto - meta (MOREIRA et al, 2006), foi observado um sinal
simples em & 5,35 referente a um préton vinilico em ressonancia (KOUAM et al, 2005).

O forte deslocamento quimico de um dos grupos hidroxil (6 15,77) junto com a
presenca de um grupo metil aromatico sdo caracteristicos para derivados do 8,9-
diidroximetil-antrona (KOUAM et al, 2005). Estes dados, em comparagdo com 0s
dados da literatura permitiram identificar o antrandide Vismina (Figura 1B).

EDVcFr 3 — Pelo espectro de RMN de 1H foi possivel identificar oito sinais
simples atribuidos aos deslocamentos em & = 0.73, 0.87, 0.88, 0.95, 1.00, 1.01, 1.05 e
1.18 com integracdo relacionada a 3H, para cada sinal integrado. Sendo sete sinais de
grupo metila ligados a carbonos quaternarios e um ao hidrogénio terciario. Sinais
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multiplos em & 1,30 — 2,36 regiBes caracteristicas de hidrogénios aliciclicos
(SILVERSTEIN, 2000), destacando-se dois duplos — dubletos em 6 2,39 (J =13,7,5,0 e
2,0 Hz) referente a0 H — 2 na posic¢édo equatorial (ALMEIDA, 2006). O valor de J =
13,7 corresponde ao acoplamento geminal entre H-2ax e H-2eq. Estes sinais em
comparacdo com dados da literatura permitiram identificar o triterpeno Friedelina
(Figura 1C).

Figura 1 — Estruturas dos compostos isolados (A- Harunganol B; B- Vismina; C-Friedelina)

A B
HO OH ,o
O,
HaC % \ CHg
CHg HsC

Fonte: Os autores (2021).
5. CONSIDERA(;@ES FINAIS

Substancias antioxidantes estdo presentes no extrato EDVcFr dos frutos de V.
cayeannensis e podem, pelo menos parcialmente, justificar o uso popular da planta. Os
constituintes identificados neste trabalho contribuem significativamente para o
conhecimento do perfil quimico da familia j& que esta classe de compostos €
amplamente utilizada como marcadores quimiotaxondmicos em algumas especies. Este
é o primeiro relato de isolamento de harunganol B no género Vismia e, assim sendo, a
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espécie V. cayeannensis pode representar mais uma fonte promissora de fitoantioxidante
para futura aplicacdo em fitoterapicos que possam combater os radicais livres e doengas
associadas.
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