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ISOLATION AND CYTOTOXICITY EVALUATION OF SOME OXOAPORPHINE ALKALOIDS FROM ANNONACEAE. A
different methodology was used to isolate and purify oxoaporphine alkaloids, as they are difficult to separate by the usual workup when
in mixture. Alkaloid extracts from Annonaceae species were obtained by base/acid extraction. The extracts were concentrated and
submitted to partition in solutions of acids of different pKa values, followed by separation by preparative TLC using 1 mm thick silica
gel impregnated with oxalic acid (11.2% w/w). Liriodenine, lisycamine, lanuginosine, and O-methylmoschatoline were obtained and
tested against tumoral cells (line Hep

2
, ATCC-CCL 23, larynx carcinoma). Only O-methylmoschatoline (IC

50
 12.4 μM) was more active

than cisplatin (18.0 μM).
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INTRODUÇÃO

A classe dos alcalóides aporfínicos, ou aporfinóides, derivados do
esqueleto isoquinolínico, é bastante destacada em diferentes espécies
de Annonaceae1, sendo também encontrada em outras famílias2. Esta
classe está divida em diferentes subclasses, cujos representantes apre-
sentam perfil estrutural característico (Figura 1) e, sem dúvida, pro-
priedades químicas e biológicas próprias dos subgrupos a que perten-
cem3. Esses alcalóides caracterizam-se por apresentar esqueleto
aporfínico (Figura 1a), e um de seus subgrupos, o oxaporfínico (Figu-
ra 1b), possui esqueleto totalmente aromático e com presença de gru-
po carbonílico em C-71. Em função do padrão de substituição encon-
trado no anel, diferentes alcalóides oxaporfínicos já foram descritos.

Com relação às atividades biológicas e farmacológicas dos
alcalóides oxaporfínicos, são conhecidas as seguintes: citotóxica1,2,4,
anti-agregante plaquetária5, antibacteriana, antifúngica e a
antiplasmódica6, ainda que esta última seja pouco significativa, quan-
do comparada à da cloroquina. Dentre essas atividades, a mais repre-
sentativa nessa subclasse é a citotóxica, que tem sido demonstrada
frente a diferentes linhagens de células tumorais1,2. Este é o caso, por
exemplo, da liriodenina, comumente isolada e, conseqüentemente, um
dos alcalóides aporfínicos mais citados e testados2. A liriodenina foi
usada como modelo comparativo com outros dois alcalóides
aporfinóides — bulbocapnina e dicentrina — para explorar a relação
entre estrutura e atividade inibidora sobre topoisomerase II. Várias
características estruturais e propriedades físico-químicas são necessá-
rias para avaliação da atividade farmacológica7 ou biológica, e a con-
dição de que uma molécula seja totalmente planar não é um fator
determinante. Foi sugerido, porém, que a planaridade desses alcalóides
é um fator limitante para a atividade acima mencionada — ou seja, a
liriodenina, por ser totalmente planar, seguida da dicentrina, que ado-
ta uma conformação relativamente planar, foram potentes inibidoras
catalíticas de topoisomerase II, enquanto a bulbocapnina, que não
apresenta tal conformação, mostrou-se inativa8.

Procedimentos para o isolamento e purificação dos alcalóides
oxaporfínicos têm sido descritos e podem envolver várias etapas e/
ou requerer equipamentos menos acessíveis, tais como aparelhos de
cromatografia líquida de média eficiência9 e de cromatografia líqui-
da de alta eficiência (CLAE)10, com o decorrente alto custo para a
realização. Geralmente, quando há dois ou mais representantes des-
sa classe de alcalóide presentes em uma mesma fração, mesmo que
haja diferenças em seus padrões de substituição, enfrenta-se maior
grau de dificuldade no isolamento e purificação11, pois geralmente
observa-se o mesmo comportamento cromatográfico em métodos
usuais de cromatografia (cromatografia em coluna com sílica ou
alumina, cromatografia em camada analítica ou preparativa).

Com o intuito de aprofundar o estudo do comportamento dos
alcalóides oxaporfínicos perante diferentes meios, complementá-lo
com o estudo da atividade citotóxica e também contribuir com o
conhecimento da relação estrutura–atividade, desenvolveu-se uma
nova metodologia de baixo custo que se revelou eficiente no isola-

Figura 1. Estrutura básica dos esqueletos de alcalóides aporfínicos (a) e

oxaporfínicos (b)



1810 Quim. Novada Silva et al.

mento e purificação desses compostos. Devido à utilização de pla-
cas cromatográficas preparativas de sílica-gel e impregnadas com
ácido oxálico, foi possível separar misturas de dois ou mais alcalóides
oxaporfínicos que seriam de difícil separação em placas usuais de
sílica-gel: liriodenina (1) e lisicamina (4), de Unonopsis lindimani;
lanuginosina (2), oxobuxifolina (3) e O-metilmoscatolina (5), de
Duguetia glabriuscula; e 1 e 2 também de Duguetia furfuracea.
Ainda com emprego de cromatografia em coluna de sílica-gel e uti-
lizando eluentes aditivados com HCl, realizou-se a separação de
aterospermidina (6) e 1.

A utilização de diferentes meios (suporte sólido e aditivado com
ácido; solvente de eluição aditivado com ácido) proporcionou a se-
paração desses representantes da classe de oxaporfínicos de acordo
com seu comportamento em meio ácido. Foram utilizadas ferramentas
de química teórica (Gaussian 03 e GaussView), visando a interpreta-
ção dos resultados experimentais obtidos no presente trabalho. Como
esses alcalóides apresentam semelhanças estruturais, foram melhor
exploradas outras propriedades como densidade de carga, potencial
eletrostático e interação entre o par iônico, que auxiliaram no me-
lhor entendimento dessa metodologia de separação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A utilização de suportes modificados e eluentes aditivados está
bem documentada na literatura12. Bons exemplos são o uso de pla-
cas de sílica impregnadas com AgNO

3 
para separação de compostos

com ligação dupla e a adição de dietilamina em eluentes para me-
lhor resolução de extratos alcaloídicos em suportes com caracterís-
ticas ácidas. Recentemente, a utilização de agentes surfactantes foi
proposta como uma metodologia mais rápida e de baixo custo para
obtenção de extratos ricos em alcalóides13. Essas metodologias geral-
mente envolvem o conhecimento das propriedades físico-químicas
do eluente, solvente e substância (ou extrato) envolvidos e as técni-
cas decerto visam a redução de custo, uma vez que metodologias
mais eficientes são mais caras.

Durante os últimos anos temos trabalhado com alcalóides
oxaporfínicos da família Annonaceae11, classe de compostos bas-
tante comuns nessa família1, os quais apresentam amplo espectro
de atividades biológicas e farmacológicas. Por outro lado, a estru-
tura totalmente planar e a baixa diversificação encontrada no pa-
drão de substituição permitiriam justificar o comportamento seme-
lhante de seus derivados frente a diferentes eluentes e suportes só-
lidos comumente utilizados (sílica e alumina).

De maneira geral, o comportamento do esqueleto alcaloídico
em função do pH é bastante conhecido14 e geralmente é útil durante
o procedimento usual de extração e purificação. Dependendo do es-
queleto alcaloídico presente, tal procedimento pode compor-se de eta-
pas específicas que podem se revelar etapas-chave do procedimento
usual de extração e purificação14. Por analogia, as informações já
descritas sobre o comportamento do esqueleto isoquinolínico em meio
ácido diluído ou concentrado foram utilizadas como modelo: a popu-
lação presente das espécies correspondentes às formas neutra e
protonada deste esqueleto (isoquinolínico e isoquinolônio) é conhe-
cida e dependente de pH15. Outra informação mais específica e refe-
rente ao esqueleto oxaporfínico é que este, em meio ácido, apresenta
cor avermelhada bastante intensa, que decorre da protonação de N-6
e da deslocalização da carga positiva em todo o sistema aromático,
causando um deslocamento batocrômico1. Com essas informações pre-
liminares, foi possível avaliar o comportamento dos alcalóides
oxaporfínicos em diferentes soluções ácidas.

Os extratos alcaloídicos foram obtidos pelo método usual áci-
do/base de três espécies vegetais da família Annonaceae: Duguetia
furfuracea, D. glabriuscula e Unonopsis lindmanii. Após concen-
tração a vácuo, foram solubilizados em clorofórmio e submetidos
a partições sucessivas com soluções ácidas a 5% de ácido oxálico
(pKa 1,3), ácido cítrico (pKa 3,1) e ácido acético (pKa 4,7), obser-
vando-se uma maior proporção de alcalóides oxaporfínicos na fase
aquosa mais ácida.

A partir desse resultado preliminar, foram então confecciona-
das placas cromatográficas em camadas delgada e preparativa de
sílica-gel impregnada com ácido acético, cítrico e oxálico. As pla-
cas impregnadas com ácido oxálico mostraram-se satisfatórias na
separação dos alcalóides oxaporfínicos, mesmo nas misturas de
substâncias que apresentam o mesmo fator de retenção em placas
usuais de camadas delgada e preparativa com sílica-gel (Figura 2),
resultando na separação dos seguintes alcalóides: lisicamina (4) e
liriodenina (1), das cascas do caule de U. lindimanii; lanuginosina
(2), oxobuxifolina (3) e O-metilmoscatolina (5), de uma mesma
fração obtida das cascas do caule de D. glabriuscula, sendo que 5
foi isolado pela primeira vez nessa espécie vegetal; aterospermidina
(6) e 1, foram separadas dos ramos aéreos de D. furfuracea, embo-
ra para esta espécie tenha sido utilizada cromatografia em coluna
com gradiente de solvente (CHCl

3
: MeOH, aditivada com 0,5% de

HCl), sendo as estruturas elucidadas a partir de dados espectrais de
RMN 1H em comparação com os encontrados na literatura16.

O comportamento observado para esses alcalóides no suporte mais
ácido foi muito similar ao observado para o modelo isoquinolínico já
citado, no qual a maior população de espécie protonada pode ser en-
contrada em pH mais ácido, dessa forma favorecendo a retenção dos
mesmos no suporte utilizado. A diferença no fator de retenção (Rf)
entre os alcalóides oxaporfínicos 1-5, no suporte ácido (Figura 2),
poderia ser função do padrão de substituição presente em cada repre-
sentante. O padrão de substituição nas posições C-1, C-2 e C-3 do
anel A contribui de maneira distinta para o valor de pKa e seria um
fator determinante, se presente isoladamente. A inserção de um
substituinte metoxila na posição C-2 poderia produzir, por exemplo,
um incremento de 0,5 unidade de pKa, quando comparado ao pKa de
um derivado com substituinte na posição C-1 ou C-3, ou mesmo com-
parado com derivados sem substituintes nessas posições17. Esse efei-
to sobre pKa, possivelmente ocorre pela contribuição na estabiliza-
ção da carga, que o substituinte pode proporcionar. Todos os alcalóides
apresentaram um padrão de substituição muito semelhante no anel
A, e a variação que poderia ocorrer nessa contribuição seria em fun-
ção do impedimento estérico entre os substituintes, uma vez que to-
das as substâncias analisadas apresentam dois ou mais substituintes
nas posições C-1, C-2 e C-3. Os compostos 3 e 5 apresentam

Figura 2. Comportamento dos alcalóides oxaporfínicos liriodenina (1),
lanuginosina (2), oxobuxifolina (3), lisicamina (4) e O-metilmoscatolina (5)
em suportes de: (A) sílica-gel, camada de 1,0 mm de espessura, revelador

HCl 5% em EtOH, eluente CHCl
3
:MeOH a 2%; (B) sílica-gel (1,0 mm de

espessura) impregnada com ácido oxálico a 12,1% (m/m), eluente

CHCl
3
:MeOH a 22%, sem revelação
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substituintes nas posições C-1, C-2 e C-3 e 4 as tem em C-1 e C-2,
sendo alguns destes grupos volumosos (-OCH

3
), o que dificultaria a

coplanaridade do substituinte em C-2 e, conseqüentemente, a contri-
buição dessa posição na estabilização da carga em N-6 seria menor.
Já em 1 e 2, cujo substituinte nas posições C-1 e C-2 é um grupo
metilenodioxila, a formação de um anel de cinco membros, que é
mais rígido, favorece a coplanaridade.

Parte teórica

Com o estudo químico teórico das propriedades eletrônicas des-
ses alcalóides foi possível obter informações que também possam
contribuir para o esclarecimento do processo de separação em sílica-
gel impregnada com ácido oxálico, pois as diferenças mínimas ob-
servadas frente ao padrão de substituição, que dificultam o isola-
mento e purificação em suportes normais, podem afetar considera-
velmente as propriedades eletrônicas. Com o pacote Gaussian 03 foi
utilizado o método semi-empírico AM1 para uma primeira
otimização. Posteriormente, para o refinamento dos cálculos, utili-
zou-se o ab initio DFT/B3LYP/6-31g**, para obtenção da densidade
de carga total de 1, 2, 3, 4 e 5. Através das imagens geradas pelo
pacote Hyperchem, com o qual se obteve uma visão qualitativa do
tema (Figura 3), observa-se a participação eletrônica do par de elé-
trons do nitrogênio na ressonância do sistema anelar, o que reduziria
a disponibilidade deste para protonação perante o ácido oxálico.

Foi possível também otimizar e analisar18 as propriedades ele-
trônicas e termodinâmicas. Ficou demonstrado através do cálculo
teórico ab initio, que é mais quantitativo, que a afinidade protônica é
praticamente a mesma (–250 kcal mol–1) para todos os alcalóides,
exceto O-metilmoscatolina, com valor um pouco menor (–243,2 kcal
mol–1), mostrando uma menor liberação de energia ao ser protonada.

Atividade citotóxica

As atividades biológicas e farmacológicas de alcalóides aporfinóides
constituem um tema de avaliação e discussão, sendo bastante explora-
das as potencialidades desses compostos como agentes citotóxicos e
antitumorais. A relação estrutura–atividade dos aporfinóides geralmente
envolve o padrão de substituição2,3 e, em especial, quando se conside-
ram os oxaporfínicos, a planaridade da molécula com relação aos de-
mais alcalóides aporfinóides é motivo de destaque. Como já mencio-

nado, há diferença na interação direta sobre o DNA de alcalóides
aporfínicos e oxaporfínicos, o que é exemplificado pela dicentrina e
liriodenina, respectivamente, sendo que, para esta última sugere-se ser
mais eficiente devido a sua estrutura mais planar8. A planaridade dos
oxaporfínicos ocorre em função da carbonila em C-7, que favorece a
extensão da conjugação no sistema aporfínico.

O padrão de substituição no anel A é considerado fundamental.
Por exemplo, a inserção de substituintes do tipo 1,2-metilenodioxila
em alcalóides oxaporfínicos contribui para a atividade citotóxica
desses alcalóides, embora também tenha sido demonstrada uma
baixa seletividade, como ocorre com a liriodenina, enquanto a
asteropermidina, com substituintes em C-1, C-2 e C-3, é mais se-
letiva2.

No presente trabalho, dos seis alcalóides citados, quatro (1, 2, 4 e
5) foram testados contra células Hep

2
 (ATCC-CCL 23, de carcinoma

de laringe), as quais se mostraram mais sensíveis ao alcalóide 5, que
apresentou menor caráter básico. A Figura 3 mostra a densidade de
carga total dos alcalóides oxaporfínicos, representada através das dis-
tribuições das nuvens eletrônicas sobre os átomos das moléculas, com
maior densidade de carga sobre N-6 de 5, em comparação com os de-
mais alcalóides. A O-metilmoscatolina poderia estar mais sujeita à li-
gação covalente que à iônica, o que poderia explicar o efeito citotóxico
apresentado por esse alcalóide (Tabela 1).

PARTE EXPERIMENTAL

Marcha química para alcalóides

O extrato alcaloídico de cada espécie vegetal foi obtido da
maneira usual, ou seja, 100 g de planta foram submetidas à
maceração em NH

4
OH a 10%, seguida da adição de CHCl

3
, com

volume suficiente para extração e mantido em repouso por 72 h.
Após a decantação, procedeu-se na extração com solução de ácido
clorídrico 5% e, posteriormente, a camada ácida obtida foi ajustada
até pH 8,0 e novamente extraída com CHCl

3
. Os extratos alcaloídicos

obtidos foram solubilizados em clorofórmio e submetidos à parti-
ção com soluções 5% de diferentes ácidos (com variação de pKa):
cítrico, acético e oxálico.

Cromatografia em camada preparativa de sílica-gel
impregnada com ácido oxálico

Inicialmente, as placas cromatográficas foram confeccionadas
com sílica-gel e solução 5% dos ácidos cítrico, acético e oxálico.
Para a produção de uma placa preparativa 20 cm × 20 cm, com espes-
sura de 1,0 mm, utilizaram-se 20 g de sílica-gel 60G, 2 g de sílica-gel
GF254 (Type 60) (ambas Merck) e 55 mL de solução desses ácidos a
5%. As placas foram mantidas em local protegido de correntes de ar
e de luz por 24 h para secagem e posteriormente foram ativadas em

Tabela 1. Efeito citotóxico (CI
50

) em μM dos alcalóides
oxaporfínicos em células Hep

2
 em 24 h.

Substâncias CI
50

Intervalo de
μM confiança 95% μM

Liriodenina (1) 44,3 39,1-50,3
Lanuginosina (2) 61,1 55,7-67,1
Lisicamina (4) 103,6 0097,5-110,10
O-metilmoscatolina (5) 12,4 9,3-16,6
Cisplatina 18,0 13,9-23,5

CI
50

: dose eficaz que inibe 50% do crescimento celular (μM) (n = 3);
Probit Analysis.

Figura 3. Densidade de carga total dos alcalóides oxaporfínicos apresentadas
através das distribuições das nuvens eletrônicas sobre os átomos das

moléculas
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estufa a 110 °C por 1 h. (Cuidado! Vapores tóxicos.)
O mesmo procedimento foi utilizado nas placas de sílica-gel

impregnadas com diferentes concentrações de ácido oxálico, sendo
mais eficazes para a separação dos alcalóides oxaporfínicos aque-
las que apresentaram concentração de 12,1% p/p.

Cromatografia em coluna

Uma mistura dos alcalóides 1 e 6 (15 mg) foi submetida a nova
separação em sílica-gel (25 g), utilizando como eluente
CHCl

3
:MeOH em gradiente de polaridade, juntamente com 0,5%

de HCl concentrado. Foram recolhidas 22 frações, verificando-se
que as frações 5-8 (3 mg) consistiam no alcalóide aterospermidina
(6) e as frações 19-21 em liriodenina (1) (7 mg).

Liriodenina (1): 7,0 mg, sólido cristalino amarelo, com baixa
solubilidade em CHCl

3
. Os dados de 1H RMN (300 MHz, CDCl

3
)

estão de acordo com os descritos na literatura16.
Lanuginosina (2): 9,2 mg, sólido cristalino alaranjado, com

baixa solubilidade em CHCl
3
. Os dados de RMN de1H (300 MHz,

CDCl
3
) estão de acordo com os descritos na literatura16.

Oxobuxifolina (3): 2,0 mg, sólido amarelo-escuro. Os dados
espectrais de RMN de 1H (300 MHz, CDCl

3
) estão de acordo com

os descritos na literatura19.
Lisicamina (4): 7,0 mg, sólido cristalino amarelo, com baixa

solubilidade em CHCl
3
. Seus dados de RMN de 1H (300 MHz,

CDCl
3
) foram confirmados pelos descritos na literatura19.

O-metilmoscatolina (5): 10,3 mg, sólido cristalino alaranjado,
solúvel em CHCl

3
, RMN de 1H (300 MHz, CDCl

3
): δ 9,09 (1H, d,

J= 8,0 Hz, H-11), 8,95 (1H, d, J= 5,3 Hz, H-5), 8,56 (1H, d, J= 8,0
Hz, H-8), 8,20 (1H, d, J = 5,3 Hz, H-4), 7,73 (1H, m, H-10), 7,53
(1H, m, H-9), 4,18 (3H,s, OCH

3
 em C-3), 4.09 (3H,s, OCH

3
 em C-

1), 4,0 (3H,s, OCH
3
 em C-2)20.

Aterospermidina (6): 3,0 mg, cristais alaranjados. Os dados
espectrais de RMN 1H (300 MHz, CDCl

3
) estão de acordo com os

descritos na literatura16.

Ensaio de citotoxicidade em linhagens de células tumorais

A inibição do crescimento celular, um indicador da citotoxicidade
causada pelas substâncias que estão sendo avaliadas quanto à ativida-
de antineoplásica, foi medida utilizando o método MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], essencialmen-
te conforme descrito20. Este é um sal solúvel de tetrazólio, e somente
células vivas são capazes de reduzí-lo a um produto colorido insolú-
vel, o formazan, que pode ser medido após sua dissolução com DMSO.

Células Hep
2
 (ATCC-CCL 23, carcinoma de laringe) foram

semeadas em placas de 96 cavidades (100 000 células/mL) e
mantidas em meio de cultura DMEM a 37 °C em incubadora com
5% de CO

2
. Após 24 h o meio foi removido para adição das subs-

tâncias-teste e do controle positivo (cisplatina, Sigma). A concen-
tração de cada substância variou de 1 a 50 μg/mL, sendo cada uma
da quatro concentrações adicionadas em triplicata. Ao final da ex-
posição de 24 h, o meio foi substituído por meio de cultura fresco
contendo MTT (concentração final: 1,0 mg/mL) e as placas foram
incubadas por mais 4 h.

Ao final, o produto formazan foi dissolvido em DMSO durante
10 min e a absorbância foi determinada a 570 nm com leitor de
microplacas (Rosys Anthos 2001).

A concentração que inibe 50% do crescimento celular (CI
50

)
foi calculada com o programa Probitos21, a partir das diferenças de
leitura de absorbância entre células não-tratadas (controle negati-
vo) e tratadas (substância-teste).
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