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RESUMO 

 

SALES, K. A. ALCALOIDES E SESQUITERPENOIDES DE Anaxagorea dolichocarpa: 

ISOLAMENTO, CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL E CITOTOXICIDADE. 256 p. 

Tese de doutorado, Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos 

Bioativos – Farmacoquímica, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal da 

Paraíba, João Pessoa, 2020. 

No Brasil, país mais rico em biodiversidade, o uso medicinal de espécies vegetais é 

uma prática comum. E a família Annonaceae, com cerca de 2.400 espécies, contribui 

significativamente para a diversidade em florestas neotropicais, além de ser utilizada 

na dieta e medicina tradicional, devido a seus frutos comestíveis e propriedades 

terapêuticas. De uma de suas espécies, a Anaxagorea dolichocarpa, conhecida como 

envira e amplamente distribuída na região neotropical, foram publicados estudos com 

identificação de alcaloides e terpenoides, e relatos de atividade antitumoral in vitro. 

Diante desse cenário, buscou-se nesse trabalho ampliar o conhecimento sobre essa 

planta, mediante estudo fitoquímico e investigação da atividade citotóxica. Para isso, 

o material vegetal foi coletado em Cruz do Espírito Santo-PB e submetido a processos 

de extração, purificação e análise dos constituintes químicos. Esses procedimentos 

foram realizados por métodos laboratoriais clássicos, assim como por técnicas 

modernas de CLAE, RMN, EM e Dicroísmo Circular. Assim, a partir dos extratos das 

raízes da planta, foi possível isolar e caracterizar as estruturas químicas de seis 

alcaloides, dois deles inéditos na literatura, dolichocarpina e 9-metoxieupolauramina, 

além dos conhecidos eupolauramina, 3-metoxieupolauridina, eupolauridina e 4-

metilsampangina, e seis sesquiterpenoides humulenos também inéditos, 

denominados dolichocarpois A-F. Desses, cinco alcaloides e três sesquiterpenoides 

tiveram sua atividade citotóxica investigada contra linhagens de células HCT-116 

(carcinoma colorretal humano), com até 32,42% de inibição, para 3-

metoxieupolauridina, e L929 (fibroblastos murinos não-tumorais), com 30,76% de 

inibição para dolichocarpol F. Dessa forma, os resultados obtidos pelo estudo 

contribuíram com o conhecimento químico e de atividade biológica de A. dolichocarpa. 

Palavras-chave: Anaxagorea dolichocarpa; alcaloides; terpenoides; citotoxicidade  



 
 

ABSTRACT 

 

SALES, K. A. ALKALOIDS AND SESQUITERPENOIDS FROM Anaxagorea 

dolichocarpa: ISOLATION, STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND 

CYTOTOXICITY. 256 p. Doctoral thesis, Postgraduate Program in Natural and 

Synthetic Bioactive Products – Pharmacochemistry, Health Sciences Center, Federal 

University of Paraíba, João Pessoa, 2020. 

 

In Brazil, the most biodiverse country in all around the world, the medicinal use of 

plants is a usual practice. The Annonaceae family, with around 2,400 species, 

contributes significantly to the diversity in Neotropical forests, besides being used in 

the diet and traditional medicine, due to its edible fruits and therapeutic properties. 

From one of its species, the Anaxagorea dolichocarpa, popularly known as envira and 

widely distributed in the neotropical region, identification of alkaloids and terpenoids 

were published, along in vitro antitumor activities reports. Thus, this work pursuit to 

expand the knowledge about this specie, through phytochemical and cytotoxic activity 

investigation. For this, the plant material was collected in Cruz do Espírito Santo-PB 

and subjected to processes of extraction, purification and analysis of chemical 

constituents. These procedures were carried out by classical laboratory methods as 

well as modern techniques of HPLC, NMR, MS and Circular Dichroism. Thus, from the 

roots extracts of the plant, it was possible to isolate and characterize the chemical 

structures of six alkaloids, the two new compounds dolichocarpine and 9-

methoxyeupolauramine, in addition to the well-known eupolauramine, 3-

methoxyeupolauridine, eupolauridine and 4-methylsampangine, and also six 

unprecedented humulene-type sesquiterpenoids, called dolichocarpols A-F. Of these, 

five alkaloids and three sesquiterpenoids had their cytotoxic activity investigated 

against HCT-116 (human colorectal carcinoma cells), with up to 32.42% inhibition for 

3-methoxyupolauridine, and L929 (murine non-tumor fibroblasts cells), with 30.76% 

inhibition for dolichocarpol F. Therefore, the results obtained by this study contribute 

to the chemical and biological activity of A. dolichocarpa knowledge. 

 

Keywords: Anaxagorea dolichocarpa; alkaloids; terpenoids; cytotoxicity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Biodiversidade refere-se a todas as formas de vida existentes. Do ponto de 

vista do bem-estar humano inclui a variedade de plantas, animais, bactérias, fungos, 

entre outros, usada em seu benefício de forma direta ou indireta, como na produção 

de medicamentos e alimentos; na regulação climática e controle da erosão do solo; 

ou ainda devido a seu valor científico (HANLEY; PERRINGS, 2019). Parte dessa 

diversidade é representada pelas plantas vasculares, que compreendem cerca de 400 

mil conhecidas em todo o planeta, das quais uma parcela considerável, por volta de 

33%, é encontrada nas Américas. O Brasil se distingue nesse panorama por possuir 

a flora mais diversa, com mais de 33 mil espécies catalogadas (ULLOA et al., 2017). 

Diante da rica biodiversidade brasileira, a qual está reunida em ecossistemas 

como a Floresta Amazônica, a Mata Atlântica e a Caatinga, muitas plantas ainda não 

foram investigadas cientificamente. Além disso, como o país é um dos que mais 

fornece registro de novas espécies vegetais anualmente, surge então uma janela de 

oportunidade para suas caracterizações genética e química (CHRISTENHUSZ; 

BYNG, 2016; RIBEIRO et al., 2018). 

Além disso, sabe-se que as plantas têm desempenhado um papel importante 

nos cuidados de saúde desde o começo da civilização, sendo utilizadas por séculos 

como remédio para as doenças humanas graças ao seu valor terapêutico (ERNST et 

al., 2016; SADEER et al., 2019). No Brasil, uso medicinal de espécies vegetais é uma 

prática comum, sobretudo por povos tradicionais, e sua diversidade étnica e cultural 

possui um valioso conhecimento associado (FUNARI; FERRO, 2005; GROSS et al., 

2019). 

As plantas produzem, para seu crescimento e desenvolvimento, uma série de 

metabólitos, divididos entre os primários ou essenciais, e os secundários, também 

chamados não-essenciais ou especializados, os quais despertaram interesse em 

razão de seus efeitos benéficos em humanos (NAGEGOWDA; GUPTA, 2020). Assim, 

espécies utilizadas pela medicina tradicional vêm sendo estudadas há décadas 

quanto à eficácia de sua atividade biológica e segurança. Pode-se citar como 

exemplos de importância histórica para a medicina a Salix alba (Salgueiro-branco), da 

qual se isolou a salicina, que deu origem ao conhecido anti-inflamatório não-esteroidal 

ácido acetilsalicílico, a Catharantus roseus (Vinca); produtora dos alcaloides 
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antineoplásicos vimblastina e vincristina; e, recentemente, tem ganhado cada vez 

mais destaque a Cannabis sativa (Cânhamo), principalmente pelas propriedades 

anticonvulsivantes e analgésicas de seus fitocanabinoides (BONINI et al., 2018; 

PATRA; SHUKLA; DAS, 2020). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) valoriza e reconhece a importância 

da medicina popular tradicional; no entando, ela enfatiza a necessidade de seu uso 

racional baseado em evidências científicas (WHO, 2013, 2019). Cabe aqui ressaltar, 

porém, que a etnofarmacologia não é a única fonte de motivação para a pesquisa na 

área. As investigações fitoquímicas, por exemplo, podem ter como base os 

conhecimentos quimiossistemáticos e filogenéticos já divulgados na literatura 

(LARSSON, 2007; SIMÕES et al., 2010; TAN; GYLLENHAAL; SOEJARTO, 2006). 

A pesquisa na Química de Produtos Naturais (QPN) chegou a passar por um 

período de relativo descrédito por causa de mudanças nas tecnologias industriais e 

na química sintética (HARVEY et al., 2010; LI; VEDERAS, 2009). Todavia, em virtude 

de sua variedade estrutural, os Produtos Naturais permanecem sendo a principal fonte 

de descoberta de novos fármacos, tanto de forma direta como indireta. Logo, mesmos 

as substâncias sintéticas têm, em muitos casos, sua estrutura química inspirada nas 

de origem natural (NEWMAN; CRAGG, 2020; RODRIGUES et al., 2016). 

Dessa forma, apesar de existirem desafios para a área, tais como as 

relacionadas com características químicas de solubilidade e instabilidade, descoberta 

de poucos agentes terapêuticos efetivamente utilizados na clínica em comparação 

com o total de substâncias isoladas e dificuldades com patentes na indústria 

farmacêutica, a QPN tem vislumbrado novas oportunidades devido a avanços em 

bioinformática, genômica e tecnologias analíticas (LI; VEDERAS, 2009; ZHANG et al., 

2017). Ademais, embora existam muitos fármacos no mercado, doenças como 

hipertensão, diabetes e câncer continuam afetando a população no mundo todo e 

demandando novas opções de tratamento (THOMFORD et al., 2018). 

Portanto, em razão da importância da QPN na descoberta de novos fármacos, 

decidiu-se nesse trabalho isolar e identificar metabólitos secundários de Anaxagorea 

dolichocarpa (Annonaceae), assim como realizar ensaios de atividade biológica. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. Família Annonaceae 

 

Annonaceae Juss. foi catalogada pela histórica publicação Genera plantarum, 

em 1789, na qual Jussieu iniciou a padronização da nomenclatura de famílias de 

plantas. É considerada de fácil identificação, mesmo sendo umas das famílias mais 

ricas em espécies da ordem Magnoliales e com isso contribuindo significativamente 

para a diversidade em florestas nos países neotropicais e no Velho Mundo. Formada 

por árvores, arbustos e lianas, Annonaceae possui cerca de 2.400 espécies em 107 

gêneros (CHATROU et al., 2012a, 2012b; GUO et al., 2017; JUSSIEU, 1789). 

Suas espécies são basicamente reconhecidas por terem folhas simples, 

alternadas, dísticas, sem estípulas, flores trimerosas, com estames livres e 

numerosos, carpelos livres, frutos sincárpicos ou aporcápicos e sementes com 

endosperma ruminado. Têm os besouros como principais agentes polinizadores por 

serem, em sua maioria, espécies aromáticas contendo óleos essenciais (JÜRGENS; 

WEBBER; GOTTSBERGER, 2000; LEBOEUF et al., 1982; PONTES; BARBOSA; 

MAAS, 2004; SAUNDERS, 2012). 

A Figura 1 ilustra a distribuição pantropical da família, com maior concentração 

de espécimes na América do Sul. A região neotropical apresenta cerca de 40 gêneros 

e 900 espécies, com ocorrência de 29 gêneros e 385 espécies no Brasil. A Amazônia, 

com 27 gêneros e 280 espécies, possui a maior diversidade, seguida pela Mata 

Atlântica, com 15 gêneros e 91 espécies, e pelo Cerrado, no qual ocorrem 10 gêneros 

e 47 espécies. No país, os gêneros mais bem representados são Annona, Duguetia, 

Guatteria e Xylopia., todos representantes da subfamília Annonoideae (LOBÃO; 

LOPES; MELLO-SILVA, 2018; LOPES; MELLO-SILVA, 2014b). 

Com relação à importância econômica, esta se deve, principalmente, aos frutos 

comestíveis de algumas plantas. Dentre elas, destacam-se muitas do gênero Annona, 

como Annona muricata (graviola), A. squamosa (pinha, atemoia ou fruta do conde) e 

A. coriaceae (araticum), bem como algumas de outros gêneros, a exemplo da 

Duguetia lanceolata (pindaíva) e da Anonidium mannii (árvore africana conhecida 

como jungle sop). Além disso, há espécies utilizadas com outras finalidades, como 

Cananga odorata, da qual se extrai o óleo de Ylang-Ylang para a indústria de perfume, 
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Xylopia aromatica (pindaíba ou pimenteira), empregada na culinária como especiaria, 

e Polyalthia longifolia, usada em ornamentação. Algumas dessas são mostradas 

adiante na Figura 2 (ALVES et al., 2015; BROPHY; GOLDSACK; FORSTER, 2004; 

MALLAVARAPU; GURUDUTT; SYAMASUNDAR, 2016; NGANGOUE et al., 2020; 

OLIVEIRA et al., 2012; RABELO et al., 2016; RINALDI et al., 2017; TEIXEIRA et al., 

2019; THANG et al., 2013). 

 

Figura 1. Mapa e distribuição geográfica da família Annonaceae, representada em verde, no mundo 

 

Fonte: tropicos.org/Name/42000007, acesso em 17 de maio de 2020. 

 

Porém, a importância das anonáceas não se limita ao quesito meramente 

econômico, pois possuem ainda impacto na saúde, graças às suas propriedades 

terapêuticas. Muitas dessas plantas são aplicadas na medicina tradicional, podendo-

se citar diversos exemplos. A. muricata e A. squamosa são usadas como antitumorais, 

antiparasitárias, antidiarreicas, analgésicas e sedativas; A. hypoglauca também contra 

parasitas, diarreia e anemia (BARBALHO et al., 2012; MEIRA et al., 2015; RINALDI et 

al., 2017). Xylopia frutescens é utilizada para incontinência urinária, estimular a 

menstruação e combater reumatismo, mau-hálito, queda de dentes e doenças 

intestinais (FERRAZ et al., 2013). Duguetia furfuracea é usada no tratamento de 

dismenorreia, diarreia, dor estomacal, cólica renal, reumatismo e como calmante 
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(SANTOS et al., 2019). Além dessas espécies encontradas no território brasileiro, 

anonáceas de outros continentes, da mesma forma, são utilizadas na medicina 

tradicional, como Mitrephora wangii e Miliusa velutina usadas na Tailândia como 

tônicas para saúde (JAIDEE et al., 2018; PROMGOOL et al., 2019). Salienta-se que 

muitas das propriedades terapêuticas atribuídas às espécies da família já foram 

confirmadas cientificamente em ensaios de atividades biológica (HAMID et al., 2012; 

NOVAES; TORRES; SANTOS, 2016; SANTOS PIMENTA et al., 2003). 

 

Figura 2. Espécies da família Annonaceae. a) Fruto de Annona muricata; b) Fruto e flor de Annona 

squamosa; c) Flores de Cananga odorata; d) Polyalthia longifolia em destaque 

Fonte: a) annonaceae.myspecies.info; b) plantsystematics.org; c) tropical.theferns.info; d) 

tropical.theferns.info. 

 

Os estudos fitoquímicos com espécies dessa família vêm sendo realizados há 

anos e apresentam considerável variedade de metabólitos secundários isolados e/ou 

identificados. As classes de compostos mais comuns são alcaloides, terpenoides, 

flavonoides, lignoides e acetogeninas, mas, além desses, já foram encontrados, entre 

a) 

c) d) 

b) 
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outros, ciclohexenos polioxigenados, sobretudo no gênero Uvaria, e estiril-lactonas, 

recorrentes no gênero Goniothalamus. A Figura 3 mostra exemplos dessas 

substâncias. Apesar da variedade, Annonaceae tem como característica de seu 

metabolismo secundário a biossíntese de alcaloides, terpenoides e acetogeninas. 

Grande parte desses alcaloides são derivados isoquinolínicos, como os aporfínicos e 

protoberberínicos, e serão melhor discutidos numa sessão específica. Sobre os 

terpenoides, os tipos mais frequentemente isolados são diterpenos, os quais 

apresentam grande variedade estrutural, e, assim como os alcaloides, essa grande 

classe será detalhada num tópico posterior nesse texto. 

(AMINIMOGHADAMFAROUJ; NEMATOLLAHI; WIART, 2011; BLÁZQUEZ et al., 

1999; CHRISTOPHER et al., 2020; DUTRA et al., 2012; FATIMA et al., 2006; GÉNY 

et al., 2017; GONZÁLEZ-ESQUINCA et al., 2014; LEBOEUF et al., 1982; LEKPHROM 

et al., 2018; LÚCIO et al., 2015; SCOTTI et al., 2012). 

Conforme comentado no parágrafo anterior, as acetogeninas, denominadas 

como Acetogeninas de Anonáceas (ACGs), são, como se presume, praticamente 

exclusivas dessa família, representando uma de suas classes típicas de metabólitos. 

Somando cerca de 530 substâncias isoladas em 16 gêneros, a maioria em Annona e 

Uvaria, esses compostos chamaram a atenção não só por suas peculiaridades 

estruturais, mas especialmente em virtude de suas atividades biológicas. Atribui-se a 

elas como origem a via dos policetídios derivados de ácidos graxos, sendo 

constituídas por 35 ou 37 átomos de carbono. Quanto aos testes de atividade 

biológica, vários compostos apresentaram, entre outras, significativa atividade 

antitumoral, como o caso da Uvaricina, relatada como primeira ACG, isolada de Uvaria 

accuminata (CAVÉ et al., 1997; FANG et al., 1993; JACOBO-HERRERA et al., 2019; 

LIAW et al., 2016; MANGAL; IMRAN KHAN; MOHAN AGARWAL, 2015; NESKE et al., 

2020). 
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Figura 3. Substâncias isoladas de espécies da família Annonaceae 
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Acrescenta-se que o grupo de pesquisa possui um histórico de trabalhos com 

espécies de Annonaceae com bons resultados químicos e de atividade biológica 

conseguidos. Como exemplos, pode-se citar os isolamentos de compostos fenólicos, 

sesquiterpenos e alcaloides de Annona leptopetala, de alcaloides de Fusaea 

longifolia, de diterpenos cauranos de X. cayennensis e de diterpenos atisanos, 

labdanos e traquilobanos de X. langsdorffiana. No que diz respeito aos estudos 

farmacológicos, entre outros, relatou-se pelo grupo que o óleo essencial de A. 

leptopetala demonstrou atividade moduladora de resistência bacteriana contra 

Staphylococcus aureus, e os de X. langsdorffiana e X. frutescens atividade 

antiespasmolídica em íleo de cobaia. Outros estudos exibiram o efeito gastroprotetivo 

em modelos animais do extrato etanólico e da fase hexano de X. langsdorffiana, e um 

de seus diterpenos labdanos mostrou efeito relaxante em traqueia de cobaia 

(ANDRADE et al., 2004; CASTELLO BRANCO et al., 2009; CORREIA et al., 2015; 

COSTA et al., 2008, 2012; MONTENEGRO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2007; 

SANTOS et al., 2013; SOUZA et al., 2015; TAVARES et al., 2005, 2006, 2007). 
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2.2. Gênero Anaxagorea 

 

Anaxagorea A.St.-Hil. é o único gênero da subfamília Anaxagoreoideae, sendo 

considerado basal, um grupo-irmão de todas as anonáceas, isto é, refere-se à raiz 

(base) filogenética da família. As duas primeiras espécies catalogadas foram 

inicialmente classificadas no gênero Xylopia em 1817 e formaram, após anos, seu 

próprio gênero, primeiramente, Anaxagorea prinoides em 1825, e, posteriormente, A. 

acuminata foi igualmente transferida, em 1832 (Figura 4). Suas espécies apresentam-

se como árvores, arvoretas ou arbustos, com flor axilar ou raramente terminal e 

monoclina, geralmente com três sépalas e seis pétalas livres, estames numerosos e 

carpelos com dois óvulos. É um gênero basal por possuir características distintas e 

supostamente ancestrais, como estaminódios internos, pólen granular e 

monossulcado, igualmente encontradas em grupos externos próximos de 

Annonaceae, especialmente em Eupomatia (Eupomatiaceae). Distingue-se ainda por 

ter frutos contendo carpídios livres e deiscentes, sendo esta última uma característica 

rara em Annonaceae (ENDRESS; ARMSTRONG, 2011; GOTTSBERGER, 2016; 

LOBÃO; ARAUJO; KURTZ, 2005; LOPES; MELLO-SILVA, 2014b; MAAS; WESTRA, 

1984; SCHARASCHKIN; DOYLE, 2006). 

Sobre polinização, observou-se que todas as espécies estudadas emitem 

odores frutados e picantes das suas flores e, com isso, atraem espécies de besouros 

Nitidulidae e Staphylinidae, sendo estes os principais polinizadores (JÜRGENS; 

WEBBER; GOTTSBERGER, 2000; TEICHERT; DÖTTERL; GOTTSBERGER, 2011). 

 

Figura 4. Espécies do gênero Anaxagorea. a) Fruto de A. prinoides; b) Flores de A. acuminata 

Fonte: a) adaptado de GOTTSBERGER (2016); b) annonaceae.myspecies.info. 

 

a) b) 
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É composto por 30 espécies e, diferentemente de quase todos os outros 

gêneros, ocorre em ambas as regiões neotropical e paleotropical, nesta incluído o 

sudeste asiático. Quatro espécies, A. borneensis, A. javanica, A. luzonensis e A. 

radiata ocorrem na Ásia, desde o Sri Lanka até as Filipinas e Indonésia. No entanto, 

a maioria encontra-se nas Américas Central e do Sul, principalmente na Bacia 

Amazônica. A Figura 5 mostra como os espécimes concentram-se na América do Sul. 

No Brasil, encontram-se 14 espécies, com algumas delas ocorrendo também no 

Sudeste e Nordeste (GOTTSBERGER, 2016; GUO et al., 2017; JÜRGENS; WEBBER; 

GOTTSBERGER, 2000; LOPES; MELLO-SILVA, 2014b; MAAS; WESTRA, 1984; 

PIRIE; DOYLE, 2012; SCHARASCHKIN; DOYLE, 2005). 

 

Figura 5. Mapa e distribuição geográfica do gênero Anaxagorea, representada em verde, no mundo 

Fonte: tropicos.org/Name/40013549, acesso em 25 de maio de 2020. 

 

Economicamente não é muito importante, sendo utilizado como fonte para 

produção de cordas, em carpintaria e outras utilidades variadas e não específicas 

(MAAS; WESTRA, 1984; PUENTES DE DÍAZ, 1997). Com relação à medicina 

tradicional, há relatos de utilização de A. luzonensis como “tônico sanguíneo”, 

estimulante estomacal, antipirético e para tratamento de dor muscular (GONDA; 
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TAKEDA; AKIYAMA, 2000); e A. javanica para tratamento no pós-parto (HUSAIN et 

al., 2012). 

A partir dos estudos químicos em espécies de Anaxagorea, foram isolados e/ou 

identificados compostos de diferentes classes, não divergindo, todavia, do padrão de 

constituição química da família. Dentre esses, incluem-se alcaloides, terpenoides, 

flavonoides, xantonas e lignoides. São exemplos, todos ilustrados na Figura 6, o 

alcaloide anaxagoreína isolado de A. prinoides; o sesquiterpeno nordine encontrado 

em A. javanica; o flavonoide 8-isopentenilnaringenina e a xantona 1,3,5-trihidroxi-4-

prenilxantona ambos isolados de A. luzonensis; a neolignana 3'-metoxi-3,4-

metilenodioxi-4',7-epoxi-9-nor-8,5'-neolignan-7,8'-dieno isolada de A. clavata 

(HOCQUEMILLER et al., 1981; HUSAIN et al., 2012; KITAOKA et al., 1998; PUENTES 

DE DÍAZ, 1997; SABPHON et al., 2015). 

Além disso, parte dessas plantas foram analisadas quanto a sua atividade 

biológica e observou-se que algumas apresentaram resultados positivos. O extrato 

diclorometano de A. luzonensis foi relatado como tendo efeito vasorrelaxante em aorta 

de rato, e algumas das substâncias isoladas, como a já citada 1,3,5-trihidroxi-4-

prenilxantona, mostrou inibição da enzima fosfosdiesterase do tipo 5 (PDE5), 

indicando potencial como agente para tratamento da disfunção erétil (SABPHON et 

al., 2015; TEP-AREENA; SAWASDEE, 2011). Essa mesma xantona teve sua 

atividade anticolinesterásica avaliada e apresentou resultado positivo (SABPHON; 

SERMBOONPAISARN; SAWASDEE, 2012). Além disso, o composto 8-

isopentenilnaringenina foi isolado da mesma espécie num estudo de fracionamento 

guiado por bioensaio, demonstrando ação agonista em receptores de estrogênio, 

sugerindo que pode ter efeito protetivo contra osteoporose, ataque cardíaco e outros 

problemas cardiovasculares (KITAOKA et al., 1998). O Óleo essencial obtido das 

folhas de A. brevipes mostrou atividades antimicrobiana contra bactérias Gram-

positivas e leveduras, e antiproliferativa contra células de linhagem tumoral MCF-7 

(mama), NCI-H460 (fígado) e PC-3 (próstata) (ALENCAR et al., 2016). 
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Figura 6. Substâncias isoladas de espécies do gênero Anaxagorea 
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2.3. Anaxagorea dolichocarpa 

 

Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith teve sua descrição publicada 

em 1930, após coleta na antiga Guiana Britânica, agora independente e conhecida 

como República da Guiana. Botanicamente é muito semelhante a duas outras 

espécies do gênero, A. acuminata e A. brevipes. É relatada como uma árvore com 

4,5-9,0 m de altura; com folhas oblongo-lanceoladas, verdes discolores, 20-23 x 6,5-

10 cm; flor solitária ou inflorescências com 2-4 flores, axilares, creme-amareladas, 

botão com 10-23 x 8-20 mm, ovoide, com sépalas livres e glabras, 6 pétalas livres, 

carnosas e oblongas, contendo estames laminares e carpelos numerosos; seu fruto é 

apocárpico, carpídios com deiscência explosiva e cerca de 5 cm de comprimento 

(Figura 7) (LOBÃO; ARAUJO; KURTZ, 2005; MAAS; WESTRA, 1985; PONTES; 

BARBOSA; MAAS, 2004; SANDWITH, 1930). 

Durante os dois primeiros dias da antese, período de abertura floral, as flores 

emitem forte odor frutado semelhante ao da banana, fragrância causada por ésteres 

alifáticos, como 3-metilbutanoato de etila e acetato de isobutila. Dessa forma, como 

ocorre com outras Anaxagorea, besouros Nitidulidae e Staphylinidae são atraídos pela 

planta, agindo, por conseguinte, como polinizadores (GOTTSBERGER, 2016; 

JÜRGENS; WEBBER; GOTTSBERGER, 2000). 

 

Figura 7. Espécie Anaxagorea dolichocarpa. a) e b) Flores; c) Fruto 

Fonte: a) e b) adaptado de LOPES (2012); c) powo.science.kew.org.  

a) b) c) 
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É a espécie mais amplamente distribuída e comum do gênero na região 

neotropical. Encontrada usualmente em florestas úmidas com até 1.300 m de altitude, 

está presente desde a Costa Rica até o sudeste brasileiro, sobretudo na região 

amazônica, mas também no Cerrado e Mata Atlântica do país (Figura 8 e Figura 9). 

No Nordeste ocorre na Bahia, Maranhão, Paraíba e Pernambuco (Figura 9) (LOBÃO; 

ARAUJO; KURTZ, 2005; LOPES; MELLO-SILVA, 2014a; MAAS; WESTRA, 1985; 

SCHARASCHKIN; DOYLE, 2005). 

 

Figura 8. Mapa e distribuição geográfica da espécie A. dolichocarpa, representada em verde, no mundo 

Fonte: tropicos.org/Name/1601465, acesso em 05 de junho de 2020. 

 

Conhecida popularmente como bananinha, envira-de-jacu, maraúba-grande, 

araticum-brabo e paixinho, A. dolichocarpa tem suas folhas, casca do caule e frutos 

usados na medicina tradicional para tratar gripes e resfriados (ANDRADE; OLIVEIRA; 

ZOGHBI, 2007; BRANDÃO et al., 2011; GRIPP et al., 2020). Além disso, segundo 

Mass & Westra (1984), na Guiana, sua casca serve para produção de corda e cestas 

artesanais e, após queimada, para limpeza dos dentes; no Suriname, as cascas e 

folhas são usadas para aliviar dor de cabeça; e no Equador a casca é um dos 

ingredientes do curare. 
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Figura 9. Mapa e distribuição geográfica da espécie A. dolichocarpa, representada em laranja, em parte 

das Américas Central e do Sul 

 

Fonte: gbif.org/pt/species/3156852, acesso em 05 de junho de 2020. 

 

A literatura científica relatou para essa espécie o isolamento de dois alcaloides 

aporfínicos, asimilobina e anaxogoreína, e alguns azafenantrênicos, como, por 

exemplo, eupolauramine e sampangina, estes tendo apresentado atividade 

antitumoral contra células leucêmicas K562, e 3-metoxisampangina e 4-

metoxisampangina, os quais e potencial atividade contra Leishmania donovani em 

abordagens de quimioinformática (HOCQUEMILLER et al., 1981; LORENZO et al., 

2016; LÚCIO et al., 2011; LÚCIO, 2015). A análise química do óleo essencial obtido 

de seus frutos demonstrou grande quantidade de sesquiterpenos, fato pouco comum 

em espécies de Annonaceae, mas já constatado em Xylopia. Os principais 

componentes identificados foram δ-cadinol (23,9%), óxido de cariofileno (12,2%), δ-

cadineno (9,5%), α-copaeno (7,9%) e γ-muuroleno (7,7%) (FOURNIER et al., 1994). 

O estudo do aroma floral por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (CG-EM) mostrou a predominância de ésteres alifáticos, com cerca de 28 e 

17% do total de compostos voláteis dos já mencionados 3-metilbutanoato de etila e 

acetato de isobutila, além de pequenas quantidades de outros compostos, como os 

sesquiterpenos β-copaeno, γ- e δ-cadineno (JÜRGENS; WEBBER; GOTTSBERGER, 



 

38 
 

2000). Um outro estudo por CG-EM, nesse caso com óleo essencial das folhas e dos 

pequenos caules, demonstrou maioria (55 e 60%, respectivamente) de monoterpenos, 

com maior abundância para α-pineno (folhas 16,8%; caules, 23,4%) e β-pineno 

(folhas, 12,3%; caules, 17,0%), mas também grande quantidade do sesquiterpeno 

espatulenol (folhas, 26,2%; caules, 21,1%). Acrescenta-se ainda, a revelação de um 

perfil de constituintes voláteis semelhante ao de várias espécies de Xylopia, reiterando 

assim a correlação entre os dois gêneros (ANDRADE; OLIVEIRA; ZOGHBI, 2007). A 

Figura 10 mostra alguns dos compostos referidos. 

 

Figura 10. Substâncias isoladas e/ou identificadas na espécie A. dolichocarpa 

 

 

Ademais, foi realizada a quantificação de fenólicos do extrato etanólico das 

cascas do caule de A. dolichocarpa e avaliação de sua atividade antioxidante in vitro. 

Os resultados indicaram a planta como fonte natural de compostos antioxidantes 

(ALMEIDA et al., 2011). Mais recentemente, um screening fitoquímico revelou os 

flavonoides e taninos como fenólicos mais frequentes no extrato etanólico da planta. 

Entretanto, foi sua porção hexânica, menos polar, portanto, a mais citotóxica contra 

células tumorais de cólon humano (HCT-116) (PINHEIRO et al., 2016). 

Adicionalmente, já foram relatadas atividades analgésica, antibacteriana contra 

Staphylococus aureus e antiviral contra o vírus da encefalomiocardite murina 

(BRANDÃO et al., 2011; GRIPP et al., 2020; LÚCIO et al., 2011).  
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2.4. Alcaloides 

 

Dewick (2009a) define alcaloides como sendo compostos de baixo peso 

molecular contendo nitrogênio, encontrados principalmente em plantas. Podem conter 

um ou mais átomos de nitrogênio, formando geralmente aminas primárias, 

secundárias ou terciárias, o que frequentemente confere basicidade ao composto, 

facilitando seu isolamento e purificação, visto que seus sais hidrossolúveis podem ser 

formados na presença de ácidos como o clorídrico (HCl), por exemplo. 

Os aminoácidos são os precursores desses compostos, sendo os principais a 

ornitina, a lisina, o ácido nicotínico, a tirosina, o triptofano, o ácido antranílico e a 

histidina. Seus esqueletos básicos muitas vezes são preservados e em geral os 

alcaloides são classificados com base na estrutura do aminoácido que os originou. 

Além disso, blocos construtores de outras vias biossintéticas como do acetato, do 

chiquimato e do metileritritol-fosfato são comumente incorporados na estrutura 

química (BÖTTGER et al., 2018; DEWICK, 2009a; SINGH; POONAM; GEETANJALI, 

2019). 

Os alcaloides de Annonaceae são quase todos isoquinolínicos e considerados 

farmacologicamente importantes, pois formam um grupo de compostos 

reconhecidamente medicinal. São divididos em diferentes subclasses, como 

isoquinolínicos simples, benziltetrahidroisoquinolínicos, bisbenzilisoquinolínicos, 

protoberberínicos, aporfinoides, entre outros. (CAVE, 1985; DEY et al., 2020; 

LEBOEUF et al., 1982; LÚCIO et al., 2015). 

A biossíntese dos isoquinolínicos ocorre a partir de duas moléculas de L-

tirosina, das quais uma é convertida em L-DOPA e em seguida à dopamina, e a outra 

no ácido 4-hidroxifenilpirúvico e este em 4-hidroxifenilacetaldeído. Após reação de 

condensação de Mannich e ao final de uma série metilações via enzima S-

adenosilmetionina (SAM), oxidações e acoplamentos oxidativos um aporfínico típico 

como a (S)-corituberina é formado (BÖTTGER et al., 2018; CAVE, 1985; DEWICK, 

2009a). 

Os alcaloides azafenantrenos eupolauramina e imbilina-1, e o copirínico 

eupolauridina, têm como precursor o azaoxoaporfínico sampangina. Sua produção 

inicia da clivagem oxidativa do anel A do composto 1,2-dihidroxi-7-oxoaporfínico, 

formando o ácido azaantraquinônico. Após transaminação deste e posterior 
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fechamento do anel piridona, a biossíntese é concluída por uma reação de 

desoxigenação. Além da via biossintética comum, mostrada na Figura 11, todos esses 

compostos são encontrados tanto em Anaxagorea como em Eupomatia, o que 

reafirma a proximidade desses gêneros, não obstante pertençam a famílias distintas 

(CARROLL; TAYLOR, 1991; TAYLOR, 1984). 
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Figura 11. Biossíntese dos alcaloides sampangina, imbilina-1, eupolauramina e eupolauridina 

 

Fonte: CARROLL; TAYLOR (1991); TAYLOR (1984). 
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2.5. Terpenoides 

 

Os terpenoides, terpenos ou isoprenoides representam o maior, mais diverso e 

antigo grupo de metabólitos secundários, com mais de 80.000 membros relatados em 

diferentes formas de vida, incluindo plantas. Esse montante corresponde a cerca de 

60% de todos os produtos naturais conhecidos. Inicialmente referidos como produtos 

de desintoxicação em plantas, desde os anos 1970 esses compostos demonstraram 

possuir diferentes funções, como repelentes e toxinas contra agressores ou, ao 

contrário, como agentes atrativos para polinizadores. Numa perspectiva econômica, 

apresentam importância em virtude de sua aplicação nas indústrias farmacêuticas, 

alimentícias, cosméticas, químicas e recentemente no desenvolvimento de 

biocombustíveis (ABBAS et al., 2017; GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; LANGE et 

al., 2000; NAGEGOWDA; GUPTA, 2020; THOLL, 2015; XIAO; ZHANG; WANG, 

2019). 

São formados pela fusão de unidades isoprênicas (C5), mediante ligação do 

tipo cabeça-cauda dos metabólitos bioquimicamente ativos isopentenil difosfato (IPP) 

e seu isômero dimetilalil difosfato (DMAPP). Nas plantas, esses blocos construtores 

são gerados por duas vias biossintéticas independentes, processadas em diferentes 

compartimentos subcelulares. A clássica via do mevalonato ou ácido mevalônico 

(MVA, do termo em inglês) gera o IPP a partir da acetil-CoA no citosol, enquanto que 

a via do 2-C-metileritritol-4-fosfato (MEP) origina IPP e DMAPP do piruvato e também 

do gliceraldeído-3-fostato nos plastídeos (Figura 12) (BERGMAN; DAVIS; PHILLIPS, 

2019; DEWICK, 2009b; GERSHENZON; CROTEAU, 2018; NAGEGOWDA; GUPTA, 

2020; THOLL, 2015). 

A combinação das unidades isoprênicas é catalisada por enzimas 

preniltransferases e produz compostos prenil polifosfatos acícicos de cadeia longa, os 

quais são precursores de todos os terpenoides. Assim, geranil difosfato (GPP, C10), 

formado pela condensação de DMAPP e IPP, é o precursor dos monoterpenos (C10); 

farnesil difosfato (FPP, C15), derivado de um DMAPP e dois IPP, dá origem aos 

sesquiterpenos (C15) e triterpenos (C30); e geranilgeranil difosfato (GGPP, C20), 

produzido por um DMAPP e três IPP, fornece os diterpenos (C20). Após formados, os 

compostos prenil difosfatos acíclicos sofrem uma série de reações de ciclização, 

acoplamento e rearranjo para então gerar os esqueletos carbônicos de cada uma das 
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classes de terpenos (Figura 13) (DEWICK, 2009b; GERSHENZON; CROTEAU, 2018; 

NAGEGOWDA; GUPTA, 2020). 

Discorrendo melhor sobre os sesquiterpenos, relata-se que geralmente são 

biossintetizados pela via do MVA e, devido ao tamanho da cadeia carbônica e às três 

duplas ligações do seu precursor FPP, apresentam muitas possibilidades de 

ciclizações, podendo resultar em compostos mono-, bi- ou tricíclicos diversos. Sendo 

assim, após a produção do cátion farnesil e sua posterior ciclização via C1-C11, pode-

se gerar o cátion humulil, o qual é estabilizado pela formação de uma dupla ligação 

originando um dos esqueletos clássicos para esse grupo de substâncias, o α-

humuleno, como mostrado na Figura 13. Este é um composto macrocíclico de 11 

membros e um dos sesquiterpenos mais comuns e amplamente distribuídos em 

plantas, além de ser precursor de uma série de outros compostos (DEWICK, 2009b; 

GUTTA; TANTILLO, 2006; KUMETA; ITO, 2016). 
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Figura 12. Biossíntese dos blocos construtores IPP e DMAPP 

 

Legenda: AACT, acetoacetil-CoA tiolase; CDP-ME, 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol; CDP-MEP, 4-

difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato; CMK, CDP-ME quinase; CMS, MEP citidilil transferase; DXP, 

1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato; DXR, DXP redutoisomerase; DXS, DXP sintase; G3P, gliceraldeído-3-

fosfato; HDR, HMB-PP redutase; HDS, HMB-PP sintase; HMB-PP, 4-hidroxi-3-metil-but-2-enildifosfato; 

HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA; HMGR, HMG-CoA redutase; HMGS, HMG-CoA sintase; IDI, 

IPP isomerase; MCS, ME-cPP sintase; ME-cPP, 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato; MK, MVA 

quinase; MVD, MVPP descarboxilase; MVP, mevalonato-5-fosfato; MVPP, mevalonatodifosfato; PMK, 

MVP quinase 

Fonte: DEWICK (2009b); XIAO; ZHANG; WANG (2019).
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Figura 13. Biossíntese de mono-, di-, triterpenos e do sesquiterpeno α-humuleno 

 

Legenda: FPS, FPP sintase; GGPS, GGPP sintase; GPS, GPP sintase; HMS, α-humuleno sintase 

Fonte: DEWICK (2009b); KUMETA; ITO (2016); XIAO; ZHANG; WANG (2019). 
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2.6. Câncer e atividade citotóxica 

 

O câncer, neoplasia maligna ou tumor maligno, é uma doença heterogênea 

causada por alterações genéticas e epigenéticas e determinada pela divisão 

desordenada de células anormais. Com frequência essas células podem desenvolver 

propriedades de invasão de tecidos normais e promover metástases, isto é, 

disseminar-se entre órgãos distantes do corpo. E além do fator hereditário, outros 

como exposição a agentes tóxicos e estilo de vida, como ganho de peso, consumo de 

álcool e cigarro e falta de exercício físico, da mesma forma são considerados de risco, 

favorecendo o surgimento da doença (GEORGAKOPOULOU; STEBBING; SCULLY, 

2018; GRAY et al., 2017; SHANKAR; GUPTA; GUPTA, 2019). 

É considerado o principal problema de saúde pública no mundo, estimando-se 

que em 2018 ocorreram 18 milhões de novos casos e 9,6 milhões de mortes, sendo 

os cânceres de pulmão, mama, cólon e reto e próstata os mais incidentes. Estudos 

recentes demonstram que vem ocorrendo um aumento significativo no número de 

novos casos em países pobres e em desenvolvimento, projetando-se que em 2040 

cerca de 70% de todos os casos serão diagnosticados nesses locais. No Brasil, avalia-

se que entre 2020 e 2022 ocorrerão em média 625 mil novos casos por ano, com os 

cânceres de pele, mama, próstata, cólon e reto, pulmão e estômago sendo os mais 

comuns (CHATTERJEE; RODGER; ECCLES, 2018; INCA, 2019; SIEGEL; MILLER; 

JEMAL, 2019; WILSON et al., 2019). 

Com relação ao tratamento, existem diferentes abordagens, incluindo cirurgia, 

radioterapia e quimioterapia. Esta última usa fármacos direcionados à eliminação de 

células malignas, no entanto tem como importante desvantagem o dano causado em 

tecidos proliferativos normais como a medula óssea, por exemplo. Logo, a despeito 

dos avanços, com consequente aumento no número de pacientes recuperados da 

doença, trata-se de uma área que ainda carece de soluções, havendo atualmente 

intensa busca por novos tratamentos (GEORGAKOPOULOU; STEBBING; SCULLY, 

2018; MILLER et al., 2019). 

Diante do relevante histórico como fonte para medicamentos antitumorais, 

correspondendo a cerca de 53% dos agentes empregados na quimioterapia, os PN 

ou seus derivados continuam sendo um dos principais alvos de pesquisa na área 

(CRAGG; NEWMAN, 2005; NEWMAN; CRAGG, 2020). Cabendo mencionar o local 
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de destaque dos alcaloides e terpenoides como compostos promissores para o 

tratamento das neoplasias (HUANG et al., 2012; LÚCIO et al., 2015; MONDAL et al., 

2019). 

Esses agentes químicos podem causar toxicidade celular por diversos 

mecanismos, como por destruição das membranas celulares, inibição de síntese 

protéica, inibição do alongamento das cadeias nucleotídicas, entre outros. Dessa 

maneira, para avaliar o efeito induzido por esses compostos, os ensaios de 

citotoxicidade e viabilidade celular são técnicas frequentemente empregas por serem 

baratas, rápidas, confiáveis e reprodutíveis. Dentre os tipos de ensaios, o colorimétrico 

com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) é um dos mais 

comuns e fundamenta-se na avaliação da viabilidade celular após tratamento com a 

amostra-teste, de forma que, caso esta apresente citotoxicidade, a célula inviável não 

conservará sua atividade enzimática mitocondrial. Para isso, mede-se a coloração 

roxa do composto formazan produzido após redução do MTT e com isso é possível 

avaliar a atividade enzimática das células afetadas, sendo a quantidade de formazan 

produzido, observada pela intensidade da cor, proporcional ao número de células 

viáveis (ASLANTÜRK, 2018; DENIZOT; LANG, 1986). 

Portanto, como a maior parte dos agentes quimioterápicos usados na 

terapêutica foi selecionado por conta de sua capacidade em influenciar a viabilidade 

e proliferação celular, o ensaio de citotoxicidade in vitro em linhagens de células 

tumorais pode ser considerada uma técnica adequada para a avaliação preliminar da 

atividade antitumoral. E a metodologia referida acima (redução do MTT) em estudos 

com Annonaceae, tanto de extratos e óleos essenciais como de seus metabólitos 

isolados, tem rendido bons resultados contra células de linhagens tumorais, podendo-

se apontar os exemplos mostrados no  (ALMEIDA et al., 2005; ASLANTÜRK, 2018; 

HOUGHTON et al., 2007).



 

48 
 

Quadro 1. Compostos, frações e extratos obtidos de espécies de Annonaceae com resultados positivos em ensaio de citotoxicidade por redução de MTT 

Compostos, frações e extratos Linhagem celular (CI50 ou % inibição) Referência 

Ácido ent-7α-acetoxitraquiloban-18-oico HL60 (127 µM); U937 (156 µM); K562 (207 µM); 

S180 (150 µM); V79 (224 µM) 

(CASTELLO BRANCO et al., 2009; PITA et al., 

2012; TAVARES et al., 2006) 

Ácido caurenoico K562 (12 µg mL-1); HL60 (9 µg mL-1); MDA-MB435 

(14 µg mL-1); SF295 (12 µg mL-1) 

(CAVALCANTI et al., 2009) 

Ácido 8(17)-12E,14-labdatrien-18-oico HL60 (300 µM); U937 (252 µM) (CASTELLO BRANCO et al., 2009) 

Espatulenol Hep2 (36 µg mL-1) (MATOS et al., 2006) 

Eupolauramina K562 (19 µg mL-1) (LÚCIO et al., 2011) 

Extratos de A. muricata HL-60 (6-49 µg mL-1) (PIEME et al., 2014) 

Extratos de A. vepretorum (50 µg mL-1) HCT-116 (100%); OVCAR-8 (90%); SF-295 (71%) (ALMEIDA et al., 2014) 

Extratos de A. dolichocarpa (50 µg mL-1) HCT-116 (89%); OVCAR-8 (54%); SF-295 (65%) (PINHEIRO et al., 2016) 

Extratos de D. chrysocarpa (50 µg mL-1) HCT-116 (60%); OVCAR-8 (49%); SF-295 (63%) (PINHEIRO et al., 2016) 

Liriodenina Hep2 (2 µM) (LI; XU; WANG, 2015) 

O-Metilmoscatolina Hep2 (12 µM) (SILVA et al., 2007) 

Óleo essencial de D. bibracteata (100 µg mL-1) MDA-MB-231 (99%); Hs 578T (100%) (PALAZZO et al., 2009) 

Óleo essencial de G. oliviformis (100 µg mL-1) MDA-MB-231 (100%); Hs 578T (36%) (PALAZZO et al., 2009) 

Óleo essencial de U. costaricensis (100 µg mL-1) MDA-MB-231 (100%); Hs 578T (17%) (PALAZZO et al., 2009) 

Óleo essencial de X. frutescens NCI-H358M (25 µg mL-1); PC-3M (40 µg mL-1) (FERRAZ et al., 2013) 

Policarpol Hep2 (25 µg mL-1) (MATOS et al., 2006) 

Sampangina K562 (11 µg mL-1) (LÚCIO et al., 2011) 

Xylodiol HL60 (90 µM); U937 (76 µM); K562 (40 µM); V79 

(112 µmol) 

(CASTELLO-BRANCO et al., 2011; CASTELLO 

BRANCO et al., 2009; TAVARES et al., 2007) 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Contribuir para a ampliação do conhecimento sobre a família Annonaceae por 

meio do estudo fitoquímico e avaliação da atividade biológica de Anaxagorea 

dolichocarpa. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Isolar por métodos clássicos e modernos de extração, fracionamento e purificação 

os alcaloides e terpenoides das raízes de A. dolichocarpa; 

 Caracterizar as estruturas químicas dos compostos isolados por meio das 

técnicas de Espectroscopia no Infravermelho, Polarimetria, Dicroísmo Circular, 

Espectrometria de Massas e Ressonância Magnética Nuclear; 

 Avaliar a citotoxicidade dos compostos isolados contra linhagens de células HCT-

116 (carcinoma colorretal humano) e L929 (fibroblastos murinos não-tumorais). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Equipamentos, materiais e procedimentos gerais 

 

A análise, o fracionamento, o isolamento e a purificação dos constituintes 

químicos do material vegetal ocorreram por uso de técnicas de cromatografia em 

coluna clássica (CC), cromatografia em camada delgada analítica (CCDA), 

cromatografia líquida de média pressão (CLMP) e cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). 

Para CC, CCDA e CLMP, foram utilizados como fase móvel os solventes 

comerciais hexano (Hex), clorofórmio (CHCl3), diclorometano (CH2Cl2), acetato de 

etila (AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou em misturas binárias. Para CLAE, foram 

utilizados MeOH grau de pureza HPLC (Tedia®) e água ultrapura (purificada em 

sistema Milli-Q®), puros ou em misturas binárias. Para o isolamento dos alcaloides, a 

fase aquosa foi acidificada com ácido fórmico (0,1%). 

Na CC, foi utilizada como fase estacionária sílica gel (SiliaFlash® G60 da 

SiliCycle®, com partículas de 60-200 µm, 70-230 mesh, 60 Å). Já na CLMP a fase 

estacionária utilizada foi sílica gel, porém com menor tamanho de partícula 

(SiliaFlash® F60 da SiliCycle®, com partículas de 40-63 µm, 230-400 mesh, 60 Å). 

Para os procedimentos cromatográficos de separação das frações alcaloídicas, 

procedeu-se previamente o tratamento da sílica com bicarbonato de sódio (NaHCO3) 

a 10%, seguindo metodologia desenvolvida por Costa et al. (2006). Para as duas 

técnicas (CC e CLMP), utilizou-se como suporte colunas cilíndricas de vidro cujo 

comprimento e diâmetro variaram de acordo com a quantidade da amostra e da fase 

estacionária utilizadas. 

Para a CLMP, utilizou-se o equipamento automatizado BUCHI® conectado a 

um computador contendo um aplicativo gerenciador e composto por um sistema de 

duas bombas modelo C-605, unidade de controle C-620, detector fotométrico UV C-

640 e coletor de frações C-660. O fluxo empregado para todas as análises foi de 10 

mL/min. 

As frações obtidas por CC e CLMP foram analisadas por CCDA utilizando-se 

placas de sílica gel com suporte de alumínio (SiliaPlate® com indicador F-254, 

espessura de 200 µm e 20x20 cm de dimensão) adquiridas comercialmente. Após 
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aplicação das amostras, as placas foram reveladas por exposição à luz UV nos 

comprimentos de onda 254 e 366 nm, no aparelho BOIT-LUB01 da marca Boitton, ou 

por borrifação de reagente de Dragendorff preparado em laboratório. No caso das 

frações obtidas por CLMP, o cromatograma gerado pelo software do equipamento foi 

analisado em conjunto com as manchas na CCDA para se decidir os agrupamentos 

das frações. 

As amotras utilizadas nas análises e purificações por CLAE foram preparadas 

acrescentando-se MeOH e, em seguida, colocando-as em banho de ultrassom, no 

aparelho USC-1600 da marca Unique, para favorecer a solubilização. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 3 minutos, em 4º C, no equipamento 

Rotina 380R da Hettich e, por fim, filtradas em filtro de PVDF com poro de 0,45 µm de 

diâmetro. 

Para as purificações por CLAE, primeiramente desenvolveu-se um método na 

escala analítica orientado para posterior transposição para as escalas preparativa e 

semipreparativa. Portanto, todas as frações purificadas por essa técnica passaram 

pela mesma etapa de desenvolvimento de método analítico prévio. 

Para CLAE na escala analítica, utilizou-se o equipamento Shimadzu 

Prominence composto por controlador de sistema modelo CBM-20A, bomba LC-20AT, 

desgaseificador DGU-20A 5R, auto-injetor SIL-20A HT e detector de arranjo de diodo 

(DAD) SPD-M20A. Foram utilizadas as colunas analíticas ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 

mm e partículas de 5 µm) conectada a uma pré-coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e 

partículas de 5 µm), Kromasil 100-10-C18 (250 mm x 4,6 mm e partículas de 10 µm) 

conectada a uma pré-coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e partículas de 10 µm) e 

Phenomenex Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm e partículas de 5 µm) conectada a uma 

pré-coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e partículas de 5 µm). O fluxo empregado para as 

análises foi de 0,6 mL/min, o volume de injeção foi de 20 µl e as amostras preparadas 

na concentração de 1 mg/mL. 

Na escala semipreparativa, os procedimentos foram feitos no equipamento 

Shimadzu constituído por controlador de sistema SLC-10A vp, bomba LC-10AD vp, 

válvula solenoide FCV-10AL vp, desgaseificador DGU-14A, injetor manual Rheodyne 

e detector UV-vis SPD-10A vp. Utilizou-se uma coluna semipreparativa Venusil XBP 

C18 (250 mm de comprimento x 10 mm e partículas de 10 µm) conectada a uma pré-

coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e partículas de 10 µm). O fluxo empregado para as 



 

52 
 

purificações foi de 3,5 mL/min, o volume de injeção foi de 100 µl e as amostras foram 

preparadas em concentrações de até 100 mg/mL, variando de acordo com as 

características da amostra, buscando-se com isso prevenir coeluição das substâncias. 

Os isolamentos em CLAE na escala preparativa ocorreram no equipamento 

Shimadzu com controlador de sistema modelo SLC-10A vp, duas bombas LC-6AD, 

injetor manual Rheodyne e detector DAD SPD-M10A vp. A coluna preparativa utilizada 

no procedimento foi uma ACE 5 C18 (250 mm x 21,2 mm e partículas de 5 µm). O 

fluxo da fase móvel foi de 8,0 mL/min, com volume de injeção da amostra de 100 µl, 

as quais foram preparadas em concentrações de até 100 mg/mL, variando de acordo 

com suas características das frações. 

 

4.2. Equipamentos e procedimentos analíticos 

 

4.2.1. CLAE acoplada a Espectrometria de Massas e Espectrometria de Massas de 

Alta Resolução com Ionização por Eletrospray 

 

Nas análises realizadas pela técnica de CLAE acoplada a Espectrometria de 

Massas (CLAE-EM), foi utilizado o equipamento CLAE Prominence composto por 

controlador de sistema modelo CBM-20A, duas bombas LC-20AD, desgaseificador 

DGU-20A3, auto-injetor SIL-20A e, nesse caso, acoplado a um espectrômetro de 

massas de baixa resolução da marca Bruker, modelo Ion Trap-amaZonX com 

ionização por electrospray (IES), operando no modo positivo de aquisição. A 

fragmentação por CID foi realizada no modo auto MS/MS utilizando o modo de 

resolução avançada para o modo MS e MS/MS e os espectros (m/z 50 – 1.000) foram 

registrados a cada 2 s. A coluna analítica empregada foi uma Kromasil 100-5-C18 

(250 mm x 4,6 mm, com partículas de 5 µm) conectada a uma pré-coluna C18 (4 mm 

x 3,0 mm, partículas de 5 µm). 

Foram ainda realizadas algumas análises por injeção direta das amostras, 

utilizando o mesmo equipamento de EM. 

Os picos obtidos, tando por CLAE-EM, como por injeção direta, foram 

submetidos ao processo de fragmentação em sequência (tandem ou MSn). 

Os espectros de massas de alta resolução foram obtidos por IES (EMAR-IES) 

num aparelho Bruker micrOTOFII, operando em modo positivo.  
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4.2.2. Ressonância Magnética Nuclear 

 

Os espectros de RMN 1D e 2D foram registrados nos equipamentos Bruker 

AVANCE III HD (400 e 100 MHz para 1H e 13C, respectivamente), Varian NMR (500 e 

125 MHz para 1H e 13C, respectivamente) e Bruker AVANCE III HD 800 MHz (800 e 

200 MHz para 1H e 13C, respectivamente). Para dissolução das amostras foram 

utilizados os solventes deuterados clorofórmio (CDCl3) e metanol (CD3OD) e os 

solventes residuais CHCl3 (δH 7,24 e δC 77,0) e MeOH (δH 3,30 e δC 49,0) como padrão 

interno. Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão (ppm) 

e as constantes de acoplamento J em Hz. Utilizaram-se as convenções s (simpleto), 

d (dupleto), dd (dupleto duplo), ddd (duplo dupleto duplo), dt (tripleto duplo), t (tripleto) 

e m (multipleto) para indicar as multiplicidades dos sinais de 1H. 

 

4.2.3. Infravermelho 

 

Na região do infravermelho (IV), os espectros foram obtidos nos 

espectrômetros Bruker Vertex 70, com amostras solubilizadas em CHCl3; e Rayleigh 

WQF-510 FT-IR e PerkinElmer Frontier FT-IR, com amostras preparadas em pastilhas 

de KBr. O número de onda foi medido em cm-1. 

 

4.2.4. Rotação óptica 

 

A rotação óptica ([α]D) foi analisada no polarímetro Jasco P-2000, em CHCl3, a 

25º C. Após medição do ângulo de desvio da luz polarizada, os dados foram 

calculados considerando o comprimento da cubeta e a concentração da amostra. O 

resultado foi expresso em [α]D. 

 

4.2.5. Dicroísmo Circular 

 

Os espectros de Dicroísmo Circular (DC) foram obtidos no espectropolarímetro 

modelo J-815 da Jasco. As leituras foram feitas no intervalo de 180 a 400 nm, a 25º 

C e as amostras solubilizadas em EtOH. 
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Para estabelecer a estereoquímica absoluta dos compostos, os dados 

experimentais de DC foram comparados com os calculados. Para isso, os estudos 

conformacionais foram realizados no programa Spartan’16 utilizando o campo de 

força MMFF94 (molecular mechanics force field). Os confôrmeros com até 10 kcal/mol 

de energia foram gerados e otimizados com cálculos usando DFT (density functional 

theory) em B3LYP/6-311+G(2d,p). Os espectros foram obtidos por DFT e TD-DFT 

(time-dependent-DFT) utilizando o programa Gaussian 09 e analisados no SpecDis 

v.1.71. 

 

4.3. Material vegetal 

 

As raízes de A. dolichocarpa foram coletadas no município de Cruz do Espírito 

Santo-PB, em dezembro de 2010 e abril de 2018. O registro de acesso ao Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen) foi obtido com o código AE4B71A. As identificações botânicas 

foram realizadas pela Profa. Dra. Maria de Fátima Agra, do Centro de Biotecnologia 

(CBiotec) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). A exsicata encontra-se 

depositada no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), no Centro de Ciências Exatas 

e da Natureza (CCEN/UFPB), registrada como AGRA & GÓES 5543. 

 

4.4. Obtenção dos extratos etanólicos brutos 

 

As raízes coletadas em 2010 foram desidratadas em estufa com ar circulante à 

temperatura de 45 °C por um período de 96 h. Em seguida, o material obtido foi 

pulverizado em moinho mecânico, dando origem a 700 g de pó seco. Este foi então 

submetido à maceração com etanol (EtOH) a 95% por 72 h, em cinco repetições. A 

solução extrativa foi concentrada em evaporador rotativo à 45 ºC, resultando em 77,6 

g do extrato etanólico bruto I (EEB-I) (Esquema 1) (LÚCIO, 2015). 

Uma parte do EEB-I (76,1 g) foi inicialmente submetida a um 

desengorduramento com hexano, para extração dos componentes apolares, 

permanecendo em contato com o solvente, sob agitação mecânica, por cerca de 5 

minutos. O material foi então filtrado e separado. 
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O resíduo do EEB-I resultante da filtragem, pesando 66,4 g, foi submetido ao 

procedimento de extração ácido-base para alcaloides seguindo a metodologia 

desenvolvida por Costa et al. (2006) (Esquema 2). Assim, iniciou-se adicionando 200 

mL de CH2Cl2 ao EEB-I, solubilizando parcialmente o material após agitação. Este foi 

repetidamente particionado em funil de separação com soluções de 200 mL de HCl a 

3%, até que a fase aquosa ácida extrativa se apresentasse límpida. O procedimento 

gerou as fases CH2Cl2 neutra (contendo uma fração insolúvel) e a fase aquosa ácida. 

A seguir, a fase aquosa ácida, com cerca de 2.000 mL de volume, foi basificada a frio 

com NH4OH até atingir pH 11-12. Procedeu-se então a um novo particionamento, 

sendo utilizadas, em cada ciclo, alíquotas de 150 mL da fase aquosa basificada e 100 

mL de CH2Cl2, com três repetições para cada alíquota, dando origem às fases aquosa 

básica e CH2Cl2 alcaloídica. Após esse procedimento, voltou-se à fase CH2Cl2 neutra 

para separá-la da fração insolúvel, o que foi conseguido com auxílio de um funil, 

adicionando-se pequenos volumes de CH2Cl2 à fase para se obter a máxima extração. 

Para retirada do excesso de solução ácida, a fase CH2Cl2 neutra foi lavada com água 

destilada, desidratada com sulfato de sódio anidro e filtrada. Ao final, as fases em 

solução foram concentradas em evaporador rotativo à 40 ºC, fornecendo 2,2775 g de 

fase CH2Cl2 alcaloídica, agora denominada Fração Alcaloídica (FA), 0,0833 g de 

fração aquosa básica, 1,5057 g de fase CH2Cl2 neutra e 11,4745 g de fração insolúvel. 
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Esquema 1. Obtenção e desengorduramento do EEB-I das raízes de A. dolichocarpa 

Raízes secas e pulverizadas 

(700 g)

EEB-I 

(77,6 g)

EEB-I

(76,1 g)

Filtrado hexânico
EEB-I

(66,4 g)

Desengorduramento com hexano

Filtração

Reservado 

(1,5 g)

EtOH 95% - 5 x 72 h

Filtração

Rotaevaporação
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Esquema 2. Tratamento do EEB-I das raízes de A. dolichocarpa e extração ácido-base 

 

 

Extrato etanólico bruto I

(66,4 g)

Fase aquosa ácida

Fase CH2Cl2 alcaloídica

Fração Alcaloídica 

(2,2775 g)

Rotaevaporação

Fase aquosa básica

Fase aquosa básica

(0,0833 g)

Rotaevaporação

Basif. c/ NH4OH (pH 11-12)

Extração com CH2Cl2

Fase CH2Cl2 neutra

Fase CH2Cl2 neutra

Fase CH2Cl2 neutra

(1,5057 g)

Lavagem com H2O 
Desidrat. com Na2SO4

Filtração

Rotaevaporação

Fração insolúvel

(11,4745 g)

Extração com CH2Cl2

Solubilização c/ CH2Cl2

Extração com HCl 3%
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As raízes coletadas em 2018 foram desidratadas do mesmo modo, em estufa 

com ar circulante à 45 °C por 96 h. O material obtido foi pulverizado em moinho, 

resultando em 1.720 g de pó seco, o qual foi submetido à três etapas de maceração 

com EtOH a 95% por 72 h. O solvente foi removido em evaporador rotativo à 45 ºC, 

produzindo 52,6 g do extrato etanólico bruto II (EEB-II) (Esquema 3). 

À alíquota de 49,3 g do EEB-II foi adicionada uma solução de MeOH:H2O (7:3) 

e essa mistura foi parcialmente homogeneizada sob agitação mecânica por cerca de 

sessenta minutos, obtendo-se então uma suspensão hidroalcoólica. Em seguida, esta 

foi submetida a um procedimento de partição líquido-líquido, utilizando-se os 

solventes Hex, CHCl3, AcOEt e n-BuOH, em ordem crescente de polaridade, dando 

origem, respectivamente, às fases Hex, CHCl3, AcOEt, n-BuOH e Aquosa (Esquema 

3). 

As fases Hex, CHCl3, AcOEt foram desidratadas com sulfato de sódio anidro, 

filtradas e concentradas em evaporador rotativo à 40 ºC, fornecendo 17,0963 g de 

fase Hex, 6,7141 g de fase CHCl3 e 1,8874 g de fase AcOEt. As fases n-BuOH e 

Aquosa foram concentradas em evaporador rotativo à 60 ºC e 45 ºC, respectivamente, 

acrescentando-se quantidades de EtOH nas soluções para facilitar o processo de 

evaporação, obtendo-se 5,6502 g da n-BuOH e 17,9750 da Aquosa. 
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Esquema 3. Obtenção e particionamento do EEB-II das raízes de A. dolichocarpa 

 

 

4.5. Isolamento dos constituintes químicos 

 

Para o fracionamento da FA do EEB-I, uma alíquota de 2,1330 g foi submetida 

à CLMP com sílica gel (tratada com NaHCO3 10 %) e os eluentes Hex:CHCl3 (100:0 

até 0:100), CHCl3:AcOEt (100:0 até 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 até 3:7) gerando no 

total 116 frações de 50 mL, que foram analisadas por meio do cromatograma gerado 

pelo equipamento e por CCDA e agrupadas de acordo com a similaridade em 20 

frações codificadas como FA seguida da numeração que indica a ordem de coleta ( e 

Esquema 4). 

Após reaplicação das amostras em CCDA, eluição e revelação com reagente 

de Dragendorff, optou-se por iniciar o trabalho de isolamento dos constituintes das 

frações codificadas como FA08-15, FA30-38 e FA39-56, pois apresentaram 

colorações sugestivas da presença de alcaloides, variando entre manchas escuras, 

avermelhadas e as características manchas alaranjadas. 

A fração FA08-15, pesando 95,0 mg e eluída em Hex:CHCl3 (8:2), foi submetida 

à CLMP com sílica gel (com NaHCO3 10 %) e os eluentes Hex:CHCl3 (100:0 até 0:100) 

Raízes secas e pulverizadas 

(1.720 g)

EEB-II 

(52,6 g)

EEB-II

(49,3 g)

Hex

(17,0963 g)

CHCl3

(6,7141 g)

AcOEt

(1,8874 g)

n-BuOH

(5,6502 g)

Aquosa

(17,9750 g)

Suspensão com MeOH:H2O (7:3)

Partição com Hex/CHCl3/AcOEt/n-BuOH

Reservado 

(3,3 g)

EtOH 95% - 3 x 72 h

Filtração

Rotaevaporação
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e CHCl3:AcOEt (100:0 até 0:100) gerando no total 45 frações de 20 mL, que foram 

analisadas pelo cromatograma do equipamento e por CCDA e agrupadas por 

similaridade em 09 subfrações (Esquema 5). 

A subfração FA08-15.13, com 15,8 mg, obtida em Hex:CHCl3 (95:05), foi 

purificada em CLAE semipreparativa. O método analítico desenvolvido consistiu em 

um sistema de gradiente dos eluentes água (0,1% de ác. fórmico):MeOH (95:5 até 

0:100) em 60 min e leitura em 254 nm. O procedimento deu origem à 07 subfrações, 

das quais a 04 (2,0 mg), purificada com 74% de MeOH, foi codificada como ALC-05 

e encaminhada para análise por espectrometria de RMN (Esquema 5). 

A subfração FA08-15.14-16, com 23,4 mg, igualmente coletada em Hex:CHCl3 

(95:05), foi purificada em CLAE semipreparativa. O método analítico compreendeu um 

gradiente dos eluentes água (0,1% de ác. fórmico) (A) e MeOH (B) e leitura em 254 

nm. Assim, o gradiente foi iniciado (0,01 min) com 20% de B até 70% em 40 min, 

mantendo a eluição isocrática (70%) até 50 min, finalizando a corrida com um novo 

gradiente até 100% de B com 65 min. A purificação permitiu a separação de 06 

subfrações, das quais a 03 (1,5 mg, em 70% de B), a 04 (4,7 mg, em 72% de B) e a 

05 (0,6 mg, em 80% de B) foram codificadas como ALC-04, ALC-03 e ALC-02, 

respectivamente, todas levadas para análise por espectrometria de RMN (Esquema 

5). 

A fração FA30-38, 197,3 mg, eluída em Hex:CHCl3 (1:9), foi purificada por 

CLAE preparativa com o gradiente de eluição de água (0,1% de ác. fórmico) (A) e 

MeOH (B) e leitura em 254 nm. O gradiente iniciou (0,01 min) com 0% indo até 65% 

de B em 45 min, mantendo-se eluição isocrática (65%) até 55 min, concluindo até 

100% de B em 90 min. Das 20 subfrações coletadas, a 16 (1,5 mg), eluída com 65% 

de B, apresentou-se pura e em quantidade. Por isso, foi codificada como ALC-06 e 

análisada em RMN (Esquema 6). 

A fração FA39-56, com 295,5 mg e coletada em CHCl3:AcOEt (9:1), foi 

submetida à CLMP com sílica gel (com NaHCO3 10 %) e os eluentes Hex:CHCl3 

(100:0 até 0:100), CHCl3:AcOEt (100:0 até 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 até 3:7) 

gerando no total 49 frações de 50 mL, as quais, após análise do cromatograma gerado 

pelo equipamento e da CCDA, foram agrupadas por similaridade em 11 subfrações 

(Esquema 7). 
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A subfração FA39-56.11-23, com 121,4 mg e separada em CHCl3, foi 

submetida à CLAE semipreparativa com os solventes água (0,1% de ác. fórmico) (A) 

e MeOH (B), e leitura em 254 nm. Assim, o gradiente foi iniciado (0,01 min) com 30% 

de B até 40% em 20 min, permanecendo com eluição isocrática (40%) até 65 min, 

retomando-se o gradiente até 100% de B em 100 min. A purificação permitiu a 

separação de 09 subfrações, das quais a 07 (3,6 mg) foi coletada em 45% de B, 

codificada como ALC-01, e encaminhada para análise por RMN. 

Os compostos codificados como ALC-01 – 06 tiveram seus resultados 

discutidos no Capítulo 2, onde foram identificados como compostos 1 – 6, 

respectivamente. Ou seja, o ALC-01 é o Composto 1 e assim por diante. 
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Tabela 1. Dados do fracionamento da Fração Alcaloídica do EEB-I de A. dolichocarpa 

Sistema eluente Frações FA 

Hexano 01-03 

Hex:CHCl3 (9:1) 04-06 

Hex:CHCl3 (8:2) 07-09 

Hex:CHCl3 (7:3) 10-12 

Hex:CHCl3 (6:4) 13-15 

Hex:CHCl3 (1:1) 16-19 

Hex:CHCl3 (4:6) 20-22 

Hex:CHCl3 (3:7) 23-25 

Hex:CHCl3 (2:8) 26-28 

Hex:CHCl3 (1:9) 29-31 

CHCl3 32-37 

CHCl3:AcOEt (9:1) 38-40 

CHCl3:AcOEt (8:2) 41-43 

CHCl3:AcOEt (7:3) 44-46 

CHCl3:AcOEt (6:4) 47-49 

CHCl3:AcOEt (1:1) 50-53 

CHCl3:AcOEt (4:6) 54-56 

CHCl3:AcOEt (3:7) 57-59 

CHCl3:AcOEt (2:8) 60 

CHCl3:AcOEt (1:9) 61-62 

AcOEt 63-68 

AcOEt:MeOH (9:1) 69-71 

AcOEt:MeOH (8:2) 72-74 

AcOEt:MeOH (7:3) 75-84 

AcOEt:MeOH (6:4) 85-92 

AcOEt:MeOH (1:1) 93-95 

AcOEt:MeOH (3:7) 96-116 
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Esquema 4. Fracionamento da Fração Alcaloídica do EEB-I de A. dolichocarpa 

 

 

Fração Alcaloídica

(2,2775 g)

Fração Alcaloídica

(2,1330 g)

20 frações

01-07 08-15 16-18 19-20 21 22-29 30-38 39-56 57-65 66-80 81-88 89-92 93-96 97-100 101-102 103-105 106-108 109-112 113-115 116

CLMP de sílica gel (NaHCO3)

Hex:CHCl3 - CHCl3:AcOEt - AcOEt:MeOH

CCDA
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Esquema 5. Purificação da fração 08-15 da Fração Alcaloídica do EEB-I de A. dolichocarpa 

 

08-15

(95,0 mg)

Hex:CHCl3 (8:2)

09 frações

08-15.01-09 08-15.10-11
08-15.13

(15,8 mg)

Hex:CHCl3 (95:5)

07 frações

08-15.13.04

(2,0 mg)

74% MeOH

ALC-05

CLAE          
semi-prep.

08-15.14-16

(23,4 mg)

Hex:CHCl3 (95:5)

06 frações

08-15.14-16.04

(4,7 mg)

72% MeOH

ALC-03

08-15.14-16.03

(1,5 mg)

70% MeOH

ALC-04

08-15.14-16.05

(0,6 mg)

80% MeOH

ALC-02

CLAE          
semi-prep.

08-15.17-24 08-15.25-27 08-15.28-40 08-15.41-4508-15.12

CLMP de sílica gel (NaHCO3)

Hex:CHCl3 - CHCl3:AcOEt

CCDA
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Esquema 6. Purificação da fração 30-38 da Fração Alcaloídica do EEB-I de A. dolichocarpa 

 

30-38

(197,3 mg)

Hex:CHCl3 (1:9)

20 frações

30-38.16

(1,5 mg)

65% MeOH

ALC-06

CLAE

Preparativa
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Esquema 7. Purificação da fração 39-56 da Fração Alcaloídica do EEB-I de A. dolichocarpa 

 

39-56

(295,5 mg)

CHCl3:AcOet (9:1)

11 frações

39-56.01-02 39-56.03 39-56.04 39-56.05 39-56.06 39-56.07-10
39-56.11-23

(121,4 mg)

CHCl3

09 frações

36-56.11-23.07

(3,6 mg)

45% MeOH

ALC-01

CLAE     
semi-prep.

39-56.24-39 39-56.40 39-56.41-42 39-56.43-49

CLMP de sílica gel (NaHCO3)

Hex:CHCl3- CHCl3:AcOEt- AcOEt:MeOH

CCDA
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O trabalho com o EEB-II foi realizado com o fracionamento da fase Hex. Dessa 

maneira, uma alíquota de 8,12 g foi submetida à CC com sílica gel e os eluentes 

Hex:AcOEt (100:0 até 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 até 1:1), gerando no total 24 

frações de 100 mL, que foram analisadas por CCDA e agrupadas de acordo com a 

similaridade em 06 frações codificadas como FH seguida da numeração que indica a 

ordem de coleta ( e Esquema 8). 

A fração FH03-04, pesando 95,0 mg, eluída em Hex:AcOEt (7:3), foi submetida 

à CLAE preparativa. O método consistiu em um gradiente de água (A) e MeOH (B), 

com leitura em 254 nm. Assim, o gradiente foi iniciado (0,01 min) com 20% de B até 

70% em 40 min, permanecendo com eluição isocrática (70%) até 50 min, finalizando 

a corrida com um novo gradiente até 100% em 65 min. O procedimento permitiu a 

separação de 18 subfrações, das quais a 02 (2,0 mg), coletada em 70% de B, foi 

codificada como SESQ-5 e encaminhada para análise por RMN (Esquema 8). 

A fração FH07-08, com 85,8 mg e eluída em Hex:AcOEt (1:1), foi separada em 

CLAE preparativa usando como método analítico o sistema de gradiente de 

água:MeOH (95:5 até 0:100) em 75 min e leitura em 254 nm. Com isso, foram obtidas 

07 subfrações, sendo a 01 (1,0 mg), coletada em 75% de B, codificada como SESQ-

1 e enviada para análise por RMN (Esquema 8). 

 

Tabela 2. Dados do fracionamento da fase Hexano do EEB-II de A. dolichocarpa 

Sistema eluente Frações FH 

Hex:AcOEt (9:1) 01-02 

Hex:AcOEt (7:3) 03-06 

HexAcOEt (1:1) 07-10 

Hex:AcOEt (3:7) 11-12 

Hex:AcOEt (1:9) 13-15 

AcOEt 16 

AcOEt:MeOH (9:1) 17-18 

AcOEt:MeOH (7:3) 19-22 

AcOEt:MeOH (1:1) 23-24 
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Esquema 8. Fracionamento da fase Hexano do EEB-II de A. dolichocarpa 

 

 

Para o fracionamento da fase CHCl3, uma alíquota de 6,70 g foi submetida à 

CLMP com sílica gel e os solventes Hex:AcOEt (100:0 até 0:100) e AcOEt:MeOH 

(100:0 até 1:1) rendendo 41 frações de 50 mL, que foram analisadas pelo 

cromatograma do equipamento e por CCDA e agrupadas por similaridade em 04 

frações codificadas como FC seguida da numeração de coleta ( e Esquema 9). 

A fração FC13-21, com 197,3 mg, obtida em Hex:AcOEt (7:3), foi fracionada 

em CLAE preparativa. O método analítico consistiu em um gradiente de água (A) e 

MeOH (B), leitura em 254 nm. O gradiente foi 0% até 65% de B em 45 min, persistindo 

com eluição isocrática (65%) até 70 min, continuando a corrida com gradiente até 

100% em 105 min. A cromatografia permitiu a separação de 20 subfrações, das quais 

a 08 (2,0 mg), a 10 (6,0 mg), a 11 (6,8 mg) e a 15 (0,5 mg), todas coletadas em 65% 

de B, foram codificadas como SESQ-3, SESQ-6, SESQ-4, SESQ-2, respectivamente, 

e direcionadas para análise por RMN (Esquema 9).  

Fase Hex 

(8,12 g)

01-02
03-04

(95,0 mg)

Hex:AcOEt (7:3)

18 frações

05-06.02

(2,0 mg)

70% MeOH

SESQ-5

CLAE       
Preparativa

05-06
07-08

(85,8 mg)

Hex:AcOEt (1:1)

7 frações

07-08.01

(1,0 mg)

75% MeOH

SESQ-1

CLAE    
Preparativa

09-15 16-24

CC de sílica gel

Hex:AcOEt - AcOEt:MeOH

CCDA
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Tabela 3. Dados do fracionamento da fase CHCl3 do EEB-II de A. dolichocarpa 

Sistema eluente Frações 

Hex:AcOEt (9:1) 01-12 

Hex:AcOEt (7:3) 13-21 

Hex:AcOEt (1:1) 22-28 

Hex:AcOEt (3:7) 29-30 

AcOEt 31-34 

AcOEt:MeOH (7:3) 35-37 

AcOEt:MeOH (1:1) 38-41 

 

Esquema 9. Fracionamento da fase CHCl3 do EEB-II de A. dolichocarpa 

 

 

Os resultados a cerca dos compostos SESQ-01 – 06 serão discutidos no 

Capítulo 3, no qual foram identificados como compounds 1 – 6, na mesma ordem, isto 

é, SESQ-01 é o Compound 1 e assim por diante. 

  

Fase CHCl3

(6,70 g)

01-12
13-21

(197,3 mg)

Hex:AcOEt (7:3)

20 frações

13-21.08

(12,1 mg)

65% MeOH

SESQ-3

13-21.10

(6,0 mg)

65% MeOH

SESQ-6

13-21.11

(6,8 mg)

65% MeOH

SESQ-4

13-21.15

(0,5 mg)

65% MeOH

SESQ-2

CLAE       
Preparativa

22-34 35-41

CLMP de sílica gel (NaHCO3)

Hex:AcOEt - AcOEt:MeOH

CCDA
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4.6. Avaliação da citotoxicidade 

 

Para a avaliação da citotoxicidade foram utilizadas as linhagens HCT-116 

(carcinoma colorretal humano) e L929 (fibroblasto murino), mantidas em meio de 

cultura RPMI-1640. O meio foi suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 

1% de solução de antibiótico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas 

em estufa à 37 ºC, em atmosfera úmida enriquecida com 5% de CO2. 

A citotoxicidade foi mensurada pelo ensaio de redução do MTT, brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MOSMANN, 1983). 

As células foram adicionadas em placas de 96 poços, na concentração de 3 x 

105 células/mL (HCT-116 e L929). Em seguida, foram preparadas soluções estoque 

de 20 mM das substâncias, dissolvidas em DMSO (100%), da qual foi produzida 

solução de trabalho na concentração 50 µM, diluída em meio RPMI-1640, não 

ultrapassando a concentração final de 0,5% de DMSO. O DMSO (20%) foi utilizado 

como controle positivo. Após 72 h de incubação as placas foram centrifugadas (500 

g, 5 min, 25 °C), foi removido 110 µL do sobrenadante, sendo adicionado 10 µL de 

MTT (5 mg/mL) (Sigma-aldrich). As placas foram incubadas por 3 h em estufa de 5% 

de CO2, a 37 °C, para redução do sal e formação dos cristais de formazan. Após o 

período de incubação, foi adicionado 100 µL de SDS (dodecil sulfato de sódio) (10% 

HCl 0,01 N), para a solubilização dos cristais de formazan. A absorbância foi medida 

em um leitor de placa, no comprimento de onda de 570 nm. 

Os experimentos foram realizados em triplicata ou quadruplicata e a 

porcentagem de inibição foi calculada no programa GraphPad Prism 5.0. Uma escala 

de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico da amostra testada: 

amostra sem atividade (1 a 20% de inibição), com pouca atividade (inibição de 

crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada (inibição de 

crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibição de 

crescimento variando de 70 a 100%).  

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0, realizando o 

teste ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey. 

Os resultados de citotoxicidade dos compostos avaliados, quais sejam os 

alcaloides ALC-01 – 05 (Compostos 1 – 5) e os sesquiterpenoides SESQ-03, 04 e 06 

(Compounds 3, 4 e 6), são apresentados nos Capítulos 2 e 3, respectivamente.  
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Graphical Abstract 

 

 

A chemical investigation of Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith led 

to isolation of six (1 – 6) alkaloids, five of which had their cytotoxic activity 

evaluated against HCT-116 and L929 cell lines. 
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TWO NEW AZAPHENANTHRENE ALKALOIDS FROM Anaxagorea dolichocarpa 

Sprague & Sandwith 

 

A chemical investigation of Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith, a member 

of Annonaceae family, was carried out. The ethanolic extract from the roots of this plant 

led, by chromatography tecniches, to isolation of the new azaphenanthrene alkaloids 

dolichocarpine (1) and 9-methoxyeupolauramine (2), besides the known alkaloids 

eupolauramine (3), 3-methoxyeupolauridine (4), eupolauridine (5) and 4-

methylsampangine (6). The structures of isolated compounds were established by 1D 

and 2D NMR, HRESIMS, tandem MSn and IR data. The cytotoxicity of compounds 1 – 

5 was evaluated against HCT-116 (human colorectal carcinoma) and L929 (murine 

fibroblast) cell lines. 

 

Keywords: Annonaceae; Anaxagorea; alkaloid; cytotoxicity. 
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INTRODUÇÃO 

 

Annonaceae é uma família de árvores floríferas, arbustos e cipós com distribuição 

pantropical, sendo composta por 110 gêneros e aproximadamente 2.430 espécies.1,2 

No Brasil apresenta ampla distribuição, com cerca de 390 espécies encontradas 

principalmente na Região Amazônica e Mata Atlântica.3,4 As espécies da família são 

conhecidas pela biossíntese de alcaloides e os estudos demonstraram considerável 

diversidade estrutural, além de notáveis atividades biológicas para esses metabólitos 

secundários.5,6 Com relação ao gênero, Anaxagorea compreende 26 espécies,7 

ocorrendo nas regiões neotropical e paleotropical, e no Brasil é encontrado 

principalmente no Norte e Nordeste.8–10 Das espécies do gênero investigadas até o 

presente momento, foram identificados principalmente alcaloides, terpenoides, 

xantonas, flavonoides e lignoides.11–16 Ao passo que em Anaxagorea dolichocarpa 

Sprague & Sandwith, estudos fitoquímicos prévios permitiram o isolamento de 

alcaloides azafenantrenos e aporfínicos.11,17 Diversos compostos dessas duas 

subclasses de alcaloides já foram testados em ensaios de atividade citotóxica e 

antitumoral, alguns deles apresentando resultados positivos, sendo por isso 

considerados promissores.5,11 

Historicamente, produtos naturais obtidos de plantas representam a principal fonte de 

novos fármacos, além de fornecerem protótipos para a síntese de compostos 

farmacologicamente ativos, particularmente com atividade anticâncer. Considerando 

que o câncer é uma das doenças com as mais altas taxas de morbidade e mortalidade 

no mundo, há um considerável interesse científico e comercial na descoberta de novas 

drogas a partir de fontes naturais.18 Então, como continuidade dos estudos do nosso 

grupo de pesquisa com a família Annonaceae, esse trabalho buscou isolar e identificar 

novos compostos de A. dolichocarpa por meio de métodos cromatográficos e 

espectroscópicos, respectivamente, e ainda avaliar a citotoxicidade dessas 

substâncias. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O estudo químico do extrato etanólico das raízes de A. dolichocarpa levou ao 

isolamento de seis compostos (1 – 6) (Figura 1), sendo esse o primeiro relato das 
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substâncias 1 e 2 na literatura. Suas estruturas químicas foram determinadas com 

base na análise dos dados espectroscópicos de RMN uni e bidimensionais, 

espectrometria de massa de alta resolução com ionização por electrospray (EMAR-

IES) e comparação com dados da literatura. Os dados de RMN de 1H e 13C dos 

compostos 1 e 2 estão compilados na Tabela 1. 

 

Figura 1. Alcaloides isolados de A. dolichocarpa 

 

Tabela 1. Dados de RMN de 1H (400 MHz) e 13C (100 MHz) dos compostos 1 e 2, δ em ppm, J em Hz 

Posição 
Dolichocarpina (1)1 

Posição 
9-metoxieupolauramina (2)2 

δH (mult, J) δC δH (mult, J) δC 

2 8,95 (d; 4,8) 147,3 2 9,13 (d; 4,8) 149,9 

3 7,64 (d; 4,8) 121,8 3 7,92 (d; 4,8) 117,4 

3a - 144,4 3a - 133,1* 

4 - 174,4 4 - 166,6* 

5 - 143,8 5a - 122,8* 

6 - 147,4 6 - 138,1* 

6a - 132,0 6a - 126,2* 

7 8,26 (ddd; 8,4; 1,2; 0,8) 122,9 7 8,04 (d; 9,2) 124,3 

8 7,81 (ddd; 8,4; 7,2; 1,2) 130,8 8 7,33 (dd; 9,2; 2,4) 119,3 

9 7,73 (ddd; 8,4; 7,2; 1,2) 128,0 9 - 158,5* 

10 9,13 (ddd; 8,4; 1,2; 0,8) 125,4 10 8,44 (d; 2,4) 105,2 

10a - 128,9 10a - 131,8* 

10b - 144,3 10b - 142,3* 

10c - 122,1 10c - 122,9* 

H3CO-5 4,04 (s) 61,6 H3CO-6 4,05 (s) 55,8 

H3CO-6 4,07 (s) 61,3 H3CO-9 4,04 (s) 63,6 

   H3C-N 3,72 (s) 28,5 

1Obtido em CD3OD; 2obtido em CDCl3; *dados atribuídos por HMBC.  
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O composto 1 foi isolado como cristais amarelados. O espectro de EMAR-IES mostrou 

o pico do íon [M+H]+ com m/z 283,1073 (calcd. para C16H15N2O3, 283,1077), 

compatível com a fórmula molecular C16H15N2O3. O espectro de infravermelho 

mostrou absorção de duas bandas em 3306 e 3139 cm-1 de estiramento N-H2, banda 

de carbonila de amida em 1646 cm-1, absorções em 1618 e 1582 cm-1 de C=C de 

aromático, além do sinal em 1055 cm-1 de estiramento C-O. O espectro de RMN de 

1H (CD3OD, 400 MHz) mostrou seis sinais de prótons aromáticos. Sendo dois dupletos 

em δH 8,95 (d; J = 4,8 Hz) e δH 7,64 (d; J = 4,8 Hz), sugestivos para os prótons H-2 e 

H-3 de um anel piridínico do esqueleto azaaporfinoide.19,20 E também quatro duplos 

dupletos duplos compatíveis com um sistema aromático ABCD, sendo um mais 

desprotegido em δH 9,13 (ddd; J = 8,4; 1,2; 0,8 Hz) característico do próton H-10 desse 

tipo de esqueleto, um em δH 8,26 (ddd; J = 8,4; 1,2; 0,8 Hz) atribuído ao H-7 e os 

outros dois em δH 7,81 (ddd; J = 8,4; 7,2; 1,2 Hz) e 7,73 (ddd; J = 8,4; 7,2; 1,2 Hz) 

assinalados para H-8 e H-9, respectivamente. Além desses sinais, foram ainda 

observados dois simpletos, ambos integrando para três prótons, em δH 4,07 (s) e δH 

4,04 (s), correspondentes a duas metoxilas. No espectro de 13C (CD3OD, 100 MHz) 

foram observados dezesseis sinais. Destes, seis denotam ser de carbonos metínicos 

aromáticos e dois de grupos metoxila, confirmando dessa forma os dados observados 

no espectro de RMN de 1H. Observou-se também um sinal característico de um grupo 

carbonila e mais sete sinais indicativos de carbonos aromáticos não hidrogenados. A 

análise desses dados e do espectro de correlações HSQC permitiram atribuir os sinais 

dos carbonos metínicos em δC 147,3 e 121,8 aos carbonos C-2 e C-3, o primeiro mais 

desprotegido por estar ligado a um heteroátomo, e em δC 122,9, 130,8, 128,0 e 125,4 

aos carbonos C-7, C-8, C-9 e C-10, respectivamente. Os demais carbonos foram 

definidos com auxílio das correlações a longa distância (2J e 3J) observadas no 

experimento HMBC, que permitiu também confirmar as demais atribuições já 

sugeridas. A correlação dos sinais em δH 8,95 (H-2) com δC 121,8 (C-3), 144,4 (C-3a), 

144,3 (C-10b) e em δH 7,64 (H-3) com δC 147,3 (C-2), 174,4 (C-4), 122,1 (C-10c) 

estabeleceu os valores dos carbonos C-3a, C-10b e C-10c, bem como ratificou a 

posição da carbonila em C-4. A correlação dos sinais em δH 7,81 (H-8) e δH 9,13 (H-

10) com δC 132,0 (C-6a) e em δH 8,26 (H-7) e δH 7,73 (H-9) com δC 128,9 (C-10a) 

determinou o deslocamento dos carbonos C-6a e C-10a. Além dessa correlação, o 

sinal em δH 8,26 (H-7), assim como o δH 4,07 (H3CO-6), correlacionaram-se com δC 
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147,4 (C-6), permitindo dessa forma atribuir o deslocamento de C-6, substituído, 

portanto, por um grupo metoxila. A localização da segunda metoxila foi definida por 

meio da correlação do sinal em δH 4,04 (H3CO-5) com o sinal em δC 143,8 (C-5). Para 

confirmar o grupo NH2 na estrutura química, a amostra foi submetida à análise de 

RMN de 1H em CDCl3, na qual pôde-se observar dois sinais largos em δH 5,74 e 5,87 

que desapareceram ao adicionar-se D2O (Figuras 9S e 10S). Assim, com base nesses 

dados, foi possível propor para 1 a estrutura mostrada na Figura 1, um novo alcaloide 

azafenantreno denominado dolichocarpina. Sua análise por EMn apresentou os íons 

indicados na Figura 2S e a proposta de fragmentação desses íons pode ser observada 

na Figura 3.21,22 

 

 

Figura 2. Correlações HMBC de 1 e 2 

 

 

Figura 3. Proposta de fragmentação de EMn de 1 
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O composto 2 foi isolado como cristais amarelados. O espectro de EMAR-IES mostrou 

o pico do íon [M+H]+ com m/z 295,1078 (calcd. para C17H15N2O3, 295,1077), 

compatível com a fórmula molecular C17H15N2O3. Os dados de RMN dessa substância 

foram comparados com os dados do alcaloide eupolauramina, isolado previamente de 

A. dolichocarpa e novamente neste trabalho (composto 3),11 como também com outros 

relatados na literatura.20 O espectro de RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz) apresentou 

semelhança com o da eupolauramina (3), observando-se porém um sinal de grupo 

metoxila a mais. Além dessa diferença, o espectro revelou a ausência de um sinal de 

próton aromático e alteração na multiplicidade dos sinais, apresentando um dupleto 

duplo e dois dupletos no lugar dos quatro duplos dupletos duplos, sugerindo dessa 

maneira uma substituição no anel D do esqueleto eupolaumarina. Os sinais em δH 

7,33 (dd; J = 9,2; 2,4 Hz), δH 8,04 (d; J = 9,2 Hz) e δH 8,44 (d; J = 2,4 Hz) sugerem 

substituição no C-9, devido à ausência do sinal mais desprotegido na região próxima 

de 9,0 ppm atribuído ao H-10, que pode ter sofrido um efeito de proteção orto da 

metoxila na posição vizinha (C-9), podendo-se então atribuir esses sinais para H-8, H-

7 e H-10, respectivamente. No espectro de RMN de 13C foi possível observar apenas 

oito sinais, dentre eles destaca-se o sinal de metoxila adicional em δC 55,8 e o de um 

carbono aromático mais protegido em δC 105,2, o qual apresentou correlação no 

espectro HSQC com o sinal em δH 8,44, atribuindo-se, por conseguinte, esse sinal ao 

carbono C-10. Os carbonos que não tiveram seus sinais observados no espectro de 

RMN de 13C (CDCl3, 100 MHz) foram assinalados após análise do espectro de 

correlações HMBC. Esse experimento permitiu também confirmar a posição da 

metoxila em C-9 por meio da correlação do sinal em δC 158,5 (C-9) com δH 4,04 

(H3CO-9) e 8,04 (H-7), e deste último com δC 138,1 (C-6). Assim, o composto 2, pôde 

ser identificado como um novo alcaloide azafenantreno, denominado 9-

metoxieupolauramina. 

Composto 3: RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz), δ em ppm (mult.; J em Hz; H): 9,16 (d; 

4,8; H-2), 9,01 (ddd; 8,0; 1,6; 0,8; H-10), 8,13 (ddd; 8,0; 1,2; 0,8; H-7), 7,91 (d; 4,8; H-

3), 7,73 (ddd; 8,0; 6,8; 1,6; H-8), 7,67 (ddd; 8,0; 6,8; 1,2; H-9), 4,06 (s; H3CO-6), 3,73 

(s; H3C-N). RMN de 13C (CDCl3, 100 MHz), δ em ppm: 166,8 (C-4), 150,1 (C-2), 142,5 

(C-10b), 132,6 (C-6a), 129,6 (C-8), 126,8 (C-9), 124,9 (C-5a), 124,4 (C-10), 122,8 (C-

7), 117,2 (C-3), 63,5 (H3CO-6), 28,5 (H3C-N). EMAR-IES: m/z 265,0979 [M+H]+ (calcd. 
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para C16H13N2O2, 265,0972). Dados coerentes com os relatados na literatura para 

eupolauramina,11 já isolado em A. dolichocarpa. 

Composto 4: RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz), δ em ppm (mult.; J em Hz; H): 8,72 (d; 

6,0; H-5), 8,15 (s; H-2), 7,98 (ddd; 6,8; 1,2; 0,8; H-10), 7,91 (ddd; 6,8; 1,2; 0,8; H-7), 

7,61 (d; 6,0; H-4), 7,45 (dt; 7,6; 1,2; H-9), 7,40 (dt; 7,6; 1,6; H-8), 4,08 (s; H3CO-3). 

RMN de 13C (CDCl3, 100 MHz), δ em ppm (alguns dados atribuídos por HMBC): 161,6 

(C-6a), 155,0 (C-10b), 150,5 (C-3), 149,2 (C-5), 131,1 (C-9), 129,9 (C-8), 129,4 (C-2), 

128,5 (C-3a), 122,6 (C-10), 121,7 (C-7), 113,5 (C-4), 56,4 (CH3O-3). EMAR-IES: m/z 

235,0872 [M+H]+ (calcd. para C15H11N2O, 235,0866). Dados compatíveis com os 

reportados para 3-metoxieupolauridina,23 isolado pela primeira vez na família 

Annonaceae. 

Composto 5: RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz), δ em ppm (mult.; J em Hz; H): 8,69 (d; 

6,0; H-2/H-5), 7,99 (dd; 8,4; 2,0 H-10/H-7), 7,46 (dd; 8,4; 2,0; H-8/H-9), 7,42 (d; 6,0; 

H-3/H-4). RMN de 13C (CDCl3, 100 MHz), δ em ppm: 162,7 (C-6a/C-10b), 149,7 (C-

2/C-5), 139,6 (C-6b/C-10a), 135,3 (C-3a), 131,4 (C-8/C-9), 122,9 (C-7/C-10), 120,9 

(C-10c), 117,6 (C-3/C-4). EMAR-IES: m/z 205,0762 [M+H]+ (calcd. para C14H9N2, 

205,0760). Dados semelhantes com os relatados na literatura para eupolauridina,15,24 

relatado pela primeira vez na espécie A. dolichocarpa. 

Composto 6: RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz), δ em ppm (mult.; J em Hz; H): 8,95 (d; 

0,8; H-5), 8,89 (d; 6,0; H-2), 8,83 (ddd; 8,0; 1,2; 0,8; H-11), 8,45 (ddd; 8,0; 1,6; 0,8; H-

8), 7,81 (ddd; 8,0; 7,6; 1,6; H-10), 7,79 (d; 6,0; H-3), 7,67 (ddd; 8,0; 7,6; 1,2; H-9), 2,76 

(d; 0,8; CH3-4). EMAR-IES: m/z 247,0875 [M+H]+ (calcd. para C16H11N2O, 247,0866). 

Dados compatíveis com os relatados na literatura para 4-metilsampangina,25 relatado 

pela primeira vez como produto natural. 

Os compostos 2 e 4 inibiram significativamente a proliferação de células HCT-116 com 

percentual de inibição de 30,22 ± 2,63% e 32,42 ± 0,53%, respectivamente (Figura 4). 

Assim, comparando-se as estruturas químicas de 2 com 3 e de 4 com 5, observou-se 

nos dois casos uma substituição por um grupo metoxila em 2 e 4, o que permitiu 

sugerir que essa substituição aumentou a atividade citotóxica desses compostos para 

células tumorais da linhagem HCT-116. O estudo de citotoxicidade em linhagem não 

tumoral de fibroblasto de camundongo L929 mostrou que os compostos 2 – 5 podem 

reduzir a proliferação celular, o que indica citotoxicidade. 
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Figura 4. Citotoxicidade dos compostos 1 – 5 em linhagens de células HCT-116 e L929, após 72 h de 

tratamento. Os valores representam a média ± erro padrão de quatro replicatas na concentração de 

50 μM (*p < 0,05 comparado ao grupo controle) 

 

CONCLUSÃO 

 

O estudo do extrato etanólico das raízes de A. dolichocarpa levou ao isolamento, por 

cromatografia líquida de média pressão e cromatografia líquida de alta eficiência, dos 

novos alcaloides azafenantrenos dolichocarpina (1) e 9-metoxieupolauramina (2), 

além dos alcaloides eupolauramina (3), já isolado na espécie, 3-metoxieupolauridina 

(4), novo na família, eupolauramina (5), novo na espécie e 4-metilsampangina (6), 

relatado pela primeira vez como produto natural. O estudo da atividade citotóxica 

mostrou que os compostos 2 – 5 induziram citotoxicidade em linhagem celular não 

tumoral murina L929, e que, em linhagem tumoral HCT-116, apenas os compostos 2 

e 4 foram capazes de inibir a proliferação celular. 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

Procedimentos experimentais gerais 

 

As separações por cromatografia líquida de média pressão (CLMP) foram feitas 

utilizando como fase estacionária sílica gel (40-63 µm, 230-400 mesh, SiliCycle) e um 

equipamento Buchi modelo Sepacore flash system X-50. O software desse 

equipamento permitiu analisar as frações coletadas, auxiliando desse modo no 

agrupamento das amostras. As frações eluídas foram também analisadas por 
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cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando-se placas de alumínio pré-

revestidas com sílica gel F254 (SiliCycle), revelando-se com reagente de Dragendorff 

e exposição à luz UV (254 e 366 nm), e agrupadas de acordo com a similaridade de 

eluição. A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) analítica foi realizada no 

instrumento Shimadzu Prominence equipado com uma bomba de solvente binária LC-

20AT, auto-injetor SIL-20A, sistema degaseificador DGU-20A, detector DAD SPD-

M20A, sistema de controle CBM-20A e as colunas de fase reversa Kromasil 100-10-

C18 (250 mm x 4,6 mm preenchida com partículas de 10 μm) ou ACE 5 C18 (250 mm 

x 4,6 mm e partículas de 5 µm). As frações foram purificadas por CLAE na escala 

semipreparativa e preparativa. Para a primeira técnica foi utilizado um equipamento 

Shimadzu composto por bomba LC-10AD vp, válvula solenoide FCV-10AL vp, injetor 

manual Rheodyne, desgaseificador DGU-14A, detector UV-vis SPD-10A vp, 

controlador de sistema SLC-10A vp e uma coluna semipreparativa Venusil XBP C18 

(250 mm x 10 mm e partículas de 10 μm). No caso da escala preparativa a purificação 

foi realizada em um Shimadzu contendo duas bombas LC-6AD, injetor manual 

Rheodyne, detector DAD SPD-M10A vp, controlador de sistema SLC-10A vp e coluna 

preparativa ACE 5 C18 (250 mm x 21,2 mm e partículas de 5 μm). O fluxo empregado 

para as purificações foi de 3,5 mL/min para a escala semipreparativa e 8,0 mL/min 

para a preparativa, realizando-se, para ambas, injeções de 100 μL de amostra para 

cada corrida cromatográfica. 

Os espectros de massa de alta resolução com ionização por electrospray (EMAR-IES) 

e de baixa resolução em tandem (MSn) foram obtidos em equipamentos Bruker 

modelos micrOTOF II e Ion Trap-amaZonX, respectivamente, os dois operando no 

modo positivo. Os espectros de RMN de 1H, 13C e bidimensionais foram adquiridos no 

espectrômetro Bruker AVANCE III HD (400 MHz e 100 MHz para 1H e 13C, 

respectivamente) usando CDCl3 e CD3OD como solvente e CHCl3 (δH 7,24 e δC 77,0) 

e CH3OH (δH 3,30 e δC 49,0) residual como padrão interno. As análises de 

infravermelho foram realizadas nos espectrômetros Rayleigh WQF-510 FT-IR e 

PerkinElmer Frontier FT-IR, com pastilhas de KBr e número de onda em cm-1. 
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Material vegetal 

 

As raízes de Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith, foram coletadas em Cruz 

do Espírito Santo, Paraíba, Brasil em dezembro de 2010. O registro de acesso ao 

Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen) foi obtido sob o número AE4B71A. A identificação botânica foi 

realizada pela Drª Maria de Fátima Agra e uma exsicata encontra-se depositada no 

Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), no Centro de Ciências Exatas e da Natureza, 

registrada como AGRA & GÓES 5543. 

 

Extração e isolamento 

 

As raízes de A. dolichocarpa foram secas em estufa de ar circulante a 45° C por 96h 

e em seguida trituradas produzindo 700,0 g de pó. Esse material foi então submetido 

ao processo de extração por maceração com etanol 95% por 72h, em cinco 

repetições. A solução extrativa obtida foi concentrada em evaporador rotativo à 45° C, 

resultando em 77,6 g de extrato etanólico bruto (EEB). Uma alíquota de 76,1 g do EEB 

foi inicialmente submetida a uma extração com hexano, para separação dos 

constituintes com baixa polaridade, permanecendo em contato com o solvente, em 

agitação mecânica, por cerca de 5 minutos. A seguir o material foi filtrado e o resíduo 

insolúvel pesando 66,4 g foi submetido ao procedimento de extração ácido-base para 

alcaloides,26 fornecendo 2,3 g de fração alcaloídica (FA). Uma amostra da FA (2,1 g) 

foi fracionada por CLMP, usando sílica gel previamente tratada com NaHCO3 10%,26 

e gradientes dos solventes Hex-CHCl3 (100:0 → 0:100), CHCl3-AcOEt (100:0 → 0:100) 

e AcOEt:MeOH (100:0 → 3:7), resultando em 116 frações de 50 mL que após análise 

em CCD foram agrupadas em 20 (FA1-FA20). A fração FA2 (95,0 mg), eluída em Hex-

CHCl3 (8:2), foi submetida a um novo fracionamento por CLMP, com sílica gel tratada 

com NaHCO3 10%, e gradiente de Hex-CHCl3 (100:0 → 0:100) e CHCl3-AcOEt (100:0 

→ 0:100), fornecendo 9 subfrações (FA2A-FA2I). A subfração FA2D (15,8 mg), obtida 

em Hex-CHCl3 (95:5), foi purificada por CLAE semipreparativa com sistema gradiente 

de água (0,1% de ácido fórmico) e MeOH (95:5 → 0:100, em 60 minutos) a 254 nm, 

dando origem ao composto 5 (2,0 mg), eluído em 74% de MeOH. A subfração FA2E 

(23,4 mg), também obtida em Hex-CHCl3 (95:5), foi purificada por CLAE 
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semipreparativa usando o seguinte gradiente de eluição: solvente A = água (0,1% de 

ácido fórmico); solvente B = MeOH; sistema de eluição = 0-40 min (20-70% de B); 40-

50 min (70% de B); e 50-65 min (70-100% de B); a 254 nm; fornecendo as substâncias 

2 (0,6 mg), 3 (4,7 mg) e 4 (1,5 mg), eluídas em 80%, 72% e 70% de B, 

respectivamente. A fração FA7 (197,3 mg), eluída em Hex-CHCl3 (1:9), foi purificada 

por CLAE preparativa com o gradiente de eluição: solvente A = água (0,1% de ácido 

fórmico); solvente B = MeOH; sistema de eluição = 0-45 min (0-65% de B); 45-55 min 

(65% de B); e 55-90 min (65-100% de B); a 254 nm; isolando 6 (1,5 mg), obtido em 

65% de B. A fração FA8 (295,5 mg), eluída em CHCl3-AcOEt (9:1), foi separada em 

11 frações (FA8A-FA8M) por CLMP, com sílica gel tratada com NaHCO3 10%, e 

gradiente de Hex-CHCl3 (100:0 → 0:100), CHCl3-AcOEt (100:0 → 0:100) e 

AcOEt:MeOH (100:0 → 3:7). A subfração FA8G (121,4 mg), eluída em CHCl3, foi 

submetida a CLAE semipreparativa com o gradiente de eluição: solvente A = água 

(0,1% de ácido fórmico); solvente B = MeOH; sistema de eluição = 0-20 min (30-40% 

de B); 20-65 min (40% de B); e 65-100 min (40-100% de B); a 254 nm; obtendo-se o 

composto 1 (3,6 mg), obtido em 45% de B. 

 

Avaliação da citotoxicidade 

 

Para a avaliação da citotoxicidade dos compostos 1 – 5 foram utilizadas as linhagens 

de células HCT-116 (carcinoma colorretal humano) e L929 (fibroblastos murinos não-

tumorais). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% 

de soro bovino fetal, 100 U/mL de penicilina, e 100 μg/mL de estreptomicina à 37 °C 

em uma atmosfera umidificada de 5% CO2. As células foram semeadas em placas de 

96 poços em uma densidade de 3 × 105 células/poço. Após um período de 24 h, as 

células foram incubadas com os compostos 1 – 5 (50 µM) dissolvidos em DMSO 

(0,4%), por 72 h. Então, o sobrenadante foi descartado e a solução de MTT [brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] (5 mg/mL) foi adicionada e incubada 

por mais 3 h. O sal de formazam depositado foi dissolvido em dodecil sulfato de sódio 

(SDS) (100 μL).27 O controle positivo foi o DMSO (20%). A densidade ótica foi medida 

em um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek®) no comprimento de onda de 570 

nm. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m. (erro padrão da média) de 

quatro replicatas e foram comparados por análise de variância (ANOVA – one way), 
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seguido do pós-teste de Tukey. Os resultados foram considerados significativos 

quando p < 0,05. 

 

MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Os espectros no IV, de RMN uni e bidimensionais, EMAR-IES e de baixa resolução 

MSn estão disponíveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, 

com acesso livre. 
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Figura 1S. Espectro de EMAR-IES do composto 1 
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Figura 2S. Espectro EMn do composto 1 

 

 

Figura 3S. Espectro no IV (KBr, cm-1) do composto 1 
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Figura 4S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) do composto 1 
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Figura 5S. Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) do composto 1 
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Figura 6S. Espectro HSQC (400 e 100 MHz, CD3OD) do composto 1 
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Figura 7S. Espectro HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) do composto 1 
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Figura 8S. Expansão do espectro HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) do composto 1 



 

112 
 

 

Figura 9S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto 1 
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Figura 10S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3+D2O) do composto 1 
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Figura 11S. Espectro de EMAR-IES do composto 2



 

115 
 

 

Figura 12S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto 2 
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Figura 13S. Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) do composto 2 
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Figura 14S. Espectro HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 2  
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Figura 15S. Espectro HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 2  
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Figura 16S. Expansão do espectro HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 2
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Figura 17S. Espectro de EMAR-IES do composto 3
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Figura 18S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto 3 
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Figura 19S. Espectro de RMN de 13C (APT, 100 MHz, CDCl3) do composto 3 
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Figura 20S. Espectro de EMAR-IES do composto 4
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Figura 21S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto 4  



 

125 
 

 

Figura 22S. Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) do composto 4 
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Figura 23S. Espectro HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 4 
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Figura 24S. Expansão do espectro HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 4 
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Figura 25S. Espectro HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 4 
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Figura 26S. Expansão do espectro HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 4
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Figura 27S. Espectro de EMAR-IES do composto 5
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Figura 28S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto 5 
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Figura 29S. Espectro de RMN de 13C (APT, 100 MHz, CDCl3) do composto 5  
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Figura 30S. Espectro HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) do composto 5
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Figura 31S. Espectro de EMAR-IES do composto 6
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Figura 32S. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto 6
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ABSTRACT: Six sesquiterpenoids with unprecedented macrocyclic humulene-type 

structures, namely dolichocarpols A-E (1-5) with ether-bridged bicyclic rings between 

C-10 and C-2, C-10 and C-7, C-10 and C-6 (x2) and C-6 and C-3, and dolichocarpol F 

(6) cyclized between C-7 and C-2 and with an ether bridge between C-10 and C-3 were 

isolated from Anaxagorea dolichocarpa roots. The structures of the compounds were 

elucidated by NMR, MS and IR data. Absolute configurations of compounds 1-3 and 

6 were established on the basis of data from electronic circular dichroism whereas 

relative configuration of compounds 4 and 5 were suggested by NOESY spectrum. In 

addition, a putative biosynthetic pathway of the compounds is proposed. Furthermore, 

the cytotoxicity of 3, 4 and 6 against HCT-116 (human colorectal carcinoma) and L929 

(murine fibroblast) was evaluated. 
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INTRODUCTION 

Sesquiterpenoids are considered the most diverse group of terpenoids, 

containing a large variety of chemical structures which present different forms of 

derivation and cyclization from farnesyl diphosphate (FPP).1,2 The humulene-type, an 

eleven-membered macrocyclic sesquiterpenoid, is broadly found in plants and 

previous reports have demonstrated various kinds of biological activities such as anti-

tumor, anti-inflammatory, antibacterial, antiviral, and other bioactivities.3–5 

The genus Anaxagorea (Annonaceae) comprises 30 species distributed in the 

Neotropics and tropical Asia.6 Previous phytochemical studies with plants of this genus 

revealed the presence of xanthones, flavonoids,7–9 neolignans,10 terpenoids and 

alkaloids,11–13 some of them exhibiting remarkable biological activities. The analysis of 

the essential oil from the leaves of A. brevipes has revealed the presence of mono- 

and sesquiterpenes such as α-, β- and γ-eudesmol, guaiol and caryophyllene oxide. In 

addition, it biological evaluation showed antimicrobial activity against gram-positive 

bacteria and yeast, and antiproliferative activity against breast, lung and prostate 

cancer cell lines.11 An interesting sesquiterpene called nordine besides copyrine 

alkaloids have been isolated from A. javanica, and some of these compounds have 

been assayed for nitric oxide (NO) inhibition.13 Anaxagorea dolichocarpa, widely 

distributed in South America,14 is found in Brazil mainly in the North and Northeast 

regions.15 Previous works exploring different parts of this plant reported the isolation 

of aporphine and azaphenanthrene alkaloids,16,17 the identification of mono and 

sesquiterpenes,12,18 the phenolic quantification and determination of antioxidant 

activity,19 along with a phytochemical screening and cytotoxicity evaluation of its 

extract.20 

The gradual emergence of active agents derived from plant kingdom into the 

fight against cancer has gained importance in the last decade.21 These compounds 

have the potential to be harnessed for preventative strategies, standalone treatments 

or complementary therapeutics in combination with traditional pharmacological 

interventions.22 In addition, literature have shown exciting data with respect to potential 

of natural compounds and their analogues in cancer prevention and treatment.23 

In a continuing effort to isolate active compounds from plants in Brazil’s semi-

arid area and motivated by the promising bioactivities and diversity of sesquiterpenoids 

structures, the ethanol extract of A. dolichocarpa roots was investigated. Thus, we 



 

141 

describe here the isolation and structural elucidation of six humulene-type 

sesquiterpenoids (1-6). Furthermore, the compounds 3, 4 and 6 were tested for 

cytotoxicity. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

The roots of A. dolichocarpa were dried and extracted with ethanol three times 

at room temperature. The ethanolic extract was suspended in MeOH-H2O (7:3) and 

sequentially partitioned with n-hexane, chloroform and ethyl acetate (EtOAc). The n-

hexane and chloroform-soluble phases were fractionated by silica gel chromatography 

column and medium pressure liquid chromatography, respectively. The obtained 

fractions were then purified by preparative HPLC to yield the unprecedented 

macrocyclic humulene-type sesquiterpenoids dolichocarpols A (1) and E (5) from 

hexane phase and dolichocarpols B-D (1-4) and F (6) from chloroform phase. The 

structures were proposed after 1D and 2D NMR, IR, HRESIMS, ESIMS/MS and 

experimental and calculated electronic circular dichroism (ECD) data analysis. 

 

Chart 1. Chemical structures of isolated compounds 1-6 from roots of A. dolichocarpa 
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Compound 1 was isolated as a colorless oil. Its IR spectrum showed a hydroxyl 

group (3466 cm–1) and a carbonyl group (1706 cm–1). The molecular formula was 

determined as C15H24O3 by HRESIMS based on the ion at m/z 275.1614 [M + Na]+ 

(calcd for C15H24O3Na, 275.1618, Δ = 1.2 ppm), corresponding to four indices of 

hydrogen deficiency. Of these, the 13C NMR and DEPT spectrum of 1 showed that one 

was associated with an olefinic group (δC 134.3, 133.2) and another with a carbonyl 

group (δC 168.8). Additionally, the spectrum showed signals assigned to two 

oxygenated carbons (δC 83.2, 82.3), one non-hydrogenated carbon (δC 39.3), one 

methine carbon (δC 37.7), five methylene carbons (δC 40.2, 31.7, 28.9, 27.3, 22.8) and 

three methyl carbons (δC 25.9, 22.0, 20.4) (Table 1). In the 1H NMR spectrum, methyl 

groups could be inferred from two signals for tertiary methyl protons at δH 1.08 (s) and 

0.82 (s) and one secondary methyl at 0.81 (d, J = 6.4 Hz), an olefinic proton at δH 5.84 

(m) and two oxymethine proton at δH 4.58 (ddd, J = 9.2, 6.0, 2.0 Hz) and 3.10 (dl, J = 

8.4 Hz) (Table 2). The comparison of these 1D NMR spectral data with those of nordine 

isolated from A. javanica,13 suggested that compound 1 was a macrocyclic humulene-

type sesquiterpenoid as shown in Chart 1. In the HMBC spectrum, the correlations 

observed of H-10 with C-14, C-15, C-1, C-8 and C-9 and of H2-1 with C-2 and C-3 

localized a Δ2(3) olefinic double bond (Figure 1). Moreover, correlations of H-6 with C-

7, C-8, C-13 and C-12 and of H-2 and H2-4 with C-3 and C-12, in combination with 

COSY correlations between H-8, H-7 and H-6 indicated an unusual ester fusion 

between C-6 and C-3. Also in the COSY spectrum, the correlations between H2-1, H-

2 and H2-4, H2-5, established the two pairs of allylic protons to C-1 and C-4. The 

ESIMS/MS spectrum of 1 exhibited ion fragments at m/z 257 [M - H2O + Na]+ and 217 

[M - C3H6O + Na]+. The relative configuration was deduced from NOESY experiments. 

The correlation between H-10, H3-14 and H-2 indicated that these protons are cofacial 

adopting an α-orientation and assigning an β-orientation of OH-10 (Figure 2). In 

addition, the correlation from H-2 to H3-14 suggested the E-configuration of the Δ2(3) 

double bond, which is in agreement with an X-ray study that assigns E-configuration 

to Δ2(3) double bond of humulene skeleton.24,25 The negative specific rotation ([α]25
D -

41, CHCl3) when compared with other humulenes suggests the α-orientation to H3-13 

in this type of sesquiterpenoid and the NOESY cross-peak from H3-13 to H-6 revealed 

they are cofacial with an α-orientation.26 The ECD experimental spectra showed a 

negative Cotton effect at λ 234 nm (Δε −0.89) and a positive one at λ 255 nm (Δε 

+0.43), thus the comparison of these with the calculated data allowed to determine the 
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absolute configuration of 1 as (6R,7S,10R) (Figure 3). According to these lines of 

evidence, the structure of 1 was defined as humulene-type sesquiterpenoid named 

dolichocarpol A. 

 

 

Figure 1. Key HMBC and 1H-1H COSY correlations of compounds 1-6 

 

 

Figure 2. Key 1H-1H NOESY correlations of compounds 1-6  
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Compound 2 was obtained as a colorless oil. Its IR spectrum showed a hydroxyl 

group (3401 cm-1) and a carbonyl group (1671 cm-1). The molecular formula was 

established as C15H24O4 by HRESIMS m/z 291.1566 [M + Na]+ (calcd for C15H24O4Na, 

291.1567, Δ = 0.1 ppm), indicating four indices of hydrogen deficiency. The 1H NMR 

spectrum of 2 were similar to those of 1, expect for the absence of olefinic proton, thus 

still having three methyl groups and five methylene groups, besides two oxymethine 

protons and one methine proton (Table 2). The 13C NMR spectrum (125 MHz/CDCl3), 

exihibited 12 carbon resonances, corresponding to two oxygenated carbons (δC 92.3, 

67.5), one non-hydrogenated carbon (δC 40.0), one methine carbon (δC 31.7), five 

methylene carbons (δC 45.3, 33.6, 32.2, 26.1, 22.2) and three methyl carbons (δC 29.2, 

21.9, 14.2) (Table 1). Other three non-hydrogenated carbons (δC 173.0, 170.6, 101.8) 

were detected in 200 MHz (CDCl3) 13C NMR spectrum (Figure S21, Supporting 

Information). The HSQC spectrum revealed the chemical shifts at δC 173.0, 101.8 and 

170.6 were observed instead of those at δC 134.3, 133.2 and 168.8 assigned to C-2, 

C-3 and C-12 of compound 1, respectively, and a double bond with the ether bridge 

between C-10 and C-2. In the 1H and 13C NMR spectra of 2 (Tables 1 and 2), the 

upfield chemical shifts observed for H-10 and C-10 and a downfield chemical shifts of 

H-6 and C-6 supported the opening of the ester bridge C-6 and C-3 to form a C-6 

hydroxyl. Similarly, the absence of H-2 and C-2 and a downfield chemical shifts for C-

2, C-3 and C-12, suggested an ether bridge between C-10 and C-2. In the HMBC 

spectrum, the correlation from H2-1 to C-15, C-14, C-10, C-3 and C-2, together with 

the correlation from H-10 to C-2 and from H2-4 to C-12 corroborated the connectivity 

between C-10 to C-2 (Figure 1). In the 1H-1H COSY spectrum of 2, as expected, the 

correlation H-2/H2-1 was not displayed, leaving those between H-10 and H2-9, between 

H-8, H-7 and H3-13, and between H-6, H2-5 and H2-4. The ESIMS/MS spectrum of 2 

exhibited ion fragments at m/z 251 [M - H2O + H]+, m/z 233 [M - 2H2O + H]+, 215 [M - 

3H2O + H] + and 205 [M - H2O – HCOOH + H]+ compatible with a carboxyl group. The 

insertion of this group at C-3 is compatible with the chemical shift attributed to C-2. The 

NOESY correlation observed between H-10 and H3-14 indicated an α-orientation to 

these protons (Figure 2). The multiplicity of the H-6 signal (dd) together with the 

absence of the 1H-1H COSY correlation with H-7 suggested that the dihedral angle 

between these protons is close to 90°. Thus, considering this evidence, the NOESY 

correlation between H-6 and H-7 indicated that these protons are cofacial with β-

orientation, so OH-6 and H3-13 adopted an α-orientation, with a negative specific 
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rotation ([α]25
D -15, CHCl3). The (6S,7S,10R) absolute configuration of 2 was 

determined by ECD experimental, with positive Cotton effects at λ 201 nm (Δε +1.55) 

and λ 243 nm (Δε +1.92), and calculated data (Figure 3). Therefore, the structure of 

compound 2, named dolichocarpol B, was established as shown. 

 

Table 1. 13C (100 and 125 MHz) NMR Spectroscopic Data for Compounds 1–6 in CDCl3 

nº 1  2a  3  4  5  6 

1 40.2  45.3  47.1  55.4  39.4  33.6 

2 134.3  173.0b  213.5  213.2  152.8  52.7 

3 133.2  101.8b  47.0  49.4  147.8  74.1 

4 28.9  22.2  30.6  32.2  18.1  33.0 

5 22.8  33.6  37.5  26.4  26.3  32.9 

6 82.3  67.5  75.5  84.6  83.5  215.9 

7 37.7  31.7  84.0  69.4  69.9  50.5 

8 31.7  32.2  27.7  32.8  34.3  29.9 

9 27.3  26.1  29.8  20.9  20.6  23.7 

10 83.2  92.3  85.6  73.4  72.7  82.6 

11 39.3  40.0  39.6  39.9  36.1  39.5 

12 168.8  170.6b  19.3  20.7  195.7  68.3 

13 20.4  14.2  20.9  24.7  23.7  30.6 

14 25.9  29.2  27.7  27.3  23.7  33.2 

15 22.0  21.9  27.6  21.1  22.2  29.2 

a 13C NMR (125 MHz). b 13C NMR (200 MHz). 
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Table 2. 1H (400 and 500 MHz) NMR Spectroscopic Data for Compounds 1–6 in CDCl3 

nº  1  2a  3  4  5  6  

1  2.88, td (13.6, 0.8)  2.97, d (19.5)  2.52, d (12.4)  2.34, dd (10.8)  3.12, t (11.2)  1.91, dd (16.0, 4.8)  

  1.96, m  2.76, d (19.5)  1.84, d (12.4)  1.99, dd (10.8)  1.88, dd (11.2, 7.2)  1.66, dd (16.0, 2.8)  

2  5.84, m        6.52, dd (10.8, 7.2)  2.29, m  

3      2.74, m  2.71, dd (9.6, 6.8)      

4  2.51, m  2.39, m  1.89, m  1.86, m  2.61, dd (10.8, 1.2)  2.01, dt (13.2, 4.0)  

  2.51, m  2.39, m  1.37, m  1.49, m  2.20, dd (13.2, 8.0)  1.74, ddd (13.6, 10.8, 5.6)  

5  2.18, m  1.62, m  2.05, m  1.77, m  1.85, m  2.80, ddd (16.4, 13.2, 5.2)  

  1.99, m  1.62, m  1.62, m  1.53, m  1.52, m  2.29, m  

6  4.58, ddd (9.2, 6.0, 2.0)  3.57, dd (11.0, 4.0)  3.50, dd (5.2, 2.4)  3.52, m  3.58, dd (12.4, 5.6)    

7  2.22, m  2.56, m          

8  1.85, m  1.57, m  1.73, m  1.69, m  1.69, m  2.29, m  

  1.34, m  1.57, m  1.62, m  1.48, m  1.56, m  1.45, ddd (14.8, 12.4, 7.6)  

9  1.34, m  1.57, m  2.09, m  1.53, m  1.49, m  1.93-1.91, m  

  1.19, m  1.45  1.21, m  1.40, m  1.30, m    

10  3.10, dl (8.4)  4.07, d (12.0)  3.48, dd (6.8, 4.0)  3.68, m  2.90, dd (11.2, 1.6)  3.52, dd (6.4, 2,4)  

11              

12      0.96, d (7.2)  0.96, d (6.8)  9.37, d (0.8)  3.66, d (14.0)  

            3.26, dd (14.0, 1.6)  

13  0.81, d (6.4)  0.84, d (7.0)  1.09, s  0.99, s  0.98, s  1.09, s  

14  1.08, s  1.09, s  1.24, s  0.91, s  0.84, s  1.23, s  

15  0.82, s  1.07, s  0.85, s  1.03, s  1.00, s  1.05, s  

   

a 1H NMR (500 MHz) 
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Compound 3 was also purified as a colorless oil. The IR spectrum showed a 

hydroxyl group (3458 cm-1) and a carbonyl group (1703 cm-1). The molecular formula 

of dolichocarpol C (3) was deduced as C15H26O3 by HRESIMS at m/z 277.1773 [M + 

Na]+ (calcd for C15H26O3Na, 277.1774, Δ = 0.3 ppm), differing from compound 1 by the 

absence of the double bond. The 1D NMR data of compound 3 were similar to those 

of 1 and 2, but with an additional methyl carbon (δC 19.3) and a ketone carbonyl group 

(δC 213.5) instead of carbonyl ester or acid at C-3 (Tables 1 and 2). In the COSY 

spectrum, the combination of vicinal homonuclear coupling correlations observed 

between H-3, H2-4 and H3-12, between H-10 and H-9 and between H-6 and H2-5 

indicated an alteration in the junction of carbon skeleton, compatible with a new bicyclic 

fusion, and defined the chemical shifts of the methine proton H-3 and oxymethine 

protons H-10 and H-6 (Figure 1). The HMBC cross-peaks correlation from H2-1 to C-

15, C-14, C-10 and C-3 and from H3-12, H2-4 and H2-1 to C-2 established that the 

ether bridge in 3 continued through C-10, but unlike the previous compounds. 

Additionally, the correlation from H3-13 with C-8, C-7 and C-6 defined the ether bridge 

between C-10 and C-7. Compound 3 was acetylated and only one acetate was 

obtained at C-6 (δH 4.61, dd, J = 5.2, 2.4, H-6). The HMBC spectrum of acetylated 3 

(Figure S21, Supporting Information), showed correlations from H-6 to C-13, C-8, C-7, 

C-5 and C-4. This finding confirmed the bridge between C-10 and C-7, and the 

chemical shift at δC 84.0 was unequivocally assigned to C-7. ESIMS/MS spectrum 

exhibited ion fragments at m/z 237 [M - H2O + H]+, 219 [M - 2H2O + H]+ and 201 [M - 

3H2O + H]+. The analysis of specific rotation ([α]25
D -20, CHCl3), 1H NMR and NOESY 

spectra of 3 recorded in both chloroform and pyridine defined the correlations between 

H-3, H-6 and H3-13 and between H-10 and H3-14 all with the same α-orientation, while 

H3-12 and OH-6 adopted an β-orientation (Figure 2). The absolute configuration was 

established as (3R,6R,7S,10R) by comparing a negative Cotton effect at λ 221 nm (Δε 

-0.22) and a positive one at λ 287 nm (Δε +0.11) from experimental ECD with the 

calculated spectra. In view of the spectral data, including those of the acetylated 

derivative, the structure of 3 was determined as described and named dolichocarpol 

C. 

Compound 4 was isolated as a colorless oil. Its IR spectrum showed a hydroxyl 

group (3461 cm-1) and a carbonyl group (1705 cm-1). The C15H26O3 molecular formula 

was determined by HRESIMS data, m/z 277.1772 [M + Na]+ (calcd for C15H26O3Na, 

277.1774, Δ = 0.6 ppm). The 1H and 13C NMR data of 4 (Tables 1 and 2) were similar 
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to those of 3, including a carbonyl (δC 213.2) and two oxymethine carbons (δC 73.4, 

84.6). However, a significant alteration occurred at the quaternary carbinolic carbon C-

7 (δC 69.4, Δ+ 14.4 ppm). The HMBC spectrum displayed identical correlations from 

H2-1, H-3 and H-4 to C-2, as in 3 (Figure 1). The cross-peaks from H-10 to C-15, C-14 

and C-1 and from H3-13 to C-8, C-7 and C-6, combined with vicinal homonuclear 

coupling correlations in COSY between H-10 and H2-9, between H-7, H-6 and H2-5, 

and between H-3, H2-4 and H3-12 suggested another type of fusion in the carbon 

skeleton of 4. Analysis of the HSQC spectrum allowed an unequivocal establishment 

of the chemical shift of C-10 (δC 73.4) and C-6 (δC 84.6). Thus, the changes in the 

chemical shifts were compatible with an ether bridge between C-10 and C-6 instead of 

C-10 and C-7 (Tables 1 and 2). As expected, compound 4 could not be acetylated. 

The ESIMS/MS spectrum of 4 exhibited ion fragments at m/z 237 [M - H2O + H]+, 219 

[M - 2H2O + H]+ and 201 [M - 3H2O + H]+. The negative specific rotation ([α]25
D -12, 

CHCl3) and the NOESY correlations observed from H-10 to H3-14 and H-3, and from 

H-14 to H-1α suggest that these protons are cofacial in the α-orientation, whereas the 

correlations from H3-15 to H-1β indicate β-orientation (Figure 2). Furthermore, the 

correlation between H-6 and H3-13 accompanied by previous data from the other 

compounds suggest the α-orientation for these protons and revealed the relative 

configuration shown in Figure 2. Thus, the structure of compound 4 was suggested as 

shown and named dolichocarpol D. 

Compound 5 was obtained as a colorless oil. Its IR spectrum showed a hydroxyl 

group (3321 cm–1) and a carbonyl group (1659 cm–1). The 1D NMR data of compound 

5 (Tables 1 and 2) were similar to those of compounds 1, 2 and 4, altered by the 

presence of the formyl proton (δH 9.37, d, J = 0.8), as confirmed by HRESIMS at m/z 

275.1622 [M + Na]+ (calcd for C15H24O3Na, 275.1618, Δ = -1.6 ppm), consistent with a 

molecular formula of C15H24O3. The general characteristics observed in the 1H and 13 

C NMR spectra of 5, were parallel to those of the previous compounds. 2D NMR – 

HSQC analysis confirmed the chemical shifts for H-10 (δH 2.90, dd, J = 11.2, 1.6 Hz)/C-

10 (δC 72.7), H-6 (δH 3.58, dd, J = 12.4, 5.6 Hz)/C-6 δC 83.5) and H-2 (δH 6.52, dd, J = 

10.8, 7.2 Hz)/C-2 (δC 152.8). Thus, the ether bridge between C-10 and C-6 was 

maintained. The localization of the double bond in carbons C-2 and C-3 was defined 

by HMBC, through the identical sequence of the correlation from H-2 and H-4b to C-12 

and from H-12 to C-2 and C-4, like in compound 1 (Figure 1). In addition, the cross-

peaks from H-10 to C-15, C-14, C-8 and C-1 and from H-6 to C-13, C-8 and C-5 
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corroborated ether bridge C-10 and C-6. The 1H – 1H COSY spectrum exhibited the 

vicinal coupling between H-2 and H2-1, between H-10 and H-9, and between H-6, H-5 

and H-4. The negative specific rotation ([α]25
D -9, CHCl3) and NOESY spectrum 

showed that the α-orientation was maintained for H-2, H-10 and H3-14 as well as for 

H3-13 and H-6, and the relative configuration is shown in Figure 2. From the analysis 

of the spectral data and comparison with the analogous compounds, the structure of 5 

was proposed and named dolichocarpol E. 

 Compound 6 was isolated as a light brown oil. The IR spectrum showed a 

hydroxyl group (3444 cm-1) and a carbonyl group (1701 cm-1). Its molecular formula 

was determined as C15H24O3 by HRESIMS analysis on the basis of íon m/z 275.1616 

[M + Na]+ (calcd for C15H24O3Na, 275.1618, Δ = 0.8 ppm), corresponding to four indices 

of hydrogen deficiency. Unlike for compounds 1-5, the 1H NMR spectrum of 6 exhibited 

only one oxymethine proton at δH 3.52 (dd, J = 6.4, 2.4 Hz) and in addition two 

oxymethylene protons at δH 3.66 (d, J = 14.0 Hz) and 3.26 (dd, J = 14.0, 1.6 Hz). 

Besides these, there were one methine proton at δH 2.29 (m) and three methyl protons 

at δH 1.23 (s), δH 1.09 (s), and 1.05 (s) (Table 1). The 13C NMR and DEPT spectrum 

showed a carbonyl group (δC 215.9), three non-hydrogenated carbons including one 

oxygenated (δC 74.1, 50.5, 39.5), methylene carbons (δC 33.6, 33.0, 32.9, 29.9, 23.7) 

and methyl carbons (δC 33.2, 30.6, 29.2). The cross-peaks in HMBC from H3-13 to C-

8, C-7, C-6 and C-2, suggested a C-C fusion not found in the other sesquiterpenoids 

(1-5) (Figure 1). Another correlation equally important from H2-1 to C-15, C-14, C-10, 

C-7, C-3 and C-2, defined a new fusion between C-7 and C-2. The HSQC spectrum 

exhibited the correlation from H3-13 to C-13, indicating its insertion in the quaternary 

carbon C-7 (δC 50.5), neighboring the carbonyl carbon. Likewise, the HMBC correlation 

of H2-12 with C-10, C-3 and C-2, combined with the sequence of correlations of vicinal 

homonuclear coupling in COSY between H-10 and H2-9, between H2-1 and H-2 and 

between H2-4 and H2-5, established the ether bridge between C-10 and C-3 via 

methylene carbon C-12. The ESIMS/MS spectrum showed an ion fragment at m/z 215 

[M - C2H4O2 + Na]+. The with positive specific rotation ([α]25
D +10, CHCl3) indicates a 

different orientation for H3-13 compared to the compounds shown previously. 

Futhermore the NOESY correlation between H-2, H3-13, H-8β, H3-15 and H-1β 

suggested that all the protons were cofacial assigned thus as β-orientation (Figure 2). 

The Cotton effects observed at λ 219 nm (Δε -0.18) and at λ 291 nm (Δε +0.09) allowed 

to establish the absolute configuration of 6 as (2S,3R,7R,10S) by the comparison of 
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that experimental ECD with the calculated data (Figure 3). On the basis of these 

findings, the structure of compound 6 was defined as a new humulene-type 

sesquiterpene, named dolichocarpol F. 

 

 

Figure 3. Experimental and calculated ECD spectra of compounds 1-3 and 6 

 

A putative biosynthetic pathway toward compounds 1-6 is shown in Figure 4. 

Starting from 10-hydroxyhumula-2E,6E-diene, oxidations occurred producing the 

hydroxylated intermediate at C-10 and also the epoxidized intermediate at the double 

bonds Δ2,3 and Δ6,7. Through successive oxidations and different fusions and 

cyclizations, compounds 1-6 were produced.  
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Figure 4. Putative biosynthetic pathway toward compounds 1-6 

 

The cytotoxicity of the selected sesquiterpenoids (3, 4 and 6) against HCT-116 

and L929 cell lines was evaluated. Compound 3 significantly inhibited the proliferation 

of HCT-116 human colon cancer cells at a concentration of 50 μM with an inhibitory 

rate of 26.63 ± 1.21%. No selectivity was observed for 3 toward tumor cells, 

considering the inhibitory rate against L929 murine fibroblast non-tumor cell line (27.91 

± 0.20%). Compounds 4 and 6 showed weak cytotoxic effects against HCT-116 cells 

with inhibitory rates under 20%. Moreover, compound 4 exhibited the highest 

cytotoxicity against L929 non-tumor cells (30.76 ± 3.52%). 
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Figure 5. Cytotoxicity of the compounds 3, 4 and 6 against HCT-116 (A) and L929 (B) cells lines, after 

72 h treatment. The values are the mean ± standard error for four independent replicates at a 

concentration of 50 μM (*p < 0.05 compared with untreated cells) 

 

EXPERIMENTAL SECTION 

General Experiment Procedures. Optical rotations were measured on a Jasco 

P-2000 polarimeter (Easton, MD, USA) at 25º C in CHCl3. FTIR spectra were acquired 

on a Bruker Vertex 70 (Bruker, Billerica, MA, USA) and a PerkinElmer Frontier 

(Waltham, MA, USA) spectrometers. 1D- and 2D-NMR spectra were recorded on a 

Bruker AVANCE III HD 800 MHz spectrometer (800 and 200 MHz for 1H and 13C), 

Varian NMR spectrometer (500 and 125 MHz for 1H and 13C) and a Bruker AVANCE 
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III HD spectrometer (400 and 100 MHz for 1H and 13C) using CHCl3 (δH 7.24 and δC 

77.0), the residual solvent, as an internal standard. High-resolution electrospray 

ionization mass spectrometry (HRESIMS) and tandem (MSn) analyses were carried 

out using Bruker spectrometers models micrOTOFII and Ion Trap-amaZonX (Billerica, 

MA, USA), respectively, both operating in a positive mode. Column chromatography 

(CC) was performed on a silica gel 60 (60-200 µm, 70-230 mesh, SiliaCycle, Quebec, 

Canada) and medium pressure liquid chromatography (MPLC) on a silica gel 60 (40-

63 µm, 230-400 mesh, SiliCycle). Thin-layer chromatography (TLC) was carried out 

using precoated silica gel F-254 aluminum sheets (SiliCycle) and the compound spots 

were observed under UV light at 254 and 366 nm, and staining with iodine vapor. 

Analytical high-performance liquid chromatography (HPLC) was performed on a 

Prominence Shimadzu instrument equipped with a SPD-M20A diode array detector 

and a reverse-phase Phenomenex Gemini® C18 column (250 mm x 4.6 mm ID filled 

with 5 µm particles). For preparative HPLC, a Shimadzu apparatus with an SPD-M10A 

VP diode array detector and an ACE C18 column (250 mm × 21.2 mm and 5 µm 

particles) was used, with a flow rate of 8.0 mL/min. 

Plant Material. The roots of A. dolichocarpa were collected from Cruz do 

Espírito Santo, Paraíba, Brazil (7°09'43.7"S, 35°02'11.1"W) on April 2018. Access 

registration in the National Management System of Genetic Patrimony and Associated 

Traditional Knowledge (SISGEN) was obtained under number AE4B71A. A voucher 

specimen (AGRA & GÓES 5543) was identified by M. F. Agra and deposited at 

Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), Federal University of Paraiba (UFPB), 

Brazil. 

Extraction and Isolation. The air-dried and powdered roots of A. dolichocarpa 

(1.72 kg) were extracted with ethanol for 72 h (3 x 4 L) at room temperature. The extract 

was concentrated under reduced pressure at 40° C to afford 52.6 g of crude extract 

(CE). Part of CE (49.3 g) was suspended in MeOH-H2O (7:3) and sequentially 

partitioned with hexane, chloroform and EtOAc. An aliquot of the hexane-soluble 

portion (8.12 g) was subjected to CC over silica gel, eluting with a gradient of hexane-

EtOAc and EtOAc-MeOH, which after TLC analysis were grouped to give the fractions 

H1 to H6. Fraction H-2 (95.0 mg) was subjected to preparative HPLC with the following 

gradient elution: solvent A = H2O; solvent B = MeOH; elution system = 0-40 min (20-

70% B); 40-50 min (70% B); and 50-65 min (70-100% B), yielding compound 5 (2.0 

mg). Fraction H-4 (85.8 mg) was also subjected to preparative HPLC using gradient 
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elution with H2O-MeOH 5 to 100% of MeOH in 75 min to afford compound 1 (1.0 mg). 

The chloroform-soluble fraction (6.70 g) was separated by MPLC over silica gel using 

a gradient elution with hexane-EtOAc and EtOAc-MeOH, and the fractions obtained 

were combined according to the TLC profile to afford C1-C4. The fraction C-2 (197.3 

mg) was purified by preparative HPLC with the following elution gradient: solvent A = 

H2O; solvent B = MeOH; elution system = 0-45 min (0-65% B); 45-70 min (65% B); and 

70-105 min (65-100% B). This resulted in compounds 2 (0.5 mg), 3 (12.1 mg), 4 (6.8 

mg) and 6 (6.0 mg). 

Dolichocarpol A (1): colorless oil; [α]25
D -41 (c. 0.1, CHCl3); ECD (CHCl3) λ (Δε) 

234 (-0.89), 255 (+0.43); IR (film) νmax 3466, 2955, 2931, 2868, 1706, 1468, 1402, 

1213, 1104 cm-1; 1H and 13C NMR data, see Tables 1 and 2; positive-ion HRESIMS 

m/z 275.1614 [M+Na]+ (calcd for C15H24O3Na, 275.1618, Δ = 1.2 ppm); positive-ion 

ESIMS/MS fragments m/z 257, 217. 

Dolichocarpol B (2): colorless oil; [α]25
D -15 (c. 0.1, CHCl3); ECD (CHCl3) λ (Δε) 

201 (+1.55), 243 (+1.92); IR (film) νmax 3401, 2958, 2923, 2869, 1703, 1459, 1366, 

1214, 1082, 1047 cm-1; 1H and 13C NMR data, see Tables 1 and 2; positive-ion 

HRESIMS m/z 291.1566 [M+Na]+ (calcd for C15H24O4Na, 291.1567, Δ = 0.1 ppm); 

positive-ion ESIMS/MS fragments m/z 251, 233, 215, 205. 

Dolichocarpol C (3): colorless oil; [α]25
D -20 (c. 0.1, CHCl3); ECD (CHCl3) λ (Δε) 

221 (-0.22), 287 (+0.11); IR (film) νmax 3458, 2956, 2924, 2873, 1703, 1458, 1367, 

1215, 1048 cm-1; 1H and 13C NMR data, see Tables 1 and 2; positive-ion HRESIMS 

m/z 277.1773 [M+Na]+ (calcd for C15H26O3Na, 277.1774, Δ = 0.3 ppm); positive-ion 

ESIMS/MS fragments m/z 237, 219, 201. 

Dolichocarpol D (4): colorless oil; [α]25
D -12 (c. 0.1, CHCl3); IR (film) νmax 3461, 

2960, 2930, 2875, 1705, 1457, 1363, 1214, 1049 cm-1; 1H and 13C NMR data, see 

Tables 1 and 2; positive-ion HRESIMS m/z 277.1772 [M+Na]+ (calcd for C15H26O3Na, 

277.1774, Δ = 0.6 ppm); positive-ion ESIMS/MS fragments m/z 237, 219, 201. 

Dolichocarpol E (5): colorless oil; [α]25
D -9 (c. 0.1, CHCl3); IR (film) νmax 3321, 

2975, 2929, 2883, 1659, 1453, 1383, 1270, 1082, 1045 cm-1; 1H and 13C NMR data, 

see Tables 1 and 2; positive-ion HRESIMS m/z 275.1622 [M+Na]+ (calcd for 

C15H24O3Na, 275.1618, Δ = -1.6 ppm). 

Dolichocarpol F (6): colorless oil; [α]25
D +10 (c. 0.1, CHCl3); ECD (CHCl3) λ (Δε) 

219 (-0.18), 291 (+0.09); IR (film) νmax 3344, 2954, 2923, 2867, 1701, 1462, 1368, 

1213, 1092 cm-1; 1H and 13C NMR data, see Tables 1 and 2; positive-ion HRESIMS 
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m/z 275.1616 [M+Na]+ (calcd for C15H24O3Na, 275.1618, Δ = 0.8 ppm); positive-ion 

ESIMS/MS fragments m/z 215. 

ECD Calculation. Conformational studies for compounds (1-6) were carried out 

on the Spartan’16 software using the MMFF94 molecular mechanics force field 

calculation. Conformers within a 10 kcaL/mol energy window were generated and 

further optimized using density functional theory (DFT) calculation at the B3LYP/6-

31G*(d) level. The conformers with over 1% of Boltzmann distribution were chosen for 

ECD calculation at the B3LYP/6-311 +G(2d,p) level. The calculated ECD spectra were 

obtained by DFT and time-dependent DFT (TD-DFT) using Gaussian 09 and analyzed 

on SpecDis v1.71. 

Cytotoxicity Assay. Human colon cancer HCT-116 cells and non-tumor murine 

fibroblast L929 cells were cultured in RPMI-1640 medium containing 10% fetal bovine 

serum, 100 U/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin at 37 °C with 5% CO2 in a 

humidified atmosphere. Cells were seeded in 96-well plates at a density of 3 x 105 cells 

per well. Following a 24 h period, cells were incubated with the sesquiterpenoids (3, 4 

and 6) (50 µM) dissolved in DMSO (0.4%). After culturing for 72 h, 10 μL of 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution (5 mg/mL) was 

added and incubated for another 4 h. The deposited formazan was dissolved with 

dodecyl sulfate sodium salt (100 μL).27 Positive control was DMSO (20%). The optical 

densities were measured using a microplate spectrophotometer (Microplate reader 

BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, USA). Data were analyzed with 

GraphPad Prism 5.0, using analysis of variance (ANOVA – one way). 
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Figure S1. IR spectrum of compound 1 

 

 

Figure S2. HRESIMS spectrum of compound 1 ([M + Na], positive ion mode) 

 



 

163 

Figure S3. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S4. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 1 
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Figure S5. 13C NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S6. 13C DEPT-135 NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S7. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S8. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 1 
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Figure S9. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S10. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 1 
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Figure S11. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 1 
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Figure S12. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S13. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 1 
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Figure S14. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 1 
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Figure S15. ESIMS/MS spectrum of compound 1 ([M + Na], positive ion mode) 

  



 

176 

Figure S16. Experimental and calculated ECD spectra and absorption spectra of compounds 1-3 and 
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Figure S17. IR spectrum of compound 2 

 

 

Figure S18. HRESIMS spectrum of compound 2 ([M + Na], positive ion mode) 
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Figure S19. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) spectrum of 2 
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Figure S20. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) extension spectrum of 2 
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Figure S21. 13C NMR (125 MHz, CDCl3) spectrum of 2 
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Figure S22. 13C NMR (200 MHz, CDCl3) spectrum of 2 
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Figure S23. HSQC NMR (500 MHz, CDCl3) extension spectrum of 2 

 



 

183 

Figure S24. HMBC NMR (500 MHz, CDCl3) spectrum of 2 
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Figure S25. HMBC NMR (500 MHz, CDCl3) extension spectrum of 2 
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Figure S26. 1H-1H COSY NMR (500 MHz, CDCl3) spectrum of 2 
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Figure S27. 1H-1H NOESY NMR (500 MHz, CDCl3) spectrum of 2 
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Figure S28. 1H-1H NOESY NMR (500 MHz, CDCl3) extension spectrum of 2 
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Figure S29. ESIMS/MS spectrum of compound 2 ([M + H], positive ion mode) 
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Figure S30. IR spectrum of compound 3 

 

 

Figure S31. HRESIMS spectrum of compound 3 ([M + Na], positive ion mode) 
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Figure S32. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S33. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 3 
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Figure S34. 13C NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S35. 13C DEPT-135 NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S36. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S37. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 3 
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Figure S38. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S39. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 3 
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Figure S40. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 3 
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Figure S41. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S42. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 3 
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Figure S43. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 3 
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Figure S44. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of acetylated 3 
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Figure S45. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of acetylated 3 
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Figure S46. 13C NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of acetylated 3 
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Figure S47. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of acetylated 3 

 



 

206 

Figure S48. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of acetylated 3 
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Figure S49. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of acetylated 3 
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Figure S50. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of acetylated 3 
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Figure S51. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of acetylated 3 

 



 

210 

Figure S52. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of acetylated 3 
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Figure S53. 1H NMR (400 MHz, C5D5N) spectrum of 3 
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Figure S54. 1H NMR (400 MHz, C5D5N) extension spectrum of 3 
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Figure S55. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, C5D5N) spectrum of acetylated 3 
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Figure S56. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, C5D5N) extension spectrum of 3 
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Figure S57. ESIMS/MS spectrum of compound 3 ([M+H], positive ion mode) 
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Figure S58. IR spectrum of compound 4 

 

 

Figure S59. HRESIMS spectrum of compound 4 ([M + Na], positive ion mode) 
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Figure S60. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S61. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 4 
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Figure S62. 13C NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S63. 13C DEPT-135 NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S64. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S65. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 4 

 



 

223 

Figure S66. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S67. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 4 
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Figure S68. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S69. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 4 
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Figure S70. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 4 
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Figure S71. ESIMS/MS spectrum of compound 4 ([M + H], positive ion mode) 

 

  



 

229 

Figure S72. IR spectrum of compound 5 

 

 

Figure S73. HRESIMS spectrum of compound 5 ([M + Na], positive ion mode) 
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Figure S74. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S75. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 5 
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Figure S76. 13C NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S77. 13C DEPT-135 NMR (100 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S78. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S79. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 5 
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Figure S80. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S81. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 5 
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Figure S82. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S83. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 5 
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Figure S84. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 5 
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Figure S85. IR spectrum of compound 6 

 

 

Figure S86. HRESIMS spectrum of compound 6 ([M + Na], positive ion mode) 
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Figure S87. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S88. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 6 
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Figure S89. 13C NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S90. DEPT-135 NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S91. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S92. HSQC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 6 
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Figure S93. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S94. HMBC NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 6 
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Figure S95. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S96. 1H-1H COSY NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 6 
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Figure S97. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of 6 
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Figure S98. 1H-1H NOESY NMR (400 MHz, CDCl3) extension spectrum of 6 
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Figure S99. ESIMS/MS spectrum of compound 6 ([M + H], positive ion mode) 
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CONCLUSÃO 

 

O estudo fitoquímico dos extratos etanólicos das raízes de A. dolichocarpa, 

levou ao isolamento de doze metabólitos secundários, alguns dos quais foram 

investigados em ensaio de atividade citotóxica contra linhagens de células HCT-116 

(carcinoma colorretal humano) e L929 (fibroblastos murinos não-tumorais). 

Foram isolados seis alcaloides, os inéditos dolichocarpina e 9-

metoxieupolauramina, além dos conhecidos eupolauramina, 3-metoxieupolauridina, 

eupolauridina e 4-metilsampangina. Com exceção deste último, os demais foram 

avaliados no ensaio de citotoxicidade. Para a linhagem de HCT-116, apenas os 

compostos 9-metoxieupolauramina e 3-metoxieupolauridina foram capazes de inibir a 

proliferação celular e somente dolichocarpina não induziu citotoxicidade em L292. 

Seis sesquiterpenoides macrocíclicos do tipo humuleno, denominados como 

dolichocarpois A-F, todos novos e apresentando esqueleto químico incomum, foram 

também isolados. Três deles, dolichocarpois C, D e F, foram testados. O dolichocarpol 

C inibiu significativamente a proliferação celular de HCT-116, porém sem seletividade 

já que inibiu L929 em proporções semelhantes. Os outros dois exibiram efeito fraco 

contra HCT-116, com dolichocarpol F sendo o mais citotóxico contra as células não-

tumorais L929. 

Portanto, os resultados químicos e de atividade biológica obtidos nesse 

trabalho, com isolamento e caracterização estrutural de substâncias novas e 

conhecidas e demonstração da inibição de proliferação celular de algumas delas, 

contribuíram para o conhecimento sobre A. dolichocarpa. Ademais, o ineditismo dos 

compostos revela novas possibilidades de estudos para busca de metabólitos 

secundários ainda não encontrados. 

 


