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Resumo: Espécies do género Vismia (Hypericaceae) sdo alvos de diversos estudos quimico-bioldgicos
por apresentarem compostos bioativos em abundancia. O presente trabalho objetivou contribuir com
estudos quimiométrico e bioldgico de espécies do género Vismia. Assim, os frutos de V. cayennensis,
V. guianensis, V. aff guianensis foram coletados no entorno de Itacoatiara-AM e submetidos a extragdes
com solventes organicos. Os extratos obtidos foram sujeitos a analise por espectrometria de massas com
ionizagdo por electrospray para o posterior emprego de técnicas quimiometricas, ¢ do potencial
antioxidante frente ao radical DPPH. Quanto a atividade antioxidante, o extrato metandlico destacou-se
pelo alto valor encontrado (1592,6 = 3,8 uM ET). A partir da andlise quimiométrica foi possivel observar
semelhanga quimica entre as amostras pertencentes as espécies V. guianensis € V. aff guianensis.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdao de extrema importancia devido as suas mais diversas aplicabilidades, seja
com medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos (PINTO et al., 2002). Atualmente,
as pesquisas cientificas tem se voltado ao estudo dos metabolitos secundarios, visto que,
possuem um potencial efeito medicinal para os seres humanos (VIZOTO, 2010). Estas
substancias exibem uma grande quantidade de atividades bioldgicas como, por exemplo,
fungicida, inseticida, citotoxica, antiviral, tranquilizante e analgésica (ROZWALKA et al.,
2008).

As familias da ordem Malpighiales Bercht. e J. Presl sdo fontes importantes para estudos
fitoquimicos e farmacologicos, entre essas esta a familias Hypericaceae Juss. (PATRONO,
2013). Entres os géneros pertencentes a familia Hypericaceae, o género Vismia destaca-se pela
producdo de metabdlitos secundarios com elevado potencial bioldgico, como antimicrobiano,
antifingico, anti-inflamatério, antioxidante e antidepressivo (MEIRELLES et al., 2017).
Quanto aos aspectos morfoldgicos, as espécies pertencentes a este género sdo bastante
semelhantes entre si.

Assim, o presente trabalho objetivou contribuir com analise quimiométrica de extratos,
de diferentes polaridades, de trés espécies do género Vismia e determinar a atividade
antioxidante frente ao radical de DPPH.
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O restante do artigo estd organizado da seguinte maneira. A Sec¢do 2 apresenta alguns
conceitos basicos e discute trabalhos relacionados. A Secdo 3 apresenta a metodologia utilizada
enquanto a Se¢do 4 mostra os resultados e as discussdes. A Secdo 5 apresenta as consideragdes
finais e os trabalhos futuros.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Hypericaceae ¢ uma familia que possui grande destaque pela producdo de metabolitos
com alto potencial farmacolégico (OZORIO, 2019). No Brasil, estd familia apresenta dois
géneros predominantes: Hypericum L. e Vismia Vand. (MARTINS et al., 2018).

O género Vismia ¢ mais frequente na regido Amazonica e suas espécies sao conhecidas
popularmente como Lacre, atribuido em referéncia ao seu exsudato amarelado ou alaranjado
(STEVENS, 2007). Entre as espécies mais estudadas deste género estdo: V. guianensis, V.
guaramirangae e V. laurentii. (ROJAS; BUITRAGO, 2018).

De acordo com Magalhaes (2020) cerca de 160 compostos quimicos ja foram associados
a espécies pertencentes ao género Vismia, principalmente das classes das antronas, xantonas,
antraquinonas, flavonoides, benzofenonas e terpenos. Algumas destas substancias possuem
atividade biologica comprovada, como por exemplo, a vismiona A, com potencial
antineoplasico, flavonoide kaempferol, com atividades contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas e as xantonas laurentixantonas A e B com atividade antimicrobiana contra
Streptococcus faecalis e Candida glabrata (CASSINELLI et al., 1986; NGUEMEVING et al.,
2006)

Considerando a grande quantidade de metabolitos ja identificados, as técnicas
quimiométricas sao habeis na selecdo de informacgdes relevantes sobre a natureza quimica de
espécies (GUIMARAES, 2019). Quando se analisa amostras com a finalidade de identificar sua
identidade, € possivel calcular o grau de similaridade entre uma amostra e aquela de referéncia
(VANDER, 2006).

A quimiometria utiliza métodos estatisticos e matematicos para o tratamento e
interpretacio das caracteristicas quimicas do objeto de estudo (CHRETIEN, 2003). Por meio
de métodos como andlise de componentes principais (PCA) e analise de agrupamentos
hierarquicos (HCA) hé a possibilidade de investigar se existe agrupamentos em um conjunto
de dados, sem necessariamente utilizar informacdo a respeito das classes (BEEBE; PEL;
SEASHOTLTZ, 1998). A PCA ¢ uma técnica que permite observar, interpretar e correlacionar
as diferencas existentes entre as amostras e ainda viabiliza a formagdo de grupos com
caracteristicas semelhantes entre si e 0 HCA agrupa os objetos com caracteristicas semelhantes
apresentados em forma de dendogramas (WORLEY; HALOUSKA; POWERS, 2013).

O isolamento e a determinagdo estrutural dos constituintes quimicos ja identificados em
Vismia spp. se fazem necessario, pois colaboram na descoberta de compostos bioativos € no
uso medicinal dessas espécies, bem como corroboram para a identificagao taxondmica. Neste
contexto, este artigo visa analisar comparativamente a composi¢cdo quimica de diferentes
extratos obtidos a partir de frutos das espécies de V. cayennensis, V. guianensis, V. aff guianensis



XV Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia

% ATransversalidade da Ciéncia, Tecnologia e Inovacoes para o planeta

18 @ 22 de outubro de 2021

ISSN 2594-8237
SNCT-ITA 2021

(Hypericaceae) por Espectrometria de Massas, auxiliado por ferramentas quimiométricas.
Deste modo, propde-se uma abordagem diferenciada, moderna, empregando pequenas
quantidades de material vegetal, volumes reduzidos de solventes de baixo custo, utilizando
equipamentos robustos (Espectrometro de Massas com ionizacao por electrospray — ESI-MS)
e ferramentas quimiométricas (PCA e HCA) com o intuito de desreplicar essas matrizes
vegetais. Os resultados obtidos permitirao construir um modelo de similaridade quimica entre
as espécies selecionas, bem como auxiliardo no isolamento futuro dos principais constituintes
quimicos presentes nessas matrizes vegetais.

3. MATERIAL E METODO
3.1. Coleta dos materiais botanicos

Os frutos das espécies Vismia cayennensis, Vismia guianensis ¢ Vismia aff. guianensis
foram coletadas em mata de terra firme aos arredores de Itacoatiara-AM.

3.2. Preparacio do extrato bruto

As amostras foram pesadas, maceradas e submetidas a extra¢des sequencial com
solventes organicos em ordem crescente de polaridade, os solventes utilizados foram: hexano
(Hex), diclorometano (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). A concentragao
dos extratos com grande volume de solvente (sobrenadante) foi efetuada em evaporador rotativo
a vacuo (modelo 801 FISATOM) com pressao. Os extratos obtidos foram codificados de acordo
com a Tabela 1.

Tabela 1— Codigo das amostras.
Solvente de extracao

Especie Hex CHCl3 AcOEt MeOH
V. cayennensis EH-VC ED-VC EA-VC EA-VC
V. guianensis EH-VG ED-VG EA-VG EA-VG
V. aff guianensis EH-VX ED-VX EA-VX EA-VX

Fonte: O autor (2021)

3.3. Analise quimiométrica

Para a realizagdo da andlise quimiométrica, inicialmente, foram produzidas solugdes
estoques dos extratos analisados com solventes de baixa (AcOEt acrescido de MeOH) e alta
polaridade (de MeOH), a concentragao de Img/mL. Cada extrato foi diluido com o solvente de
mesma polaridade e assim, uma aliquota desta solucdo foi injetada por infusdo direta em
duplicata no espectrometro de massas ion trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific). A fonte
de ionizagdo utilizada foi a electrospray nos modos positivo e negativo. Os dados espectrais
obtidos pela analise de MS dos extratos de todas as espécies, foram tabulados no Excel® em
uma matriz linhas x colunas. As anélises do componente principal (PCA) e analise hierarquica
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de cluster (HCA) foram plotadas com o emprego do software Chemoface, versao 1.5. A anélise
PCA foi calculada através da normalizacdo da variacdo das espécies analisadas, sendo a HCA
calculada através da distancia euclidiana e média de ligagdo dos trés principais componentes.

3.5. Determinac¢io da capacidade de sequestrar radicais livres

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH’) tem sido utilizado com grande
frequéncia para avaliar a capacidade de antioxidantes naturais em sequestrar radicais livres. A
partir disto, os extratos hexanicos, diclorometano, acetato de etila e metanol foram solubilizadas
em metanol P.A. a 2,0 mg/mL. Estas amostras foram submetidas a andlises de capacidade
sequestrante do radical DPPH e a determinacdo de fendis totais.

Para o ensaio de DPPH, foram adicionados 10 pL. da amostra em 190 pL da solugao de
DPPH (60 uM), para posterior incubacdo em ambiente escuro durante 30 minutos. Foi feita a
leitura das absorvancias em Leitora de Microplaca a 515 nm (Epoch 2, Biotek) e a curva padrao
de Trolox de 100 a 2000 uM (y =-0,0004x +0,7397, R2 =0,997), os resultados foram expressos
em uM de Equivalentes de Trolox.

O ensaio de fenois totais foi realizado a partir da amostra acrescida a mistura reacional
(1:1) do reagente de Folin Cicoalteu e bicarbonato de sddio (6%), mantida no escuro por 90
min para posterior andlise em Leitora de Microplaca a 725 nm (Epoch 2, Biotek). A curva
padrdo analitica de acido galico variou de 7,8 a 1000 pg/mL, apresentando a equacdo da reta
y=0,0029x + 0,2062 ¢ R2 = 0,9932. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico por grama de amostra.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises quimiométricas

Neste caso em especifico a PCA foi utilizada com o objetivo de verificar as diferencas e
as semelhancas quimicas dos extratos obtidos das trés espécies do género Vismia.

O grafico de score PCA (Figura 1A) representou 82,05% da variagdo total com os
espectros no modo negativo e fornecem informacdes discriminatdrias das amostras. O primeiro
componente principal (PC1) descreve 47,55% da variagao total, a segunda (PC2) 19,28% ¢ a
terceira 15,22% (PC3), foi observada a formacao de quatro grupos principais, sendo o grupo |
composto pelas amostras EM-VG e EA-VG, o grupo Il por EA-VC, ED-VC e EH-VC, o grupo
II somente pela amostra EM-VC e por fim o grupo IV formado pelas amostras ED-VG, EH-
VG, EM-VX, EH-VX, EA-VX ¢ ED-VX.

A partir da anélise do biplot de PCA (Figura 1B), € possivel destacar quais foram os ions
m/z responsaveis pela desagregacio e agrupamentos observados no grafico de score. Assim. E
possivel identificar que os ions de m/z 173, 349 e 354 sdo os responsaveis pelo agrupamento I.
Os ions de m/z 449 e 383 reunem as amostras no grupo II. Os grupos II e IV, sdao agrupados
devido aos ions com m/z correspondente a 191, 215 e 393, e 461, respectivamente.
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Figura 1 — Grafico de score PCA (A) e biplot (B) das diferentes espécies de Vismia baseados no
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A partir da andlise do dendrograma de HCA (Figura 2) foi possivel observar que a
correlagdo quimica entre as amostras ED-VG, EH-VG, EM-VX, EH-VX, EA-VX ¢ ED-VX
(Grupo IV), que seriam aquelas pertencentes as espécies V. guianensis e V. aff. guianensis, o
que corrobora com a semelhangas entre as duas espécies.

Figura 2 — Dendrograma de HCA das diferentes espécies de Vismia
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A andlise Hierarquica de Cluster (HCA) corroborou a PCA, cujo dendograma mostra a
formagdo de quatro grupos distintos pelos espécimes. Portanto, a abordagem metodologica
proposta mostrou-se eficiente, pois possibilitou a criacdo de um modelo de similaridade
quimica entre as trés espécies de Vismia.

4.2. Analise quantitativa da atividade antioxidante

O potencial antioxidante ¢ correlacionado com a quantidade de compostos fendlicos
presentes nas plantas. Desta forma o teor destes compostos foi determinado nas fragdes
estudadas e assim, quanto maior a quantidade de acido galico encontrada em equivalente por g,
mais elevado sera o percentual de fendlicos detectados.

A capacidade de sequestrar radicais livres em relagdo ao radical estavel 2,2-difenil-1-
picril hidrazil (DPPH) foi aplicada por ser uma metodologia simples, rapida e apropriada para
realizacdo da triagem considerando o ntimero de amostras e as distintas polaridade. Com isso,
os resultados do ensaio de fenolicos totais (FT) das fragdes dos extratos analisados estdao
apresentados na Tabela 2, assim como a capacidade de sequestrar radicais livres DPPH.

Tabela 2— Teor de fendlicos totais (mg EAG/g) e potencial antioxidante (uM ET) das trés espécies do
género Vismia

Fracoes Teor de fenolicos totais (mg EAG/g) * DPPH (uM ET) **
EHVcFr 202,9+0,5 1540,9 £5,2
EHVgFr 166,3 + 0,7 1491,7+4,3
EHVxFr 264,6 £ 0,5 1483,4+29
EDVcFr 72,2+0,5 1167,5+3,9
EDVgFr 179,4 + 0,5 1473,4+3,8
EDVxFr 289,7+0,5 1490,9 +2,9
EAVcFr 81,7+ 0,7 870,1 £5,2
EAVgFr 495,1 £ 0,7 9742 +2,5
EAVxFr 285,0+ 0,7 1460,9 + 3,8
EMVcFr 85,4+0,3 790,9 £ 5.2
EMVgFr 614,2+0,5 1066,7 + 4,3
EMVxFr 726,5+ 0,7 1592,6 £3,8

Fonte: O autor (2021). *miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra; ** microlitro de
Equivalentes de Trolox

Os contetudos de fenois totais das trés espécies estavam na faixa de 264,6 = 0,5 a 726,5 +
0,7 e DPPH entre 790,9 + 5,2 a 1592,6 &+ 3,8. A partir dos resultados, foi verificado que para
este teste a fracdo do extrato metandlico da espécie V. aff guianensis possui maior contetido de
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compostos fenolicos (726,5 + 0,7) quando comparado com os demais, 0 que consequentemente
constata-se que esta mesma amostra tem maior atividade antioxidante (1592,6 + 3,8). Foi
observado ainda que os conteudos de fenodlicos totais para o extrato metanolico exibiram
diferencas entre as espécies analisadas, visto que para a espécie V. aff guianenis foi oito vezes
maior do que o da V. cayennensis.

Em relacdo aos extratos acetato de etila, a fragdo obtida do extrato da espécie V. aff
guianensis, o potencial antioxidante foi no valor de 1460,9 + 3,8; relativamente maior que os
demais, no entanto, o teor de fendlicos totais mais elevado foi de 495,1 £ 0,7 para a espécie V.
guianensis. A maior atividade antioxidante das fracdes dos extratos de diclorometano foi
também da espécie V. aff guianensis com DPPH no valor de 1490,9 + 2,9 e do hexanico foi da
espécie V. cayennensis com 1540,9 £5,2.

Os resultados encontrados corroboram aqueles encontrados na literatura de que espécies
do género Vismia possuem potencial antioxidante. Alvarez e colaboradores (2008), por
exemplo, detectaram que as bagas de V. baccifera ssp. ferruginea e V. guianensis podem ser
uma fonte antioxidante natural de acordo com as andlises obtidas pelo método de DPPH, que
em particular apontou o extrato de acetato de etila com maior potencial, ICso de 4,16 + 0,07 e
5,86 £ 0,72, respectivamente, € maior teor de compostos fendlicos. Na espécie V. baccifera foi
detectado atividade sequestradora no extrato metanodlico das cascas utilizando o mesmo
método, com ICso correspondente a 5,87ug/mL (BUITRAGO et al., 2016)

5. CONSIDERACOES FINAIS

O método de extracdo sequenciada em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol), potencializou a resposta antioxidante frente ao
radical livre DPPH, considerando que o extrato EMVxFr apresentou melhor potencial
antioxidante (1592,6 + 3,8 uM ET) e maior contribuicdo com contetido de fenodlicos totais
(726,5 = 0,7 mg EAG/g) quando comparado com os demais extratos. As analises por ESI-MS
dos principais ions dos extratos avaliados de Vismia spp, estdo em andamento a fim de viabilizar
a identificacao dos constituintes. A partir deste estudo, foi possivel construir um modelo de
similaridade quimica qualitativo utilizando um método rapido, barato e reprodutivel que
possibilita a comparagao entre essas espécies, cujos resultados evidenciam perfis quimicos
semelhantes, porém distinguiveis em nivel de espécie e tipo de extrato. Assim sendo, espera-se
que o modelo empregado nessas espécies seja eficaz ndo somente na diferenciagdo entre as
composi¢des quimicas das espécies selecionadas nesta proposta, mas para auxiliar novos
estudos na identificacdo, por espectrometria de massas, dos principais constituintes quimicos
de maior relevancia neste modelo e no isolamento de substancias que ndo apresentam registro
na literatura e foram identificados nessas matrizes vegetais.
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