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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), eupolauramine (5) and
4-methylsampangine (6). The structures of isolated compounds were established by 1D and 2D NMR, HRESIMS, tandem MS"
and IR data. The cytotoxicity of compounds 1 — 5 was evaluated against HCT-116 (human colorectal carcinoma) and 1929 (murine

fibroblast) cell lines.
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INTRODUCAO

Annonaceae € uma familia de arvores floriferas, arbustos e ci-
p6s com distribui¢do pantropical, sendo composta por 110 géneros
e aproximadamente 2.430 espécies.? No Brasil apresenta ampla
distribui¢do, com cerca de 390 espécies encontradas principalmente
na Regido Amazdnica e Mata Atlantica.>* As espécies da familia sdo
conhecidas pela biossintese de alcaloides e os estudos demonstraram
consideravel diversidade estrutural, além de notaveis atividades
bioldgicas para esses metabdlitos secunddrios.™® Com relagdo ao
género, Anaxagorea compreende 26 espécies,’” ocorrendo nas regioes
neotropical e paleotropical, e no Brasil € encontrado principalmente
no Norte e Nordeste.®1° Das espécies do género investigadas até o
presente momento, foram identificados principalmente alcaloides,
terpenoides, xantonas, flavonoides e lignoides.'"' Ao passo que em
Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith, estudos fitoquimi-
cos prévios permitiram o isolamento de alcaloides azafenantrenos
e aporfinicos.!"!” Diversos compostos dessas duas subclasses de
alcaloides ja foram testados em ensaios de atividade citotdxica e
antitumoral, alguns deles apresentando resultados positivos, sendo
por isso considerados promissores.>!!

Historicamente, produtos naturais obtidos de plantas representam
a principal fonte de novos farmacos, além de fornecerem protétipos
para a sintese de compostos farmacologicamente ativos, particular-
mente com atividade anticancer. Considerando que o cancer ¢ uma
das doengas com as mais altas taxas de morbidade e mortalidade
no mundo, hd um consideravel interesse cientifico e comercial na
descoberta de novas drogas a partir de fontes naturais.'® Entao,
como continuidade dos estudos do nosso grupo de pesquisa com a
familia Annonaceae, este trabalho buscou isolar e identificar novos
compostos de A. dolichocarpa por meio de métodos cromatograficos
e espectroscopicos, respectivamente, e ainda avaliar a citotoxicidade
dessas substancias.

*e-mail: josean @ltf.ufpb.br

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico do extrato etandlico das raizes de A. dolicho-
carpa levou ao isolamento de seis compostos (1 —6) (Figura 1), sendo
esse o primeiro relato das substancias 1 e 2 na literatura. Suas estru-
turas quimicas foram determinadas com base na andlise dos dados
espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais, espectrometria de
massa de alta resolucdo com ionizagdo por electrospray (EMAR-IES)
e comparacdo com dados da literatura. Os dados de RMN de 'He 1*C
dos compostos 1 e 2 estdo compilados na Tabela 1.

O composto 1 foi isolado como cristais amarelados. O espectro
de EMAR-IES mostrou o pico do fon [M+H]* com m/z 283,1073
(calcd. para C,¢H,sN,O;, 283,1077), compativel com a férmula mo-
lecular C,;H,sN,O;. O espectro de infravermelho mostrou absor¢do
de duas bandas em 3306 e 3139 cm! de estiramento N-H,, banda de
carbonila de amida em 1646 cm’!, absor¢des em 1618 e 1582 cm™ de
C=C de aromatico, além do sinal em 1055 cm™' de estiramento C-O.
O espectro de RMN de 'H (CD,0D, 400 MHz) mostrou seis sinais de
prétons arométicos, sendo dois dupletos em oy, 8,95 (d; J = 4,8 Hz)
e 0y 7,64 (d; J = 4,8 Hz), sugestivos para os prétons H-2 e H-3 de
um anel piridinico do esqueleto azaaporfinoide,'*? e também qua-
tro duplos dupletos duplos compativeis com um sistema aromadtico
ABCD, sendo um mais desprotegido em d,, 9,13 (ddd; J = 8,4; 1,2;
0,8 Hz) caracteristico do préton H-10 desse tipo de esqueleto, um
em 0y 8,26 (ddd; J = 8.,4; 1,2; 0,8 Hz) atribuido ao H-7 e os outros
dois em d,, 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 trés prétons, em Oy 4,07 (s) e dy 4,04 (s), correspondentes
a duas metoxilas. No espectro de *C (CD,0D, 100 MHz) foram
observados dezesseis sinais. Desses, seis denotam ser de carbonos
metinicos arométicos e dois de grupos metoxila, confirmando dessa
forma os dados observados no espectro de RMN de 'H. Observou-se
também um sinal caracteristico de um grupo carbonila e mais sete
sinais indicativos de carbonos aromaticos ndo hidrogenados. A andlise
desses dados e do espectro de correlagdes HSQC permitiram atribuir
os sinais dos carbonos metinicos em 0. 147,3 € 121,8 aos carbonos
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Figura 1. Alcaloides isolados de A. dolichocarpa
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Tabela 1. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) dos compostos 1 e 2, 6 em ppm, J em Hz

Dolichocarpina (1)! 9-metoxieupolauramina (2)?
Posicao Posi¢do
Oy (mult, J) Oc Oy (mult, J) Oc
2 8,95 (d; 4,8) 1473 2 9,13 (d; 4,8) 149,9
3 7,64 (d; 4,8) 121,8 3 7,92 (d; 4,8) 1174
3a - 1444 3a - 133,1%
4 - 174,4 4 - 166,6*
5 - 143,8 5a - 122,8%
6 - 1474 6 - 138,1%
6a - 132,0 6a - 126,2%
7 8,26 (ddd; 8.4; 1,25 0,8) 122,9 7 8,04 (d; 9,2) 1243
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) 1254 10 8,44 (d; 2,4) 105,2
10a - 128,9 10a - 131,8%
10b - 1443 10b - 142,3%
10c - 122,1 10c - 122,9%
H,CO-5 4,04 (s) 61,6 H,CO-6 4,05 (s) 55,8
H,CO-6 4,07 (s) 61,3 H,CO-9 4,04 (s) 63,6
H,C-N 3,72 (s) 28,5

'Obtido em CD,0D; %obtido em CDCl,; *dados atribuidos por HMBC.

C-2 e C-3, o primeiro mais desprotegido por estar ligado a um hete-
rodtomo, e em & 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 auxilio das correla¢oes a longa distancia (27 e 3J) observadas no
experimento HMBC (Figura 2), que permitiu também confirmar as
demais atribuigdes ja sugeridas. A correla¢do dos sinais em dy; 8,95
(H-2) com 6. 121,8 (C-3), 144,4 (C-3a), 144,3 (C-10b) e em Oy, 7,64
(H-3) com O 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 posi¢do da carbonila em C-4. A correlagéo dos sinais em d,; 7,81
(H-8) e dy; 9,13 (H-10) com . 132,0 (C-6a) e em dy, 8,26 (H-7) e
0y 7,73 (H-9) com . 128,9 (C-10a) determinou o deslocamento dos
carbonos C-6a e C-10a. Além dessa correlagdo, o sinal em dy; 8,26
(H-7), assim como o dy 4,07 (H,CO-6), correlacionaram-se com
O 147,4 (C-6), permitindo dessa forma atribuir o deslocamento de
C-6, substituido, portanto, por um grupo metoxila. A localizagdo da
segunda metoxila foi definida por meio da correlagido do sinal em
Oy 4,04 (Hy;CO-5) com o sinal em & 143,8 (C-5). Para confirmar o
grupo NH, na estrutura quimica, a amostra foi submetida a andlise de
RMN de 'H em CDCl,, na qual pode-se observar dois sinais largos em
0y 5,74 e 5,87 que desapareceram ao adicionar-se D,O (Figuras 9S
e 10S). Assim, com base nesses dados, foi possivel propor para 1 a

estrutura mostrada na Figura 1, um novo alcaloide azafenantreno
denominado dolichocarpina. Sua analise por EM" apresentou os fons
indicados na Figura 2S e a proposta de fragmentagdo desses {fons pode
ser observada na Figura 3.2

O composto 2 foi isolado como cristais amarelados. O espectro de
EMARG-IES mostrou o pico do fon [M+H]* com m/z295,1078 (calcd.
para C;H,sN,0;, 295,1077), compativel com a férmula molecular
C,;HsN,0;. Os dados de RMN dessa substancia foram comparados
com os dados do alcaloide eupolauramina, isolado previamente de
A. dolichocarpa e novamente neste trabalho (composto 3),'' como
também com outros relatados na literatura.”’ O espectro de RMN de 'H
(CDCl,, 400 MHz) apresentou semelhanga com o da eupolauramina
(3), observando-se porém um sinal de grupo metoxila a mais. Além
dessa diferenca, o espectro revelou a auséncia de um sinal de préton
aromadtico e alteracdo na multiplicidade dos sinais, apresentando um
dupleto duplo e dois dupletos no lugar dos quatro duplos dupletos
duplos, sugerindo dessa maneira uma substitui¢do no anel D do es-
queleto eupolaumarina. Os sinais em d,, 7,33 (dd; J = 9,2; 2,4 Hz),
0y 8,04 (d; J=9,2 Hz) e 6y, 8,44 (d; J = 2,4 Hz) sugerem substitui¢io
no C-9, devido a auséncia do sinal mais desprotegido na regido pro-
xima de 9,0 ppm atribuido ao H-10, que pode ter sofrido um efeito
de prote¢do orto da metoxila na posi¢do vizinha (C-9), podendo-se
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Figura 3. Proposta de fragmentagdo de EM" de 1

entdo atribuir esses sinais para H-8, H-7 e H-10, respectivamente.
No espectro de RMN de *C foi possivel observar apenas oito sinais.
Dentre eles se destaca o sinal de metoxila adicional em 0. 55,8 e o de
um carbono aromético mais protegido em d 105,2, o qual apresentou
correlagio no espectro HSQC com o sinal em dy, 8,44, atribuindo-se,
por conseguinte, esse sinal ao carbono C-10. Os carbonos que nado
tiveram seus sinais observados no espectro de RMN de *C (CDCl,,
100 MHz) foram assinalados apds andlise do espectro de correlacdes
HMBC (Figura 2). Esse experimento permitiu também confirmar
a posi¢do da metoxila em C-9 por meio da correlaciio do sinal em
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0 158,5 (C-9) com 6, 4,04 (H;CO-9) e 8,04 (H-7), e deste dltimo com
O 138,1 (C-6). Assim, o composto 2, pode ser identificado como um
novo alcaloide azafenantreno, denominado 9-metoxieupolauramina.

Composto 3: RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz), 6 em ppm (mult.;
Jem 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; H;CO-6), 3,73 (s; H;C-N).
RMN de '*C (CDCly, 100 MHz), 6 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 (H,CO-6), 28,5
(H;C-N). EMAR-IES: m/z265,0979 [M+H]* (calcd. para C (H,;N,0O,,
265,0972). Dados coerentes com os relatados na literatura para eu-
polauramina,'’ ja isolado em A. dolichocarpa.

Composto 4: RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz), 6 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; H;CO-3). RMN
de "*C (CDCl,, 100 MHz), 6 em ppm (alguns dados atribuidos 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 (CH,0-3). EMAR-IES: m/z 235,0872
[M+H]* (caled. para C,5H,,N,0, 235,0866). Dados compativeis com
os reportados para 3-metoxieupolauridina,? isolado pela primeira vez
na familia Annonaceae.

Composto 5: RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz), 6 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 '*C (CDCl,,
100 MHz), 6 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 C,,HyN,, 205,0760). Dados semelhantes com os relatados
na literatura para eupolauridina,'>?* relatado pela primeira vez na
espécie A. dolichocarpa.

Composto 6: RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz), 6 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; CH;-4). EMAR-IES: m/z 247,0875 [M+H]* (calcd. para
C,H,,N,O, 247,0866). Dados compativeis com os relatados na li-
teratura para 4-metilsampangina,” relatado pela primeira vez como
produto natural.

Os compostos 2 e 4 inibiram significativamente a proliferacdo
de células HCT-116 com percentual de inibi¢ao de 30,22 + 2,63% e
32,42 + 0,53%, respectivamente (Figura 4). Assim, comparando-se
as estruturas quimicas de 2 com 3 e de 4 com 5, observou-se nos
dois casos uma substituicao por um grupo metoxila em 2 e 4, o que
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Figura 4. Citotoxicidade dos compostos 1 — 5 em linhagens de células HCT-116 e L929, apos 72 h de tratamento. Os valores representam a média + erro

padrdo de quatro replicatas na concentragdo de 50 umol L' (*p < 0,05 comparado ao grupo controle)
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permitiu sugerir que essa substituicdo aumentou a atividade citotéxica
desses compostos para células tumorais da linhagem HCT-116. O
estudo de citotoxicidade em linhagem ndo tumoral de fibroblasto de
camundongo L.929 mostrou que os compostos 2 — 5 podem reduzir
a proliferagdo celular, o que indica citotoxicidade.

CONCLUSAO

O estudo do extrato etandlico das raizes de A. dolichocarpa levou
ao isolamento, por cromatografia liquida de média pressio e cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia, dos novos alcaloides azafenantrenos
dolichocarpina (1) e 9-metoxieupolauramina (2), além dos alcaloides
eupolauramina (3), jd isolado na espécie, 3-metoxieupolauridina (4),
novo na familia, eupolauramina (5), novo na espécie e 4-metilsampan-
gina (6), relatado pela primeira vez como produto natural. O estudo
da atividade citotéxica mostrou que os compostos 2 — 5 induziram
citotoxicidade em linhagem celular ndo tumoral murina L.929 e que,
em linhagem tumoral HCT-116, apenas os compostos 2 e 4 foram
capazes de inibir a proliferagdo celular.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

As separacdes por cromatografia liquida de média pressao (CLMP)
foram feitas utilizando como fase estaciondria silica gel (40-63 um,
230-400 mesh, SiliCycle) e um equipamento Buchi modelo Sepacore
flash system X-50. O software desse equipamento permitiu analisar
as fracdes coletadas, auxiliando desse modo no agrupamento das
amostras. As fragdes eluidas foram também analisadas por croma-
tografia de camada delgada (CCD) utilizando-se placas de aluminio
pré-revestidas com silica gel F,, (SiliCycle), revelando-se com reagente
de Dragendorff e exposicdo a luz UV (254 e 366 nm), e agrupadas de
acordo com a similaridade de elui¢do. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) analitica foi realizada no instrumento Shimadzu
Prominence equipado com uma bomba de solvente bindria 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 particulas
de 10 pm) ou ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 mm e particulas de 5 um).
As fragdes foram purificadas por CLAE na escala semi-preparativa
e preparativa. Para a primeira técnica foi utilizado um equipamento
Shimadzu composto por bomba LC-10AD vp, vdlvula 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 semi-preparativa Venusil XBP C18 (250 mm x 10 mm e
particulas de 10 pm). No caso da escala preparativa a purificacdo foi
realizada em um Shimadzu contendo duas bombas LC-6AD, injetor
manual Rheodyne, detector DAD SPD-M10A vp, controlador de siste-
ma SLC-10A vp e coluna preparativa ACE 5 C18 (250 mm x 21,2 mm
e particulas de 5 um). O fluxo empregado para as purificacdes foi de
3,5 mL min para a escala semipreparativa e 8,0 mL min para a
preparativa, realizando-se, para ambas, inje¢oes de 100 puL. de amostra
para cada corrida cromatografica.

Os espectros de massa de alta resolu¢do com ionizacido por
electrospray (EMAR-IES) e de baixa resolucio em tandem (MS™)
foram obtidos em equipamentos Bruker modelos micrOTOF Il e Ion
Trap-amaZonX, respectivamente, os dois operando no modo positivo.
Os espectros de RMN de 'H, "*C e bidimensionais foram adquiridos
no espectrometro Bruker AVANCE III HD (400 MHz e 100 MHz para
'H e BC, respectivamente) usando CDCl; e CD,0D como solvente
e CHCl, (0y 7,24 ¢ 6. 77,0) e CH,OH (0 3,30 e O 49,0) residual
como padrdo interno. As andlises de infravermelho foram realizadas
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nos espectrometros Rayleigh WQF-510 FT-IR e PerkinElmer Frontier
FT-IR, com pastilhas de KBr e nimero de onda medido em cm™.

Material vegetal

As raizes de Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith
foram coletadas em Cruz do Espirito Santo, Paraiba, Brasil em de-
zembro de 2010. O registro de acesso ao Sistema Nacional de Gestao
do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) foi obtido sob o nimero AE4B71A. A identificacdo bo-
tanica foi realizada pela Dr* Maria de Fatima Agra e uma exsicata
encontra-se depositada no Herbdrio Prof. Lauro Pires Xavier (JPB),
no Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, registrada como AGRA
& GOES 5543.

Extracio e isolamento

As raizes de A. dolichocarpa foram secas em estufa de ar circu-
lante a 45 °C por 92 h e em seguida trituradas produzindo 700,0 g
de p6. Esse material foi, entdo, submetido ao processo de extracio
por macerag¢do com etanol 95% por 72 h, em cinco repeti¢des. A
solucdo extrativa obtida foi concentrada em evaporador rotativo a
45 °C, resultando em 77,6 g de extrato etandlico bruto (EEB). Uma
aliquota de 76,1 g do EEB foi inicialmente submetida a uma extragio
com hexano, para separagdo dos constituintes com baixa polaridade,
permanecendo em contato com o solvente, em agitagio mecanica, por
cerca de 5 minutos. A seguir o material foi filtrado e o residuo insolu-
vel pesando 66,4 g foi submetido ao procedimento de extragdo acido-
-base para alcaloides,? fornecendo 2,3 g de fragdo alcaloidica (FA).
Uma amostra da FA (2,1 g) foi fracionada por CLMP, usando silica
gel previamente tratada com NaHCO, 10%,% e gradientes dos sol-
ventes Hex-CHCI, (100:0 — 0:100), CHCl;-AcOEt (100:0 — 0:100)
e AcOEt:MeOH (100:0 — 3:7), resultando em 116 fracdes de 50 mL
que ap6s andlise em CCD foram agrupadas em 20 (FA1-FA20). A
fracdo FA2 (95,0 mg), eluida em Hex-CHC, (8:2), foi submetida a um
novo fracionamento por CLMP, com silica gel tratada com NaHCO,
10%, e gradiente de Hex-CHCl, (100:0 — 0:100) e CHCI;-AcOEt
(100:0 — 0:100), fornecendo 9 subfracdes (FA2A-FA2I). A subfracdo
FA2D (15,8 mg), obtida em Hex-CHCl,; (95:5), foi purificada por
CLAE semi-preparativa com sistema gradiente de dgua (0,1% de
acido férmico) e MeOH (95:5 — 0:100, em 60 minutos) a 254 nm,
dando origem ao composto 5 (2,0 mg), eluido em 74% de MeOH.
A subfragdo FA2E (23,4 mg), também obtida em Hex-CHCI,
(95:5), foi purificada por CLAE semi-preparativa usando o seguinte
gradiente de elui¢do: solvente A = dgua (0,1% de 4cido férmico);
solvente B = MeOH; sistema de eluicdo = 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 substincias 2 (0,6 mg), 3 (4,7 mg) e 4 (1,5 mg), eluidas
em 80%, 72% e 70% de B, respectivamente. A fracdo FA7 (197,3 mg),
eluida em Hex-CHCI, (1:9), foi purificada por CLAE preparativa com
o gradiente de eluicdo: solvente A = dgua (0,1% de 4cido férmico);
solvente B = MeOH; sistema de eluicdo = 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 fragdo FAS8 (295,5 mg), eluida
em CHCl,-AcOEt (9:1), foi separada em 11 fragdes (FASA-FASM)
por CLMP, com silica gel tratada com NaHCO,; 10%, e gradiente
de Hex-CHCI; (100:0 — 0:100), CHCl;-AcOEt (100:0 — 0:100) e
AcOEt:MeOH (100:0 — 3:7). A subfracdo FA8G (121,4 mg), eluida
em CHCI,, foi submetida a CLAE semi-preparativa com o gradiente
de eluica@o: solvente A = dgua (0,1% de acido férmico); solvente
B = MeOH; sistema de elui¢do = 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.
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Avaliacio da citotoxicidade

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos compostos 1 — 5 foram
utilizadas as linhagens de células HCT-116 (carcinoma colorretal
humano) e L929 (fibroblastos murinos nao-tumorais). As células
foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal, 100 U mL"! de penicilinae 100 ug mL"! de estreptomicina
a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 5% CO,. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 3 x 10° células/
poco. Apds um periodo de 24 h, as células foram incubadas com os
compostos 1 -5 (50 umol L) dissolvidos em DMSO (0,4%), por 72
h. Entéo, o sobrenadante foi descartado e a solugdo de MTT [brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (5 mg mL™") foi
adicionada e incubada por mais 3 h. O sal de formazam depositado foi
dissolvido em dodecil sulfato de sédio (SDS) (100 uL).>” O controle
positivo foi o DMSO (20%). A densidade ética 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
padrdo da média) de quatro replicatas e foram comparados por andlise
de variancia (ANOVA - one way), seguido do pds-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 resolugdo MS" estdo disponiveis em http://quimicanova.
sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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