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ACTIVITY - GUIDED ISOLATION OF CONSTITUENTS OF UNONOPSIS LINDMANII -
ANNONACEAE, BASED ON THE BRINE SHRIMP LETHALITY BIOASSAY. Extracts obtained from
leaves, seeds and bark dfnonopsis lindmaniiwere evaluated by means of Brine Shrimp Lethality test
(BSL). Through bioassay-guided chromatographic fractionation, liriodenine, an oxoaporphine alka-
loid, was isolated from the bark extracts as the bioactive compound. Two additional inactive known
alkaloids, unonopsine and lysicamine were also isolated from the bark extracts.

Keywords: Annonaceae;Artemia salina; oxoaporphinic alkaloids; liriodenine; unonopsine; lysicamine.

INTRODUCAO indios da Floresta Amazbnica no tratamento de deméncia se-
nil. As mesmas plantas tém utilizagdo como veneno para ponta
Muitos laboratérios de Produtos Naturais tém inserido dende setas e sdo, também, utilizadas como antifertilizante
tro de suas rotinas de isolamento, purificacéo e elucidacéo es- U. lindmanii conhecida popularmente como pindafva preta,
trutural, diversos ensaios biolégicos simples, no intuito de Sepossui porte de arbusto a arvoreta de 2-5 metros, é encontrado
lecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de planem capoeiras, matas, cerrados e em mata ciliar alagavel e seu
tas na procura de substancias bioafivBentre estes bioensai- fruto, quando maduro, é comido por a¥edNdo se encontrou

0s, encontra-se a toxicidade solrgemia salina(TAS), que  dados de sua utilizagcdo popular, bem como dados relativos &
se caracteriza por ser de baixo custo, rapido e ndo exigir tégua composicdo quimica.

nicas assépticas. Inumeros constituintes bioativos tém sido O objetivo do presente trabalho é o isolamento de substan-
obtidos de extratos vegetais utilizando este teste na monitorac&gas biologicamente ativas dos extratos obtidos das folhas, cas-
de estudos fitoquimicés. Artemia salinaé um microcrustaceo cas do caule e sementesUdigonopsis lindmanii Annonaceae,

de agua salgada que é utilizado como alimento vivo para pepelo estudo cromatogréafico biomonitorado, utilizanddr@mia
xes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas lina como organismo teste.

aquaristas. A simplicidade do bioensaio TAS favorece sua uti-
lizag&o rotineira, podendo ser desenvolvido no préprio laboraRESULTADOS E DISCUSSAO
tério de fitoquimica
Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Foram submetidos ao bioensaio cémsalinaos extratos
Artemia salinacom atividades como antifungica, viruscida e de folhas, sementes e de cascas do caulg. diedmanii (Ta-
antimicrobian, parasiticida, tripanossomicidi entre outras.  bela 1). Destes, apenas o Ultimo foi considerado ativo (TAS <
McLaughlin e colaboradoréd7-2 tém utilizado sistematica- 1000ppm}, sendo por isso submetido a particéo entre GHCl
mente este bioensaio na avaliagéo prévia de extratos de plantd€OH/H,O. A atividade concentrou-se na fragdo cloroférmica
conhecidas como antitumorais. As fragdes ou substancias attTAS=19,4ppm), na qual detectou-se a presenca de alcaléides
vas séo posteriormente testadas em diferentes culturas de cériravés do reagente Dragendorff. Outra por¢éo das cascas do
las tumorais, obtendo-se uma boa correlagéo. . caule deU. lindmanii foi submetida a extracdo acido-base,
Vérias espécies da familia Annonaceae foram estudadagvidenciando-se através do referido bioensaio que o principio
empregando o bioensaio TAS, juntamente com outros ensaicdfivo estava contido no extrato alcaloidico (TAS=13,9ppm).

biol6gicos % Porém, nenhuma espécie do gé&nermnopsis A fracdo cloroférmica foi submetida a cromatografia em
havia sido quimicamente investigada utilizando monitoramentc=oluna de silica, resultando na obtencéo de uma mistura ativa
por bioensaio. contendo os alcaldides liriodenind) (e lisicamina 2) e de

A literatura contém poucos dados sobre a composicdo quima outra substancia, identificada como sendo o alcaldide
mica do género Ummopis que é um dos 27 géneros da familia bisaporfinico unonopsine8). Além destes, isolou-se também,
Anonaceae. Apenas as espédiksStipitatae U. guaterioides uma mistura dos esterdid@ssitosterol e estigmasterol. As duas
foram motivo de publicagdo, sendo que da primeira foramprimeiras substancias ja haviam sido isoladas de varias espéci-
obtidos alcaléides do tipo bisaporfinico, azafluorenona aes vegetaf$, porém3 foi obtido apenas de&. spectabilis’,
oxaporfinicod!, enquanto na segunda a presenca de polidérpol tendo sua estrutura sido elucidada com base nos seus espectros
foi detectada por cromatografia em camada delgada. Algumade RMN 'H e massas. No presente trabalho estdo sendo apre-
utilizagdes empiricas do génemonopsisforam descritas por ~ sentados pela primeira vez os dados de Bm de 3, cuja
Schultes, que menciona o uso de plantas desse género peRibuicdo foi efetuada por comparagdo com dados da
heteropsin¥. Vale destacar que a simetria da estrutura é con-
firmada pela observagdo de apenas 17 sinais, no espectro de
* E-mail: jmaximo@nin.ufms.br RMN 13C, para os 34 carbonos existentes na molécula, bem
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Tabela 1. Teste de toxicidade parartemia salinados extratos e fracdes de lindmanii

DLsg’ Intervalo de confianca de 95%
(ppm) (ppm)
Folhas
Extrato hexanico > 1000 -
Extrato etandlico 95% > 1000 -
Sementes
Extrato hexanico > 1000 -
Extrato etandlico 95% > 1000 -
Casca do caule
Extrato etandlico 95% 461,0 130,7-162,6
Fracdo metandlica 90% > 1000 -
Fracdo intermediaria > 1000 -
Fragcdo cloroformica 19,4 6,1-62,1
B-sitosterol:estigmasterol 74,0 58,5-93,8
Unonopsina (3) > 1000
Extrato alcaloidico 13,9 2,7-70,8
Liriodenina (1) 2,1 0,2-29,1
Sulfato de quinidina 211,0 167,0-269,0

como pela integracdo dos sinais do espectro de RiNNpara salina (TAS) foi executado de acordo com a metodologia pro-
11 hidrogénios, excluindo o sinal alargado do hidrogénio ligadgposta por McLaughlih Diluicdes das amostras e do controle
a nitrogénio. Um sinal importante na confirmacdo da estruturgositivo foram feitos pelo método de diluicbes aritméticas em
dimérica aparece e 105,7 (carbono nao ligado a hidrogénio) solugdo aquosa de sal marinho sintético (38g/L, Enterprise Co.)
e que foi atribuido a C-7 e C-7'. O espectro de massas é contom 1% DMSO (v/v). Todas as etapas foram acompanhadas
pativel com a estrutura proposta, mostrando*oem m/z 524. utilizando-se o sulfato de quinidina como controle positieo

O extrato alcaloidico foi também submetido & cromatogra-cada avaliagdo foi repetida pelo menos duas vezes. Utilizou-se
fia em coluna, resultando na purificacdo ldeque se mostrou 0 método Probitos de analise para obtengédo das ®tespec-
ativo (TAS=2,1ppm), e mistura dee 2. Através de cromato- tivos intervalos de confianéa Os extratos foram considerados
grafia em camada delgada preparativa, esta mistura resultou mdivos quando TAS <1000pgm

obtencéo destes constituintes, ainda em misturas, porém em paterial vegetal Folhas, cascas e sementesUtenopsis

propor¢des diferentes do material de partida. A analise do§ngmaniiR. E. Fries (R. E. Fries) Annonaceae, foram coletadas
espectros de RMNH destas misturas permitiu atribuir os si- no Jardim Botanico de Mato Grosso do Sul (Campo Grande-

nais relativos aos hidrogénios da lisicamia( MS). A planta foi identificada pelo Prof. R. Mello-Silva e uma
. exsicata foi depositada no Herbario da UFMS (Campo Grande,
CONCLUSAO MS) sob numero 4730.

Neste trabalho pdde-se observar a validade e a confiabilidade Obtencdio dos exirato©s pos obtidos a partir das, folhas e
do bioensaio TAS, onde a toxicidade pamemia salinacon-  Sementes d&. lindmanii foram exaustivamente extraidos com
vergiu para as fra¢cdes que continham uma substéancia reconhe@gxano em aparelt&o It_lp(;J so>§_hl5680As ;[ortas, b?m,dcomo 0 po
damente ativa, o alcal6ide oxaporfinico liriodenina (vide Tabela as cascas secas e lindmanii (5000), foram exiraidas com

" ’ o 9 i 5

1). Os resultados obtidos também demonstraram a sensibilidacfdanol 95% por exaustiva maceragao. S .

da metodologia, ja que nas misturas de liriodenibp & O extrato alcla_lmdlco e a fracao clorofc_)rmlca proveniente
lisicamina @) a atividade é proporcional a concentracidlde do extrato etandlico das cascas, ambos ativos, foram submeti-

O composto ativo foi anteriormente isolado, juntamente comdos a cromatografia em coluna. As fra¢bes originadas deste

outros alcaldides aporfinaides, utilizando-se o biomonitoramenProcesso foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico
to por culturasin vitro de células tumorais humanas, que se® testadas.

constitui num ensaio biolégico de maior complexidade do que Mistura de B-sitosterol e estigmasterol:Os dados obtidos

o utilizado neste trabalho. O referido alcaléide apresentou atidos espectros de IV, RMAC e massas foram idénticos aos
vidade citotoxica contra células tumorais do tipo KB, pulmé&ovalores registrados na literatd?a

e tumor de célon de Gtetd Alcaldides: Unonopsinag), liriodenina () e lisicamina 2)
foram identificados por comparagdo de seus dados espectrais
com aqueles registrados na literaté"d?° Liriodenina foi tam-
N bém identificada por comparacéo direta com amostra auténti-
ca, cedida pela PrdfMariana H. Chaves (UFPI) e que foi

PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos Experimentais Gera@®s espectros de RM
de H e *3C, de 300 e 75 MHz, respectivamente, foram regis-¢2: i -
trados em espectrometro DPX-300- Bruker. Os deslocamento@Ptida no seu doutoramento no 1Q-USP, sob a orientacdo da
quimicos estdo apresentado em partes por milGfice(ativos rof. Nidia F. Roque.
ao tetrametilsilano &=0,0), sendo CDGI utilizado como Liriodenina (1): microcristais amarelos (MeOH/CH4I
solvente e padrdo internd<7,24 e 77,0). O espectro de mas- RMN *H (300MHz, CDC}) &: 8,87 (1H, d, 35,3Hz, H-5);
sas foi obtido em espectrémetro HP5988A através de injeca8,64 (1H, dl, 3$8,0Hz, H-11); 8,57 (1H, dl, J=8,0Hz, H-8);
direta. Os solventes e reagentes utilizados tiveram grau dé,76 (1H, d, J=5,3Hz, H-4); 7,73 (1H, td, J=7,8 e 2,0Hz, H-
pureza P.A. Para as cromatografias em camada delgada (CCD9); 7,56 (1H, td, 37,8 e 2,0Hz, H-9); 7,18 (1H, s, H-3); 6,38
analitica e preparativa utilizou-se silica-gel 60 MERCK e para(2H, s, OCHO).
cromatografia em coluna (CC) utilizou-se silica-gel 70-230 | jsicamina (2): microcristais amarelos (MeOH/CHg
mesh ALDRICH. RMN *H (300MHz, CDC4)? &: 9,16 (1H, dI, J=7,9Hz, H-11);

Ensaio biolégico O ensaio de toxicidade sobreAatemia 8,88 (1H, d, J=5,2Hz, H-5); 8,56 (1H, dd, J=7,9 e 1,2Hz, H-8);
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7,78 (1H, dl, J=5,2Hz, H-4); 7,76 (1H, td, J=7,9 e 1,2Hz, H- REFERENCIAS

10); 7,56 (1H, td, 37,9 e 1,2Hz, H-9); 7,20 (1H, sl, H-3);
4,08 (3H, s, OCK em C-1); 4,00 (3H, s, OGHem C-2).
8Sinais correspondentes a lisicamina na mistura com
liriodenina, na proporcdo de 85:15.

Unonopsina (3):sélido branco amorfo, RMRH (300MHz,
CDCl3) &: 3,10 a 3,35 (8H, m, H-4, 4, 5 e 5); 6.27 (4H, s,
OCH,O em C-1, 2 e C-1', 2); 7,03 (2H, s, H-3 e 3'); 7,11 (1H,
dd, J=8,0 e 1,2Hz, H-8 e 8'); 7,23 (2H, td, J=8,0 e 1,2Hz, H-
9e9Y); 7,33 (2H, td, J=8,0 e 1,2Hz, H-10 e 10"); 9,05 (2H, dd,
J=8,0 e 1,2Hz, H-11 e 11'). RMNC (75MHz, CDC}) &: 30,5
(C-4 e 4); 41,3 (C-5 e 5) 101,1 (Og®i em C-1, 2 e C-1',
2"); 105,7 (C-7 e 7); 108,0 (C-3 e 3'); 117,6 *(C-3b e 3'b);
118,1* (C-11b e 11'b); 122,8 (C-10 e 10%); 123,5 (C-8 e 8);
124,3 (C-11a e 11'a); 127,3 (C-9 e 9); 127,6 (C-11 e 11%;
128,1 (C-3a e 3'a); 132,8 (C-7a e 7'a); 140,1 (C-6a e 6'a);
142,1 (C-1 e 1%; 145,7 (C-2 e 2'). EM m/z (int. rel.): 524
(100), 262(30), 261(30).

*Valores que podem ser permutados.
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