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Resumo 

 

Isobruceína B (2) e a neosergeolida (5) são quassinóides obtidos de Picrolemma 

sprucei. Essas substâncias possuem atividade antitumoral, antimalárica, anti-helmíntica, 

citotóxica, inseticida e leishmanicida in vitro já comprovadas. Neste trabalho, técnicas in 

vitro foram utilizadas para investigar uma variedade de atividades biológicas de 2 e 5 e dos 

derivados semi-sintéticos 1,12-diacetilisobruceína B (21) e 12-acetilneosergeolida (22). 

Essas substâncias foram avaliadas quanto à sua toxicidade geral frente a larvas do 

microcrustáceo Artemia franciscana, citotoxicidade frente a células tumorais humanas em 

colaboração com o laboratório de Oncologia da UFC, sob coordenação da Profa. Cláudia 

Pessoa, atividade larvicida frente a larvas do mosquito vetor da dengue Aedes aegypti e 

atividade antimalárica frente ao parasita causador da malária humana Plasmodium 

falciparum. 2 e 5 exibiram elevada atividade antimalárica frente à cepa multiresistente de 

P. falciparum K1 (CI50 1,0-4,0 ng/mL). 2 e 5 (CL50 3,2-4,4 mg/L) apresentaram letalidade 

bem mais elevada do que o derivado 22 frente a larvas de A. aegypti, ao passo que o 

derivado 21 se mostrou inativo. Ensaios biológicos também foram realizados com extratos 

e frações obtidos de frutos de P. sprucei. Um método baseado em CCD-densitometria foi 

desenvolvido para mensurar o teor de quassinóides nos frutos e frações destes frutos. Essas 

análises determinaram que apenas as frações obtidas em clorofórmio  apresentam teores 

significativos de 2 e 5 e esses teores estão relacionados às atividades biológicas. Infusões 

dos caules de P. sprucei são utilizadas na Amazônia . Um método baseado em LC-(+)-ESI-

MS/MS foi desenvolvido e aplicado para determinar o teor de 2 e 5 em infusões de P. 

sprucei. As concentrações de 2 e 5 nas infusões de caules são de 60,1 e 774 µg L
-1

, 

respectivamente. 
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Abstract 

 

Isobrucein B (2) and neosergeolide (5) are quassinoids which are obtained from 

Picrolemma sprucei. These compounds have proven in vitro antitumor, antimalarial, 

anthelminthic, cytotoxic, insecticide and leishmanicidal activities. Herein, in vitro 

techniques were used to investigate a range of biological activities of 2 and 5 and known 

semi-synthetic derivative 1,12-diacetylisobrucein B (21) and 12-acetylneosergeolide (22). 

These compounds were evaluated for general toxicity toward the brine shrimp species 

Artemia franciscana, cytotoxicity toward human tumour cells, larvicidal activity toward the 

dengue fever mosquito vector Aedes aegypti and antimalarial activity against the human 

malaria parasite Plasmodium falciparum. 2 and 5 exhibited the greatest antimalarial activity 

against multidrug-resistant P. falciparum K1 strain. 2 and 5 (LC50 = 3.2-4.4 mg/L) 

displayed greater lethality than derivative 22 (LC50 = 75.0 mg/L) toward A. aegypti larvae, 

while derivative 21 was inactive. Biological assays were also performed with extracts and 

fractions obtained from P. sprucei fruit. A TLC densitometry method was developed to 

mensurate the quassinoids content in fruits extracts and fractions. This analysis determinate 

that only chloroform fractions presents significative content of 2 and 5 and this data is 

related to the biological activities. Infusions of the stems of P. sprucei are used in the 

Amazon region as antimalarials. They contain 2 and 5. An LC-(+)-ESI-MS/MS method 

was developed and applied to the determination of 2 and 5 in P. sprucei infusions. The 

concentrations of 2 and 5 in the stem infusion were found to be 60.1 and 774 µg L
-1

, 

respectively. 
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 Introdução 

 

1. Levantamento Bibliográfico 

1.1 - Família Simaroubaceae 

 

A família Simaroubaceae contém aproximadamente 25 gêneros e 200 espécies. Dentre 

estas pelo menos 8 ocorrem na Amazônia Brasileira. Possui afinidades botânicas com as 

famílias Rutaceae, Burseraceae, Meliaceae e Cneoraceae. O principal uso comercial está 

relacionado à presença dos quassinóides (RIBEIRO et al., 1999, THOMAS, 1990). 

Quassinóides compõem um grupo de substâncias amargas que quimicamente são 

triterpenos degradados e altamente oxigenados em geral. De acordo com seu esqueleto 

básico, podem ser agrupados em 5 grupos contendo 18, 19, 20, 22 ou 25 carbonos (GUO et 

al., 2005). 

 

1.2 - Gênero Picrolemma 

 

O gênero Picrolemma foi descrito em 1862 por J. D. Hooker no “Genera Plantarum” 

com a espécie P. sprucei como tipo (Figura 1). Três outras espécies, P. valdivia, P. 

pseudocoffea e P. huberi (sin. Cedronia granatensis Cuatr. and P. granatensis) tem sido 

propostas. Destas, P. huberi é válida, P. pseudocoffea é uma sinonímia de P. sprucei e P. 

valdivia é incerta (CRONQUIST, 1944, THOMAS, 1990). 
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1.3 - Picrolemma sprucei Hook. f. 

O nome vulgar caferana (café-rana ou café falso, na linguagem regional) se deve à 

semelhança desta planta com o cafeeiro (Coffea arabica L., Rubiaceae) (Figura 1). Outras 

espécies conhecidas como caferana são a Tachia guianensis Aubl. (Gentianaceae) e a 

Quiina rhytidopus Tul. (Quiinaceae) (PIO CORRÊA, 1926, SILVA; LISBÔA; LISBÔA, 

1977). 

 

       

Figura 1 – A - Planta Amazônica Picrolemma sprucei Hook. f, com florescência. B – 

Frutos do cafeeiro. C – Frutos de P. sprucei.  
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A importância da espécie P. sprucei e o potencial medicinal dos seus princípios ativos 

são grandes fora do Brasil, através de estudos efetuados por pesquisadores trabalhando em 

outros países da Amazônia, como Guiana Francesa, mas certamente o Brasil é o país com a 

maior população nativa dessa espécie (THOMAS, 1990).  

No Brasil, acessos de P.sprucei foram detectados nos Estados do Pará, Rondônia e 

Amazonas, sendo que neste último distribuídos em todo o Estado (herbário do INPA, 

2005). Em geral apresentam interações com insetos, principalmente formigas, que habitam 

o caule oco. Esse último é freqüentemente frágil e é a parte mais utilizada medicinalmente 

na Amazônia brasileira, sendo disponível para compra em feiras e através de raizeiros no 

interior do Estado (RIBEIRO et al., 1999). 

Há grande interesse no estudo farmacológico in vivo dos quassinóides presentes na 

caferana e seus derivados semi-sintéticos, entretanto, a quantidade obtida nos processos de 

extração descritos previamente vem se mostrando como fatores limitantes para a 

continuação desses estudos. Aqui nós demonstramos um novo método para obtenção dos 

quassinóides da caferana em escala-grama, cuja purificação se baseia tão somente em 

cristalizações. 

Estudos ao longo dos últimos 30 anos sobre os extratos de raízes, caules e folhas de 

Picrolemma sprucei revelaram a presença dos componentes antimaláricos neosergeolida e 

isobruceína B. Apesar do amplo uso de infusões de P. sprucei no tratamento da malária em 

toda a região Amazônica região, nenhum estudo demonstrou a atividade antimalárica destas 

infusões, bem como dos frutos da caferana 
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2. Objetivos 

 

2.1 – Geral 

 

 Contribuir para o conhecimento da atividade biológica e composição química de 

extratos de frutos, infusões de caules e quassinóides isolados da planta Picrolemma 

sprucei Hook.f. e preparar derivados semi-sintéticos a partir destes quassinóides. 

 

2.2 – Específicos 

 

 Aperfeiçoar a técnica de isolamento e purificação em escala-grama dos quassinóides 

neosergeolida e isobruceína B a partir de P. sprucei. 

 Determinar o teor de quassinóides nos frutos e infusões de caules de P. sprucei. 

 Estudar os quassinóides neosergeolida e isobruceina B, bem como extratos e frações 

do fruto em ensaios in vitro quantitativos para as seguintes atividades biológicas: 

 Antiparasitária (efeito sobre formas sanguíneas do parasita da malária humana e 

murina, Plasmodium falciparum e sobre o nematóide Meloidogyne exigua). 

 Tóxica (a larvas do crustáceo Artemia franciscana). 

 Citotóxica em linhagens de células tumorais humanas e avaliação do mecanismo 

de ação dos quassinóides usando células HL60 como modelo. 

 Inseticida (em larvas e imagos de Aedes aegypti).  

 Antimicrobiana (diversas linhagens de bactérias e fungos patogênicos).  
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 Estudar a reatividade desses quassinóides (em meios ácidos, alcalinos, 

redutores, oxidantes, etc.) e definir procedimentos para isolamento e 

purificação dos produtos. 

 Estudar a atividade biológica de derivados dos quassinoides NS e IB nas 

atividades biológicas colocadas acima. 
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CAPÍTULO 1: Picrolemma sprucei Hook. f.: uso tradicional, 

princípios ativos e seus derivados semi-sintéticos, exploração 

comercial e econômica 
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CAPÍTULO 2: Inibição in vitro do Plasmodium falciparum 

por agentes quimioterápicos derivados de plantas medicinais 

Amazônicas 
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CAPÍTULO 3: Isolamento da isobruceína B e da 

neosergeolida de Picrolemma sprucei Hook. f. em escala-grama. 
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CAPÍTULO 4: Atividade biológica da neosergeolida e 

isobruceína B isolados da planta medicinal Amazônica 

Picrolemma sprucei (Simaroubaceae) e dois derivados semi-

sintéticos 
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CAPÍTULO 5: Determinação de quassinóides isobruceína B e 

neosergeolida por LC-ESI-MS em infuses de caules de 

Picrolemma sprucei 
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CAPÍTULO 6: Envolvimento de um caminho intrínseco 

mitocondrial na apoptose induzida pela neosergeolida de células 

leucêmicas HL-60: O papel do poro de transição e 

permeabilidade mitocondrial e danos ao DNA. 
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CAPÍTULO 7: NOVAS CONTRIBUIÇÕES PARA O 

CONHECIMENTO DA COMPOSIÇÃO QUÍMICA E 

ATIVIDADE BIOLÓGICA DE INFUSÕES, EXTRATOS E 

QUASSINÓIDES OBTIDOS DE Picrolemma sprucei Hook.f. 

(SIMAROUBACEAE). 
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1. Material e Métodos 

 

1.1 - Coleta e identificação do material vegetal 

 

A espécie Picrolemma sprucei foi coletada em dois momentos: Uma primeira coleta foi 

efetuada pelo Dr. Adrian M. Pohlit no município de Silves, Estado do Amazonas, em abril 

de 2003. Exsicatas foram depositadas no Herbário da UFAM (Silva 5729 e Silva 5730). A 

identificação foi realizada pelo Dr. Wayt Thomas (comunicação pessoal). Uma segunda 

coleta foi realizada na Reserva Florestal ZF-2 (km 60 BR-174, Manaus - Boa Vista) 

pertencente ao INPA, em setembro de 2006. Foi feita uma triagem das plantas, separando-

as em raízes, caules, folhas e frutos. A confirmação da identificação botânica da espécie P. 

sprucei foi realizada no Herbário do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA), 

onde foi depositada amostra fértil (exsicata) referente a essa espécie (223883). As distintas 

partes da planta foram secas à sombra, picotadas em pedaços de cerca de 10 cm. Os caules 

e raízes foram moídos em moinho “Whiley Mill” n
o
 3, marca Arthur H. Thomas 

(Philadelphia, U.S.A.), e os frutos foram moídos em moinho de carne, marca Eberle. 

 

1.2 - Reagentes e solventes 

 

Todos os solventes utilizados neste trabalho foram de grau técnico e previamente 

purificados utilizando destilação fracionada. Os solventes foram tratados para a retirada de 

impurezas comuns e secos com Na2SO4 quando necessário. A água utilizada em todas as 

etapas foi destilada. 
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1.3 - Equipamentos 

 

Foram utilizados os seguintes equipamentos: Balança semi-analítica, Marca Quimis, 

modelo BG2000, limite 2,020g, balança analítica, Marca Mettler-Toledo, modelo AB204 

com limite máximo de peso de 210 mg, evaporador rotatório, Marca Fisatom 802, modelo 

550, lâmpada UV, Marca Spectroline, modelo CX-20, “ultraviolet fluorescence analysis 

cabinet”, onda longa (365 nm) e onda curta (254 nm), ultra-som, Marca Ultrasonic, modelo 

USC 1400. 

 

1.4 - Análises cromatográficas 

1.4.1 - Cromatografia de camada delgada (CCD) analítica 

 

Foram utilizadas placas prontas de sílica gel 60 em alumínio MERCK de 20 x 20 cm 

com indicador de fluorescência F254. Os sistemas de revelação utilizados foram lâmpadas 

de ultravioleta (UV) a 254 nm e 366 nm e revelação em vapor de iodo e solução alcoólica 

de H2SO4 a 5% e vanilina. Para análise em fase reversa foram utilizadas cromatoplacas de 

RP-18 em alumínio MERCK de 20 x 20 cm com indicador de fluorescência F254, 

utilizando-se os mesmos sistemas de revelação. 

 

1.4.2 - Cromatografia de camada delgada (CCD) preparativa  

 

Foram utilizadas placas com sílica gel 60 em alumínio MERCK com 1 mm de 

espessura e tamanho de placas 20 x 20 cm. Para revelação serão utilizadas lâmpadas de UV 

a 254 e 366 nm. 
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1.4.3 - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

Cromatógrafo analítico Shimadzu, modelo LC-20, com sistema quaternário, detector 

SPD-20A, injetor automático SIL-20A e controladora CBM-20A. A fase móvel utilizada 

foi acetonitrila-água 10:90, com gradiente linear (20 min) até acetonitrila-água 75:25 e 

isocrático até o final da corrida. Foi utilizada coluna de fase reversa analítica LichroCart®  

250-4 com volume de injeção de 10 L, fluxo de 1,5 mL/min. 

 

1.5 - Análises espectroscópicas  

 

Espectrômetro de ressonância magnética nuclear Marca Varian, modelo Unity Inova 

(500 MHz) do Centro de Biotecnologia da Amazônia (CBA). Solventes: CDCL3, MeOD, 

D2O e C5D5N. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrão interno. 

Espectrômetros de massas Daltronics-Bruker UltrOtof Mass Spectrometer e Daltronics-

Bruker Ion Trap Mass Spectrometer (USP-SP, Central Analitica). Espectros de massa 

acurada por ionização de “electrospray” em modo positivo foram adquiridos em um 

aparelho Bruker-Daltronics UltrOTof utilizando uma mistura de MeOH/H2O/HCO2H como 

sistema de solventes para infusão [infusão significa que a substancia foi 

dissolvida numa mistura desses solventes e a solução resultante foi 

injetada diretamente no aparelho de massas. 
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1.6 - Obtenção dos quassinóides 

 

A preparação dos extratos de P. sprucei foi realizada por Silva (2006), descrita no 

capítulo 1.  

 

Novo método: isolamento da neosergeolida a partir de raízes em duas etapas 

Dando seqüência ao aperfeiçoamento do procedimento de extração dos quassinóides, 

450 g de serragem de raízes, obtidas na segunda coleta, foram submetidas a desgraxificação 

com hexano ( 1,0 L) em extratores do tipo Soxhlet (3 x 6 h). O solvente foi evaporado 

utilizando-se evaporação rotatória obtendo-se o extrato em hexano (massa?). A serragem 

foi submetida à extração com Et2O etílico (1,0 L) a temperatura ambiente (3 x uma 

semana). O solvente foi evaporado utilizando-se evaporação rotatória originando 2,7 g 

(0,6%) de extrato em Et2O denominado PSE, o qual foi submetido à recristalização da 

forma descrita anteriormente, obtendo-se 219,1 mg de neosergeolida (5) (0,049 % em 

relação ao peso seco de serragem). 

 

1.7 - Preparação dos derivados semi-sintéticos a partir da neosergeolida e isobruceína 

B 

1.7.1 - Hidrólise alcalina 

 

A reação de hidrólise alcalina foi realizada segundo o procedimento descrito por Okano 

e colaboradores (1985) que aplicaram essa reação a isobruceína B (2). A uma solução de 

isobruceína B (2) (25,4 mg) em MeOH (1,5 mL) foi adicionado NaOH 1 N (0,45 mL). 

Após agitação a -5 
o
C por 17 min, a mistura de reação foi neutralizada com HCl 1N (0,8 
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mL) e evaporada a vácuo para obtenção de um resíduo branco cristalino. A reação foi 

monitorada por CCD analítica como descrito anteriormente. O resíduo foi submetido à 

purificação em cromatografia em  coluna  de  sílica  Flash  (MeOH, 100%) para obtenção 

de 15,6 mg do derivado 23 (Esquema  1), na forma de um cristal branco (Rf 0,38; Tempo 

de retenção CLAE 5’48”; UVmáx 245nm). Da mesma forma, 13,1 mg do derivado 

desacetilado 24 (Esquema 1), na forma de um cristal branco (Rf 0,51; Tempo de retenção 

CLAE 8’27”; UVmáx 245nm) foram preparados a partir de neosergeolida (5) (25,3 mg). 

Na figura 1 observa-se a ampliação dos espectros de 
1
H de 5 e 24. No quadro A observa-se 

o sinal em 2.9 ppm referente ao grupo acetil ligado ao carbono 15. No quadro B observa-se 

claramente a ausência deste sinal. 

Outro procedimento de hidrólise alcalina foi realizado adicionando-se NaOH 0,1 N (5 

mL) a uma solução do quassinóide (16,1 mg) em MeOH (10 mL). Após agitação a -5 
o
C 

por 30 min, a mistura de reação foi neutralizada  com resina Dowex, filtrada e evaporada a 

vácuo para obtenção de um resíduo branco cristalino. A reação foi monitorada por CCD 

analítica como descrito anteriormente. O resíduo foi submetido à purificação em 

cromatografia em coluna de sílica Flash, com eluição em i-PrOH, para obtenção de 12,4 mg 

do derivado 25 (Figura 2) (MS/MS = 425,1409 [ M + H]
+
; 447,1238 [M + Na]

+
, na forma 

de um cristal branco. 

 

1.7.2 - Redução 

 

A uma solução de neosergeolida (5) (34,1 mg) em MeOH (10,0 mL) foi adicionado 

NaBH4 (1,0 mg). A solução ficou sob agitação por 24 h. Após purificação por CC 

(MeOH:H2O, 1:1 v/v) obteve-se o derivado 35 (33,7 mg). Da mesma forma, foram 
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preparados 33,7 mg do derivado 36 (Rf 0,6; Tempo de retenção CLAE 9’52”; UVmáx 

276nm; MS/MS 449,3 [M - H]
+
 (Figura 3)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1 – Preparo de derivados semi-sintéticos a partir dos quassinóides neosergeolida e 

isobruceína B. 
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1.8 - Determinação das estruturas cristalográficas 

 

Para as determinações estruturais dos cristais obtidos por difração de raios-X foi 

utilizado o equipamento modelo URD6, da Carl Zeiss, do Instituto de Química da USP de 

São Carlos, pelas Professoras Regina H. de A. Santos (USP-SC) e Cláudia C. Silva (UEA). 

O tratamento dos dados coletados foi realizado no sistema WinGX (FARRUGIA, 1999). 

Foram realizadas correções pelos fatores de Lorentz, de polarização e dos efeitos de 

absorção. A estrutura foi resolvida pelos Métodos Diretos através do sistema SIR97 

(ALTOMARE et al., 1999), onde foram localizados todos os átomos, menos os 

hidrogênios. O refinamento foi realizado pelo método dos mínimos quadrados com matriz 

completa e cálculos de Fourier diferença utilizando o programa SHELXL-97 (HERBST-

IRMER; SHELDRICK, 1998). 

 

1.9 - Estudo fitoquímico dos frutos de P. sprucei 

1.9.1 - Preparação do extrato etanólico dos frutos 

 

Frutos de P. sprucei foram coletados a partir de espécimes cultivados no INPA em 

dezembro de 2005. 191,26 g de frutos secos em estufa a 50º C e moídos com grau e pistilo 

foram submetidos à extração em etanol a t.a. por uma semana em um erlenmeyer. Após 

filtragem em papel de filtro, o extrato foi concentrado utilizando evaporação rotatória. O 

marc foi extraído mais duas vezes e os extratos foram reunidos totalizando 22,97 g (12,0%) 

de extrato etanólico denominado 1RA10. O mesmo procedimento foi realizado com 16,29 g 

da casca e polpa dos frutos obtendo-se 1,53 g de extrato etanólico das cascas denominado 
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3RA16C (8,2%) e com 18,69 g do caroço dos frutos obtendo-se 0,94 g de extrato etanólico 

da polpa denominado 3RA16P (5,8%). 

 

1.9.1 - Fracionamento do extrato etanólico dos frutos inteiros, cascas e caroços 

 

O extrato etanólico dos frutos inteiros de P. sprucei (1RA10) (20,0 g) foi submetido à 

partição em solução de 100 mL de MeOH/H2O (9:1) e extraído com 50 mL de hexano por 

três vezes. As fases hexânicas foram reunidas, secas por evaporação rotatória, obtendo-se 

224,8 mg (10,95%) da fase hexânica denominada 3RA22H. Houve a formação de um 

precipitado branco (3RA22HC) que foi separado e cristalizado. A fase hidrometanólica 

resultante foi submetida ao mesmo procedimento, substituindo-se seqüencialmente hexano 

por clorofórmio, acetato de etila e n-butanol (Figura 5). Os extratos etanólicos das cascas 

(3RA16C) e caroços (3RA16P) (0,5 g de cada) também foram submetidos a procedimentos 

de partição como descrito acima (Figuras 6 e 7).  

 

1.10 - Ensaios biológicos 

1.10.1 - Ensaio de toxicidade frente a larvas de A. franciscana  

 

O ensaio de letalidade frente a larvas do microcrustáceo A. franciscana Kellogg in vivo 

foi realizado no LAPAAM/INPA segundo procedimentos descritos no capítulo 2 desta 

Tese.  
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1.10.2 - Avaliação da atividade inseticida frente a imagos de A. aegypti 

 

Essa atividade foi determinada por prova biológica de garrafas de 250 mL Marca Schott 

segundo protocolo de WHO (2006), onde foram usados mosquitos adultos hematófagos da 

espécie Aedes aegypti, com 3 a 5 dias de idade, obtidos de campo. As substâncias de 

interesse foram impregnadas nas garrafas e colocadas em contato com os mosquitos. O 

teste foi realizado em triplicata fazendo-se observações a cada 10 min até 90 min. O 

resultado foi avaliado pelo percentual de mortalidade até 90 min, onde o total de mosquitos 

mortos foi dividido pelo total de mosquito inicial e multiplicando-se por 100.  

 

1.10.3 - Avaliação da atividade antiproliferativa em células tumorais 

 

Os ensaios de citotoxicidade frente a células tumorais in vitro foram realizados no 

Laboratório de Oncologia Experimental (LOE) do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Universidade Federal do Ceará (UFC), sob coordenação da Professora 

Cláudia Pessoa, com colaboração do aluno de Doutorado em Farmacologia Bruno Coelho 

Cavalcanti, segundo procedimento descrito no Capítulo 2 desta Tese.  

 

1.10.5. Ensaio de inibição da atividade de mitocôndrias vegetais. 

 

Os ensaios de inibição da atividade mitocondrial foram realizados no Laboratório de 

Bioenergética do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFC, sob 

coordenação da Professora Dirce Fernandes. As mitocôndrias foram isoladas de raízes do 

cultivar de feijão Vita 5 em condições controle pelo método de Cornu e colaboradores 
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(1996). A concentração de proteína mitocondrial foi determinada pelo método de Bradford 

(1976). A análise da integridade da membrana mitocondrial externa foi avaliada segundo 

método descrito por Neuburger e colaboradores (1982). 

 

1.10.6. Ensaio de atividade hemolítica em eritrócitos de camundongos Mus musculus 

Swiss 

 

Os ensaios de atividade hemolítica foram realizados no Laboratório de Oncologia 

Experimental (LOE) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade 

Federal do Ceará (UFC), sob coordenação da Professora Cláudia Pessoa, com colaboração 

do aluno de Doutorado em Farmacologia Bruno Coelho Cavalcanti. Os ensaios de atividade 

hemolítica foram realizados no LOE-UFC, segundo a metodologia descrita por Costa-

Lotufo e colaboradores (2002) e Dresch e colaboradores (2005).  Essa metodologia permite 

avaliar o potencial das substâncias-testes em causar lesões na membrana plasmática dos 

eritrócitos, seja pela formação de poros ou pela ruptura total. O sangue foi coletado de três 

camundongos (Mus musculus Swiss) por via orbital (animais previamente anestesiados com 

éter etílico) e diluído na proporção de 1:30 com solução salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 

mM). Os eritrócitos foram lavados 2 vezes em solução salina por centrifugação (15 g/3 

min.) para redução da contaminação plasmática e ressuspensos em solução salina para 

obtenção de uma suspensão de eritrócitos (SE) a 2%. Os ensaios foram realizados em 

multiplacas com 96 cavidades. Cada poço da 1ª fileira recebeu 100 µL da solução salina. 

Na 2ª, os poços receberam 50 µL da solução salina e 50 µL do veículo de diluição da 

substância teste, neste caso, DMSO 10%. Aos poços da 3ª fileira, foram adicionados 100 

µL de solução salina e 100 µL das substâncias teste em solução. Da 4ª fileira em diante os 
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poços receberam 100 µL da solução salina, excetuando-se os da última fileira, que 

receberam 80 µL de solução salina e 20 µL de Triton X-100 a 1% (controle positivo). As 

diluições foram feitas da 3ª à 11ª cavidade, retirando-se 100 µL da solução da cavidade 

anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentrações foram sempre diluídas 

pela metade, variando de 1,5 a 200 µg/mL. Em seguida, 100 µL da suspensão de eritrócitos 

foram plaqueados em todos os poços. Após incubação de 1 hora, sob agitação constante à 

temperatura ambiente (26 ± 2ºC), as amostras foram centrifugadas (50 g/3 min.) e o 

sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbância da hemoglobina 

no espectrofotômetro de placas a 540 nm. A atividade das substâncias teste foi determinada 

de maneira relativa ao valor dos controles positivo e negativo. 

 

1.10.7. Cultura de parasitas e ensaio de atividade antimalárica in vitro 

1.10.7.1. Técnica de microscopia 

 

Os ensaios de atividade antimalárica foram realizados por este Doutorando no Setor de 

Malária da Fundação de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM), sob orientação do Dr. 

Pedro P. R. Vieira, segundo metodologia descrita no Capítulo 2 desta Tese.  

 

1.10.9. Ensaios de atividade antibacteriana segundo o teste de difusão em ágar 

      

Os testes de atividade antibacteriana dos quassinóides foram realizados no laboratório do 

Professor Denilson F. de Oliveira da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram 

utilizadas linhagems das bactérias Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Bacillus subtilis 

(ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853) e Staphylococcus aureus 
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(ATCC25923). As bactérias foram repicadas para placa de Petri contendo meio TSA e, 

após 24 horas, foram transferidas para tubo de solução aquosa de NaCl a 0,85 % (g/mL), 

até se alcançar turvação 0,5 na escala de Mc Farland (1,0 para B. subtilus). Com um Swab 

estéril, as bactérias contidas nessas soluções salinas foram inoculadas em meio de cultura 

Muller-Hinton-Agar contido em placas de Petri. A seguir, foram feitos furos de 0,6 cm de 

diâmetro nos meios de cultura inoculados, nos quais foram depositados 40 µL das soluções 

resultantes da dissolução dos extratos (5 mg) em 1 mL de etanol/água (7:3). Após 24 horas 

a 37 
o
C, os halos de inibição do crescimento bacteriano ao redor do furo foram medidos 

com uma régua. Os experimentos foram realizados em duplicata, com norfloxacina (ou 

cloranfenicol) e etanol/água como controles positivo e negativo, respectivamente. 

 

1.10.10. Ensaios de atividade antifúngica 

 

Os testes de atividade antifúngica dos quassinóides foram realizados no laboratório 

do Professor Denilson F. de Oliveira (UFLA). Foi utilizada a espécie de fungo Aspergillus 

ochraceus Wilhem. 1,0 mg dos quassinóides foram dissolvidos em 2,0 mL de Tween 80 a 

1% (g/mL) e adicionou-se 200 microlitros das soluções resultantes a 40 microlitros de uma 

suspensão aquosa contendo 8,0x10
8
 esporos/mL do fungo Aspergillus ochraceus Wilhem. 

O meio de cultura Czapeck Yeast Extract (CYA-200 microlitros), ainda quente, foi 

adicionado à cavidades de placas de 96 cavidades (capacidade aproximada de 400 

microlitros por cavidade) e, após solidificação do meio, 20 microlitros das suspensões de 

esporos contendo extratos vegetais foram colocados em cada furo. Após 48 horas na 

temperatura de 25° C, o experimento foi avaliado por observação visual para verificar se 

houve crescimento fúngico ou não. Os experimentos foram realizados em duplicata, 
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empregando-se Tween 80 a 1% e cloreto de benzalcônio como controles negativo e 

positivo (MOURI et al., 2005). 

 

1.10.11. Ensaios de atividade anti-helmíntica 

 

Os testes de atividade anti-helmíntica dos quassinóides foram realizados no 

laboratório laboratório do Professor Denilson F. de Oliveira (UFLA). Raízes de cafeeiros 

(Coffea arabica L.) cultivados em casa de vegetação e infestadas com Meloidogyne exigua 

Goeldi, foram lavadas cuidadosamente e cortadas em pedaços de um centímetro. A seguir, 

foram trituradas em liquidificador por vinte segundos em solução de hipocloprito de sódio a 

0,5 %, seguindo a técnica de Hussey e Barkey (1973), modificada por Boneti & Ferraz 

(1981). Os ovos retidos na peneira de 0,025 mm foram recolhidos em béquer de 200 mL, 

utilizando-se pisseta contendo água destilada.  Para a obtenção dos juvenis dos segundo 

estádio (J2), utilizou-se uma câmara de eclosão formada com tela e papel de espessura fina, 

colocado num funil de vidro esterilizado. Apenas J2 com no máximo dois dias de idade 

após eclosão foram empregados. Em cada cavidade de placas do tipo Elisa foram colocados 

100 µL de solução aquosa de Tween 80 a 1% contendo os quassinóides neosergeolida e 

isobruceína b (500 ppm) e 20 µL de suspensão aquosa contendo de 20 a 30 J2. Após 48 

horas no escuro, a 25
o
C, contou-se os indivíduos móveis e imóveis. A seguir, contou-se os 

mortos e vivos. O experimento foi realizado com seis repetições e como testemunha 

utilizou-se Tween 80 a 1%. 

 

 

 



92 

 

1.11. Análises Estatísticas 

 

Os dados estão apresentados na forma de médias ± desvios padrões. Os valores de 

concentração inibitória 50 (CI50) ou concentração efetiva 50 (CE50) e seus intervalos de 

confiança 95% (IC95%) foram obtidos por regressão linear utilizando o programa 

GRAPHPAD (Intuitive Software for Science, San Diego, CA). Os valores de concentração 

letal 50 (CL50) para os testes de letalidade de larvas de A. franciscana foram obtidos de 

contagens de larvas vivas após 24 h de incubação com as substâncias testadas vida, 

utilizando-se o método de análise de probito descrito por Finney (1971). 
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2. Resultados e Discussões 

 

2.1 - Coleta e identificação do material vegetal 

 

Foram obtidos 43 acessos de P. sprucei na segunda coleta efetuada na Reserva ZF2. 

Uma nova exsicata apresentando frutos está em fase de preparo. Os dados referentes a 

massa úmida e seca podem ser observados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Dados da perda de umidade de P. sprucei coletada na Reserva ZF2. 

Órgão Peso fresco (g) Peso seco na estufa (g) Massa seca (%) 

Raízes 7.810,73 4.174,38 53,44 

Caules 2.145,88 1.042,59 48,59 

 

 

2.2 - Obtenção dos quassinóides 

 

Moretti e colaboradores (1982) utilizaram de forma exaustiva, desgraxificações, 

seguidas de infusões seriadas com água quente, extração líquido-líquido com água e 

clorofórmio e cromatografias as quais correspondem a um processo lento, especialmente em 

uma escala piloto. Na adaptação iniciada por Silva (2006) e concluída no presente trabalho, 

o uso de extração contínua líquido-sólido gerou extratos aquosos parcialmente concentrados 

e ricos em quassinóides. Enquanto Moretti e colaboradores (1982) geraram um extrato em 

CHCl3, que foi cromatografado para obtenção de (5) e (2) em escala de miligramas, o 
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método desenvolvido por Silva (2006) eliminou completamente o uso de procedimentos 

cromatográficos. A etapa chave de precipitação removeu substâncias muito polares e 

solúveis em água, presentes no extrato obtido em clorofórmio e permitiu a recristalização 

diferencial de isobruceína B (2), 1,17 g, com rendimento de 0,018% em relação ao peso 

seco da serragem e 0,23% em relação ao peso seco do extrato e neosergeolida (5), 1,75 g, 

com rendimento de 0,02% em relação ao peso seco de serragem e de 0,34% em relação ao 

peso seco do extrato.  

Aqui estamos demonstrando a seqüência do processo de melhoramento da extração dos 

quassinóides em escala-grama, a temperatura ambiente e com solventes não clorados, 

seguido de recristalização. Até o momento foram obtidos seletivamente 219,1 mg de 

neosergeolida (5) (0,049 % em relação ao peso seco de serragem), aproximadamente o 

dobro em relação ao procedimento descrito por Silva (2006). Esta nova tentativa de 

extração e isolamento dos quassinóides de P. sprucei ainda se encontra em estudo a fim de 

determinarmos um procedimento ideal para obtenção da isobruceína B (2). Vale ressaltar 

ainda o encurtamento do tempo necessário para obtenção da neosergeolida (5) de vários 

meses para poucas semanas. 

O Laboratório de Pesquisas em Produtos Naturais (LAPAAM) já possui grande 

experiência no estudo dos quassinóides de P. sprucei, já tendo sido produzidos duas 

dissertações e quatro artigos referentes aos estudos da isobruceína B (2) e neosergeolida (5) 

(Saraiva, 2001, Silva, 2006). Silva (2006) descreveu ainda a preparação dos derivados 

acetilados 21 e 22 bem como iniciou o estudo das atividades citotóxica e larvicida dessas 

substâncias naturais e semi-sintéticas. Dessa forma, não serão apresentados aqui dados 

espectroscópicos das substâncias (2), (5), 21 e 22 por já se tratarem de dados largamente 

descritos e estudados pelo grupo. 
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Os dados da análise de difração de raios-X (Figura 8) confirmaram os dados 

previamente descritos na literatura nos quais a neosergeolida (5) forma cristais com água de 

cristalização (Zukerman-Schpector et al., 1994). Todas as substâncias geradas neste 

trabalho e que se apresentam na forma de cristal, também estão sendo analisadas segundo 

esta técnica. 

 

Figura 8. Representação ORTEP da estrutura 5, identificada por difração de raios-X de 

monocristais. 

 

2.3 - Preparação dos derivados semi-sintéticos a partir da neosergeolida e isobruceína 

B 

4.3.1 - Hidrólise alcalina 

 

O derivado 23, obtido por reação de hidrólise alcalina da isobruceína B (2), apresentou 

fator de retenção (r.f.) de 0,38 mm por CCD analítica (Et2O:i-PrOH, 9:1) e tempo de 
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retenção de 5 min e 40 seg. por CLAE e teor de pureza do pico maior do que 98%. A 

absorção máxima no UV (UVmáx.) foi de 245 nm. Já o derivado 24, obtido por reação de 

hidrólise alcalina da neosergeolida (5) apresentou r.f. de 0,51 mm, tempo de retenção de 8 

min e 27 seg. e teor de pureza do pico maior do que 98%.  

O derivado 25, obtido por reação de hidrólise alcalina da isobruceína B (2), apresentou 

fator de retenção (r.f.) de 0,29 mm por CCD analítica e tempo de retenção de 1 min e 44 

seg. por CLAE, teor de pureza do pico maior do que 98%, com UVmáx de 245 nm. O 

espectro de massas obtido (ESI-MS, CH3OH:H2O:HCO2H, Figura 10) apresentou 

fragmentações (m/z) em 425,1409 [M + H]
+
 e 447,1238 [M + Na]

+
 compatíveis com a 

estrutura proposta para o derivado 25 (Figura 10). 
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Figura 10. Proposta estrutural para os quassinóides semi-sintéticos preparados a partir da 

neosergeolida e isobruceína B. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Ampliação dos espectros de RMN 
1
H da neosergeolida (5) (A) e seu derivado desacetilado (24) (B) (CDCl3 / 500MHz)  

A B 
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Figura 10. Espectro de massas (ESI-MS) do derivado semi-sintético 25. 



O derivado 26, obtido por reação de hidrólise alcalina da neosergeolida (5) apresentou 

r.f. de 0,35 mm, tempo de retenção de 2 min e 5 seg., teor de pureza do pico maior do que 

98%, com UVmáx de 245 nm. O espectro de massas obtido (ESI-MS, 

CH3OH:H2O:HCO2H) apresentou fragmentações (m/z) em 449,1493 [M + H]
+
, 471,1328 

[M + Na]
+
 e 489,1417 [M + Na + H2O]

+
 compatíveis com a estrutura proposta para o 

derivado 26.  

 

2.3.3 - Epoxidação  

 

O derivado 27, obtido por reação de epoxidação da isobruceína B (2), apresentou fator 

de retenção (r.f.) de 0,60 mm por CCD analítica e tempo de retenção de 5 min e 28 seg. por 

CLAE, teor de pureza do pico maior do que 98% e UVmáx de 245 nm. Já o derivado 28, 

obtido por reação de epoxidação da neosergeolida (5) apresentou r.f. de 0,42 mm, tempo de 

retenção de 9 min e 52 seg., teor de pureza do pico maior do que 98% e UVmáx de 278 nm.  

 

2.3.4 - Benzoilação 

 

Os derivados 29 e 30, obtidos por reação de benzoilação da isobruceína B (2), 

apresentaram r.f. de 0,69 e 0,71 mm por CCD analítica, respectivamente e tempo de 

retenção de 12 min e 53 seg e 11 min e 22 seg, respectivamente por CLAE, teores de 

pureza dos picos maiores do que 98% e UVmáx de 244 e 198 nm, respectivamente. Os 

derivados 31 e 32, obtidos por reação de benzoilação da neosergeolida (5) apresentaram r.f. 

de 0,73 e 0,79 mm por CCD analítica, respectivamente e tempo de retenção de 13 min e 2 

seg. e 11 min e 37 seg.., respectivamente por CLAE, teores de pureza dos picos maiores do 
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que 98% e UVmáx de 247 e 207 nm, respectivamente. Já os derivados 33 e 34, obtidos por 

reação de benzoilação da 15-desacetil neosergeolida (24) apresentaram r.f. de 0,64 e 0,67 

mm por CCD analítica, respectivamente e tempo de retenção de 13 min e 14 seg. e 11 min e 

41 seg., respectivamente por CLAE, teores de pureza dos picos maiores do que 98% e 

UVmáx de 247 e 194 nm, respectivamente. 

 

2.3.5 - Redução 

 

O derivado 35, obtido por reação de redução da isobruceína B (2), apresentou fator de 

retenção (r.f.) de 0,41 mm por CCD analítica e tempo de retenção de 5 min e 1 seg.. por 

CLAE, teor de pureza do pico maior do que 98% e UVmáx de 247 nm. O derivado 36, 

obtido por reação de epoxidação da neosergeolida (5) segundo o mesmo protocolo acima, 

apresentou r.f. de 0,60 mm, tempo de retenção de 9 min e 52 seg. por CLAE, teor de pureza 

do pico maior do que 98% e UVmáx de 276 nm. O espectro de massas obtido (ESI-, 

MeOH:H2O (80:20), Figura 12) apresentou fragmentação (m/z) em 449,3 [M - H]
+
 

compatível com uma das estruturas propostas para o derivado 36, denominadas 36a e 36b 

(Figura 11).  

 

2.4 - Ensaios de atividade biológica 

2.4.1 - Ensaio de toxicidade frente a larvas de A. franciscana 

 

O ensaio com larvas do microcrustáceo A. franciscana é um método simples e barato 

que permite avaliar a toxicidade geral e pode ser considerado um ensaio preliminar no 

estudo de extratos e substâncias puras para determinação da atividade antitumoral. O 
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derivado 25, apesar de ter apresentado CI50 aproximadamente 7 vezes menor do que o 

quassinóide natural isobruceína B (2) (Tabela 2), ainda pode ser considerado bastante ativo 

o que o coloca como uma substância promissora para futuros testes de atividade citotóxica 

frente a células tumorais. 

 

Tabela 2 - Atividade tóxica das frações obtidas por partição do extrato etanólico de frutos 

de P. sprucei frente a larvas de A. franciscana. 

Amostra CI50 (g/mL) 

2 1,3* 

5 0,9* 

25 8,8 

1RA10 64,0 

3RA16C 130,0 

3RA16P 24,0 

Fr. hexânica
1
 128,0 

Fr. clorofórmica
1
 n.d. 

Fr. ac. etila
1
 n.d. 

Fr. n-butanol
1
 6,0 

Fr. aquosa
1
 >130,0 

1 - Frações obtidas a partir da partição do extrato etanólico dos frutos inteiros de P. sprucei. 

n.d. – não determinado. *Silva, 2006. 
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Figura 11. Espectro de massas (ESI-MS) do derivado semi-sintético 36. 



2.4.2.2 - Avaliação da atividade inseticida frente a imagos de A. aegypti 

 

Devido à limitação de quantidade de amostra, até o presente momento somente os 

quassinóides naturais (2) e (5) foram submetidos a este teste. Apesar da significativa 

atividade larvicida, não se observou atividade inseticida frente às espécies estudadas, até 

uma concentração de 750 µg/mL. Entretanto, acreditamos que a dificuldade de ingestão das 

substâncias pelo inseto mascarou possíveis efeitos tóxicos. Novos testes devem ser 

realizados com o uso de um veículo que permita a entrega da droga teste aos insetos. 

 

2.4.3 - Ensaio de citotoxicidade frente a células tumorais in vitro 

 

Os extratos e frações obtidas a parti dos frutos inteiros bem como das cascas e polpas 

dos frutos de P. sprucei já foram testadas frente a quatro linhagens tumorais e estão em fase 

final de cálculo das CI50.  Como pode ser observado na Tabela 3, somente a fração hexânica 

obtida a partir da partição do extrato etanólico dos frutos inteiros de P. sprucei não 

apresentou boa atividade citotóxica. Todas as demais se mostraram bastante tóxicas a pelo 

menos uma das linhagens testadas. 

A análise das CI50 das frações obtidas a partir dos extratos de cascas e polpas dos frutos 

de P. sprucei mostra que, tanto a fração clorofórmica das cascas quanto a fração 

clorofórmica da polpa foram bastante ativas, com valores de CI50 iguais ou inferiores a 0,92 

g/mL (Tabela 4). Entretanto, a fração n-butanólica da casca/polpa foi bastante ativa (CI50 

0,78-1,82 g/mL) enquanto que a fração n-butanólica da casca/polpa foi inativa até uma 

concentração de 100 g/mL, dando uma boa indicação de que a composição química 
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distinta entre essas frações. A forte atividade citotóxica apresentada por essas frações indica 

que o estudo fitoquímico das mesmas deve revelar substâncias de elevado potencial 

antitumoral. 

 

Tabela 3 - Atividade citotóxica das frações obtidas por partição do extrato etanólico de 

frutos inteiros de P. sprucei frente a células tumorais in vitro. 

 

Amostra 

Linhagem 

HCT-8 SF295 MDA-MB435 

Classificação da atividade (atividade citotóxica %) 

Fr. hexânica PA (22,43%) PA (29,77%) PA (28,44%) 

Fr. clorofórmica MA (88,50%) PA (17,64%) MA (85,08%) 

Fr. ac. etila MA (84,91%) MA (87,83%) MA (85,60%) 

Fr. n-butanólica MA (82,39%) MA (86,73%) MA (84,98%) 

Fr. aquosa MA (83,79%) PA (20,23%) MO (69,03%) 

Como critério de atividade in vitro foi estabelecido que as amostras que inibirem o 

crescimento dos parasitos de: 80 a 100% = muito ativa (MA); 50 a 79% = parcialmente 

ativa (PA); < 50% = pouco ativa (PA). 

 

 

2.4.5 - Ensaio de inibição da atividade mitocondrial 

 

Observou-se que os quassinóides isobruceína B (2) e neosergeolida (5) não foram 

capazes de alterar a capacidade de mitocôndrias extraídas de feijão de metabolizarem os 
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substratos succinato e malato até uma concentração de 60 µM/mL. Dessa forma, as 

referidas atividades biológicas testadas até o momento não possuem mecanismo de ação 

envolvendo alterações do metabolismo respiratório em células vegetais. 

 

Tabela 4 - Atividade citotóxica das frações obtidas por partição dos extratos etanólicos de 

cascas e polpas de frutos de P. sprucei frente a células tumorais in vitro. 

 

Amostra 

Linhagem 

HCT-8 SF295 HL-60 

CI50 (g/mL) 

Polpa    

Fr. hexânica n.d. n.d. n.d. 

Fr. clorofórmica <0,19 <0,19 <0,19 

Fr. ac. etila n.d. n.d. n.d. 

Fr. n-butanólica 1,37 1,82 0,78 

Fr. aquosa 31,87 91,35 27,43 

Cascas    

Fr. hexânica n.d. n.d. n.d. 

Fr. clorofórmica 0,11 0,92 0,30 

Fr. ac. etila n.d. n.d. n.d. 

Fr. n-butanólica >100 >100 >100 

Fr. aquosa n.d. n.d. n.d. 

n.d. – não determinado 

 



 106 

2.4.6 - Ensaio de atividade hemolítica 

 

Da mesma forma que para o ensaio de inibição da atividade mitocondrial, nenhuma das 

amostras testadas (quassinóides naturais e extratos e frações do fruto, caule e raiz de P. 

sprucei) não apresentaram atividade hemolítica até uma concentração de 500 µg/mL, 

indicando que não há envolvimento entre as atividades biológicas apresentadas e o 

rompimento de membranas biológicas. 

 

2.4.7 - Ensaio de atividade antimalárica 

 

Uma significativa inibição do crescimento do parasita causador da malária humana P. 

falciparum in vitro foi exibida pelos quassinóides (1) e (2) (Tabela 5). A neosergeolida (2) 

e a isobruceína B (1), exibiram as maiores atividades, aproximadamente 15 a 82 vezes 

maiores do que as apresentadas pela quinina e cloroquina e similares à apresentada pela 

artemisinina. Se a mesma comparação for analisada numa escala molar, os quassinóides (1) 

e (2) apresentaram atividades de 15 a 445 vezes maior do que a quinina e a cloroquina. A 

sensibilidade in vitro do P. falciparum às substâncias testadas foi similar e reprodutível em 

ensaios realizados em duplicatas em ocasiões separadas. Alguns requerimentos estruturais 

tais como a presença de uma cetona ,-insaturada no anel A, uma ponte epoximetileno no 

anel C e a presença de uma função éster em C-15 são considerados muito importantes para 

a atividade antimalárica apresentada pelos quassinóides (Okano et al. 1995) e estão 

presentes nos dois quassinóides testados no presente trabalho. Desta forma, estamos 
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demonstrando também que os quassinóides (2) e (5) são, pelo menos em parte, 

responsáveis por esta atividade biológica apresentada pelos chás de P. sprucei. 

Os estudos preliminares não indicam efeito sinérgico entre a isobruceína B (2) e a 

neosergeolida (5). Entretanto, ainda está sendo estudado o possível efeito sinérgico entre os 

quassinóides e os antilamaláricos comerciais quinina, cloroquina e artemisinina. 

Da mesma forma que foi observada nos ensaios de atividade citotóxica, os ensaios de 

atividade antimalárica das frações do fruto de P. sprucei (Tabela 6) indicam um forte 

potencial antimalárico dos constituintes que por ventura venham a ser isolados e 

caracterizados. 

 

2.4.9 - Ensaios de atividade antibacteriana, antifúngica e anti-helmíntica 

 

Os quassinóides (2) e (5) apresentaram fraca atividade antimicrobiana, tanto frente às 

espécies bacterianas A. hydrophila, B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus, com halo de 

inibição vadiando de 6,5 a 8,0 mm, cerca de quatro a cinco vezes menor do que a 

norfloxacina (controle positivo), quanto frente à espécie fúngica A. ochraceus com 

concentração inibitória mínima superior à dose máxima testada de 570 ppm (Tabela 7), 

indicando, portanto, um fraco potencial antimicrobiano dos referidos quassinóides. Da 

mesma forma, os respectivos quassinóides apresentaram apenas fraca atividade 

antihelmíntica frente ao nematóide M. exigua, indicando uma relativa seletividade, visto 

que já havia sido reportada uma significativa atividade anti-helmíntica dos mesmos 

quassinóides frente ao nematóide M. contortus, um nematóide parasítico do aparelho 

gastrointestinal de ruminantes domésticos e silvestres com inibição in vitro de 72 e 77%, 

respectivamente a uma concentração de 86 ppm. 
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Tabela 7 - Atividade antimicrobiana e anti-helmíntica dos quassinóides naturais obtidos de 

P. sprucei. 

Substância 

Atividade Biológica 

Anti-helmíntica
a
 Antibacteriana

b
 Antifúngica

c
 

M. exigua 

A. 

hydrophila 

B. 

subtilis 

P. 

aeruginosa 

S. 

aureus 

A. ochraceus 

2 26,2 6,5 7,5 - 7,0 > 570 

5 25,2 8 7,5 7 - > 570 

Tween 80 2,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Norfloxacina n.d. 32 31 26 24 n.d. 

Cloreto de 

Benzalcônio 

n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,7 

a – Percentagem de juvenis mortos a uma concentração de 500 ppm; b - Halo (mm), a uma 

concentração de 500 ppm; c – Concentração inibitória mínima (CIM) (ppm); n.d. = não 

determinada. 
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Conclusões 

 

 Um novo e seletivo método para obtenção do quassinóide neosergeolida (5) foi obtido. 

Entretanto, ainda há a necessidade de aperfeiçoamento de tal procedimento a fim de se 

obter seqüencialmente elevado teor do quassinóide isobruceína B (2), mantendo a 

simplicidade, rapidez, baixo custo e baixo requerimento de solventes muito tóxicos tais 

como os solventes clorados. 

 Os quassinóides 1 e 2 apresentaram elevada atividade antimalárica, ao passo que seus 

derivados acetilados apresentaram se bem menos ativos. 

 Estudos de mecanismo de ação demonstraram que 2 apresenta forte atividade 

citotóxica devido à indução da apoptose das células tumorais. 

 Os quassinóides 1 e 2 apresentaram fraca atividade antimicrobiana e anti-helmíntica e 

moderada atividade larvicida frente a larvas de A. aegypti.  

 Infusões do caule de P. sprucei apresentaram significativo teor de quassinóides.  

 Foram preparados 14 derivados semi-sintéticos, sendo 3 já conhecidos e 11 inéditos, 

dentre os quais somente os derivados acetilados já tiveram sua elucidação estrutural 

completa. Todos os demais estão em fase de análise.  

 Apesar de se encontrar em fase inicial, o estudo fitoquímico dos frutos de P. sprucei já 

resultou no isolamento de uma substância (em fase de elucidação estrutural) e na 

apresentação de uma gama de atividades biológicas inéditas para o fruto. Apenas as 

frações clorofórmicas obtidas da semente e da estrutura protetora da semente (epicarpo, 

tegumento e mesocarpo) dos frutos de P. sprucei apresentaram teor de neosergeolida e 

isobruceina B quantificável pela técnica de CCD-densitometria e este teor é 



 110 

relacionado às atividades biológicas estudadas. Entretanto a presença de outras 

substâncias também revelou um elevado potencial citotóxico para as demais frações. 
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