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RESUMO

A bota, Abuta rufescens Aubl. (MENISPERMACEAE), ¢ uma planta medicinal usada
popularmente no tratamento da malaria, de inflamagdes uterinas, de doengas hepaticas e tlcera
gastrica, além de ter acdo como antimicoético, diurético e abortivo. Estudos quimicos anteriores
revelaram a presenca em seu caule de alcaldides oxoaporfinicos e azafluorantenos. A partir do
fracionamento cromatografico do extrato do cerne em diclorometano isolou-se, através de
técnicas cromatograficas, um cristal em forma de agulhas alaranjadas que foi identificado por
métodos espectrométricos (IV, EM., RMN de 13C, RMN de 1H) como o alcaldide
Homomoschatolina. Este trabalho relata os resultados obtidos da avaliacdo da toxicidade deste
alcaloide pelo bioensaio em Artemia franciscana, ¢ de atividade antitumoral com linhagens de
células de tumores de mama humano (MCF-7), de cdélon humano (HCT-8), de leucemia

promielocitica humana (HL-60) e pele murino (B-16).

Palavras chaves:

Abuta, Menispermaceae, alcaldides, Artemia franciscana e antitumoral.
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ABSTRACT

The bota, Abuta rufescens Aubl. (MENISPERMACEAE), is a medicinal plant used
popularly in the treatment of malaria, uterine inflammations, hepatic illnesses and gastric ulcer,
besides having action as antimycotic, diuretic and abortive. Previous chemical studies had
disclosed to the presence in its stem of oxoaporphines and azafluoranthenes alkaloids. Of the
chromatographic fractionate of the extract of stem in dichloromethane it was isolated, from
chromatographic techniques, a crystal in form of orange needles that was identified through
spectrometric methods (IR, MS, *C NMR, 'H NMR) as the Homomoschatoline alkaloid. This
work tells the gotten results of the toxicity evaluation of this alkaloid by the bioessay in Artemia
franciscana, and of antitumoral activity with ancestries of cells of human breast tumors (Mcf-7),

of human colon (Hct-8), of promielocitic human leukemia (HI-60) and tumor skin (B-16).

Keywords:

Abuta, Menispermaceae, alkaloids, Artemia franciscana and antitumoral
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades. O uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto
o homem. Plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e

encontradas em quintais residenciais (Maciel, 2002).

O estudo dessas plantas contribui de forma relevante para a divulgagdo das virtudes
terap€uticas dos vegetais e na descoberta de novas drogas, uma vez que constituem fontes de

novos compostos bioativos (Moraes, 2003).

As espécies do género Abuta constituem boa fonte de pesquisa por serem ricas em
alcaldides isoquinolinicos, que ja sdo estudados por apresentarem atividade antimicrobiana,
antitumoral e imunossupressora (Ivanovska, 1997). Com o objetivo de contribuir para o
conhecimento da quimica e da bioatividade de uma das espécies deste género, foi realizado

estudo fitoquimico do cerne da espécie Abuta Rufescens.
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1.1 Taxonomia

A familia Menispermaceae ¢ composta de cerca de 70 géneros e 400 espécies distribuidas

principalmente pelas selvas imidas e tropicais e raramente em zonas temperadas.

Figura 1.1: Distribui¢do da familia Menispermaceae

O género Abuta contempla 35 espécies localizadas em regides equatoriais de terra baixa e

alagadica na América do Sul e Central.

Figura 1.2: Distribui¢ao do género Abuta
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Segundo Cronquist(1981) classifica-se botanicamente conforme quadro:

REINO Plantae

FILO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida
ORDEM Ranunculales
FAMILIA Menispermaceae
GENERO Abuta
ESPECIE Abuta rufescens

1.1.1 Filo: Magnoliophyta (angiospermas)

As angiospermas possuem frutos, suas sementes, ou 6évulos, sdo protegidas e inclusas nos
carpelos. Os ovulos guardam em seu interior o saco embrionario. Quando o carpelo atinge seu
desenvolvimento, o dvulo fica encerrado em uma camara fechada. Com isto surge uma formacao

especial do carpelo: O pistilo com o estigma, que é o 6rgao receptor do pdlen.

A polinizagdo pode ser efetuada pelo vento, por animais, ou até, em certos casos especiais,
pela dgua. Os graos de polen germinam no estigma e produzem tubos polinicos. Estes, pelo seu
crescimento, percorrem o pistilo até penetrarem no dvulo e alcangarem o saco embrionario, onde

ocorre o desenvolvimento do embrido que pode ser monocotiledoneo e dicotiledoneo.

Seus orgdos sexuais acham-se reunidos como flores. As flores podem ser unissexuais
(monoclinas) ou hermafroditas (diclinas). Comumente sdo hermafroditas e envoltas por um
perigdnio de folhas coloridas ou verdes. Os 6rgdos da flor sdo dispostos em verticilos em redor
do eixo floral. Os verticilos dos 6rgaos florais sdo chamados de gineceu (localizado interiormente

e formado pelos carpelos) e androceu (verticilo dos estames).
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O gineceu ou ovario pode ser unicarpelar ou pluricarpelar. Se houver um 6vulo em cada
carpelo, chamar-se-4 uniovulado; se houver varios, pluriovulado. Os ovarios pluricarpelares

podem ser apocarpos ou sincarpos. Os sincarpos estdo divididos em uniloculares e pluriloculares.

Os frutos dividem-se em simples e compostos. Os frutos simples podem ser repartidos em
duas classes, conforme a natureza da casca: secos e carnosos. A casca ¢ denominada pericarpo,
que ¢ composto de duas ou trés camadas, de constituigdes diferentes, denominadas epicarpo,

mesocarpo e endocarpo, seguindo a seqiiéncia de fora para dentro.

Em uma flor hermafrodita, segue ao gineceu o verticilo dos estames: o androceu. O numero
de estames em uma flor varia bastante, geralmente sdo formados por uma antera, presa na ponta

de um filete, que corresponde ao peciolo da folha.

As pétalas, onde o conjunto forma a corola, podem ser independentes entre si ou mais ou
menos concrescidas. Sdo tipicamente coloridas ¢ mostram feitios os mais variados. A corola
chamar-se-4 regular, se todas as pétalas forem iguais; e irregular se forem diferentes. As corolas

apresentam-se sob formas muito diferentes.

As sépalas constituem o verticilo exterior denominado calice. Observam-se agrupamentos
florais que constituem as inflorescéncias. Estas se distinguem das ramificagdes vegetativas pela
posicao densa de seus ramos floriferos. As inflorescéncias podem ser classificadas em racemosas
ou indefinidas, e em cimosas ou definidas. Para a descri¢do da infrutescéncia, usam-se os

mesmos termos.
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O polen possui duas membranas. A interior apresenta pequenos poros, cujo nimero e
posicdo variam nas diferentes espécies e familias. Estes poros chamam-se poros de germinacao,

porque saem por ele os tubos polinicos. A forma exterior do pdlen ¢ redonda e tetraédrica.

As folhas apresentam uma grande variedade de formas, originando um grande numero de
termos que se referem, basicamente, a forma do limbo das folhas. As folhas podem ser simples
ou compostas. As folhas compostas sdo formadas por varias folhas menores denominadas

foliolos, que também apresentam uma grande variedade de formas.

Sob o critério de disposicao das folhas sobre o caule, distribui-se em trés grupos: alternas,
opostas e verticiladas. Em relagdo ao tronco, as angiospermas apresentam todos os tipos assim

como arvores, arbustos, ervas, etc.

1.1.2 Classe: Magnoliopsida (dicotiledoneas)

Sao vegetais de todos os tipos, caracterizados pela existéncia de duas folhas germinais
(cotilédones) nas sementes. Ha ervas, arbustos e arvores. Os caules sdo, em regra, cilindricos e
ramificados. No centro fica a medula, tecido formado por células parenquimaticas,
freqlientemente com conteudo morto. Em redor da medula encontra-se o parénquima lignificado
e neste os vasos lenhosos, que se distinguem do parénquima por seu didmetro maior. O conjunto

de medula, parénquima lignificado e lenho chama-se corpo central.

O corpo central é limitado por um meristema secundario em forma de cilindro, denominado

cambio. O cambio efetua o crescimento do tronco, em espessura. A casca ¢ constituida pelo
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parénquima e o liber dos feixes libero-lenhosos e outros tecidos. Seu aumento de volume ocorre
pelo cilindro cambial. E revestido por epiderme, produzidas por um meristema secundario

chamado felogénio.

Os caules e os ramos podem ser redondos, quadrangulares ou de circunferéncia irregular.
As raizes s3o axiais e seu crescimento em espessura, deve-se a existéncia do cambio. As folhas
geralmente sdo articuladas em lamina, peciolo e estipulas. O limbo mostra inervagdo peninérvea,
palminérvea ou peltinérvea. A maioria das flores pertence aos tipos pentdmero, tetramero e

dimero. O perigonio ¢ formado por dois verticilos diferenciados em corola e calice.

1.1.3 Ordem: Ranunculales

Compreende ervas, arbustos e arvores. As flores mostram sinais de primitividade,
tipicamente espiraladas (com angulo de divergéncia dos membros florais igual ao das folhas
vegetativas) com um nimero inconstante e grande de membros em cada 6rgdo. Seguem familias
com maior constancia depois do androceu e do gineceu, reduzindo o nimero de carpelos a um s6.
As familias mais desenvolvidas mostram flores completamente ciclicas, pelo menos no androceu

e gineceu. A simetria é de preferéncia radial, poucas vezes bilateral.

1.1.4 Familia: Menispermaceae

Sao plantas lenhosas, geralmente escandecentes, poucas vezes arbustos eretos, comumente

apresentam-se como cipds, raramente na forma de ervas ou arvores. Normalmente sdo trepadeiras

que se enroscam ao tronco.
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As folhas sdo alternantes, estdo em espiral normalmente com brotos axilares consecutivos,
sdo inteiras ou lobadas, sempre palminérveas. Peciolo normalmente simples e raramente
composto. Nas raizes ha substancias amargas. Os frutos e sementes sdo narcoticos, muitas vezes

venenosos. Sao ricos em alcaloides.

As flores, pequenas, sdo em regra unissexuais. Sdo ciclicas, actnomorfas, trimeras ou
dimeras de perigonio simples ou diferenciado em corola e célice. Freqlientemente ha mais de um
verticilo de sépalas e pétalas. Geralmente ha dois verticilos de sépalas, dois de pétalas, dois de

estames de tré€s ou muitos carpelos livres com um ou dois 6vulos pendentes da sutura ventral.

O caule apresenta casca superficial, nos trilacunares, floema interno ausente, com feixes
periféricos anormalmente largos e concéntricos. Apresenta xilema com recipientes simples,
parénquima apotraqueal, ou seja, difuso e em pequenas linhas tangenciais com tecido conjuntivo

entre as sucessivas camadas. Fruto tipo drupa com inflorescéncia racemosa ou panicular.

1.1.5 Género: Abuta

Também chamada de BUTUA, as espécies desse género sdo todas arbustos trepadores de
caule lenhoso e irregular, com feixes fibro-vasculares dispostos em circulos concéntricos. Folhas,
em geral, orbiculares e coriaceas. A espécie A. rufescens é descrita como uma planta de cipds
lenhosos com caule de estrutura andmala; Apresenta folhas alternas e pecioladas. Flores
masculinas e femininas em inflorescéncia paniculiformes multiflora e racemosa respectivamente.

Ambas apresentam seis sépalas e apétalas. Fruto tipo drupa com contorno oblongo.
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Figura 1.3: Exsicata de Abuta splendida

1.2 Fitoquimica das Menispermaceas

As espécies pertencentes a familia Menispermaceae sdo caracterizadas pela freqliente

ocorréncia de alcaldides seguida de alguns outros grupos quimicos com atividade farmacologica.

Estudos recentes mostram a variedade quimica nesta familia que pode estar associada a alguma

atividade terapéutica.

O género Tinospora ¢ largamente empregado como planta medicinal na Asia ¢ Africa. A

espécie T. baenzigeri é usada como antitérmico e antimalarico na Tailandia. Estudos das folhas e
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casca deste género revelaram a presenca de diterpenos clerodano, flavonoides, esteroides,
lignanas e alcaldides. Investigacdes quimicas revelaram a presenga de dois novos derivados

diterpeno: Baenzigerida A [1] e baenzigerosideo A [2] ( Tuntiwachwuttikul et al., 1999).

O sesquiterpeno Tinocordifolina [3] foi isolado da espécie Tinospora cordifolia junto com o
tinocordilfoliosideo [4], N-trans-feruloil tiramina [5] ¢ acido 4-hidro3-metoxi benzoico. Esta
planta ¢ utilizada na India para o tratamento de doencas de pele, diabetes ¢ anemia (Maurya e

Handa, 1997).

OR

MeO

5:R=H
3:R=H RO

4: R=B -D - glicopiranosil
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A espécie Anamirta cocculus, tem prevaléncia geografica no sudeste da Asia e India. Sua
baga ¢ utilizada como veneno para corvos, sendo necessaria apenas uma pequena quantidade para
este fim. E muito toxica e letal para humanos. O principio ativo toxico é uma mistura de
sesquiterpenos denominada picrotoxina. Desta espécie foram isoladas duas novas lactonas
sesquiterpénicas do grupo picrotoxano: dihidroxipicrotoxinina [6] e o acido picrotoxico [7].

(Agarwal et al. 1999).

O diterpenoide penianquerina [8] foi obtido a partir do extrato diclorometano: metanol (1:1)
da casca de Penianthus zenkeri. No mesmo extrato, isolou-se a columbina [9], isocolumbina [10]
e a pseudopalmatina [11], apds fracionamento em coluna cromatografica de silica. Esta espécie é
muito comum no centro-oeste africano, sendo utilizada para tratar constipagdo, dores estomacais

e, o decoto da raiz amarga, como vermifugo (Tane et al, 1997).



26

10=Hf}

Seis compostos glicosideo-furanoditerpénicos foram obtidos, por coluna cromatografica de
fase reversa, a partir da fracdo butanolica do extrato metanolico da casca de T. rumphii,
particionado sucessivamente com éter, 1-butanol e agua: Borapentosideo C [12] e F [13];

Borapentosideo D [14] ¢ E [15]; Borapentosideo B [16] e Runfiosida I [17] (Martin et al., 1996).

R

CH
MeOOC O\ MeOOC 3
R
MeOOC
; OB-glc 14: R,=B-Glc R, =H
12:R1=H R;=Glicose3 Rz =[H : 1= 2=
13 15: R,=B-Glc-(1=6)B-Glc R,=H

16: Ri=OH  Rp=Glicose 3 Rs=q H 172 R=B-Glc R.=OH
: 1 2
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Os compostos 3 e 4 foram hidrolisados com uma enzima denominada asparaginase,
produzindo uma aglicona com um anel a-lactona localizado entre C-6 e C-8. Os borapentosideos
E ¢ D tem a lactona localizada entre os carbonos C-4 e C-6. Essa nova conformacao foi
estabelecida por experimentos em HMBC que mostram significante correlagdo entre os sinais de

H-6 e C-17, e entre os sinais de H-8 e C-17 da aglicona.

Dois novos biflavonoides foram isolados a partir do extrato etandlico da parte aérea de
Stephania tetrandra. Foi a primeira vez que identificaram biflandides em Menispermaceas.
Foram denominados de estefaflavona A [18] e B [19]. Dados de RMN ¢ IR indicam que os dois

compostos possuem o mesmo sistema flavonoidico. (D. Si et al., 2001).

18: R=CH,
19: R=H

As folhas de Diploclisia glaucescens sao utilizadas para o tratamento de doengas biliares e
venéreas na India e Sri Lanka. Cinco ecdiesterdides foram isolados do fruto desta planta: 20-
hidroxiecdisona [20], que também esta presente na folha; 3-deoxi-1p,20-dihidroxiecdisona [21],
presente no caule e folhas; 2-deoxi-5f,20-dihidroxiecdisona [22]; 1,2,2-deoxi-20-hidroxiecdisona
[23]; makisterona C [24]. Os dois ultimos foram descritos pela primeira vez nesta familia (L.

Jayasinghe et al., 2003).
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Uma chalconoflavona dimera foi isolada do extrato cetonico de Cissampelos pareira. Esse
extrato apresentou boa atividade antiprotozoaria, e testes farmacologicos mostraram que a
substancia isolada ¢ ativa contra Trypanossoma cruzi (forma intracelular) ¢ T. brucei rhodesiense

(forma extracelular), (I. Ramires et al, 2003).

De Tinospora cordifolia, outros quatro novos glicosideos furanoditerpénicos foram

extraidos: Anritosideo A [25], B [26], C [27] ¢ D [28] (Maurya et al, 2004).

25:R,=H R,= B -D-glicopiranosil, Anritosideo A

27: R;=H R,=  -D-glicopiranosil, Anritosideo C 28: R=p -D- glicopiranosil, Anritosideo D
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1.2.1 Ocorréncia de Alcaldides:

Possuem grande importancia farmacoldgica por serem capazes de produzir poderosos
efeitos fisioldgicos. S3o, na maior parte dos casos, venenos muito ativos, dotados de uma acao
especifica. Constituem um vasto grupo de metabolitos secundarios com grande diversidade
estrutural, dessa forma, tornaram-se constantes objetos de estudo. Podem ser encontrados em
todas as partes do vegetal, contudo acumulam-se preferencialmente em tecidos com crescimento
ativo, célula epidérmica e hipodérmica, bainhas vasculares e vasos lactiferos. O local de estoque
geralmente ¢ diferente do local de sintese, ou seja, podem ser sintetizados na raiz e migrarem
para as folhas onde ficariam estocados sob a forma de sais de acidos organicos solubilizados no
suco celular. A grande maioria dos alcaldides encontrados nas menispermaceas e familias

vizinhas ¢ do tipo isoquinolinico e muitas revisdes foram publicadas para discutir a quimica desse

grupo.

Observa-se que a estefaratina, uma 1-benzilisoquinolina, ¢ um composto pentaoxigenado
[29]. A hasubanonina [30] e a protostefanina [31] podem ter sido originados de um anel
isoquinolinico trioxigenado. Além da estefaratina, o outro composto com o mesmo nivel de
oxigenacdo, encontrado nas menispermaceas ¢ o sirigaresinol [32], isolado de Sinomenium

acutum (Thornber, 1970).
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Michelalbina [33] mostra oxidagdo na posi¢ao benzilica, assim como a prometafanina [34]

e metafanina [35]. Uma caracteristica interessante entre os alcaldides aporfinicos [36] € que uma

ligacdo metileno-dioxi na posi¢do 1,2 nunca ocorre junto com uma substitui¢do no carbono 11,

embora exemplos desse tipo tenham sido observados em outras plantas. Os alcaldides derivados

da morfina, como a sinomenina [37], das menisperméceas tem configuragdo oposta aos da familia

Papaveraceae (Thornber, 1970).
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Entre as bisbenzilisoquinolinas, nota-se estruturas atipicas como a insularina [38],
insulanolina [39] e cissampareina [40]. A estrutura da cocculolidina [41] ¢ um alcaldide que

possui uma y-lactona e, junto com a di-hidroerisodina [42], é o raro exemplo de um esqueleto

eritrina fora do género Erythrina (Leguminoseae). (Thornber, 1970).

38
HC—o0

H,C—O OH

42

40

A ocorréncia dos varios alcaldides na familia Menispermaceae ¢ mostrada na tabela 1.1



Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

34

Substancia

Estrutura

Espécie

Berberina

Archangelisia flava
Archangelisia lemniscata
Coscinium blumeanum
Coscinium fenestratum
Tinospora crispa

Tinospora rumphii

Palmatina

Archangelisia flava
Burasaia madgascariensis
Cocculus leaeba
Coscinium blumeanum
Fibraurea chloroleuca
Parabaena hirsuta
Stephania glabra
Tinospora bakis

Jatrorrhiza palmata

Columbamina

Archangelisia flava
Burasaia madgascariensis
Jatrorrhiza palmata
Stephania glabra
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Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

Substancia Estrutura Espécie

Archangelisia flava
Burasaia madagascariensis
Coscinium blumeanum
Jatrorrhizina Fibraurea chloroleuca

Jatrorrhiza palmata

Stephania glabra

Chondodendron candicans
Chondodendron limaciifolium
Chondodendron microphyllum
HO Chondodendron tomentosum
Chondodendron platyphyllum
Cissampelos insularis
d-isocondodendrina Cissampelos pareira
Cissampelos ochiaiana
Cissampelos mucronata
Cyclea peltata

Epinetrum cardifolium

Epinetrum mangenati
Pleogyne australis
Stephania hernandifolia
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Tabela 1.1. Alcaléides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

Substancia

Estrutura Espécie

d-bebeerina ou curina

Chondodendron candicans
s Chondodendron microphyllum

e © O O Chondodendron platyphyllum
3
o)

Tinospora bakis

l-isococlaurina

HO
Chondodendron platyphyllum
NH Chondodendron microphyllum

H;C—O

HO




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

Cicleanina

Chondodendron tomentosum
Cissampelos insularis
Cissampelos ochiaiana
Epinetrum cardifolium
Epinetrum mangenati
Stephania capitata
Stephania cepharantha

Stephania glabra

Norcicleanina

Chondodendron tomentosum
Cissampelos insularis
Epinetrum cardifolium

Epinetrum mangenati




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

d-condocurina

Chondodendron tomentosum

d,1-tubocurarina

Chondodendron tomentosum

d-condocuranina

Chondodendron tomentosum




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

Substancia Estrutura Espécie
HaC—O Chondodendron tomentosum
N—CH, Cissampelos pareira

Cissampelos ochiaiana

L-curina Pleogyne australis

Cissampelos insularis

Sinomenium actutum

Stephania glabra

N Cissampelos insularis

O N

. HO AN . .

Magnoflorina CHs Cocculus laurifolius
HO O Cocculus trilobus

Ciclanolina Cissampelos pareira

on Stephania japonica

O—CHs Stephania tetrandra




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

Insularina

Cissampelos insularis
Cissampelos ochiaiana

Stephania japonica

Insulanolina

Cissampelos insularis




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
Cissampelos pareira
d,l-curina
Cissampelos pareira
Cissampareina

d.l-coclaurina

Cocculus hirsutus

Cocculus laurifolius




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

trilobina

HsC—O

\

(e}

N—CHg

0—CHj

Cocculus hirsutus
Cocculus laurifolius
Cocculus sarmentosus

Cocculus trilobus

Isotrilobina

N—CHj

O—CHj

Cocculus sarmentosus
Cocculus trilobus

Stephania hernandifolia

Laurifolina

Cocculus laurifolius




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
O\CH3
HO
Cocculina Cocculus laurifolius
N
H3C
O\CH3
/O
Cocculidina H3C Cocculus laurifolius
N
H3C
— N
Dihidroerisodina Cocculus laurifolius
H;C—o0
HyC—O OH
0-CHs  HyC—q
. ‘ HaC-N O-CH, O N—CHs
Oxicantina Cocculus leaeba

(6]
’ :
HO




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
HsC—0
+~CH3
Cocsarmina HsC—O N Cocculus sarmentosus
CHj
H3C_O
o)
CHs
Cocculus sarmentosus
Cyclea burmanii
Cyclea peltata
Tetrandrina (L,L) Menispermum canadense
Isotetrandrina (D,L) Menispermum dauricum
Faeantina (D,D) Stephania hernandifolia

Stephania tetrandra
Cyclea barbata
Pycnarrhena manillensis

Stephania cepharantha




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura

Espécie

N—CHs
Cocculus sarmentosus
Menisarina
Cocculus trilobus
(@)
N—CHy
HO
Normenisarina
OH 0
0-CHs  HyC—g Cocculus trilobus
H3C‘N OH NH
. . o
Trilobamina
o)

HO




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

Cocculolidina

Cocculus trilobus

Homoaromolina (L,D)

Cyclea barbata
Stephania cepharantha

Limacusina (D,D) Limacia oblongata
Limacia cuspidata
Cyclea peltata
Limacia cuspidata
Fangchinolina (L,L) Limacia oblongata Stephania
Limacina (D,D) hernandifolia

Stephania tetrandra




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

Substancia Estrutura Espécie

0-CHz  HyC—g
Limacia cuspidata

oy HaC-N HO N—CHs . .
Cuspidalina ’ ont Limacia oblongata
° CHj3 S

Legnephora moorei
Menisperina Menispermum dauricum
Menispermum canadense
Dauricina Menispermum dauricum
sinomenina Menispermum dauricum

Sinomenium actutum




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie

Menispermum dauricum

Acutumina Sinomenium actutum

HzC—O
3 OH
ol
Acutumidina y Menispermum dauricum
o . .
N Sinomenium actutum
O—CHj,
0 O—CH,

Daurinolina N—CHz Menispermum dauricum
Pericampylus formosanus

Sinomenium actutum

Estefarina Stephania japonica

Stephania glabra




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

49

Substancia

Estrutura

Espécie

Picnamina (D,D)
Berbamina (D,L)

Pycnarrhena manillensis

Stephania cepharantha

Tuduranina

Sinomenium actutum

Stephania glabra

Michelalbina

Sinomenium actutum

Norsinoacutina

Sinomenium actutum




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
io
. o) O ‘ N-CHg . .
Estefanina Stephania capitata
! Stephania japonica
O—cH,
XO
) o) O ‘ N-CH;, . )
Crebanina Stephania capitata
! Stephania sasakii
O—cH,
Dicentrina

O\ I
. Stephania capitata
Stephania dinklagei

—0

;O
(@]

H

3C
(@]
H3C




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

Epistefanina

Stephania capitata

Stephania japonica

Hipoepistefanina

Stephania japonica

Fanostenina

Stephania capitata

Stephania sasakii

Cefaramina

Stephania cepharantha




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

Cefarantina

Stephania cepharantha

Stephania sasakii

Isocoridina

Stephania dinklagei

Coridina

Stephania dinklagei
Stephania venosa

Roemerina

Stephania dinklagei




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
H3C'—'O
O NH
Pronuciferina Stephania glabra
HaC
0
HsC—o0
noH
HiC—0 Stephania glabra
Coridalmina
OH
Dihidrocoridalmina Stephania glabra

H3C—_—O
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Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).

Substancia Estrutura Espécie
H3C—q9
N
Estefolidina HO Stephania glabra
O—CH3
OH
H3C\O

N

Estefaratina HsC—0
O—CH, Stephania glabra
O—CH,q

OH

Estefaranina Stephania glabra




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

4-desmetil hasubanonina

Stephania hernandifolia

4-desmetil Stephania hernandifolia
norhasubanonina
Hasubanonina Stephania japonica




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
HO\/\
Homostefanolina HaC—0" \_~ Stephania japonica
0N\ O—CHg
ON
CH,
HsC—O
o OH
Metafanina HsC Stephania japonica
N—CHj
~o
0
O OH
HSC_O ‘
Prometafanina ! Stephania japonica




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
HO
\ech, Stephania japonica
Esteponina HiC—0 Stephania sasakii
OH
O O—CH
_CH
Estebisimina S ° ’ Stephania japonica
H3C,
Protostefanina Stephania japonica

N—CH,




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia Estrutura Espécie
Tiliarina
N—CH, - .
Tiliacora acuminata
X
P
Tiliacorina Tiliacora acuminata




Tabela 1.1. Alcaldides na Menispermaceae (Thornber, 1970).
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Substancia

Estrutura

Espécie

Isocoripalmina

ch_o

HO

O*CHg

Tinomiscium petiolare
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A espécie Menispermum dauricum ¢ largamente distribuida na china e seu rizoma faz
parte da medicina tradicional chinesa como analgésico e antipirético. Além de varios
alcaloides ja conhecidos, do rizoma isolaram-se mais dois: descloro-acutumidina [43] e 1-epi-

descloro acutumina [44] (Bing-Wu Yu et al, 2002).

CHg

OH

o=

43

Tem sido relatado como a tUnica fonte, de ocorréncia natural, de alcaldides do tipo
oxaisoaporfinicos (Sugimoto, 1999). Sete oxaisoaporfinicos foram identificados e isolados
desta espécie: Menisporfina (Kunitomo & Satoh, 1983), 2,3-dihidromenisporfina (Kunitomo,
Kaede & Satoh, 1985), 6-O-demetilmenisporfina (Hu et al, 1993), bianfugecina, biafugedina
(HOU & XUE, 1985), dauriporfina (bianfugenina) (Takani, Takasu & Takahashi, 1983) e

dauriporfinolina (Zhao, Ye, Tan & Xia, 1989).

Da raiz tratada com cetoconazol, um inibidor do citocromo P-450, isolaram dois alcaloides
derivados da tirosina: 2,3-dihidrodauriporfina [45] e tiraminoporfina [46] (Sugimoto et al,

1999).
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Cavanina [47], um alcal6éide do grupo a-hidroxibisbenzilisoquinolina, foi identificado na

espécie Sciadotenia toxifera (Menachery, 2000).
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47

O (+)-14-hidroxisostefodelina [48], um novo alcaldide morfinico, foi obtido do extrato
etanolico das folhas de Pachygone dasycarpa.Esta planta ¢ utilizada na Tailandia como

diurético, antinefritico e antipirético (H. Guinedeau et al, 1996).
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O género Cissampelos sp. E muito utilizado no Brasil para o tratamento de diversas
doengas e dele foram isolados véarios alcaldides pertencentes a diferentes grupos. De
Cissampelos glaberrima foi identificado um novo alcaldide aporfinico denominado

cissaglaberrimina [49] (J.M. Barbosa-Filho et al, 1997).

OH
O
< NH
(0]
49

O alcaldide milonina [50], um 8,14-dihidromorfinondienona, estd presente no extrato

etandlico das folhas de Cissampelos sympodialis (M. R. Freitas et al, 1995).
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As bisbenzilisoquinolinas warifteina [51] (P.S. Melo et al, 2003) e roraimina [52] (G.A.

Lira et al, 2002) foram isoladas da casca da raiz de Cissampelos sympodialis.

HsC
N H3C\
o o
N\ O o N\ o
HO HO
o~ 1o NH o) ‘ 0
H3C_O

Da parte aérea da espécie Cissampelos fasciculata, obteve-se o alcaldide cissampentina

[53], que apresenta uma ligagdo oximetileno considerada rara (D. L. Galinis et al, 1993).

H3C‘O
o N—CHj
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Do cerne de Estephania venosa um alcaldide aporfinico, extremamente polar, foi

extraido e denominado camalina [54] (Banerji et al, 1994).

HO

HO 0
HO

HO o CHg

HaC— N‘H/
o)

O género Stephania, na Australia, ¢ utilizado pelos aborigines com finalidade
terapéutica. As espécies S. bancroftii, S. aculeata e Stephania japonica foram exaustivamente
estudadas. O alcaldide (-)-Tetrahidropalmatina [55] é majoritario em S. bancroftii (constitui
cerca de 70% dos alcaldides presentes) e € um componente comum neste género. O composto
purificado ¢ utilizado na China como analgésico e a literatura descreve atividade hipotensora,
bradicardica e sedativa. O segundo alcaloide prevalente nesta espécie € a (-)-estefanina [56].
Dois alcaldides minoritarios foram separados da estefanina por coluna cromatogréfica:
crebanina (alcaldide aporfinico) [57] que difere da estefanina apenas pela adi¢do de um grupo

metoxila, e (-) aiuthianina [58] (J.T. Blanchfield et al, 2003).

a
© 0
o N <o N—CHj
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o) o)
< 5 N—CHg <o N—CHj
OH
O~ch, O~CH,
57 o8

Estefanina foi isolada também da Stephania japonica (Kondo & Sanada, 1928);
crebanina ocorre em S. sasakii ¢ S. capitata (Kunitomo et al, 1981). Muitas dessas plantas,
incluindo S. bancroftii, sdo usadas na medicina tradicional e seus maiores efeitos fisiologicos
sdao registrados na interacdo com os receptores do sistema nervoso central dos mamiferos

(Chen et al., 1987; Liu et al., 1989; Han & Liu, 1988; Ma et al., 1990; Li, 1989).

O alcaldide coridalmina [59] foi isolado mais tarde de S. bancroftii, seu espectro indica
a presenca de trés metoxilas € um grupo hidroxila. Os compostos alcaloidicos sebiferina [60]

¢ estefarina [61] também foram isolados desta espécie (J.T. Blanchfield et al, 2003).

HaC” N\CH3

N
0 o -

60
OCH3
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HsC—O
HsC<g I NH
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A raiz de Estefania aculeata possui o alcaldide laudanidina [62]. Esse composto tem
sido isolado de muitas plantas incluindo a papoula do 6pio, Papaver somniferum (Proksa et
al, 1979) e da casca de Cryptocarya amygdalina (Borthakur et al, 1981) e das familias
Machilus e Thalictrum (Southon & Buckingham, 1989). Da raiz também se isolou o
composto amurina [63], um morfinano alcaloide. Este composto foi isolado primeiramente em
1960 da espécie Papaver amurense, mas sua estrutura sé foi corretamente elucidada em 1968

(Dopke et al, 1968).

OH
62
O—CH;

Cinco alcaldides, que ndo haviam sido descritos na literatura, foram isolados a partir do
extrato metanolico do caule e raiz de Stephania sasakii: estesaquina [64], dehidroestesaquina
[65], dehidrocrebanina [66], 4,5-dioxodehidrocrebanina [67] e bisaquinadinina [68] (J.

Kunitomo et al, 1980).
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O-metilflavinantina [69], flavinantina [70], N-metilcoridina [71], coridina [72], O-acetil

N-metilcoridina [73], O-acetilcoridina [74], magnoflorina [75] foram isolados da espécie

Kolobopetalum auriculatum (Dewuma-Badu et al, 1980).
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1.3. Aspectos farmacoldgicos das menispermaceas

Muitas substancias terap€uticas foram obtidas a partir do estudo das propriedades
farmacoldgicas de determinadas plantas. A familia Menispermaceae ¢ muito utilizada na

medicina tradicional para tratar diversas patologias e tem demonstrado grande aplicabilidade,

justificada por pesquisas, na terapéutica racional.

1.3.1 Atividade imunomoduladora:

Os agentes quimioterapicos sintéticos, em sua maioria, S30 imunosupressores,
citotoxicos e apresentam uma grande variedade de efeitos colaterais. Essas substancias
causam um aumento da resisténcia ndo-especifica do organismo denominada adaptogénese. O
desenvolvimento de agentes capazes de retirar o paciente do estado de imunodeficiéncia para
um estado de normalidade causard um impacto significante sobre a doenca. Nao possuem a
fungdo de curar, mas de controlar as manifestacdes ¢ o curso da doenca. Avaliou-se a
atividade imuno-farmacologica de Tinospora cordifolia e seu potencial como tratamento de

suporte em quimioterapia do cancer (S. Diwanay et al, 2004).

Sao descritas varias atividades imuno-farmacologicas desta espécie, como propriedade
antioxidante, reducdo dos efeitos toxicos da ciclofosfamida e atividade imunomoduladora,
observadas em ratos com sarcoma ascitico que foram tratados com ciclofosfamida e extrato
etanolico de T. cordifolia. Houve significativa redu¢do da quimiotoxicidade causada pelos
radicais livres ¢ aumento dos anticorpos IgG no plasma (S. Diwanay et al, 2004). Mostrou-se

que o extrato aquoso desta espécie estimula a fagocitose e atividade bactericida dos
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neutréfilos e macréfagos, e a mitogénese das células B, observada na cultura de células

esplénicas de ratos (Chintalwar et al, 1999).

1.3.2 Inibigao dos canais de calcio e citotoxicidade:

A infusdo da raiz fresca da espécie Cissampelos sympodialis ¢ utilizada popularmente
para tratar asma, artrite ¢ reumatismo. O estudo fitoquimico tem indicado a presenga de
alcaloides aporfinicos, bisbenziltetrahidroisoquinolinicos e tetrahidroprotoberberinicos.
Isolaram-se trés alcaloides terciarios (varifteina, metilvarifteina e milonina), um alcal6ide
quaternario (laurifolina) e um alcaléide morfinanico (milonina). Varifteina mostrou ser um
componente com agao espasmolitica, inibidor do influxo de célcio dos canais de calcio, sendo
considerado um inibidor ndo especifico da contracdo da musculatura lisa (Moreira et al,

2003).

Demonstrou-se que a milonina tem efeito espasmolitico semelhante ao da varifteina

(Melo et al, 2003).

Os efeitos citotoxicos dos alcaloides varifteina e milonina foram avaliados in vitro, em
culturas de hepatocitos de ratos e células V79 (fibroblastos) tratadas com cimetidina (inibidor
do citocromo P450). Varifteina mostrou elevada toxicidade nos hepatocitos com similar
citoxicidade nas células V79. Milonina foi menos toxica que a varifteina tanto nos hepatdcitos
quanto nas células V79. Mostrou-se também que a cimetidina ndo protege as células dos
efeitos toxicos de ambos os alcaldides, comprovando que a toxicidade independe do sistema

citocromo P450 (Melo et al, 2003).
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1.3.3 Acdo antiinflamatoria e antiespasmolitica:

Estudos farmacologicos tém mostrado que o extrato de C. sympodialis relaxa a
musculatura traqueal e inibe o broncoespasmo. Tem-se mostrado também que o extrato
hidroalcéolico de suas folhas aumenta o numero de células mononucleares no fluido
broncoalveolar, sugerindo a possibilidade de atividade quimiotatica. Também reduziu a
migragcdo dos neutréfilos e o edema na cavidade peritoneal de ratos indicando atividade

antiinflamatoria (Moreira et al, 2003).

O mesmo extrato hidroalcoolico suprime a resposta das células T e modifica o padrao de
secrecdao das citocinas, além de ter um efeito inibidor ndo especifico sobre a secrecdo de
linfocitos B provavelmente devido ao aumento dos niveis de AMPc intracelular, causado pela

inibigdo da fosfatidilesterase (Moreira et al, 2003).

Os alcaloides cefarantina, isotetrandrina, cicleanina, tetrandrina e condocurina inibiram
a produ¢do de oxido nitrico em culturas de macréfagos. A produgdo de grandes quantidades
de NO pode resultar em toxicidade letal devido ao efeito hipotensor, durante o choque por
endotoxinas. Pela a¢do imunomoduladora, sdo considerados antiinflamatorios naturais

(Kondo et al, 1993).

1.3.4 Atividade antidepressiva:

Outros estudos mostraram que o extrato hidroalcoolico das folhas de C. sympodialis tem

acdo antidepressiva sobre o SNC. Ratos que apresentaram catalepsia induzida por reserpina e

receberam doses do extrato, tiveram o tempo de duragdo do efeito bastante reduzido em
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relagdo ao grupo controle. O aumento da incidéncia do ato de cuidar-se e da motilidade,
observados, sdo indicativos de atividade do SNC. Outro dado que comprova a atividade
antidepressiva do extrato ¢ a diminui¢do no tempo de imobilidade apds o teste natatorio
forcado. Na literatura, agentes que inibem a enzima fosfatidilesterase sdo descritos por ter

atividade antidepressiva (Almeida et al, 1998).

Alguns testes mostraram que o extrato Limacia scanden tem atividade simpatomimética
similar a noradrenalina. Esse extrato injetado intravenosamente em ratos € gatos causou um
aumento, dose-dependente, da pressdo arterial. Um pré-tratamento com fentolamina, um
bloqueador a ¢ P ndo especifico, cortou este efeito. O mesmo ndo ocorreu com a
administracdo de propanolol um B-bloqueador seletivo. Estudos eletrofisiologicos da
atividade neural do caracol da espécie Achantina fulica revelaram que esse extrato induz
respostas excitatorias similares as causadas pela serotonina (SHT). Sugeriu-se que este efeito
deve-se ao estimulo da produg¢do de SHT ou a inibicdo de sua recaptacdo no SNC. Isso

justificaria o uso desta planta na depressdo e desordens afetivas (Hwi & Lay, 1998).

1.3.5 Atividade antiinfecciosa:

Albertisia villosa, ¢ uma planta subtropical muito utilizada em preparos, da medicina
tradicional africana, contra varias doengas. Cicleanina ¢ o alcaléide mais abundante nesta
espécie e apresenta acdo antibacteriana, antiprotozodria (ativa contra Plasmodium falciparum
e Leishmania sp) e antifingica potente, que justifica o uso da infusdo da raiz desta planta na

medicina popular (Lohombo-Ekomba et al, 2004).
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O extrato dos talos de Tinospora crispa apresentou atividade antifilariose contra a

espécie Brugia malayi (Zaridah et al, 2001).

1.3.6 Atividade antidiabética:

A eficacia do extrato de Tinospora crispa para o tratamento de diabetes foi previamente
verificado em animais. O efeito anti-hiperglicemiante ¢ devido ao aumento da liberagdo de
insulina via modulacdo da concentragdo de calcio dentro das células f (Noor & Ashcroft,

1998).

1.3.7 Atividade antitumoral:

A topologia do DNA ¢ controlada pela enzima DNA-topoisomerase que catalisa o
rompimento e a unido dos fragmentos de DNA. Esta enzima nuclear também estd envolvida
na replicagdo exata do modelo durante a transcrigdo do RNA. Ha dois tipos principais:
Topoisomerase I e II. A atividade antitumoral dos agentes que atuam nesta enzima estd
associada a capacidade de estabilizar o complexo enzima-DNA. Os alcaldides
protoberberinicos e seus andlogos sintéticos t€ém essa capacidade, impedindo a replicagdo das

células tumorais (Li et al, 2003).

A interacdo da berberina com muitos oligonucleotideos, estudada por espectrometria de
RMN, mostrou que se liga preferencialmente a seqiiéncia AT do DNA, encaixando-se no
menor espaco da dupla-hélice, no nivel dos pares A4 e T7 e A5 e T6. A seqii€ncia ndo ¢

quebrada na presenga da berberina. Ocorre uma interagdo idnica ndo especifica entre seu
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atomo de nitrogénio, carregado positivamente, e superficie negativa do nucleotideo (Mazzini

et al, 2003).

(a) (b)

a - Vista frontal do complexo b- localizagio da berberina no menor espago

1.4 Aspectos botanicos, quimicos e farmacoldgicos do género Abuta.

A espécie vegetal Abuta rufescens Aubl. (Menispermaceae) ¢ um arbusto ferrigeneo-
tomentoso com ramos cilindricos, folhas ovado-cordiformes ou orbiculares, com dpice mais
ou menos obtuso, um pouco coriaceas, 11 a 24 cm de comprimento; flores dispostas em
racimos fasciculados, axilares, fruto baga cotonosa, sulcada, fornece raiz grossa e acre, toxica

e ¢ encontrada na Regido Amazonica.

De acordo com a medicina popular, esta espécie tem sido muito utilizada para o
tratamento de malaria, enfermidades hepaticas, tlcera géstrica, como antimicotico, diurética e

no tratamento de mordedura de cobra. Na Amazonia equatoriana, os Quichuas preparam



75

compressas com a decocgdao de suas folhas para o tratamento de cefaléias intensas e esse
mesmo decoto ¢ utilizado por puérperas como fortificante. O infuso das folhas é ingerido
como febrifugo. O decoto do tronco e das casca ¢ usado pelos povos ribeirinhos como
abortivo e no tratamento de inflamacdes uterinas. Além de suas propriedades medicinais,

varios povos indigenas da Amazdénia empregam essa espécie no preparo do curare.

Entre as espécies do género Abuta, a literatura descreve o isolamento da abutasterona

[76] e de uma mistura de sitosterois de Abuta velutina (Pinheiro et al, 1983).

Algumas outras substincias ndo alcaloidicas foram isoladas como estigmasterol [77],
sitosterol [78], ecdisonas, como a Dammara-20,25-dien-3f3,24a-diol [79] da A.racemosa, e

outros fitoconstituintes.
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Em estudos realizados com as espécies A. rufescens e A. imene foram identificados seis

tipos de alcaldides imenina [80], imeluteina [81], rufescina [82], homomoschatolina [83],

imerubrina [84] e norrufescina [85].
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Da espécie Abuta pahni, foi isolada varios alcaldides bis-benzilisoquinolinas

(estruturas Xla a XIf).
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1.5 Biogénese dos Alcaldides do género Abuta

Todos os alcaldides da familia Menispermaceae, ¢ conseqlientemente do género Abuta,
ou sdo benzilisoquinolinas ou sdo derivados deste precursor (Thornber, 1971). Sdo moléculas
ciclicas que contém azoto, apresentando propriedades basicas, ¢ sdo derivados da tirosina

(92).

Uma descarboxilagdo, piridoxo-5-fosfato dependente, da tirosina leva a formagdo de um
derivado feniletilamino simples, denominado tiramina (93). Muito comumente, derivados da
tirosina apresentam 3.,4-di ou 3.,4,5-trihidroxilacdes e sdo provenientes da metilacdo e

hidroxilagdo da dopamina (94) (FIGURA 1.4).

A adigdo de atomos de carbono ¢ realizada a partir do acido pirtivico (95), pela
formac¢do de uma base de Schiff (96). A ciclizagao que origina o sistema isoquinolinico dar-se
através do mecanismo de Mannich (97). O carbanion ¢ providenciado pelo efeito mesomérico
do grupo substituinte metoxila. A restauragio da aromaticidade ocorre pela perda de H'

originando o esqueleto tetraisoquinolinico (98) (FIGURA 1.5).

A incorpora¢do de uma unidade feniletil no composto feniletilamina origina o esqueleto

O NH
O 99

benziltetrahidroisoquinolina (99).
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Mudangas fundamentais para o aumento neste esqueleto, cria uma diversidade de tipos

estruturais de benzilisoquinolinas (ESQUEMA 1.1).

BENZILISOQUINOLINAS

l

TETRAHIDROPROTOBERBERINAS

PROTOAPORFINAS l MORFINAS

PROTOBERBERINAS

APORFINAS

Esquema 1.1 Derivados benzilisoquinolinicos

Duas moléculas de tirosina sdo utilizadas na biosintese da benziltetrahidroisoquinolina,
mas somente o fragmento feniletilamino ¢ formado via DOPA. Os restantes dos carbonos

originam-se da tirosina por via do acido 4-hidroxifenilpirtvico (100) (FIGURA 1.6).

Os alcaloides aporfinicos (101) sdo obtidos do acoplamento oxidativo orto-fenol da

tetrahidroisoquinolina e o para-fenol do benzil substituinte (FIGURA 1.7).
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2 OBJETIVOS

Realizar estudo quimico das fragdes provenientes dos extratos de hexano, diclometano e metanol

do cerne de Abuta rufescens.

Isolar constituintes do cerne de Abuta rufescens e elucidar suas estruturas utilizando métodos

espectroscopicos.

Efetuar testes com as substancias isoladas para atividade citotoxica contra as larvas de Artemia
franciscana e Aedes aegypti, ¢ antitumoral contra linhagens de células de tumores de mama, pele,

colon e leucemia humana.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Para a extracdo e os estudos cromatograficos, os solventes hexano, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, etanol, metanol, isopropanol e hidréxido de amoénio (todos padrao
analitico) foram adquiridos de Merck e Grupo Quimica, e foram utilizados sem tratamento

prévio.

Nos trabalhos cromatograficos foram utilizados os seguintes suportes: Placas prontas de
silica gel Merck, 0,25mm de espessura; placas de alumina neutra com 0,50mm de espessura;

silica gel n° 60 com 0,063-0,200 mm da Merck; alumina neutra da Merck.

Os espectros no infravermelho foram registrados em aparelho FT-IR Spectrometer Perkin
Elmer modelo Spectrum 2000, empregando suporte de Kbr, da Central analitica da Universidade

do Amazonas.
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Os espectros de RMN de 1H e 13C foram registrados em aparelho Bruker DRX 400 pelo
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, empregando Cloroférmio
como solvente e TMS como referéncia interna.

Os testes de Toxicidade frente a Artemia franciscana e larvas de Aedes aegypti foram
realizados no Laboratério de Farmacologia do INPA sob a supervisdo da Dra. Cecilia Verdnica

Nuilez.

O teste de Citotoxicidade in vitro foi realizado no Laboratorio de Oncologia Experimental

da Universidade do Ceara sob a supervisao do Dr. Manoel Odorico de Moraes.

3.2 Estudo fitoquimico do cerne de Abuta rufescens

A metodologia empregada foi baseada em procedimentos ja descritos por Matos (1997).

3.2.1 Coleta do material

O caule foi coletado na Reserva Florestal adolpho Duke no Km 25 da estrada Manaus-

Itacoatiara (AM 010).

3.2.2 Classificag@o taxondmica

A classificacdo taxondmica foi realizada no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazodnia (Manaus-AM) a partir da analise da exsicata preparada logo apos a coleta do material.
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3.2.3 Preparo da amostra

Apbs a coleta, o caule foi seco a temperatura ambiente, porém como mostrou sinais de
proliferacdo de fungos, a casca foi removida e o cerne seco em estufa semi-aberta a temperatura

de 40°C e, em seguida, triturado e moido, fornecendo uma amostra de 1,5Kg de material seco.

3.2.4 Obtencao dos extratos

A amostra foi submetida a trés extra¢des sucessivas em hexano, diclorometano ¢ metanol, a
frio em mariote, com duragdo de 10 dias cada uma. Os extratos obtidos foram concentrados a
pressdo reduzida utilizando evaporador rotativo, obtendo-se 10g de extrato bruto em hexano, 16g
de extrato bruto em diclorometano e 52g de extrato bruto em metanol. As analises foram

realizadas com os extratos diclorometano e hexano.

3.3 Estudo cromatogréfico

Os extratos de hexano e diclorometano foram submetidos, inicialmente a avaliagdo em

CCD. Observou-se que o extrato em diclorometano apresentou resultado sugestivo para alcaldide.

O extrato diclorometano bruto (4g) foi submetido a uma coluna filtrante em alumina neutra,
empregando-se seqiiencialmente os eluentes: Hexano (0,01g), dicloro+hexano 1:1(0,001g),

diclorometano (0.5g), dicloro+metanol 1:1(1,4g) e metanol (1,0g).
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CERNE MOIDO

Extragdo por maceracdo

Extrato hexanico Extrato diclorometanico Extrato metanolico

Coluna filtrante em alumina neutra

Fr. Hex. Fr. Hex-dicloro 1:1 Fr. dicloro Fr. Dicloro- MeOH 1;1 | Fr. MeOH

Esquema 3.1 Preparacao dos extratos

A analise dessas fracdes em CCD sugeriu que a fragao diclorometano-metanol 1:1 conteria

alcaloides (Figura 3.1).

Figura 3.1: Cromatoplaca das fragdes da coluna filtrante em alumina. 1- fragdo hexano; 2- fracdo

Hex/dicloro 1:1; 3- fracdo diclorometano; 4- fragdo dicloro/metanol 1:1; 5- fragdo metanol.
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A fragao diclorometano-metanol 1:1 foi concentrada observando-se formagao de duas fases,
uma soélida e outra liquida, denominadas 1V7F4M e 1V7F4D. A fase solida foi lavada com

metanol, originando a amostra 1V7F4DL, e a 4gua mae 1V11F4M.

As quatro fragdes foram analisadas por CCD, indicando sinal sugestivo de nas fragoes

1V7F4M e 1V11F4M (Figura 3.2). Realizou-se placa separativa destas amostras.

Fr. Diclo-MEOH 1:1

Concentracdo do extrato

I I
1VT7F4M 1V7F4D

1V7F4DL 1V11F4M

CCD e Placas preparativas

1V13F4P 1V14F4A 1V14F4B

Esquema 3.2 tratamento da fragdo diclorometano-metanol 1:1

A fragdo obtida da placa preparativa que continha alcaldide, 1V13F4P, foi submetida ao
processo de recristalizagdo com acetato de etila e hexano 1:3 para se obter a amostra 1V15a,

caracterizada por cristais na forma de agulhas de cor laranja.
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Figura 3.2: Cromatoplaca das fragdes 1- 1V7F4DL 2- 1V7F4M; 3- 1V7F4D; 4- 1V11F4M.
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A amostra 1V15a (0,04g) foi submetida estudos de identificagdo espectrométrica por RMN

13C e 'H na Universidade Federal de Sdo Carlos.

1V13F4P

AcEt:Hex 1:3

Soélido laranja

Agua-mae

1 Dissolugdo em gotas de
dicloro e metanol

2 Concentragao
3 AcEt:Hex 1:3

IVI5A

Agua-mae

Esquema 3.3 Obtengdo da amostra 1V15A
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3.4 Ensaio Bioldgico

Tém-se utilizado, desde tempos antigos, plantas com finalidade medicinal. Esse uso tem
grande importancia, ja que podem fornecer drogas para o arsenal terapéutico. Entretanto muitas
plantas sdo conhecidas por serem tdxicas, gragas a presenca de substincias que lhes conferem

essa caracteristica. (Parra et al., 2001).

A amostra 1V15a (4,9mg) foi submetida ao teste de toxicidade média e citotoxicidade para

determinar a toxicidade dessa substancia e prever uma possivel agdo farmacologica.

3.4.1 Teste de toxicidade frente a Artemia franciscana

A Artemia franciscana L., um camardo de salmoura, pode ser utilizada em bioensaios para
prever a concentragdo letal média (CLsp), ou seja, quantidade de droga capaz de produzir a morte
em determinada percentagem de uma espécie, usualmente 50%. Esse método que determina a
CL50 de compostos ativos ou extratos (ug/mL) em meio salino, tem resultados tdo satisfatorios

quanto os ensaios realizados in vivo (A. Lagarto Parra et al., 2001).

Os ovos de Artemia franciscana foram incubados e eclodidos numa placa de Petri contendo
solugdo salina numa concentragdo de 35g/L. de sal marinho sintético, a temperatura ambiente ¢ na

presenga de luz fluorescente por um periodo de 48 horas.
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Apos esse periodo, acrescentou-se a 12 pogos, 10 larvas de Artemia franciscana ¢ 10uL da
amostra em cada um e 2mL de solucdo salina. Apds 24 horas procedeu-se a contagem das larvas

vivas.

3.4.2 Teste com Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti foram incubados e eclodidos em agua potavel por um periodo de 4
dias. Apos eclosdo, grupos de 10 larvas foram transferidos para copos de plastico juntamente com

alimento ¢ 10mL de agua destilada.

As amostras testadas foram dissolvidas em DMSO ou Tween 80, de acordo com a
polaridade apresentada, e aplicadas em cada copo. Os testes foram realizados com uma
concentragdo de 500 pg/mL de amostra em meio de cultura. A atividade larvicida da amostra foi

determinada pela percentagem de mortalidade observada apo6s 24 horas de incubagao.

3.4.3 Teste de atividade antitumoral

O objetivo desta etapa do trabalho foi verificar a citotoxicidade in vitro da amostra 1V15a
em 4 linhagens de células tumorais. Os testes foram realizados com linhagens de células dos
tumores de mama (MCF-7), pele murino (B16 melanoma), célon humano (HCT-8) e leucemia

humana (HL60).

Foram utilizadas 4 placas de 96 cavidades, sendo uma placa para cada linhagem celular. Em

cada placa foram deixados 12 cavidades contendo apenas células (grupo controle) e 8 cavidades
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onde nada ¢ colocado. As células foram plaquetadas nas concentragdes de: HCT-8 e B-16

0,67x10° cél/mL; MCF-7 e HL 60 0,3x10° cél/mL;

As células foram cultivadas em meio ROMI 1640 com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiotico, mantidas em estufa a 37°.C e atmosfera contendo 5% de CO,. Ap6s 24 horas de
icubagdo, as células controle foram fixadas em acido tricloroacético 50% gelado e as demais
placas foram incubadas com a amostra 1V15a na concentragdo de 0,39 a 25pg/mL. A amostra foi

diluida em DMSO na concentracdo estoque de Smg/mL.

Os resultados dos testes foram expressos em percentual de crescimento celular, o qual foi
calculado através da comparacdo da absorbancia do pogo teste ¢ o do controle (células em

crescimento pleno: 100%).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos fisicos e cromatograficos de 1V15a

A amostra apresentou —se como um solido cristalino, de coloracdo vermelho-alaranjado em
forma de agulha. Em placas de CCD revela em presenca do reativo de Dragendorff, apresentando
intensa coloracdo marrom-avermelhado, caracteristico de alcaldide. Ponto de fusdo em torno de

185°C.

4.2 Identificacdo de 1V15a

A analise dos espectros de IV, RMN 'H e RMN "*C em comparagdo com dados da literatura,

levou a conclusdo de que 1V15a corresponde ao alcaldide aporfinico Homomoschatolina (102) ,

isolado anteriormente do caule da espécie Abuta rufescens e Abuta imene (Cava, 1975).
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Figura 4.1: Sistema de numeragao da homomoschatolina

4.3 Analise do espectro de RMN 'H

O espectro apresentou um conjunto de sinais caracteristicos e consistentes com a literatura

(TABELA 4.1).

Na regido do campo relativamente alto do espectro, observa-se singletos em 6 4.02, 4.08 e
4.13 atribuidos aos hidrogénios dos grupos metilas nas posi¢des 1 (OMe), 3 (OMe) e 2 (OMe),
respectivamente, da estrutura 102. O hidrogénio da metila na posi¢do 2 absorve energia em
campo mais baixo devido a desblidagem deste préton, causada por seus vizinhos oxigenados e

pela proximidade com o nitrogénio do anel piridinico (FIGURA 4.2).
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A maior concentragdo de sinais ocorre na regido aromatica. Na ampliagdo dessa regiao
observa-se um tripleto centralizado em & 7.5, com integral para um hidrogénio, que foi atribuido

ao hidrogénio 9 do composto 102 . Apresenta constante de acoplamento 7.38 Hz .

Em 38 7.7 hd um tripleto com constante de acoplamento 7.74 Hz e integral para um

hidrogénio. Esse sinal ¢ atribuido ao hidrogénio 10.

O dubleto centrado em 6 8.18 ¢ o dubleto em & 8.9, sdo caracterizados como sinais
correspondentes aos hidrogénios 4 e 5 do anel piridinico, como indicado por suas constantes de

acoplamento 5 Hz e 5.1 Hz, respectivamente. Cada um possui integral para um hidrogénio.

Ainda na regido aromatica, observa-se dois dubletos em 6 8.4 € 9.0 com J de acoplamento de
7.76 e 8.34 Hz. Suas integrais sdo para um hidrogénio. Esses sinais correspondem ao hidrogénio
8 e hidrogénio 11 da estrutura 102. Esses dois hidrogénios estdo localizados em campo baixo no
espectro por sofrerem acdo dos grupos que sdo capazes de deslocalizar a nuvem eletronica. O H-
11 interage com o grupo metiléter, por ligacdo intramolecular, ¢ H-8 com o grupo carbonila

(FIGURA 4.4).

o "7

o
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Figura 4.4: Interagdes de H-8 € H-11 com os grupos vizinhos
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Tabela 4.1 Comparacio entre dados da literatura e valores obtidos de RMN 'H

400 MHz, CDCl;

No. H Literatura (WIJERATNE, 1996) Valores obtidos
1 4.05 S, 3H 4.02 S, 3H
3 4.08 S, 3H 4.05 S, 3H
2 4.17 S, 3H 4.13 S, 3H
9 754 t(d=7,54Hz), 1H 75 t(J =738 Hz), 1H
10 775 dt(3=7.93 1.22 Hz), 1H 7.7 _ t(J=7.73 Hz), 1H
4 821 d (J = 5.49 Hz), 1H 82  d(J=50Hz), 1H
8 8.58 dd (J=7.93, 1.22 Hz), IH 84  dd(J=7.8, 1.2 Hz), 1H
5 8.97 d (J = 5.49 Hz), 1H 89  d(J=5.1Hz), 1H
11 9.10 d (J=7.93 Hz), 1H 90  d(J=834Hz), 1H

4.4 Analise do espectro de IV

O espectro na regido do infravermelho apresentou uma banda de absorcio 2854 cm’

atribuida a deformagao axial C-H das metilas do grupo metiléter.

-1 ~ . . , .
Em 1662 cm™ observa-se uma banda de absor¢do que foi atribuida ao grupo carbonila
conjugado com 2 anéis aromaticos. Essa conjugacdo diminui a freqiiéncia de absor¢ao devido a

deslocalizagdo dos elétrons © da carbonila.
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A banda de absor¢do em 1476 cm’ corresponde 4 deformacdo axial C-C da regido
aroméatica. O valor em 1393 cm™ pode ser atribuido a deformagio axial C-N do anel piridinico.

A absor¢do em 1311 cm™ ¢ atribuida & deformagdo axial de C-O-C.
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Figura 4.6: Espectro de absor¢do em IV

4.5 Analise do espectro de RMN "°C

O espectro ndo ¢ completo o suficiente para uma Analise precisa. O deslocamento em o
144.6 ¢ caracteristico para anel piridinico e corresponde ao carbono 5, ligado diretamente ao
nitrogénio. Os valores que variam entre 6 126 ¢ 134.3 correspondem ao carbonos pertencentes ao

anel aromatico. O deslocamento em 6 119 foi atribuido ao carbono 4 da estrutura.



Tabela 4.2 Comparacio entre dados obtidos de RMN *C, HMBC ¢ HSQC
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No.C Dados de RMN®C Dados de HMBC Dados de HSQC
deslocamento em ppm deslocamento em ppm deslocamento em ppm

1Me 61 61

2Me 61.8 61.8

3Me 61.4 61.4

1 169

2 178

3 168

3a 166

3b 77

4 119 119

5 144.65 144

6 _

6a 153

7

Ta

8 128.1 128

9 127.6 127.6

10 134.3 134

11 126.1 126

lla 128.9
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Figura 4.7: Espectro de RMN "C

4.6 Analise do espectro de COSY

O espectro de correlagdo 'H-'H confirma a analise feita com o espectro de 'H. Na FIGURA
4.8 pode-se verificar que os hidrogénios H-5 e H-4, pertencentes ao anel piridinico, estdo
acoplados apesar da diferenga no deslocamento quimico. O préton H-11 acopla apenas com H-

10. Os hidrogénios 8, 9 e 10 estdo acoplados no mesmo sistema aromatico.
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Figura 4.9: Correlagao entre os hidrogénios
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4.7 Analise do espectro de HMBC

O espectro de correlagio 'H-">C mostra, conforme FIGURA 4.9, o acoplamento entre o0s
carbonos quaternarios e os prétons dos carbonos vizinhos. Os protons H-2 e o H-3 estdo

correlacionados com o C-1 e com C-3, enquanto que o proton H-1 acopla-se apenas com o C-2.

H-3

160

165

A

———————————————————————————— j’- 41 169.4
170

1 |-175

C-2

180

185

pom

ppm 4.5 4.0 3.5

Figura 4.10: Ampliagdo do Espectro HMBC
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Figura 4.11: Correlagdo entre carbonos quaternarios e protons das metoxilas

Na FIGURA 4.13 observamos a correlagdo entre o proton H-4 e os carbonos C-5, C-3 e C-3a, e o

proton H-5 e os carbonos C-3a e C-6a.
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Figura 4.12: Correlagédo entre carbonos e protons do anel isoquinolinico
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4.8 Analise do espectro de HSQC
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Neste espectro verificamos a correlacdo entre os carbonos protonados e seus respectivos

prétons. Na FIGURA 4.14 observamos a relagdo entre os protons metilicos e seus respectivos

carbonos com deslocamento entre 60 e 61ppm.
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Na FIGURA 4.15 temos a correlagdao entre os protons e os carbonos do anel aromatico e

piridinico.
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Figura 4.15: Amplia¢do do Espectro HSQC



4.9 Avaliagao dos testes biologicos
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A homomoschatolina mostrou-se pouco ativa contra as larvas de Aedes aegypti, embora

tenha apresentado letalidade significativa contra as larvas de Artemia franciscana. No estudo da

atividade antitumoral, teve uma Clsy maior que 25ug/mL nas quatro linhagens de células

testadas, ndo apresentando potencial citotoxico em nenhuma delas.

Tabela 4.2. Bioatividade do alcaldide

Amostra Artemia franciscana Aedes aegypti
Mortalidade % CLsopg/mL Mortalidade%
Homomoschatolina 94 500 17

NUmero de Células (%)

Curvas de Citotoxicidade

[N
N
(e}

100
90 -
80 -
70 - —CEM
60 - HCT-8
50 7 HL-60

a9 B16
30

20
10

D

-0,5 0 0,5 1 15
Concentragéo ug/mL (LOG)

Figura 4.10: Grafico de citotoxicidade
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CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do cerne da A. rufescens resultou na identificagdo da estrutura
Homomoschatolina, que ja havia sido isolada nesta mesma espécie (CAVA, 1975) . Este
alcaldide apresentou significativa letalidade in vitro contra Artemia franciscana e baixo potencial

larvicida contra Aedes aegypti.

Este alcaloide apresenta uma estrutura planar, aquiral e susceptivel a reducdo. Essas
caracteristicas agregadas ao fato de ter apresentado boa taxa de letalidade sugeriram um potencial
terapéutico. No entanto, com os testes antitumorais, mostrou-se pouco util como antineoplasico

com baixa atividade contra as células testadas.
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