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Resumo

Espécies de Vismia sdo produtoras de antraquinonas, xantonas, terpenoides, ligninas e
flavonoides e por apresentarem atividades como: antioxidante, antibacteriana, citotdxica,
leishmanicida, antimalarica, entre outras. Assim, este estudo teve como objetivo realizar o
estudo quimico e bioldgico de trés espécies do género Vismia (V. japurensis, V. cauliflora e
V. sandwithii). Foram realizadas trés coletas de V. japurensis, uma de V. sandwithii e uma de
V. cauliflora. Os materiais foram secos, moidos e extraidos com hexano, metanol e agua. Os
extratos hexanicos das trés espécies foram submetidos a uma comparacdo do perfil quimico
por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN de H). Os extratos hexanicos das espécies V. japurensis e de V.
sandwithii foram submetidos a diversos fracionamentos cromatograficos. A determinacéo
estrutural das substancias isoladas foi realizada pela utilizacdo de métodos espectroscopicos
(RMN de 'H e de 3C, incluindo as técnicas bidimensionais: HSQC, HMBC, COSY e
NOESY) e espectrometria de massas, além de comparacdo com dados da literatura. Os
extratos e as substancias isoladas da espécie V. japurensis foram avaliados quanto ao seu
potencial de toxicidade frente Artemia salina, antioxidante, antimalarico, antibacteriano e
antioangiogénico. Pela analise do perfil quimico das trés espécies de Vismia foi possivel
verificar a presenca de antraquinonas, triterpenos e flavonoides, tanto pelas analises em
CCDC quanto por RMN. Do estudo fitoquimico dos extratos hexanicos das folhas de V.
japurensis foram isolados dois triterpenos (friedelina e friedelan-34-ol) e trés antraquinonas
(madagascina, fisciona e vismiaquinona A). J& do extrato hexanico da espécie V. sandwithii
foram isolados um triterpeno (friedelina), uma antraquinona (fisciona) e um esteroide (p-
sitosterol). Quanto as atividades realizadas com os extratos das folhas de Vismia japurensis
foram observadas: atividade antioxidante dos extratos MEOH, com uma equivaléncia de
1,620, considerado ativo para o extrato da primeira coleta e com uma equivaléncia de 3,123,
considerado média atividade para o extrato da segunda coleta, quando comparados ao padrédo
acido ascérbico. Quanto a atividade antimalarica, o extrato hexanico da segunda coleta foi
considerado ativo na concentracdo de 5 ug/mL apresentando inibicdo de 97,19 % da
parasitemia em relacdo ao controle livre de droga. E quanto a atividade de toxicidade frente a
Artemia salina, os extratos hexanicos das duas coletas apresentaram uma toxicidade na
concentracdo de 1000 pug/mL, com mortalidade de 100% das larvas. Para a atividade de
antiangiogénica, o extrato hexanico da segunda coleta apresentou uma atividade na

concentracdo de 500 pg/mL, e as substancias isoladas apresentaram uma boa atividade



antiangiogénica, com inibigcdo acima de 60% na concentracdo de 50 ng/mL. Para a atividade
antibacteriana os extratos da primeira e segunda coleta foram considerados ativos com CIM
de 500 pg/mL frente as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundii, Acinetobacter baumanni, Staphylococcus epidermidis. As substancias isoladas foram
avaliadas e o triterpeno friedelina apresentou uma atividade frente a bactéria Citrobacter
freundii na concentracao de 125 pg/mL, inibindo mais de 50% do crescimento bacteriano com
relacdo ao controle. Estes sdo os primeiros relatos de atividades bioldgicas para a espécie V.
japurensis, e o primeiro relato do isolamento das antraquinonas madagascina e fisciona nesta

espécie. Sendo este também o primeiro estudo quimico realizado com a espécie V. sandwithii.

Palavras — chaves: Vismia, antraquinonas, terpenoides, atividades bioldgicas.



Abstract

Vismia species are producers of anthraquinones, xanthones, terpenoids, lignins and
flavonoids and have activities such as: antioxidant, antibacterial, cytotoxic, leishmanicide,
antimalarial, among others. Thus, this study aimed to conduct the chemical and biological
study of three species of the genus Vismia (V. japurensis, V. cauliflora and V. sandwithii).
Three collections of V. japurensis, one from V. sandwithii and one from V. cauliflora were
performed. The materials were dried, ground and extracted with hexane, methanol and water.
The hexane extracts of the three species were subjected to a comparison of the chemical
profile by comparative thin layer chromatography (CCDC) and hydrogen nuclear magnetic
resonance (1H NMR). The hexane extracts of the species V. japurensis and V. sandwithii were
submitted to several chromatographic fractionations. Structural determination of the isolated
substances was performed using spectroscopic methods (*H and *C NMR, including two-
dimensional techniques: HSQC, HMBC, COSY and NOESY) and mass spectrometry, as well
as comparison with literature data. Extracts and substances isolated from the species V.
japurensis were evaluated for their potential toxicity against Artemia salina, antioxidant,
antimalarial, antibacterial and antioangiogenic. By analyzing the chemical profile of the three
species of Vismia it was possible to verify the presence of anthraquinones, triterpenes and
flavonoids, both by CCDC and NMR analyzes. From the phytochemical study of hexane
extracts of V. japurensis leaves, were isolated, two triterpenes (friedelina and friedelan-3-3-
ol) and three anthraquinones (madagascin, fisciona and vismiaquinone A). From the hexane
extract of the species V. sandwithii, were isolated, a triterpene (friedelin), an anthraquinone
(fiscione) and a steroid (B-sitosterol). Regarding the activities performed with the leaves
extracts of Vismia japurensis were observed: antioxidant activity of MEOH extracts, with an
equivalence of 1.620, considered active for the extract of the first collection and with an
equivalence of 3.133, considered average activity for the extract of the second. when
compared to the ascorbic acid standard. Regarding antimalarial activity, the hexane extract
from the second collection was considered active at a concentration of 5 pg/mL with 97.19%
inhibition of parasitemia in relation to drug free control. Regarding the toxicity activity
against Artemia salina, the hexane extracts of the two collections presented a toxicity in the
concentration of 1000 pg/mL, with 100% mortality of the larvae. For the antiangiogenic
activity, the hexane extract from the second collection showed an activity at a concentration
of 500 pg/mL, and the isolated substances showed a good antiangiogenic activity, with

inhibition above 60% at a concentration of 50 ug/mL. For antibacterial activity extracts from
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the first and second collection were considered active with MIC of 500 pg/mL against
bacteria Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Acinetobacter
baumanni, Staphylococcus epidermidis. The isolated substances were evaluated and the
triterpene friedelin presented activity against the bacterium Citrobacter freundii at a
concentration of 125 ug/mL, inhibiting more than 50% of the bacterial growth in relation to
the control. These are the first reports of biological activities for the species V. japurensis, and
the first report of the isolation of anthraquinones madagascina and supervises in this species.

This is also the first chemical study conducted with V. sandwithii.

Keywords: Vismia, anthraquinones, terpenoids, biological activities
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1. Introducéo Geral

A grande diversidade biologica mundial ndo € conhecida com precisdo devido a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de
plantas, animais e microrganismos (NODARI & GUERRA, 2004).

O Brasil dettm uma grande parte desta diversidade, e € considerado um pais
megadiverso, com uma biota com cerca de 31% da riqueza mundial conhecida, possuindo
assim uma das biotas mais ricas do planeta, o que o torna uma fonte para pesquisas cientificas
e tecnoldgicas na area de produtos naturais (STEHMANN & SOBRAL, 2017).

O reino Plantae esta entre os grupos mais bem estudados no Brasil, reconhecendo-se a
ocorréncia de 34.916 espécies, sendo 19.187 (55%) espécies endémicas do Brasil (COSTA &
PERALTA, 2015). Ainda que as plantas estejam entre os grupos mais bem estudados no
Brasil, h& razGes para se acreditar que seu conhecimento ainda tem lacunas importantes a
serem destacadas (STEHMANN & SOBRAL, 2017).

Na busca por novos farmacos, os produtos naturais destacam-se pela diversidade
estrutural e atividades bioldgicas, favorecendo a descoberta de novas substancias
(BRANDAO et al., 2010; GIORDANI et al., 2008; BARBOSA-FILHO et al., 2007). Ha
varios medicamentos comerciais derivados de plantas, tais como aspirina, digitoxina, morfina,
quinina e pilocarpina (Figura 1) (BUTLER, 2004), e muitos outros produtos naturais foram
isolados de espécies de plantas e possuem propriedades bioativas como fungicidas,
inseticidas, reguladores de crescimento e antioxidantes (DUVAL et al., 2016).

Figura 1: Medicamentos derivados de plantas
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Continuacéo da Figura 1
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Diversos sdo os estudos com produtos naturais realizados com plantas e dentre estes
podemos destacar estudos realizados com as espécies da familia Hypericaceae, em especial do
género Vismia, do qual sdo conhecidas atividades bioldgicas contra diferentes tipos de
patdgenos e uma diversidade estrutural quimica interessante. Com base nesse potencial
quimico e bioldgico do género Vismia, e devido a escassez de estudos quimicos ou bioldgicos
realizados com as folhas de V. japurensis, V. sabdwithii e V. cauliflora, este trabalho consiste

em realizar o estudo quimico e bioldgico das trés espécies.
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2. Referencial Teorico

2.1 Familia Hypericaceae

A familia Hypericaceae é pertencente a ordem Malpighiales (APG I, 2009;
STEVENS, 2019). Ela esteve incluida por um longo tempo na familia Clusiaceae, a qual era
conhecida como Guttiferae (STANDLEY & WILLIAMS, 1961; RODRIGUEZ, 2001;
HAMMEL & ROBS ON, 2001). Foi segregada de Clusiaceae, recentemente com base em
dados de estudos moleculares, filogenéticos e por caracteres morfologicos, sendo entdo
reconhecida como uma familia independente (APG 111, 2009; DAVIS et al., 2005; ROBSON,
1978; TOKUOKA & TOBE, 2006). Atualmente estd filogeneticamente posicionada mais
préxima a familia Podostemaceae (OLIVEIRA et al., 2015; GUSTAFSSON et al., 2002;
WEITZMAN & STEVENS, 1997; RUHFEL et al. 2011, 2016; APG 1V, 2016).

A familia Hypericaceae possui distribuicdo cosmopolita (Figura 2) e encontra-se
representada por 11 géneros (Ascyrum, Cratoxylum, Eliea, Harungana, Hypericum, Lianthus,
Psorospermum, Santomasia, Thornea, Triadenum e Vismia) e aproximadamente 1356
espécies (THE PLANT LIST, 2019; STEVENS, 2016). Sendo estes 11 géneros distribuidos
em trés tribos: Vismieae Choisy, Hypericeae Choisy e Cratoxyleae Bentham (STEVENS,
2007).

Figura 2: Distribuicdo mundial da familia Hypericaceae
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Fonte: http://www.tropicos.org/Name/42000447?tab=maps

No Brasil (Figura 3), ocorrem apenas dois géneros sendo eles: Hypericum e Vismia,
desses dois sdo encontradas 53 espécies, sendo 19 espécies endémicas, ocorrendo nos

dominios fitogeograficos da Floresta Amazonica, da Caatinga, do Cerrado, da Mata Atlantica
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e no Pampa (MARTINS et al., 2018; VOGEL ELY et al., 2019). No Estado do Amazonas, a
familia Hypericaceae esta representada por 18 espécies de Vismia (MARTINS et al., 2018;
VOGEL ELY etal., 2019)

Figura 3: Distribuicéo geografica da familia Hypericaceae no Brasil

Legenda
Distribuicéo do género Hypericum
== Distribuicdo do género Vismia
Fonte: http://www.splink.org.br/
Dos 11 géneros de Hypericaceae, 8 séo 0s géneros que apresentaram relatos de estudos

quimicos e bioldgicos na literatura, sendo eles: Ascyrum, Cratoxylum, Eliea, Harungana,
Hypericum, Psorospermum, Triadenum e Vismia (Quadro 1) (Figura 4).

A familia caracteriza-se pela producdo de metabdlitos com grande potencial
farmacologico, dentre os quais podemos citar: atividade antimicrobiana, antifungica, anti-
inflamatdria, antioxidante e antidepressiva (NGUEMEVING et al., 2006; MEIRELLES et al.,
2017; TANKEO et al., 2016; VIEIRA et al., 2013; RABANAL et al., 2005, CONFORTI et
al., 2002).

Em estudo realizado com as folhas de Ascyrum foram isolados diversos tipos de
flavonoides glicosilados, como flavonois derivados de quercetina e canferol e flavonas
derivadas de apigenina e luteolina (CALIE et al., 1983).

De espécies do género Cratoxylum foram isoladas xantonas, substancias fendlicas e
triterpenos (NGUYEN & HARRISON, 1998; NGUYEN et al., 2011; UDOMCHOTPHRUET
et al.,, 2012; MAHABUSARAKAM et al., 2006), sendo apresentadas as atividades
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antioxidante, antibacteriana e citotoxicidade para algumas substancias isoladas
(UDOMCHOTPHRUET et al., 2012; MAHABUSARAKAM et al., 2008).

Para 0 género Eliea na literatura é relatado um estudo, a partir da casca da raiz da
espécie Eliea articulata, uma espécie de planta medicinal endémica em Madagascar, foram
isolados uma xantona denominada elieaxantona e uma flavonona denominada elieaflavonona
(RUPHIN et al., 2015).

As espécies do género Harungana, apresentaram as seguintes atividades: antibacteriana,
toxicidade, antiprotozoario e antioxidante para extratos, fracGes e substancias isoladas
(TANKEO et al., 2016; KENGNI et al., 2016; IWALEWA et al., 2008; KOUAM et al.,
2005), da espécie Harunga madagascariensis, foram isolados antranoides prenilados e
flavononas (TANKEO et al., 2016; TIH et al., 2006; MOULARI et al., 2006).

Para o0 género Psorospermum sdo relatados o isolamento de antraquinonas,
proantocianinas, proantocianidinas e catequinas (TANEMOSSU et al., 2015). Algumas
espécies apresentaram atividade antifingica sobre Candida albicans e C. stelloroides
(ZUBAIR et al., 2011)

Do género Triadenum, na literatura ha relatos de estudo para a espécie T. fraseri, sendo
isolado do extrato metandlico, miricitrina, quercitrina, nicotiflorina, rutina (LI et al., 2010).
Contudo ndo ha relatos de estudos biolégicos para este género.

Os géneros que mais apresentam estudos quimicos e bioldgicos sdo os géneros
Hypericum e Vismia. O género Hypericum ganhou repercussdo mundial, por serem espécies
cultivadas como ornamentais e usadas como plantas medicinais (CROCKETT et al., 2016;
CROCKETT et al 2011). Tem atraido o interesse cientifico devido relatos de muitas
substancias bioativas e a utilizacdo de Hypericum perforatum para obtencdo de medicamentos
antidepressivos (FIEBICH et al., 2011; CIRAK et al., 2017).

Estudos com espécies do género Hypericum sdo alvos de pesquisas por apresentarem
metabolitos secundarios com comprovados efeitos medicinais, tais como antidepressivo,
antiviral, antimicrobiano, antinociceptivos e antitumoral (BRIDI et al., 2018; TAKAHASHI
et al., 1989; LAVIE et al., 1995; VAN DE PUTTE et al., 2008). Dentre as classes quimicas
mais encontradas em estudos com o género Hypericum sdo substancias fendlicas, e as mais
comuns isoladas sdo quinonas, xantonas, flavonoides, derivados floroglucinois, benzopiranos
e benzonfenonas (ROCHA et al., 1995). Deste podem-se relatar os estudos realizados com as
espécies: Hypericum perforatum, Hypericum perforatum, Hypericum brasiliense, Hypericum

caprifoliatum, Hypericum scruglii e H. hircinum.
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Hypericum perforatum (Erva de S&o Joéo), da qual foram isolados flavonoides, entre os
presentes encontram-se a quercetina, isoquercetina, a rutina, a quercitrina e a amentoflavona
(BOMBARDELLI & MORAZZONI, 1995; DIAS et al., 1998). Observou-se que a rutina,
entre outros flavonoides, pode participar das propriedades antidepressivas observadas para H.
perforatum (BUTTERWECK et al., 2000; NOLDNER & SCHOTZ, 2002);

Da espécie Hypericum brasiliense foi realizado o isolamento de floroglucinois,
xantonas, acido betulinico e flavonoides, e comprovaram a ac¢éo antifungica e antibacteriana,
resultantes da acdo de xantonas e floroglucindis (ROCHA et al.,1994; ROCHA et al., 1995;
ROCHA et al., 1996).

Hypericum caprifoliatum, da qual foram realizados estudos farmacoldgicos onde foi
possivel demonstrar que seus extratos possuem atividade antidepressiva e antinociceptiva em
roedores (DAUDT et al., 2000; VIANA et al., 2005).

O estudo dos extratos metandlicos realizado por MANDRONE e colaboradores (2017)
com as espécies Hypericum scruglii e H. hircinum, apresentou a atividade inibidora de a-
glucosidase (ICso 7,25 e 14,05 pug/mL respectivamente) dos extratos metanolicos, mostrando
que eram mais ativos até que os de H. perforatum. Da espécie H. scruglii, foram identificados
dois derivados de floroglucinol, o 3-geranil-1-(2’-metilbutanoil-floroglucinol e 3-geranil-1-
(2’-metilpropanoil)-floroglucinol.

Quadro 1: Levantamento parcial de substancias identificadas em espécies da familia Hypericaceae

Estudos Quimicos
. Parte o
Espécie . ] Referéncias
Substéancias isoladas Numero vegetal
estudada
canferol-3-O-galactosideo (@8]
quercetina-3-O-glucosideo 2
quercitrina (€))
quercetina-3-O- 4 CALIE et al.,
] Folhas
Ascyrum sp. galactosideo 1983
luteolina-7-O-glucosideo (5)
luteolina-6-C-glucosideo (6)
apeginina-7-O-glucosideo @)
apeginina-6-C-glucosideo (8)
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cochinchinoxantona A 9)
cochinchinoxantona B (10)
Cratoxylum Cochinchinoxantona C 11
_ y (1) Raizes Lletal, 2018
cochinchinense cochinchinoxantona D (12)
cochinchinona C (13)
cochinchinoxantona (14)
formoxantona A (15)
formoxantona B (16)
formoxantona C a7
macluraxantona (18)
Cratoxylum xantona V1 (19) o BOONSRI et al.,
aizes
formosum gerontoxantona | (20) 2006
3-geraniloxi-6-metil-1,8- (21)
dihidroxiantraquinona
vismiaguinona A (22)
madagascina (23)
) ) elieaxantona (24) Cascada | RUPHIN etal.,
Eliea articulata i _
eliaflavonona (25) raiz 2015
acido betulinico (26)
madagascina (23)
_ TANKEO et al.,
ferruginina A (27) Casca
2016
canferol-3-O-f-p-
(28)
glucopiranosideo
Harungana harunmadagascarina A (29)
madagascariensis | harunmadagascarina B (30)
harungina (31)
Casca do KOUAM et al.,
harunganol (32)
caule 2005
metil-3-formil-2,4-
dihidroxi-6-metil- (33)

benzoato
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friedelina (34)
Harungana Casca do KOUAM et al.,
o lupeol (35)
madagascariensis : i caule 2005
acido betulinico (26)
) austrobrasilol A (36)
Hypericum i BRIDI et al.,
- austrobrasilol B (37) Flores
austrobrasiliense : : 2016
isoautrobrasilol B (38)
andinina A (39)
. — CCANA-
Hypericum uliginosina A (40) )
) B Raizes CCAPATINTA
andinum uliginosina B (41)
etal., 2014
isougiliginosina B (42)
hipericina (43)
) rutina (44)
Hypericum : BROLIS et al.,
quercetina (45) Flores
perforatum : i 1998
isoquercetrina (46)
quercitrina 3)
3-geranilemodina 47)
vismiaquinona A (22)
2-geranilemodina (48)
Psorospermum (-)-epicatequina (49) . TANEMOSSU et
alhos
densipuntatum proantocianidina A-2 (50) al. 2015
proantocianidina B-1 (51)
proantociadina B-2 (52)
proantocinina C-1 (53)
kielcorina (54)
cadensina D (55)
Psorospermum isocadensina D (56) Rai ABOU-SHOER
aizes
febrifugum monoacetato de etal., 1989
. . (57)
isocadensina D
cadensina F (58)
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Psorospermum 6-hidroxi-isocadensina F (59) Raizes ABOU-SHOER
febrifugum cadensina G (60) etal., 1989
miricitrina (61)
quercitrina (€))
nicotiflorina (62)
rutina (44)
Triadenum fraseri | miricitrina-3-O-glucosideo (63) Folhas | Lletal., 2010
acido 3-p- (64)
coumaroilquinico
picearanol-4-O-B-D- (65)
glucopianosideo

Figura 4: Algumas substancias identificadas em Hypericaceae
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acido 3-p-coumaroilquinico (64) picearanol-4-O-B-p-glucopianosideo (65

2.2 Género Vismia Vand

O género Vismia Vand possui 61 espécies (TROPICOS, 2017; THE PLANT LIST,
2017), sendo 41 espécies encontradas no Brasil (VOGEL ELY et al., 2019).

As espécies desse género habitam as regiGes tropicais e subtropicais da América do Sul
e Central e apenas algumas espécies sdo encontradas na Africa (Figura 5) (BOTTA et al.,
1986; DI STASI et al., 2002). No Brasil ocorrem nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste (Figura 6), em dominios fitogeograficos como Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (VOGEL ELY et al., 2019). As espécies mais conhecidas no Brasil sdo Vismia
brasiliensis e V. guianensis (DI STASI et al., 2002).

Figura 5: Distribui¢do mundial do Género Vismia.

1-9

10-99
M 100-993
W 1000 -9999
M 10000-99399
W 100000 -

Fonte: http://www.tropicos.org/Name/40024614?tab=maps
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Figura 6: Distribuicdo geografica do género Vismia no Brasil

Legenda: Estados coloridos indicam a presenca do género Vismia, estados em branco ndo ha presenca do género.

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/ConsultaPublicaUC

Sdo arvores ou arvoretas com base do tronco reta, possuem folhas com pilosidade
ferruginea apresentando coloracdo verde na regido superior e marrom na regido inferior,
possuem também latex alaranjado, e geralmente ocorrem em vegetacao secundaria (RIBEIRO
etal., 1999).

Dos metabolitos presentes em espécies do género Vismia as quinonas e terpenos sdo
consideradas marcadores quimicos para o género (TALA et al., 2013; VIZCAYA et al.,
2012), mas também estudos anteriores relataram a presenca de antranoides prenilados,
biantraquinonas, benzofenonas, xantonas, flavonoides, flavonois, lignanas e substancias
volateis em vérias espécies de Vismia (Quadro 3) (Figura 7) (BOTTA et al., 1986; PINHEIRO
et al.,, 1984; TALA et al., 2007; TAMOKOU et al., 2009; MIRAGLIA et al., 1981;
NOUNGOUE et al., 2008; SEO et al., 2000; BOTTA et al., 1983; NGUEMEVING et al.,
2006; NAGEM E DE OLIVERA, 1997; BILIA et al., 2000; SANTOS et al., 2000;
NGUEMEVING et al., 2006; TALA et al., 2007; WABO et al., 2007, HUSSEIN et al., 2012;
VIZCAYA et al., 2012).

Os estudos farmacoldgicos dos extratos vegetais e de varios constituintes quimicos
isolados de espécies de Vismia mostram diversas propriedades bioldgicas como demostradas

no Quadro 2.
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Quadro 2: Levantamento parcial de estudos bioldgicos em algumas espécies do género Vismia.
o Atividade biologica Referéncias
Espécie : i i
Tipo de ensaio Tipo de amostra
Atividade citotoxica para

linhagem tumoral HepG2 Extrato aquoso

LIZCANO et al., 2015
(CLso= 35 pg/mL)

Atividade antibacteriana frente:

Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Escherichia
coli (ATCC 25992), ) ]
Pseudomonas aeruginosa Oleo essencial ROJAS et al., 2011
(ATCC 27853) e Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357)
com valores de MIC variando
de 9 a 37 pg/mL

V. bacifera Atividade antioxidante pelo

método de

capacidade antioxidante

Extrato aquoso

LIZCANO et al., 2010
equivalente Trolox (TEAC)

20,5 umol Trolox/g

Atividade antioxidante pelo

método de sequestro de Extrato

BUITRAGO et al.,
radicais DPPH metanolico 2016
(Clso 5,87 pg/mL)
Atividade antioxidante Extrato acetato de | ALVAREZetal.,
(Clso 4,46 pg/mL) etila 2008
Atividade antifangica frente
Candida krusei Oleo essencial Vizcaya et al., 2014
(CIM=1,60 pg/mL)
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Atividade leishmanicida

VALADEAU et al.

V. bacifera Extrato etandlico
(Clso >100 pg/mL) 2009
o o Extrato bruto das
Atividade antioxidante Clso de .
flores e cascasdo | CRISTE etal., 2014
0,9al115¢g/mL
caule

V. cauliflora Atividade antioxidante em

neutrdfilos humanos (Clso de 3
a 15 pg/mL) e eritrocitos
humanos (ICso de 18 pg/mL)

Extrato bruto das
flores e cascas do

caule

RIBEIRO et al.,
2014

V. cayennensis

Atividade Anti-HIV

vismiafenona D

CUESTA-RUBIO et

V. guianensis

(Clso de 11 pg/mL) al., 2005
Atividade antioxidante Extrato acetato de ALVAREZ et al.,
(Clso de 3,72 ug/mL) etila 2008

Atividade sequestradora frente
ao radical livre ABTS™
(CEs0=6,8240,11 pg mL-1

Fase acetato de
etila

LINS etal., 2016

Atividade sequestradora frente
ao radical livre DPPH"
CEso = 6,61+0,03 ug mL*

Fase acetato de
etila

LINS etal., 2016

Atividade antibacteriana frente:

Aeromonas hydrophila (ATCC
7966)
Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Extrato metandlico

CHAGAS, 2009

Atividade antifangica frente:

Aspergillus ochraceus

Extrato metanodlico

CHAGAS, 2009

Atividade inseticida frente:
Leucoptera coffeella (bicho

mineiro do cafeeiro

Extrato metanodlico

CHAGAS, 2009
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V. guianensis

Atividade antifingica frente:

Sporothrix schenckii
(ATCC 16345)

(CIM = 3,9 ng/mL)

Extrato etandlico

das folhas e cascas

OLIVEIRA et al.,
2017

Atividade anti-inflamatéria

Extrato etanodlico

das folhas e cascas

OLIVEIRA et al.,
2017

Atividade citotdxica contra as
linhagens celulares de
carcinoma de ovario e

melanocarcinoma.

vismiona

PASQUA et al.,
1995

Atividade mutagénico na

concentracdo de 2,5 pg/mL

vismiaguianona B

SEO et al., 2000

Atividade citotoxica para
linhagem CEs0 2,4, 3,3e 1,3

ug/mL respectivamente.

vismiaguianona D,
vismiaguianona E e

vismiaguianina A

SEO et al., 2000

Atividade citotoxica contra a

linhagem celular de cancer de

) SUFFREDINI et al.,
célon Extrato aquoso
. 2007
Com 100 % de letalidade na
concentragéo de 100 ug/mL
o o Extrato de éter de MBAVENG et al.,
Atividade antimicrobiana ]
_ petroleo 2008
V. guineenses — _ i
Atividade antiplasmodica

(Clso de 20 pg/mL)

Extrato pentano

MENAN et al., 2006

V. guineenses

Atividade antiplasmodica

FRANCOIS et al.,

V. laurentii

vismiona H
(Clso de 0,088 pg/mL) 1999
Atividade antiplasmodica Extratos hexanoe | NOUNGOUE et al.,
(Clso 10 pg/mL) acetato de etila 2008

Atividade antibacteriana frente:
Streptococcus faecalis

(CIM =1,22 e 3,37 ng/mL)

laurentixantona A

laurentixantona B

NGUEMEVING et
al., 2006
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Atividade antifingica frente:
Candida gabrata
(CIM =2,44 ¢ 6,64 pug/mL)

laurentixantona A

laurentixantona B

NGUEMEVING et
al., 2006

Atividade antibacteriana frente:

Bacillus stearothermophilus
(CIM =19,53; 9,76 € 4,88

ug/mL respectivamente)

Extrato
metanolico e
friedelina
fisciona

KUETE et al., 2007

Atividade antifingica frente
Candida gabrata
(CIM =78,12 ¢ 4,88 ng/mL

respectivamente)

Extrato
metanolico e

friedelina

KUETE et al., 2007

Atividade antiplasmadica
(Clso 1,18 e 1,42 uM)

tirucalla-7,24-
dien-3-ona

vismiaquinona A

NOUNGOUE et al.,
2009

Atividade antioxidante Extrato BUITRAGO et al.,
V. macrophylla -
(Clso 5,35 pg/mL) metanolico 2016
Atividade citotoxica contra as
_ linhagens celulares de o
V. mexicana _ . vismiona PASQUA et al., 1995
carcinoma de ovario e
melanocarcinoma.
Atividade antiprotozoaria
frente a Trypassonoma brucei
rhodesiense, T. cruzi (Clso 10 MBWAMBO et al.,
. . ) vismiona D
ug/mL) Leishmania donavani 2004
V. orientalis
(Cls0 0,37 png/mL) e P.
falciparum (Clso 1,0 ng/mL)
Atividade leishmanicida _ MBWAMBO et al.,
emodina
(Clso 2,0 pug/mL) 2004
Atividade leishmanicida ) VALADEAU et al.,
V. pozuzoensis Extrato etandlico
(Clso >100 pg/mL) 2009
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V. pozuzoensis

Atividade antimalarica
(Clso de 22,9 pg/mL)

Extrato etandlico

VALADEAU etal.,
2009

V. rubescens

Extratos
Atividade antioxidante metandlico e
(Clsp =2,18; 1,73; 1,96 e 2,08 1,2,8-
ug/mL respectivamente) trihidroxixantona TALA etal., 2011
1,4,8-
trihidroxixantona
xantona V1
Extrato
metanolico e
Atividade antibacteriana frente: 1,4,8-
Staphylococcus aureus (CIM = | trihidroxixantona e
125; 12,50; 6,25 e 50 pg/mL) 1,7- 2009

dihidroxixatona

Fisciona
Extrato
Atividade antifingica frente: metanolico e
Cryptococcus neoformans 1,4,8-
u _ TAMOKOU et al.,
(CIM =500; 12,50; 3,12 ¢ trihidroxixantona T
12,50 pg/mL) 1,7-

dihidroxixatona

Fisciona

V. tomentosa

Atividade leishimanicida
contra Leishmania
amazonenses
(Clso de 52,4 pg/mL)

Extrato etandlico

ESTEVEZ et al., 2007
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Quadro 3: Levantamento parcial de substancias identificadas em algumas espécies do género Vismia

Espécie

Estudos Quimicos

Substancias Isoladas

NUmero

Referéncias

V. bacifera

vismiaquinona A

(22)

HUSSEIN et al.,
2003

SALA et al., 2008

ALVAREZ et al.,
2008

ferruginina A

(27)

ALVAREZ et al.,
2008

y-hidroxiferruginina A

(66)

ALVAREZ et al.,
2008

V. cayennensis

fisciona

(67)

MIRAGLIA et al.,
1981

PINHEIRO et al.,
1984

a-amirina

(68)

MIRAGLIA et al.,
1981

[-sitosterol

(69)

MIRAGLIA et al.,
1981

PINHEIRO et al.,
1984

acido betulinico

(26)

MIRAGLIA et al.,
1981

(-)-isocariofileno

(70)

PINHEIRO et al.,
1984

a—selineno

(71)

PINHEIRO et al.,
1981

trans-a-farneseno

(72)

PINHEIRO et al.,
1984

acido crisofanico

(73)

PINHEIRO et al.,
1984

V. guianensis

[ - sitosterol

(69)

LINS et al., 2016
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estigmasterol (74) LINS etal., 2016
o ALVAREZ et al.,
vismiona a (75)
2008
o ALVAREZ et al.,
ferruginina A (27)
2008
vismiaquinona A (22) LINS et al., 2016
_ _ o ALVAREZ et al.,
V. guianensis vismiaquinona A (22)
2008
TALA etal., 2013
vismiquinona A (22) MBAVENG et al.,
2008
vismiquinona B (76) TALA etal., 2013
laurentiquinona A (77) TALA etal., 2013
laurentiquinona B (78) TALA etal., 2013
V. guineenses —
laurentiquinona C (79) TALA etal., 2013
acido betulinico (26) TALA etal., 2013
lupeol (35) TALA etal., 2013
estigmast-4-en-3-ona (80) TALA etal., 2013
[-sitostetol (69) TALA etal.,, 2013
estigmasterol (74) TALA etal., 2013
NOUNGOUE et al.,
) ) 2009
3-geranilemodina 47)
NGUEMEVING et
al., 2006
- o (67) NGUEMEVING et
V. laurentii fisciona
al., 2006
NGUEMEVING et
vismiaquinona A al., 2006
(22)

TALA et al., 2007

TALA etal., 2011
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vismiaquinona B

(76)

NGUEMEVING et
al., 2006

laurentiquinona A

(77)

NOUGOUE et al.,
2008

NGUEMEVING et
al., 2006

V. laurentii

laurentiquinona B

(78)

NOUGOUE et al.,
2008

NGUEMEVING et
al., 2006

laurentiquinona C

(79)

NOUGOUE et al.,
2008

1,7-dihidroxiantrona

(80)

NGUEMEVING et
al., 2006

canferol

(81)

NGUEMEVING et
al., 2006

6-deoxiisojacareubina

(82)

NGUEMEVING et
al., 2006

vismiaquinona A

(22)

NAGEN e FARIA
DE JESUS, 1990

V. martiana

vismiaquinona B

(76)

NAGEN e FARIA
DE JESUS, 1990

vismiaquinona C

(83)

NAGEN e FARIA
DE JESUS, 1990

(-)-isocariofileno

(70)

PINHEIRO et al
1984

V. mexicana

cis-a-farneseno

(84)

PINHEIRO et al.,
1984

vismiona A

(75)

PINHEIRO et al.,
1984

vismiona B

(85)

PINHEIRO et al.,
1984
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. PINHEIRO et al.,
ferruginina A (27)
1984
) ) ) o PINHEIRO et al.,
cis-~hidroxiferruginina A (86)
1984
o PINHEIRO et al.,
vismiaquinona A (22)
1984
: - i n PINHEIRO et al.,
V. mexicana v,y -dihidroxiferruginina A (87)
1984
) (45) PINHEIRO et al.,
quercetina
1984
()-epicatequi (49) PINHEIRO et al.,
-)-epicatequina
P | 1984
R PINHEIRO et al.,
procianidina B> (88)
1984
S NAGEM e
vismiaquinona A (22)
) FAUSTINO, 1997
V. parviflora
R NAGEM e
vismiaquinona C (83)
FAUSTINO, 1997
: . . GONCALVES e
V. reichartiana vismiaquinona A (22)
MORS, 1981
o TAMOKOU et al,
fisciona (67)
2009
o TAMOKOU et al,
friedelina (34)
2009
) TAMOKOU et al,
V. rubescens fridelanol (89)
2009
. _ TAMOKOU et al,
1,4,8-trihidroxixantona (90)
2009
- . TAMOKOU et al,
1,7-dihidroxiantrona (80)

2009
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Figura 7: Algumas substancias isoladas de espécies do género Vismia.
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I
OH O
canferol (81)

Y\/Y\/\’/\

(0]
vismiaquinona C (83) cis-a-farneseno (84)

OH
cis-y-hidroxiferruginina A (86) ~ ©H  y_y"-dihidroxiferruginina A (87) ©H procianidina B, (88)

OH
fridelanol (89) 1,4,8-trihidroxixantona (90)

Neste trabalho serd dado destaque a trés espécies do género Vismia sendo elas: V.

japurensis, V. cauliflora e V. sandwithii.

2.2.1 Vismia japurensis Reichardt

A espécie Vismia japurensis (Figura 9 e 10) é conhecida popularmente como pau-de-
lacre, picharinha, lacrdo, purga-de-vento e lacre (DI STASI et al., 2002; VAN DEN BERG,
1982) encontrada em alguns paises da América do Sul, como Brasil, Colémbia, Equador e
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Venezuela (TROPICOS, 2017). No Brasil sdo encontradas nos estados do Amazonas, Para,
Ronddnia e Mato Grosso (Figura 8) (VOGEL ELY et al., 2019).

Figura 8: Distribuicdo geogréafica da espécie V. japurensis no Brasil

Legenda: distribuicdo da espécie Vismia japurensis no Brasil em destaque na cor vermelha
Fonte: http://www.splink.org.br/

E considerada uma arvore pioneira, geralmente ocorre em vegetagdo secundaria,
apresenta de 3-10 m de altura e possui latex alaranjado (MONACO et al., 2003; RIBEIRO et
al., 1999; MACIEL et al., 2003; BENTOS et al., 2008).

Figura 9: llustracdo de Vismia japurensis

VISMIA Japurensis

Fonte: http://www.tropicos.org/Name/7801572?tab=images
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Figura 10: Ramos com folhas e inflorescéncias de Vismia japurensis

Fonte: PEDROZA, L. S., 2018

No levantamento bibliogréfico foram encontrados apenas dois estudos fitoquimicos de
V. japurensis, o primeiro realizado por Miraglia e colaboradores (1981), no qual foi realizado
o fracionamento do extrato benzénico da madeira onde foram isoladas as antraquinonas
vismiaquinona e vismiaquinona B, os triterpenos friedelina e friedelan-3-$-ol e o esteroide
sitosterol. O segundo foi realizado por Pinheiro e colaboradores (1984), estudo com o extrato
cloroférmico das bagas, isolando a-selineno, p-selineno, vismiaquinona, triglicerideos,
vismiona A, acetilvismiona B, y-hidroxiantrona e trans-y-hidroxiferruginina A (Quadro 4)
(Figura 10).

Sobre seu potencial bioldgico ha relatos apenas de estudos realizados pelo nosso grupo
de pesquisa sobre a atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas (GOMES et al.,
2011). N&@o héa relatos de estudos quimicos e biologicos realizados com as folhas de V.

japurensis.
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Quadro 4: Substancias isoladas da espécie Vismia japurensis

Parte Vegetal Substéancias isoladas NUmero Referéncias
Madeira o MIRAGLIA etal., 1981
vismiaquinona A (22)
Baga PINHEIRO et al., 1984
friedelina (34)
) friedelanol (89)
Madeira _ MIRAGLIA et al., 1981
p-sitosterol (69)
vismiaquinona B (76)
a-selineno (72)
p-selineno (91)
vismiona A (75)
Baga _ PINHEIRO et al, 1984
acetilvismiona B (92)
y-hidroxiantrona B (93)
cis-y-hidroxiferruginina A (86)

Figura 11: Substancias isoladas da espécie Vismia japurensis

OCH;

H
B-selineno (91) acetilvismiona B (92) y-hidroxiantrona B (93)

2.2.2 Vismia sandwithii Ewan

A espécie Vismia sandwithii (Figura 12) é uma arvore que possui cerca de 5 a 16
metros de altura, apresenta exsudato alaranjado a vermelho-alaranjado, seus frutos se
apresentam na forma de bagas com cerca de 0,8 cm de comprimento na coloracdo verde-
acinzentada a verde-arroxeadas, essa espécie pode ser reconhecida pelas pontuagdes na
coloracéo preta (glandulas) fortemente evidentes na face abaxial das folhas (MARTINS et al.,
2018).
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Figura 12: Ramos com folhas da espécie Vismia sandwithii

Fonte: MARTINS et al., 2018

Sdo espécies que podem ser encontradas no Brasil, Colémbia, Equador, Guiana,
Guiana Francesa, Suriname e Venezuela (ROBSON, 1998). No Brasil ha registros para essa
espécie na regido Norte nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Pard e Roraima (Figura 13),
sendo encontrada em capoeiras e floresta de terra firme (MARTINS et al., 2018, VOGEL et
al., 2019).

N&o ha relatos de estudos quimicos e biolégicos com essa espécie. Sendo o estudo
apresentado nesta tese o primeiro relato de dados quimicos apresentados para essa espécie.

Figura 13: Distribuicdo geografica no Brasil da espécie V. sandwithii.

Legenda: Distribuicdo da espécie V. sandwithii no Brasil em destaque na cor verde.
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Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Vismia_sandwithii

2.2.2 Vismia cauliflora A. C. Sm

As espécies Vismia cauliflora (Figura 14 e 15) sdo arvores de 4 a 13 metros de altura,
sd0 espécies que possuem velutinos (aparécia de veludo nos ramos proximos as folhas) e
exsudato alaranjado. Seus frutos se apresentam na forma de bagas 0,7 a 1,2 cm com uma
coloracdo acinzentada (MARTINS et al., 2018; VOGEL et al, 2019). Ha relatos da presenca
de V. cauliflora apenas no Brasil, no estado do Amazonas (Figura 16), esta espécie distingue-
se facilmente das demais espécies de Vismia, pelas inflorescéncias caulifloras, dispostas em

fasciculos com poucas flores e pelas folhas compridas, de até 75 cm de comprimento.

Figura 14: llustracdo botanica da espécie Vismia cauliflora

1 :
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Fonte: MARTINS et al., 2018

Figura 15: Ramos com folhas de Vismia cauliflora

R S

Fonte: MARTINS et al., 2018

Figura 16: Distribuicdo geogréfica no Brasil da espécie Vismia cauliflora

Legenda: Em verde distribuicdo da espécie Vismia cauliflora no Brasil

Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Vismia cauliflora
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Na literatura ha relato de estudos realizados com V. cauliflora que avaliaram o seu
potencial antioxidante e identificacdo e quantificacdo de suas substancias fenolicas e
carotenoides (Quadro 5) (Figura 17) (CHIST et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014).

Quadro 5: Substancias identificadas na espécie Vismia cauliflora

Substancias Ndmero Referéncias
acido galico (94) RIBEIRO et al., 2014
di-cis-luteina (95) RIBEIRO et al., 2014
(-)-epicatequina (49) RIBEIRO et al., 2014
acido dihidroxibenzoico (96) RIBEIRO et al., 2014

Figura 17: Substancias identificadas na espécie Vismia cauliflora
(o]
I

HO
OH
HO
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acido galico (94) di-cis-lutein (95)

HO (0]

OH

OH

acido 2,3-dihidroxibenzoico (96)

2.3 Metabdlitos secundarios presentes no Género Vismia

As quinonas e terpenos séo utilizados como marcadores quimicos para o género Vismia
(TALA et al., 2013; VIZCAYA et al., 2012), mas também estudos anteriores relataram a
presenca de terpenoides, antranoides prenilados, biantraquinonas, benzofenonas, xantonas,
flavonoides, flavondis, lignanas e compostos volateis em varias espécies de Vismia (BOTTA
et al., 1986; PINHEIRO et al., 1984; TALA et al., 2007; TAMOKOU et al., 2009;
MIRAGLIA et al., 1981; NOUNGOUE et al., 2008; SEO et al., 2000; BOTTA et al., 1983;
NGUEMEVING et al., 2006; NAGEM E DE OLIVERA, 1997; BILIA et al., 2000; SANTOS
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et al., 2000; NGUEMEVING et al., 2006; TALA et al., 2007; WABO et al., 2007, HUSSEIN
etal., 2012; VIZCAYA et al., 2012).

Nesta tese sera dado destaque as classes dos terpenoides e antraquinonas.

2.3.1. Terpenoides

Os terpenoides pertencem a uma das maiores e mais diversificada classe de substancias
naturais (MARTINS et al., 2017), cujas estruturas (Figura 30) apresentam um esqueleto
derivado do 2-metilbutadieno, também denominado isopreno (HEINZMANN et al., 2017;
LOBO & LOURENCO, 2007).

A biossintese dos terpenoides deriva do difosfato de isopentenila (IPP), um isopreno na
forma ativa que estd em equilibrio com seu isémero, o difosfato de dimetilalila (DMAPP)
(KREIS et al., 2017).

A via metabodlica dos terpenoides pode ser dividida em duas vias biossintéticas: a
primeira via do acido mevaldnico, ocorre pela condensacéo de trés moléculas de acetil-CoA e
descarboxilacdo subsequente. A segunda € a via alternativa, formada a partir da glicose, que
leva a formagdo de dois intermedirios, o 1-desoxi-D-xilulose e 2-metileritritol fosfato (MEP)
(KREIS et al.,, 2017; LOBO et al., 2007; DEWICK, 2009; LICHTENTHALER, 1999;
NEWMAN & CHAPPEL, 1999; SAPIR-MIR et al., 2008).

Os esqueletos sdo formados pela condensacdo de um nimero variavel de unidades de
isopreno, de acordo com a regra do isopreno, sendo uma condensacdo cabeca-cauda
(SIMOES & SPITZER. 2004; LIMA et al., 2016).

A condensacdo cabeca-cauda entre as unidades DMAP e IPP forma a cadeia de
difosfato de geranila (GPP), precursora dos monoterpenos (Cio). Para formar a cadeia do
difosfato de farnesila (Cis) € acrescentada mais uma unidade de IPP, que seguida de
condensacgdes sucessivas com IPP forma o difosfato de geranilgeranila (Czx) e difosfato de
geranilfarnesila (C2s), que sdo precursores dos sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos,
respectivamente. Para formacdo do precursor dos triterpenos, o esqualeno (Cso), ocorre a
condensacdo de duas cadeias de difosfato de farnersila (Cis), e para a formacgéo do fitoeno
(Ca0) precursor dos tetraterpenos ocorre a condensacdo de duas cadeias de difosfato de
geranilgeranila (DEWICK, 2009; LOBO & LOURENCO, 2007; MEWALAL et al., 2017).

Os terpenoides podem sofrer modificages estruturais, incluindo esterificacéo,

metilacdo, glicosilacdo, isomerizacdo, oxidacdo, reducdo, aumentando assim a variedade
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estrutural e proporcionando assim mais de 40000 estruturas relatadas, assim como
demonstradas na figura 30 (MEWALAL et al., 2017).

Vérias sdo as propriedades bioldgicas apresentadas na literatura para a classe dos
terpenoides como: atividades antimicrobianas (TAMOKOU et al., 2009), antivirais, anti-

inflamatorias, antialérgicas, antineoplasicas, entre outras (PADUCH et al., 2007);

Figura 18: Exemplos de terpenoides

A

HO H

(0]
artemisinina lupeol andalusol

esqualeno

friedelanona taraxerona
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Continuacéo da Figura 30

13-epi-esclareol B-sitosterol

campesterol estigmasterol

2.3.2 Antraquinonas

Muitas espécies de plantas sdo produtoras de antraquinonas, as quais sdo substancias
naturais que possuem varias propriedades bioldgicas e uma aplicagdo industrial como corantes
naturais, para substituir produtos quimicos sintéticos na formulagdo (DUVAL et al., 2016).

As antraquinonas sdo substancias que se apresentam normalmente na coloracéo
amarela, vermelha ou laranja, a cor sob a luz visivel ¢ justificada pelo numero de ligacOes
duplas conjugadas presente em sua estrutura, que proporciona absorver na regido do
ultravioleta (FALKENBERG, 2017).

Esta classe de metabdlitos se distribui largamente nas plantas, desde as espécies
superiores até os fungos e liquens (SANTOS et al., 2008). Elas podem ser encontradas em
todas as partes das plantas, raizes, rizomas, frutas, flores e folhas (DUVAL et al., 2016;
DAVE & LEDWANI, 2012)
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Constituem o grupo mais importante das quinonas naturais, podem ser produzidas a
partir das rotas biossintéticas: via &cido chiquimico e acetato ou totalmente pela via do acetato
(SANTOS, 2004; DEWICK, 2002; DEWICK, 2009; FALKENBERG, 2017) e séo
substancias orgéanicas derivadas do antraceno (VIZCAYA et al., 2012).

Em derivados antracénicos € caracteristico a presenca de grupos hidroxilas em C-1 e C-
8, e duas carbonilas em C-9 e C-10, e também se observa a presenca de grupos metilicos,
metoxilas e até de carboxila na posicdo C-6 (FALKENG, 2017; IZHAKI, 2002).

O potencial das antraquinonas para inibir ou prevenir o crescimento fungico e
bacteriano sdo duas propriedades bioldgicas interessantes, mas muitas outras propriedades séo
atribuidas a elas, como, anticancerigenas (AL-OTAIBI & EL GOGARY, 2017), antivirais,
antioxidantes antibacterianas, antifungicas, antineoplasicas, anti-inflamatoria, adstringente,
laxantes, diurética entre outras atividades bioldgicas (DUVAL et al., 2016; MANOJLOVIC et
al., 2005; WANG et al., 2016; CHIEN et al., 2015).

As antraquinonas mais conhecidas sdo: reina, aloe emodina, emodina, fisciona e
crisofanol, estas sdo consideradas responsaveis por varias propriedades bioldgicas (Figura 31)
(DUVAL et al., 2016).

Figura 19: Exemplos de antraquinonas
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Continuacéo da Figura 30
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2.4 Atividades Quimica e Biologica

Uma planta pode produzir milhares de substancias diferentes. Apenas uma ou algumas
substancias podem ser responsaveis pela atividade terapéutica ou tdxica. Para comprovar esta
atividade é necessario realizar ensaios quimicos e bioldgicos e isolar substancias puras dos
extratos responsaveis pelos efeitos farmacoldégicos (HOSTETTMANN et al.,, 2003;
CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Vérias atividades bioldgicas e farmacoldgicas relevantes tem direcionado a busca por
novas substancias bioativas, sendo especificas para um determinado alvo. Na literatura existe
um vasto relato de atividades para o género Vismia. Nesta tese sera dado enfoque
principalmente para as atividades: toxicidade frente Artemia salina, antioxidante,

antimalarica, antibacteriana e antiangiogénica.

2.4.1 Atividade de toxicidade frente Artemia salina

A Artemia salina é um microcrusticeo de agua salgada, pertencente ao filo
Arthropoda, conhecidas como Artemia (PEREZ & LAZO, 2010). E utilizada na aquicultura e
aquarios (LIBRALATO et al., 2016) e pode ser utilizada como alimento para peixes e outros
crustaceos, passaros e varios invertebrados (MILHEM et al, 2008; PEREZ & LAZO, 2010).

O ensaio com Artemia salina é um bioensaio preliminar de atividade de produtos
naturais. Foi proposto como um substituto mais barato e simples, para o ensaio de
citotoxidade com células (MEYER et al., 1982). Neste ensaio a toxicidade € determinada pela
concentragéo letal de 50% (CLso) de extratos de plantas em meio salino (KANWAR, 2007), e
é um dos ensaios mais utilizados para uma avaliacdo preliminar de toxicidade (AMARANTE
etal., 2011).
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Ensaios realizados com A. salina demonstram que essa toxicidade obtida apresenta
uma boa correlagdo com a atividade citotoxica contra tumores humanos (McLAUGHLIN et
al., 1991), e também uma correlacdo com testes de toxicidade oral em camundongos (PARRA
et al., 2001). Extratos de plantas que apresentam toxicidade contra A. salina indicam um
possivel potencial para diversas atividades biologicas. Além de ser uma analise preliminar de
toxicidade geral e com atividade pesticida (LUNA et al.,, 2005; PARRA et al., 2001,
LIBRALATO et al., 2016)

O uso deste teste é favorecido pelas vantagens que proporciona como: simplicidade no
manuseio, um rapido e simples monitoramento da resposta biol6gica, onde se mede somente
um parametro: morte ou vida (CAVALCANTE et al., 2000). Outros fatores que favorecem o
seu uso sdo: custo, disponibilidade e pouca quantidade de amostra (LUNA et al., 2005;
PARRA et al., 2001; LIBRALATO et al., 2016), é um método seguro, econdmico e pratico
para analisar a bioatividade de extratos e substancias naturais (SILVA et al., 2007;
KANWAR, 2007).

2.4.2 Atividade Antioxidante

Os ensaios quimicos para avaliacdo da atividade antioxidante tm como objetivo a
investigacdo da capacidade dos extratos ou substancias em reagirem com espécies reativas do
oxigénio (ERQ), e comparar com a atividade de um antioxidante padrao.

As espécies reativas do oxigénio sdo moléculas instaveis, extremamente reativas
(SILVA e GONCALVES, 2010) e possuem um namero impar de elétrons e para atingir a
estabilidade, elas necessitam adquirir elétrons e, portanto, reagem com a maioria dos
compostos vizinhos, oxidando-os, ou s&o moléculas neutras altamente reativas (SANCHEZ-
MORENO, 2002). As Ero sdo subprodutos do metabolismo aerdbico, e incluem superéxidos,
peroxidos de hidrogénio e os radicais hidroxila (SCHIEBER & CHANDEL, 2014).

Estas espécies reativas desempenham papel importante no organismo, mas 0 exXcesso
¢ considerado a principal causa do estresse oxidativo, resultando em multiplos efeitos
adversos, como a oxidacdo de proteinas e lipidios, bem como danos ao DNA. As células
apresentam um sistema de defesa antioxidante para manter o equilibrio entre a producdo e a
eliminacdo destas espécies reativas, mas o desequilibrio geralmente ocorre levando ao

excesso de espécies reativas (MENG et al., 2017).

62



A geragdo desordenada provoca danos oxidativos em macromoléculas causando
mutacdes que podem ser associadas a doencgas neurodegenerativas e ao cancer. A oxidacdo de
lipoproteinas € a principal causa de doencgas no coracdo e aterosclerose, e 0 estresse oxidativo
¢ o0 maior causador de isquemia cerebral (VALKO et al.,, 2007; AMES et al., 1995;
ROESLER et al., 2007, PASCUAL TERESA e SANCHEZ - BALLESTA, 2008; BANERJEE
et al., 2005; EINBOND et al., 2004; MULABAGAL et al., 2009; HOGAN et al., 2010; DAI
et al., 2009; SCHWARZ et al., 2003; SHIN et al., 2006) e o uso de antioxidantes exdgenos é
indicado para diminuir o excesso de ERO (ABOUL-ENEIN et al., 2013).

Os antioxidantes séo substancias que, presentes em baixas concentragdes, quando
comparadas ao substrato oxidavel, inibem o processo oxidativo. Eles destacam-se por
prevenir a formacdo e a acdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que sao associadas
aos danos oxidativos, portanto, estudos sobre substancias antioxidantes sdo necessarios para
prevenir o estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; VANNUCCHI, 1998;
MENG et al., 2017).

2.4.3 Atividade Antimalérica

A malaria é uma doenca tropical, parasitaria, cujo agente etioldgico é um protozoéario
do género Plasmodium. Quatro sdo as espécies de grande importancia para manifestacdo da
doenca em seres humanos: P. malariae, P. ovale, P. vivax e P. falciparum.

A infeccdo causada pelo Plasmodium falciparum, em particular, € a mais letal das
espeécies de parasita da malaria humana, responsavel por quase um milhdo de mortes por ano,
cerca de 95% dos casos, sendo transmitida ao homem pela picada do mosquito do género
Anopheles (HU et al., 2017a).

A malaria é uma das doengas infecciosas mais devastadoras e comuns em todo
mundo e uma das principais ameacas em materia de saude publica em mais de 90 paises
(VALDES et al., 2010; LENTA et al., 2010; HU et al., 2017a). Ela é uma das doencas
negligenciadas altamente recorrente em paises tropicais e subtropicais (ADITYA et al., 2013).

Em 2015 foram relatados 212 milhdes de casos clinicos e 429 mil mortes, ocorrendo
em gravidas e, principalmente em criancas, sendo 78% dos casos fatais se aplicam a menores

de cinco anos relatados na Africa de acordo com a OMS (WHO, 2016).
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A ineficécia do tratamento antimalarico disponivel € a principal raz&o por tras da sua
ameaca. Esse grande problema estd na resisténcia do Plasmodium falciparum, aos farmacos
existentes e toxicidade de drogas em seres humanos (OLLIARIO, 2001; GUERIN, 2002; RAI
et al., 2017; GOMES et al., 2017). Como medidas utilizadas no controle desta doenca
podemos incluir: controle vetorial por inseticidas, quimioprevencgdo, diagndstico e tratamento
(WHO, 2015).

Os tratamentos utilizados apds o diagnéstico da doenca geralmente incluem dois
medicamentos associados que causam alguns efeitos colaterais e tém pouca adesdo do
paciente (SANTOS — MAGALHAES & MOSQUEIRA, 2010). Este tratamento é bastante
complexo, longo e muitas vezes ineficaz devido a reinfec¢do do paciente, muito comum nas
areas de incidéncia da doenca (SOARES e RODRIGUES, 1998).

As principais drogas antimalaricas atualmente utilizadas séo divididas em quatro
categorias: quinolinas (quinina, cloroquina, amodiaquina, mefloquina e primaquina),
antifolatos (pirimetamina, proguanil e sulfadoxina), derivados da artemisinina (artemisinina,
artesunato, arteméter e arteéter) e hidroxinaftoguinonas (atovaquina) (SAIFI et al., 2013).

Devido as dificuldades encontradas durante o tratamento da doenca, parte da
populacdo utiliza plantas medicinais no tratamento da maléria, e algumas plantas ja
demonstraram o seu potencial para fornecer medicamentos eficazes para o tratamento da
doenca, tais como a quinina e artemisinina que sdo derivados de plantas. O que gera um
interesse em procurar nas plantas novas alternativas terapéuticas com eficacia igual ou maior
as ja existentes (VALDES et al., 2010).

A quinina foi isolada da casca da Cinchona officinalis, ativa contra o P. falciparum e
P. vivax. J& a artemisinina provém da planta Artemisia annua, desde o seu isolamento e
caracterizagdo como antimalarico eficaz.

A artemisinina foi base de varios derivados artemisinicos, estes apresentam rapida
acao, melhoram o estado febril em menos de 32 horas. Quimicamente a artemisinina € uma
lactona sesquiterpénica, com um grupo endoperoxido, essencial para sua atividade
antimalarica (MESHNICK, 1996).

O surgimento de cepas de P. falciparum resistentes a quase todos os antimalaricos
levaram quimicos e bidlogos a estudar a sua substituicdo efetiva com um mecanismo de agéo
alternativo e novas moléculas (HU et al., 2017). Dentro destas perspectivas, pesquisas em
busca de novas substancias bioativas extraidas de plantas medicinais se tornaram um

importante ponto a ser considerado.
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2.4.3 Atividade Antibacteriana

O surgimento de micro-organismos multirresistentes as drogas padrdo, tem sido um
alerta para os pesquisadores, e um incentivo para a busca de novos agentes terapéuticos para
combaté-las (STROBEL & DAISY, 2003; BALOURI et al., 2016). Assim muitos
pesquisadores se concentraram na investigacdo de produtos naturais como fonte de novas
moléculas bioativas devido a falha de antimicrobianos disponiveis para tratar doencas
infecciosas (VERAS, 2017).

Os agentes patdgenos clinicos mais comuns Gram-positivos sdo: Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, S. pneumoniae, Enterococcus faecalis e E. faecium e Gram-negativa
as bactérias Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydophila
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila e Acinetobacter baumannii
que sdo causadoras de graves e até mesmo fatais infeccdes (HU et al., 2017; WHO et al.,
2018).

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana sé&o a alteracdo do alvo do
antibidtico, a mutacdo ou inativacao enzimatica e a alteracdo da permeabilidade da bactéria ao
farmaco (VERAS, 2017).

A resisténcia das bactérias aos antibidticos desenvolve-se rapidamente e se espalha
amplamente em todo o mundo devido ao uso inadequado e abusivo de antibioticos, estando
associada a uma mortalidade consideravel (HU et al., 2017).

Esses sdo fatores que reforcam o interesse em pesquisas que visem obter novas drogas
com potencial antibacteriano (STROBEL et al., 2004). Muitas espécies de plantas foram
testadas in vitro contra muitas cepas bacterianas e um bom nimero de extratos e substancias
puras ja foram comprovadamente ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram negativas e
apresentam grande potencial medicinal (BEHAL, 2001; MAHADY et al., 2008), no entanto,
apenas alguns extratos de plantas antibacterianas e substéncias isoladas foram testadas em
ensaios pré-clinicos ou clinicos (SHARMA et al., 2017).

De todos os medicamentos atualmente aprovados como novas entidades quimicas
antibacterianas, uma porcentagem significativa desses sdo de produtos naturais ou foram
derivados de um produto natural (BROWN et al., 2014; HU et al., 2017a).
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2.4.4 Atividade Angiogénica

Angiogénese é um processo bioldgico que envolve a formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de uma vascularizacao pre-existentes (STOCKMANN et al., 2014).

Ela é fundamental no crescimento, reproducdo, menstruacao, ovulacdo, cicatrizacao de
feridas e outros. Mas ela também pode esta relacionada a processos patoldgicos de diferentes
doengas como retinopatia diabética, na psoriase, artrite reumatoide, endometriose obesidade e
no crescimento de tumores e de metastases cancerigenas. (GONZALEZ et al., 2000;
CARMELIET, 2005; FOLKMAN, 2007; PRATHEESHKUMAR et al., 2012; SUREKHA et
al., 2013).

O grande interesse na antiangiogenese esta no fato de que nos tumores cancerigenos a
angiogénese é o processo pelo qual as células tumorais aumentam a formacéo de novos vasos,
que serdo utilizados para o fornecimento dos nutrientes essenciais para 0 seu crescimento
acelerado (FOLKMAN e SHING, 1992). A inibicdo da angiogénese é atualmente umas das
estratégias promissoras no tratamento do cancer (PRATHEESHKUMAR et al., 2012)

Na busca por novas substancias antiangiogénicas, varias técnicas tém sido utilizadas
para investigacdo tanto para substancias pro-angiogénica e antiangiogénicas um dos métodos
utilizados é o ensaio em membrana corialontoica de embrido de galinha (CAM), que possui
algumas vantagens, destaca-se pois e um método simples e de baixo custo, além de permitir a
observacdo da densidade dos vasos (aumento ou reducdo) em um curto periodo de tempo
(RIBATTI et al., 2001; EGOSHI et al., 2015),
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral:

e Realizar o estudo quimico e biolégico de trés espécies do género Vismia. Vand.

3.2 Objetivos especificos:

e Analisar por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa 0s extratos hexanicos das folhas de V.

japurensis, V. cauliflora e V. sandwithii;

eRealizar 0 estudo quimico dos extratos hexanicos das folhas de V. japurensis e V.

sandwithii;

e Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana, antimalarica, antiangiogénica e de
toxicidade frente & Artemia salina, dos extratos e das substancias isoladas de V. japurensis.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Coleta do Material Vegetal

Foram coletadas folhas de trés espécies do género Vismia, sendo elas: V. japurensis, V.
sandwithii e V. cauliflora.

Para a espécie Vismia japurensis (Figura 18) foram realizadas trés coletas do material
vegetal, sendo a primeira e a terceira coletas realizadas no Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA Campus 1, Manaus — AM, em 09 de junho de 2013 e 04 de agosto de
2014, e a segunda coleta realizada na Reserva Florestal Adolpho Ducke — Manaus — AM, em
04 de agosto de 2014. A exsicata da primeira coleta foi depositada no Herbario da
Coordenacdo de Botanica do INPA, sob o nimero de 259225. A exsicata da segunda coleta
foi registrada no Herbério do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Amazonas — IFAM
sob o nimero 10479. Como a terceira coleta foi realizada com o mesmo individuo da
primeira coleta ndo foi necessario depositar a exsicata.

Para a espécie Vismia sandwithii (Figura 19) foi realizada uma coleta do material
vegetal na Reserva Florestal Adolpho Ducke — Manaus — AM, em 26 de abril de 2018. Sua
exsicata foi depositada no Herbario da Coordenacdo de Botanica do INPA sob o nimero de
283644,

Para a espécie Vismia cauliflora (Figura 20) foi realizada uma coleta do material vegetal
na Reserva Florestal Adolpho Ducke — Manaus — AM, em 26 de abril de 2018. Sua exsicata

foi depositada no Herbario da Coordenacao de Botanica do INPA sob o nimero de 283643.

Figura 20: Imagens da espécie V. japurensis. (A) aspecto geral da arvore, (B) ramos com fohas e
inflorescéncias, (C) folhas e (D) frutos.
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Figura 21: Imagens da espécie V. sandwithii. (A) aspecto geral da arvore, (B) Galho, (C) folha

Figura 22: Imagens da espécie V. cauliflora. (A) comparacdo das folhas de Vismia sandwithii e Vismia
cauliflora, (B) fruto, (C) folhas

4.2 Preparo dos Extratos Vegetais
O material vegetal foi levado ao Laboratorio de Bioprospeccdo e Biotecnologia do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA. As folhas foram secas em estufa a 50

°C por aproximadamente trés dias e posteriormente triturados em moinhos de facas.
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O material seco e moido foi extraido com solventes de polaridade crescente, hexano
(Hex), metanol (MeOH) e &gua (H20) (figura 21). Foram realizadas trés extragdes utilizando
ultrassom por 20 minutos. ApoOs cada extracdo, os extratos obtidos foram filtrados e secos
utilizando evaporador rotativo com pressdo reduzida em temperatura < 50 °C para 0s extratos
Hex e MeOH, e liofilizador para os extratos aquosos.

Para determinagdo do rendimento (%), foram realizados calculos utilizando-se o peso
total do material seco e moido, que foi submetido a extracdo e o peso final do extrato seco e

concentrado, conforme férmula a baixo.

% = massa do extrato obtido x 100 / massa do material vegetal

Figura 23: Fluxograma do preparo dos extratos vegetais
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2) Filtracédo
3) Concentracao
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4.3 Andlise dos extratos hexanicos por Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa

Os extratos hexanicos das folhas das trés especies obtidos foram analisados em
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) para deteccdo das classes dos
constituintes quimicos presentes em cada extrato. As amostras foram solubilizadas em
solventes volateis e aplicadas em cromatoplacas na forma de solucGes. A elui¢do ocorreu em
cubas cromatograficas com a fase movel escolhida sendo sistemas apropriados e de acordo
com a sua polaridade.

Apos eluicdo, as placas foram reveladas com luz UV (comprimento de onda de 254 e
365 nm) e diversos reagentes quimicos tais como: Ce(SOa). para deteccdo de terpenos,
anisaldeido um revelador universal, FeClz para detecgdo de substéancias fenodlicas, AICIs para
confirmar a presenca de flavonoides, KOH para a confirmacgéo da presenca de quinonas e NP-
PEG para detectar flavonoides. Assim, consequentemente, foi possivel estabelecer uma

estratégia para a separacgdo e purificacdo de suas moléculas.

4.4 Andlise dos Extratos hexanicos por Ressondncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H dos extratos hexanicos
brutos das folhas das trés espécies foram registrados em espectrdmetro Brucker BioSpin AG,
modelo Fourier 300 Ultrashield, 300 MHz. Utilizando 20 mg de cada extrato bruto e 0 500 uL
de cloroférmio deuterado (CDCIs) para dissolucdo das amostras e adicionado TMS como
referéncia interna para o deslocamento quimico dos sinais de ressonancia nos espectros, sendo
a ele atribuido o valor de 0,00 ppm. Os espectros de hidrogénios foram obtidos na frequéncia
de 300 MHz, processados e exportados do programa TopSpin™, versdo 4.0.6. O
processamento usado consistiu na correcdo nas distorcdes de fase e linha de base de forma

manual e referenciou-se no 0,0 ppm pelo sinal do padréo interno Tetrametilsilano (TMS).
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4.5 Isolamento dos constituintes Quimicos das Folhas de Vismia japurensis

Os extratos escolhidos para o fracionamento foram os hexanicos da 12 e 22 coleta. As
fracdes obtidas foram analisadas em CCDC utilizando diferentes sistemas de eluicdo e
reunidas quando semelhantes de acordo com os perfis cromatograficos, apds analises com
reveladores fisicos e quimicos.

As subfracdes purificadas foram analisadas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

de 'H e de 3C mono e bidimensionais para identificacao.

4.5.1 Fracionamento do extrato hexanico das folhas de V. japurensis da primeira coleta

Visando o isolamento das substancias, o extrato hexanico (5 g) das folhas de V.
japurensis da primeira coleta (1-FVJ-H) foi submetido a um fracionamento em cromatografia
em coluna aberta (CCA) (h x ¢ = 63,0 x 3,5 cm) utilizando silica gel (200g) como fase
estacionaria e eluida com misturas dos solventes hexano (Hex), acetona e metanol (MeOH),
utilizando um volume de 1000 mL para cada mistura de gradiente (Tabela 4). Apds analises
em CCDC as fragdes que apresentaram semelhanca foram reunidas, resultando em 22 fragoes.

A partir destas 22 fracOes, trés foram selecionadas (50-70, 106-122 e 130-147) para
continuar o fracionamento, por apresentarem caracteristicas da presenca de antraquinonas
quando analisadas por CCDC e RMN de H.

Tabela 1: Dados do fracionamento 1FVJ-H do extrato hexanico das folhas de Vismia japurensis da primeira

coleta.

Fracgdo: 1-FVJ-H

Massa da amostra: 5 g h x ¢ da coluna: 63 x 3,5 cm

Massa da silica: 200 g volume de eluente utilizado: 1000 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
hexano/acetona 99:1 0-34
hexano/acetona 98:2 35-48
hexano/acetona 97:3 49-80
hexano/acetona 96:4 81-120
hexano/acetona 95:5 121-151
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hexano/acetona 90:10 152-180
hexano/acetona 80:20 181-200
hexano/acetona 70:30 201-216
hexano/acetona 60:40 217-225
hexano/acetona 1:1 226-240
hexano/acetona 3:7 241-266
hexano/acetonal:9 267-275
acetona 100% 276-277
acetona/metanol 1:1 278-279
metanol 100% 280-283

4.5.1.1 Fracionamento da fracéo 50-70

A fracdo 50-70 (849,5 mg) (Figura 32) foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel, e eluida com Hex/AcOEt (acetato de etila) e MeOH em diferentes gradientes,
fornecendo a fracdo 10-11 (72,7 mg), que foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel e eluida com misturas dos solventes Hex/AcOEt e MeOH em diferentes gradientes,
obtendo-se as fragcdes 16-20 (14,9 mg) (Figura 33), denominada de substancia I (S-1) e a
fracdo 9-15 (19,1 mg) que foi fracionada utilizando cromatografia em coluna de silica gel e
eluida com os solventes Hex/DCM/Acetona e MeOH em diferentes gradientes, resultando na
subfracdo 8-11 (2,5 mg) (Figura 34), denominada de substancia Il (S-2).

As subfracbes 6-8 (8,0 mg), 15-18 (8,1 mg), 161-165 (17,6 mg) e 13-14 (2,2) foram
comparadas com a subfragdo 16-20 por RMN de ‘H e verificou-se que as mesmas também
resultaram na substéancia I.

Todos os dados dos fracionamentos sucessivos da fragdo 50-70 estdo descritos nas
tabelas de 5 a 12.
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Figura 25: Figura: CCDC da fracdo 16.

Figura 26: CCDC da fracdo 8 — 11
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Tabela 2: Dados do fracionamento da fragdo 50-70

Fracdo: 50-70 (coluna aberta)

Massa da amostra: 849,5 mg

Massa da silica: 40,0 g

h x ¢ da coluna: 35,0 x 2,0 cm

volume de eluente utilizado: 100,0 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

hexano 100% 0-1
hexano/acetato de etila 98:2 2-6
hexano/acetato de etila 95:5 7-17
hexano/acetato de etila 90:10 18-25
hexano/acetato de etila 80:20 26-33
hexano/acetato de etila 70:30 34-38
hexano/acetato de etila 60:40 39-42

acetato de etila 100 % 43-48

metanol 100% 49-51
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Tabela 3: Dados do fracionamento da fracdo 10-11

Fracgdo: 50-70.10-11 (coluna aberta)

Massa da amostra: 72,1 mg

Massa da silica: 14,0 g

h x ¢ da coluna: 30 x 1,0 cm

volume de eluente utilizado: 100,0 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

hexano/acetato de etila 95:5 1-16
hexano/acetato de etila 90:10 17-21
hexano/acetato de etila 80:20 22-23
hexano/acetato de etila 70:30 24-25

hexano/acetato de etila 1:1 26-29

Tabela 4: Dados do fracionamento da fracdo 5-8

Fracdo: 50-70.10-11.5-8 (coluna aberta)

Massa da amostra: 8,9 mg
Massa da silica: 1,0 g

h x ¢ da coluna: 12,0 x 0,5 cm
volume de eluente utilizado: 20,0 mL

Sistemas de eluicdo

Fracdes coletadas

hexano/diclorometano 6:4 1-8
hexano/diclorometano 1:1 9-12
diclorometano 100% 13-17
diclorometano/metanol 9:1 18-19

Metanol 100% 20

Tabela 5: Dados do fracionamento da fracdo 9-15

Fragdo: 50-70.10-11.9-15 (coluna aberta)

Massa da amostra: 19,1 mg

Massa da silica: 2,0 g

h x ¢ da coluna: 19,0 x 0,5 cm

volume de eluente utilizado: 20,0 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

hex/diclorometano 7:3 1-10
hex/diclorometano 6:4 11-15
hex/diclorometano 1:1 16-19
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Continuacao da Tabela 8

diclorometano 100% 20-21
diclorometano/acetona 9:1 22-27
diclorometano/acetona 8:2 28-31
diclorometano/acetona 7:3 32-35
diclorometano/acetona 6:4 36-39
diclorometano/acetona 1:1 40-47

metanol 100% 48-50

Tabela 6: Dados do fracionamento da fragdo 12-16

Fracdo: 50-70.12-16 (coluna aberta)

Massa da amostra: 200,5 mg
Massa da silica: 20,05 g

h x ¢ da coluna: 40 x 1,5 cm
volume de eluente utilizado: 100,0 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

Hexano 100% 1-7
Hexano/acetato de etila 95:05 8-32
Hexano/acetato de etila 90:10 33-45
Hexano/acetato de etila 85:15 46-53
Hexano/acetato de etila 70:30 54-61

Hexano/acetato de etila 1:1 62 — 65
Acetato de etila 100 % 66
Acetato de etila/metanol 9:1 67-69

Tabela 7: Dados do fracionamento da fragdo 13-17

Fragdo: 50-70.12-16.13-17 (coluna aberta)

Massa da amostra: 40,9 mg

h x ¢ da coluna: 11,5x 1,5 cm

Massa da silica: 6 g volume de eluente utilizado: 15,0 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

Hexano 100% 1-85
Hexano/diclorometano 99:1 86-107
Hexano/diclorometano 98:2 108-130
Hexano/diclorometano 97:3 131-146
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Continuacao da tabela 10

Hexano/diclorometano 95:5 147-164
Hexano/diclorometano 9:1 165-171
Hexano/ diclorometano 8:2 172-177
Hexano/diclorometano 7:3 178-186
Hexano/diclorometano 6:4 187-193
Hexano/diclorometano 1:1 194-199
Diclorometano 100% 200-204
Diclorometano/metanol 9:1 205-211
Metanol 100% 212-213

Tabela 8: Dados do fracionamento da fragdo 23-42

Fracgdo: 50-70.12-16.23-42 (coluna aberta)

Massa da amostra: 68,6 mg h x ¢ da coluna: 30 x1,5 cm
Massa da silica: 6,86 g volume de eluente utilizado: 60,0 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 99:1 1-10
Hexano/diclorometano 98:2 11-15
Hexano/diclorometano 96:4 16-24
Hexano/diclorometano 9:1 25-32
Hexano/diclorometano 9:1 33-42
Hexano/diclorometano 8:2 43-51
Hexano/diclorometano 7:3 52-59
Hexano/diclorometano 6:4 60-66
Hexano/diclorometano 1:1 67-76
Hexano/diclorometano 4:6 77-86
Hexano/diclorometano 3:7 87-93
Hexano/diclorometano 2:8 94-100
Hexano/diclorometano 1:9 101-104
Diclorometano 100% 105-110
Diclorometano/acetona 9:1 111-118
Diclorometano/acetona 7:3 119-123
Metanol 100% 124-126




Tabela 9: Dados do fracionamento da fracdo 43-69

Fracgdo: 50-70.12-16.43-69 (coluna aberta)

Massa da amostra: 6,6 mg h x ¢ da coluna: 10 x 0,5 cm
Massa da silica: 2 g volume de eluente utilizado: 10,0 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 90:10 1-4
Hexano/diclorometano 85:15 5-10
Hexano/diclorometano 80:20 11-15
Hexano/diclorometano 70:30 16-17
Hexano/diclorometano 60:40 18-22
Diclorometano 100% 23-26
Diclorometano/acetona 9:1 27-32
Acetona 100% 33
Metanol 100% 34

4.5.1.2 Fracionamento da fragdo 106-122

A fracdo 106-122 (323,1 mg) (Figura 35) foi submetida a cromatografia em silica gel e
eluida com os solventes Hex/DCM e acetona em diferente gradiente. Obteve-se a fragdo 58-
63C que apresentou um precipitado cristalino e branco, esta entdo foi lavada com acetona e
foi denominada de substancia Il (S-3) (Figura 36), e a fracdo 47-66 (34,4 mg) que foi
fracionada, utilizando cromatografia em coluna de silica gel e eluida com os solventes Hex,
DCM e MeOH em diferentes gradientes, resultando na subfracdo 39-40 (14, 9 mg) que foi
comparada com a fragido 58-63C por RMN de H e verificou-se que as mesmas também
resultaram na substancia Il1.

Todos os dados dos fracionamentos sucessivos da fracdo 106-122 estdo descritos nas
tabelas 13 e 14.
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Figura 28: CCDC da fracdo 58-63C

UV-254 nm UV-365 nm Anisaldeido Ce(SO04)2

HeﬂbCM 11 o B
Tabela 10: Dados do fracionamento da fracdo 106-122
Fracdo: 106-122 (coluna aberta)
Massa da amostra: 323,1 mg h x ¢ da coluna: 45 x 2,0 cm
Massa da silica: 32,41 g volume de eluente utilizado: 200,0 mL
Sistemas de eluicdo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 95:5 1-6
Hexano/diclorometano 90:10 7-21
Hexano/diclorometano 85:15 22-30
Hexano/diclorometano 80:20 31-39
Hexano/diclorometano 7:3 40-45
Hexano/diclorometano 6:4 46-53
Hexano/diclorometano 1:1 54-61
Hexano/diclorometano 4:6 62-69
Hexano/diclorometano 2:8 70-77
Diclorometano 100% 78-89
Diclorometano/acetona 9:1 90-102
Diclorometano/acetona 8:2 103-113
Acetona 100% 114-122

81



Tabela 11: Dados do fracionamento da fracdo 47-66

Fragdo: 106-122.47-66 (coluna aberta)

Massa da amostra: 34,4 mg h x ¢ da coluna: 7,0 x 1,0 cm
Massa da silica: 8 g volume de eluente utilizado: 20,0 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano 100% 1-13
Hexano/diclorometano 98:2 14-24
Hexano/diclorometano 96:4 25-35
Hexano/diclorometano 9:1 36-37
Hexano/diclorometano 8:2 38-39
Hexano/diclorometano 7:3 40-41
Hexano/diclorometano 6:4 43-44
Hexano/diclorometano 1:1 45-46
Diclorometano 100% 47-48
Diclorometano/metanol 1:1 49
Metanol 100% 50-51

4.5.1.3 Fracionamento da fracdo 130-147

A fracdo 130-147 (131,7 mg) (Figura 38) , foi submetida a cromatografia em coluna
aberta de silica gel, e eluida com HEX, DCM e MeOH em diferentes gradientes, obtendo-se a
fracdo 7-16 (98 mg) que foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel e eluida com
misturas dos solventes HEX, DCM e MeOH, obteve-se a subfra¢do 9-11 (1,6 mg) (Figura 37),
essa foi comparada com a subfracio 58-63C por RMN de H e verificou-se que a mesma
tambem resultou na substancia denominada IlI.

Todos os dados dos fracionamentos sucessivos da fragdo 130-147 estdo descritos nas
tabelas 15 a 17.
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Figura 30: CCDC da Fra¢do 9-11

UV-254 nm UV-365 nm Anisaldeido Ce(S0Oa4)2

-
° [*]
Hex/DCM 3:7 o

Tabela 12: Dados do fracionamento da fragdo 130-147

Fracgdo: 130-147 (coluna aberta)

Massa da amostra: 131,7 mg h x ¢ da coluna: 25 x 1,5 cm

Massa da silica: 13,17 g volume de eluente utilizado: 100,0 mL

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 7:3 1-7
Hexano/diclorometano 6:4 8-13
Hexano/diclorometano 1:1 14-19
Hexano/diclorometano 4:6 20-30
Hexano/diclorometano 3:7 31-47
Hexano/diclorometano 2:8 48-55
Hexano/diclorometano 1:9 56-63
Diclorometano 100% 64-70

Diclorometano/metanol 9:1 71-78
Diclorometano/metanol 8:2 79-84
Diclorometano/metanol 7:3 85-90
Diclorometano/metanol 6:4 91-94




Tabela 13: Dados do fracionamento da fracdo 7-16

Fragdo: 130-147. 7-16 (coluna aberta)

Massa da amostra: 98 mg h X ¢ da coluna: 17,0 x 5 cm
Massa da silica: 2 g volume de eluente utilizado: 20,0 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 6:4 1-15
Hexano/diclorometano 1:1 16-19
Hexano/diclorometano 4:6 20-22
Hexano/diclorometano 3:7 23-25
Hexano/diclorometano 2:8 26-31
Hexano/diclorometano 1:9 32-34
Diclorometano 100% 35-37
Diclorometano/metanol 1:1 38-40
Metanol 100% 41

Tabela 14: Dados do fracionamento da fragdo 17-29

Fracdo: 130-147. 17-29 (coluna aberta)

Massa da amostra: 20,6 mg h x ¢ da coluna: 9,0 x 1,5 cm
Massa da silica: 4,0 g volume de eluente utilizado: 20,0 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 1:1 1-8
Hexano/diclorometano 4:6 9-15
Hexano/diclorometano 3:7 16-21
Hexano/diclorometano 2:8 22-27
Hexano/diclorometano 1:9 28-32
Diclorometano 100% 33-38
Diclorometano/acetona 9:1 39-46
Diclorometano/acetona 8:2 47-52
Diclorometano/acetona 7:3 53-56
Diclorometano/acetona 6:4 57-61
Diclorometano/acetona 1:1 62-66
Acetona 100% 67-69
Acetona/metanol 1:1 70
Metanol 100% 71-72




4.5.2 Fracionamento do extrato hexanico das folhas de V. japurensis da segunda coleta

O extrato hexanico da segunda coleta (2FVJ-H) (5 g) foi fracionado em CCA (h x @ =
50 x 3,0 cm) utilizando silica gel (270 g) como fase estacionaria e eluida com misturas dos
solventes, hexano, acetona e metanol, utilizando um volume de 1000 mL para cada mistura de
gradiente (Tabela 18).

Apos andlises em CCDC as fragfes que apresentaram semelhanca foram reunidas,
resultando em 14 fracOes. Destas, trés fracdes (30-31, 27-29, 43-48) foram escolhidas para

continuar o fracionamento, por apresentarem caracteristicas quimicas interessantes.

Tabela 15: Dados do fracionamento 2FVJ-H do extrato hexanico das folhas de Vismia japurensis.

Fragdo: 2-FVJ-H

Massa da amostra: 5 g h x ¢ da coluna: 50 x 3,5 cm
Massa da silica: 270 g volume de eluente utilizado: 1000 mL
Sistemas de eluicéo Fragdes coletadas
hexano/acetona 99:1 1-21
hexano/acetona 98:2 22-36
hexano/acetona 7:3 37-51
hexano/acetona 6:4 52-61
hexano/acetona 1:1 62-71
acetona 100% 72-79
acetona/metanol 9:1 80-89
Acetona/metanol 8:2 90-100
metanol 100% 101-111

4.5.2.1 Fracionamento da fracéo 30-31

A fragdo 30-31 (63,4 mg) (Figura 40) foi fracionada em Florisil e eluida com Hex,
DCM e MeOH em diferentes gradientes, resultando nas fragdes 8-15 (18,1 mg) que foi lavada
com MeOH, resultando denominada de substancia V (S-5) e nas fracdes 51-88 e 16-50. A
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fracdo 51-88 (8,0 mg) foi submetida a uma cromatografia em camada delgada preparativa e
eluida com Hex/DCM 7:3 resultando na fragdo 3 (1,4 mg) (Figura 39) que foi denominada de
substancia IV (S-4). A fracdo 16-50 (24,4 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel e eluida com misturas dos solventes Hex, AcOEt e MeOH em diferentes gradientes,
obtendo-se as fragbes 9- 16 (13,5 mg) e a fragdo 17-22 (2,8 mg) ambas foram submetida a
uma cromatografia em camada delgada preparativa resultando nas fragdes 4 (2,0 mg) e 6 (2,4
mg) que foram comparadas com a subfracdo 3 por RMN de H e verificou-se que as mesmas
também resultaram na substancia 1V.

Todos os dados dos fracionamentos sucessivos da fracdo 30-31 estdo descritos nas
tabelas 19 a 23

Figura 31: CCDC da fracdo 3

UV —-254 nm UV = 365 nm KOH Anisaldeido

Hex/DCM 3:7
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Tabela 16: Dados do fracionamento da fracdo 30-31

Fracgdo: 30-31 (coluna aberta)

Massa da amostra: 63,4 mg h x ¢ dacoluna: 7,0 x 1,5 cm
Massa da silica: 4,61 g volume de eluente utilizado: 40 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 8:2 1-8
Hexano/diclorometano 75:25 9-13
Hexano/diclorometano 70:20 14-19
Hexano/diclorometano 65:35 20-25
Hexano/diclorometano 60:40 26-31
Hexano/diclorometanol:1 32-37
Hexano/diclorometano 4:6 38-43
Hexano/diclorometano 3:7 44-49
Hexano/diclorometano 2:8 50-56
Hexano/diclorometano 1:9 57-61
Diclorometano 100% 62-69
Diclorometano/metanol 9:1 70-75
Diclorometano/metanol 8:2 76-82
Metanol 100% 83-89

Tabela 17: Dados do fracionamento da fracdo 51-88

Fracgdo: 30-31.51-88 (cromatografia em camada delgada preparativa)

Massa da amostra: 8 mg

Placa de silica 20 x 20 cm

Sistemas de eluicio FracOes coletadas

Hexano/diclorometano 7:3 eluida 3 vezes 1-7

Tabela 18: Dados do fracionamento da fracdo 16-50

Fracgdo: 30-31. 16-50 (coluna aberta)

Massa da amostra: 12,50 mg h x ¢ da coluna: 5,0 x 0,5 cm
Massa da silica: 1,25 g volume de eluente utilizado: 20 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/acetato de etila 98:2 1-4
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Continuacao da tabela 21

Hexano/acetato de etila 96:4 5-8
Hexano/acetato de etila 95:5 9-12
Hexano/acetato de etila 90:10 13-16
Hexano/acetato de etila 80:20 17-20
Hexano/acetato de etila 70:30 21-24
Hexano/acetato de etila 60:40 25-28
Hexano/acetato de etila 1:1 29-32
Acetato de etila 100% 33-36
Acetato de etila/metanol 8:2 37-40
Acetato de etila/ metanol 6:4 41-44
Acetato de etila/metanol 1:1 45-48
Metanol 100% 49-53

Tabela 19: Dados do fracionamento da fracéo 9-16

Fracdo: 30-31.16-50.9-16 (cromatografia em camada delgada preparativa)

Massa da amostra: 3,5 mg
Placa de silica 20 x 20 cm

Sistemas de eluicdo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 95:5 eluida 6 1-9
vezes

Tabela 20: Dados do fracionamento da fracdo 17-22

Fracgdo: 30-31.16-50.17-22 (cromatografia em camada delgada preparativa)

Massa da amostra: 2,8 mg

Placa de silica 20 x 20 cm

Sistemas de eluicéo FracOes coletadas

Hexano/diclorometano 95:5 eluida 6 1-8

vezes




4.5.2.2 Fracionamento da fracéo 27-29

A fracdo 27-29 (503,8 mg) foi fracionada em silica gel (Figura 43) e eluida com Hex,
DCM e MeOH em diferentes gradientes, resultando na fracdo 19 (13,1 mg) (Figura 41), que
apos andlises por ressonancia magnética nuclear de H foi possivel verificar que se tratava da
mistura das substancias denominadas | e V. A fracdo 28-42 (14,0 mg) que foi submetida a
uma cromatografia em camada delgada preparativa e eluida com Hex/Acetona 98:2 resultando
na fracdo 7 (1,0 mg) (Figura 42) que foi denominada de substancia IV (S-4) apds comparacao
com a subfragdo 3 obtidas de fracionamentos da fragdo 30-31.

Todos os dados dos fracionamentos sucessivos da fragdo 27-29 estdo descritos nas

tabelas 24 e 25.
Figura 33: CCDC da fracéo 19

254nm 365nm  KOH Anisaldeido Ce(SO,),

e o
Hex/DCM 6:4
Figura 34: CCDC da fragéo 7

365 nm KOH

Hex/DCM 6:4
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Figura 35: Fluxograma dos fracionamentos da fracdo 27-29
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Tabela 21: Dados do fracionamento da fracdo 27-29

Fragdo: 27-29 (coluna aberta)

Massa da amostra: 503,8 mg h x ¢ da coluna: 25 x 1,5 cm
Massa da silica: 50 g volume de eluente utilizado: 300 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano 100% 1-11
Hexano/diclorometano 95:5 12-22
Hexano/diclorometano 9:1 23-26
Hexano/diclorometano 8:2 27-37
Hexano/diclorometano 7:3 38-46
Hexano/diclorometano 6:4 47-58
Hexano/diclorometano 1:1 59-63
Diclorometano 100% 64-75
Diclorometano/metanol 9:1 76-83
Diclorometano/metanol 8:2 84-90
Diclorometano/metanol 1:1 91-94
Metanol 100% 95-100

Tabela 22: Dados do fracionamento da fragdo 28-42

Fracdo: 27-29.28-42 (cromatografia em camada delgada preparativa)

Massa da amostra:14,0 mg

Placa de silica 20 x 20 cm

Sistemas de eluicéo Fracdes

Hexano/acetona 98:2 eluida 3 vezes 1-13

4.5.2.3 Fracionamento da fracéo 43-48

A fracdo 43-48 (943,0 mg), foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
(Figura 46), e eluida com Hex, DCM e MeOH em diferentes gradientes, fornecendo a fracéo
10-27 (40,0 mg), que foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel e eluida com

misturas dos solventes Hex, DCM e MeOH em diferentes gradientes, obtendo-se as fracoes

93



38-43 (7,8 mg) (Figura 44), que apds analises por ressonancia magnética nuclear de H foi
possivel verificar que se tratava da mistura das substancias denominadas | e V. A fracdo 28-
60 (217,0 mg) foi fracionada utilizando cromatografia em coluna de silica gel e eluida com os
solventes Hex, DCM e MeOH em diferentes gradientes, resultando na fracdo 36 (2,0 mg)
(Figura 45) e 37-40 (5,0 mg) que também foram denominadas de substdncia V apds
comparagdo com a fracdo 8-15 obtida do fracionamento da fracdo 30-31.

Todos os dados dos fracionamentos sucessivos da fracdo 43-48 estdo descritos nas

tabelas 26 a 28.
Figura 36: CCDC da fracéo 38-43

254 nm 365 nm KOH  Anisaldeido  Ce(SO4)2

Hex/DCM 6:4

Figura 37: CCDC da fra¢do 36

254 nm 365 nm KOH Anisaldeido FeCl,
s

Hex/DCM 9:1
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Tabela 23: Dados do fracionamento da fracdo 43-48

Fracgdo: 43-48 (coluna aberta)

Massa da amostra: 943,0 mg

Massa da silica: 94,3 g

h x ¢ da coluna: 38,0 x 3,0cm

volume de eluente utilizado: 400 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

Hexano 100% 1-31
Hexano/diclorometano 9:1 32-48
Hexano/diclorometano 8:2 49-71
Hexano/diclorometano 7:3 72-86
Hexano/diclorometano 6:4 87-104
Hexano/diclorometano 1:1 105-123

Diclorometano 100% 124-138
Diclorometano/metanol 9:1 139-155
Diclorometano/metanol 8:2 156-177
Diclorometano/metanol 7:3 178-191
Diclorometano/metanol 6:4 192-195

Metanol 100% 196-200

Tabela 24: Dados do fracionamento da fracdo 10-27

Fracgdo: 43-48.10-27 (coluna aberta)

Massa da amostra: 40,0 mg

Massa da silica: 8 g

h x ¢ da coluna: 18 x 1,2 cm

volume de eluente utilizado: 50 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

Hexano/diclorometano 9:1 1-37
Hexano/diclorometano 8:2 38-42
Hexano/diclorometano 7:3 48-53
Hexano/diclorometano 6:4 54-61
Diclorometano 100% 62-66
Diclorometano/metanol 8:2 67
Metanol 100% 68
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Tabela 25: Dados do fracionamento da fracdo 28-60

Fracgdo: 43-48.28-60 (coluna aberta)

Massa da amostra: 217,0 mg h x ¢ da coluna: 31,0 x 2,0 cm
Massa da silica: 40 g volume de eluente utilizado: 100 mL
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 9:1 1-14
Hexano/diclorometano 8:2 15-28
Hexano/diclorometano 7:3 29-41
Hexano/diclorometano 6:4 42-53
Hexano/diclorometanol:1 54-64
Diclorometano 100% 65-75
Diclorometano/metanol 9:1 76-82
Metanol 100% 83

4.6 Isolamento dos Constituinte Quimicos das folhas de Vismia sandwithii

O extrato escolhido para fracionamento foi o extrato hexanico das folhas (1FVS-H)
(obtido no item 1.2.2), pois quando analisado por CCDC e apresentou caracteristicas da
presenca das classes quimicas antraquinonas, terpenos e flavonoides quando revelados com
anisaldeido sulfurico, sulfato cérico, KOH e NP-PEG.

Os fracionamentos realizados foram monitorados por CCDC e as placas reveladas com
os reveladores fisicos luz ultravioleta 254 e 365 nm e reveladores quimicos anilsadeido,
sulfato cérico e KOH e utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reunidas quando
semelhantes de acordo com os perfis cromatogréaficos.

As substéancias isoladas foram analisadas por Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

de 'H e de *C mono e bidimensionais.
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4.6.1 Fracionamento do extrato hexanico das folhas de Vismia sandwithii

O extrato hexanico (1-FVS-H) (6 g) das folhas de V. sandwithii foi submetido a um
fracionamento em cromatografia em coluna aberta (CCA) ( h x ¢ da coluna: 42 x 6 cm)
utilizando silica gel (250 g) como fase estacionaria e eluida com misturas de solventes
hexano, acetona e metanol, utilizando um volume de 1000 mL para cada mistura de gradiente
(tabela 29). Foram obtidas 130 fracGes e apo6s analises em CCDC as fragdes que apresentaram
semelhanca foram reunidas, resultando em 22 fracdes.

A partir dessas, duas foram selecionadas (5, 10) para continuar o fracionamento, por
apresentarem caracteristicas da presenca de antraquinonas quando analisadas por CCDC e
RMN de H.

A fracdo 19 (105,6 mg) (Figura 57) foi analisada por RMN e foi possivel verificar que

se trata de uma mistura das substancias denominadas substancia | e IV.

Figura 39: CCDC da fracéo 19

254 nm 365 nm NP PEG KOH ANISALDEIDO

14

Hexano/DCM 8:2

Tabela 26: Dados do fracionamento 1FVS do extrato hexanico das folhas de Vismia sandwithii

Fracgdo: 1-FVS-H (coluna aberta)

Massa da amostra: 6 ¢
Massa da silica: 250 g

h x ¢ da coluna: 42 x 6 cm

volume de eluente utilizado:; 1000 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

hexano/acetona 98:2

1-9

hexano/acetona 96:4

10-20
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Continuacdo da Tabela 29

hexano/acetona 94:6 21-31
hexano/acetona 92:8 32-40
hexano/acetona 9:1 41-49
hexano/acetona 85:15 50-60
hexano/acetona 70:30 61-69
hexano/acetona 60:40 70-79
hexano/acetona 1:1 80-90
acetona 100% 91-100
acetona/metanol 9:1 101-110
acetona/metanol 8:2 111-119
metanol 100% 120-130

4.6.1.2 Fracionamento da fracéo 5

A fracdo 5 (389,7 mg), foi submetida & cromatografia em coluna de silica gel, eluida

com Hex, DCM e MeOH em diferentes gradientes, obtendo-se as fragfes 54 (4,2 mg) (Figura

48) e 60 (3,4 mg), que foram analisadas por RMN e foi denominada de substancia VI.

Todos os dados do fracionamento da fracdo 5 estdo descritos na tabela 30.

Figura 40: CCDC da fracéo 54

254 nm 365 nm KOH
—

5y 54

Hex/DCM 7:3

Anisaldeido
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Figura 41: CCDC da fracdo 5-8

365 nm KOH Anisaldeido
5 5
Hex/DCM 9:1

Tabela 27: Dados do fracionamento da fracdo 5

Fracdo: 5 (coluna aberta)

Massa da amostra: 389,7 mg

Massa da silica: 38,97 g

h x ¢ da coluna: 33 x 2,0 cm

volume de eluente utilizado: 300 mL

Sistemas de eluicao Fracdes coletadas
Hexano 100% 1-14
Hexano/diclorometano 95:5 15-27
Hexano/diclorometano 9:1 28-42
Hexano/diclorometano 85:15 43-58
Hexano/diclorometano 8:2 59-69
Hexano/diclorometano 7:3 70-82
Hexano/diclorometano 6:4 83-95
Hexano/diclorometano 1:1 96-104
Diclorometano 100% 105-111
Diclorometano/metanol 9:1 112-124
Metanol 100% 125
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4.6.1.3 Fracionamento da fracéo 10

A fracdo 10 (59,2 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel (Figura

52), eluida com Hex, DCM e MeOH, em diferentes gradientes, obtendo-se as fragdes 21 (3,4

mg), 22 (1,7 mg) (Figura 51), 26 (2,3 mg) denominadas de substancia I (S-1).
Todos os dados do fracionamento da fragdo 5 estdo descritos na tabela 31.

Figura 43: CCDC da fracéo 22

<2 &

Hexano/DCM 8:2

254 nm 365 nm KOH  Anisaldeido

22

Tabela 28: Dados do fracionamento da fracdo 10

Fracgdo: 10 (coluna aberta)

Massa da amostra: 59,2 mg
Massa da silica: 7 g

h x ¢ da coluna: 16 x 1,0 cm
volume de eluente utilizado: 60 mL

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

Hexano 100% 1-4
Hexano/diclorometano 95:5 5-18
Hexano/diclorometano 9:1 19-23
Hexano/diclorometano 8:2 24-26
Hexano/diclorometano 7:3 27-34
Hexano/diclorometano 6:4 35-38
Hexano/diclorometano 1:1 39-42
Diclorometano 100% 43-47
Diclorometano/metanol 9:1 48-50

Metanol 100% 53
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Figura 44: Fluxograma da fracdo 10
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4.7 Avaliacéo das atividades quimica e bioldgicas

4.7.1 Atividade de toxicidade frente a Artemia salina

Conforme métodos descritos por Meyer e colaboradores (1982), foi avaliada a
sensibilidade do microcrustdceo Artemia salina, quando na presenca dos extratos ou
substancias.

Os cistos de A. salina (10 mg) foram eclodidos em solucgéo salina 3,8%, em temperatura
ambiente e sob iluminacdo com lampada fluorescente, durante 48 horas. Apds a eclosdo das
larvas, em uma placa de 24 pocgos, foram distribuidas 10 larvas em cada poco e adicionando
os extratos na de 1000 pg/mL, foi realizado em triplicata, ¢ permanecendo sob as mesmas
condicBes para contagem de sobrevivéncia das larvas apos 24h. Para o controle positivo foi
usado dicromato de potassio 0,1% e para o controle negativo adicionou-se DMSO 5%.

4.7.2 Avaliacéo da Atividade Antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada medindo a capacidade de
sequestro de radicais livres do radical Fe**-fenantrolina e do DPPH conforme MARTINS e
colaboradores (2014).

4.7.2.1 Preparagdo da curva do acido ascérbico

Primeiro foi preparada uma solu¢do mae de acido ascorbico com agua deionizada a
uma concentracdo de 900 mg/mL a partir da qual foram retiradas aliquotas de 800, 600, 400,
200 e 100 pL, e acrescentada a quantidade necessaria de dgua destilada para completar 1 mL
de dissolucdo. Preparando assim os diferentes pontos da curva de calibracdo: 720, 540, 360,
180 € 90 ng/mL de 4cido ascorbico.

e Curva com DPPH: foi feita adicionando 990 uL. de DPPH e em seguida adicionando-
se 10 puL da solugdo de acido ascorbico nas diferentes concentragcdes. Apds 30 minutos
realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotémetro no comprimento de 517 nm.

e Curva em Fe**-fenantrolina: Para o procedimento com Fe®*, preparou-se a solugio

padrdo de Fe*, pesou-se 8,6341 g de sulfato férrico amoniacal (NH4Fe(SO4)2.12H20),
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solubilizou-se e avolumou-se para um 1 L com &cido cloridrico (HCI), para a preparacdo da
solugéo de 1,10-fenantrolina 0,25% (m/v), pesam-se 0,25 g de 1,10-fenantrolina (C12HsNo.
H>0) e solubiliza-se com solu¢do tamp&o de acetato de sdédio, completa-se o volume para
1000 mL. Foi entdo transferido 10 uL da solugdo padrio de Fe3*, 980 uL da solugdo de 1,10-
fenantrolina e em seguida adicionando-se 10 pL da solugdo de acido ascorbico nas diferentes
concentragfes. ApoOs 1 hora realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no
comprimento de 515 nm.

Apbs a verificacdo da curva de calibracdo e sua linearidade, os experimentos para

medir a atividade antioxidante dos extratos foram realizados.

4.7.2.2 Preparacdo das amostras

Para realizacdo do teste pesaram-se 10,0 mg de cada extrato a ser analisado, as
amostras foram preparadas a partir da solubilizacdo dos extratos com o solvente, HEX ou
MEOH, e entdo avolumadas até 10 mL com MeOH grau PA, obtendo a concentracdo

Img/mL.

4.7.2.3 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

Para o procedimento usando o DPPH como agente oxidante. A reag&o iniciou-se pela
adi¢do de 990 pL da solugcdo de DPPH e 10 puL de cada amostra (1 mg/mL, da solu¢cdo mae),
sendo realizado em triplicata com leituras apds 30 minutos, em um espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 517 nm. O controle € preparado de modo semelhante, substituindo a

amostra por agua deionizada.

4.7.2.4 Fe3*-fenantrolina

Para o procedimento usando Fe**-fenantrolina como agente oxidante, transferiu-se

10 pL da solucdo padrdo de Fe** com concentragio de 1000 pg/mL para um micro-tubo.
Adicionaram-se 10 pL da amostra que foi agitada até a mistura homogeneizar. Em seguida
acrescentaram-se 980 pL da solucdo de fenantrolina. O branco foi preparado de modo
semelhante substituindo a amostra por agua deionizada. O procedimento foi realizado em
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triplicata com leituras ap6s uma hora em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de
515 nm.

4.7.3 Atividade antibacteriana

Para o0s ensaios antibacterianos foram utilizadas as bactérias: Aeromonas hydrophila
IOC/FDA 110-36, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Klebsiella pnemoniae ATCC 13883,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Acinetobacter baumanni ATCC 19606, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Edwardsiella tarda ATCC 15947 e Salmonella enterica ATCC
13076.

As avaliacdes dos extratos e substancias foram realizadas pelo método de microdiluicdo
em caldo, segundo orientacbes propostas por CLSI (2012). Para a realizacdo do ensaio,
inicialmente os micro-organismos testes foram repicados em caldo Mueller — Hinton, sendo
incubados durante um periodo de 16 a 24 horas, para a reativagéo.

Para a realizacdo do ensaio, o indculo foi previamente ajustado em espectrofotometro,
obtendo-se uma absorbéancia de 0,08 em 625 mm (o que equivale a escala 0,5 de McFarland),
este entdo foi diluido 20 vezes. Assim, o volume final de bactéria aplicado em cada pogo foi
de aproximadamente 5 x 10* UFC.

Os extratos foram primeiramente solubilizados em DMSO a 5%, e em seguida
realizadas diluicdes sucessivas. Em seguida foram adicionados em cada um dos pogos
(microplaca de 96 poc¢os) 10 pL desta solucdo de indculo de 90 pL de cada concentracdo dos
extratos ou substancias isoladas.

Para controle negativo foram utilizados 95 uL de caldo Mueller — Hinton contendo 5%
de DMSO e 5 uL de indculo. Para o controle positivo foram utilizados 90 uL do antibidtico
oxitetraciclina na concentragéo de 125 ug/mL e 10 pL de inoculo.

Para a avaliacdo dos extratos foram utilizadas as concentra¢Ges de 1000 e 500 ug/mL,
para as substancias isoladas foram utilizadas as concentra¢fes de 125 ug/mL, 62,5 ug/mL e
31,2 pg/mL.

Todos os testes foram realizados em triplicata. Em seguida a placa foi incubada a
temperatura e tempo adequados para cada micro-organismo (30 ou 37 °C). Cada microplaca
foi avaliada através da leitura espectrofotométrica em 625 nm. Os dados obtidos foram

processados utilizando-se o programa estatistico Origin 8.
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4.7.4 Atividade antimalarica

4.7.4.1 Cepa K1 de P. falciparum

A cepa multi-resistente K1 (MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virginia) foi mantida
em cultivo continuo segundo método de Trager e Jensen (1976). Para o microteste foi

utilizada uma parasitemia inicial de 1 — 2% e hematdcrito de 2%.

4.7.4.2 Extratos

As amostras foram solubilizadas em DMSO na concentracdo estoque de 10 mg/mL, e

posteriormente diluidas em meio completo para obtencdo das concentracdes de teste (50 e 5

pg/mL).

4.7.4.3 Teste antimaléarico

O teste foi realizado como descrito por Andrade-Neto et al. (2007). As dilui¢fes das
amostras foram aplicadas em poc¢os de micro-placa contendo hemaécias parasitadas. Cada
concentracdo foi testada em triplicata. A placa foi incubada por 48 h a 37 °C. Apés a
incubacdo, o contetdo dos pocos foi avaliado mediante microscopia éptica. A inibicdo do
crescimento dos parasitos foi determinada pela comparagdo com os controles de crescimento

sem amostra, segundo formula abaixo:

% inibicdo = ( parasitemia do controle — parasitemia com amostra ) x 100
parasitemia do controle

4.7.5 Atividade antiangiogénica

A avaliacdo da atividade antiangiogénica dos extratos e das substancias puras foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por NGUYEN, SHING e FOLMAN (1994).

Os ovos fertilizados da espécie Gallus domesticus foram incubados em uma
incubadora automatica e digital Chocmaster®, na posic¢éo horizontal, a temperatura de 37 °C e

sob umidade relativa do ar de 33%.
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Ap0s 48 h de incubacdo (idade embrionaria E2), uma pequena janela de 5 mm de
didmetro foi aberta na casca, na regido onde a cAmara de ar do ovo esta localizada e assim,
uma quantidade de cerca de 5 mL de clara foi retirada afim de evita-se a aderéncia dos
embribes nas membranas ovulares. Concomitante, outra janela foi aberta com
aproximadamente 15 mm de didmetro na regido localizada acima da membrana
corioalantdica. Com uma fita adesiva e fita isolante as janelas foram fechadas para minimizar
a perda de umidade.

Assim, os embribes foram incubados por mais 72 h para que alcangassem a fase
embrionéria de 6 dias (E6). Nesta fase, os ovos foram novamente abertos e os discos de
metilcelulose adsorvidos com o0s extratos e substancias isoladas, foram implantados
exatamente no terco externo da membrana corioalantica. Os ovos foram novamente
fechados, e incubados por mais 48 h, até que se chegasse a idade embrionéria de 8 dias (E8),
quando foi entdo verificada a avaliacdo da atividade antiangiogénica.

Uma camera fotografica foi utilizada para registrar as imagens de cada ovo em
triplicata. As imagens foram analisadas para a contagem dos vasos sanguineos que
interceptaram o disco e vasos presentes em uma area de 0,9 cm.

Os extratos foram analisados nas concentracfes de 1000, 500 e 100 upg/mL, e as
substancias isoladas foram testadas nas concentra¢Ges de 50, 25 e 1 ug/mL. Os resultados

foram expressos como percentual de vasos * desvio padrdo da média.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Rendimentos dos extratos vegetais

Dos extratos obtidos, foi observado que os extratos metanolicos para as trés coletas de
Vismia japurensis (Tabela 1) foram o0s que apresentaram uma maior porcentagem de
rendimento, destacando-se principalmente a 2% coleta com 34,81% corroborando com 0s
dados apresentados por Alvarez e colaboradores (2008) que obteve os maiores rendimentos
para os extratos metandlicos de duas espécies de Vismia, sendo 30,40% para V. guianensis e
31,60% para V. baccifera, ja os demais extratos de Vismia japurensis, hexano e aquoso,
obtiveram rendimentos inferiores a 3%.

Os extratos hexanicos de Vismia cauliflora (Tabela 2) e Vismia sandwithii (Tabela 3)
apresentaram rendimentos de 1,48% e 3,48%, respectivamente e podendo ser considerados
bons rendimentos quando comparados aos rendimentos obtidos da Vismia japurensis levando

em consideracao que a quantidade de material vegetal utilizado para esta espécie foi superior.

Tabela 29: Rendimentos dos extratos obtidos de Vismia japurensis

Extratos Material vegetal (g7 Massa extrato (g) Rendimento (%)
1-F-VJ-Hexano 688,65 10,92 1,58
1-F-VJ-MeOH 688,65 78,69 11,42

1-F-VJ-H0 688,65 9,3 1,35
2-F-VJ-Hexano 311,11 7,9 2,5
2-F-VVJ-MeOH 311,11 108,31 34,81

2-F- VJ-H;0 225,6 5,0 2,21
3- F-VVJ-Hexano 381,0 9,5 2,49
3-F-VJ-MeOH 381,0 55,13 14,43

3-F-VJ-H:0 381,0 14,87 3,90

Tabela 30: Rendimentos dos extratos obtidos de V. cauliflora

Extratos Material vegetal (g) Massa extrato () Rendimento (%)
1-F-VC-Hexano 50 0,74 1,48
1-F-VC-MeOH 50 2,71 5,42
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Tabela 31: Rendimentos dos extratos obtidos de V. sandwithii

Extratos Material vegetal (g) Massa extrato (g) Rendimento (%)
1-F-VS-Hexano 293 10,2 3,48
1-F-VS-MeOH 50 3,65 7,28

5.2 Analise cromatogréfica dos extratos hexanicos brutos

Os extratos hexanicos das folhas de V. japurensis, V. cauliflora e V. sandwithii foram
analisados e comparados por CCDC (Figura 22) com o objetivo de averiguar a complexidade
quimica dos extratos e semelhanca das classes quimicas presentes nos mesmos.

Os resultados obtidos apresentaram a presenca de terpenos em todos 0s extratos
analisados das trés espécies quando revelados com sulfato cérico (coloracdo marrom) e
quando revelados com anisaldeido sulfurico (coloracdo lilas). Observou-se a presenca de
substancias fenolicas, apds serem reveladas com cloreto férrico. Quando revelados com KOH,
observaram-se algumas bandas com a coloracdo rosa, sendo este um indicativo da presenca de
quinonas bem caracteristico para o género Vismia. Resultados estes que corroboram com a
literatura onde sdo relatados diversos terpenoides, substancias fendlicas e quinonas isoladas
de diferentes espécies do género Vismia (HUSSAIN et al., 2012; VIZCAYA et al., 2012).

Observou-se também a presenca de substancias fluorescentes sob a luz UV, no
comprimento de onda de 365 nm, um indicativo da presenca de cromdforos. Quando
revelados com DPPH mostraram a presenca de possiveis antioxidantes pela coloracdo amarela
fluorescente. Verificou-se também a presenca e flavonoides nas trés espécies de Vismia,
quando analisados com NP-PEG, pois houve uma intensificagdo das fluorescéncias.

Ao comparar as trés coletas de V. japurensis é possivel observar que ha pouca
diferenca entre as trés coletas realizadas, mesmo ocorrendo diferenca nas localidades e época
de coletas.

Todos os extratos analisados por CCDC mostraram-se ricos quimicamente revelando

uma grande quantidade de possiveis substancias a serem isoladas.
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Figura 45: Analise em CCDC dos extratos hexanicos das folhas de V. japurensis, V. cauliflora e V. sandwithii
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Legenda: 1 = 12 coleta V. japurensis, 2 = 22 coleta V. japurensis, 3 = 32 coleta V. japurensis, 4 = 12 coleta V.
cauliflora, 5 = 12 coleta V. sandwithii

5.3 Analise dos extratos hexanicos por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Os extratos hexanicos brutos das trés especies de Vismia foram analisados por RMN de
'H. Os espectros das coletas 12, 22 e 32 coleta de V. japurensis, 12 coleta de V. cauliflora e 12
coleta de V. sandwithii estdo apresentados em uma sobreposicdo para verificar as diferencas
entre as trés espécies (Figura 23).

O perfil dos extratos das trés espécies apresentou bastante semelhanca na regido de 0,60
a 1,8 ppm (Figura 24) onde foi observada a presenca dos hidrogénios das metilas presentes
nos terpenoides bem caracteristico para o género, pois na literatura sdo descritos 0s
isolamentos de uma grande quantidade de terpenos. Apresentam também um sinal intenso em
1,25 ppm que correspondentes aos hidrogénios dos acidos graxos.

Na regido de 1,8 a 2,5 ppm, observou-se a presenca de hidrogénios metilénicos e
metinicos (Figura 25). Na regido de 3,0 a 4,0 ppm (Figura 26) apresentou sinais
caracteristicos de metoxilas. Na regido entre 5,0 e 5,5 ppm foi observado sinais indicando a

presenca de hidrogénios olefinicos (Figura 27).
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Apresentaram uma grande quantidade de sinais na regido dos hidrogénios aromaticos na
regido entre 6,0 a 8,0 ppm (Figura 28), sinais esses que podem ser um indicativo da presenca
de quinonas, consideradas marcadores quimicos do género, e dados estes que corroboram o0s
obtidos nas analises em cromatografia em camada delgada comparativa, quando reveladas
com KOH.

Na regido de 10,0 a 13,0 ppm apresentou sinais que podem ser atribuidos a hidroxilas
queladas e a presenca de acidos carboxilicos. Observou-se sinais na regido de 14 a 16,5 ppm
indicando a presenca de dicetonas, apenas nos trés extratos da espécie Vismia japurensis
(Figura 29).

Figura 46: Espectros de RMN de 'H de todos os extratos hexanicos das trés espécies de Vismia.
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Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-
FVJ-H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H =

extrato hexanicos da terceira coleta
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Figura 47: Expanséo dos Espectros de RMN de 'H, de todos os extratos hexanicos das trés espécies de Vismia,

da regido 0,6 a 1,8 ppm
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Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-FVJ-
H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H = extrato

hexanicos da terceira coleta

Figura 48: Expansdo dos Espectros de RMN de *H, de todos os extratos hexanicos das trés espécies de Vismia,

daregido 1,8 a 2,5 ppm
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Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-FVJ-
H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H = extrato

hexanicos da terceira coleta
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Figura 49: Figura: Expansdo dos Espectros de RMN de *H, de todos os extratos hexanicos das trés espécies de

Vismia, da regido 3,0 a 4,0 ppm
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Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-FVJ-

H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H = extrato

hexanicos da terceira coleta

Figura 50: Expanséo dos Espectros de RMN de *H, de todos os extratos hexanicos das trés espécies de Vismia,

da regido 4,6 a 5,8 ppm

1-F¥S-H 1 1 "CiUsersiaila'Documentsirmn extrato bruto"
1-FVI-H

0.15 [rel]

:
W_

oven O

G ]

—
58 56 54 52 5.0 4.8 4.6 ppm]

Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-FVJ-

H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H = extra

hexanicos da terceira coleta
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Figura 51: Figura: Expansédo dos Espectros de RMN de 'H, de todos os extratos hexanicos das trés espécies de

Vismia, da regido 6,0 a 8,0 ppm
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Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-
FVJ-H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H =

extrato hexanicos da terceira coleta

Figura 52: Figura: Expansdo dos Espectros de RMN de 'H, de todos os extratos hexanicos das trés espécies de

Vismia, da regido 10,0 a 16,5 ppm
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Legenda: 1-FVS-H = extrato hexanicos de V. sandwithii; 1-FVC-H = extrato hexanicos de V. cauliflora; 1-
FVJ-H = extrato hexanico da primeira coleta; 2-FVJ-H = extrato hexanico da segunda coleta; 3-FVJ-H =

extrato hexanicos da terceira coleta
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5.4 Identificacéo das substancias isoladas de Vismia japurensis e V. sandwithii

Os fracionamentos realizados permitiram o isolamento de 7 substancias dos extratos

hexanicos de Vismia japurensis e V. sandwithii, sendo que:

e Substancia I: isolada do extrato hexanico da primeira coleta de Vismia japurensis e
também do extrato hexanico de Vismia sandwithii;

e Substancia Il: isolada do extrato hexanico da primeira coleta de Vismia japurensis;

e Substancia Il1: isolada do extrato hexanico da primeira coleta de Vismia japurensis;

e Substancia 1V: isolada do extrato hexanico da segunda coleta de Vismia japurensis e do
extrato hexanico de Vismia sandwithii;

e Substancia V: isolada do extrato hexanico da segunda coleta de Vismia japurensis;

e Substancia VI: isolada do extrato hexanico de Vismia sandwithii;

e Substancia VII: isolada do extrato hexanico de Vismia sandwithii.

A identificacdo estrutural de cada uma esta descrita a seguir:

5.4.1 ldentificacdo da substancia |

A fracdo 16-20 (14,9 mg) obtida do extrato hexanico das folhas da 12 coleta, apresentou-
se na forma de cristais brancos, e quando revelada com Ce(SO2)s verificou-se a coloragédo
vermelha indicativo de terpeno, com Rf = 0,55, quando eluida com Hex/DCM 1:1.

O seu espectro de RMN de H (Figura 54) apresentou sinais na regido de Sn 0,73 a 1,26,
sendo sete simpletos em 64 0,73; 0,89; 0,96; 1,0; 1,01; 1,05; 1,18, todos com integral para 3
hidrogénios, e um dupleto em 64 0,88 (d, J= 6,58 Hz, 3H) totalizando as 8 metilas de um
triterpeno (Figuras 55 e 56). Foram observados também sinais na regido de o 1,26 a 1,58
referentes a hidrogénios metilénicos e 61 2,17 a 2,45 referentes aos hidrogénios metinicos da
molécula. A auséncia de liga¢bes duplas na regido entre 61 5,0 e 6,0, foi um indicativo da
presenca de um triterpeno de esqueleto friedelano.

O espectro de RMN de C (Figura 57) mostrou a presenca de 30 sinais, sendo um sinal
em dc 213,0 indicando a presenca de uma carbonila. Também foi possivel confirmar a
auséncia de sinais de ligagdo dupla nas regides de oc 100 a 150. Em ¢ 6,8 observou-se o

sinal referente a metila na posi¢do C-23 (Figura 58), caracteristico do esqueleto friedelano.
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No mapa de contorno HMBC (Figura 59) foi possivel observar as correla¢fes entre o
hidrogénio 6n 0,88 referente & metila em C-23 com o carbono da carbonila em 3¢ 213,1.
Mostrou também a correlagdo entre o hidrogénio em &n 2,24 com o carbono e &¢ 213,0.
Observou-se também as correlacdes entre o hidrogénio dn 2,24 com o carbono em &c 42,1 e
também do hidrogénio 61 0,73 com o carbono em 8¢ 58,3, confirmando assim as posicdes da
metila em C-23 e C-24 respectivamente (Figura 60).

De acordo com a literatura foi possivel confirmar os deslocamentos quimicos de 3C
identificando a substancia | como o triterpeno friedelan-3-ona (Figura 53) (Tabela 32)
(MAHATO & KUNDU, 1994). Este é o primeiro relato deste triterpeno em Vismia sandwithii
e nas folhas de V. japurensis, pois Miraglia e colaboradores (1981), isolaram este triterpeno

da madeira de V. japurensis.

Tabela 32: Dados de RMN de **C da substancia 1 e comparagéo com a literatura MAHATO & KUNDU (1994)

Posicao > : i Tipo de
Observado Literatura  Carbonos
1 22,3 22,3 CH:
2 41,5 41,5 CH:
3 213,1 213,2 C
4 58,3 58,2 CH
5 42,1 42,1 CH
6 41,3 41,3 CH
7 18,3 18,2 CH:
8 53,1 53,1 CH:
9 37,5 37,4 C
10 59,3 59,4 CH
11 35,6 35,6 CH:
12 30,5 30,5 CH:
13 39,7 39,7 C
14 38,3 38,3 C
15 32,4 32,4 CH:2
16 36,0 36,0 CH:
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Continuacéo da Tabela 32

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

30,0
42,8
35,3
28,2
32,8
39,3
6,8
14,7
17,9
20,3
18,6
32,1
35,0
31,8

30,0
42,8
35,3
28,1
32,7
39,2
6,8

14,6
17,9
20,2
18,6
32,1
35,0
31,8

CH
CH2

CH:
CH:
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

Figura 53: Estrutura da friedelan-3-ona (substancia I)

Figura 54: Espectro de RMN de *H da substancia I, friedelina (CDCls, 300MHz)
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Figura 55: Expansdo na regido de 0,72 a 2,5 ppm do espectro de RMN dec 'H da substancia I, friedelina

(CDCls, 300MHz)
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Figura 56: Expansdo na regido de 0,72 a 1,2 ppm do espectro de RMN dec 'H da substancia I, friedelina (CDCls,

300MHz)
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Figura 57: Espectro de RMN de *3C da substancia I, friedelina (CDCls, 75 MHz)
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Figura 58: Expansdo da regido de 6,0 a 60 ppm do espectro de RMN de *3C da substéncia I, friedelina (CDCls,

75 MHz)
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Figura 59: Mapa de contorno HMBC da substancia I, friedelina (CDCl3, 300 MHz)
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Figura 60: Expansfes do Mapa de contorno HMBC e correlagdes da substancia |, friedelina (CDCl3, 300 MHz)
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Os espectros das fragdes 6-8, 15-16, 161-165, 13-14, 19, 38-43, 19 e 22 foram
comparados com o espectro da fracdo 16-20 (Figura 61) e constatou-se que se tratava do

triterpeno friedelan-3-ona.
Figura 61: Comparacéo dos espectros de RMN de 'H das fragdes 16-20, 6-8, 15-16, 161-165, 13-14, 19, 38-43,
19 e 22 (CDCls, 300 MHZ)
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5.4.2 ldentificagdo da substancia Il

A fracdo 8-11 (2,0 mg) foi obtida do extrato hexanico das folhas da 12 coleta,
apresentou-se na forma de cristais na coloracdo laranja, e quando revelada com KOH
verificou-se a coloragdo rosa, consistente com a presenca de uma antraquinona, com Rf=0,56,
quando eluida com hex/acetona 7:3. Foi observado por analise por MS em alta resolugdo no
modo positivo por infusdo direta o ion quasi-molecular m/z 338, 2257 condizente com a
formula C20H1s0s (Figura 64).

O seu espectro de RMN de *H (Figura 65) mostrou dois sinais em 8u 12,15 (s, 1H) e
12,31 (s, 1H), referentes a duas hidroxilas queladas por ligacbes de hidrogénio, comumente
encontradas em esqueletos de antraquinonas, e em on 2,45 (Figura 68), um sinal integrado
para trés hidrogénios referentes a uma metila, caracteristica para metila ligada a anel
aromatico. Na regido dos aromaticos (Figura 66), observaram-se os sinais: dois duplos
dupletos e dois dupletos, todos com integrais para um hidrogénio cada em on 7,63 (dd, J=1,6;
0,5 Hz, H-4), 61 7, 38 (d, J=2,6 Hz, H-5), 61 7,08 (dd, J=1,6; 0,8 Hz, H-2), 61 6,68 (d, J=2,6
Hz, H-7), referentes a acoplamentos na posi¢do meta, levando a sugerir, quando comparados
com os dados da literatura, que a substancia Il possui um nicleo antraquinénico substituido
nas posicdes C-1, C-3, C-6 e C-8, se tratando assim de uma antraquinona tetrasubstituida.

Apresentou também dupleto na regido de ow 4,65 (d, J = 6,5 Hz, 2H), atribuidos a
hidrogénios metilénicos ligados a um oxigénio do grupo O-dimetilalila (Figura 67).
Apresentou sinais referentes a hidrogénio olefinico do grupo O-dimetilalila em &4 5,48 (m,
1H), e dois sinais em on 1,82 (s, 3H) e dn 1,78 (s, 3H), referentes aos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios das metilas ligadas a um carbono de dupla ligacdo do grupo O-
dimetilalila.

No espectro de RMN de 3C (Figura 69), podem se observar os carbonos com
deslocamentos em 6¢ 190,74 e 182,12 caracteristicos de carbonilas de antraquinona, na regiao
dos aromaéticos observaram-se os sinais oc 124,48; 121,25; 108,77 e 107,48. Os sinais em ¢
165,89; 165,1 e 162,49 indicam a presenca de trés carbonos oxigenados. Pode-se tambem
observar um carbono com deslocamento em &¢ 65,77, caracteristico de um éter, e os sinais de
metilas na regido de o¢ 25,83; 22,15 e 18,32.

No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 70),
observaram-se as correlacdes entre os hidrogénios da metila em 4 2,45 com os carbonos em

dc 148,37; 124,48 e 121,25 confirmando a metila na posicdo C-3. Observaram-se também as
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correlagdes entre os hidrogénios em 6n 4,65 e 1,82 com o carbono em &¢ 139,83 do grupo O-
dimetilalila, confirmando o carbono oc 139,83 na posi¢ao 3°, diferente do relatado por
NAGEM & OLIVEIRA (1997), que relatam os carbonos oc 148,37 e 139,83 em posicdes
contrarias 3’ e 3 (Figura 71).

No espectro de COSY (Figura 73) observaram-se as correlagdes entre os hidrogénios da
metila em &H 2,45 com os hidrogénios aroméaticos com deslocamentos quimicos em dn 7,08 e
7,63, confirmando a metila na posicdo C-3. Mostrou também o acoplamento do hidrogénio
olefinico em dn 5,48 com os hidrogénios em &n 4,65, 1,82 e 6,68 assim como as correlacGes
entre os hidrogénios dn 7,08 com 7,63 e 7,38 com 6,68.

No espectro de NOESY (Figura 74) é possivel verificar a interacdo entre os hidrogénios
on 12,15 e 7,08, confirmando a hidroxila quelada na posicdo C-1, e os hidrogénios em on
12,31 e 6,68 confirmando a segunda hidroxila na posicdo C-8. Pode-se também observar as
correlagfes entre os hidrogénios em o4 7,63 e 7,08 com os hidrogénios da metila em &n 2,45,
confirmando a metila na posi¢do C-3, assim como também estava no mapa de correlacGes de
COSY. Observou-se também a correlacdo entre os hidrogénios em on 6,68 e 4,65,
confirmando a posicdo do grupo O-dimetilalila na posicédo C-6.

Os dados de RMN de *H e 3C uni e bidimensionais (Tabela 33) permitem sugerir que a
substancia Il se trata da 1,8-dihidroxi-3-metil-6-[(3-metil-but-2-em-1-il)oxi]-9,10
dihidroantraceno-9,10-diona conhecida como madagascina (Figura 62). Este é o primeiro
relato do isolamento de madagascina em Vismia japurensis. Na literatura ha relatos do
isolamento de madagascina em outras espécies de Vismia como em: V. parviflora (NAGEM
& OLIVEIRA, 1997). E héa relatos do isolamento de madagascina em outras espécies da
familia Hypericaceae como em Harungana madascariensis (TANKEO et al., 2016; TIH et
al., 2006).

Figura 62: Estrutura da madagascina (Substancia I1)
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Tabela 33: Dados de RMN de *H e 3C, HSQC, HMBC, COSY e NOESY da substancia Il comparados com a
literatura (NAGEM & OLIVEIRA, 1997)

Posicdo Literatura Observado
o dc o dc HSQC (39  HMBC (5¢) COSY 31y  NOESY (6n)

1 - 164,9 - 162,49 - - - -

2 6,50 1243 7,08 124,48 124,48 22,15/ 121,25 2,45/7,63 -

3 - 139,7 - 148,37 - - - -
4 723 1211 763 121,25 121,25 22,15 2,45/7,08 2,45
4a - 133,1 - 133,23 - -

4b - 135,0 - 135,17 - -

5 750 1074 7,38 108,77 108,77 107,48 6,68 -
6 - 165,7 - 165,89 - -

7 6,91 1086 6,68 107,48 107,48 - 7,38/5,48

8 - 162,3 - 165,10 - -

8a - 108,0 - 110,12 - -

8b - 110.0 - 113,70 - -

9 - 190,5 - 190,74 - -

10 - 182,0 - 182,77 - -

I’ 454 656 465 6577 65,77 118,16/139,83/ 5,48/1,82 1,82

165,89

2’ 540 1181 548 118,16 118,16 - 4,65/1,82/6,68 1,82
3 - 143,5 - 139,83 - -

5 175 183 182 2583 25,83 18,32/118,16
OH 12,26 - 12,31 - - 165,10 6,68
OH 1210 - 12,15 - - 113,70/124,48 7,08
Me 234 221 245 22,15 22,15 121,25/148,37 7,63/7,08
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A figura 63 mostra as correlacfes observadas nos espectros bidimensionais da substancia Il.

Figura 63: Correlagfes observadas nos espectros bidimensionais da substancia I1
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Figura 64: Espectro de massas da substancia 11, madagascina
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Figura 65: Espectro de RMN de *H da substancia 11, madagascina (CDClz, 300MHz)
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Figura 66: Expansdes da regido dos aromaticos (6,5 a 7,6 ppm) do espectro de RMN de *H da substancia I1,

madagascina (CDCls, 300MHz)
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Figura 67: Expanséo da regido 4,5 a 5,6 ppm do espectro de RMN de 'H da substancia 11, madagascina (CDCls,

300MHz)
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Figura 68: Expanséo da regido 1,8 a 2,5 ppm do espectro de RMN de 'H da substancia 11, madagascina (CDCls,

300MHz)
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Figura 69: Espectro de RMN de *3C da substancia I, madagascina (CDCls, 75 MHz)
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Figura 70: Mapa de contorno HMBC da substancia 11, madagascina (CDCl3, 300 MHz)
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Figura 71: Expansdes do Mapa de contorno HMBC e correlagdes da substancia 11, madagascina (CDCls, 300
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Figura 72: Mapa de contorno HSQC da substancia 11, madagascina (CDCls, 300 MHz)
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Figura 73: Mapa de contorno COSY da substancia 11, madagascina (CDCls, 300 MHz)
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5.4.3 ldentificagdo da substancia 11

A fracdo 9-11 (2 mg) foi obtida do extrato hexanico das folhas da 12 coleta, apresentou-
se na forma de cristais em agulha na coloracdo branca, e quando revelada com Ce(SOa4).
verificou-se a coloracdo rosa indicativo de terpenos, com Rf = 0,44, quando eluida com
Hex/DCM 1:1.

O seu espectro de RMN de 'H (Figuras 76 e 77) mostrou a presenca de 8 sinais na
regido de on 0,86 a 1,17, sendo 7 simpletos em oy 0,86; 0,94; 0,95; 0,96; 0,99; 1,0; 1,7, todos
com integral para 3 hidrogénios, e um dupleto em d&n 0,97 (d, J= 7,73 Hz, 3H) totalizando 8
metilas de um triterpeno. Também foi observado sinais na regido de 61 1,21 a 2,10 referentes
a hidrogénios metilénicos e metinicos da molécula. apresentou um sinal em én 3,73 (g, J=
2,42 e Hz, 1H), correspondendo a um hidrogénio carbindlico. A auséncia de ligaces duplas
na regido entre 6n 5,0 e 6,0, foi um indicativo da presenca de um triterpeno de esqueleto
friedelano.

O espectro de RMN de *C (Figura 78) mostrou a presenca de 30 4tomos de carbono na
regido de &¢c 11,0 a 73,0, correspondente a um triterpeno com esqueleto sem ligagdes duplas,
corroborando com os dados do espectro de hidrogénio, para um esqueleto friedelano. O
espectro de RMN de DEPT-135, mostrou que desses 24 sinais, sendo portanto, 6
correspondentes a carbonos quaternarios, sendo eles 28,18; 30,01; 37,08; 37,81; 38,35 e
39,65, pelo RMN de DEPT -135 foi possivel observar também 8 carbonos metilicos, bem
caracteristicos de triterpenos, e 11 sinais de carbonos metilénicos, na regido de &c 72,76
mostrou um sinal caracteristico de um carbono carbinélico.

Comparando os dados com a literatura (Tabela 34) foi possivel confirmar os
deslocamentos quimicos de 3C identificando a substancia 111 como o triterpeno friedelan-3- -
ol (Figura 75) (SALAZAR et al., 2000). Este é o primeiro relato deste triterpeno nas folhas
de V. japurensis, sendo que MIRAGLIA e colaboradores (1981), isolaram este triterpeno da

madeira de V. japurensis.
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Tabela 34: Dados de RMN de *3C da substancia 111 comparados com a literatura (SALAZAR, 2000)

Oc oc
Posigao Observado Literatura Carbonos
1 16,16 16,40 CH:
2 36,14 36,05 CH>
3 71,59 72,76 CH
4 49,62 49,14 CH
5 38,09 37,81 CH
6 41,99 41,69 CH
7 17,69 17,53 CH2
8 53,27 53,17 CH2
9 37,18 37,08 C
10 61,65 61,30 CH
11 35,66 35,32 CH2
12 30,69 39,65 CH2
13 38,38 38,35 C
14 39,69 39,65 C
15 32,34 32,30 CH2
16 35,90 35,53 CH2
17 30,02 30,01 C
18 42,88 42,77 CH
19 35,36 35,14 CH2
20 28,17 28,18 C
21 32,88 32,77 CH2
22 39,28 39,27 CH2
23 12,09 11,63 CH3
24 16,58 15,78 CH3
25 18,35 18,25 CH3
26 20,13 20,13 CH3
27 18,69 18,67 CH3
28 32,12 32,08 CH3
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Continuacao da Tabela 34
29 35,02 35,04 CH3
30 31,85 31,79 CH3

Figura 75: Estrutura da friedelan-3-3-ol
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Figura 76: Espectro de RMN de *H da substancia 111, friedelanol (CDCls, 300MHz)
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Figura 77: Expansdo na regido de 0,8 a 1,3 ppm do espectro de RMN dec 'H da substancia 111, friedelanol

(CDCls, 300MHz)
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Figura 78: Espectro de RMN de *3C da substancia I, friedelina (CDCls, 75 MHz)
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Os espectros de RMN de H das fragdes 9-11 e 39-40 foram comparados com 0s

espectros 58-63C (Figura 79) e constatou-se que também se tratava do triterpeno fridelanol.
Figura 79: Comparacéo dos espectros de RMN de 'H das fragdes 58-63C, 9-11 e 39-40
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5.4.4 ldentificagdo da substancia IV

A fracdo 3 (2,8 mg) foi obtida do extrato hexanico das folhas da 22 coleta, apresentou-se
na forma de cristais na coloracdo amarela, e quando revelada com KOH verificou-se a
coloracdo rosa indicativo de antraquinona, com Rf=0,6, quando eluida com Hex/DCM 3:7.
Foi observado por analise por MS em alta resolu¢do no modo positivo por infusdo direta o ion
quasi-molecular m/z 284,0762 condizente com a formula C16H120s. (Figura 82).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 83) mostrou dois sinais em Sn 12,14 (s, 1H, OH) e
12,33 (s, 1H, OH), referentes a duas hidroxilas queladas a grupos carbonilas (C=0),
comumente encontrada em esqueletos de antraquinonas.

Na regido dos aromaticos (Figura 84), observou-se 4 sinais, dois dupletos e dois duplos
dupletos, todos com integrais para um hidrogénio cada on 7,64 (dd, J= 1,58 Hz; 0,93 Hz, H-
4), 61 7, 38 (d, J=2,51 Hz, H-5), &n 7,08 (dd, J=1,4; 0,93 Hz, H-2); &1 6,70 (d, J=2,51 Hz, H-
7), referentes a acoplamentos na posicdo meta, levando a sugerir, que possui um esqueleto
antraquinonico tetrasubstituido nas posicoes C-1, C-3, C-6 e C-8.

Em on 2,46 (s, 3H), um sinal integrado para trés hidrogénios referentes a uma metila,
caracteristica para metila ligada a anel aromético. E em &1 3,94 (s, 3H) um sinal também com
integral para trés hidrogénios referentes a um grupo metoxila (Figura 85).

Devido a pouca massa obtida da substancia IV, ndo foi possivel a realizacdo do
experimento de RMN de *3C.

No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 86), observou-se
que os hidrogénios aromaticos em oy 7,64, 7,38, 7,08 e 6,70, se correlacionavam
respectivamente com os carbonos em oc 121,31, 108,20, 124,49, e 106,88. Apresentou
também as correlacBes dos hidrogénios em oy 2,46 com o carbono em &c 22,29 indicando,
portanto, a presenca do grupo metila. A correlagdo entre os hidrogénios em &4 3,94 com o
caborno em d¢ 56,11, caracteristico de um grupo metoxila. Verificando-se assim a presenca
dos carbonos hidrogenados da substancia I1V.

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC, (Figura 87),
observaram-se as correlacdes entre os hidrogénios da metila em 64 2,46 com os carbonos em
oc 148,37, 124,49 e 121,31 confirmando a metila na posi¢cdo C-3. Observou-se também as
correlagOes entre os hidrogénios de uma metoxila em &4 3,94 com o carbono em &¢c 162,88,

confirmando na metoxila na posicdo 6 (Figura 88).
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No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de COSY (Figura 89)
observaram-se as correlacdes entre os hidrogénios aromaticos em &y 7,08 e 7,64 confirmando
os hidrogénios nas posicdes C-2 e C-4 respectivamente. E as correlagdes entre os hidrogénios
aromaticos das posi¢des C-5 e C-7, sendo eles &4 7,38 € 61 6,70.

Os dados de RMN de 'H e 3C (Tabela 35) uni e bidimensionais, foram comparados
com a literatura (OTTOBELLI et al., 2011; CHEN et al., 2012; SIMETANINA et al., 2007)
permitindo assim sugerir que a substancia IV se trata da 1,8-dihidroxi-3-metil-6-
metoxiantraquinona conhecida como fisciona (Figuras 80 e 81). Este é o primeiro relato do
isolamento de fisciona em Vismia japurensis e Vismia sandwithii. Na literatura ha relatos do
isolamento de fisciona em outras espécies de Vismia como em: Vismia cayennensis
(MIRAGLIA et al., 1981; PINHEIRO et al., 1984). Trabalhos na literatura atribuem para esta
substancia, atividades biol6gicas como atividade antifingica frente a Candida albicans,
anticancerigena e bactericida, ela apresentou também efeitos protetores contra acidentes
vasculares cerebrais em ratos (ZHOU et al. 2006; COOPOOSAMY & MAGWA, 2006;
GARCIA-ROSA et al. 2006; MINKYUN et al. 2008).

Tabela 35: Dados de RMN de 'H,1*C, HSQC, HMBC e COSY da substancia IV comparados com a literatura
(SIMETANINA et al., 2007)

Posicéo Literatura Observado
oH dc JH HSQC (8c) HMBC (5¢) COSY (6n)
1 - 162,5 - - - -
2 7,08 1245 7,09 124,49 - 2,43 /7,63
3 - 148,4 - - - -
4 7,64 121,3 7,64 121,31 - 2,43 /7,08
48 - 133,2 - - - -
4b - - - - - -
5 - 108,2 7,38 108,20 - 6,70
6 - 166,5 - - - -
7 6,69 106,8 6,70 106,78 - 7,39
8 - 165,2 - - - -
82 - 110,3 - - - -
8b - 113,7 - - - -
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Continuacao da tabela 35

9 - 190,8 - - - -
10 - 182,0 - - - -

Me 2,45 22,1 2,46 22,29 124,31/121,31/ 148,31 7,63/7,08
OMe 3,94 56,11 3,94 56,11 162,78 -

OH - - 12,11 - -

OH - - 12,31 - -

Figura 80: Estrutura da fisciona (substancia V)
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Figura 84: Expansfes da regido dos aromaticos (6,5 a 7,6 ppm) do espectro de RMN de 'H da substancia IV,

fisciona (CDCls, 300MHz)
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Figura 86: Mapa de contorno HSQC da substancia 1V, fisciona (CDCls, 300 MHz)
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Figura 87: Mapa de contorno HMBC da substancia 1V, fisciona (CDCl3, 300 MHz)
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Figura 88: Expansdes do Mapa de contorno HMBC e correlacGes da substancia IV, fisciona (CDCls, 300 MHz)
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Figura 89: Mapa de contorno COSY da substancia IV, fisciona (CDCls, 300 MHz)
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Os espectros das fracGes 6, 3, 7 e 19 foram comparados com o espectro da fragéo 3

(Figura 90) e constatou-se que continham a antraquinona fisciona.
Figura 90: Comparacdo dos espectros de RMN de *H das fraces 3, 6, 3, 7 e 19 (CDCls, 300 MHZ)
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5.4.5 ldentificagdo da substancia V

A fragcdo 8-15 (18,1 mg) foi obtida do extrato hexanico das folhas da 22 coleta,
apresentou-se na forma de cristais na coloracdo laranja, e quando revelada com KOH
verificou-se a coloracdo rosa, consistente com a presenca de uma antraquinona, com Rf =
0,44, quando eluida hex'DCM 4:6. Pelo espectro de massas (Figura 93), foi obtido o ion
molecular de 352,1388 e a formula molecular. Foi observado por anélise por MS em alta
resolucdo no modo negativo por infusdo direta o ion quasi-molecular m/z 351,1285
condizente com a formula C21H200s (Figura 93).

O seu espectro de RMN de H (Figura 94) mostrou dois sinais em &y 12,97 (s, 1H, OH)
e 12,11 (s, 1H, OH), referentes a duas hidroxilas queladas a grupos carbonilas (C=0),
comumente encontrada em esqueletos de antraquinonas.

Na regido dos aromaéticos (Figura 95), observou-se 3 sinais, dois duplos dupletos e 1
simpleto largo, todos com integrais para um hidrogénio cada én 7,62 (dd, J= 1,58 Hz; 0,37
Hz, H-4), &n 7,41 (sl, 1H, H-5), 6w 7,08 (dd, J=1,58; 0,84 Hz, H-2), referentes a acoplamentos
na posicdo meta, levando a sugerir, que possui um esqueleto antraquindnico substituido nas
posicBes C-1, C-3, C-6, C-7 e C-8.

Em 61 2,45 (s, 3H), um sinal integrado para trés hidrogénios referentes a uma metila,
caracteristica para metila ligada a anel aromatico. Em 61 4,05 (s, 3H) um sinal também com
integral para trés hidrogénios referentes a um grupo metoxila (Figura 96).

Apresentou também dois duplos dupleto na regido de o1 6,93 (dd, J = 7,17; 16,30 Hz,
1H), e on 6,66 (dd, J = 1,21; 16,21 Hz, 1H) atribuidos a hidrogénios olefinicos na posicéo
trans do grupo dimetilalila (Figura 97). Apresentou um sinal 64 2,52 (m, 1H) atribuido a um
hidrogénio metinico e dois sinais em on 1,15 (s, 3H) e on 1,13 (s, 3H), referentes aos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios das metilas do grupo dimetilalila.

No espectro bidimensional de correlagéo heteronuclear HSQC (Figura 98), observou-se
que os hidrogénios arométicos em 61 7,62, 7,41 e 7,08, se correlacionavam respectivamente
com os carbonos em d&¢c 121,11, 103,37 e 124,436. Apresentou também as correlagdes dos
hidrogénios em 61 2,45 com o carbono em &¢ 22,16 indicando, portanto, a presenca do grupo
metila. A correlacdo entre os hidrogénios em o 4,05 com o carbono em &c 56,30,
caracteristico de um grupo metoxila. Verificando-se assim a presenca dos carbonos
hidrogenados da substancia V.
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No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 99),
observaram-se as correlagdes entre os hidrogénios da metila em dn 2,45 com os carbonos em
dc 148,36, 124,54 e 121,19 confirmando a metila na posicdo C-3. Observou-se também as
correlagOes entre os hidrogénios de uma metoxila em &y 4,05 com o carbono em &¢c 162,89,
confirmando na metoxila na posicdo 6. Observou-se também a correlagéo entre o hidrogénio
em dx 6,63 com o carbono em oc 162,33, confirmando o grupo dimetilalila na posigcéo 7
(Figura 100).

No espectro de COSY (Figura 101) observaram-se as correlacGes entre os hidrogénios
da metila em &4 2,45 com os hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em on
7,08 e 7,62, confirmando a metila na posicao C-3.

Os dados de RMN de 'H (Tabela 36) uni e bidimensionais permitiram identificar a
substancia VV como sendo a 1,8-dihidroxi-7-isoprenil-6-metoxi-3-metil-atraquinona conhecida
como vismiaquinona A (Figura 91 e 92). Este é o primeiro relato do isolamento desta
antraquinona nas folhas de Vismia japurensis. Miraglia e colaboradores (1981), isolaram da
madeira e Pinheiro e colaboradores (1984), isolaram dos frutos de Vismia japurensis. Na
literatura ha relatos do isolamento de vismiaquinona A em outras espécies do género Vismia,
como nos estudos realizados por LINS e colaboradores (2016), com Vismia guianensis, e
Gongalvez e colaboradores (1981), também relataram a presenca desta antraquinona em

estudos realizados com a espécie Vismia reichardtiana.

Figura 91: Estrutura da vismiaquinona A (substancia V)

Tabela 36: Dados de RMN de *H, *C, HSQC, HMBC e COSY da substancia V comparados com a literatura
(NAGEM & OLIVEIRA (1997)

Posicao Literatura Observado
oH dc oH dc HSQC (50 HMBC (3c) COSY (81
1 - 162,8 - 162,06 -
2 6,93 1242 7,08 124,36 124,36 113,63/121,11/22,16 2,45
3 - 148,3 - 148,3 -
4 7,24 121,0 7,62 121,11 121,11 181,86/124,36/113,64/22,15 2,45
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42 -

131,9

Continuacéo da Tabela 36

4b -
5 7,46
6 -
7 -
8 -
82 -
8b -
9 -
10 -
r 6,50
2’ 6,85
3 2,40
4 1,04
5 1,05
Me 2,34
OMe 3,93
OH 11,96
OH 12,80

133,0
110,3
161,9
114,0
162,3
110,4
115,7
191,2
181,7
132,0
146,6
33,4
22,7
22,4
22,1
56,2

6,66
6,93
2,53
1,15
1,13
2,45
4,05
12,11
12,97

131,97
103,37
119.90
162,33
110,63
113,64
181,86
115,69
146,5
33,50
22,85
22,53
22,16
56,3

115,69
146,5

22,85
22,53
22,16
56,3

110,63/119,90/131,97

162,33/146,5
119,90/115,69 2,53

146,51/33,50
148,5/124,36/121,11
162,33
162,06/124,36/113,64
162,3/119,90/110,63

Figura 92: Correlac6es observadas nos espectros bidimensionais da substancia V, vismiaquinona A
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Figura 93: Espectro de massas da substancia V,vismiaquinona A
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Analysis Info Acquisition Date  4/10/2018 12:35:58 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Cecilia\Laila\Data\LC-MS\10-04-2018\0DS_APCI-_506FH_8-15_1uL_1-2_01_2384.d

Method TuneLow_APCI-_Laila_50-1600_20min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_APCI-_506FH_8-15_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,4 mL/min[sem Split]; P:3185psi;C=1mg/mL (ACN);Inj=1uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(ACN+0,1%HCOOH)
0-12min_30-100%

12-16min_100%

16-18min_100-30%

18-20min_30%

injetor: ACN

Calib.:TuneAPCI_end

Meas. m/z  Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
351.1285 M-H C22H15N40 351.1251 -9.6 69.8 100.00
M-H C21H1905 351.1238 -13.4 826 12.19
M-H C16H15N802 351.1323 10.9 99.0 17.58
M-H C15H19N406 351.1310 71 111.8 35.89
M-H C12H11N14 351.1297 3.3 112.8 91.04
M-H C14H23010 351.1297 33 1247  47.38
M-H C11H15N1004 351.1283 -0.5 1254 75.14
M-H C10H19N608 3511270 43 138.3 17.02
Intensé: ODS_APCI-_506FH_8-15_1uL_1-2_01_2384.d: BPC -All MS
%109
3 m/z 351.1289
2]
Intené).' ODS_APCI-_506FH_8-15_1uL_1-2_01_2384.d: UV Chromatogram, 190-800 nm
[mAUL
a1
x104_
2_
07 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18  Time [min]
Intens. | -MS, 11.8-12.0min #707-717
x1061
1 351,1285
1A5j
1.0
0.5
0.0+ ——————
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

Figura 94: Espectro de RMN de 'H da substancia V, vismiaquinona A (CDCl3z, 300MHz)
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Figura 99: Mapa de contorno HMBC da substancia V, vismiaquinona A (CDCl3, 300 MHz)
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Figura 100: Expansdes do Mapa de contorno de HMBC da substancia V, vismiaquinona A (CDCls, 300 MHz)
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Os espectros das fragdes 36, 38-43 7 e 19 foram comparados com o espectro da fragdo
8-15 (Figura 102) e constatou-se que se tratava da antraquinona vismiaquinona A.
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Figura 102: Comparagdo dos espectros de RMN de *H das fragGes 8-15, 36, 38-43 e 19 (CDCls, 300 MHZ)
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5.4.6 ldentificagdo da substancia VI

A fracdo 54 (4,2 mg) obtida do extrato hexanico das folhas da 12 coleta de Vismia
sandwithii, apresentou-se na forma de cristais brancos, e quando revelada com anisaldeido
verificou-se a coloragdo lilas, indicativo de terpenos ou esteroides, com Rf= 0,4, quando
eluida com Hex/DCM 7:3.

O espectro de RMN de *H (Figura 104 e 105) da substancia VI apresentou sinais nas
regides entre dn 0,69 a 2,33 ppm, referentes a hidrogénios de metilicos, metilénicos e
metinicos, caracteristicos de triterpenos e esteroides, com a presenga do sinal em 64 0,69, um
simpletos largo com integral para trés hidrogénios, que é caracteristico dos esteroides
estigmasterol e p-sitosterol,

Apresentou também um multipleto em 61 3,52 ppm atribuido a um hidrogénio ligado a
carbono carbindlico, H-3 de ambos os esteroides. Em 64 em 5,35 (2H, dl, J= 5,12 Hz),
atribuido ao hidrogénio olefinico na posicdo H-6 de um esteroide. A comparacdo dos dados
espectroscopicos obtidos com os descritos na literatura permitiu inferir que a substancia V1 é
0 conhecido esteroide p-sitosterol (Figura 103), sendo este esteroide comumente encontrados

em plantas.

Figura 103: Estruturas das substancias VI

HO

R-sitosterol

Figura 104: Espectro de RMN de *H das substancia VI , B-sitosterol (CDCls, 300MHz)
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5.4 Avaliacao das atividades quimica e bioldgicas

5.5.1 Atividade de toxicidade frente a Artemia salina

Os extratos hexanicos das folhas das duas coletas, apresentaram mortalidade apenas na
concentracdo de 1000 pg/mL (Tabela 10), com mortalidade de 100% das larvas de Artemia
salina. Os demais extratos testados apresentaram baixa mortalidade entre 30% e 20% para 0s
extratos metandélicos ou nenhuma mortalidade 0% para 0s extratos aquosos.

MEYER e colaboradores (1982) estabeleceram uma relagdo entre o grau de toxicidade e
a dose letal média, CLso, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina, desde
entdo, considera-se que quando sdo verificados valores acima de 1000 pg/mL, estes, sdo
considerados atoxicos.

Sendo assim quanto menor a concentracdo e ainda mantendo a mortalidade dos
microcrustaceos de Artemia salina, maior a atividade (mais tdxico), entretanto os extratos

testados das 2 coletas apresentaram uma baixa atividade

Tabela 37: Resultados do teste de toxicidade frente Artemia salina.

Extratos Mortalidade (%) em 1000 pg/mL
1-FVJ-H 100%
1-FVJ-MeOH 33%
1-FVJ-H:0 0%
2-FVJ-H 100%
2-FVJ-MeOH 26%
2-FVJ-H.0 0%

5.5.2 Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos foram expressos conforme MARTINS e colaboradores (2014)

(Tabela 37), que expressa 0s resultados por equivaléncia com o &cido ascorbico, permitindo

correlacionar a resposta obtida do extrato vegetal com a do antioxidante padrdo e quanto mais

préximo de 1,0 mais semelhante é a capacidade antioxidante da amostra frente ao &cido
ascorbico.
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Tabela 38: Escala de resultados da atividade antioxidante conforme Martins e colaboradores (2014).

Atividade antioxidante

(mg de extrato/mg de acido ascorbico) Escala
Menor que 0,99 Muito ativo

Entre 1,0 € 1,99 Ativo
Entre 2,0 e 2,99 Moderado

> 3,0 Inativo

O extrato metandlico da primeira coleta foi considerado ativo, apresentando uma
equivaléncia de 1,620 para o método usando DPPH e foi observada uma atividade moderada
para 0 método usando F3*-fenantrolina com equivaléncia 2,14 (Tabela 38). Os demais extratos
ndo apresentaram atividade relevante quando comparados com &cido ascorbico.

Esta atividade antioxidante pode estar relacionada com a presenca de algumas
antraquinonas presentes no extrato bruto, e na literatura ha relatos que algumas espécies de
Vismia j& apresentaram atividade antioxidante, tanto para extratos brutos como para
substancias isoladas, como os observados por:

e TALA e colaboradores (2011), apresentaram que os extratos de V. rubescens e V.
laurentii, bem como algumas de suas substancias isolados, como 1,2,8-tri-hidroxifantona,
1,4,8-trihidroxifantona, laurenquinona A, xantona V1, vismiaquinona B e a bivismiaquinona
possuem potenciais propriedades antioxidantes e, portanto, podem ser Uteis para o tratamento
de danos oxidativos.

e LINS e colaboradores (2016), também observaram atividade antioxidante para 0s
extratos etandlicos das partes areas e a fracdo acetato de etila da espécie de Vismia guianensis
com um CEso= 6,76 = 0,05 pg/mL para o extrato e CEso= 6,61 + 0,03 ug/mL para a fragédo
acetato de etila.

e ALVAREZ e colaboradores (2008), observaram a atividade antioxidante apresentada
pelos extratos acetato de etila para as espécies V. baccifera e V guianensis com ICso= 4,46 +
0,19 pg/mL e 1Cso= 3,72 = 0,13 pg/mL.

e BUITRAGO e colaboradores (2016), assim como ALVAREZ e colaboradores (2008)
também observaram a atividade antioxidante para extratos de Vismia baccifera sendo que
neste uma maior atividade apresentada para os extratos metandlicos com um ICsg = 5,87

ug/mL.
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Todos estes dados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, mostrando que
espécies do género Vismia possuem um grande potencial para atividade antioxidante.

Tabela 39: Resultado da avaliagdo antioxidante dos extratos brutos das folhas de V. japurensis.

Método usando DPPH= Método usando Fe3*

Extrato Valores médios Valores médios

|DABSSl7| [AA]eq EQUiV. [F92+] [AA]eq EC]UiV.

1-FVIJ-H 0,089 0,528 19,007 1,517 2915 61,26
1-FVJ-MeOH 0,731 6,171 1,620 2,406 4,701 2,14
2-FVIJ-H 0,129 0,876 11,473 0,362 0,593 17,22
2-FVJ-MeOH 0,395 3,218 3,123 2,061 4,007 2,50

Legenda: 1-FVJ-H = extrato hexanico das folhas da primeira coleta de V. japurensis; 1-FVJ-MeOH = extrato
metandlico das folhas da primeira coleta de V. japurensis; 2-FVJ-H = extrato hexanico das folhas da segunda

coleta de V. japurensis; 2-FVJ-MeOH = extrato metanolico das folhas da segunda coleta de V. japurensis

5.5.3 Atividade Antimalérica

As amostras foram testadas em 2 concentracGes de 50 e 5 ug/mL. Como critério de
atividade in vitro foi estabelecido que as amostras que inibirem o crescimento dos parasitos
de: 80 a 100% = ativas (A), 50 a 79% = parcialmente ativas (PA) e < 50% = inativa ().

O extrato hexanico das folhas da primeira coleta foi considerado ativo na concentracdo
de 50 pug/mL com reducdo de parasitemia de 98,07 % e considerado inativo na concentracao
de 5 pg/mL.

Ja o extrato hexanico das folhas da segunda coleta foi considerado ativo nas duas
concentracdes testadas apresentando inibicdo de 98,77% e 97,19% da parasitemia nas
concentragdes de 50 pg/mL e 5 pg/mL respectivamente em relagdo ao controle livre de
drogas (Tabela 40).

Dados estes que também corroboram os resultados apresentados por VALADEAU e
colaboradores (2009), que relataram que o extrato etandlico das folhas de V. pozuensis que é
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utilizada por tribos peruanas para controlar calafrios, apresentou 1Cso = 22,9 + 8,9 pug/mL
contra malaria.

Esta atividade do extrato hexanico pode ser atribuida ao fato do mesmo ser rico em
antraquinonas, pois ha relatos na literatura atribuidos a algumas antraquinonas isoladas de
espéecies do género Vismia spp, como no caso das laurentiquinonas A, B e C isolados de
Vismia laurentii, que demonstraram atividade antimalarica contra o Plasmodium falciparum
(NOUNGOUE et al., 2008; NOUNGOUE et al., 2009). Foi relatada também atividade para a
substancia vismiona H isolada de Vismia guianensis, a qual foi atribuida uma ICso = 0,088
ug/mL (MENAN et al., 2006).

Foi observada também para a substancia friedelina, isolada neste trabalho, a atividade
antimalarica frente ao Plasmodium falciparum na concentracdo de 7,70 uM (LENTA et al.,
2007). Mostrando assim que Vismia japurensis € uma fonte de possiveis substancias com

atividade antimalarica.

Tabela 40: Inibicdo do crescimento in vitro da cepa K1 de P. falciparum frente aos extratos hexanicos da 12 e 22
coleta das folhas de Vismia japurensis.

L Reducéo do crescimento do
Classificacao

Extratos o parasito (%)
da atividade*
50 (pg/mL) 5 (ng/mL)
1-FVJ-H A 98,07 9,45
2-F-VJ-H A 98,77 97,19

5.5.4 Atividade Antibacteriana

Os extratos hexanicos e as substancias isoladas de Vismia japurensis foram testadas
pelo método de microdiluicdo, os extratos da primeira e segunda coleta foram considerados
ativos com CIM de 500 ug/mL frente as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneuminiae, Citrobacter freundii, Acinetobacter baumanni, Staphylococcus epidermidis
(Tabela 39). Quanto as substancias isoladas, a substancia | (friedelina) apresentou uma

atividade frente a bactéria Citrobacter freundii na concentragcdo de 125 ug/mL, conseguindo
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inibir mais de 50% do crescimento bacteriano com relacdo ao controle (Figura 106), dados
estes que corroboram com os obtidos por KUETE e colaboradores (2007) que relatam a
atividade deste triterpeno para a bactéria Critrobacter freudii (MIC = 4,88 ug/mL).

A atividade observada nos extratos hexanicos pode estar correlacionada com a presenca
de algumas antraquinonas e terpenoides presentes neste extrato, pois foi observado na
literatura relatos de estudos onde algumas atividades antibacterianas apresentadas por extratos
e substancias isoladas. Assim como nos estudos realizados por TAMOKOU e colaboradores
(2009) onde foi observado que o extrato metandlico e as cinco substancias isoladas das
cascas de Vismia rubescens apresentaram atividade antimicrobiana, o extrato apresentou uma
atividade com um MIC de 125 ug/mL frente a bactéria Staphylococcus aureus, ja as
substancias isoladas exibiram atividade antibacterianas que variaram entre as espécies
microbianas com concentragdes inibitdrias minima entre 3,12 e 1000 ug/mL.

SUFREDINI e colaboradores (2006) relataram que os extratos de V. guianensis e V.
schultesii apresentaram atividade antibacteriana na concentragdo minima bactericida de 200
ug/mL frente as bactérias Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli.

SILVESTRE e colaboradores (2012) relataram que o 6leo essencial de V. guianensis
apresentou atividade antibacteriana contra as bactérias Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus na concentragdo de 12 mg/mL.

E até mesmo as substancias isoladas neste trabalho apresentam algumas atividades
antibacterianas relatadas na literatura como para a substancia friedelina é relatada a atividade
antimicrobiana que este triterpeno apresentou frente as seguintes bactérias Salmonella typhi
(MIC = 25 ug/mL), Staphylococcus aureus (MIC = 200 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa
(MIC = 100 pg/mL) (TAMOKOU et al., 2009). Kuete e colaboradores (2007) observaram
pelo método de microdiluicdo a atividade antibacteriana frente as bactérias Morganella
morganii (MIC de 4,88 ug/mL), Proteus mirabilis, Bacillus stearothermophilus e Bacillus
subtilis (MIC de 9,76 ug/mL), Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Shigella
flexneri, Streptococcus faecalis e Bacillus megaterium (MIC de 2,44 ug/mL) e antifingica
frente as leveduras Candida albicans (MIC = 2,44 ug/mL) e Candida gabratai (MIC de 4,88
ug/mL).

Para a substancia madagascina foi observada por TANKEO e colaboradores (2016), que
apresentou atividade antibacteriana frente as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Providencia stuartii, Enterobacter cloacae ambas com um MIC na concentragdo
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de 256 ug/mL e as bactérias Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae com um MIC
na concentracgéo de 126 pg/mL.

TAMOKOU e colaboradores (2009), relataram que a substancia friedelanol apresentou
atividade antibacteriana frente as seguintes bactérias Salmonella typhi (MBC = 25 ug/mL),
Staphylococcus aureus (MBC = 100 pg/mL), e Pseudomonas aeruginosa (MBC = 50
ug/mL).

Para a substancia vismiaquinona A é atribuida a atividade antibacteriana frente a
bactéria Klebsiella pneumoniae (ATCC 11296, Kp 55, Kp 65), nas concentracdes 256, 256 e
128 mg/L respectivamente (KUETE et al, 2011). Apresentou também atividade
antimicrobiana frente aos micro-organismos Morganella morganii (MIC = 4,88 ug/mL),
Pseudomona aeruginosa (MIC = 2,44 pg/mL), Shigella flexneri (MIC = 2,44 ug/mL),
Streptococcus faecalis (MIC = 4,88 ug/mL), Staphylococcus aureus (MIC = 39,06 ug/mL),
Bacillus cereus (MIC = 78,12 ug/mL), Bacillus megaterium (MIC = 78,12 pug/mL), Baciullus
subtilis (MIC=4,88 pg/mL), Candida albicans (MIC = 2,44 pug/mL), Candida gabrata (MIC
= 2,44 pg/mL) (KUETE et al., 2007).

Tabela 41: Concetracdo Inibitéria Minima — CIM (ug/mL) dos extratos hexanicos e substancias isoladas das

folhas de Vismia japurensis

Bactérias Extratos hexanicos Substéancias isoladas
1-FVJ-H 2-FVJ-H 1 2 3 4 5
Aeromonas hydrophila - - - - - - -
Staphylococcus aureus 500 500 - - - - -
Klebsiella pneumoniae 500 500 - - - - -
Citrobacter freundii 500 500 125 - - - -
Acinetobacter baumanii 500 500 - - - - -
Staphylococcus epidermidis 500 500 - - - - -

Edwardsiella tarde - - - - - - .

Salmonella entérica - - - - - - .

Legenda: - = nao ativo
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Figura 106: Valores obtidos para o crescimento bacteriano (média e desvio padrdo) em diferentes concentraces
para as substancias obtida a partir do extrato hexanico das folhas de Vismia japurensis frente a C. freundii.
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5.5.5 Atividade Antiangiogénica

Nos ensaios para avaliacdo da atividade angiogénica, os extratos podem ser avaliados
guanto ao seu potencial pro-angiogénico (aumento da densidade de vasos) e antiangiogénico
(reducéo da densidade de vasos).

Os extratos hexanicos da primeira e segunda coleta e as substancias isoladas (I, 11, 1lI,

IV e V) foram avaliados pelo método in vivo em membrana corialontoica de embrido de
galinha (CAM).
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Foi observado que os extratos hexanicos das duas coletas de V. japurensis, testados
nas concentragdes de 1000, 500 e 100 pug/mL, demonstraram um efeito inibitdrio significativo
da angiogénese nas duas concentragcdes menores, quando comparados ao controle negativo.

Para o extrato hexanico da primeira coleta, apresentou uma reducdo de 40 % na
reducdo da formacdo de vascularizacdo na concentragdo de 100 ug/mL, do ovo embrionado
de galinha (Figura 107)

Ja quando foi analisado o extrato hexanico da segunda coleta foi também observada
uma atividade antiangiogénica, sendo considerado ativo na concentragdo de 500 pg/mL,
apresentou uma significativa reducdo de cerca de 70% na formacdo da vascularizacdo, do ovo
embrionado de galinha (Figura 108).

Com base nos resultados observados, concluimos que os dois extratos hexanicos das
duas coletas de Vismia japurensis sdo potenciais agentes inibidores da angiogénese.

As cinco substancias testadas mostraram inibicdo significativa da angiogénese em
CAM apo6s comparacdo da formagdo de vascularizagdo do controle negativo com 0s
tratamentos realizados com as substancias isoladas.

Para o triterpeno friedelina (Figura 109) foi observado o percentual de reducdo dos
vasos de 80%, 60% e 40% nas concentragcbes de 50 pg/mL, 25 pg/mL e 1 pg/mL
respectivamente. Dados estes que corroboram com os obtidos por PEREIRA e colaboradores
(2018) que observaram um percentual de reducdo de cerca de 50% do crescimento dos vasos
na concentracdo de 100 ug/mL para este triterpeno, exibindo uma atividade de inibicéo
similar ao controle positivo. Para o triterpeno friedelanol (Figura 111) foi observado o
percentual de reducdo dos vasos de 70% na concentracdo de 1 ug/mL, nas demais
concentragOes este triterpeno foi considerado toxico. PEREIRA e colaboradores (2018),
observaram percentual de reducdo dos vasos acima de 60% na concentracdo de 100 ug/mL
para alguns triterpenos com esqueletos da classe do friedelano.

Para a antraquinona madagascina (Figura 110) foi observado o percentual de reducéo
dos vasos de 75%, 60% e 30% nas concentracbes de 50 pg/mL, 25 ug/mL e 1 pg/mL
respectivamente. Para a antraquinona fisciona (Figura 112) foi observado o percentual de
reducdo dos vasos de 65% na concentragdo del ug/mL, nas demais concentracdes esta
antraquinona foi tdxica. Para a antraquinona vismiaquinona A (Figura 113) foi observado o
percentual de reducdo dos vasos de 60% na concentracdo del upg/mL, nas demais
concentracdes esta antraquinona foi toxica. Esta atividade antiangiogénica apresentada pelas

antraquinonas deste trabalho corroboram os dados encontrados na literatura de atividade
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antiangiogénica para outras antraquinonas, como exemplo podemos citar emodina que em
estudo realizado LJUBIMOV e colaboradores (2004) observaram uma reducdo de 70 % da
neovascularizacdo da retina em ratos. Assim como o estudo realizado por CARDENAS e
colaboradores (2006), que observaram a atividade antiangiogénica para a antraquinona aloe-
emodina produziu inibigdo in vivo da angiogénese em 60% dos ovos tratados na concentracao
de 50 nmol/ovo, e 50% de inibig&o na concentracdo de 30 nmol/ovo.

O ensaio in vivo em membrana corialontoica de embrido de galinha (CAM), permitiu
identificar friedelina e madagascina como substancias antiangiogénicas, mas ndo fornece

dados sobre quais etapas da angiogénese séo alvos destas substancias.

Figura 107: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo extrato hexanico da primeira coleta
das folhas de V. japurensis
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relacéo ao grupo controle negativo (CN).
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Figura 108: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo extrato hexanico da segunda coleta
das folhas de V. japurensis
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relacéo ao grupo controle negativo (CN).

Figura 109: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo triterpeno friedelina isolada das folhas
de V. japurensis e Vismia sandwithii
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relacdo ao grupo controle negativo (CN).
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Figura 110: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pela antraquinona madagascina isolada das
folhas de V. japurensis
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo controle negativo (CN).

Figura 111: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo triterpeno fridelanol isolado das folhas
de V. japurensis
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relacdo ao grupo controle negativo (CN).
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Figura 112: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pela antraquinona fisciona isolada das
folhas de V. japurensis
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relagéo ao grupo controle negativo (CN).

Figura 113: Atividade Antiangiogénica dose-dependente apresentada pela antraquinona vismiaquinona A
isolada das folhas de V. japurensis
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Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrao, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p<0,001) em relacéo ao grupo controle negativo (CN).

181



6. Conclusao Geral

Neste estudo foram estudadas as folhas de trés espécies do género Vismia: V.
japurensis, V. cauliflora e V. sandwihtii. O estudo comparativo das trés espécies por CCDC e
RMN de H, revelou que os extratos hexanicos das trés espécies sdo ricos em quinonas e
triterpenos o que estd de acordo com os dados obtidos na literatura, que mostram que as
quinonas sdo os marcadores quimicos deste género. Mas mostrou também a presenca de
flavonoides entre outras substancias quimicas.

Do estudo fitoquimico das folhas de Vismia japurensis, ap6s fracionamentos
consecutivos do extrato hexanico da primeira e segunda coleta, conduziram ao isolamento de
cinco substancias, dois triterpenos (friedelan-3-ona e friedelan-3-4-ol) e trés antraquinonas
(madagascina, fisciona e vismiaquinona A), estes resultados corroboram o0s estudos
encontrados na literatura, que relatam que as substancias mais isoladas de espécies de Vismia,
séo terpenos e quinonas.

Do estudo fitoquimico realizado com as folhas de Vismia sandwithii, apds
fracionamentos do extrato hexanico foi possivel a identificacdo de quatro substancias, um
triterpeno (friedelina), dois esteroides (estigmasterol e P-sitosterol) e uma antraquinona
(fisciona), sendo este o primeiro relato de estudo fitoquimico com esta espécie.

Quanto as atividades quimica e biolégicas avaliadas dos extratos e substancias isoladas
da espécie Vismia japurensis foi possivel observar que: o extrato metandlico da primeira
coleta apresentou atividade antioxidante com uma equivaléncia de 1,620 para DPPH. Quanto
a atividade antibacteriana os extratos da primeira e segunda coleta foram considerados ativos
com CIM de 500 pg/mL frente as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella pneuminiae,
Citrobacter freundii, Acinetobacter baumanni, Staphylococcus epidermidis e a substancia
friedelina apresentou atividade frente a bactéria Citrobacter freundii na concentragédo de 125
ug/mL.

Para a atividade antimalarica foi possivel observar que os extratos hexanico das folhas
da primeira e segunda coletas apresentaram atividade com reducdo acima de 90 % na
concentracdo de 50 ug/mL. Quanto & atividade antiangiogénica os extratos apresentaram um
grande pontencial, pois inibiram o crescimento de vasos nas concentracGes de 100 e 500
ug/mL. Ja as substancias testadas também apresentaram uma boa atividade antiangiogénica
com inibigdo dos vasos a cima de 60% na concentragdo de 50 pug/mL. Para atividade de

toxicidade frente Artemia salina, os extratos apresentaram uma baixa atividade.
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Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento quimico e
bioldgico para o género Vismia. Vale ressaltar que este € um estudo quimico inédito com a
espécie Vismia sandwithii e para a espécie Vismia japurensis e o0 primeiro relato das
antraquinonas madagascina e fisciona, assim como as atividades bioldgicas estdo sento

descritas pela primeira vez na literatura para a espécie V. japurensis.
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