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RESUMO
As espécies do género Vismia sdo popularmente conhecidas como pau-de-lacre ou
lacre. Sdo distribuidas em regides tropicais como a Colémbia, Venezuela e Brasil.
Entre as atividades biologicas das espécies Vismia destaca-se o grande valor
terapéutico como antifingicas, antitumorais, larvicidas, leishmanicida, anti-
inflamatoria, dentre outras atividades. Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar o perfil quimico dos extratos dos frutos das espécie Vismia guianensis e Vismia
cayennensis e sintetizar por coordenacédo de Cu(ll) os isolados dos frutos dessas
espécies, além de avaliar atividades destes quanto a capacidade antioxidante,
antimicrobiana, antileishmania in vitro e quantificacéo de fendis totais. Os frutos foram
macerados para obter a resina presente nessas espécies. Foram feitas extracdes
durante o periodo de 7 dias com solug&o hidroalcoolica a 70%. Os extratos obtidos
foram codificados como EVC (V. cayennensis) e EVG (V. guianensis). Apoés
procedimentos de extracdo sequencial com solventes organicos, foram obtidos os
extratos: hexano (EHVC, EHVG), diclorometano (EDVC, EDVG), acetato de etila
(EAVC, EAVG) e metanol (EMVC e EMVG). Os extratos foram avaliados quanto a
capacidade antioxidante, frente aos radicais de DPPH e ABTS, o teor de fendlicos
totais foi obtido espectrofotometricamente de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu. Na atividade antimicrobiana foi usando o método de difusdo em Agar frente
as deStaphylococcus aureus, Streptpcoccus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens e
Mycobacterium smegmatis. Amostras foram avaliadas na atividade anti-leishmania, in
vitro, contra as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (Leishmania) guyanensis no periodo de 72 horas. Os extratos EDVC,
EDVG, EHVC e EHVG passaram pela técnica de cromatografia em coluna de silica e
as fracdes analisadas por HPLC/UV e APCI/MS afim de identificar os constituintes. A
técnica de RMN *H foi utilizada para identificar os constituintes isolados. A partir dos
constituintes isolados foi possivel fazer a sintese dos compostos de catequina e
guercetina em mistura de metanol adicionada na solu¢cdo metandlica de CuSO4-5H:0.
Através dos resultados foi possivel isolar e identificar os fendlicos catequina,
quercetina e fisciona, destes foram sintetizados dois complexos, a catequina (CAT-
cp) e quercetina (QUER-cp). Atraves da técnica de RMN foi possivel identificar a

antraquinona fisciona. Dos ensaios biolégicos, foi observada expressiva atividade
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antioxidante dos extratos hidroalcéolicos frente aos radicais de DPPH e ABTS, assim
como elevada capacidade antioxidante dos flavonoides quercetina, catequina. O
complexo metdlico sintetizado quercetina apresentou maior capacidade de captura do
radical DPPH com ICso de 1787,6puM. Na atividade antimicrobiana foi identificada
atividade baixa para a amostra EHVC frente a bactéria E. faecalis. Para a avaliagdo
antileishmania, o extrato EVC exibiu o0 melhor ICso (74,39ug.mL) durante 48 horas para
L. amazonensis e o complexo de quercetina apresentou melhor atividade contra L.
guyanensis (78,66ug.mL). Diante dos resultados obtidos foi possivel comprovar o
potencial biolégicos das duas espécies selecionadas para este estudo, além de
comprovar um maior potencial biolégicos dos complexos sintetizados oriundos de V.
cayennensis e V. guianensis. A continuidade deste estudo se faz necessario para uma
melhor elucidagdo do potencial antileishmania dos complexos metéalicos obtidos
(QUER-cp e CAT-cp).

Palavras-chave: Vismia; Leishmaniose; Atividade biolégica; Antioxidante; Complexos.
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ABSTRACT
Species of the genus Vismia are popularly known as pau-de-seal or lacre. They are
distributed in tropical regions such as Colombia, Venezuela and Brazil. Among the
biological activities of Vismia species, the great therapeutic value stands out as
antifungal, antitumor, larvicidal, leishmanicidal, anti-inflammatory, among other
activities. Therefore, the objective of this research was to evaluate the chemical profile
of the fruit extracts of the species Vismia guianensis and Vismia cayennensis and to
synthesize by Cu(ll) coordination the isolates of the fruits of these species, in addition
to evaluating their activities regarding their antioxidant, antimicrobial capacity,
antileishmania in vitro and quantification of total phenols. The fruits were macerated to
obtain the resin present in these species. Extractions were performed during a period
of 7 days with a 70% hydroalcoholic solution. The extracts obtained were coded as
EVC (V. cayennensis) and EVG (V. guianensis). After sequential extraction procedures
with organic solvents, the following extracts were obtained: hexane (EHVC, EHVG),
dichloromethane (EDVC, EDVG), ethyl acetate (EAVC, EAVG) and methanol (EMVC
and EMVG). The extracts were evaluated for their antioxidant capacity against DPPH
and ABTS radicals, the total phenolic content was obtained spectrophotometrically
according to the Folin-Ciocalteu method. In the antimicrobial activity, the agar diffusion
method was used against Staphylococcus aureus, Streptpcoccus pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia,
Serratia marcescens and Mycobacterium smegmatis. Samples were evaluated for
anti-leishmanial activity, in vitro, against promastigotes of Leishmania (Leishmania)
amazonensis and Leishmania (Leishmania) guyanensis within 72 hours. The EDVC,
EDVG, EHVC and EHVG extracts underwent the silica column chromatography
technique and the fractions analyzed by HPLC/UV and APCI/MS in order to identify
the constituents. The *H NMR technique was used to identify isolated constituents.
From the isolated constituents it was possible to synthesize the compounds of catechin
and quercetin in a mixture of methanol added in the methanolic solution of
CuS04-5H20. Through the results it was possible to isolate and identify the phenolics
catechin, quercetin and fiscion, from these two complexes were synthesized, catechin
(CAT-cp) and quercetin (QUER-cp). Through the technique of NMR it was possible to
identify the anthraquinone fissiones. From the biological assays, significant antioxidant

activity of the hydroalcoholic extracts against DPPH and ABTS radicals was observed,
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as well as a high antioxidant capacity of the flavonoids quercetin and catechin. The
metal complex synthesized quercetin showed a greater capacity to capture the DPPH
radical with an IC50 of 1787.6uM. In the antimicrobial activity, low activity was identified
for the EHVC sample against the bacteria E. faecalis. For the antileishmania
evaluation, the EVC extract showed the best IC50 (74.39ug.mL) during 48 hours for L.
amazonensis and the quercetin complex showed the best activity against L.
guyanensis (78.66ug.mL). Given the results obtained, it was possible to prove the
biological potential of the two species selected for this study, in addition to proving a
greater biological potential of the synthesized complexes from V. cayennensis and V.
guianensis. The continuity of this study is necessary for a better elucidation of the anti-
leishmanial potential of the metallic complexes obtained (QUER-cp and CAT-cp).

Keywords: Vismia; Leishmaniasis; Biological activity; Antioxidant; Complexes.
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1. INTRODUCAO

Doencas Negligenciadas (DN) sdo um conjunto de enfermidades que atingem a
populacdo em situacdo de pobreza, sendo causada por agentes infecciosos e
parasitarios como virus, bactérias, protozoéarios e helmintos (SOUZA et al., 2012). A
maioria das DN, concentra-se nas regides pobres da Africa, Asia e América Latina
(MARTINS-MELO et al., 2016; NASSIF et al., 2017; VARIKUTI et al., 2018). Foram
definidas entre DN, sete em prioridades de atuagcdo que compdem 0 programa em
doencas negligenciadas: dengue, doenca de Chagas, leishmaniose, hanseniase,
malaria, esquistossomose e tuberculose (DE PRIORIDADES, 2010).

No Brasil as DN sdo consideradas um problema de saude publica, sendo
importante causa de incapacidade e morte prematura, no entanto a maioria dessas
doencas sao preveniveis e/ou tratdveis com intervencdes altamente eficientes
(MEURER; COIMBRA, 2022). Entre os paises latino-americanos, o Brasil €&
responsavel por 39% dos casos de leishmaniose tegumentar e 93% dos casos de
leishmaniose visceral (GARCIA et al., 2011; GAMBINO; OTERO A, 2019).

A leishmaniose € uma doenca infecciosa causada por protozodrios do género
Leishmania, cuja transmissdo em humanos se da pela picada da fémea do inseto
flebotomineo infectado (GONTIJO; MELO, 2004). A leishmaniose visceral (LV) é uma
doenca endémica em cinco continentes, com casos humanos relatados em cerca de
54 paises localizados em regides tropicais e subtropicais (MARCONDES; ROSSI,
2013). Atualmente vem se desenvolvendo para areas urbanas e tonou-se um
crescente problema de salde publica no Brasil e em outras areas do continente
americano (LEMOS et al., 2010). E distribuida em quatro das cinco regides do Brasil,
com excecado apenas da Regido Sul, isso se deve a expansado de area geogréfica e a
urbanizacdo (FURLAN, 2010).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) pode ser encontrada nas cinco regiées do
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2007), torna-se uma das infecgdes dermatoldgicas
mais importantes, pelas dificuldades terapéuticas, deformidades e sequelas
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). E uma doenca cutanea que evoluem para Ulceras
em pele e/ou mucosas que podem ser Unicas, multiplas, disseminada ou difusa,
apresentando bordas elevadas e fundo granuloso, geralmente indolor (GOTO;
LAULETTA LINDOSO, 2012). No periodo de 2008 a 2018 no Brasil, ocorreram mais

de 230 mil casos de LT, predominantemente nas regides Norte, Nordeste e Centro-
21



Oeste (SINAN/SVS/MS, 2019).

O tratamento para um paciente com a Leishmania consiste em antimoniais
pentavalentes (Glucantime), medicamento utilizado por décadas (CARVALHO et al.,
2019) e que traz grandes efeitos colaterais para o organismo humano, dentre eles
estdo: nausea, vOmito, fraqueza e mialgia, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade,
pancreatite e nefrotoxicidade (NASSIF et al., 2017). Além dos antimoniais, caso haja
resisténcia ao tratamento, é utilizado a anfotericina B (MURBACK et al., 2011),
recentemente a Mitelfosina vem sendo empregado com sucesso na Asia (SOUZA et
al., 2012).

Muitas plantas dos biomas brasileiros tém sido utilizadas como farmacos naturais
pelas populagbes locais no tratamento de varias doencas tropicais, incluindo
esquistossomose, leishmaniose, malaria e infecgdes microbiana (ALVES, et al., 2000).

Além da leishmaniose, diversas outras doencas atingem a populacdo em
situacdo de vulnerabilidade socioeconémica. InUmeros estudos sao realizados para
descobertas de fitoterapicos que apresentam atividades positivas contras
microrganismos e até mesmo com acao antioxidante para corpo humano e que nao
apresentam um efeito toxico e colaterais ao organismo. A procura por compostos
fendlicos derivados de plantas, deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica que desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres (SOUSA et al., 2007). Além disso, a
busca por farmacos para o tratamento de doencas infecciosas é derivada ou baseada
em produtos naturais (NAGLE et al., 2014), devido a atual resisténcia dos
microrganismos para os medicamentos existentes.

O estresse oxidativo causado pelos radicais livres acomete diversos efeitos no
organismo humano, como o envelhecimento precoce, inflamacdes, cancer,
aterosclerose, vaso espasmos e doenca de Alzheimer (KAUR et al., 2014). Estudo ja
realizado apresentou resultado positivo com extrato de Vismia para atividade
antioxidante (LINS et al., 2016). Hussein et al., (2003) constataram atividade citotoxica
contra trés linhagens diferentes de células cancerigenas com extratos de folhas de
trés espécies de Vismia.

Vérios estudos tem demonstrado o potencial de complexos metélicos com o
cobre para o tratamento de patologias apresentando atividade promissora com acéo

antimalarica, anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral, antimicrobiana e
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antileishmania. Por exemplo, Krasnovskaya et al. (2020) mostraram que alguns a-
complexos de hidroxicarboxilato de cobre (II) CulL: (L = lactato, trifluorolactato, 2-
hidroxiisobutirato, trifluoro-2-hidroxiisobutirato) apresentaram o modo de acéo frente
a promastigotas de Leishmania amazonensis com o centro metalico sendo
responsavel pela atividade do complexo e os ligantes geralmente ndo sao bioativos,
mas estao presentes para estabilizar e proteger o centro metalico reativo.

Desse modo, esse projeto teve como objetivo avaliar o perfil quimico dos
exsudatos de espécies de Vismia com o intuito de isolar os constituintes majoritarios,
além de sintetizar compostos de coordenac¢do a partir das substéncias isoladas de
duas espécies desse género e com isso avaliar o efeito sinérgico do centro metalico
e das substancias isoladas desse produto natural frente a atividade antileishmania,
antioxidante e antimicrobiano. A presente pesquisa contribui com dados de
caracterizacdo dos constituintes quimicos do exsudado, além da comprovacéo
farmacolégica dos compostos sintetizados. A abordagem integrada dos dados
bioldgicos e quimicos podem impulsionar esse campo de estudo na busca por novos

agentes terapéuticos.

1.1 JUSTIFICATIVA

Espécies vegetais do género Vismia apresentam grande interesse terapéutico.
Conhecida popularmente como lacre, produz um exsudado resinifero, muito utilizado
para fins medicinais apresentando diversas atividades biolégicas (LORENZI; SOUZA,
2001). Muitas atividades ja foram identificadas para diferentes espécies desse género,
atividades anti-inflamatoria, antimalarica, antimicrobiana, antigiogénica e outras
(OLIVEIRA et al., 2016; PEDROZA, 2019). Atividades estas que sao de grande
interesse para a industria farmacéutica, além disso, pode ser uma alternativa
econdmica e eficaz para a populacédo, causando os minimos impactos possiveis na
salude das pessoas.

A escassez para o tratamento da DN leishmaniose vem sendo uma grande
preocupacao de saude publica, isso devido aos medicamentos a base de antimoniais
pentavalentes que acabam trazendo efeitos adversos aos pacientes que variam de
leves a graves, além da resisténcia do parasito ao tratamento, visto que, esse
medicamento vem sendo utilizados por muitos anos (BRASIL, 2017).

Estudos quimicos apontam sua composi¢cado como principal responsavel por tais
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atividades biolégicas (HUSSEIN et al., 2012; VIZCAYA et al., 2012). Com base no
potencial quimico, biolégico e na escassez de medicamentos que possam ser
alternativa no tratamento de leishmaniose, esta pesquisa consistiu em avaliar o
potencial antimicrobiano contra bactérias e fungos, analisar o potencial antioxidante
contra radicais livre e testar o potencial antileishmania, além de isolar constituintes
guimicos e sintetizar esses compostos afim de explicar tais atividades a partir de

extratos organicos das espécies de V. cayennensis e V. guianensis.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Sintetizar compostos coordenacao de Cu (Il) a partir de compostos isolados dos
frutos de V. guianensis e V. cayennensis e a avaliar estes quanto a capacidade
antioxidante, antimicrobiana e atividade antileishmania in vitro.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v' Isolar os constituintes majoritarios através da técnica de APCI/MS e HPLC/UV
SEMI-PREPARATIVO dos extratos brutos dos frutos de V. cayennensis e V.
guianensis;
v ldentificar e elucidar as substancias isoladas através das técnicas de RMN de
H.
v Quantificar o teor de compostos fendlicos totais nos extratos brutos;
v Sintetizar e caracterizar os complexos metalicos de cobre (Il) a partir da
obtencdo dos compostos organicos obtidos das espécies selecionadas;
v Analisar a atividade antioxidante dos extratos e dos complexos pelos métodos
do radical livre DPPH e ABTS;
v' Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos organicos das folhas de
espécies de Vismia,
v' Testar a atividade dos complexos e extratos contra as formas promastigotas
de L. (L.) amazonensis e L. (L.) guyanensis.

24



CAPITULO |
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1.1FUNDAMENTAGCAO TEORICA
1.1.1 PLANTAS MEDICINAIS

A humanidade faz o uso de diversas plantas com finalidade fitoterapéutica para
o tratamento e a cura de doengas (CESAR, 2014). O resultado do uso dessas plantas
considerou que plantas medicinais sdo capazes de aliviar ou curar enfermidades e
gue tem tradicdo de uso como remédio pelas pessoas (ANVISA, 2020). Essa pratica
vem se tornando bastante comum, até mesmo na industria farmacéutica e cosmética,
tanto na producéo de fragrancias como de medicamentos (BORGES, 2017).

Plantas medicinais sdo comercializadas em mercados populares, em feiras livres
e encontradas em quintais de residéncias, e é por isso que grande parte da populacéo
utiliza estes farmacos como alternativa para tratamento de doencas (LEAO et al.,
2007). Além do facil acesso, ainda permanecem barreiras encontradas pela populacéo
carente, como os altos custos dos medicamentos e as dificuldades de acesso a uma
consulta médica (DA SILVA et al., 2010). Estes motivos, associados com a facil
obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para sua
utilizacéo pelas popula¢des dos paises em desenvolvimento (VEIGA et al., 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), cerca de 4 bilhdes de
pessoas que vivem nos paises em desenvolvimento confiam no poder de cura das
plantas e por esta razdo as utilizam com frequéncia (KADIR et al, 2012). Essa
utilizacdo, muitas vezes € baseada apenas no conhecimento popular para a
recuperacdo ou a cura da saude das pessoas, ndo sendo cientificamente testado e
aprovado, ao contrario dos medicamentos fornecidos pelas farmacias. Em muitos
casos as pessoas subestimam as propriedades medicinais das plantas e fazem uso
delas de forma aleat6ria. Entretanto, cada vegetal, em sua esséncia, pode ser
alimento, veneno ou medicamento (FRANCA et al., 2008).

O conhecimento do uso popular de plantas medicinais proporciona para a
comunidade cientifica a descoberta de farmacos e elucidacdo dos seus efeitos
farmacolégicos (MARO, 2017). Farmacos sdo principios ativos responsaveis pelas
respostas medicinais relatadas pelo homem, sendo a principal substancia da
formulacdo do medicamento (XAVIER et al, 2015), quando um farmaco se encontra
misturado com outras substancias, como por exemplo, nos chas medicinais e extratos,
estes sao conhecidos como fitoterapicos (CARMONA et al., 2013).

A utilizacdo de planta medicinal equivocadamente para o alivio das diferentes
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afeccdes pode acarretar efeitos adversos, e o0s produtos fitoterapicos devem
apresentar comprovacdo de eficacia e seguranca, visto que diversos compostos
apresentam toxicidade a salde humana, inclusive para uso na gravidez e lactacéo
(DUARTE et al., 2018).

1.1.2 FAMILIA HYPERICACEAE

Uma familia que se destaca pelo seu potencial quimico e biologico, além de ser
amplamente utilizada como fitoterdpico é a Hypericaceae (OSORIO, 2019). Com
bases de estudos filogenéticos, a familia Hypericaceae deixou de ser incluida em
Clusiaceae e passou a ser uma familia independente, passando a ser de um grupo
irma da Clusiaceae (RUHFEL et al., 2011; APG 1V, 2016). A familia Hypericaceae é
constituida por nove géneros, entre os quais se distribuem 540 espécies em regides
de clima temperado e tropical (STEVENS, 2007). O género Hypericum é o mais
numeroso, incluindo 469 espécies, de acordo com os dados de Crockett e Robson
(2011). No Brasil, hd somente dois géneros  dessa familia: Vismia contendo cerca
de 30 espécies, mais abundante na regido amazonica e Hypericum com 23 espécies
e maior variedade no sul do pais (MARTINS et al., 2018).

A familia Hypericaceae apresentam geralmente habito arbustivo ou herbaceo,
auséncia de latex colorido, presencga de seiva resinosa translicida ou preta, ovario
supero, estilete alongado e estigma diminuto (JUDD et al., 2009). Nas suas espécies
foram identificadas diversas estruturas secretoras como ductos e cavidades de
diferentes diametros e extensdo. Tais estruturas podem acumular material transltcido
ou enegrecido, em geral, ricos em compostos fenolicos (TEKIN et al., 2017). As folhas
em geral possuem glandulas evidentes na face inferior, podendo ter coloracao
enegrecida. As pecas florais, frutos e até mesmo as sementes também apresentam
glandulas (MARINHO et al., 2016).

Plantas dessa familia produzem uma série de oxidados e poliisoprenilados
benzofenonas, algumas das quais sdo estruturalmente complexas e biologicamente
ativos (CUESTA-RUBI et al, 2005), bem como componentes de 0leo essencial que
sdo mais hidrofébicos por natureza (CROCKETT, 2010).

Na regido amazonica, existem diversas espécies de plantas medicinais de uso
local, com possibilidade de gerar medicamentos com menor custo para a populacao

(GOMES et al., 2011). O género que se destaca na regido amazonica é o de Vismia,
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do qual sdo conhecidas diversas atividades biolégicas como acéo antibacteriana,
antimalarica, antifingica, antioxidante, entre outras (OSORIO, 2019). No Estado do
Amazonas, a familia Hypericaceae esta representada por 18 espécies de Vismia
(VOGEL ELY et al., 2019).

1.1.3 GENERO VISMIA

O género Vismia Vand. pertencente a familia Hypericaceae, possui cerca de 61
espécies distribuidas no mundo todo, sendo 41 espécies encontradas no Brasil
(VOGEL ELY et al., 2019). As espécies desse género habitam nas regides tropicais e
subtropicais da América do Sul e Central e apenas algumas espécies sao encontradas
na Africa (HUSSAIN et al., 2012). No Brasil ocorrem nas regides Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste, em dominios fitogeograficos como Amazénia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica, sendo 18 espécies no Estado do Amazonas (VOGEL ELY
et al., 2019). Espécies Vismia dominam grandes clareiras de perturbacéo da floresta

tropical na bacia amazoénica (CHAMBERS et al., 2009).

Espécie de Vismia sdo conhecidas popularmente por “Lacre” e sao
caracterizadas por serem arvores ou arvoretas com base do tronco reta, possuem
folhas com pilosidade ferruginea apresentando coloracao verde na regido superior e
marrom na regidao inferior, possuem também latex alaranjado, e geralmente ocorrem
em vegetacao secundaria (TALA et al., 2013; VIZCAYA et al., 2012). Em um estudo
foi constatado a capacidade do género Vismia em resistir a altas temperaturas
podendo até rebrotar em areas que sofreram com queimadas, e também sua
insisténcia em permanecer em area de pastagem sendo capaz de sobreviver a
competicdo com gramineas (MESQUITA et al., 2015).

Varios estudos associam que os extratos referentes as espécies de Vismia
exibem importantes atividades biolégicas associadas a diversas doencas e tém sido
utilizada por populacéo indigena, como relatado na tribo Wayapi, que vive na Guiana
Francesa, que faz uso das casca de latex para tratar infec¢des fungicas orais em
criancas (VIZCAYA et al., 2012 ). Os metabdlitos secundarios possuem um amplo
espectro de atividades biolégicas, com substancias descritas como antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antifingica (OLIVEIRA et al., 2016) e com atividade antioxidante
contra o radical anion superdéxido, 6xido nitrico e peroxido nitrito (CAMPOS et al.,
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2014).

Do estudo quimico realizados com as espécies do género, observa-se que as
antraquinonas representam metabolicamente esse género (POLITI et al., 2004),
sendo a classe de substancia mais isolada nas espécies. Um dos seus principais
representantes sao as vismiaquinonas (A e B) (SEO et al, 2000) e a Vismiona A
(ALVAREZ et al., 2008) ambas com comprovada ac¢&o antioxidante (LINS et al., 2016).
Outras classes quimicas como as xantonas (SANTOS et al, 2000; HAY et al., 2004;),
cumarinas (LAVAUD et al., 2012), benzofenonas (MARTI et al., 2009), diantronas
(POLITI et al, 2004) e antrandides prenilados também tém sido relatadas no género
(ALVAREZ et al., 2008). Estas classes quimicas podem se apresentar com hidroxilas
fendlicas, o que possibilita a estabilizacdo de radicais livres presentes na célula,
conferindo as classes propriedades antioxidantes (GOMES et al, 2011). Os
triterpenoides, lignanas, sesquiterpenos, flavonoides e os componentes volateis séo
reportados na literatura como minorias em algumas espécies do género (VIZCAYA et
al., 2012; TALA et al., 2013).

Espécies do género vem sendo muito estudadas por diversos fatores, entre ele
€ devido a sua adaptabilidade e capacidade de sobrevivéncia em condi¢cbes extremas
e devido a essa adequabilidade, ela pode ser considerada como uma planta de grande
importancia em estudos de fisiologia, ecologia e alteracdes climaticas (RODRIGUES,
2019).

1.1.4 Vismia cayennensis

V. cayennensis (Figura 1) é uma espécie de “Lacre” de pequeno porte que habita
em capoeiras que pode atingir até 6 metros de altura, podendo gerar frutos a partir de
2 metros de altura (MARINHO-FILHO; VASCONCELOS-NETO, 1994). E amplamente
distribuida nas ilhas caribenhas de Trinidade e Tobago e norte da América do Sul,
com ocorréncia na Colédmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e
Venezuela, além do Brasil, em todos os estados da regido norte, Maranhao e Mato
Grosso (ZAPPI et al., 2015).
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. AW
Figura 1.V. cayennensis. Fonte: O autor (2022)
Na literatura h& poucos estudos que relatam as atividades biolégicas e perfil
quimica para a espécie de V. cayennensis. Barbosa et al. (2021) identificaram no 6leo
essencial das folhas hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos, além da
atividade contra microrganismo como fungos e bactérias. A espécie apresentou
capacidade antioxidante em extrato aquoso de folhas na concentragdo de 80 pg/mL
(DOMINGUEZ, 2010). Pesquisa com o extrato da casca do caule de V. cayennensis
apresentou efeito anti-inflamatorio significativo, além disso a confirmacdo de uma
vasta presenca de flavonoides, saponinas, taninos, polifendis, antraguinonas,
triterpenos e esterdis (MARIN et al., 2017).

1.1.5 Vismia guianensis

V. guianensis (Figura 2) é um Lacre popularmente conhecida como pau-de-lacre,
arvore-da-febre, caapia e caopia. E uma arvore relativamente pequena que pode
chegar de 3 a 7 metros de altura, tendo uma copa irregular e aberta com folhas na
face adaxial verde e abaxial amarelo (LORENZI, 2002), podendo variar 0os aspectos
morfologicos e quimicos conforme o ambiente em que ela se encontra, devido a

guantidade de luz absorvida ou refletida (CAMELO et al., 2012). Encontrada nas
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regides do Norte e Nordeste do Brasil, Coldmbia, Venezuela, Guiana (MOURAO;
BELTRATI, 2001).
A espécie apresenta uma vasta atividade biolégica que tem sido associada

principalmente ao exsudato de latex de laranja dos ramos dessa arvore (MOTTA et

Figura 2.V. guianensis. Fonte: O autor (2022)

al., 2022). Estudos realizados o 6leo essencial de V. guianensis mostraram uma
atividade antibacteriana contra bactérias Gram negativo e Gram positivo (KALEMBA,
KUNICKA, 2003; BURT, 2004; SILVESTRE et al.,, 2012; NUNEZ et al.,2013) e
antimicrobiano (BARBOSA et al., 2021). Um metabdlito isolado identificado por
Vismiona, mostrou atividade in vitro contra linhagens de tumores experimentais —
carcinoma de ovéario M5076 e melanocarcinoma B16 (PASQUA et al., 1995). Suffredini
et al. (2007) mostraram uma acentuada atividade letal dos extratos organicos e
aguosos de V. guianensis frente a linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano. Lins et al. (2016) revelaram o potencial contra o radical ABTS (2,2'-azino-
bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) a partir da fase acetato de etila de partes

aéreas dessa espécie.
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2.1METODOLOGIA
2.1.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO
Foram coletados frutos das espécies de V. cayennensis e V. guianensis no
entorno da cidade de Itacoatiara/Amazonas, com as coordenadas geograficas

demostradas na figura 3.

.L y ~J
\@)33#77/30:3528"S,
58

N\ AN\ W
Figura 3. Coordenadas geograficas das espécies
coletadas. Fonte: O autor (2022).

Ramos férteis foram herborizados e exsicatas depositadas no herbario da
Universidade Estadual do Amazonas (UEA) campus Itacoatiara, com os nimeros de
identificacdo 4384 e 4385, respectivamente, V. cayennensis (Jacq) Pers e V.
guianensis (Albl.) Choisy e sob registro do Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) n°® A77799D (Figura 4).

Figura 4.Exsicatas das espécies. (A) V. cayennensis; (B) V. guianensis. Fonte: O autor (2022). 32



2.1.2 PREPARACAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO A 70%

Os frutos foram macerados com auxilio de um almofariz e pistilo para a retirada
da resina. E a solucdo extrativa se mantinha em contato com o material vegetal, em
repouso a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. O procedimento foi
repetido por 7 vezes, até esgotamento da extracdo. Foram usados 350mL de etanol
dissolvido em 150mL de &agua para obter uma solucdo de 70%. As solucdes
hidroalcoolicas foram concentradas em evaporador rotatorio da marca FISATOM, com
temperatura a 40° C. ApOs esse processo, as amostras foram liofilizadas para retirada

da &gua e o produto final foi pesado e armazenado a 4° C (llustracéo 1).

Frutos frescos

Vismia Vismia
cayennensis guianensis
64,2289 282,408g
Maceragéo

Agua + Etanol

Filtragdo ap6s 24 horas
durante 7 dias

Remoc3o do solvente em
Evaporador Rotativo

Liofilizagdo
EVC e EVG

Armazenamento a
5°C

llustracao 1. Esquema geral da extracao hidroetandlica. Fonte: O autor (2023)

A solucéo hidroalcéolica foi codificada e o rendimento foi calculado
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2.1.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE HEXANO, DICLOROMETANO,
ACETATO DE ETILA E METANOL

Os extratos foram preparados a partir da maceracdo dos frutos das espécies

Vismia, em extragbes exaustivas com duracdo de 48 horas para cada troca de

solvente, sendo este procedimento repetido 3 vezes.

Para cada extracdo foram

utilizados 500mL dos solventes Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol

utilizado na ordem crescente de polaridade e codificadas conforme os solventes e

espécies (llustracéo 2).

‘ Frutos frescos ]

l

Vismia
cayennensis

)
78,789

l

Vismia
guianensis

)
176,789

—’[ Maceragao }—

J

\Z
[ Hexano J

l

[ Filtracdo apds 24 horas ]

—»( Diclorometano J

!

( Filtragao apos 24 horas ]

Coletar e
repetir por 3
vezes

!

Coletar e
repetir por 3
vezes

o

)

[ Filtragdo apos 24 horas ]

[ Filtragdo apos 24 horas ]

)

Coletar e
repetir por 3
vezes

|

Coletar e

repetir por 3
vezes

EMVC
EMVG

Evaporador

‘ Concentrar em |

Rotativo

[ Armazenar a 5 °C J

llustracdo 2. Esquema geral de extracao de solventes organicos. Fonte: O autor (2023)
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2.1.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DICLOROMETANO

Para o fracionamento foi utilizada como fase estacionaria de silica gel 60 (0,063-
0,2mm/70-230) da marca MACHEREY-NAGEL e fase movel os solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, sendo adicionados na coluna em
proporcdes de ordem crescente de polaridade, diminuindo o solvente de menor
polaridade e aumentando o de maior polaridade, em 5mL a cada troca, tendo um valor
total de 100mL de eluente. A coluna de vidro utilizada, da marca VIDROLABOR,
apresentava as dimensfes 30x300mm. No EDVC foi utilizado 60,239 de silica em gel
no interior da coluna. A massa da amostra foi de 0,410g do extrato dos frutos de V.
cayennensis macerado em 1 grama de silica no almofariz. E para EDVG, foi utilizado
68,219 no interior da coluna e 1,064g do extrato macerado em 2,120 gramas de silica

no almofariz. As fragdes foram recolhidas e totalizadas conforme o llustragdo 3.

Extrato
EDVC EDVG
Eluicdo com Eluicdo com
Hex/Diclo/AcOEt/ Hex/Diclo/AcOEt/
MeOH MeOH
166 173
fracBes fracdes

llustracdo 3. Esquema de fracionamento dos extratos de diclorometano de Vismia. Fonte: O autor (2023)

2.1.5 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO

Neste fracionamento foi utilizada de silica gel 60 (0,063-0,2mm/70-230) da marca
MACHEREY-NAGEL e fase movel os solventes hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol. A coluna de vidro utilizada, apresentava as dimensfes 30x300mm. O

extrato EHVG foi fracionado por cromatografia em coluna de silica utilizando 62,70g
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de silica no interior da coluna. A massa da amostra foi de 0,746g macerado em 1,5
gramas de silica no almofariz. Para o extrato EHVC utilizou-se 54, 035¢g de silica no
interior da coluna, além de 0,584g da amostra macerada em 1,2 gramas de silica no

almofariz. As fragGes foram recolhidas e totalizadas conforme a llustragéo 4.

Extrato
Eluigdo com Eluicdo com
Hex/Diclo/AcOEY Hex/Diclo/AcOEt
MeOH /MeOH
\ 4 \ 4
151 136
fracOes fracOes

llustracdo 4. Esquema de fracionamento dos extratos hexanicos de Vismia.
Fonte: O autor (2023)

2.1.6 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

As fragcOes recolhidas dos fracionamentos dos extratos, foram submetidas
individualmente a diferentes propor¢cdes de solventes para visualizacdo de possiveis
substancias na camera de UV (Ultravioleta). As fracdes com perfil igual, eram
unificadas para a finalidade de obtencdo da maior massa possivel da fracdo. Os
solventes utilizados foram a mistura de hexano, acetato de etila, metanol e agua
(2:3:2:3 ou 3:2:3:2) em gradiente de polaridade crescente, totalizando 10 mL de
eluente na cuba como fase movel. A cuba utilizada foi de capacidade para 30 laminas
da marca Global Trade. Como fase estacionaria foi utilizada a placa de silica gel 60
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(0,20mm) com indicador fluorescente UV254 da marca MACHEREY-NAGEL da DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, na medida de 20x20 cm). A camara
escura de UV utilizada na visualizacdo desse experimento foi a AG-DC-02 da marca

ACS GOLO, em dois comprimentos de onda 254nm e 365nm.

2.1.7 REVELADORES

Para a revelacdo em CCD, foram utilizados os seguintes reveladores: NP/PEG,
hidroxido de potassio 10% e vanilina sulfurica.

Natural Products Reagent/polietilenoglicol (NP/PEG): solugdo A — solucéo
metandlica a 1% do éster do acido B-etilamino difenilborico. Solugéo B - solugéo 45
etanolica a 5% de polietilenoglicol 4000. As solugbes A e B sdo misturadas na
proporcéo 1:1 (v/v). Usado como solugéo reveladora de flavonoides

Hidréxido de potassio 10%: 10,0g de KOH foram adicionados a 100mL de agua.
Utilizada na deteccédo de cumarinas.

Vanilina sulfarica: séo dissolvidas 15g de vanilina em 250mL de etanol a 0 °C.
Em seguida séo adicionados lentamente 2,5ml de &cido sulfurico concentrado. Usado

para revelar terpenoides (amarelo-marrom) e acidos graxos (azul).

2.1.8 AVALIACAO QUIMICA POR APCI/MS (IONIZACAO QUIMICA DE
PRESSAO ATMOSFERICA/ ESPECTROMETRIA DE MASSA)

Para avaliacdo por espectrometria de massas foram preparadas solucfes
estoque na concentracdo de 1000 ppm. Aliquotas (10 pL) dessas solucdes foram
transferidas para vials contendo 1mL de MeOH. Em seguida, 5 pL das solugcdes
diluidas foram analisadas por insercao direta no espectrobmetro de massas do tipo ion
trap, modelo LCQ Fleet, equipado com fonte APCI operando nos modos positivo e
negativo. Os parametros analiticos utilizados foram o0s seguintes: corrente de
descarga: 5 PA; temperatura do temporizador: 320 °C; temperatura capilar: 220 °C;
gas de revestimento: 30 psi; gas auxiliar: 10 arb, faixa de massa, m/z 100-1000. Os
espectros de MS/MS foram adquiridos utilizando hélio como gas de colisdo e energia

variando entre 20-30%.

2.1.9 ANALISE POR HPLC/UV (CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA/ULTRAVIOLETA) SEMI-PREPARATIVO
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O fracionamento semi-preparativo através da técnica por HPLC/UV em um
cromatografo Shimadzu®, foi realizada para a amostra EVC (2 mg). O extrato foi
solubilizado em 100 pL H20 (Milli-Q). Foi utilizada uma coluna Luna C18 (5 pm, 250 x
10.00 mm) Phenomenex com fluxo de 3,5 mL/min, sendo monitorados entre os
comprimentos de onda 235nm e 279nm. Para cada injecéo foi utilizada uma carga
maxima na coluna de 2 mg em um looping de 100u. A fase movel utilizada consistiu
de uma solug¢do aquosa de &cido formico a 0, 2% (A) e MeOH (B). O gradiente de
eluicéo foi de 20 — 50 % (B) por 7 min, 50-80 % (B) por 15 min, seguido de 30 min a
80 % de (B).

2.1.10 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A caracterizacdo estrutural das substancias foi realizada por RMN [1D: H e *3C)
utilizando-se um espectrometro Bruker Avance lll HD, operando em 400,13 MHz para
1H e 125,76 MHz para *3C em solvente cloroférmio deuterado, equipado com sonda

multinuclear de observacao direta de 5 mm (BBO Plus Smart ProbeTM).

2.1.11 SINTESE DOS COMPLEXOS
2.1.11.1 SINTESE DO COMPLEXO Cu-quercetina (QUER-cp)

Em um balédo de fundo redondo de 50mL, sob agitacao e aquecimento, adicionou
3,5,7,3,4’-pentahidroxiflavona (quercetina-2H>0) (0,17 g, 0,01 mol) em MeOH (20 ml),
deixando até a total dissolucédo deste. Em seguida, adicionou-se lentamente a solucéo
metandlica de CuSO4-5H20 (0,25 g, 0,02 mol), deixando sob agitacdo a temperatura
ambiente por 1,5 h (Figura 5). ApGs agitacdo, a mistura de reacdo foi filtrada e
deixando para evaporar lentamente & temperatura ambiente. O produto resultante
(QUER-cp), foi purificado com t-butanol e deixado em dessecador a vacuo, obtendo

rendimento de 77%.

CuS0, . 5H,0

[
r

OH O._ |

= Cu(I1)(H,0), 138

Figura 5. Esquema reacional de sintese e estrutura proposta do complexo Cu-quercetina. Fonte: O autor (2023)
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2.1.11.2 SINTESE DO COMPLEXO Cu-catequina (CAT-cp)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, sob agitacdo e aquecimento,
adicionou 2-(3,4- dihidroxifenil) -4H-cromona-3,5,7-triol (catequina-2H.0) (0,0029 g,
0,01 mol) em MeOH (20 ml), deixando até a total dissolucdo deste composto. Em
seguida, adicionou-se lentamente solugdo metandlica de CuSO4-5H20 (0,125 g, 0,01
mol) deixando sob agitacdo a temperatura ambiente por 1,5 h (Figura 6). Apés
agitacdo, a mistura de reacao foi filtrada e o filtrado foi evaporado lentamente a
temperatura ambiente. O produto resultante foi purificado com t-butanol e seco em um
dessecador a vacuo, obtendo CAT-cp com 60% de rendimento.

OH o
OH o)

CuSO, . 5H,0

OH OH

OH OH

Figura 6. Esquema reacional de sintese e estrutura proposta do complexo Cu-catequina. Fone: O autor (2023)

Ultravioleta visivel (UV/vis) na faixa de varredura do comprimento de onda foi de
200 a 800 nm e as amostras foram preparadas em uma concentragéo de 1,0 x 10-5
mol L-1 em DMSO na temperatura de 25 °C.

3.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Os rendimentos dos extratos (massa de extrato seco/massa do material
vegetal, %) dos frutos das espécies Vismia, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.
Através da extracdo sequencial com diferentes solventes em uma amostra, € possivel
obter de forma mais completa o perfil quimico da parte botanica da planta, levando
em consideracao que apenas um solvente ndo seria capaz de extrair todas as classes
de metabdlitos secundarios (SILVA, 2013). Portanto, selecionar um método de

extracdo mais adequado e os solventes € um dos procedimentos mais importantes
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para melhorar o rendimento da extracdo (VIERA, 2016).

Caodigo Significado Quantidade Rendimento
(9) (%)
EHVC Extrato Hexano V. cayennensis 0,5847 0,74
EHVG Extrato Hexano V. guianensis 2,4124 1,36
EDVC Extrato Diclorometano V. 1,2489 1,58
cayennensis
EDVG Extrato Diclorometano V. guianensis 9,1792 5,19
EAVC Extrato Acetato de Etila V. 1,3600 1,72
cayennensis
EAVG Extrato Acetato de Etila V. 2,6202 1,48
guianensis
EMVC Extrato Metanol V. cayennensis 1,4878 1,88
EMVG Extrato Metanol V. guianensis 2,2807 1,29

Tabela 1.Cddigo e rendimento das amostras de extratos organicos dos frutos de Vismia. Fonte: O autor
(2023)

Caodigo Significado Quantidade Rendimento (%)
(9)
EVC Extrato hidroetandlico de V. 4,4885 6,98
cayennensis
EVG Extrato hidroetandlico V. 12,5216 4,43
guianensis

Tabela 2. Cédigo e rendimento das amostras de extrato hidroetanélico dos frutos de Vismia.

O extrato que obteve maior rendimento foi o extrato hidroetandlico de V.
cayennensis com 6,98% e o menor rendimento foi o extrato hexanico de V.
cayennensis, demonstrado também em uma pesquisa recente que obteve um
rendimento baixo para esse extrato (TRINDADE et al.,, 2023). Os diferentes
rendimentos obtidos em pesquisas, podem estar relacionados a diversos fatores,
como natureza da matriz da amostra e o solvente (PIOVESAN, 2016).

3.1.2 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES
A avaliacéo da fracdo EVG oriunda do extrato hidroalcoolico de V. guianensis,
observado apenas no modo de ionizacao negativo, apresentou ion precursor [M-H] -
em m/z 301 (Figura 7). No espectro foi observado fragmentos em m/z 283 [M-H-H20]
- € 245 [M-H-2COQ] - caracteristico pela perda de uma molécula de agua e da saida de

duas moléculas de monoxido de carbono (Figura 8).
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Figura 8.Proposta de fragmentagao do ion 301 m/z em 283 e 245 m/z. Fonte: O autor (2023)
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Com base na literatura foi identificado o flavonoide quercetina como constituinte
majoritario (BERTONCELJ et al., 2011) (Figura 9).

OH
OH

HO O

H OH
HO @)

Figura 9.Estrutura da molécula de quercetina (3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona). Fonte: O autor (2023)

Identificou-se que na amostra EVC havia um pico majoritario de massa 289m/z
(Figura 10). A partir desse ion foi possivel observar as fragmentacées em perda de
grupo em 245 m/z e 205 m/z resultante de uma fissdo no anel heterociclico e em 179

m/z de um catecol, como mostra a proposta de fragmentacgéo (Figura 11).

F5_289 #145 RT: 1,99 AV:1 NL: 1,26E1
F: ITMS - ¢ APCI corona Full ms2 289,00@cid25,00 [7!

lOOi 05,1

905

soé

705

607

50]

30% 203,17

2o§

10]
0:wwwwwwwwx!!!x!!!x!!!x!!!x‘wwx!!!xwwx!!!x!!

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z

Figura 10. Espectro de massas 289m/z na fonte APCI do extrato hidroalc6olico EVC. Fonte: O autor (2023)
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Figura 11. Proposta de fragmentacao do ion 289 m/z em 245, 205 e 179 m/z. Fonte: O autor (2023)

Esse pico majoritario de 289 m/z, corresponde a férmula molecular de C15H140s,
sendo um flavonoide denominada (dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-
triol, catequina (Figura 12), ja encontrado anteriormente em extrato hexanico de V.

cayennensis (MOTTA, 2020).
OH

OH

HO O

OH
OH

Figura 12. Estrutura dos compostos catequina. Fonte: O autor (2023)
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Outra substancia encontrada por MS/MS em modo negativo foi a do ion 283m/z
encontrada na fracdo FRVC6-10 com um unico fragmento de 239m/z equivalente a
perda de 44 daltons (Figura 13), de férmula molecular C1sH120s, denominada de
antraquinona fisciona (1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona) (OSORIO, 2019)
(Figura 14),

FRVCE 10 MSMS #204 RT:1.81 AV:I 1 MNL: 7,39
¢ APCI corona Full ms2 283.00@cid25 .00 [75.00-285,00]

L B e L L L L I ) B A A L A Ry Bl B R Ry A Ml LSS L M) ARG BAAR A AAAE EAs LAas L) S RAAM AR RaAS) NSRS LAAM LEins Musd anat]
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

miz

Figura 13. Espectro de massas 283m/z na fonte APCI da fragdo FRVC6-10. Fonte: O autor (2023).

OH T) OH

H,C .| o

O

Figura 14. Estrutura dos compostos fisciona. Fonte: O autor (2023)

Através da técnica de HPLC/UV foi possivel identificar também a substancia
catequina no comprimento de onda de 235nm e 279nm do extrato bruto de EVC
(Figura 15). O espectro mostra o sinal majoritério entre 8,5 a 9,5 minutos caracteristico

desse flavonoide.
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Figura 15. Espectro de HPLC/UV do composto de catequina encontrado na amostra EVC na faixa de
235 a 279nm. Fonte: O autor (2023).

0.00

3.1.2 IDENTIFICACAO DA FRVG-4 DO EXTRATO EHVG POR RMN !H
A fracao codificada com FRVG-4, foi isolada do extrato EHVG na forma de cristal
de cor amarelada (llustracdo 5). Através da analise do espectro de RMN *H foi possivel

analisar os dados espectrais e identificar tal substancia.
EHVG

A 4

RMN H'

llustracdo 5. Esquema de precipitagdo dos cristais e analise em CCD para a fracdo FRVG-4 de EHVG. Fonte:
O autor (2023). ,



O RMN 'H da fragdo FRVG-4 com solvente cloroférmio deuterado, gerou o

espectro com 0s sinais que mostram diversos grupos predominante nessa substancia

(Figura 16). Foi possivel visualizar nas regides 6+ 12,35 (s, 1H) e 64 12,15 (s,1H) dois

sinais que podem estar atribuidos a hidroxilas queladas a grupo de carbonila (C=0)

(Figura 17). Esse espectro também apresentou 4 sinais na regido dos aromaticos, em
On 7,65 (s, 1H), &4 7,39 (d, J = 2,48 Hz, 1H), &1 7,10 (s, 1H) e &1 6,70 (s, J = 2,54 Hz,

1H) todos com integracdo para 'H, caracteristico de hidrogénios acoplados em

posicoes meta (Figura 18).
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Figura 16. Espectro de RMN *H da fracdo FRVG-4 do extrato hexanico de V. guianensis. Fonte: o autor (2023)
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Figura 18. Expanséo da regido do espectro de RMN *H dos arométicos da amostra FRVG-4. Fonte: O autor (2023)
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Essa substancia apresentou também um sinal indicativo a uma metila com
caracteristica que esta ligada a anel aromatico em 6H 2,47 (s, 3H) (Figura 19). Em &H
3,95 (s, 3H) essa antraquinona exibiu esse sinal relativo a 3 hidrogénios de uma
metoxila, ou seja, hidrogénio fazendo ligacéo a oxigénio (Figura 20). Os demais sinais
podem estar conferidos a outra substancia em mistura a esses cristais.
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Figura 19. Expanséo da regiéo do espectro de RMN *H de uma metila da amostra FRVG-4. Fonte: O autor (2023)
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Figura 20. Expanséo da regigo do espectro de RMN *H de uma metoxila da amostra FRVG-4. Fonte: o autor (2023).
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Essas informacdes do espectro de hidrogénio de RMN 'H (Tabela 3), foram
comparados com dados da literatura (OTTOBELLI et al.,, 2011; OSORIO, 2019)
permitindo sugerir que esses cristais precipitados na fracdo FRVG do extrato hexanico
de V. guianensis, trata-se da antraquinona 1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona,
fisciona (Figura 21), substancia ja isolada anteriormente dos frutos de V. guianensis
(OTTOBELLI et al., 2011).

H RMNH (d) Literatura RMN 'H (8) Literatura RMN 'H (8) em
em cloroférmio cloroférmio (CDCls)
(CDCls) OSORIO, OTTOBELLI et al., 2011

2019

1 12,35 (s, 1H) 12,33 12,32

2 7,10 (s, 1H) 7,09 7,20

3 2,47 (s, 3H) 2,46 2,46

4 7,65 (s, 1H) 7,64 7,53

5 7,39 (d, J = 2,48, 1H) 7,39 7,21

6 3,95 (s, 3H) 3,65 3,92

7 6,70 (d, J = 2,54, 1H) 6,70 6,89

8 12,15 (s, 1H) 12,16 12,11

Tabela 3. Dados de RMN *H (400MHz) para o composto fisciona.

Figura 21. Estrutura quimica da substancia 1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona
(fisciona). Fonte: O autor (2023)

3.1.3 SINTESE DOS COMPLEXOS
O espectro UV-vis da quercetina livre e complexo Cu-quercetina em DMSO é
descrito na figura 22. A quercetina, como a maioria das flavonas e flavondis, exibe
duas grandes bandas de absorcéo na regidao UV-vis, a 380nm (banda |) representando

a absorcdo do anel B (sistema cinamoil), e 300nm (banda IlI) é considerada estar
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associado a absorcao envolvendo o sistema benzoila do anel A [16].
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Figura 22. Espectro eletrdnico da quercetina livre e complexada em DMSO. Fonte: O autor (2023)

Os espectros estao relacionados com as transicbes T— T* dentro do anel
aromatico das moléculas do flavonoide. Em comparacdo com 0s espectros de
absorcéo dos flavonoides, a banda do complexo € deslocada para a regido de menor
comprimento de onda, caracteristica da formacdo de um complexo. Tal mudanca
hipsocromica pode ser explicada pela extensdo de o sistema conjugado com a
complexacéo e a interacdo com o solvente DMSO.

Os espectros UV-vis fornecem informacdes significativas sobre os locais de
coordenacao de flavonoide, por exemplo, como o grupo 3-hidroxi tem um carater mais
acido [15], portanto os grupos 3-OH e 4-oxo sdo 0s primeiros sitios estar envolvidoro
processo de complexagdo. O 3,4-di-hidroxi grupos se ligam a um segundo ion
metalico. O grupo 5-OH néo esta envolvido devido & menor acidez de prétons e ao
impedimento estérico causado pela primeira complexacao [14].

O espectro UV-vis da catequina livre e complexo Cu-catequina em DMSO é
descrito na figura 23. A analise do espectro eletronico da catequina indicou um pico
maior em 279nm, que pode ser atribuido as transi¢des 1T-T1* dos grupos hidroxila
fendlicos. ApOs a complexacao essa banda deslocou para maiores comprimentos de
onda, possivelmente, devido ao aumento da conjugacao do sistema. Além disso, no
complexo,ha o aparecimento de uma banda larga por volta de 400nm atribuida a
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transicao de carga.
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Figura 23. Espectro eletrénico da catequina livre e apds a complexagédo com ions Cu?* no solvente
DMSO. Fonte: O autor (2023)

Os sitios ativos de coordenacao e ligacdo nos flavonoides livre e apds a
complexacdo sdo mostrados na figura 24.
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Figura 24. Espectros de infravermelho dos complexos sintetizados neste trabalho na faixa de 4000
a 400 cm* em pastilhas de KBr. Fonte: O autor (2023)
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Ambos os complexos apresentaram uma banda larga por volta de 3450 cm™
atribuida ao estiramento da ligacdo O-H (uO-H). A vibracdo de estiramento de C=0
na quercetina livre ocorreu em 1705 cm™ que foi deslocada para 1690 cm™ e 1694 cm-
! nos complexos Cu-catequina e Cu-quercetina, respectivamente. O estiramento da
ligacdo C-O-C u(C-0O-C) é observada em 1199 cm™ e 1203 cm™ para Cu-catequina e
Cu-quercetina,respectivamente. A presenga de u(Cu-0) é observada em 995 cm-1 e

960 cm™ para Cu- catequina e Cu-quercetina, respectivamente.
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CAPITULO Il

AVALIACAO BIOLOGICA DAS ESPECIES DO GENERO Vismia
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1.1FUNDAMENTAGCAO TEORICA
1.1.1 LEISHMANIOSES: DOENCA TROPICAL

Leishmaniose € uma doenca transmitida pela picada do mosquito flebotomineo
fémea causando infeccéo pelo protozoario parasita Leishmania, sendo encontrado em
quatro diferentes continentes de clima tropical e subtropical (ALVAR et al., 2012).
Segundo Steverding (2017) a leishmaniose foi disseminada em todo o mundo pelo
homem durante as primeiras migracdes humanas, além disso, desastres e guerras
também contribuiram para a propagacéo dessa doenca.

O vetor pode pertencer aos géneros Lutzomyia ou Phlebotomus e possuem
maior participacdo na transmissao de protozoarios das leishmanioses no Brasil e no
Mundo (TORRES et al., 2017; WHO, 2018). Os parasitas apresentam duas formas de
reproducao e caracteristicas morfologicas distintas: a forma promastigota (com flagelo
livre) encontrada no trato digestivo do inseto e amastigota (sem flagelo livre)
interiorizada nas células fagociticas mononucleares dos hospedeiros vertebrados
(Figura 1) (DOSTALOVA; VOLF, 2012).
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Figura 1. Parasitas da Leishmania na forma promastigotas (A) e amastigotas (B).

Fonte:https://microbeonline.com/nnn-medium-composition-procedure-and-results/

Atualmente existem trés formas principais dessa DN: leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, e leishmaniose
mucocutanea (LCM) (WHO, 2018). A maior parte dos casos de LC ocorre no
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Ird, Paquistdo, Peru,
Arébia Saudita e Republica Arabe da Siria (WHO, 2019). A LC é caracterizada por
Ulceras crénicas com lesbes com bordas elevadas, definidas, arredondadas e tecido

interno granuloso, geralmente indolor e que podem evoluir para formas graves,
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embora ndo fatais (JENSEN, 2020). A LV é a forma com maior risco de vida, com uma
taxa de mortalidade de até 95% se néo tratada e de até 10% mesmo quando tratada
(NASSIF et al., 2017; VARIKUTI et al., 2018; ONG et al., 2019; RAJ et al., 2020). Ela
€ o0 resultado da disseminacdo de macrofagos infectados do sistema reticulo
endotelial, com envolvimento na medula éssea, bago e figado (ABADIAS-GRANADO
et al.,, 2021). J4 a LCM, no que refere a casos de contaminacéo, 90% residem na
Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru, suas lesdes aparecem distantes do local de inoculagéo
e manifesta-se na mucosa do trato respiratorio e digestivo superior afetando
principalmente a cavidade oral e nasal (MARTINEZ et al., 2019).

No mundo, existem principais espécies que se distribuem de diferentes maneiras
de continente para continente e individuos da leishmaniose. A Figura 2 mostra que no
Brasil encontra-se duas principais doencas da leishmaniose, sendo seu reservatério

fundamental os cdes e os ratos.

L. mexicana

I C. L. braziliensis I

I L Infantum ChOgaSi l L. donovani
Figura 2. Distribuicio geografica e reservatério fundamental das principais Leishmania spp do mundo. Fonte: ABADIAS
etal. (2021).

As espécies mais frequentes de leishmaniose da América sdo: L. Mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis e L. infantum chagasi (LUPI et al., 2009).
Entre as Leishmania spp. consideradas patogénicas ao homem, as que causam a
doenca tegumentar no Brasil com maior prevaléncia sao L. braziliensis L. guyanesis e
L. amazonensis (ALENCAR; FIGUEIREDO, 2019; VASCONCELOS et al., 2018).
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Estudo aponta que os maiores indices de casos da doenca confirmados prevalecem
nas regioes Norte e Nordeste, sendo a faixa etaria de 20 a 59 anos mais atingida
(SANTOS et al., 2021). Fatores sociais e ambientais contribuem para um quadro de
saude complexo na Amazénia Ocidental brasileira (Acre, Amazonas, Rondénia e
Roraima) (MENEGUETTI, 2019).

O principal farmaco utilizado no tratamento da leishmaniose no Brasil, é o
antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime), recomendado pelo Ministério da
Saude por 20 dias para LC na dose de 10 mg-20 mg Sb5+/kg/dia e trinta dias para
LCM na dose de 20 mgSb5+/kg/dia (VASCONCELOS et al., 2018; CARVALHO et al.,
2019). Esse medicamento € considerado muito eficaz, mas pode causar efeitos
negativos para o paciente que utiliza esse tratamento (LRDN, 2016). Nao havendo
resposta positiva aos antimoniais pentavalentes, o paciente é submetido aos
medicamentos alternativos que estao disponiveis no mercado, como anfotericina B,
lipossomal, miltefosina, pentamidina e aromomicina (NEVES, 2017; GAMBINO;
OTERO A, 2019), mas a diminuicdo em sua eficacia, bem como o alto risco de
desenvolver resisténcia ao tratamento levou a suspensdo destes tratamentos em
alguns paises. Por fim, estes compostos também séao altamente toxicos, com efeitos
colaterais como turvacdo da visdo, dor no peito, batimento cardiaco irregular e
dificuldade para respirar (NASSIF et al., 2017; VARIKUTI et al., 2018;
VASCONCELOS et al., 2018).

Alguns estudos com a-complexos de hidroxicarboxilato de cobre (1) CuL2 (65a
- 65d) (L = (a) lactato, (b) trifluorolactato, (c) 2- hidroxiisobutirato, (d) trifluoro-2-
hidroxiisobutirato) mostraram que no modo de acdo frente a promastigotas de L.
amazonensis o centro metdlico é responsavel pela atividade do complexo e os ligantes
geralmente ndo sdo bioativos, mas estdo presentes para estabilizar e proteger o
centro metalico reativo (ONG et al., 2019; KRASNOVSKAYA et al., 2020). Assim, faz-
se necessario desenvolver novos farmacos que possam ser alternativas aos

tratamentos atuais.

1.1.2 RADICAIS LIVRES: A BUSCA POR ANTIOXIDANTES
Os radicais livres sdo produzidos naturalmente no metabolismo dos seres vivos
e sdo neutralizados atraves de seus antioxidantes (MARTELLI; NUNES, 2014), além

disso, estudos revelam a importancias dessa producdo continua sustenta o
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funcionamento do corpo (RAHAL et al., 2014). No entanto, quando é produzido em
guantidade excessiva, esse processo tem como resultado um estresse oxidativo que
pode levar a diversas consequéncias celulares acarretando diversas doencas
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). Cotinguiba et al. (2013) explica que fatores exégenos
podem provocar a producéo desses radicais em quantidade superior, como poluicao,
radiacdo, cigarro, herbicidas entre outros.

Pesquisas apontam diversas doencas em decorréncia do desequilibrio na
producdo dos radicais livre, como o envelhecimento precoce (SADOWSKA-
BARTOSZ; BARTOSZ, 2014), Mal de Alzheimer, Parkinson, Cancer (COVARRUBIAS
et al., 2008), cardiopatias e cataratas (SANTOS et al., 2008; BARBOSA et al., 2010).
A busca por antioxidantes tem aumentado nos ultimos tempos, e essa procura tem se
referido ao possivel papel dessas substancias na patogénese de muitas doencas
(WINTERBOURN, 2008; GIL-CHAVEZ et al., 2013).

A importancia da pratica de exercicio fisico e uma dieta rica em antioxidantes
oferece  como consequéncia a diminuicdo do risco do desenvolvimento de
enfermidades associadas ao acumulo de radicais livres, além da melhora na qualidade
de vida (VASCONCELOS et al., 2014). Sendo assim, diversos pesquisas vem sendo
realizadas na busca de substancias ativas com alto potencial antioxidante em poupa,
residuos e sementes de frutas (ALVES et al., 2013; MORAIS et al., 2013; DAIUTO et
al., 2014), dleo essencial (XAVIER et al., 2016; SILVA et al., 2018; MENEZES et al.,
2020), extratos vegetais (VIEIRA et al., 2015; SUKWEENADHI et al., 2020) e até
mesmo de geoprépolis de abelhas (SILVA et al., 2013).

Estudos comprovam que os flavonoides apresentam propriedades antioxidantes,
sendo possivel controlar os radicais de células cancerigenas (AMADO et al., 2011). A
interacdo de compostos fenolicos com centros metalicos pode mudar os efeitos
biolégicos dos mesmos, sendo a maioria dessas propriedades muitas vezes
superiores as dos compostos originais. Sdo varios os exemplos de complexos
metalicos, com ligantes naturais, sintéticos ou semissintéticos, que tém sido
estudados com o objetivo de melhorar a atividade bioldgica desses ligantes (MING,
2003). Interessantemente, alguns complexos de cobre tém apresentado atividade

bioldgica, sendo importante realizar testes que possam comprovar essa atividade.

57



1.1.3 ANTIMICROBIANOS: RESISTENCIA A FARMACOS

O consumo de mais de uma tonelada diaria de antibioticos em alguns paises da
Europa tem resultado na resisténcia de populacdes bacterianas, causando assim um
sério problema de saude publica (DUARTE, 2006).

Duarte (2006) relata que 11 das 80 espécies de plantas medicinais da Colecao
de Plantas Medicinais e Aromaticas, comumente utilizadas na medicina popular
brasileira, apresentaram atividade antimicrobiana, ou seja, contra microrganismos
patogénicos. Além disso, os compostos derivados de plantas exibem boa tolerancia e
aprovacao entre os pacientes, parecendo uma fonte confiavel de compostos
antimicrobianos (GORNIAK et al., 2019).

Nascimento et. al (2000), avaliaram a atividade antibacteriana de varios extratos
de plantas e fitofarmacos sobre bactérias sensiveis e resistentes a antibiéticos. A acao
antimicrobiana de extratos hexanicos de cascas e de extrato etandlico das raizes de
Vismia foi testada e comprovada frente aos microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Mycobacterium phlei e Bacillus subitilis (SANTOS et al.,2007). Outra
avaliac@o antimicrobiana avaliada, mas desta vez a partir da tintura extraida de folhas
de V. guianensis, mostrou a sensibilidade do organismo de S. aureus em quatro
diferentes concentracdes: 500, 250, 125 e 62,5mg/mL (CAMELO, 2010).

Deste modo, h4 uma necessidade pertinente de encontrar novas drogas
antimicrobianas. A partir disso, o presente estudo selecionou duas espécies de Vismia
para obtencdo de extrato organico e analise dos constituintes quimicos, além de
conhecer as atividades antioxidantes, potencial antimicrobiano de seus extratos e

substancias isoladas e andlise de compostos de coordenacdo com centro metalico.

2.1METODOLOGIA
2.1.1 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS
Para este ensaio 20 pL da amostra foram adicionados a 1,5 mL de solucéao de
Folin Ciocalteu (1:9), ap6s 5 minutos foram adicionados 1,5 mL de bicarbonato de
sodio (6%). A mistura reacional foi mantida no escuro por 90 min para posterior analise
em Espectrofotbmetro de ultravioleta-visivel a 725 nm. Foi construida uma curva
padréo de acido galico de 31,25 a 1000,0 pg/mL, expressa pela equacédo y = 0,0096x
+0,0129, R2=0,997. Este ensaio foi realizado em triplicado e os resultados expressos

em miligramas de equivalentes de acido galico (VELIOGLU et al., 1998).
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2.1.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH
No ensaio DPPH, 100 puL da amostra (1 mg/mL) foram misturados com 3,9 mL
de solugao de DPPH" (100 pM) e mantidos no escuro por 30 min. Apos isso realizou-
se a leitura das absorbancias em espectrofotometro a 515 nm. Uma curva padréo de
Trolox foi construida de 100 a 2000 yg mL™, expressa pela equacéo y = -0,0006x +
0,9362, R? = 0,9926. Este ensaio foi realizado em triplicado e os resultados foram
expressos em pmol ET (MOLYNEUX, 2004).

2.1.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO CATION RADICAL ABTS

Foi realizada a mistura de 5 mL de solugao de ABTS a 7 uM e 88 pL de persulfato
de sdédio a 140 uM, mantido no escuro por 16 horas. Apds isso, 1 mL da solucao foi
misturado com etanol até absorbancia de 0,70 (734nm). Dessa solucéo 3,0 mL foram
misturados com 30 pyL de amostra (1 mg/mL) e deixados para reagir no escuro por 6
minutos. ApOs isso realizou-se a leitura em espectrofotémetro a 734 nm. A curva
padrao de Trolox foi construida entre 100 e 2000 ug mL™, sendo expressa pela
equacéo (y = -0,0002x + 0,6548, R = 0,9986). Este ensaio foi realizado em triplicado

e seus resultados foram expressos em pymol ET (RE et al., 1999).

2.1.4 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA
2141 MANUTENCAO DOS PARASITAS E PREPARO DE MASSA
PARASITARIA

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Leishmania) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147) criopreservadas no criobanco do Laboratorio de
Leishmaniose e Doencas de Chagas/COSAS/INPA. Para o cultivo das formas
promastigotas foi utilizado o RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640
suplementado com soro fetal bovino inativado (SFBI) e 50 pg mL* de antibiético
(Gentamicina), incubados a 25 °C de acordo com Jaffe et al. (1984), e posteriormente

utilizada para os bioensaios.

2.1.42 DETERMINACAO DA  ATIVIDADE ANTILEISHMANIA E
CONCENTRAGAO INIBITORIA 50% (ICs0) DOS EXTRATOS DE Vismia

A atividade antileishmania das substancias foram avaliadas pela inibicdo do
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crescimento e mortalidade de promastigotas. As substancias foram filtradas e diluidas
em meio de cultura, para o ensaio foram usadas as concentracdes de 125 a 7,8 ug.
mL1. O controle negativo foi o DMSO 1% (2,2-difenil-1-picril-hidrazil/Merck) e controle
positivo foram Pentacarinat® (isetionato de pentamidina) e Glucantime® (antimoniato
de meglumina) nas concentracdes de 10 a 0,7 ug mL* e de 100 a 7,0 ug mL*. A placa
de bioensaio (na presenca de promastigotas, controles e amostras de Vismia), foi
incubada em estufa a 25 °C durante 24 a 72 horas. Os bioensaios foram realizados

em triplicata e a média do numero de células vivas foi utilizada para calcular a ICso.

2.1.4.3 ANALISE ESTATISTICA
A multiplicacdo das células parasitarias foi determinada pelas curvas sigmoidais,
utilizando-se o software GraphPad Prism 9.0, analisando-se os respectivos intervalos
de confianca 95% e coeficientes lineares.

2.1.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizada a técnica de difusdo em
agar (BAUER; KIRBY, 1966), onde as bactérias indicadoras padronizadas foram
semeadas com o auxilio de swab estéril em placa de Petri contendo meio Agar Mueller
Hinton. Discos de papel (6 mm) foram embebidos com 30 pl de cada extrato
solubilizados em metanol na concentragéo de 2 mg/mL e deixados evaporar por 24h.
Os discos foram colocados nas placas previamente semeadas com 0S
microrganismos testes padronizados. As placas foram armazenadas em geladeira
overnight e entdo incubadas a 35 °C/37 °C por 24h a 48h para bactérias e leveduras
respectivamente. Apds o periodo de incubacéo foi avaliado a formacao do halo de
inibicdo (Figura 3).

) Swab

_ Formacio de
halo de
|n|bllao

Figura 3. Método de antibiose por difusdo em agar. Fonte: O autor (2022). 60



As amostras 1(EVC), 2(EVG), 3(EHVG), 4(EMVG), 5(EMVC), 6(EDVG),
7(EHVC), 8(EAVG), 9(EAVC) e 10(EDVC) foram avaliadas quanto a sua atividade
antimicrobiana frente aos seguintes microrganismos indicadores: Staphylococcus
aureus ATCC (American Type Culture Collection) 25923, Streptpcoccus pneumoniae
ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Burkholderia cepacia ATCC 17759,
Serratia marcescens, e Mycobacterium smegmatis, cultivados em caldo Luria Bertani
e caldo Sabouraud para Candida albicans durante 24 e 48 horas, diluidos com solu¢ao
salina 0,9% de acordo com padronizacao do tubo 0,5 da escala de McFarland (0,05

mL de cloreto de bario a 1%+9,95 mL de acido sulfurico a 1%).

3.1RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1.1 POTENCIAL ANTIOXIDANTE
Os resultados da quantificacdo de fendis totais e atividade antioxidante frente

aos radicais DPPH e ABTS das amostras obtidas estéo apresentados na Tabela 1.

Extratos DPPH (UM ET)* ABTS (UM ET)* FT (mg EAG/g)**
EVC 1291,4 + 28,3 3001,5 + 74,24 105,53 + 1,62
EVG 1300,3 + 7,6 3129 + 7,07 99,33+ 4,64
EDVG 11136 £ 2,3 2766,5 + 130,81 74,56 + 3,38
EDVC 861,4+7,6 2856,5 + 102,53 71,46 + 0,75
EAVC 226,1+8,2 944 + 42,42 24,33 £ 1,69
EAVG 642 +7 2394 + 70,71 32,92 +£1,03
EMVC 76,1 + 3,5 426,5 + 3,53 5,11 + 0,29
EMVG 210,3+2,3 844 + 28,28 13,39 + 0,36
EHVC 427 +16,5 1624 + 56,56 43,23+ 0
EHVG 982 +7 2621,5 + 53,03 51,15+ 0,29
CAT-cp 182,16 +0 - -
QUER-cp 1778,6 £ 0 - -

CAT 14579+ 2 - -
QUER 1415,7 £ 5,3 - -

Tabela 1. Quantificacdo de fendis totais e atividade antioxidante dos extratos. *microlitro de
Equivalentes de Trolox; **miligramas de Equivalentes de acido galico por grama de amostra. CAT-cp:
complexo de catequina, QUER-cp: complexo de quercetina. O autor (2023).
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Os valores de fendis totais variaram entre 5,11 a 105,23 mg EAG/g. Os que
apresentaram o0s maiores valores foram os extratos EVC e EVG, seguidos dos
extratos de diclorometano EDVC e EDVG. Ja os extratos EMVC (5,11 + 0,29) e EMVG
(13,39 = 0,36) apresentaram valores muito baixo na quantificagcdo de fendis. Em
contrapartida, Lins et al. (2016), mostraram que fracbes obtidas em acetato de etila
de V. guianensis apresentaram maior quantidades de compostos fendlicos,
diferenciando dos resultados obtidos nesse estudo. Os compostos fendlicos
apresentam uma estrutura quimica capaz de neutralizar ou sequestrar os radicais
livres, atuando no processo oxidativo, ou seja, metabdlitos fenélicos apresentam efeito
benéfico a saude (CHUN et al., 2005). Isso ocorre devido os fendis terem um ou mais
hidrogénios de hidroxilas disponiveis para fazer ligacdo ao radical efetuando a acao

antioxidante do organismo, conforme o mecanismo da figura 4.
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Figura 4. Mecanismo de reacéo de um fenol com o radical DPPH. Fonte: O autor (2023).

No ensaio de DPPH, pode-se observar que o0s extratos hidroetandlicos
apresentaram maior capacidade de captura dos radicais livres em relagéo a todos os
extratos organicos realizados, sendo o extrato de EVC o mais ativo, com capacidade
antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC) de 1291,4 uM. O complexo QUER-cp
destacou-se pela alta eficiéncia na captura do radical DPPH, apresentando um valor
de TEAC de 1787,6 uM, superior a qualquer uma das amostras analisadas neste
trabalho e até mesmo comparado com seu ligante de origem QUER que exibiu valor
de 1415,9 pM. O complexo CAT-cp apresentou valor de TEAC muito baixo (182,1,6
UM) em comparacdo ao seu ligante CAT (1457,9 uM), esse resultado pode estar

relacionado ao fato de amostra néo ter sido solubilizada completamente.
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Recentemente uma pesquisa revelou valores superiores a deste estudo, de
todos os extratos organicos: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol para
estas duas espécies de Vismia frente ao radical DPPH, sendo o extrato hexanico de
V. cayennensis com maior valor (1540,9 uM ET) e o extrato metandlico desta mesma
espécie de menor valor (790,9 uM ET) (TRINDADE et al., 2023). Os extratos EVC,
EVG, EDVG, EDVC e EHVG apresentaram expressivos valores de TEAC frente ao
cation radical ABTS de 3001,5 uM,3129 uM, 2766,5 uM, 2856,5 uM e 2621,5 uM,
respectivamente, demostrando uma excelente alternativa na agdo contra radicais
dessa natureza. Além disso o extrato EMVC novamente demonstrou menor eficiéncia
ao ABTS com valor de 426,5 + 3,53 uM ET. Uma pesquisa descreveu a atividade
antioxidante em extratos dos frutos de V. guianensis relacionados aos compostos
fendlicos majoritarios presentes nesse extrato com valores de ICso 6,52 pg/ml para
DPPH e 10,41 ug/ml para ABTS (ALVAREZ et al., 2008).

Esses resultados podem estar relacionados provavelmente a quantidade de
fendis na amostra, visto que, os fendis sdo reconhecidos como potentes antioxidantes
(SCHNEIDER et al., 2015).

3.1.2 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA
3.1.2.1 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA FRENTE A Leishmania (Leishmania)
amazonensis.
Os resultados obtidos das avaliacbes da atividade antileishmania frente a

Leishmania (Leishmania) amazonensis estdo apresentados na Tabela 2.

IC 50 (ug.mL™?)

Amostra 24h 48h 72h
QUER 82,13 78,09 >100
CAT 83,92 <100 >100
EVC 74,07 74,39 >100
EHVG >100 89,21 >100
EDVG >100 >100 >100
EDVC >100 <100 >100
PTM 0,35 <0,7 <0,7
GLUC 85,4 64,7 >100

Tabela 2. Atividade antileishmania para as formas promastigotas de L. amazonensis e
valores calculados de ICso por regresséo linear das amostras obtidas de Vismia. GLUC: Antimoniato de
meglumina (Glucantime® 7,0 ug.mL?) ; (PTM): Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®). Fonte: O
autor (2023).
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A amostra EVC mostrou melhor atividade antileishmania nas concentracdes de

125 pg.mL-1 e 62,5 pg.mL-1 sendo capaz de reduzir o nimero de promastigotas de

L. amazonensis durante as primeiras 48 horas, ndo sendo téao eficiente nas 72 horas

(Figura 5A). No entanto, este resultado foi um dos mais promissores, aproximando-se

de um dos resultados positivos, Glucantime® (GLU) (100ug.mL™') que apresentou
IC50 de 85,4 ug. mL* durante 24 horas e 64,7ug. mL*em 48 horas (Figura 5H).
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Figura 5. Atividade antileishmania de Vismia contra Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584). (A)
EVC; (B) EHVG; (C) EDVG; (D) EDVC; (E) CAT; (F) QUER; (G) PTM (Pentacarinat®); (H) GLUC (Glucantime®). Os parasitas
(106 células/mL) foram cultivados em diferentes concentracdes a 25°C e avaliados de 24 as 72horas. Antimoniato de
meglumina (Glucantime® 7,0 ug.mL?) e Isetionato de pentamidina (Pentacarinat® 0,7 ug.mL?) foram usados como controle
positivo. O controle negativo foram os parasitas expostos ao DMSO a 1%. Fonte: O autor (2023).



A amostra de QUER gerou também uma atividade moderada no periodo de
48 horas ao comparar com o positivo GLU, variando de 82,13 yg.mL* a 78,09 ug.mL"
na concentragao ICso. Porém, nenhuma das amostras apresentaram um valor proximo
do controle positivo PTM (0,7 ug.mL?), sendo o mais ativo de todas as amostras
testadas (Figura 5G). De todas as substancias testadas, a amostra que mais se
aproximou do controle negativo DMSO, foi a amostra de diclometano EDVG
apresentando um ICso maior que 100 ug.mL* (Figura 5C) concluindo que néo pode
ser capaz de inibir as promastigotas de L. amazonensis. Segundo Cuéllar-Cuéllar
(2012), o ICso dos valores devem estar abaixo de 100 pg/mL para dizer que existe

uma possivel atividade.

3.1.2.2 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA FRENTE A Leishmania (Leishmania)
guyanensis
Os resultados obtidos das avaliacbes da atividade anti-leishmania frente a
Leishmania (Leishmania) guyanensis estao apresentados na tabela 3.
IC 50 (ug.mL1)

Amostra 24h 48h
EVC 88,18 90,39
CAT-cp 85,18 93,43
QUER-cp 78,66 91,35
PTM 4,71 6,34
GLUC >100 >100

Tabela 3. Atividade antileishmania para as formas promastigotas de L. guyanensis e
valores calculados de ICso por regressdo linear das amostras. GLUC: Antimoniato de meglumina
(Glucantime® 7,0 ug.mL™?) ; (PTM): Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®). Fonte: O autor (2023).

Conforme os resultados observados, todas as amostras submetidas contra
promastigotas de L. guyanensis, exibiram um valor de ICso moderado. O complexo de
guercetina teve a maior atividade nas 48 horas de observacdo em relagao as demais,
apresentando valores de 78,66 pg.mL-1 e 91,35 pg.mL-1. O complexo CAT-cp néo
apresentou atividade elevada nesta analise, € importante ressaltar que a amostra nédo
foi totalmente soltvel ao DMSO, dificultando a obtencao precisa do resultado.

O Antimoniato de meglumina é o atual medicamento utilizado no tratamento de
leishmaniose, mas estd por mais de um século sendo utilizado nessa doenca (DE
CARVALHO et al., 2015). No entanto, a figura 6C mostra que apesar de ele ter sido
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avaliado em diferentes concentracdes, ndo foi suficiente contra as cepas de L.
guyanensis, exibindo valores maiores que 100 pug.mL™*%, ultrapassando os valores do
controle negativo. Um estudo relatou sobre a resisténcia e falhas dessa droga contra
cepas de Leishmania (ROJAS et al., 2006).

O controle positivo PTM demonstrou a melhor acdo contra essas cepas de L.
guyanensis, sendo que, nenhuma das amostras encontraram-se proximas de seus
valores de ICso (4,71 pg.mL? e 3,34 ug.mL?) (Figura 6E). Uma pesquisa revelou a
suscetibilidade da pentamidina a para diversos parasitas de Leishmania (PADRON-
NIEVES; PONTE-SUCRE, 2013).
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Figura 6. Atividade antileishmania de Vismia contra L. (Leishmania) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147). (A)
EVC; (B) QUER; (C) GLUC (D) CAT; (E) PTM. Os parasitas (106 células/mL) foram cultivados em diferentes
concentragdes a 25°C e avaliados de 24 as 48horas. Antimoniato de meglumina (Glucantime® 7,0 ug.mL™) e Isetionato
de pentamidina (Pentacarinat® 0,7 pg.mL?) foram usados como controle positivo. O controle negativo foram os
parasitas expostos ao DMSO a 1%. Fonte: O autor (2023).

Até o momento ndo foi possivel realizar os ensaios de antileishmania para os

demais extratos dessa pesquisa, além do ensaio de citotoxidade para todas as
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amostras, sendo necessario a continuidade desse estudo para a finalizacdo dessa

atividade.

3.2.3 AVALIACAO ANTIMICROBIANA
Pelo método de difusédo em agar, foi detectada atividade antimicrobiana somente
para a amostra definida com o codigo EHVC (Tabela 4). A amostra apresentou
atividade apenas para E. faecalis com halo de inibicdo de 12 mm (Figura 7), porém

essa foi considerada uma inibicdo baixa conforme o didametro do halo.

Extratos Atividade (Halo de inibi¢&o)
EVC -
EVG -

EHVC + (12 mm)
EHVG -
EDVC -
EDVG -
EAVC -
EAVG -
EMVC -
EMVG -

Tabela 4. Atividade antimicrobiana conforme o halo de inibicdo dos extratos de Vismia. Baixa (+):
diametro do halo de inibigédo entre 7 a 12 mm; Moderada (++): diametro do halo de inibicdo entre 13 a
16 mm; Alta (+++): didmetro do halo de inibicdo superior a 17 mm. Negativo (-): auséncia de halo.
Fonte: O autor (2022).

Figura 7. Amostra EHVC em ensaio antimicrobiano com E. faecalis ATCC 29212. Fonte: O

autor (2022).
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N&o foi possivel a realizacdo dos ensaios antimicrobianos para as substancias
isoladas e seus complexos, devido a pequena quantidade de amostra obtida para
realizacdo dos testes.

O interesse por antimicrobianos provenientes de matéria prima vegetal vem se
destacando em estudos, principalmente pelo aumento de microrganismos resistentes
as drogas antimicrobianas convencionais, o que vem desafiando a ciéncia e causando
Sérios riscos a saude publica em todo o mundo (BEZERRA et al., 2011; BARBOSA et
al., 2021; COSTA et al., 2022; DA CRUZ COSTA et al., 2023). Um estudo revelou que
o0 extrato hidroetandlico das cascas da espécie V. guianensis, se mostrou ativo contra
a acdo da bactéria E. faecalis com concentragéo de 6,25 mg/mL~* (OLIVEIRA, 2009).
Em contra partida, Sufredini et al. (2006), demonstraram que o extrato de V.
guianensis ndo possui um potencial significativo contra bactérias E. coli, S. aureus, E.
faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Um estudo recente, mostrou potencial
antimicrobiano do 6leo essencial para as duas espécies em estudos extraido das
folhas, sendo eficaz contra as bactérias Gram-positivas S. aureus (100 yL/mL) e E.
faecalis (5600 ul/mL), bem como contra os fungos C.albicans e C. krusei (600 puL/mL
cada) (BARBOSA et al., 2021).

Muitos estudos relataram a atividade antimicrobiana de compostos de
antraquinona como um derivado de extrato de partes botéanicas de V. laurentii (KUETE
et al., 2007; TALA et al., 2007). Camelo et al. (2011) confirmaram que 0S compostos
fendlicos e antraquinonas estéo relacionados a atividade antimicrobiana demonstrada

contra o microrganismo da pesquisa realizada.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados dessa pesquisa, pode-se ter o conhecimento da
importancia da investigacdo acerca das plantas com potencial terapéutico e
principalmente no foco em doencas tropicais negligenciadas. Constatou-se que o perfil
quimico e as atividades biolégicas investigadas resultaram nas seguintes conclusdes:

v Dos extratos para as duas espécies, 0 que apresentou o maior rendimento foi
0 extrato hidroetandlico de V. cayennensis, ficando logo depois, o extrato de
diclorometano de V. guianensis;

v Através da técnica cromatografica APCI/MS foi possivel a identificacdo dos
compostos fenolicos quercetina e catequina, além da antraquinona fisciona por meio
da fragmentacdo da massa;

v' Por meio da técnica de cromatografia HPLC/UV foi possivel a identificacéo e
isolamento do composto de catequina no extrato hidroalcéolico de V. cayennensis;

v  Pela fracdo do extrato hexéanico de V. guianensis FRVG foi possivel o
isolamento de cristais que foram submetidos a técnica de RMN *H e caracterizado como
a substancia fisciona;

v' O extrato EVG apresentou melhor inibicdo do radical DPPH. O extrato EVC
apresentou melhor inibicdo do radical ABTS. Além disso, essas duas amostras
possuem maior quantidade de compostos fendlicos, sendo possivel associar a sua
capacidade antioxidante a esses radicais;

v Na avaliacdo antileishmania o extrato EVC apresentou uma moderada
atividade contra as promastigotas de L. amazonensis nas primeiras 48 horas, e 0
complexo de quercetina demonstrou a melhor agéo entre as amostras testadas contra
as cepas de L. guyanensis durante as 48 horas de analise;

v" A amostra EHVC foi a Unica a demonstrar atividade inibitéria contra as cepas
de E. faecalis com halo de inibicdo de 12 mm, sendo uma baixa atividade;

v' Néo foi possivel realizar testes com o radical ABTS dos complexos, devido a
falta de material. Além disso, houve um problema no cultivo das cepas de Leishmania,
mas o estudo tera continuidade para a elucidacdo destas atividades.

Portanto a pesquisa corroborou com diversas atividades presentes nas espécies
de V. cayennensis e V. guianensis, contribuindo com informagbes para essas
espécies, visto que a espécie V. cayennensis é pouco descrita, além disso, destaca-

se principalmente por ser um estudo inédito com a espécie V. guianensis contra
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promastigotas de L. amazonenis e L. guyanensis. Através deste trabalho foi possivel
publicar dois artigos de Vismia spp (Anexo ), além da participacdo em eventos
cientificos (Anexo Il). Espera-se que este estudo tenha continuidade, de forma que
possa avaliar outros compostos isolados dessas espécies Vismia, frente a
promastigotas e amastigotas de espécies de Leishmania, visto que, essa € uma DN

gue atinge a regido amazonica.
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ABSTRACT

The genus Vismia producing exudates of secretory structures present in botanical parts
such as stems, fruits and roots, presenting a wide variety of secondary metabolites of both
chemical and biological complexity. The objective is evaluate the antioxidant capacity of
the species, in addition to isolating substances from fractions of the fruit extract. The
antioxidant capacity of crude fruit extracts of Vismia cayennensis was assessed by DPPH
and their content of total phenolic compounds was quantified. structures were determined
by spectroscopy, including NMR, and compared to literature data. The extracts exhibited
antioxidant activity against the radical under investigation, especially the hexane
(EHVcFr) and dichloromethane (EDVcFr). The EDVcFr extract also exhibited the
highest content of total phenolic compounds. The extract with average polarity EDVcFr,
was selected for chromatographic analysis, resulting in the isolation of the triterpene
friedelin and three prenylated anthranoids: harunganol B, vismin, and ferruginine A. This
is the first account of isolation of harunganol B in the genus Vismia. Therefore, the
species V. cayennensis can be another promising source of phytoantioxidants for future
to fight free radicals.

Keywords: antioxidant, Vismia, resin, isolation.

RESUMO

O género Vismia produz exsudatos de estruturas secretoras presentes em partes botanicas
como caules, frutos e raizes, apresenta uma grande variedade de metabolitos secundarios
de complexidade quimica e biologica. O objetivo é avaliar a capacidade antioxidante da
espécie, além de isolar substancias de fragdes do extrato da fruta. A capacidade
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antioxidante de extratos brutos de frutos de Vismia cayennensis foi avaliada por DPPH e
seu teor de compostos fenolicos totais foi quantificado. As estruturas foram determinadas
por espectroscopia, incluindo RMN, e comparadas com dados da literatura. Os extratos
apresentaram atividade antioxidante frente ao radical investigado, destacando-se os
extratos hexanico (EHVcFr) e diclorometanico (EDVcFr). O extrato de EDVcFr também
apresentou o maior teor de compostos fenolicos totais. O extrato com polaridade média
EDVCcFr, foi selecionado para analise cromatografica, resultando no isolamento do
triterpeno fritoelina e trés antranoides prenilados: harunganol B, vismina e ferruginina A.
Este é o primeiro relato de isolamento de harunganol B no género Vismia. Portanto, a
espécie V. cayennensis pode ser outra fonte promissora de fitoantioxidantes para o futuro
combate aos radicais livres.

Palavras-chave: antioxidante, Vismia, resina, isolamento.

1 INTRODUCTION

Plants of the Vismia genus, pertaining to the Clusiaceae family, are used in folk
medicine to treat a variety of diseases, especially in anti-leishmania, anti-malarial, anti-
inflammatory, anti-hemorrhagic, and anti-microbial treatments (LORENZI; SOUZA,
2001). Much of the pharmacological activity of Vismia spp. is attributed to the resinous
material found in their peel and fruit. These species are widely used by indigenous people
living in the Amazon Forest, such as the Yanomami, who extract the resin present in their
fruit to treat cutaneous leishmaniasis (MILLIKEN & BRUCE, 1999). The resin is rubbed
on the edges of the wounds, which heal after the treatment period. Species of this genus
are also employed to treat malaria (ADJANOHOUN & AKE-ASSI, 1979; MBWAMBO
etal., 2004), dermatitis, skin conditions, rheumatic diseases (LOPES et al., 2012), tumors,
and chronic ulcers (REYS et al., 2004). Some Vismia species have also been used in folk
pharmacopeia as purgative and antipyretic medicines (ALVAREZ et al, 2008).

The most common Vismia species in Brazil are V. brasiliensis and V. guianensis
(DI STASI et al., 2002). Other species also found in the country are V. bacifera, V.
cauliflora, V. cayennensis, V. guianensis, V. laurentii, V. macrophylla, V. mexicana, V.
orientalis, V. pozuzoensis, V. rubescens, and V. tomentosa (UEMOTO et al., 2019).

A good deal of research has been carried out on V. guianensis, whose resin, usually
yellowish, orange or red-orange, is rich in starch (MOURAO & BELTRATI, 2001;
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MARTINS et al., 2018). On the other hand, V. cayennensis has drawn less interest; the
literature presents only a small number of studies on it. Although there are data on its
morphoanatomical profile, little research has been conducted on its chemical profile and
pharmacological potential.

V. cayennensis leaves are amphistomatic with paracytic stomata; its epidermis
exhibit simple tector trichomes (DE MOURA et al., 2008). This species produces stiff
brownish fruits with succulent and reddish pulp. Its fruits have a honeycomb texture with
tiny round seeds (CARMO, 2015).

Vismia species are well-known sources of anthranoids (GROSSE, et al., 1997),
terpenoids, flavonoids (SEO et al., 2000), quinones (GONZALES et al., 1980;
MONACHE, 1985; BOTTA et al., 1986) and xanthones (BOTTA et al., 1986). A large
number of prenylated and non-prenylated xanthones has been identified in these species.
The antioxidant, antimalarial (SALAS et al., 2008; NOUNGOUE et al., 2008) and
antimicrobial properties of these compounds have been previously reported in the
literature (ZHOU et al., 2017; BUITRAGO et al., 2015; SILVESTRE et al., 2015).

Other biological activities have already been scientifically identified for Vismia
species, cytotoxic activity against different cancer cell lines has been reported for meth-
anolic extracts from V. baccifera, V. jefensis, and V. macrophylla leaves (HUSSEIN et
al., 2003). The methanolic extract of V. rubescens has also been reported as active against
Staphylococcus aureus (TAMOKOU et al., 2009), whereas V. bacifera essential oils have
exhibited antifungal activity against Candida krusei (VIZCAYA et al., 2014). In addition,
the methanolic extract of V. bacifera has shown antioxidant capacity against DPPH radi-
cals (BUITRAGO et al., 2016).

This study focuses on a Vismia species native to Northern Brazil: Vismia
cayennensis (Jacq.) Pers (DO CARMO et al., 1981). Locally known as ‘lacre’, the
resinous material present in the bark and fruit of this species has been employed to treat
dermatitis, leprosy, herpes, syphilis, scabies, and eczema (KERHARO, 1974).

Notwithstanding, only a small number of studies have been conducted on this
species. A recent study identified the antimicrobial capacity of its leaves, especially

against Escherichia coli and S. aureus (at concentrations of 50 pg/mL and 25 pg/mL,
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respectively) and C. parapsilosis (at 50 pg/mL). This inhibitory activity has been
attributed to its having substantial amounts of the sesquiterpenes germacrone and copaene
(DA SILVA et al., 2021).

In view of the aforementioned context and considering the scarcity of studies
carried out on V. cayennensis so far, it is important to further investigate this species.
Accordingly, this study performed chemical and biological analyses on V. cayennensis to
contribute to the existing scientific information on this species. That is, the antioxidant
capacity of several crude fiuit extracts of Vismia cayennensis (Jacq.) Pers. was assessed
against DPPH radicals, and the main constituents of the most active extract were isolated

by chromatography analysis.

2 METHODOLOGY
2.1 SAMPLING OF PLANT MATERIAL

Fertile branches of V. cayennensis were collected at the terra firme rainforest
surrounding the city of Itacoatiara, Amazonas, Brazil. These fertile branches were
herborized, and their exsiccates were placed at the State University of Amazonas
herbarium. At least three meristematic apices, fully expanded leaves, and inflorescences
with pistillate and staminate flowers in anthesis were sampled from three different
specimens. The plant material was collected for scientific use as described and authorized
by the National Genetic Heritage Management System (SisGen) (no. A77799D).

2.2 OBTAINING THE RESIN

In order to prepare V. cayennensis extracts, 240 g of dry fiuits were used. The
fruits (Figure 1) were split in halves to facilitate the removal of the resin present inside
and posteriorly were ground with a pestle in a glass vessel containing 100 mL of organic

solvents.
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Figure 1 —Fruits of Vismia cayeannensis JACQ.) PERS.

Source: The authors

2.3 EXTRACTIONS WITH ORGANIC SOLVENTS

Extraction was performed in ascending order of polarity, using the following
solvents: hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and methanol. This methodology was
adopted in order to extract the constituents present in the resin from the insides of the 7.
cayennensis fruits. After grinding the material, the vessel was left to rest for 48 hr at
room temperature. This procedure was repeated 5 more times with solvent renewal. After
filtration, the solvents were removed under reduced pressure with a rotary evaporator at

approximately 40°C.

2.4 DPPH RADICAL SCAVENGING CAPACITY AND QUANTIFICATION OF
TOTAL PHENOLIC COMPOUNDS

The extracts were solubilized in P.A. methanol at 2.0 mg/mL and submitted to
DPPH radical scavenging capacity analysis and determination of total phenols following
microplate reader procedures with minor modifications (MOLYNEUX, 2004;
VELIOGLU et al.,1998).

For the DPPH assay, 10 uL of the samples were added to 190 uL of the DPPH
solution (60 uM) and incubated in the dark for 30 min. Subsequently, absorbance was
read on a microplate reader at 515 nm (Epoch 2, Biotek). A standard Trolox curve was
plotted from 100 to 1500 uM (y = -0.0004x + 0.7397, R2 = 0.997) with results expressed

in uM of Trolox equivalents.
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As to the total phenols assay, the samples were added to a 1:1 reaction mixture of
Folin Cicoalteu reagent and sodium bicarbonate (6%), kept in the dark for 90 min for
further analysis on a microplate reader at 725 nm (Epoch 2, Biotek). A standard curve for
gallic acid was plotted from 7.8 to 1000 pg/mL (y=0.0029x +0.2062, R2 = 0.9932) with

results expressed in milligrams of gallic acid equivalents per gram of sample.

2.5 FRACTIONATION OF EDVCFR

The dichloromethane fruit extract of V. cayennensis (EDVcFr) (25 g) was
fractionated in Sephadex LH 20 using gradient mixtures of methanol and water in
ascending order of elution, forty-five fractions were obtained.

Fractions 4 and 5 were pooled (1g) and subjected to silica gel column
chromatography, using hexane (Hex)/ethyl acetate (EtOAc)/ethanol (EtOH) in ascending
order of polarity, resulting in the isolation of the fraction EDVcFr 1 (vismin — 5 mg).

Fractions 26 and 27 were chromatographed under the same conditions as above
described, obtaining 20 mg of a compound named EDVcFr 2 (1,3,8 trihydroxy-4,5,7-
triisoprenyl-7-methyl-antrone-harunganol B).

Fraction 10, labeled as EDVcFr 3 (Friedelin - 10 mg) was subjected to
crystallization with 1:1 Hex/AcOEt solvents. The resulting crystals were purified by
PTLC (Preparative Thin Layer Chromatography), yielding a pure compound (6 mg) in
the form of white crystals.

Fractions 11 to 21 (3.7 mg) were subjected to chromatography on a silica gel
column eluted with 1:1 hexane-CH>Cl, yielding 72 fractions, resulting in only 5 pooled
fractions consistent with TLC. From Fraction 2 was isolated the constituint EDVcFr 4
(ferruginin).

All compounds had their molecular structures elucidated by use of unidimensional

NMR techniques, mass spectrometry and compared to literature data.
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3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 ANTIOXIDANT CAPACITY AND ISOLATED COMPOUNDS

Plant extracts are important sources of chemical compounds with high antioxidant
activity (LIZCANO et al., 2010).

According to Sousa, Vieira e Lima (2011), the greater the value of the Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC), the greater the antioxidant capacity of the
sample. The result of the antioxidant activity and the determination of total phenols (TF)
(Table 1) demonstrated a greater concentration of phenolics in the extract EHVcFr, being
that this, like this the extract EDVcFr, showed high antioxidant activity by the DPPH
radical scavenging method. However, the other extracts also showed high values in uM
of Trolox equivalents, indicating that the fruit extracts of V. cayennensis exhibit good
antioxidant capacity, which can be explained by the presence of high concentrations of

the phenolic in all extracts.

Table 1 — Antioxidant activity of extracts from V. cayennensis fruit.

SAMPLES DPPH (uM TE) FT (ng EAGlg)
EHVcFr 1540.9+ 5.2 2029405
EDVcFr 1167,5+3,9 722405
EAVCcFr 870,1+52 81,707
EMVcFr 790,9 £5,2 854+03

E = Extract; Vc = V. cayennensis; Fr = Fruit; H= Hexane; D = Dichloromethane; A = Ethyl Acetate; M =
Methanol). Source: The authors

The antioxidant activity results for all V. cayennensis extracts point to the
antioxidant potential of this species. Given that EDVcFr exhibited one of the best results
for antioxidant activity against DPPH radicals, this extract was selected for
chromatography and isolation of its chemical constituents, resulting in the isolation of the
triterpene friedelin and three prenylated anthranoids: 1,3,8 trihydroxy-4,5,7-triisoprenyl-
7-methyl-antrone (harunganol B), vismin, and ferruginine A. This is the first account of
isolation of harunganol B in the genus Vismia, therefore, this work contributes,
significantly, with data on the chemical profile of the V. cayennesis.

This observed antioxidant activity can be attributed to the presence of some
anthranoids in the crude extract (PEDROZA, 2019). The chemical investigation carried

ISSN: 1696-8352

Page 1489

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.21, n.3, p. 1482-1500. 2023..

91



REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA

Curitiba, v.21, n.3, p. 1482-1500. 2023.
( OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA 1SSN: 1696-8352

LATINOAMERICANA

out in this study enabled the identification of the prenylated anthranoids vismin,
ferruginine A, and harunganol B. Another constituent presenting evidence of antioxidant
capacity (REMLINGER, 2017), identified in this study is the triterpene fridelin.

In addition to the above compounds, the classes of xanthones, flavonoids,
anthraquinones, and quinones, commonly found in Vismia spp., are capable of stabilizing
the free electron in DPPH radicals due to their phenolic structures. In studies carried out
with the compounds 1,2,8-trihydroxyphantone, 1,4,8-trihydroxyphantone, laurenquinone
A, xanthone V1, vismiaquinone B, and bivismiaquinone found in V. rubescens and V.
laurentii, a high level of antioxidant activity was observed against DPPH radicals,
indicating the antioxidant potential of these constituents (TALA, et al., 2011).

A more recent study has detected antioxidant capacity in ethanolic extracts from
V. guianensis aerial parts and in the ethyl acetate fraction of this species against the
radicals ABTS and DPPH (PINHEIRO et al., 1984). Antioxidant activity of the ethyl
acetate extract from V. guianensis fiuit has also been observed against the same radicals
(ALVARREZ et al., 2008). In other studies, the antioxidant activity of the fruits of V.
guianensis (SILVESTRE et al., 2012) e de C. paralicola (OLIVEIRA et al., 2012) was
observed and the results were compatible with those described in this work. No work on
the antioxidant activity of V. cayeannensis has been reported in the literature, therefore,
these results significantly contribute to the antioxidant potential of the species.

The results found in these studies are associated to the level of concentration of
phenolic compounds in the samples, which corroborates the potential of this species as a
source of antioxidants. The antioxidant activity this compounds is mainly due to their
chemical structures and reducing properties and acting in the neutralization or kidnapping
of free radicals and metal chelation transition, acting both in the initiation stage as in the
propagation of the oxidative process. The intermediaries formed by the action of phenolic
antioxidants are relatively stable (SOARES, 2002; CHUN et al., 2005).

As can be seen in the compounds isolated in this work, the prenylated anthranoids

present in their structure the ability to stabilize the DPPH free radical.
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3.2 IDENTIFICATION OF ISOLATED COMPOUNDS

EDVcFr 1 - Isolated as a yellow amorphous solid. Analysis of the spectrum of
hydrogen from EDVcFr 1 allowed the following observations: a singlet to an aromatic
methyl group at & 2.43, the presence of 3 signals simple at 6 15.77, 11.93 and 10.03, their
chemical shifts at low field seem to indicate the presence of phenolic hydroxyls, the
simple signal at & 11.93 is typical of hydroxyl aromatic chelated to carbonyl, and the
presence of two dimethylallyl molecules by the doublets at & 3.50 (1H, dd, J=5.1 and
8.2Hz) and & 3,48 (1H, dd, J=4,9 e 8,5 Hz). The strong chemical shift of one of the
hydroxyl groups (8 15.77) along with the presence of an aromatic methyl group are
characteristic for 8,9-dihydroxymethyl-antrone derivatives. This data in comparison with
the literature data (Table 2), allowed to identify the anthranoid vismin (Figure 2A).

Table 2 — 'H NMR signals of Vismin

H 'THNMR
signals
[
2 5,35, 51
3 9,72, sl
B S| 55
55 [
6 7,01, s
T || N ecoes
8 6,71, sl
| ..
10 7,19, s1
11 15,64, s
12 || s
13 11,93
14 | e
15 3,2-2,6,m
15 3,2-2,6,m
16 5,10,
16’ 5,10,
17 | e
o I
18 1,59, sl
18 1,59, sl
19 1,59, sl
19 1,59, sl
20 2,44, sl

Source: The authors
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Data HR-EIMS (-): m/z 391.3 (calcd. 392.3 for C2sHs04); EIMS m/z (int. rel.):
391 (100), 339 (8), 322 (9), 311 (6), 283 (5), 283 (13), 281 (20), 269 (10), 255 (50), 253
(27), 241 (18), 227 (16), 212 (7), 151 (5).

EDVcFr 2 - Tsolated as a yellow amorphous solid. The NMR spectrum of 'H
reveals two simple signs at & 12.59 and & 13.23 referring to the hydroxyl groups forming
a hydrogen bond with the carbonyl, two aromatic hydrogens at 6 6.75 (1H, s) and 6 2.3
(2H, s) ppm, a methyl group attached to the aromatic ring at 6 1.81 (3H,d, J = 4.8 Hz,
long-distance coupling), it is additionally observed and a simple sign reduced by & 6.76
referring to the enol hydrogen H-2, the appearance of a signal at 6 6.29 related to the CH2
of the keto form. Chemical shifts, in higher field, of the chelated hydroxyl groups are
characteristic of a 1,8- dihydroxyantrone The NMR spectrum of 1 H too shows
characteristic resonances of three fragments of group 3,3-dimethylallyl; three triplets to
the olefinic hydrogens at 6 4.89 (1H, t, J=6.6 Hz), 6 5.0 (1H, t, J=6.6 Hz) and & 5.26 (1H,
t, J= 7.2 Hz), a doublet at 4 3.50 (2H, d, J=7.07 Hz) and two doublets for the protons of
two methylenes at 6 3.35 (Ha, Ha', dd, J = 6.3 and 14.52 Hz) and 3.38 (Hb, Hb', dd, J=
6.31 and 14.52 Hz) and five singlets for olefin methyl at 8 1.85, 1.78, 1.72, 1.70 and 1.54.
The fragmentations recorded by mass spectrometry and the H NMR signals (Table III),
in comparison with the literature data allowed to identify a trihydroxylated 1,3,8 anthrone.
Some prenylated anthranoids, among them the hydroxy compound anthrone B, have been
isolated in the fruit extract of V. japurensis (REMLINGER, 2017). This molecule is
similar to EDVcFr 2 differing only by the presence of three dimethylyl groups in the
NMR signals. Hence, the molecule was identified as 1,3,8-trihydroxy-4,5,7-triisoprenyl-
7-methyl-antrone (harunganol B) (Figure 2B).
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Table 3— 'H NMR signals of Friedelin

H 'H NMR signals
1 1.95m
2 2,39 dd (Heq; J=13.7;

5.0;2.0) 2,29 m (H ax)
. N O
4 2,24 (¢:1=6.5)
I
6 1,76 (dd, Heq; J=8.4;

27
1,27 (m, Hax)

7 1,45 (m)
8 1,37 (m)
0 | w0 imssess
10 1,55
11 1,38 (1H:;m)
12 1,35 (1H;m)
13 2.3 51 (2H)
14 | e
15 1,27 (m)
6 | e
17 | e
L
19 1,37 (1H;m)
|
21 1,51 (m)
22 1,48 (1H;m)
23 0,88 d (6.,5)
24 0,73 (3H, s/)
25 0,87 3H, s/)
26 1,00 3H, s/)
27 1,05 3H, s/)
28 1,18 (3H, s7)
29 1,01 GH, s/)
30 0,95 (3H, sI)

Source: The authors

ISSN: 1696-8352

This is the first time that harunganol B has been isolated from the species V.

cayennensis, as well as the first record of this substance in the genus Vismia.
Data HR-EIMS (-): m/z 459.25 (caled. 460.25 for C3oHz604); EIMS my/z (int.
rel.): 459 (20), 415 (51), 403 (100), 401 (53), 373 (73), 361 (12), 347 (10), 333 (7), 317

(29), 305 (8).

EDVcFr 3 — This compound was isolated as white crystals, the analysis of the

hydrogen spectrum showed Eight simple signs assigned to displacements at $=0.73,0.87,
0.88, 0.95, 1.00, 1.01, 1.05 and 1.18 with 3H related integration, for each integrated

signal. With seven methyl group signals attached to quaternary carbons and one to tertiary
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hydrogen. Multiple signals in 6 1.30 — 2.36 characteristic regions of hydrogens alicyclics,
with two doublets — doublets in 6 2.39 (J= 13.7, 5.0 and 2.0 Hz) referring to H - 2 in the
equatorial position. The value of J = 13.7 corresponds to the geminal coupling between
H-2ax and H-2eq and the values of J = 5.0 and 2.0 Hz cormresponding to the axial -
equatorial vicinal coupling and equatorial - equatorial of the hydrogens of C — 1 and C —
2. These data (Table IV) are compatible with the triterpene friedelin (Figure 2C).

Table 4 — 'H NMR signals of 1,3,8-trihydroxy-4,5,7-triisoprenyl-7-methyl-antrone (harunganol B)

H 'H NMR signals
1 13,23
2 6,75 sl (1H); 6,29 s/
(2H)
3 NI -
4 B ...
4a | e
5 M ...
6 | 0 e
7 Wi .
8 12,59
8a | e
9 | e
9a | e
10 2.3 sl (2H)
10a | e
11 3,36 dd (2H; 6,31 ¢
14,52)
r 3,38dd (2H; 6,31 e
14,52)
12 4911 (1H; 6,6)
122 5,0 #1 (1H; 6,6)
13 | e
K
14 1,72 51 (3H)
4 1,78 sl (3H)
15 1,85 s/ (3H)
15 1,85 57 (3H)
16 3,5d(2H; 7,07)
17 | e
.
19 1,70 s/ (3H)
20 1,85 s1 (3H)
21 1,81 d(3H; 18,01)

Source: The authors

Data MS: MS (IE, 70 eV), m/z (%): 426 [M]+ (16), 273 (20), 205 (10) and 69
(100).
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EDVcFr 4 — 1H NMR spectrum (Table V) was observed splitting two signals in
low field (816.65 and 616.02; 69.90 and 69.63) due to the chelation of hydroxyl groups,
signal strength reduction in H-2 (85.79) and appearance of a simple signal at 83.60 related
to CH, in the diketone form. The data obtained were compared with the literature for this
substance (TALA et al.,2011) allowing to identify the existence of three tautomeric forms

of a prenylated anthranoid known as ferruginine A.

Table 5— 'H NMR signals of ferruginine A.

H 'H NMR signals
2 6,71, sl
6 7,01, sl
10 7,19, sl
15 4,63,
16 4,73,1,J=6,7Hz
CH» 3,60, sl
(tautémero)
4 CH3 1,53, 51
CHs 1,49, sl
CHs 1,47, s

Source: The authors

Data HR-EIMS (-): m/z 459.4 (calcd. 460.25 for C30H3604); EIMS m/z (int. rel.):
459 (10), 391 (100), 339 (14), 325 (11), 311 (9), 297 (7), 283 (12), 279 (8), 255 (21), 227
(6). These data are compatible with the prenylated anthranoid ferruginine (Figure 2D).

Figure 2 — Structures of isolated compounds (A-Vismin; B-Harunganol B; C-Friedelin, D — Ferruginine
A).

Source: The authors
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4 FINAL CONSIDERATIONS

By means of chemical investigations, it was possible to observe the presence of
antioxidants in the EDVcFr extract, which corroborates the use of this species in folk
medicine. The constituents identified in this study can contribute to the knowledge of the
chemical profile of the family as this class of compounds is widely employed as
chemotaxonomic markers in some species. This is the first account of isolation of
harunganol B in the genus Vismia. Therefore, the species V. cayennensis can be another
promising source of phytoantioxidants for future application in herbal medicine to fight
free radicals and associated diseases.

However, the results obtained in this work indicate the continuity of the chemical
research and the antioxidant potential of the species, considering that the other extracts
were not fractionated and new constituents can be identified and evaluated against the
DPPH radical. In addition, other assays to evaluate the antioxidant activity of the obtained
extracts and its constituents are important, for example, 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid (ABTS), Fermric Reducing Antioxidant Power

(FRAP) and B-carotene/linoleic acid co-oxidation.
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Abstract

The Vismia Vand. genus encompasses many species indigenous to the Amazon rain forest where they are popularly
known as “Lacre” bark and leaves are widely employed by locals to treat dermatophytoses. The aim of this study was
to investigate the chemical composition of essential oils (EOs) extracted from the aerial parts of the species Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy and Vismia cavennensis (Jacq.) Pers. and to assess their antimicrobial activity against the
bacteria Staphylococcus aureus Rosenbach 1884 and Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919 as
well as the fungi Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout 1923 and Candida parapsilosis (Ashford) Langeron &
Talice 1932. The analysis of the chemical composition of the essential oil extracted from V. guianensis leaves (EOVg)
indicated 46 components, of which three sesquiterpenes predominated, namely: (E)-caryophyllene (10.40%), o-
copaene (29.45%), and (E)-nerolidol (24.06%). As to the essential oil from V. cavennensis leaves (EOVc), 61
components were identified, of which two oxygenated sesquiterpenes stood out as the main components, namely,
germacrone (25.42%) and curzerene (25.29%). EOVyg exhibited Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 1.56
ng/mL against the yeast C. parapsilosis whereas EOVc was active against the bacteria E. coli and S. aureus as well as
the yeast C. parapsilosis. The results obtained in this study strongly recommend further research on the essential oils
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in question with a view to isolating and identifying the components responsible for their observed antimicrobial
activities.
Keywords: Essential oils; Chemical compostition; Hypericaceae.

Resumo

O género Vismia Vand. apresenta espécies distribuidas na regido amazoénica, onde sdo conhecidas popularmente como
“Lacre” e suas cascas e folhas sdo utilizadas no tratamento de dermatofitoses. Este trabalho objetivou realizar o estudo
da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais das partes aéreas das espécies Vismia guianensis (Aubl.) Choisy e Vismia
cayennensis (Jacq.) Pers. e avaliar a atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus Rosenbach
1884 e Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919 bem como aos fungos Candida albicans (C.P.
Robin) Berkhout 1923 e Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice 1932. Sobre a composi¢do quimica das
amostras de 6leo essencial (OE), foram identificados 46 constituintes no 6leo essencial da espécie V. guianensis
(OEVg), destes, trés foram identificados como majoritarios, os sesquiterpenos: trans-cariofileno (10,40%), o -
copaeno (29,45%) e o trans-nerolidol (24,06%). Na amostra de 6leo essencial da espécie V. cayennensis (OEVc)
foram identificados 61 constituintes, dos quais, destacaram-se dois sesquiterpenos oxigenados como constituintes
majoritarios, a germacrona (25,42%) e o curzereno (25,29%). O OEVg apresentou Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) de 1,56 pg/mL para cepas fungicas da C. parapsilosis e o OEVc foi ativo para as bactérias E. coli e S. aureus e
para a levedura C. parapsilosis. Os resultados obtidos sugerem o isolamento e identificacdo dos constituintes
responsaveis pelas atividades observadas.

Palavras—chave: Oleo essencial; Composicao quimica; Hypericaceae.

Resumen

El género Vismia Vand. tiene especies distribuidas en la Region Amazonica, donde se les conoce popularmente como
“Lacre” y su corteza y hojas se utilizan en el tratamiento de la dermatofitosis. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar
la composiciéon quimica de los aceites esenciales de las partes aéreas de las especies Vismia guianensis (Aubl.) Choisy
y Vismia cayennensis (Jacq.) Pers. y evaluar la actividad antimicrobiana frente a las bacterias Staphylococcus aureus
Rosenbach 1884 y Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919 y los hongos Candida albicans (C.P.
Robin) Berkhout 1923 y Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice 1932. Sobre la composicién quimica de
las muestras de Aceite Esencial (AE), se identificaron 46 constituyentes en el aceite esencial de la especie V.
guianensis (AEVg), de los cuales tres fueron identificados como principales sesquiterpenos frans-cariofileno
(10,40%), a - copaeno (29,45%) y trans-nerolidol (24,06%). En la muestra de aceite esencial de la especie V.
cayennensis (AEVc) se identificaron 61 constituyentes, de los cuales se destacaron dos sesquiterpenos oxigenados
como constituyentes mayoritarios, germacrén (25,42%) y curzereno (25,29%). AEVg tuvo una Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) de 1,56 pg/mL contra cepas fiingicas de C. parapsilosis y AEV ¢ fue activo contra bacterias
E. coli y S aureus y contra la levadura C. parapsilosis. Los resultados obtenidos sugieren el aislamiento e
identificacion de los constituyentes responsables de las actividades observadas.

Palabras clave: Aceite esencial; Composicion quimica; Hypericaceae.

1. Introduction

Essential oils from plants have been widely used in medicine, agriculture, perfumery, and cosmetics (Paolini, et al.,
2010; Thuy, et al., 2021; Maia, et al., 2019; Kitmal, et al., 2015; Razavi, et al., 2021; Saikia, et al., 2020; Stojanovi¢-Radié, et
al., 2020). Several research groups are currently conducting studies on the chemical composition and biological potential of
essential oils extracted from numerous plants, such as Vismia Vand. spp. (Simdes et al., 2007). Vismia is an extensive genus of
the Hypericaceae family, consisting of small trees inhabiting the tropical and subtropical regions of Central and South America
(Hussain et al., 2012).

Notwithstanding the extensiveness of this genus, the literature provides scientific studies on essential oils from three
Vismia species alone. Rojas et al. (2011) studied essential oils obtained from V. guianensis (Aubl.) Choisy fruit, V. baccifera
Planch. & Triana fruit, and V. macrophylla Kunth leaves and reported antimicrobial activity for V. baccifera var. dealbata
(Kunth) Ewan against the microorganisms Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder 1906) Schleifer and Kilpper-Bélz
1984, Staphylococcus aureus Rosenbach 1884, and Bacillus cereus Frankland and Frankland 1887, with MIC values ranging
from 9 to 37 pg/mL. Another study by Rojas et al. (2010) on the essential oil (EO) extracted from V. baccifera fruit pointed to
broad-spectrum bactericide activity against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli (Migula 1895)

Castellani and Chalmers 1919, Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900, and Klebsiella pneumoniae (Schroeter
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1886) Trevisan 1887. By means of CG-EM analysis, the researchers identified 27 chemical components in V. baccifera EO,
chiefly trans-cadin-1,4-diene, cis-cadin-1,4-diene, and B- caryophyllene.

Additionally, Rojas et al. (2011) described the fungicide potential of Vismia essential oils, which supports the
scientific community’s interest in identifying the chemical components and assessing the pharmacological actions of this
genus. In this vein, this study aimed at investigating the chemical profile and antimicrobial potential of essential oils extracted
from V. guianensis and V. cayennensis (Jacq.) Pers. leaves against the microorganisms E. coli, S. aureus, Candida albicans
(C.P. Robin) Berkhout 1923 and Candida parapsilosis (Ashford) Langeron e Talice 1932.

2. Materials and method

2.1 Collection of plant samples

Dry leaves from the aerial parts of the species under investigation were collected at several sites in Itacoatiara, Brazil:
Vismia cavennensis (03°05'36.9"S, 058°27'44.7"W Gr longitude, and +5 m altitude) and V. guianensis (03°05'39.8"S,
058°27'43.8"W Gr longitude, =4 m altitude). Then, the samples were identified and deposited at the herbarium collection of the
Universidade do Estado do Amazonas, at the Centro de Estudos Superiores de Itacoatiara—CESIT (Voucher number 0055) and
at the Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA (Voucher number 18448).

2.1.1 Extraction of essential oils from Vismia guianensis and V. cayennensis leaves

The essential oils from V. guianensis and V. cayennensis leaves were obtained by hydrodistillation of fresh material in
a modified Clevenger-type apparatus coupled to a round bottom flask with distilled water (5 L) for approximately 4 hours.
Next, the EO samples were centrifuged (3500 rpm) for 10 minutes for water/oil separation, which was done with a graduated
micropipette. Extractions were performed in triplicate, with 800 g of fresh leaves of both Vismia species in each flask. Then,
the EO samples were stored in Eppendorf tubes, sealed, and kept at -4 °C until analysis and testing. The samples of V.

guianensis and V. cayennensis EOs were coded as EOVg and EOVc, respectively.

2.1.2 Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS)

The obtained essential oils underwent analysis in a SHIMADZU gas chromatographer coupled to a SHIMADZU
QP2010 mass spectrometer (GC-MS). For component chromatography, a 30 m x 0.25 mm DB-5MS column with 0.25 pm
inner film thickness was employed. The chemical components were identified by interpreting their respective mass spectra,
calculating their Kovats Indexes (KIs), and matching them up to data found in the literature. The calculated KIs were then
compared to those tabulated for isolated compounds by Adams (2007).

2.2 Biological assays
2.2.1 Antimicrobial assay

The antimicrobial activity test was carried out at the Microbiology Laboratory of the Exact Sciences and Technology
Institute (ICET/UFAM), using the microplate dilution test to analyze the antibacterial and antifungal potential of OEVg and
OEVec.

2.2.2 Microorganisms
The EO samples underwent antimicrobial susceptibility tests in vitro according to the protocol described in the

literature (Vaz et al., 2009), using a panel with ATCC strains (American Type Culture Collection, USA). The antibacterial
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activity of the essential oils was assessed against the Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Gram-
negative bacterium Escherichia coli (ATCC 25922), and fungi Candida albicans (ATCC 10231) and Candida parapsilosis
(ATCC 22019).

2.2.3 Preparation and standardization of microbial inoculums

The bacterial and fungal strains were grown in Mueller Hinton broth for 24 h at 37 °C and standardized by adding
sterile PBS (pH 7.2) until obtaining turbidity equal to that of the suspension in the 0.5 tube on the McFarland scale
(approximately 1.0 x 10% CFU/mL). Then, a spectrophotometric reading was performed at 620 nm to confirm the
microorganism concentration. Subsequently, small amounts of bacterial and fungal strains were removed, with the aid of a
sterile loop, and added to 5 mL of sterile LB broth and 5 mL of YPD broth for the bacteria and fungi in question, respectively.

The microorganism concentration was confirmed by spectrophotometer reading.

2.2.4. Preparation of EO samples

Firstly, a 10% dimethyl-sulfoxide (DMSO) solution was prepared by diluting DMSO (100 pL) in sterile distilled
water (900 pL). Then the EOVg and EOVc samples were diluted in 10% DMSO by solubilizing the samples (10 mg) in the
previously prepared solvent (100 uL). Through this procedure, stock solutions of each sample were prepared to a concentration
of 100 pg/mL. The assays were performed on five 96-well ELISA microplates, which were divided as follows:
1. The wells used validating the method and measurement of results were identified as “positive and negative controls™: the
positive control comprised the culture medium, bacterial or fungal suspension and the reference antimicrobial standard
whereas the negative control consisted of the culture medium and 10% DMSO;
2. Wells identified as “blank™ contained the culture medium and the essential oil of each sample in order to eliminate the
turbidity caused by its color when evaluating the results; and
3. Wells identified as “assay” contained the culture medium, a mixture of essential oil with DMSO, and the bacterial or fungal

suspension.

2.3 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
2.3.1 Microdilution for bacteria

MIC was performed in triplicate at 1:2 concentration. The bacteria under investigation were E. coli and S. aureus.
Chloramphenicol and 10% DMSO were employed as reference standard (positive control) and negative control, respectively.
The 96 microplate wells were filled with the LB broth (100 pL). Then, in the first well, 100 pL of the EO stock solution was
added prepared initially in concentration at 100 pg/mL. After a serial dilution was conducted in the seven consecutive wells,
removing 100 pL from the highest concentration well, resulting in a solution of up to 0,39 pg/mL. The assay was performed in
triplicate for each concentration. Likewise, the LB broth (50 pL) plus Chloramphenicol (50 puL) were added to the positive
control whereas the LB broth (50 puL) plus 10% DMSO (50 uL) were added to the negative control, in triplicate. Finally, the

microorganism suspensions (10 pL) were added to every well and incubated for 24 hours at 37 °C.

2.3.2 Microdilution for fungi

MIC was performed in triplicate for C. albicans and C. parapsilosis with methanol (positive control) and 10% DMSO
(negative control) as reference standard . The microplate wells were filled with the YPD broth (100 pL). Then, in the first well,
100 pL of the EO stock solution was added prepared initially in concentration at 100 pg/mL. After a serial dilution was

conducted in the seven consecutive wells, removing 100 pL from the highest concentration well, resulting in a solution of up to
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0,39 pg/mL. The YPD broth (50 pL) plus methanol (50 pL) were added to the positive control whereas the YPD broth (50 pL)
plus 10% DMSO (50 pL) were added to the negative control, in triplicate. Then, the microorganism suspensions (10 pL) were
added to the wells and incubated for 48 h at 37 °C. After incubation, a visual reading and a reading with Resazurin dye (100
ng/mL) of the microbial growth were performed.

3. Results and discussion
3.1 Yields

Table 1 shows the variation in yields of EOVg and EOVc. EOVg yield was higher in September/2019 (0.04%), a
period of intense drought, and lower yield in November/2019 (0.03%), the rainy season in the region. EOVc exhibited a yield
of 0.54% in the dry season, a satisfactory value as compared to that obtained for EOVg during the same period. The difference
between the yield values may be attributed to several factors, e.g., temperature, rainfall, place and time of sample collection,

which can have critical effects on both the quantity and quality of essential oils.

Table 1. Yields of essential oils extracted from fresh Vismia cayennensis and V. guianensis leaves.

Plant sample Year/month Temperature Sample code | Plant mass (g) Yield
September
32°C 800 g 0.04%
2019
V. guianensis EOVg
November
30°C 800 g 0.03%
2019
September
35°C 800 g 0.54%
2019
V. cayennensis EOVce
November
30°C 800 g 0.24%
2019

* EOVg: Essential oil from Vismia guianensis; EOVc: Essential oil from V. cayennensis. Source: Authors.

The lower yields of the essential oils during the rainy season may be due to lixiviation, i.e., continuous rain may result in loss
of hydro-soluble substances in leaves and roots. This may apply to plants that produce alkaloids, glycosides, and even volatile
oils (Evans, 1996; Walterman & Mole 1994).

3.1.1 Chemical composition of essential oils

The analysis of the chemical composition of OEVg revealed 46 components, of which sesquiterpenes were the most
common ones (63.91%): (E)-caryophyllene (10.40%), a-copaene (29.45%), and (E)-nerolidol (24.06%). OEVc presented 61
chemical components, in which a high proportion (50.71%) of oxygenated sesquiterpenes was found: germacrone (25.42%)
and curzerene (25.29%). The chemical profile of both essential oils showed a high percentage of sesquiterpenes, mostly
hydrocarbon sesquiterpenes. For example, V. guianensis has a-humulene (2.84%), B-selinene (0.79%), a-guaiene (0.16%),
cyperene (0.20%), o-selinene (1.14%), a-muurolene (0.23%), and &-cadinene (2.27%) as well as two oxygenated
sesquiterpenes, namely, caryophyllene oxide (0.88%) and viridiflorol (0.41%). In addition to this class of metabolites,
hydrocarbon monoterpenes, such as o-pinene (0.09%) and B-pinene (0.08%), and other components were identified, albeit in

lesser quantities (Table 2).
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Table 2. Substances found in Vismia guianensis EO.

Substance Class Area % RT Klca Kl
a-pinene HM 0.09 4971 932 932
P-pinene HM 0.08 6.091 977 974
a-copaene HS 29.45 21.361 1370 1374
Cyperene HS 0.20 22.461 1397 1398
(E)-caryophyllene HS 10.40 23.154 1414 1417
a-guaiene HS 0.16 23.830 1430 1437
a-humulene HS 2.84 24.621 1450 1452
p-panasinsene HS 0.26 25.520 1472 1381
p-selinene HS 0.79 25.980 1483 1489
a-selinene HS 1.14 26.267 1490 1498
a-muurolene HS 0.23 26.425 1494 1500
p-bisabolene HS 0.63 26.836 1504 1505
o—cadinene HS 2.27 27.185 1513 1522
Sesquisabinene HS 1.59 27.447 1519 1457
(E)-nerolidol oS 24.06 28.989 1557 1561
Caryophyllene alcohol oS 0.29 29.385 1567 1570
Caryophyllene oxide oS 0.88 29.616 1572 1482
Guaiol oS 0.74 30.240 1588 1600
Viridiflorol (O8] 1.04 30.493 1594 1582
Copaborneol OM 1.41 30.689 1598 NI
Agarospirol (O] 2.80 31.289 1613 1646
Cadina-1(6),4-diene <trans> (O 0.94 31.957 1630 1461
Cadin-4-eno-7-ol <cis> oS 0.89 32.035 1632 1635
a-muurolol oS 0.62 32.135 1634 1644
Intermedeol OM 2.04 32.531 1644 1665
a-bisabolol oS 1.39 33.615 1670 1385
Total 87.23

RT: Retention Time; Klea: Calculated Kovats Index; Klin: Tabulated Kovats Index; NI: Not Identified; HS:
Hydrocarbon Sesquiterpene; OS: Oxygenated Sesquiterpene; OM: Oxygenated Monoterpene; HM: Hydrocarbon
Monoterpene. Source: Adams (2017).

The analysis of the EOVc indicated the presence of hydrocarbon monoterpenes, such as a-pinene (0.08%), sabinene
(0.04%), myrcene (0.24%), limonene (0.10%), and terpinolene (0.02%). Higher percentages were found for hydrocarbon
sesquiterpenes, e.g., as (E)-carophyllene (2.15%), and [-selinene (0.42%), as well as oxygenated sesquiterpenes, e.g.,
viridiflorol (0.45%), spatulenol (0.86%), and carophyllene oxide (0.97%). Likewise, small percentages of other components

were identified, as shown in Table 3.
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Table 3. Substances found in Vismia cayennensis EO.

Substance Class Area % RT Klca Kluab
a-pinene HM 0.08 4.93 931 932
Sabinene HM 0.04 6.067 976 969
Mpyrcene HM 0.24 6.330 987 988
Limonene HM 0.10 7.581 1038 1024
p-fandandrene HM 0.05 7.642 1040 1025
(Z)-p -ocimene HM 0.21 8.124 1060 1044
terpinolene OM 0.02 9.516 1116 1086
o—elemene HS 0.33 19.698 1329 1335
(E)-caryophyllene HS 2:15 23.159 1414 1417
a-humulene HS 0.22 24.626 1450 1452
germacrene-D HS 0.76 25.670 1476 1484
p-selinene HS 0.42 25.980 1483 1489
curzerene (O 2529 26.290 1491 1499
muurolene HS 0.20 26.434 1494 1500
y-cadienene oS 0.42 27.192 1513 1513
spathulenol (O8] 0.85 29.455 1568 1577
germacrone (O8] 25.42 32.742 1644 1693
caryophyllene oxide (O8] 0.97 29.622 1572 1482
viridiflorol oS 244 29.799 1577 1592
cubeban-11-ol - 0.96 30.221 1587 1595
Rosifoliol oS 0.45 31.259 1612 1600
d—cadinene HS 0.54 31.968 1630 1522
cadin-4-eno-7-ol <cis> HS 0.98 32.049 1632 1635
a-muurolol HS 0.30 32147 1634 1500
hexadienoic acid - 0.88 32.365 1631 NI
intermedeol oM 5.28 32.560 1642 1665
naphthalenol - 0.40 32.930 1649 NI
1,2,4,5 tetramethyl-[2,4] heptane - 0.48 33.406 1666 NI
(E)- v —bisabolene HS 0.73 42.589 1890 1529
Total 71.21

RT: Retention Time; Klai: Calculated Kovats Index; Kliab: Tabulated Kovats Index; NI: Not Identified; HS: Hydrocarbon
Sesquiterpene; OS: Oxygenated Sesquiterpene; OM: Oxygenated Monoterpene; HM: Hydrocarbon Monoterpene. Source:
Adams (2017).

Sesquiterpenes preponderate in essential oils from most Vismia spp. Rojas et al. (2011) describe three sesquiterpenes
as the main components in a sample of V. baccifera EO, ie., cadina-1,4-diene <trans> (36.6%), cadina-1,4-diene
<cis>(18.8%), and B-caryophyllene (11.9%). They also identified B-caryophyllene (20.1%), germacrone D (11.6%), and f-
elemene (7.0%) in a sample of essential oil extracted from V. macrophyila leaves. Monoterpenes and sesquiterpenes have been
depicted as biologically active in the literature. Lima et al. (2005), investigating the action of the monoterpenes a-pinene and -

pinene, found satisfactory activity against C. albicans, C. tropicalis (Castell.) Berkhout, C. parapsiolisis, C. stellatoidea (C.P.
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Jones & D.S. Martin) Langeron & Guerra, C. krusei (Castell.) Berkhout, and Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuill. In a
previous study carried out by Pefiuelas et al. (2005), monoterpenes were shown to have thermotolerance, photoprotection, and
antioxidant properties due their ability to capture oxygen radicals produced during photosynthesis. On the other hand,
sesquiterpenes have been highlighted in several essential oils due to their strong odor and anti-inflammatory and antifungal

power (Zheng et al., 1992).

3.2 Biological activity
3.2.1 Microdilution assay for fungi and bacteria

The literature indicates remarkable antimicrobial activity in essential oils from Vismia spp. According to Pérez and
colleagues (2011) and Montanari and colleagues (2011), essential oils extracted from V. macrophylla fruit are active against
Gram-positive (S. aureus and E. fecalis) and Gram-negative (E. coli) bacteria, with MIC values ranging from 150 pL/mL to
740 pL/nL. Those studies also observed antimicrobial activity in the essential oil extracted from leaves of the same species,
effective against the Gram-positive bacteria S. aureus (100 nI/mL) and E. faecalis (500 nL/mL) as well as against the fungi C.

albicans and C. krusei (600 nL/mL each). Screening results for antifungal and antibacterial activities are depicted in table 4.

Table 4. Antibacterial and antifungal activities (MIC values in pg/nL) of OEVg and OEVc.

Bacterial strains Fungal strains
Species Essential oils
SA EC CA CP
V. guianensis EOVg >1000 >1000 >1000 1.56
V. cayvennensis EOVe 25 50 >1000 50

*EOVg: Essential oil from Vismia guianensis; EOVc: Essential oil from V. cayennensis; SA: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923); EC: Escherichia coli (ATCC 25922); CA: Candida albicans (ATCC 10231); CP:
Candida parapsilosis (ATCC 22019). Source: Authors.

OEVyg inhibited fungal growth of C. parapsilosis strains at 1.56 pg /mL concentration. As stated by Holetz et al.
(2002), samples with MIC values below 100 pg/mL are classified as very active, i.e., they strongly inhibit microbial growth.
MIC values between 100 and 500 pg/mL denote satisfactory antimicrobial activity. Values between 500 and 1000 pg/mL
indicate moderate activity whereas those above 1000 pg/mL imply poor inhibitory activity. In this study, OEVg exhibited
strong antimicrobial activity against the strains under investigation.

Silvestre et al. (2012), investigating the essential oil extracted from V. guianensis fruit, reported antimicrobial activity
against S. lentus (Kloos et al. 1976) Schleifer et al. 1983 (MIC equal to 78 pg/mL). Their research also identified f-
caryophyllene (25.8%), a-copaene (13.1%), and 8-cadinene (11.6%) as the main components.

The main components of OEVg were (E)-caryophyllene sesquiterpenes (10.40%), o-copaene (29.45%), and (E)-
nerolidol (24.06%). According to previous research, sesquiterpenes function as antimicrobial agents (CITO et al., 2003). The
mechanism is still unclear, but it has been speculated that the lipophilic compounds found in this essential oil bind to and
rupture the membrane of some microorganisms (COWAN, 1999). Reinsvold et al. (2011) showed that (E)-caryophyllene acts
against microorganisms and, thus, can be used as antibiotic. This compound can also function biochemically as an anesthetic,
anti-inflammatory, and spasmolytic drug. Other authors have reported antimicrobial activity of (E)-caryophyllene in kidney
cell culture (RC-37), supporting its use as a prospective antimicrobial agent (Astani, 2009; Reichling & Schnitzler 2009).

Another study by Gelinski et al. (2007) indicates that (E)-nerolidol acts as a limited-spectrum antibiotic as it is not

effective against some bacteria such as Salmonella Lignieres 1900 sp., E. coli, and Proteus Hauser 1885 sp. This finding
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corroborates the results obtained in this study, i.e., the inactivity of OEVg against the bacteria E. coli and S. aureus as well as
against the yeast C. albicans, probably due this this essential oil having this sesquiterpene as one of its main components.

The sesquiterpene o-copaene is one of the main components of copaiba oil (Copaifera L. sp.). Studies have already
shown that this oil can inhibit the growth of bacteria (Blose, 2003; Biavatti et al., 2006; Veiga & Pinto, 2002) and fungi
(Craveiro et al., 1981; Wang, 2000; Souza et al., 2005). The microbial inhibitory capability of this oil is attributed to a-
copaene.

OEVc exhibited strong inhibition against the bacteria E. coli and S. aureus at concentrations of 50 pg/mL and 25
ng/mL, respectively, and against the yeast C. parapsilosis at 50 pg/mL concentration. The main components identified in this
essential oil are the oxygenated sesquiterpenes curzerene (25.29%) and germacrone (25.42%). Zhang and colleagues (2017)
found curzerene to be one of the main components of the essential oil extracted from Curcuma phaeocaulis Valeton and
attributed its observed antifungal activity (ICsp, 153.33-580.09 pg/ml) and inhibition of bacterial growth (ICso, 485.00-778.33
g /ml) to this sesquiterpene.

Another research conducted by Ogunwande et al. (2005) identified curzerene (19.7%) and germacrone (27.5%) as the
main components of essential oils extracted from fruit and leaves of Curcuma phaeocaulis, respectively. The same study
reports strong antibacterial activity for the essential oil extracted from Eugenia uniflora L. fruit and leaves against S. aureus
and Bacillus cereus, respectively, with MIC equal to 39 pg/mL. In addition to treating cancer and hepatitis, other studies

indicate that germacrone can be employed as an antimicrobial agent (Wang et al., 2000).

4. Conclusion

The findings of this study are relevant in that they show the antimicrobial potential of EOVg and EOVc against some
microorganisms, namely, C. parapsilosis (EOVg and EOVc), E. coli (EOVc), and S. aureus (EOVc). This antimicrobial action
can be explained by the presence, in large quantities, of some components in the plant species under investigation. The
prevailing sesquiterpenes in EOVg — i.e., (E)-caryophyllene (10.40%), a-copaene (29.45%), and (E)-nerolidol (24.06%) — as
well as the main components found in OEVc — i.e., germacrone (25.42%) and curzerene (25.29%) — have demonstrated
antimicrobial action. With the aim of addressing the paucity of information about essential oils from V. guianensis and V.
cayennensis, this study has contributed their chemical profiles, indicated their antimicrobial potential, and, thus, provided a
basis for future research with a view to isolating and characterizing the compounds responsible for the biological activities of
OEVgand EOVc.

Acknowledgments

The authors would like to acknowledge Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia para Recursos
Amazénicos (PPGCTRA — UFAM), Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas — FAPEAM (process n°.
001/2021 - Mulheres na Ciéncia). We are also grateful to the Herbarium from INPA and CESIT for the kindly support,
Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) and Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico — CNPq.

References

Adams R P. (2007). Identification of Essential Oils Components by Gas Chromatography/Mass Spectroscopy. EUA: Allured Publishing Corporation, p. 804.

Aligianmis, N., Kalpoutzakis, E., Mitaku S., & Chinou, I B. (2001). Composition and antimicrobial activity of the essential oils of two Origanum
species. Journal of agricultural and food chemistry, 49, 4168-4170. https://doi.org/10.1021/jf001494m.

111



Research, Society and Development, v. 10, n. 8, e37410817440, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i8.17440

Astani, A, Reichling, J., & Schnitzler P. (2009). Screening for Antiviral Activities of Isolated Compounds from Essential Oils. Evid Based Complement
Alternat Med, 2011, 1-7. https://doi.org/10.1093/ecam/nep187.

Belltti, N., Ndagijimana, M., Sisto, C., Guerzoni, M. E., Lanciotti, R., & Gardini, F. (2004). Evaluation of the antimicrobial activity of citrus essences on
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52: 6932-6938. https://doi.org/10.1021/jf049444v.

Biavatti, M. W., Dossm, D., Deschamps, F. C., & Lima, M. D. P. (2006). Analise de 6leos-resinas de copaiba: contribuigao para o seu controle de qualidade.
Revista Brasileira de Farmacognosia, 16 (2), 230-235. http://dx do1.01g/10.1590/50102-695X2006000200017.

Bloise, M. I (2003). Oleos vegetais e especialidades da floresta Amazonica. Cosmetics & Toiletries 15(5): 46-49.

Buitrago, A, Rojas, I, Rojas, L., Velasco, J., Morales, A_, Pefaloza, Y., & Diaz, C. (2015). Essential Oil Composition and Antimicrobial Activity of Vismia
macrophylla Leaves and  Fruits Collected in  Tachira-Venezuela. Natural Product Communications, 10(2), 375-382.
https://doi.org/10.1177%2F1934578X1501000244.

Cardoso, P. R (2011). Estruturas secretoras em plantas. Programa de Pés Graduagao em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente, Sdo Paulo.

Citd, A. M. G. L, Souza, A. A, Lopes, J. A. D, Chaves, M. H., Costa, F. B., Sousa, S. A. A, & Amaral, M. P. M. (2003). Resina de Protium heptaphyllum
March (Burceraceae): Composi¢do quimica do 6leo essencial e avaliagdo citotoxica frente a Artemia salina Leach. Anais da Associagdo Brasileira de
Quimica, 52(2), 74-76.

Cowan, M. M. (1999). Plant products as antimicrobial agents. Clinical microbiology reviews, 12(4), 564-582.

Craveiro, A. A, Femandes, A. G., Andrade, C. H. S, Matos, F. J. A, Alencar, J. W., & Machado, M. I. L (1981). Oleos essenciais de plantas do
nordeste. Fortaleza: Editora UFC. 210p.

Evans, W. C. (1996). Trease and Evans' Pharmacognosy, (14a ed.), WB Saunders Company: cap. 7.

Gelinski, J. M. L. N., DallaRosa, J. C., Paravisi, E. D.F. A Baratto, C. M. (2007). Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae) e de seu composto ativo nerolidol em combinagido a0 EDTA ou lisozima. Evidéncia, 7(2), 131-144.

Gobbo-Neto, L., & Lopes, N. P. (2007). Medicinal plants: factors of influence on the content of secondary metabolites. Quimica Nova, 30(2), 374-381.
http://dx.do1.org/10.1590/S0100-40422007000200026.

Holetz, F. B., Pessini, G. L., Sanches, N. R, Cortez, D. A. G., Nakamura, C. V., & Dias Filho, B. P. (2002). Screening of some plants used in the Brazilian
folk medicine for the treatment of infectious diseases. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz,97(7),1027-1031. http://dx.doi.org/10.1590/S0074-
02762002000700017.

Hidayat Hussain, J. H., Al-Harrasi, A., Saleem, M., Green, L R, Ree, T. V., & Ghulam, A. (2012) Chemistry and biology of genus Vismia. Pharmaceutical
Biology, 50, 1448-1462. https://do1.0rg/10.3109/13880209.2012.680972

Kiumal, K., Kubatkova, N., Vedefa, Z., & Mikuska, P. (2015). Antimicrobial properties and chemical composition of liquid and gaseous phases of essential
oils. Chemical Papers, 69, 1084-1092. https://doi.org/10.1515/chempap-2015-0118.

Lima, I O., Oliveira, R. D. A. G, Lima, E. D. O, Souza, E. L. D., Farias, N. P., & Navarro, D. D. F. (2005). Inhibitory effect of some phytochemicals in the
growth of yeasts potentially causing opportunistic infections. Brazilian Journal of Plarmaceutical Sciences, 41(2), 199-203. http://dx.doi.org/10.1590/S1516-
93322005000200007

Madigan, M., & Martinko, J. (2004). The Bacteria. In: Brock- Biology of Microorganisms. Prantice Hall, 718-814.

Maia, P. J. 8., Cruz, J. F., Augusto, F. A. de F., Santos, S. de F. F., & Souza, E. A. (2019). Photophysical properties of a perylene derivative for use as catalyst
in ethanol electrooxidation. Research on Chemical Intermediates, 45, 5451-5472. https://doi.org/10.1007/5s11164-019-03911-3

Marinho, L. C., Ely, C. V., & Amorim, A. M. (2017). Flora das cangas da Serra dos Carajas, Para, Brasil: Hypericaceae. Rodriguésia, 68, 979-986.
http://dx doi.org/10.1590/2175-7860201768333

Martins, M. V., Shumizu, G. H., & Bittrich, V. (2018). Flora da Reserva Ducke, Estado do Amazonas, Brasil: Hypericaceae. Hoehnea, 45(3), 361-371.
https://do1.org/10.1590/2236-8906-13/2018

Montanari, R. M., Barbosa, L. C., Demuner, A. J, Silva, C. J, Carvalho, L. S., & Andrade, N. J. (2011). Chemical composition and antib 1l activity of
essential oils from Verbenaceae species: Altemative sources of (E)-caryophyllene and gemmacrene-D. Quimica Nova,34(9), 1550-1555.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422011000900013

Ogunwande, I A, Olawore, N. O, Ekundayo, O., Walker, T. M., Schmidt, J. M., & Setzer, W. N. (2005). Studies on the essential oils composition,
antibacterial and cytotoxicity of Eugenia uniflora L. International journal of 4 herapy, 15(3), 147-152. https://do1.org/10.1016/1.1jat.2005.07.004.

Paolini, J., Ouariachi, E. M. E., Bouyanzer, A., Hammouti, B., Desjobert, J. M., Costa, J., & Muselli, A. (2010). Chemical vanability of Artemisia herba-alba
Asso essential oils from East Morocco. Chemical Papers, 64: 550-556. https://doi.org/10.2478/511696-010-0051-5

Pefiuelas, J, & Munné-Bosch, S. (2005). Isoprenoids: an evolutionary pool for photoprotection Zrends in plant science, 10(4), 166-169.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2005.02.005

Pérez-Lopez, A., Cirio, A T., Rivas-Galindo, V. M., Aranda, R.S., & de Torres, N. W. (2011). Activity against Streptococcus pneumoniae of the essential o1l
and 6-cadmene isolated from Schinus molle fruit. Jowrnal of Essential Oil Research, 23(5): 25-28 https://do1.0org/10.1080/10412905.2011.9700477

10

112



Research, Society and Development, v. 10, n. 8, e37410817440, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i8.17440

Remsvold, R. E., Jinkerson, R. E., Radakovits, R., Posewitz, M. C., & Basu, C. (2011). The production of the sesquiterpene B-caryophyllene in a transgenic
strain of the cyanobacterium Synechocystis. Journal of plant physiology. USA, 168(8), 848-852 https://doi.org/10.1016/1.jplph.2010.11.006

Razavi, F., & Khajehsharifi H (2021) A colorimetric paper-based sensor with nanoporous SBA-15 for simultaneous determination of histidine and cysteine mn
urine samples. Chemical Papers. 75: 3401-3410 https://doi.org/10.1007/511696-021-01548 4

Rojas, J., Buitrago, A, Rojas, L., & Morales, A. (2011). Essential oil composition of Vismia macrophylla leaves (Guttiferae). Namral product
communications, 6(1), 85-86. https://doi.org/10.1177%2F1934578X1100600120

Saikia, S., Tamuli, K. J., Narzary, B., Banik, D., & Bordoloi, M. (2020) Chemical characterization, antimicrobial activity, and cytotoxic activity of Mikania
micrantha Kunth flower essential oil from North East India. Chemical Papers. 74, 2515-2528. https://doi.org/10.1007/511696-020-01077-6

Silveira, J. C., Busato, N., Costa, A, & Junior, E. C. (2012). Levantamento e analise de métodos de extragdo de oleos essenciais. Enciclopédia Biosfera, 8
(15),2038-2052.

Silvestre, R. G., de Moraes, M. M., Lins, A. C_, Ralph, M. T., Lima-Filho, J. V., Camara, C. A, & Silva, T. M. (2012). Chemical composition, antibacterial
and antioxidant activities of the essential oil from Vismia guianensis fruits. _fiican Jowrnal of Biotechnology,11(41), 9888-9893.
https://doi.org/10.5897/ATB11.3834

Simodes, E. P., Schenkel, G., Gosmann, J. C. P., Mello, L. A. M., & Petrovick, P. R. (2007). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed.- Porto Alegre:
Editora da UFRGS; Florianépolis: Editora da UFSC, p. 467-495.

Souza, E. L. D, Lima, E. D. O., Freire, K. R. D. L., & Sousa, C. P. D. (2005). Inhibitory action of some essential oils and phytochemicals on the growth of
various moulds isolated from foods. Brazilian archives of Biology and Technology, 48(2), 245-250. http://dx.doi.org/10.1590/S1516-89132005000200011

Stojanovi¢-Radi¢, Z., Comi¢, L., Radulovié, N., Deki¢, M., Randelovi¢, V., & Stefanovi¢, O. (2010). Chemical composition and antimicrobial activity of
Erodium species: E. ciconium L., E. cicutarium L., and E. absinthoides Willd. (Geraniaceae). Chemical Papers. 64, 368-377. https://do1.0rg/10.2478/511696-
010-0014-x

Thuy, B. T. P, Hieu, L. T., My, T. T. A, Hai, N. T. T, Loan, H. T. P, Thuy, N. T. T, Triet, N. T, Anh, T. T. V, Dieu, N. T. X_, Quy, P. T., Trung, N. V.,
Quang, D. T, Huynh, L. K., & Nhung, N. T. A. (2021). Screening for Streptococcus pyogenes antibacterial and Candida albicans antifungal bioactivities of
organic compounds in natural essential oils of Piper betle L., Cleistocalyx operculatus L. and Ageratum conyzoides L. Chemical Papers. 75, 1507-1519.
https://doi.org/10.1007/511696-020-01404 x.

Vaz, A. B, Mota, R. C., Bomfim, M. R. Q., Vieira, M. L., Zani, C. L., Rosa, C. A., & Rosa, L. H. (2009). Antimicrobial activity of endophytic fungi
associated with Orchidaceae i Brazil Canadian journal of microbiology, 55(12), 1381-1391. https://doi.org/10.1139/W09-101.

Veiga Junior, V. F_; & Pinto, A. C. (2002). O género copaifera L. Quimica nova, 25(2):273-286. http://dx.do1.org/10.1590/S0100-404220020002000 16

Zhang, L., Yang, Z., Wei, J_, Su, P., Pan, W_, Zheng, X., & Du, Z. (2017) Essential oil composition and bioactivity variation in wild-growing populations of
Curcuma phaeocaulis Valeton collected from China. Industrial Crops and Products, 103,274-282. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.04.019

Zheng, G. Q., Kenney, P. M, & Lam, L. K. (1992). Sesquiterpenes from clove (Eugenia caryophyllata) as potential anticarcinogenic agents. Journal of
natural products, 55(7),999-1003. https://doi.org/10.1021/np50085a029.

Waterman, P. G., & Mole, S. (1994). Analysis of phenolic plant metabolites, Blackwell Scientific Publications: Oxford, cap. 3.

Wang, H. K (2000). The therapeutic potential of flavonoids. Experr  opini on i igational  drugs, 9(9),  2103-2119.
https://do1.org/10.1517/13543784.9.9.2103.

11

113



ANEXOS Il - TRABALHOS PUBLICADOS EM ANAIS DE EVENTOS - Vismia

XV Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia

‘ ATransversalidade da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes para o planeta

18 @ 22 de outubro de 2021

ISSN 2594-8237
SNCT-ITA 2021

CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE ANTOXIDANTE EM
Vismia cayeannensis (Jacq.) Pers.

Aniele da Silva Neves Lopes', Woslon Magalhaes Paes!, Jaqueline de Aratjo Bezerra® , Paulo
José de Sousa Maia® , Dominique Fernandes de Moura do Carmo!

! Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia — Universidade Federal do Amazonas Rua Nossa
Senhora do Rosario, 3683 — Tiradentes — Itacoatiara/AM
2 Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas- Av. Sete de Setembro,
1975 - Centro, Manaus/AM
3Universidade Federal do Rio de Janeiro-Macaé Av. Aluizio da Silva Gomes, 50 - Novo
Cavaleiros, Macaé/RJ

aniele.nevesl6@gmail.com, woslonl2@gmail.com, jaqueline.araujo@ifam.edu.br,
pmldcb@gmail.com, dominiquefinc@ufam.edu.br
Resumo:

A atividade antioxidante, avaliada pelo método DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), e o teor em
compostos fenolicos totais (mg EAG/g) de extratos brutos dos frutos da espécie Vismia
cayeannensis (Jacq.) Pers., foram quantificadas neste trabalho. Apesar de todos os extratos
terem apresentado expressiva atividade antioxidante frente ao radical avaliado, os extratos
hexénico (EHVcFr) e diclorometano (EDVcFr) foram os mais ativos com valores de 1540,9 +
5,2e1167,5+ 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 antranoides
prenilados 1,3,8 triidroxi-4,5,7-triisoprenil-7-metil-antrone (harunganol B) e vismina, cujas
estruturas foram elucidadas por analise espectroscopica, incluindo RMN (1D) e comparagao
com os dados da literatura.

Palavras-Chave: Antranoides, Atividade antioxidante, Vismia

1. INTRODUCAO

Plantas da espécie do género Vismia, familia Clusiaceae, sao utilizadas na
medicina popular para tratar uma variedade de doencas. Sdo aplicadas, por exemplo
contra a maldria 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 produ¢do de madeira, gomas, pigmentos, o6leos
essenciais e resinas (DISTASI; HIRUMA-LIMA ,2002).

No presente estudo a atengao € 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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