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RESUMO 
 
O presente estudo fitoquímico descreve o isolamento e a identificação de nove 
substâncias obtidas dos extratos diclorometânico das raízes e hexânico dos galhos 
de Deguelia duckeana e três substâncias identificadas do extrato hexânico das 
folhas de Diplotropis purpurea, ambas pertencentes à família Fabaceae. O estudo 
fitoquímico de Deguelia duckeana permitiu a identificação de estilbeno (3,5,4’-
trimetoxi-4-prenilestilbeno), chalconas (4-metoxilonchocarpina e 4-metoxiderricidina), 
flavanonas (5-hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona e 5-hidroxi-4’-metoxi-
isolonchocarpina), flavonas (3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona, 3’,4’,7-
trimetoxiflavona e racemoflavona) e uma lignana (iangambina). A flavanona 5-
hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona merece destaque, pois está sendo descrita 
pela primeira vez na literatura, isolada de fonte natural. A chalcona 4-
metoxilonchocarpina, a flavona racemoflavona e a lignana também estão sendo 
descritas pela primeira vez em Deguelia. Do estudo fitoquímico de Diplotropis 
purpurea foram identificados três triterpenos lupeol, taraxerol e β-amirina. Com 
exceção do lupeol, os demais triterpenos estão sendo descritos pela primeira vez em 
Diplotropis. As substâncias foram identificadas por RMN de 1H e de 13C e CLAE/EM. 
Visando encontrar substâncias e extratos ativos, os mesmos foram analisados 
quanto ao potencial anticâncer e atividade antibacteriana. Quanto ao potencial 
anticâncer, o ensaio foi realizado em células de neuroblastoma humano (SK-N-SH) e 
verificou que a chalcona 4-hidroxilonchocarpina e a flavanona 4-hidroxi-
isolonchocarpina apresentaram citotoxicidade pelo teste da liberação da enzima 
lactato desidrogenase (LDH) bem como a ativação da enzima caspase-3, o que 
infere dizer que essas duas substâncias possuem um mecanismo de necrose e 
posterior apoptose.  Os demais flavonoides induziram a fosforilação do fator de 
alongamento eucariótico (eEF2) e uma flavona também induziu a fosforilação da 
proteína quinase ativada por AMP (AMPK). Estes resultados sugerem que os 
flavonoides apresentam potencial anticâncer por apresentar atividade na síntese de 
proteínas. Quanto à atividade antibacteriana dos extratos de Diplotropis purpurea foi 
observado que o extrato metanólico das folhas mostrou-se mais ativo contra três 
bactérias: Serratia marcescens com CIM de 250 µg/mL, Bacillus cereus (CIM de 
1000 µg/mL) com 66% de inibição em comparação ao controle positivo e 
Providencia rettgeri (CIM de 250 µg/mL) apresentando 69,5% de inibição em 
comparação ao controle positivo. O presente estudo destaca-se por contribuir 
significativamente para o conhecimento científico das espécies Deguelia duckeana e 
Diplotropis purpurea, pois os estudos das atividades biológicas dessas espécies e a 
descrição de seis substâncias estão sendo relatadas pela primeira vez nos gêneros, 
sendo uma descrita pela primeira vez como produto natural. 
 
 
Palavras-chave: Deguelia duckeana, Diplotropis purpurea, Fabaceae, potencial 
anticâncer, atividade antibacteriana. 
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ABSTRACT 
 
The present phytochemical study describes the isolation and identification of nine 
compounds from the roots dichloromethanic and branches hexanic extracts of 
Deguelia duckeana and three compounds from the leaves of Diplotropis purpurea 
hexanic extract, both species belonging to the Fabaceae family. The compounds 
from Deguelia duckeana were identified as stilbene (3,5,4’-trimethoxy-4-
prenylstilbene), chalcones (4-methoxylonchocarpin and 4-methoxyderricidin), 
flavanones (5-hydroxy-4’,7-dimethoxy-6-prenylflavanone, 5-hydroxy-4’-
methoxyisolonchocarpin), flavones (3’,4’-methylenedioxy-7-methoxyflavone, 3’,4’,7-
trimethoxyflavone, racemoflavone) and one lignan (yangambin). Unprecedentedly, 
this study describes flavanone 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy-6-prenylflavanone as a 
natural product at the literature. Other compounds as chalcone 4-
methoxylonchocarpin, flavone racemoflavone and the lignan are also described by 
Deguelia without have been reported so far. The compounds of Diplotropis purpurea 
were identified as triterpenes lupeol, taraxerol and β-amirin which are also first 
reported by Diplotropis, except lupeol. All the compounds were identified using 1H 

and 13C-NMR and LC/MS. In order to find active compounds, the extracts and 
isolated compounds from Deguelia duckeana were assayed for anticancer potential 
in neuroblastoma cells (SK-N-SH), among them one chalcone 4-hydroxylonchocarpin 
and one flavanone 4-hydroxyisolonchocarpin showed cytotoxicity by lactate 
dehydrogenase (LDH) assay. These two compounds also activated caspase-3, which 
indicate cell death via necrose and apoptosis. The other flavonoids induced 
phosphorylation of the eukaryotic elongation factor 2 (eEF2) and one flavone also 
induced AMP-activated protein kinase (AMPK). These results suggest that flavonoids 
have anticancer potential due to their effect on protein synthesis. Another biological 
activity examined in the present study was antibacterial activity of Diplotropis 
purpurea extracts and the most active was the methanolic extract from leaves, 
against three bacterial strains: Serratia marcescens (MIC at 250 µg/mL), Bacillus 
cereus (MIC at 1000 µg/mL) inhibiting 66% of bacterial growth in comparison with 
positive control and Providencia rettgeri (MIC at 250 µg/mL) with 69.5% of inhibition 
in comparison with positive control. The present study contributes to Deguelia 
duckeana and Diplotropis purpurea species chemical studies, due to their biological 
activities and description of six compounds on the genus are described by the first 
time at the literature. Among those compounds, one of them is also reported by the 
first time as a natural product. 
 

Keywords: Deguelia duckeana, Diplotropis purpurea, Fabaceae, anticancer activity, 
antibacterial activity. 
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1. Introdução  

A Floresta Amazônica possui uma extensa biodiversidade e para conhecer o 

seu potencial, muitos estudos de espécies vegetais pouco estudadas ou sem 

estudos prévios são necessários a fim de encontrar substâncias ativas que, além de 

combater certas enfermidades, possam contribuir para o conhecimento da 

composição química da rica flora Amazônica (BARREIRO; BOLZANI, 2009; 

FACUNDO et al., 2015; STEVENSON, 1999).  

 

1.1 Atividade Antibacteriana 

As infecções mais graves que acometem os seres humanos são causadas por 

bactérias que desencadeiam quadros patológicos graves ou até mesmo ao óbito. 

Para eliminar ou impedir a multiplicação de bactérias são administrados os 

antibióticos, que são substâncias químicas obtidas de origem natural ou sintética. 

Entretanto, o uso inadequado dos antibióticos, principalmente os de amplo espectro, 

contribuiu para que algumas bactérias desenvolvessem resistência a esses 

medicamentos (SINGER et al., 2003). 

A penicilina, um dos antibióticos mais conhecidos, foi descoberta pelo biólogo e 

farmacologista Alexander Fleming (1881-1955). Este antibiótico possui um anel β-

lactâmico que inibe a enzima transpeptidase atuante na construção da camada 

peptidoglicana, desprotegendo a membrana e causando a morte da bactéria 

(DAVIES, 1994; PETROSINO; CANTU; PALZKILL, 1998). No entanto, foi 

comprovado que a desativação do anel β-lactâmico pela enzima β-lactamase, 

produzida por algumas bactérias, desencadeia resistência bacteriana (KUMAR; 

SINGH, 2013; PANDEY et al., 2014). 
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Além desses mecanismos bioquímicos, há também mecanismos genéticos que 

podem causar a resistência aos antibióticos e esses envolvem a transferência de 

genes entre as bactérias ou entre os elementos genéticos no interior das bactérias. 

A transferência dos genes acontece pelo mecanismo de conjugação que envolve o 

contato célula-célula para que ocorra a transferência do DNA cromossômico, mas 

outros mecanismos ainda estão sendo descobertos para o entendimento dessa 

transferência genética (BEARSON; BRUNELLE, 2015; RANG et al., 2011; SLAGER 

et al., 2014). 

Entre os anos de 1909 a 1987, diversos antibióticos foram descobertos, 

principalmente entre 1950 a 1980 onde ocorreu a ampliação no desenvolvimento da 

pesquisa por antibióticos, como a eritromicina. Esta foi isolada da bactéria 

Streptomyces erythreus que inibe a síntese proteica bacteriana (SILVER, 2011).  

Nesse contexto, estudos mais avançados mostram que substâncias obtidas de 

plantas também podem se tornar futuros fármacos antibacterianos. Recentes 

estudos com a rodomirtona (Figura 1), substância isolada da planta Rhodomyrtus 

tomentosa, revelaram que essa substância é uma forte candidata a um novo 

fármaco antibacteriano por apresentar atividade contra cepas de bactérias com um 

valor de concentração inibitória mínima (CIM) de 0,5 µg/mL contra Staphylococcus 

epidermidis (SAISING et al., 2015), S. aureus resistente à meticilina, S. aureus 

resistente à vancomicina e cepas de enterococcus resistentes à vancomicina 

(LEEJAE; TAYLOR; VORAVUTHIKUNCHAI, 2013) e também apresentou CIM entre 

1 e 4 µg/mL contra Bacillus cereus (LEEJAE et al., 2012). 
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Figura 1. Estrutura da rodomirtona 

 

Embora, cada vez mais uma triagem de extratos de plantas visando os estudos 

fitoquímicos na região Amazônica é concretizada na busca de novos fármacos com 

atividade antibacteriana (SILVA et al., 2015; SUFFREDINI et al., 2006), outras 

pesquisas em destaque envolvem a avaliação do potencial anticâncer dessas 

plantas. 

 

1.2 Potencial Anticâncer 

O câncer é uma doença de degeneração crônica, considerada a segunda maior 

causa de morte em países economicamente desenvolvidos (JEMAL et al., 2011). 

Para uma célula tornar-se tumoral, existem mecanismos que podem explicar 

esse processo. A evolução de uma célula ocorre a partir do ciclo celular que possui 

etapas denominadas de G0, G1, S, G2 e M. Cada fase é responsável por um 

processo importante no que diz respeito à nutrição, preparação para multiplicação 

celular e produção de constituintes essenciais à célula. Para que as células 

continuem saudáveis, há a necessidade de fechar o ciclo, porém quando uma célula 

não retorna à sequência de fases do ciclo, essa se torna uma célula tumoral 

(ALMEIDA et al., 2005a; LOPEZ-MEJIA; FAJAS, 2014; MOLINARO; CAPUTO; 

OO
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AMENDOEIRA, 2010). Com isso, pode ocorrer um acúmulo de falhas genéticas ou 

mutações, o que torna as células anormais, que se multiplicam rapidamente, 

causando o rompimento da organização normal dos tecidos e, assim levando ao 

câncer (ALBERTS et al., 2006). Estudos posteriores mostram que, não só o acúmulo 

de mutações pode causar essa anormalidade, já que apenas uma falha no DNA 

poderia causar o câncer, mas também outro fator dominante: o microambiente 

celular (BISSELL; HINES, 2011).  

Infelizmente, as células malignas são menos propensas a morrerem por 

apoptose, principalmente por ocorrer uma mutação no gene p53 que contribui para a 

replicação do DNA com danos (KASTAN et al., 1991). Apoptose consiste na morte 

programada de uma célula, inclusive células normais, já que as mesmas precisam 

morrer para originar uma célula nova (ALBERTS et al., 2006). 

Os estudos mais realizados na determinação do potencial anticâncer são os 

que objetivam encontrar um bloqueio na multiplicação das células malignas, pois 

substâncias apenas citotóxicas podem também afetar as células normais. Neste 

sentido, a química de produtos naturais, envolvendo o isolamento de substâncias 

obtidas de plantas e posterior realização do potencial anticâncer tem sido uma área 

de estudos promissora para o desenvolvimento de novos fármacos (BARREIRO; 

BOLZANI, 2009). 

Um levantamento realizado sobre os medicamentos produzidos a partir de 

produtos naturais mostra uma preponderância de medicamentos anticâncer, tendo 

um total de 129 medicamentos produzidos durante os anos de 1981 a 2010. Esse 

número é seguido pelo de medicamentos antibacterianos (118) e antivirais (110) 

(NEWMAN; CRAGG, 2012). Apesar de muitos fármacos anticâncer serem derivados 
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de plantas, esses também apresentam efeitos colaterais fortes como os fármacos 

sintéticos provenientes de plantas, tais como a: vincristina, alcaloide que causa 

alterações sensoriais; o etoposídeo semi-sintético e derivado da raiz de 

Podophyllum peltatum, atuante na inibição da função mitocondrial que causa 

náuseas e alopecia (perda de cabelo); o paclitaxel derivado da planta Taxus 

brevifolia, utilizado contra câncer de ovário que causa efeitos adversos graves com 

supressão na medula óssea e, por fim o irinotecano que inibe a topoisomerase, mas 

também apresenta efeitos tóxicos (RANG et al., 2011).  

Como parte do processo de descoberta de um novo fármaco, primeiramente, 

realiza-se um estudo in vitro com linhagens de células cancerígenas com o objetivo 

de determinar o potencial anticâncer de certa substância, seja obtida de plantas, 

micro-organismos ou síntese orgânica. Algumas substâncias com atividade 

anticâncer podem bloquear o mecanismo de divisão da célula tumoral, 

especialmente as que mostram indução de apoptose (morte celular programada) ou 

também fosforilação de proteínas presentes em etapas correspondentes à síntese 

de proteínas (LOPEZ-MEJIA; FAJAS, 2014; RANG et al., 2011).  

O mecanismo de indução de apoptose pode ser determinado por vários fatores 

complexos. Dentre esses, destaca-se a via correspondente a uma cascata de 

enzimas, denominadas de caspases. Essas enzimas estão presentes nas células, 

mas inativadas e podem ser ativadas a fim de clivar e inativar constituintes celulares. 

Nesse caso, a enzima responsável por esse processo é a caspase-3, denominada 

de caspase executora que pode ser ativada por membros do fator de necrose 

tumoral (TNF) a fim de estimular o processo de ativação da caspase-8. A caspase-3 

também pode ser ativada pela via mitocondrial que se inicia pela lesão do DNA e 
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através da ativação da proteína p53 é capaz de induzir a mitocôndria a ativar a 

caspase iniciadora, caspase-9 (ALBERTS et al., 2006; LOPEZ-MEJIA; FAJAS, 2014; 

RANG et al., 2011).  

Muitos estudos com substâncias isoladas de plantas têm relatado a capacidade 

de ativarem esse tipo de enzima (caspase-3) e assim desencadeando o mecanismo 

responsável pela morte celular (KUETE et al., 2015; PEREIRA et al., 2014; SHOJA 

et al., 2015; XU et al., 2014). Atualmente, uma das análises mais utilizadas para 

detectar essa e outras enzimas é a técnica de Western blotting que consiste em 

detectar proteínas específicas após realização da análise de eletroforese 

(BURNETTE, 1981). 

Além de análises visando identificar e quantificar as caspases, também há 

análises de outros tipos de proteínas, como a enzima AMPK, responsável pela 

adequação dos níveis de energia nas células (HORMAN et al., 2002), e a proteína 

chamada de fator de alongamento 2 (e-EF2), atuante na catálise do movimento no 

ribossomo (alongamento) correspondente à segunda etapa da síntese de proteínas. 

Essa proteína (e-EF2), quando fosforilada, é catalisada por diversas enzimas que 

inclui a quinase e-EF2K que consequentemente inibe a etapa de alongamento e 

causa o bloqueio da divisão da célula tumoral (CARLBERG; NILSSON; NYGARD, 

1990; SCHWER et al., 2013).  

Na literatura é precariamente documentado o efeito de extratos de plantas com 

atividade antitumoral, especificamente no mecanismo de atuação de e-EF2. Visto a 

importância desta como via de crescimento celular, há um destaque em esclarecer 

essa possível interação, sendo relevante na pesquisa de outros mecanismos de 

substâncias antitumorais. Entre as linhagens de câncer mais estudadas, destaca-se 
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a linhagem celular de neuroblastoma (SK-N-SH) que teve nome divulgado pela 

primeira vez em 1910 atribuída às crianças com tumor de origem neural (WRIGHT, 

1910). Este tipo de câncer apresenta maior número de casos nos Estados Unidos 

em bebês e até crianças de cinco anos de idade (JEMAL et al., 2010). 

 Dentre as substâncias mais estudas com enfoque diretamente na morte celular 

ou em mecanismos que busquem bloquear a sua multiplicação estão os flavonoides. 

Na literatura encontram-se diversos trabalhos relatando a atividade anticâncer de 

flavonoides visando à morte celular. Os mais estudados (Figura 2) apresentam 

atividade anticâncer com citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma (câncer no 

tecido glandular) e indução de apoptose através da ativação de caspase-3 e 9 por 

análise de Western blotting comparados com Fluorouracil, droga anticâncer que 

apresenta graves problemas no coração sendo um dos seus piores efeitos colaterais 

(ZHANG; ZHAO; WANG, 2008). Um recente estudo mostrou que a quercetina em 

mistura com chá verde e docetaxel inibiram a formação de tumor de câncer de 

próstata (WANG et al., 2015).  
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Figura 2.  Flavonoides ativos quanto ao potencial anticâncer em linhagem de células 

cancerígenas do tecido glandular 

 

Outro flavonoide que possui atividade anticâncer é a fisentina (Figura 3), um 

flavonol isolado das folhas de Rhus verniciflua, e que foi ativo em linhagem neuronal 

HT22 (CHO et al., 2012). Posteriormente, outro estudo deste flavonol mostrou 
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indução de apoptose em linhagem de câncer de cólon (KIM et al., 2015). Esses 

estudos demonstram uma substância promissora na terapia do câncer. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fisentina, flavonol que apresentou indução de morte celular (apoptose) 

 

As flavonas apigenina e luteonina (Figura 2) também apresentaram atividade 

na linhagem de neuroblastoma. A luteonina induziu apoptose com a ativação das 

caspases 12, 9 e 3 em 10 µM (CHOI et al., 2011), mostrando que os flavonoides 

possuem atividade anticâncer seja por citotoxicidade ou por mecanismos que 

desencadeiam apoptose. 

 

1.3 Flavonoides: estrutura e biossíntese  
 

Os flavonoides são metabólitos secundários de fundamental importância, não 

só pela atividade anticâncer, visto no item anterior, mas por possuírem diversas 

funções nas plantas, destacando a proteção contra herbívoros. Eles são 

encontrados em diversas partes das plantas como: raízes, galhos, folhas, flores, 

frutos e troncos. Contudo, alguns desses metabólitos são encontrados em apenas 

algumas partes vegetais, por exemplo, nas flores, onde são encontradas as 

antocianidinas, responsáveis pelas colorações vermelha, rosa e azul (Figura 4) 
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(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000) e também as chalconas e os flavonóis 

que contribuem para a coloração amarela (DEWICK, 2009). Vale ressaltar que 

estudos também mostram que os flavonoides podem estar em grande concentração 

nas raízes (WESTON; MATHESIUS, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Estruturas das antocianidinas que apresentam colorações vermelho, rosa 

e azul 

 

Biossinteticamente, os flavonoides são obtidos pela via mista:  

1. Via do chiquimato com um fragmento C6C3 (Anel B); 

2. Via do acetato com um fragmento C6 (Anel A) (DEWICK, 2009). 

As substâncias provenientes do chiquimato são reconhecidas pelo padrão de 

oxigenação do anel aromático B. Enquanto as substâncias originadas do acetato 

possuem oxigenações alternadas no anel A como mostradas na Figura 5. 
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Figura 5. Esqueleto básico dos flavonoides proveniente da via mista (chiquimato e 

acetato) 

 

Os flavonoides são provenientes da reação de condensação de uma unidade 

de 4-hidroxi-cinamoil-CoA e três unidades de malonil-CoA originando o estilbeno 

através da reação Aldol ou a chalcona pela reação de Claisen, a qual apresenta um 

sistema de três carbonos de uma cetona α-β-insaturada. Após, acontecem reações 

sucessivas catalisadas por enzimas específicas originando as favanonas (DEWICK, 

2009). 

As reações posteriores à flavanona narigenina originam as flavonas, os 

flavonóis e derivados como, por exemplo: catequinas (trans), epicatequinas (cis) e 

seus dímeros, as proantocianidinas (LOBO; LOURENÇO, 2007). 

Os flavonoides podem apresentar grupos hidroxilados nas posições 3, 5, 7, 3’, 

4’ e/ou 5’ podendo ser metilados, acetilados, prenilados e sulfonados. Outra 
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característica desta classe é serem glicosilados, sendo chamados de heterosídeos e 

geralmente com substituição nas posições 3 e 7. Quando não se apresentam 

glicosilados são chamados de aglicona ou genina (SIMÕES et al., 2004).  

As subclasses mais frequentes são: flavanol, flavanonas, flavonas, isoflavonas, 

flavonóis e antocianidinas (Figura 6) (BEECHER, 2003). 

  

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Subclasses dos flavonoides mais comuns 
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1.4  Fabaceae 
 

A família Fabaceae apresenta principalmente a descrição de flavonoides, 

contribuindo para a caracterização taxonômica (BRAZ FILHO et al., 1973; 

HEGNAUER; J. GPAYER-BARKMEIJER, 1993). Antigamente, conhecida como 

Leguminosae, essa família apresenta 650 gêneros e 19000 espécies, dos quais 200 

gêneros e 2700 espécies ocorrem no Brasil (SOUZA; LORENZI, 2012). É uma das 

principais famílias que apresenta um maior número de espécies na Reserva Ducke, 

localizada na estrada AM-010 (km 26).  

As subfamílias correspondentes de Fabaceae são: Papilionoideae ou 

Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (RIBEIRO et al., 1999).  

A subfamília Papilionoideae tem distribuição nas zonas tropicais e subtropicais 

(RIBEIRO et al., 1999). Alguns gêneros dessa subfamília mostram destaque pelo 

uso medicinal como Tephrosia, Derris e Lonchocarpus que apresentam efeitos 

inseticidas no combate de pragas de lavouras e de parasitas em animais (STASI; 

HIRUMA-LIMA, 2002).  

Outros gêneros de Papilionoideae como Swartzia, Sophora, Dalbergia, Dioclea, 

Andira, Abrus e Tephrosia também apresentam atividades biológicas. Extratos e 

substâncias isoladas de espécies desses gêneros mostraram-se ativos: o extrato 

metanólico de Swartzia madagascariensis apresentou atividade antimalárica 

(OUATTARA et al., 2006); alcaloides isolados de Sophora tonkinensis mostraram 

atividade anti-HBV (vírus da hepatite) (DING et al., 2006); flavonoide apresentou 

atividade anti-inflamatória de Dalbergia odorífera (LEE et al., 2013); extrato hidro 

alcoólico de Dioclea glandiflora mostrou atividade analgésica (ALMEDIA et al., 

2013a); flavonoides de Andira humilis apresentaram atividade antifúngica frente as 
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cepas Candida krusei, C. glabrata, C. albicans, C. parapsilosis e Cryptococcus 

neoformans (GARCEZ et al., 2010); isoflavonoides de Andira inermis mostraram 

atividade antiplasmódica (KRAFT et al., 2000); flavonoides de Abrus molis 

apresentaram atividade anti-inflamatória e efeito hepatoprotetor (CHEN et al., 2014); 

flavonoides de Tephrosia apollinea mostraram atividade antifúngica (AMMAR et al., 

2013) e o extrato aquoso de Tephrosia vogelli apresentou atividade contra as larvas 

de Aedes albopictus (LI et al., 2015). 
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1.4.1 Deguelia 
 

Quimicamente, o gênero Deguelia, pertencente à família Fabaceae e 

subfamília papilionoideae, é uma fonte promissora de flavonoides e apresenta cerca 

de 80 espécies no site Tropicos (TROPICOS, 2015a), destacando 20 espécies 

divididas em duas seções Deguelia sect. Multiovulis e Deguelia sect. Deguelia 

(MAGALHÃES et al., 2001). 

De acordo com a literatura, são descritos em espécies de Deguelia: chalconas 

(Quadro 1), flavonoides e isoflavonoides (Quadro 2), sendo também relatada a 

ocorrência de estilbenos (Quadro 3), rotenoides (Quadro 4) e triterpenos (Quadro 5).  
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Quadro 1. Chalconas de Derris rariflora, sinonímia de Deguelia nitidula 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIA 

Raízes 

 

 

 

 
(1) lonchocarpina 
(R1, R2, R3 = H) 
(2)  4-hidroxilonchocarpina 
(R1, R3 = H, R2 = OH) 
(3) 4,5-dihidroxilonchocarpina 
(R1 = H, R2 = R3 = OH) 
(4) 4,2’-diacetato-lonchocarpina 
(R1 = Ac, R2 = OAc, R3 = H) 

(BRAZ FILHO et al., 1975) 

O

O OR1

R2

R3
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 
D

. a
m

az
ôn

ic
a*

 

Raízes 

 
 

 
 
 
 
(5) (3S)-7-hidroxi-2’,4’-
dimetoxiisoflavanona 

(BRAZ FILHO 
et al., 1975) 

D
. d

en
si

flo
ra

**
 

Sementes 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
(6) glabresciona A 

(DELLE 
MONACHE et 

al., 1977) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(7) glabresciona B 

*Derris amazonica, sinonímia de Deguelia amazonica 
**Derris glabrescens, sinonímia de Deguelia densiflora 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O
OCH3

OCH3

HO

O

O

O

O

OCH3 O

O

O

O

H3CO

OCH3 O
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

 

 

 

 

 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. h

at
sc

hb
ac

hi
i 

Raízes 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
(8) osajina (R = H) 
(9) escandinona (R = CH3) 

(MAGALHÃES et 

al., 2001)  
 
 
 
 
 
 

 

 
 
(10) 3-(4’-hidroxifenil)-5-metoxi-6-(3,3-
dimetilalil)-2”,2”-dimetilcromeno-
(5,”6”:8,7)-3-(propil-2-ona)-4H-1-
benzo-2,3-dihidropiran-2,4-diona 
(R = CH2COCH3) 

O O

OCH3

R

OH
O

O

OO

O
OH

OR
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. h

at
sc

hb
ac

hi
i 

Raízes 

 
 
 
 
 
 
 
 
(11) 5,4’-dihidroxi-6-(3,3-dimetilalil)-7-metoxi-
flavanona (MAGALHÃES et 

al., 2003)  

 

 

 

(12) escandenina (R = H) 
(13) robustato de metila (R = CH3) 

D
. l

on
ge

ra
ce

m
os

a 

Raízes 

 
 

 
 

 

 
 
(14) ononina 

 

(MAGALHÃES 

et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

O

O
OCH3

O

O

OH

HO
HO

HO

O

O

H3CO

OH

OH

O O O

OCH3 OR
OCH3
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. l

on
ge

ra
ce

m
os

a 

 
Raízes 

 

 
 
 
 
 
 
  
R1=                                        R2 = H, R3 = OH  
 
 
 
(15) 4-hidroxi-3-(4’-hidroxifenil)-5-metoxi-
6-(8’,9’-epoxi-9’-metilbutil)-2”,2”-
dimetilpirano-(5”,6”:8,7)-cumarina 
 
 
 
R1=                                        R2, R3 = OCH2O 
 
 
(16) 4-hidroxi-3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-
5-metoxi-6-(3,3-dimetilalil)-2”,2”-
dimetilpirano-(5”,6”:8,7)-cumarina 
 
 
 
 
R1=                                           R2 = OH, 

R3=OCH3 
 
(17) 4-hidroxi-3-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-
5-metoxi-6-(3,3-dimetilalil)-2”,2”-
dimetilirano-(5”,6”:8,7)-cumarina 
  
 
(18) isorobustina (R1 = H, R2, R3 = 
OCH2O) 

(MAGALHÃES 

et al., 2006) 

 

 

 

 

 

OO O

OCH3 OH
R3

R2
R1

O
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. l

on
ge

ra
ce

m
os

a 

Raízes 
 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 
 
(19) 4-hidroxi-3-(3’-hidroxi-4’-
metoxifenil)-5-metóxi-2”,2”-
dimetilpirano-(5”,6”:6,7)-cumarina 
(R1 = OH, R2 = OCH3) 
 
        
(20) 4-hidróxi-3-[4’-O-(3,3-
dimetilalila)fenil)-5-metóxi-2”,2”-
dimetilpirano-(5”,6”:6,7)-cumarina 
 
(R1 = H, R2) 
 
      
 
(21) robustina (R1, R2 = OCH2O) 

 
(22) ácido robústico (R1 = H, R2 = 

OCH3) 

(MAGALHÃES et al., 

2006) 

OO O

OCH3 OH
R2

R1

O
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

ESPÉCIE SUBSTÂNCIAS  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 
D

. r
ar

ifl
or

a*
 

Raízes 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
(23) 5,7-dihidroxi-6-prenilflavanona 

(R = OH) 

(24) 5-hidroxi-7-metoxi-6-
prenilflavanona (R = OCH3) 

(BRAZ FILHO et 

al., 1975) 

D
. r

uf
es

ce
ns

 v
ar

. r
uf

es
ce

ns
**

  
Folhas 

 
 

 

 
 
 
(25) urucuol A (R1, R2 = H) 
 
(26) urucuol B (R1 = CH3, R2 = H) 
 
(27) urucuol C (R1, R2 = CH3) 

(LÔBO et al., 2009) 

Folhas 

 

 

 

 

(28) isotirumalin 

* Derris rariflora, sinonímia de Deguelia rariflora 
** Derris urucu, sinonímia de Deguelia rufescens var. rufescens 

 

 

 

 

 

O O

OH

OCH3

OR2

OR1 O

H3CO O

OH

OCH3

OH

OH O

O

O

R

OH
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

*Derris spruceana, sinonímia de Deguelia spruceana 

 

 

  

ESPÉCIE SUBSTÂNCIAS ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. s

pr
uc

ea
na

* 

Raízes 
 

 

 

 

 
 
 
(29) 3-metilenodioxi-(3’,4’)fenil-4-hidroxi-5-
metoxi-2”,2”-dimetilcromeno(5”,6”,7,8)-
cumarina 
(R = H) 
 
(30) 3-metilenodioxi-(3’,4’)fenil-4,5-
dimetoxi-2”,2”-dimetilcromeno(5”,6”,7,8)-
cumarina 
(R = CH3) 

(GARCIA et 

al., 1986) 

 
 
 
 

 
 

 
 
(31) escandenina (R1, R2 = H) 
(32) 4’-acetato-escandenina (R1 = H, R2 = 
Ac) 
(33) diacetato- escandenina (R1, R2 = Ac) 

 
 
 
 
 
 
 
 
(33) 3’,4’-metilenodioxi-5-hidroxi-2”,2”-
dimetilcromeno (5”,6”,7,8)-isoflavona 

 

OO O

OR1OCH3
OR2

O

O

O

O

OOH

O

O

O

O O

OROCH3
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuação) 

 

 

 

 

 

 

 

ESPÉCIE 
PARTE 

VEGETAL 
ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. u

til
is

 

Folhas 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(34) 5,3’-dihidroxi-4’-metoxi-2”,2”-
dimetilcromeno-(5”,6”:6,7)-dihidroflavonol 
(R = 3βOH) 
 
(35) 5,3’-dihidroxi-4’-metoxi-8-alil-2”,2”-
dimetilcromeno-(6,7:5”,6”)flavanona (R = H) 

(DE OLIVEIRA 

et al., 2012)  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(36) 5,3’-dihidroxi-7,4’-dimetoxi-6,8-
dimetilalil-dihidroflavonol (R = 3βOH) 
(37) 5,3’-dihidroxi-7,4’-dimetoxi-6,8-
dimetilalil-flavanona (R = H) 
(38) 3,5,3’-trihidroxi-7,4’-dimetoxi-6,8-
dimetilalil-flavonol (R = OH) 

OO

O

R

OH

OCH3

OH

O

OH

R

O

OCH3

OH
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Quadro 3. Estilbenos de espécies de Deguelia 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. h

at
sc

hb
ac

hi
i 

Raízes 

 

 
 

 
 
 
 
 
(39) 2’-(3,3-dimetilalil),2”,2”-
dimetilcromeno (5”, 6”:4’ ,3’)-4-
hidroxi-5-metoxi-estibeno 

(MAGALHÃES et 

al., 2001) 
 

 

 

 

(40) 3’,5’-dimetoxi-4-hidroxi-4’-(3,3-
dimetilalil)-estilbeno 

D
. r

ar
ifl

or
a*

 

Raízes 

 
 
 

 
 

 
 

 
(41) 3,5-dimetoxi-4-prenilestilbeno 
(R=H)  
(42) 3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno 
(R = OCH3) 

(BRAZ FILHO et al., 

1975) 

*Derris rariflora, sinonímia de Deguelia rariflora 
 

 

 

 

 

 

H3CO

OCH3

OH

OH

O

OCH3

OCH3

H3CO

R
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Quadro 3. Estilbenos de espécies de Deguelia (Continuação) 

ESPÉCIE SUBSTÂNCIAS ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. r

uf
es

ce
ns

 v
ar

. u
ru

cu
 

Folhas 

 

 

 

 
 
 
(43) lonchocarpeno (R = H) 
(44) 4-metoxilonchocarpeno (R = OCH3) 

(LOBO et al., 2010) 

(PEREIRA et al., 

2012) 

 
 

 
 
 
 
 
(45) 3,5-dimetoxi-4’-hidroxi-3’-prenil-trans-
estilbeno [R1 = H, R2 = CH2CH=C(CH3)2] 
(46) 3,5-dimetóxi-4’-O-prenil-trans-
estilbeno (R1 = R2 = H) 
(47) pteroestilbeno (R1 = H2CH=C(CH3)2, 
R2 = H) 

(LOBO et al., 2010) 

D
. s

pr
uc

ea
na

* 

Raízes 

 
 
 
 
 
 
 
 
(48) 2,4-dimetoxi-2”,2”-
dimetilcromeno(5”,6”,3’,4’)-estilbeno 

(GARCIA et al., 

1986) 

D
. u

til
is

 

Raízes 

 
 

 
 
 
 
(49) 4-metoxi-lonchocarpeno (R = OCH3) 
(50) lonchocarpeno (R = H) 

(DE OLIVEIRA et al., 

2012) 

**Derris spruceana, sinonímia de Deguelia spruceana 

 

H3CO

R

OCH3

O

CH3O

OCH3

OR1

R2

H3CO OCH3

O

O

H3CO

R

OCH3
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Quadro 4. Rotenoides e derivados de Deguelia utilis 

 

*Lonchocarpus nicou var. languidos, sinonímia de Deguelia utilis 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. u

til
is

 

Raízes 

 
 
 
 
 
 
 
 
(51) (-)-rotenona (R = H) 
(52) (-)-12aβ-hidroxi-rotenona (R = OH) 

(LAWSON et 

al., 2006) 

 
 

 
 
 
 
 
 
(53) (-)-deguelina (R = H) 
(54) (-)-12aβ-hidroxi-deguelin (R = OH) 

 

 

 

 

 

(55) 4-(6,7-dimetoxi-2,3-dihidrocromona-
3-oxi) ácido tubaico 

 

 

 

 

 

(56) 5-(6,7-dimetoxi-2,3-
dihidroxicromeno-3-oxi) β-ácido tubaico 

O
O

OCH3

OCH3

H

R

O

O

O
O

OCH3

OCH3

H

R

O

O

O
O

OCH3

OCH3

H

O

HO O

O

O
O

OCH3

OCH3

H
O

O

HO O



 

 

28 

 

Quadro 4. Rotenoides e derivados de Deguelia utilis (Continuação) 

*Lonchocarpus nicou var. languidos, sinonímia de Deguelia utilis 

 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. u

til
is

* 

Raízes 

 
 

 
 

 
 
 
 
(57) 2’,2’-dimetilpirano(5’,6’:8,7)-
cromona 

(LAWSON; 

KAOUADJI; 

CHULIA, 

2008) 

 

 

 

 

 

(58) 4’,5’-dimetoxicumarina-2”-
isopropenil-2”,3”-
dihidrofurano(4”,5”:8,7)cromona 

 
 

 
 
 
 
 
(59) dihidrodeguelina 

 

 

 

 

 

(60) (-)-dihidrorotenona 

O OO

O

OCH3

OCH3

O O

O

OCH3

OCH3

O

O
O

O

OCH3

OCH3

O

O
O

OCH3

OCH3

O

O
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Quadro 4. Rotenoides e derivados de Deguelia utilis (Continuação) 

*Lonchocarpus nicou var. languidos, sinonímia de Deguelia utilis 

 

ESPÉCIE PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

D
. u

til
is

* 

Raízes 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
(61) deguelina (R1, R2 = H) 
(62) tefrosina (R1 = H, R2 = OH) 
(63) ácido 4’-hidroxi-rot-2’-enônico 
(R1 = OH, R2 = H) 
(64) 7’-hidroxitefrosina ( R1, R2 = OH) 

(LAWSON; 

KAOUADJI; 

CHULIA, 

2010) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
(65) 7’-nor-6’-oxo-2’,3’-dehidrorotenona  
(R = H) 
(66) 7’-nor-6’-oxo-2’,3’-dehidro-12aβ-
hidróxirotenona (R = OH) 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(67) (6’S)-6’,7’-epoxirotenona [R = H (6’S)] 
(68) (6’R)-6’,7’-epoxi-12aβ-hidroxirotenona 
(R = OH (6’R) 

 

O
O

OCH3

OCH3

H

R2
O

O

R1

O
O

OCH3

OCH3

O

O

O

H

R

O
O

OCH3

OCH3

H

R

O

O

O
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Quadro 5. Triterpenos de Derris amazonica, sinonímia de Deguelia amazonica 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Raízes 

 
 
(69) lupenona 

 

(BRAZ FILHO et al., 
1975) 

 
(70) lupeol 

HO

O
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1.4.1.1 Deguelia duckeana  
 

A espécie D. duckeana A.M.G. Azevedo, conhecida como cipó-cururu ou timbó 

(TOZZI, 1989), é uma liana com ramos cilíndricos e lenhosos que ocorre em matas 

ou capoeiras densas.  

De acordo com a literatura, verificaram-se apenas dois estudos de Deguelia 

duckeana sendo ambos do nosso grupo de pesquisa. Foram identificadas nessa 

espécie: estilbenos e chalconas (Quadro 6) (LIMA et al., 2012) e relatada a atividade 

antimicobacteriana dos extratos das folhas, galhos e raízes frente a cepa de 

Mycobacterium tuberculosis com CIM > 200 µg/mL (CARRION et al., 2013). 
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Quadro 6. Estilbenos e chalconas de Deguelia duckeana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Galhos 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

(71)-5-4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno 

(LIMA et al., 
2012) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
(72) lonchocarpina (R = H) 
(73) 4-hidroxilonchocarpina  
(R = OH) 

 
 
 
 
 
 
 

(74) derricidina 

O

O

OH

OCH3

H3OC

OCH3

O

O

R

OH
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1.4.2 Diplotropis  
 

O gênero Diplotropis, pertencente à subfamília Papilionoideae, distribui-se em 

zonas tropicais e apresenta 39 espécies descritas no Tropicos (TROPICOS, 2015b). 

Espécies de Diplotropis apresentam alcaloides (Quadro 7), derivado fenólico 

(Quadro 8), flavonoides (Quadro 9) e um triterpeno (Quadro 10).  

 

Quadro 7. Alcaloides quinolizidínicos de Diplotropis martiusii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Sementes 
  
 

 

 
 

(75) 11-epileontidana 

(KINGHORN; 
BALANDRIN; LIN, 

1982) 

 

 
 
 
 
(76) camoensidina 

 
 

 
 

(77) leontidana 

 

 
 
 
(78) tetrahidrorombifolina  

 

N

N

O

H
H

H
H

N

N

N

N

O

N

N

H

H
H

H
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Quadro 7. Alcaloides quinolizidínicos de Diplotropis martiusii (Continuação) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 8. Derivado fenólico de Diplotropis ferruginea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Sementes 

 

 
 

(79) 11,12-dihidrosparteina 

(KINGHORN; 
BALANDRIN; LIN, 

1982) 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Cascas do caule 

 
 

 
 

 
(80) 2-hidroxi-4-metoxi-6-
propil-benzoato de etila 

(ALMEIDA et al., 
2003b) 

N

N

O

OH

H3CO

O



 

 

35 

 

Quadro 9.  Flavonoides de Diplotropis ferruginea 

 

Quadro 10.  Triterpeno de espécies de Diplotropis ferruginea 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Cascas do caule  
 

     
(81) diploflavona R = 

(82) 3,6-dimetoxi-6”,6”-
dimetilcromeno-(7,8,2”,3”)-flavona 
(R = CH3) 

(ALMEIDA et al., 
2005b) 

Cascas do caule 
 

(83) (2,3-trans-3,4-trans)-3,4,5,8- 
tetrametoxi-(6,7,2”,3”)-
furanoflavana  
(R = OMe) 
 

(LIMA et al., 2005) 

PARTE VEGETAL  ESTRUTURAS REFERÊNCIAS 

Cascas do caule 

 
(70) lupeol 

(ALMEIDA et al., 2003b) 

OO

O

RO OCH3

O
H

R

O

R

R

R
H

H

HO
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1.4.2.1 Diplotropis purpurea  
 

A espécie D. purpurea (Rich.) Amshoff. var leptophylla (Kleinh.) Amshoff é 

conhecida como fava, sucupira, sucupira-preta, sebipira entre outros (STASI; 

HIRUMA-LIMA, 2002). 

No Brasil, é amplamente distribuída na Amazônia em habitat Campinarana 

(FERREIRA, 2003), mas também pode ser encontrada em Bolívia, Colômbia, 

Equador, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela (TROPICOS, 2015c). Sua 

madeira possui resistência a certos fungos e são duráveis permitindo ser utilizada 

em construção de estruturas e de revestimentos (CARNEIRO et al., 2009; 

NOGUEIRA et al., 2007). Seu uso terapêutico é conhecido por tratar impingem 

devido as suas sementes raladas terem efeito quando misturada com enxofre 

(STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). 

As sinonímias encontradas são: Bowdichia brasiliensis var. belemnensis 

Ducke, Diplotropis leptophylla Kleinhoonte e Diplotropis purpurea var. belemnensis 

(Ducke) Amshoff (TROPICOS, 2015d). 

Desta espécie foram isolados das cascas do tronco: flavonoides (Quadro 11), 

esteroides e triterpeno (Quadro 12). 
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Quadro 11. Flavonoides de Diplotropis purpurea 
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Quadro 12. Esteroides e triterpeno de Diplotropis purpurea 
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2. Objetivos  

 

2.1 Geral 

Realizar o estudo fitoquímico e avaliar a atividade antibacteriana dos extratos 

da espécie de Diplotropis purpurea e purificar frações em mistura de Deguelia 

duckeana bem como realizar o potencial anticâncer das substâncias isoladas. 

 

2.2 Específicos 

• Purificar as substâncias dos extratos das folhas de Diplotropis purpurea; 

• Purificar as substâncias das frações em mistura obtidas das raízes e galhos 

de Deguelia duckeana; 

• Realizar ensaios de atividade antibacteriana dos extratos de Diplotropis 

purpurea; 

• Realizar ensaios do potencial anticâncer das substâncias isoladas de 

Deguelia duckeana; 

• Identificar ou elucidar a estrutura química das substâncias isoladas. 
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3. Material e Métodos 

3.1 Materiais utilizados 

Os extratos foram extraídos com banho de ultra-som (Unique, Brasil) e 

concentrados em evaporador rotativo (Fisatom, Brasil). 

Para a Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) foram 

utilizadas cromatofolhas de SiO2 com indicador fluorescência UV 254 (Marcherey-

Nagel e Merck, Alemanha) e analisadas através do equipamento Camag. Este 

equipamento era composto por Camag TLC autosampler ATS 4 (para aplicação da 

amostra), Camag TLC Scanner e Camag TLC Scanner reprostar 3 photo 

documentation (para o registro de imagens sob luz UV 254 nm e 365 nm).  As 

amostras foram preparadas na concentração de 1 mg/mL. 

A identificação dos flavonoides de Deguelia duckeana foi realizada por RMN de 

1H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da Bruker DRX disponível na Universidade de 

Freiburg.  

As análises por espectrometria de massas foram realizadas no equipamento 

Thermo Q Exactive mass spectrometrer com Orbitrap-Analyzer (Thermo Scientific, 

West Palm Beach, FL, USA). As análises foram obtidas via ionização por elétrons a 

70 eV e fonte de ionização química à pressão atmosférica (APCI). Este equipamento 

foi utilizado no período do doutorado sanduíche na Universidade de Freiburg, 

Alemanha. 

Outras amostras também foram analisadas por CLAE/EM no Instituto Nacional 

de Pesquisas da Amazônia (INPA) em Manaus, Brasil. O espectrômetro de massas 

utilizado foi o MicroTOF-QII (Brucker Daltonics), fonte de ionização ESI em modo 

positivo, 17500 FWHM e o cromatógrafo utilizado foi o Prominence UFLC 
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(Shimadzu) com detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A operando na faixa 

190 a 400 nm, injetor automático SIL-20A e coluna Shim-pack XR-ODS 2 µm x 50 

µm). 

A identificação das substâncias de Diplotropis purpurea foi realizada por RMN 

(Modelo Bruker Avance III) de 1H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da Universidade 

Federal do Paraná. 

Para a determinação do potencial anticâncer, foram utilizados os seguintes 

materiais: leitora para microplaca (Modelo 680, BIO-RAD), Trans-Blot SD Semi-dry 

Tranfer Cell (BIO-RAD) usado para a transferência da membrana; I-Blocktm (Life 

Technologies) para a incubação da membrana; reagente quimioluminescente (ECL 

Plus, Lumigen PS-3, Munique, Alemanha) para a revelação do blotting. 

Os equipamentos utilizados para a atividade antibacteriana foram: leitora para 

microplaca (modelo multiscan 60, Thermo) para obter a leitura em 600 nm e 

espectrofotômetro (Femto, Cirrus 80 ST) para medir a absorbância do inóculo. 

 

3.1.1 Softwares utilizados 
 

Foram usados os softwares: ChemWindow 6.0 (BIO-RAD), ACD Labs 12.01, 

Hystar 3.2, OriginPro 8.0, WinCats (CAMAG), SkanIt 3.2, Scifinder, ISI web of 

knowledge, Science Direct e PubChem. 
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3.2 Coleta  

 

Folhas e galhos de Diplotropis purpurea foram coletados na Reserva Particular 

do Patrimônio Natural (RPPN) no município de Presidente Figueiredo, AM em junho 

de 2012. A exsicata foi identificada pelo Prof. Dr. Valdely Kinupp e depositada no 

Herbário do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Amazonas 

(EAFM) sob o número 11230. 

 Raízes e galhos de Deguelia duckeana foram coletados na Praia Dourada, 

Manaus, AM. As raízes foram coletadas em abril de 2006 e os galhos em agosto de 

2009 e identificadas pela MSc. Ieda Leão do Amaral. As duas exsicatas foram 

depositadas no EAFM sob os números 10606 e 10613, respectivamente.  

  

3.3 Preparação dos extratos vegetais 
 

Os materiais vegetais foram secos à temperatura ambiente, moídos e extraídos 

com hexano ou diclorometano usando ultrassom por 20 min. Após, foram filtrados e 

extraídos novamente até a extração exaustiva do material vegetal. Os resíduos 

foram secos em temperatura ambiente e extraídos com metanol da mesma forma. 

Por fim, os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatório (Figura 7). 

As massas e os rendimentos obtidos de cada extrato bruto estão mostrados na 

Tabela 1. 
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Figura 7.  Fluxograma geral da preparação dos extratos 

 

 

Tabela 1. Informações dos extratos obtidos de Diplotropis purpurea 

Parte 
vegetal 

Solvente 
extraído 

Massa do 
material vegetal (g) 

Massa do 
extrato (g) 

Rendimento (%) 

Folhas 
Hexano 809,6 1,4 0,17 
Metanol 789,1 9,5 1,20 

Galhos 
Hexano 500,1 2,2 0,43 
Metanol 494,3 36,2 7,32 

 

Vale ressaltar que o extrato diclorometânico das raízes e hexânico dos galhos 

de Deguelia duckeana foram obtidos previamente por outro projeto do mesmo grupo 

de pesquisa (LIMA, 2011). 

 

 - Extração em DCM ou Hexano por 20 min 
  - Filtração 
  - Evaporação do solvente 
 

Torta 

Resíduos Extrato MeOH 

Extrato DCM/ 
Hexano  

 - Extração em MeOH por 20 min  
 - Filtração 
  - Evaporação do solvente 
 

Material vegetal 
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3.4 Fracionamento 

Os extratos das folhas de Diplotropis purpurea foram fracionados no 

Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia (LABB), do INPA sob a orientação da 

Profa. Dra. Cecilia Nunez. 

A purificação das frações obtidas das raízes e galhos de Deguelia duckeana foi 

realizada no Laboratório do grupo da Profa. Dra. Irmgard Merfort na Universidade de 

Freiburg, Alemanha. 

 

3.4.1 Fracionamento do extrato hexânico das folhas de Diplotropis 
purpurea 

Visando purificar as substâncias presentes no extrato das folhas, foi realizado o 

fracionamento do extrato hexânico (1,05 g) de D. purpurea (Figura 8) em coluna 

aberta (43 x 2 cm) de sílica gel 60 (200-400 Mesh), usando gradiente de DCM em 

hexano, DCM 100%, AcOEt em DCM, AcOEt 100%, MeOH em AcOEt até MeOH 

100% (Tabela 2).  
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Tabela 2. Sistema de eluição do fracionamento do extrato hexânico de D. 

purpurea 

Frações coletadas Sistema de eluição 
0-1 Hex/DCM (95:5) 
2-8 Hex/DCM (9:1) 
9-11 Hex/DCM (8:2) 
12-14 Hex/DCM (7:3) 
15-18 Hex/DCM (6:4) 
19-20 Hex/DCM (1:1) 
21-22 DCM 100% 
23-28 DCM/AcOEt (9:1) 
29-30 DCM/AcOEt (8:2) 
31-33 DCM/AcOEt (7:3) 
34-36 DCM/AcOEt (1:1) 
37-38 AcOEt 100% 
39-40 AcOEt/MeOH (9:1) 
41-42 AcOEt/MeOH (1:1) 
43-44 MeOH 100% 

 

O volume de cada sistema de eluição adicionado à coluna cromatográfica foi 

de 100 a 200 mL e o volume das frações recolhidas variou de 20 a 70 mL. Foram 

obtidas 44 frações, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada 

(CCD) e reunidas (Tabela 3).  

Tabela 3. Massas das frações reunidas do fracionamento de D. purpurea 

Frações reunidas Massa (mg) 

0 98,2 
1 135,3 
2 19,0 

3-6 15,5 
7-14 135,0 
15 7,5 

16-20 65,8 
21 3,6 

22-24 180,0 
25 138,6 

26-34 178,7 
35 4,9 

36-40 20,5 
41-44 15,7 
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A partir das frações reunidas da primeira coluna do extrato bruto foram 

escolhidas algumas para continuar o fracionamento, tais como a fração 1 (135,3 

mg), 2 (19,0 mg), 7-14 (135,0 mg) e 22-24 (180,0 mg). Essas frações apresentaram 

indícios de terpenos por CCD quando reveladas com Ce(SO4)2, anisaldeído. 

O processo de purificação da fração 1 (135,3 mg) foi realizado em coluna (27 x 

1 cm) aberta de sílica gel (230-400 mesh) com um volume de 50 mL para cada 

sistema de eluição CHCl3 em hexano, CHCl3 100%, MeOH em CHCl3 até MeOH 

100%(Tabela 4). Foram obtidas 64 frações e reunidas após CCD.  

 

Tabela 4. Sistema de eluição do fracionamento da amostra 1 obtida do extrato 

hexânico de D. purpurea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A fração 2 (19,0 mg) também submetida a um fracionamento, apresentou 

características químicas de substâncias aromáticas sob luz UV 254 nm. Esta foi 

fracionada em coluna de 8 cm de altura e 1,5 cm com sistema de eluição acetona 

em hexano, acetona 100%, MeOH em acetona até MeOH 100% (Tabela 5). O 

Frações coletadas Sistema de eluição 

0-9 Hex 100% 
10-14 Hex/CHCl3 (9:1) 
15-19 Hex/CHCl3 (8:2) 
20-24 Hex/CHCl3 (7:3) 
25-29 Hex/CHCl3 (6:4) 
30-34 Hex/CHCl3 (1:1) 
35-39 CHCl3 100% 
40-44 CHCl3/MeOH (9:1) 
45-49 CHCl3/MeOH (8:2) 
50-54 CHCl3/MeOH (6:4) 
55-59 CHCl3/MeOH (1:1) 
60-64 MeOH 100% 
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volume das frações recolhidas foi entre 7 a 15 mL. Foram obtidas 46 frações que 

após análise por CCD foram reunidas.  

 

Tabela 5. Sistema de eluição do fracionamento da amostra 2 obtida do extrato 

hexânico de D. purpurea 

 

 

 

 

 

 

 

Outra fração submetida à cromatografia em coluna de SiO2 (23,5 x 1 cm) foi a 

7-14 (135,0 mg) visando isolar as substâncias que apresentaram fluorescência. Esse 

fracionamento resultou em 40 frações e o sistema de eluição foi acetona em hexano 

até acetona 100% (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Sistema de eluição do fracionamento da amostra 7-14 obtida do 

extrato hexânico de D. purpurea 

 

 

 

 

 

 

Frações coletadas Sistema de eluição 

0-4 Hex/Acetona (98:2) 
5-9 Hex/ Acetona (95:5) 

10-14 Hex/ Acetona (9:1) 
15-19 Hex/ Acetona (8:2) 
20-24 Hex/Acetona (7:3) 
25-29 Hex/ Acetona (6:4) 
30-34 Hex/ Acetona (1:1) 
35-38 Acetona 100% 
39-41 Acetona/MeOH (9:1) 
42-44 Acetona/MeOH (7:3) 
45-46 MeOH 100% 

Frações coletadas Sistema de eluição 

0-5 Hex 100% 
6-12 Hex/ Acetona (9:1) 
13-19 Hex/ Acetona (8:2) 
20-26 Hex/ Acetona (7:3) 
27-32 Hex/Acetona (6:4) 
33-37 Hex/ Acetona (1:1) 
38-40 Acetona 100% 
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Por fim, a fração 22-24 também resultante do primeiro fracionamento do extrato 

hexânico, foi submetida à separação em coluna aberta (32 x 1 cm) de SiO2 utilizando 

o sistema de eluição acetona em hexano, acetona 100%, MeOH em acetona até 

MeOH 100% (Tabela 7). As 49 frações obtidas foram reunidas após análise por 

CCD, mas todas ainda apresentavam uma mistura de substâncias. Então, foi 

escolhida a fração 15-17, dentre estas, para continuar o fracionamento. A 

cromatografia em coluna (21 x 1 cm) aberta de SiO2 resultou em 59 frações e dentre 

essas, a fração 12-13 (denominada de substâncias I, II e III), foi analisada por RMN  

de 1H (400 MHz). Os espectros foram obtidos na UFPR em colaboração com o Prof. 

Anderson Barison. Essa fração apresentou características de terpenos e cor 

vermelha ao revelar com Ce(SO4)2. O fracionamento completo está mostrado na 

Figura 8. 

 

Tabela 7. Sistema de eluição do fracionamento da amostra 22-24 obtida do 

extrato hexânico de D. purpurea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Frações coletadas Sistema de eluição 
0-4 Hex 100% 
5-9 Hex/ Acetona (9:1) 

10-14 Hex/ Acetona (9:1) 
15-17 Hex/ Acetona (7:3) 
18-21 Hex/ Acetona (6:4) 
22-25 Hex/ Acetona (1:1) 
26-29 Acetona 100% 
30-33 Acetona/MeOH (9:1) 
34-37 Acetona/MeOH (8:2) 
38-41 Acetona/MeOH (7:3) 
42-45 Acetona/MeOH (6:4) 
46-47 Acetona/MeOH (1:1) 
48-49 MeOH 100% 
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Figura 8 . Fluxograma do extrato hexânico das folhas de Diplotropis purpurea 
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3.4.2 Fracionamento do extrato MeOH das folhas de Diplotropis purpurea 
 

O extrato metanólico (4,0 g) das folhas de Diplotropis purpurea (Figura 9) foi, 

primeiramente, submetido a uma partição resultando em três fases: CH2Cl2 (187,6 

mg), AcOEt (650,0 mg) e MeOH/H2O (1,6 g). A fase CH2Cl2 (187,6 mg) foi submetida 

a cromatografia em coluna aberta (28 x1,5 cm) de SiO2 sob sistema de eluição 

(Tabela 8). Foram obtidas 33 frações e por ter observado em CCD que as frações 

apresentavam características de terpenos em mistura muito complexa com pouco 

rendimento, optou-se por dar início ao fracionamento da fase AcOEt. 

 

Tabela 8.  Sistema de eluição do fracionamento da fase CH2Cl2 obtida do extrato 

metanólico das folhas de D. purpurea 

Frações coletadas Sistema de eluição 
1-7 Hexano/ Acetona 8:2 

8-13 Hexano/ Acetona 7:3 
14-15 Hexano/ Acetona 6:4 
16-17 Hexano/ Acetona 1:1 
18-19 Acetona 100% 
20-21 Acetona/MeOH 8:2 
22-25 Acetona/MeOH 7:3  
26-29 Acetona/MeOH 6:4 
30-33 MeOH 100% 

  

O fracionamento da fase AcOEt (650,0 mg) foi iniciado por cromatografia em 

coluna aberta (22 x 1,5 cm) de Florisil com sistema de eluição gradiente AcOEt em 

DCM, AcOEt 100%, MeOH em AcOEt e MeOH 100% (Tabela 9). 
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Tabela 9.  Sistema de eluição do fracionamento da fase AcOEt obtida do extrato 
metanólico das folhas de D. purpurea 

 

 

 

 

 

 

 

 

A maioria dessas frações apresentou coloração avermelhada ao revelar com 

anisaldeído sulfúrico por CCD e fluorescência sob luz UV 365, indicando a presença 

de flavonoides. Com isso, a fração 15-17 (21,0 mg) foi submetida à cromatografia 

em camada delgada preparativa (CCDP) com sistema de eluição DCM/MeOH 8:2. 

Pela complexidade da mistura dessas substâncias não foi possível continuar o 

fracionamento (Figura 9). 

Frações coletadas Sistema de eluição 
0-2 DCM 100% 
3-5 DCM/AcOEt 9:1 
6-8 DCM/AcOEt 8:2 

9-10 DCM/AcOEt 6:4 
11-12 DCM/AcOEt 1:1 
13-15 AcOEt 100% 
16-17 AcOEt/MeOH 9:1 
18-20 AcOEt/MeOH 8:2 
21-22 AcOEt/MeOH 7:3 

23-27 AcOEt/MeOH 6:4 
28-30 AcOEt/MeOH 1:1 
31-32 MeOH 100% 
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Figura 9 . Fluxograma do extrato metanólico das folhas de Diplotropis purpurea 
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3.4.3 Fracionamento do extrato CH 2Cl2 das raízes de Deguelia duckeana 
 

Sabendo que esta espécie é rica em flavonoides, pois alguns foram 

previamente identificados no extrato diclorometânico (CH2Cl2) (LIMA, 2011), nesta 

tese foi dada continuidade ao processo de purificação das frações.  

Foram selecionadas 48 frações (Figuras 10 a 13), obtidas de diversos 

fracionamentos (LIMA, 2011) e analisadas por CCD utilizando o revelador Natural 

product – polietileno glicol (NP-PEG) que consiste em difenilboriloxietilamina em 1% 

de MeOH e polietilenoglicol em 5% de MeOH. Esse revelador indica a presença de 

flavonoides após aquecimento em torno de 90 oC. Para a escolha do sistema de 

eluição, foram testados diversos sistemas de eluição e apenas um apresentou 

melhor resolução para os flavonoides, sendo o sistema CHCl3/MeOH 75:5. Foram 

realizados dois registros, um antes e outro depois de borrifar os reveladores. 
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Figura 10.  CCD das frações 1 a 14, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV 

365 e visível; B: após borrifar com NP-PEG. Sistema de eluição: CHCl3/MeOH 75:5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  CCD das frações 15 a 21, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV 

365 e visível; B: após borrifar com NP-PEG. Sistema de eluição: CHCl3/MeOH 75:5 

 

A 

B 

15  16  17  18  19  20  21 15  16  17  18  19  20  21 15  16  17  18  19  20  21 

A B 

  1   2  3  4   5   6  7   8    9 10 11 12 13 14 

  1  2  3  4   5   6  7   8    9 10 11 12 13 14 
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Figura 12.  CCD das frações 22 a 34, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV 

365 e visível; B: após borrifar com NP-PEG. Sistema de eluição: CHCl3/MeOH 75:5 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13.  CCD das frações 35 a 48, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV 

365 e visível; B: após borrifar com NP-PEG. Sistema de eluição: CHCl3/MeOH 75:5 

A B 

  22 23 24 25 26  27  28  29 30  31 32  33 34 

  22 23 24 25  26  27  28  29 30  31 32  33 34 

A B 

  35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 

  35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 
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Após análise de todas as frações por CCD mostradas anteriormente (Figuras 

10 a 13), foram escolhidas para serem fracionadas as amostras que apresentaram 

massa acima de 30 mg, pois o objetivo era ter massa suficiente para, posterior 

realização de ensaios biológicos. As amostras que revelaram colorações entre 

vermelho, rosa, laranja e amarelo, após borrifar com NP-PEG, também foram 

escolhidas para serem fracionadas. 

A primeira fração a ser fracionada foi a fração 6 (a qual pode ser visualizada na 

Figura 12 sob o número 25), obtida do fracionamento do extrato diclorometânico, 

cujo principal constituinte havia sido identificado como 3,5,4’-trimetóxi-4-

prenilestilbeno (133 mg) no projeto anterior (LIMA, 2011), mas precisava ser 

purificada. Portanto, o fracionamento foi iniciado com uma coluna aberta de sílica gel 

60 (70 – 230 Mesh, 26 x 1 cm, 20 g) e com sistema de eluição CHCl3 100% e 

CHCl3/MeOH 75:5 obtendo um total de 60 frações. Após análise dessas frações por 

CCD, a reunião da fração 2 a 8 resultou na identificação da substância IV (2,7 mg) 

(Figura 14). 

Dentre as 42 frações obtidas da primeira coluna cromatográfica do extrato 

diclorometânico, a fração 8 (30,2 mg) (a qual pode ser visualizada na Figura 13 sob 

o número 47) foi escolhida para continuar a purificação por apresentar fluorescência 

sob luz UV 254 nm e uma coloração de coloração amarela escura com NP-PEG. 

Com isso, esta fração foi submetida à cromatografia em coluna aberta de sílica gel 

60 (70-230 MESH, 20 x 1 cm)  com sistema de eluição CHCl3/MeOH 78:2, 75:5 e 

MeOH 100%. A fração 6-13 (codificada de 47DD 6-13) mostrou melhor resolução 

por CCD e foi identificada como uma mistura (V e VI) (8,4 mg) (Figura 15). Não foi 

possível continuar o fracionamento devido a pouca quantidade de massa. 
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Outras frações escolhidas a partir deste estudo previamente iniciado do extrato 

DCM das raízes foram: 19, 27 e 39 (as quais podem ser visualizadas na Figura 11 

sob os números 18, 19 e 20) por apresentarem boa resolução por CCD e 

características de flavonoides pela fluorescência sob luz UV 365 nm. Dentre estas, 

as frações 27 (codificada 19DD) e 39 (codificada 20DD) apresentaram manchas 

majoritárias o que favoreceu a enviar diretamente ao RMN de 1H e 13C resultando, 

respectivamente, na identificação das substâncias VII (15,0 mg), VIII e IX (35,0 mg) 

(Figura 14). Já a fração 19 (codificada 18DD) foi fracionada como mostrado a seguir. 

O fracionamento da amostra 19 (31,0 mg) foi, primeiramente, dividida em duas 

partes: uma parte foi recristalizada utilizando MeOH resultando em cristais (1,0 mg) 

e denominou-se de substância X (codificada 18DD-A) (Figura 14). Outra parte da 

fração 19 (30,0 mg) foi fracionada usando Sephadex LH-20 (10,5 x 2 cm) com 

MeOH, rendendo 40 frações. A fração 3-5 (10,0 mg) foi escolhida para continuar o 

fracionamento, pois apresentou apenas 3 manchas. Assim, a mesma foi fracionada 

em Sephadex LH-20 (10,5 x 2 cm) obtendo 46 frações. Dentre estas, a reunião da 

fração 18 a 24 (6,5 mg) mostrou uma mancha escura no UV 254 nm e colorações 

amarela e cinza após revelar com anisaldeído súlfurico. Posteriormente, foi realizada 

uma cromatografia em camada delgada preparativa de SiO2 utilizando o sistema de 

eluição CHCl3/MeOH 75:5. A fração 1 foi submetida ao processo de separação por 

cromatografia em coluna aberta de Sephadex LH-20 (12,5 x 0,5 cm). Logo, as 

frações reunidas de 2 a 5 (codificada 18DD1PC), foram identificadas por RMN de 1H 

e 13C como uma mistura das substâncias XI e XII (1,6 mg) (Figura 14). 

As substâncias V, VI, VII, VIII, IX, XI e XII foram analisadas por CLAE/EM e 

solubilizadas em ACN/MeOH 75:25 com concentração de 0,5 mg/mL e fluxo de 0,4 
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mL/min. O sistema de gradiente foi baseado na porcentagem do solvente da bomba 

B (Tabela 10). Na bomba A utilizou-se H2O acidificada (0,1% ácido fórmico). Os 

espectros de massas foram obtidos em fonte de ionização por electrospray (ESI) no 

modo positivo. 

 

Tabela 10.  Condição de gradiente utilizada nas análises por CLAE/EM 

Tempo (min) Bomba B (%) de ACN 

0 - 11 20 

11 - 12 100 

12 - 15 20 
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Figura 14 . Fluxograma do fracionamento do extrato CH2Cl2 das raízes de Deguelia duckeana 
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3.4.4 Fracionamento do extrato hexânico dos galhos de Deguelia duckeana 
 

O extrato hexânico dos galhos (2,0 g) também teve seu fracionamento iniciado 

no projeto anterior (LIMA, 2011). Dentre as frações obtidas desse fracionamento, foi 

escolhida a fração 63 a 66 (15,0 mg) (Figura 15) por mostrar-se interessante 

quimicamente por CCD com a possível presença de flavonoides após revelação com 

NP-PEG. Com isso, essa fração foi submetida ao processo de separação por 

cromatografia em coluna aberta de SiO2 (20 x 0,5 cm) com sistema de eluição: 

CHCl3/MeOH (78:2/75:5/MeOH 100%). Foram obtidas 78 frações e a reunião de 2 à 

7 (codificada 46DD 2-7B), foi identificada como substância VIII (3,1 mg), isolada 

também das raízes de Deguelia duckeana (item 3.4.3). 
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Figura 15.  Fluxograma do fracionamento do extrato hexânico dos galhos de 

Deguelia duckeana 
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3.5 Potencial anticâncer 
 

As substâncias isoladas de Deguelia duckeana foram incubadas em células 

neurais para determinar a citotoxicidade através da detecção da enzima lactato 

desidrogenase (LDH) e também para determinar o mecanismo de indução de 

apoptose, através da inibição de proteínas específicas (fator de alongamento-2, 

AMP quinase e caspase-3). 

As análises foram supervisionadas pelo Dr. Matjaz Humar e realizadas no 

Laboratório da Profa. Dra. Irmgard Merfort da Universidade de Freiburg, Alemanha.  

 

3.5.1 Linhagem tumoral e cultivo celular 
 

A linhagem de neuroblastoma testada, ATCC HTB-11, foi cultivada em meio 

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, Manassas, USA) com suplemento de 

10% FBS (soro fetal bovino) e de 1 mL de PS (Penicillium e Streptomyces). Para a 

contagem das células foi utilizada a solução de Tripsina (0,25 % EDTA, GILBO). 

A análise iniciou pela adição do meio de cultura contendo células tumorais (SK-

N-SH, 5 x 104 por poço) em uma placa de 96 poços e, em seguida, a placa foi 

transferida para a incubadora contendo 5% de CO2 com temperatura de 37 oC por 

48 horas. Após, o meio foi removido e foram adicionados 100 µL do meio novo. Após 

24 h, as substâncias foram adicionadas. O controle negativo das células consistiu 

em 0,1 % de DMSO. 
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3.5.2 Teste de citotoxicidade  
 

As análises de citotoxicidade foram realizadas utilizando o teste da lactato 

desidrogenase (LDH), enzima responsável por detectar possíveis danos na 

membrana celular. A liberação da mesma ao ambiente extracelular favorece a 

redução de NAD+ a NADH e essa redução é detectada pela absorbância medida em 

490 nm na leitora de microplacas. 

A análise foi realizada com base no kit Roche (KIT ROCHE APPLIED 

SCIENCE, 2011) que possui duas etapas: a primeira etapa ocorre com a reação de 

redução de NAD+ a NADH através da enzima LDH que converte piruvato a lactato; 

na segunda etapa, através de 2H o tetrazólio de cor amarela pálida é transformado 

no sal de coloração vermelha. Essas etapas consistiram em remover o 

sobrenadante celular contendo a lactato desidrogenase liberada das células SK-N-

SH. Após, foi adicionada a solução Triton-X (2%) e as células foram transferidas 

para uma nova microplaca e submetidas ao processo de centrifugação. A leitura foi 

realizada com absorbância de 490 nm. 

As substâncias isoladas foram testadas em uma concentração de 50 µM por 24 

h e as que mostraram citotoxicidade foram analisadas em concentrações mais 

baixas (0,1 a 50 µM). A liberação total de LDH, a qual está relacionada com a 

necrose celular, foi definida através da média de LDH liberada pelas células intactas. 
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3.5.2.1 Análise estatística 
 

Para a análise estatística dos experimentos, foi utilizada a análise de variância 

(ANOVA) one way e two way (Software: GraphPad Prisma 5.0) apresentando 

significância quando p < 0,05. 

 

3.5.3 Mecanismo de indução de apoptose  

 

A análise visando encontrar a proteína específica, capaz de atuar no 

mecanismo causando a morte celular por apoptose, foi determinada pela 

metodologia conhecida como Western blotting. Após a incubação das substâncias, 

foi realizado o procedimento de rompimento das células através de uma solução 

tampão (Tris-HCl, pH = 6,8, glicerol, 1,4-ditiotreitol (DTT), SDS Ultra puro, azul de 

bromofenol) pela adição de 30 µL. Essa placa foi submetida ao banho ultrassom por 

5 minutos, e cada solução foi transferida para microtubos sob aquecimento (94 oC) e 

submetida ao processo de centrifugação. Depois as amostras foram adicionadas no 

gel de poliacrilamida para serem separadas por eletroforese (SDS-PAGE). Após, foi 

realizada a transferência da proteína para a membrana [fluoreto de polivinilideno 

(PVDF) Immobilion]. Essa membrana foi incubada com solução de 0,2 % de I-

Blocktm e com solução tampão (5 M de NaCl, 1 M de Tris pH 7,5 a 10% tween 20). 

Após, foram adicionados os anticorpos a fim de detectar as proteínas específicas: 

fator de alongamento-2 fosforilado (treonina 56) (95 KDa), fator de alongamento-2 

(total), caspase -3, AMPK fosforilada (62 kDa) e alfa-tubulina (52 KDa). O primeiro 

anticorpo foi incubado por 24 h a 4 oC. No dia seguinte, o mesmo foi removido para a 

adição da solução de TBST e logo foi aplicado o segundo anticorpo (anti-coelho, 
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IgGs) por 30 minutos. E, por fim foi adicionado o reagente quimioluminescente (GE, 

Healthcare) para realizar o blotting que consiste em revelar o filme correspondente a 

membrana que contém a proteína específica. 

 

3.6 Atividade antibacteriana 
 

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratório de 

Bioprospecção e Biotecnologia (LABB), do INPA sob a orientação da Profa. Dra. 

Cecilia Nunez. 

Os extratos de Diplotropis purpurea foram testados para determinar a atividade 

antibacteriana. As cepas utilizadas foram: Bacillus cereus (ATCC 6051), Klebsiella 

pneumonia (ATCC 13883), Providencia rettgeri (ATCC 29944), Staphylococcus 

aureus (ATCC 12600) e Serratia marcescens (ATCC 13880).  

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada em meio 

líquido através da técnica de microdiluição (CLSI, 2002). Foram realizadas diluições 

sucessivas dos extratos em concentrações de 1000 a 15,6 µg/mL em tubos de 

ensaio, e em seguida, 95 µL de cada diluição foram transferidos para cada poço da 

placa de 96 poços. Após, foi realizada a inoculação do micro-organismo-teste (5 µL), 

preparado na concentração de 0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x 108 UFC/mL) e 

medido no espectrofotômetro com absorbância de 0,100. As placas foram, 

primeiramente, analisadas na leitora de microplaca para obter a 1ª leitura e em 

seguida, foram incubadas em temperatura de 18 a 24 horas, de acordo com a 

necessidade de cada micro-organismo. Após esse período foi realizada a segunda 

leitura na leitora de microplacas para poder verificar se a coloração do extrato 
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influenciou na inibição da bactéria e também para poder determinar a porcentagem 

de atividade antibacteriana do extrato. 

Também foi realizado o método colorimétrico, onde foi inoculado 40 µL de 

revelador (cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazólio) preparado em uma concentração de 2 

mg/mL. Em seguida, as placas foram incubadas novamente por 30 minutos. Onde 

houve crescimento bacteriano, significou que o extrato não foi ativo revelando 

coloração vermelha e onde não revelou coloração significou que não houve 

crescimento bacteriano indicando a atividade do extrato. A CIM é considerada a 

menor concentração do extrato ou substância onde não apresentou crescimento 

bacteriano. O teste foi realizado em triplicata.  

Foram realizados três controles, sendo o controle negativo (DMSO), controle 

positivo (oxitetraciclina a 125 µg/mL) e o controle de esterilidade do caldo (contendo 

apenas o caldo). 

 

3.6.1 Análise estatística 
 

Foi utilizada a análise de variância (ANOVA) one way (Software: Origin 8,0) 

para obter os valores de desvio padrão das amostras em triplicata. Os valores com p 

< 0,05 foram considerados significativos. 
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4. Resultados e Discussão 

 

Após análises de RMN de 1H e 13C, foram identificados três triterpenos do 

extrato hexânico das folhas de Diplotropis purpurea (Figura 16) e nove substâncias 

das raízes de Deguelia duckeana (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Substâncias identificadas da fração 12-13 obtida do extrato 

hexânico das folhas de Diplotropis purpurea 
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Figura 17.  Substâncias identificadas nas raízes de Deguelia duckeana 

3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno (IV) 5-hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona (V) 

5-hidroxi-4’-metoxi-isolonchocarpina (VI) 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII) 
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4.1 Identificação das substâncias obtidas das folha s de Diplotropis 
purpurea 

4.1.1 Identificação das substâncias I, II e III 
 

As frações reunidas de 12 a 13 obtidas do extrato hexânico das folhas de 

Diplotropis purpurea apresentaram colorações avermelhadas quando reveladas com 

Ce(SO4)2. Quando analisada por RMN de 1H mostrou a presença de sinais entre δH 

0,7 e 1,14 ppm indicando a presença de metilas de triterpenos. Sinais de 

hidrogênios desprotegidos em δH 4,50 (dd, J = 2,4 e 1,4 Hz) e 4,62 (d, J = 2,4 Hz) 

indicaram se tratar dos dois hidrogênios do C-29 do triterpeno lupeol (CURSINO et 

al., 2012) (Figuras 18 a 20) confirmados pelo mapa de contorno de HSQC com as 

correlações entre δC 109,1 e δH 4,50 e também entre δC 109,1 e δH 4,62. Outro 

hidrogênio desprotegido foi observado em 5,12 (t, J = 4,0 Hz) pertencente ao C-12 

do triterpeno β-amirina também confirmado pelo mapa de contorno de HSQC com 

acoplamento entre δC 121,6 e δH 5,12 (Figura 24) e com dados da literatura 

(VÁZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-OCAÑA, 2012). 

 Após análise dos sinais de hidrogênios, partiu-se para a análise do espectro 

de RMN de 13C (Figuras 22 e 23) que apresentou 6 sinais característicos de três 

triterpenos. Os sinais em  δC 150,1 e 109,1 confirmaram a presença do lupeol, δC 

158,0 e 116,7 sugeriram a estrutura do taraxerol e os sinais δC 145,0 e 121,6 

indicaram a presença da β-amirina confirmados pelo mapa de contorno HSQC 

(Figura 21). Os tipos de carbonos foram confirmados pelo espectro de RMN de 

13C/DEPT (Figura 24). Os dados dos três triterpenos lupeol (I), taraxerol (II) e β-

amirina (III) identificados apresentando boa correlação com a literatura (MAHATO; 

KUNDU, 1994) (Tabelas 11, 12 e 13). 
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Tabela 11. Dados de RMN de 13C (CDCl3) da substância I (lupeol) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição δC Observado 
δC (MAHATO; 
KUNDU, 1994) 

Carbono  

1 38,6 38,7 CH2 
2 27,0 27,4 CH2 
3 78,7 78,9 CH 
4 38,5 38,8 C 
5 55,2 55,3 CH 
6 18,2 18,3 CH2 
7 34,1 34,2 CH2 
8 41,6 40,8 C 
9 50,3 50,4 CH 

10 37,0 37,1 C 
11 20,2 20,9 CH2 
12 25,6 25,1 CH2 
13 37,9 38,0 CH 
14 42,7 42,8 C 
15 27,3 27,4 CH2 
16 35,4 35,5 CH2 
17 42,8 43,0 C 
18 48,6 48,2 CH 
19 48,2 47,9 CH 
20 150,1 150,9 C 
21 29,7 29,8 CH2 
22 40,7 40,0 CH2 
23 28,2 28,0 CH3 
24 15,9 15,4 CH3 
25 16,6 16,1 CH3 
26 15,8 15,9 CH3 
27 14,4 14,5 CH3 
28 17,8 18,0 CH3 
29 109,1 109,3 CH2 
30 19,1 19,3 CH3 

I 

HO

20

29

3
7
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Tabela 12. Dados de RMN de 13C (CDCl3) da substância II (taraxerol) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição δC Observado 
δC (MAHATO; 
KUNDU, 1994) 

Carbono  

1 38,7 38,1 CH2 
2 27,3 27,3 CH2 
3 78,7 79,2 CH 
4 38,5 39,1 C 
5 55,7 55,7 CH 
6 18,2 19,0 CH2 
7 35,0 35,3 CH2 
8 39,2 38,9 C 
9 48,9 48,9 CH 

10 38,6 37,9 C 
11 17,3 17,7 CH2 
12 36,5 35,9 CH2 
13 37,5 37,9 C 
14 158,0 158,1 C 
15 116,7 117,0 CH 
16 37,8 36,9 CH2 
17 37,9 38,1 C 
18 49,1 49,4 CH 
19 40,7 41,4 CH2 
20 28,6 29,0 C 
21 33,6 33,9 CH2 
22 32,6 33,2 CH2 
23 28,2 28,1 CH3 
24 15,4 15,6 CH3 
25 15,3 15,6 CH3 
26 29,7 30,1 CH3 
27 26,0 26,0 CH3 
28 29,5 30,1 CH3 
29 33,6 33,5 CH3 
30 21,1 21,5 CH3 

II 

HO
3

14
15

22

10
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Tabela 13. Dados de RMN de 13C (CDCl3) da substância III (β-amirina) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição 
δC 

Observado 
δC (MAHATO; 
KUNDU, 1994) 

Carbono  

1 38,5 38,7 CH2 
2 27,3 27,3 CH2 
3 78,7 79,0 CH 
4 39,6 38,8 C 
5 55,1 55,3 CH 
6 18,2 18,5 CH2 
7 32,5 32,8 CH2 
8 38,5 38,8 C 
9 47,1 47,7 CH 

10 37,2 37,6 C 
11 22,5 23,6 CH2 
12 121,6 121,8 CH 
13 145,0 145,1 C 
14 41,2 41,8 C 
15 26,0 26,2 CH2 
16 26,8 27,0 CH2 
17 32,6 32,5 C 
18 46,7 47,4 CH 
19 45,7 46,9 CH2 
20 32,5 31,1 C 
21 34,6 34,8 CH2 
22 37,8 37,2 CH2 
23 28,6 28,2 CH3 
24 15,4 15,5 CH3 
25 15,2 15,6 CH3 
26 16,7 16,9 CH3 
27 26,0 26,0 CH3 
28 28,6 28,4 CH3 
29 33,1 33,3 CH3 
30 23,4 23,7 CH3 

HO
3

12
13

10

7

III 
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Figura 18.  Espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias I, II e III (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 19.  Expansão do espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias I, II e III (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 20.  Expansão do espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias I, II e III (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 21.  Mapa de contorno HSQC da mistura das substâncias I, II e III 
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Figura 24.  Espectro de RMN de 13C/DEPT da mistura das substâncias I, II e III (100 MHz, CDCl3)
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4.2 Identificação das substâncias obtidas das raíze s de Deguelia 
duckeana 

4.2.1 Identificação da substância IV  
 

As frações reunidas 2 a 8 (codificada como 25DD 2-8) (2,7 mg) apresentaram 

Rf 0,83 identificada como 3,5,4´-trimetoxi-4-prenilestilbeno (IV) já havia sido 

anteriormente identificada (LIMA, 2011), porém não estava com elevado grau de 

pureza para ser testada e portanto foi purificada neste projeto. Para identificação 

foram realizadas análises por CCD (Figura 25) apresentando fluorescência sob luz 

UV 254 e 365 nm e também por espectrometria de massas, já que esta substância 

já havia sido analisada e identificada por RMN de 1H e 13C. No espectro de massas 

obtido por ionização via impacto de elétrons a 70 eV, o estilbeno apresentou o íon 

molecular a m/z 338 compatível com a fórmula molecular C22H26O3 (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

Figura 25.  CCD do estilbeno 3,5,4´-trimetoxi-4-prenilestilbeno (IV). A - sob luz UV 

254 nm; B – sob luz UV 365 nm. Eluente: CHCl3/MeOH 75:5 
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Esse estilbeno foi anteriormente descrito na literatura (BRAZ FILHO; 

GOTTLIEB; MOURÃO, 1975), porém não havia sido testado em células tumorais o 

que incentivou a purificação do mesmo. 
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Figura 26.  Espectro de massas a 70 eV (modo positivo) da substância IV 
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4.2.2 Identificação das substâncias V e VI 
 

As frações 6-13, denominadas de substâncias V e VI (codificadas 47DD 6-13) 

(8,4 mg) apresentaram coloração amarelada quando revelada com NP-PEG 

indicando a presença de flavonoides.  

O espectro de RMN de hidrogênio (Figuras 32 a 38) mostra a presença de 4 

sinais entre 12,0 e 13,8 ppm, indicativos da presença de 4 flavonoides com 

hidroxilas na posição 5, queladas com a carbonila na posição 4 (SANTOS et al., 

2015). Os sinais de hidrogênios presentes na região entre 6 e 8 ppm confirmam a 

presença de substâncias aromáticas. 

A análise do cromatograma obtido ao injetar a amostra no equipamento de 

CLAE/EM de alta resolução confirma que a fração continha quatro flavonoides 

(Figura 27A), sendo possível identificar apenas dois flavonoides com tempos de 

retenção de 8,7 min e 9,1 min, respectivamente. O primeiro apresentou um íon 

molecular de alta resolução de m/z 353,138015 [M + H]+ correspondendo à fórmula 

molecular de C21H20O5 (VI) (Figura 27B). O segundo flavonoide apresentou um íon 

de m/z 369,169512 [M + H]+ correspondendo à fórmula molecular de C22H24O5 (V) 

(Figura 28).  
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Figura 27 (A)  Cromatograma mostrando os picos dos quatro flavonoides por tempo de retenção; (B) Espectro de massas de alta 

resolução (modo positivo) referente à substância VI com íon de m/z 353,138015 [M + H]+ 

A 
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Figura 28 . Espectro de massas de alta resolução mostrando o íon de m/z 369,169512 [M + H]+ referente a substância V 
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O espectro de RMN de 1H (Figuras 29 a 35) apresentou sinais em δ 5,34 (1H, 

dd, J = 13,0 e 3,0 Hz), 2,76 (1H, dd, J = 17,2 e 3,0 Hz) e 3,09 (dd, J = 17,2 e 13,0 

Hz) caracterizando o anel C de flavanonas (Tabela 14).  

Foram verificados dois dubletos em δ 7,38 (J = 8,5 Hz) e δ 6,95 (J = 8,5 Hz), 

acoplando entre si no mapa de contorno COSY (Figura 39), referentes a hidrogênios 

de aromáticos de um anel B para-substituído. O substituinte em para foi determinado 

como sendo uma metoxila em 3,83 (s). 

A fim de atribuir os deslocamentos químicos (Tabela 14) dos hidrogênios 

ligados ao anel A, foram analisados os outros sinais no espectro de RMN de 1H. 

Primeiramente, foram observados sinais característicos de uma prenila [δ 1,76 (3H, 

s), 1,81 (3H, s), 5,19 (1H, m), 3,25 (2H, d, J = 6,8)] e depois verificou a presença de 

um grupo hidroxila em δ 12,06 (s) e de uma metoxila em δ 3,83 (3H, s). Para 

confirmar a presença da hidroxila na posição 5 já confirmada pelo RMN de 1H e a 

prenila na posição 6, analisou-se o espectro de NOESY que apresenta a correlação 

entre δH 12,06 e δH 3,25 (Figura 40), inferindo que ambos devem estar próximos 

espacialmente já que o espectro NOESY mostra interação espacial de até 5Å de 

distância um átomo ao outro (PAVIA et al., 2010). 

A presença das seguintes correlações observadas no mapa de contorno HMBC 

(Figuras 41 a 44) δC 131,6 e δH 3,25; δC 131,6 e δH 1,76; δC 165,4 e δH 3,25, no 

mapa de contorno HSQC (Figuras 45 e 46) δC 20,9 e δH 3,25 (C-1” / H-1”); δC 122,2 

e δH 5,19 (C-2” / H-2”), assim como também os deslocamentos químicos (Tabela 14) 

de RMN de 13C (Figuras 39 a 41) confirmaram a presença da substância 5-hidroxi-

4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona (V), sendo uma descrição inédita como produto 

natural na literatura. 
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Tabela 14. Dados de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) e de 13C (100 MHz) da 
substância V 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C δC
 (ppm)  δH (ppm), multiplicidade 

e J (Hz) 
2 79,1 5,34 (dd, J = 13,0 e 3,0) 

3 43,2 
2,76 (dd, J = 17,2 e 3,0) 

3,09 (dd, J = 17,2 e 13,0) 
4 196,0 - 
5 160,0 - 
6 109,9 - 
7 165,4 - 
8 90,9 6,07 (1H, s) 
9 161,4 - 

10 102,9 - 
1’ 130,3 - 

2’ e 6’ 127,7 7,38 (d, J = 8,5) 
3’ e 5’ 114,2 6,95 (d, J = 8,5) 

4’ 160,2 - 
1” 21,0 3,25 (2H, d, J = 6,8) 
2” 122,2 5,19 (1H, m) 
3” 131,6 - 
4” 25,8 1,76 (3H, s) 
5” 17,7 1,81 (3H, s) 

5OH 160,2 12,06 (1H, s) 
7 OCH3 

4’OCH3 
55,3 3,83 (6H, s) 

V 

H3CO

OH

O

OCH3

O
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Por se tratar de uma mistura, a outra flavanona (VI) também apresentou no 

espectro de RMN de 1H (Figuras 29 a 35), os deslocamentos químicos muito 

semelhantes ao anel B para-substituído. Contudo, apresentou diferenças nos 

valores para os hidrogênios do anel A, pois foram observados um dubleto em δH 

5,95 (J = 0,5 Hz) e um singleto em δH 12,30 relativo à hidroxila quelada em C-5 e 

também sinais em  δ 1,45 (3H, s), 1,46 3H, s), 5,49 (1H, d, J = 10,0 Hz), 6,61 (1H, d, 

J = 10,0 Hz) (Tabela 15) que sinalizam a presença do grupo 2,2-dimetilcromeno, 

indicando que essa flavanona possui um anel A monossubstituído. No mapa de 

contorno COSY (Figura 39) foi possível observar o acoplamento dos hidrogênios a 

δ5,49 e 6,61 o que confirma a presença do grupo 2,2-dimetilcromeno. 

Os dados de RMN de 13C (Figuras 36 a 38) também foram analisados (Tabela 

16). Estes dados em comparação com a literatura (JANG et al., 2002) confirmam a 

presença da flavanona 5-hidroxi-4’-metoxi-isolonchocarpina (VI). Essa substância 

está sendo descrita pela primeira vez em Deguelia. 
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 Tabela 15. Dados de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) da substância VI 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*(JANG et al., 2002) (500 MHz, CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H 
δH (ppm), multiplicidade  e 

J (Hz) 
Observado 

δH (ppm),  
multiplicidade e J (Hz) 

Literatura* 
2’ e 6’ 7,38 (d, J = 8,5) 7,38 (d, J = 8,7) 

3’ e 5’ 6,95 (d, J = 8,5) 6,95 (d, J = 8,7) 

2 5,34 (dd, J = 13,0 e 3,0) 5,36 (dd, J = 13,0, 3,0) 

3 
2,76 (dd, J = 17,2 e 3,0) 

3,09 (dd, J = 17,2 e 13,0) 

2,78 (dd, J = 17,2 e 3,0) 

3,04 (dd, J = 17,2 e 13,0) 

5 OH 12,30 (s) 12,1 (s) 

6 5,95 (d, J = 0,5 Hz) 6,0 (s) 

4” 6,61 (dd, J = 10,0 e 0,5 Hz) 6,52 (d, J = 10,1) 

5” 5,49 (d, J = 10,0) 5,45 (d, J = 10,1) 

7” 1,46 (s) 1,42 (s) 

8” 1,45 (s) 1,44 (s) 

4’ OCH3 3,86 (s) 3,84 (s) 

VI 

OO

OH O

OCH3

3
5

5"
4"

4'
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Tabela 16. Dados de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) da substância VI 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Jang et al 2002 (125 MHz, CDCl3) 

 

 

 

 

 
 

C 13C RMN - Observado 13C RMN - Literatura  

1’ 130,4 130,5 

2’ e 6’ 127,7 127,6 

3’ e 5’ 114,8 114,1 

4’ 160,2 160,0 

2 78,8 78,9 

3 43,2 43,2 

4 195,9 196,0 

5 162,3 163,8 

6 96,2 97,6 

7 162,0 162,3 

8 102,8 102,0 

9 158,3 156,9 

10 102,8 102,9 

4” 114,1 115,6 

5” 126,2 126,4 

6” 79,0 78,1 

7” 28,3 28,3 

8” 28,4 28,5 

4’ OCH3 55,3 55,4 
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Figura 30.  Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias V e VI (400 MHz, em CDCl3) 
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Figura 31.  Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias V e VI (400 MHz, em CDCl3) 
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Figura 32.  Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias V e VI (400 MHz, em CDCl3) 
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Figura 33. Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias V e VI (400 MHz, em CDCl3) 
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Figura 34.  Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias V e VI (400 MHz, em CDCl3) 
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Figura 35.  Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias V e VI (400 MHz, em CDCl3) 
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Figura 37.  Expansão do espectro de RMN de 13C das substâncias V e VI (100 MHz, em CDCl3) 
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Figura 38.  Expansão do espectro de RMN de 13C das substâncias V e VI (100 MHz, em CDCl3) 
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Figura 39.  Mapa de contorno COSY das substâncias V e VI 
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 Figura 40.  Espectro NOESY das substâncias V e VI  
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Figura 41.  Mapa de contorno HMBC das substâncias V e VI 
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Figura 42.  Expansão do mapa de contorno HMBC das substâncias V e VI 
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Figura 43 . Expansão do mapa de contorno HMBC das substâncias V e VI 
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Figura 44 . Expansão do mapa de contorno HMBC das substâncias V e VI 
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Figura 45.  Mapa de contorno HSQC das substâncias V e VI 
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Figura 46.  Expansão do mapa de contorno HSQC das substâncias V e VI 
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4.2.3 Identificação da substância VII 
 

Por CCD, a fração 19 (15 mg) com Rf de 0,63 mostrou características de 

flavonoides por apresentar fluorescência no UV 254 e 365 nm.  

Após análise dessa fração por espectrometria de massas de alta resolução via 

ionização por ESI, foi possível observar no cromatograma um pico em 5,7 min 

(Figura 47A) com absorção a UV 254 nm (Figura 47B). O espectro de massas de 

alta resolução (Figura 48) apresentou o íon de m/z 297,076348 [M + H]+, compatível 

com fórmula molecular de C17H12O5 (Figura 48).  
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Figura 47.  (A) Cromatograma do tipo base peak mostrando o pico do flavonoide VII 5,7 min; (B) Cromatograma mostrando o 

pico a UV 366 nm 
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Figura 48.  Espectro de massas de alta resolução, obtido via ESI no modo positivo, mostrando o íon de m/z 297, 076348 [M + H]+ 

referente ao pico em 5,7 min 
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As análises dos espectros de RMN de 1H (Figuras 49 a 51) da substância VII 

mostraram um singleto em δH 6,64 característico de hidrogênio do anel C de uma 

flavona (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Outros sinais em δH 8,11 (1H, d, 

J = 8,8 Hz, H-5), 6,97 (1H, dd, J = 8,8 e 2,3, H-6) e 6,93 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-8) 

indicaram a presença do anel A com uma metoxila (δH 3,93, s) na posição 7. 

 Foram observados dois singletos em δH 6,06 integrando para dois hidrogênios 

característicos de um grupo metilenodioxi. Com a presença de dois dubletos em δH 

7,33 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2’) e em 6,91 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5’) e um duplo dubleto 

em 7,46 (1H, dd, J = 8,3 e 1,8, H-6’) foi possível confirmar a presença do anel B. 

De acordo com os dados analisados de RMN 1H (Tabela 17) em comparação 

com a literatura foi possível identificar a substância 3’,4’-metilenodioxi-7-

metoxiflavona (VII) já descrita por LIMA (2011). 
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Tabela 17. Dados de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) da VII 

 

 

 

 

 

 

 

 

*(MAHMOUD; WATERMAN, 1985) (250 MHz, C5D5N) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H 
δ (ppm) observado, 

multiplicidade  
e J (Hz) 

δ (ppm) literatura*, 
multiplicidade  

e J (Hz) 

3 6,64 (1H, s) 7,08 (1H, s) 
5 8,11 (1H, d, J = 8,8) 8,35 (1H, d, J = 9,0) 
6 6,97 (1H, dd, J = 8,8 e 2,3) 7,05 (1H, dd, J = 9,0 e 2,0) 
8 6,93 (1H, d, J = 2,3) 7,15 (1H, d, J = 2,0) 
2’ 7,33 (1H, d, J = 1,8) 7,60 (1H, d, J = 2,0) 
5’ 6,91 (1H, d, J = 8,3) 6,99 (1H, d, J = 8,0) 
6’ 7,46 (1H, dd, J = 8,3 e 1,8) 7,54 (1H, dd, J = 8,0 e 2,0) 

7 OCH3 3,93 (3H, s) 3,80 (3H, s) 
CH2 6,06 (2H, s) 6,08 (2H, s) 



 

 

114 

 

 

AMOSTRA19-SUBSTâNCIAVII_1H.ESP

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

0.370.443.361.830.880.150.411.410.590.570.230.150.920.980.300.98

8.
12

24
8.

10
03

7.
47

78

7.
45

70
7.

45
26

7.
33

64
7.

26
00

6.
98

41 6.
97

84
6.

93
48

6.
92

92
6.

90
90

6.
63

68

6.
06

61

3.
92

26

 
 

Figura 49 . Espectro de RMN de 1H da substância VII (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 50.  Expansão do espectro de RMN de 1H da substância VII (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 51 . Expansão do espectro de RMN de 1H da substância VII (400 MHz, CDCl3) 
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4.2.4 Identificação das substâncias VIII e IX  
 

As fração 20 (codificada como 20 DD) (35 mg) apresentou fluorescência sob 

luz UV 254 e 365 nm. Após análises por CLAE/EM, observaram-se dois picos 

majoritários nos tempos de retenções de 5,8 e 6,0 min (Figura 52) e o espectro de 

massas apresentou um íon de alta resolução a m/z 313,106989 [M + H]+ 

correspondendo a fórmula molecular de C18H16O5 (VIII) (Figura 53A) e o outro íon a 

m/z 469,182066 [M + Na]+ correspondendo à fórmula molecular de C24H30O8 (IX) 

(Figura 53B). 
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Figura 52.  Cromatograma mostrando os picos com tempo de retenção em 5,8 min da substância VIII e em 6,0 min da 

substância IX 
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Figura 53.  (A) Espectro mostrando o ion a m/z 313,106989 [M + H]+ referente a substância VIII e (B) e o ion a m/z 469, 182066 [M 
+ Na]+ referente a substância IX  
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Após análise dos espectros de RMN de 1H (Figuras 54 a 56) verificou-se a 

presença de um singleto em δH 6,69 característico do anel C de flavona. Os outros 

sinais na região de aromáticos em δH 8,11 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 6,98 (1H, dd, J = 

8,5 e 2,0 Hz, H-6) e 6,96 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8) indicaram um total de 3 hidrogênios 

pertencentes ao anel A, principalmente pela presença do sinal em δH 8,11, pois é 

comum de hidrogênio peri-carbonila (H-5) e esta atribuição é confirmada pela 

correlação no mapa de contorno COSY (Figuras 59 e 61): δH 8,11 e 6,98; e também 

correlação no mapa de contorno HMBC (Figuras 65 a 68): δH 8,11  e δC 177,8 

(referente ao carbono da carbonila). 

Os demais sinais observados no espectro de RMN de 1H (Figuras 54 a 56) e 

13C (Figuras 57 a 59) estão mostrados na Tabela 18 e 19, respectivamente. Também 

foram observadas as seguintes correlações no mapa de contorno de HMBC (Figuras 

65 a 68): δC 164,0 e δH 6,98; δC 114,2 e δH 6,98; δC 177,8 e δH 6,69; δC 108,7 e δH 

7,53; δC 119,8 e δH 7,35 e δC 151,8 e δH 7,53. Estes dados confirmam na 

identificação da flavona 3’,4’,7-trimetoxiflavona (VIII), isolada anteriormente em 

Virola venosa (KATO; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1992). 
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Tabela 18. Dados de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) da substância VIII 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 19. Dados de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) da substância VIII 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

H 
δH (ppm), multiplicidade e J 

(Hz) 
3 6,69 (s) 
5 8,11 (d, J = 8,5) 
6  6,98 (dd, J = 8,5 e 2,0) 
8 6,96 (d, J = 2,0) 
2’ 7,35 (d, J = 2,0) 
5’ 6,95 (d, J = 8,5) 
6’ 7,53 (dd, J = 8,5 e 2,0) 

3’ OCH3 3,97 (s) 
4’ OCH3 3,95 (s) 
7 OCH3 3,92 (s) 

C 13C RMN δ (ppm)  

2 163,0 
3 106,3 
4 177,8 
5 126,9 
6 114,2 
7 164,0 
8 111,0 
9 157,8 

10 117,6 
1’ 124,2 
2’ 108,7 
3’ 149,2 
4’ 151,8 
5’ 100,3 
6’ 119,8 

3’ OCH3 56,1 
4’ OCH3 56,0 
7 OCH3 55,8 
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Como essa substância estava em mistura, então foi dada a continuação na 

identificação da outra substância. Primeiramente foi iniciada a análise dos outros 

sinais presentes no espectro de RMN de 1H (Figuras 54 a 56) e foram observados 

sinais em δ 6,57 (4H, s), δ 4,75 (2H, d, J = 4,0 Hz), δ 4,31 (2H, dd, J = 9,0 e 6,9 Hz), 

3,92 (2H, dd, J = 9,0 e 4,0) e δ 3,09 (2H, m) indicando a presença de uma lignana. 

Esses sinais apresentaram correlação no mapa de contorno de HSQC (Figuras 62 a 

64): δC 102,7 e δH 6,57; δC 85,9 e δH 4,75; δC 54,3 e δH 3,09 bem como as 

correlações observadas também no HMBC (Figuras 66 a 69): δC 137,4 e δH 6,57 (3J); 

δC 137,4 e δH 3,82 (3J); δC 85,9 e δH 6,57 (3J); δC 85,9 e δH 4,31 (3J); δC 54,3 e δH 

4,75 (2J). 

Vale ressaltar que os demais sinais de RMN de 1H (Tabela 20) e 13C (Tabela 

21) foram comparados com a literatura permitindo a caracterização completa da 

lignana iangambina (IX). 

Essa lignana foi, previamente, identificada em outras espécies como Achillea 

holosericea (Asteraceae) (AHMED et al., 2002), Magnolia fargesii (Magnoliaceae) 

(KIM et al., 2009) e Ocotea duckei (Lauraceae) (ANTUNES et al., 2006). Também 

apresenta descrição de atividades biológicas: analgésica, anticâncer (HAUSOTT; 

GREGER; MARIAN, 2003) e efeitos contra colapso cardiovascular (ARAÚJO et al., 

2001). Entretanto, a lignana iangambina está sendo descrita pela primeira vez em 

Deguelia. 
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Tabela 20. Dados de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) da substância IX 
 

 

 

 

*(AHMED et al., 2002) (500 MHz, CDCl3) 

 

Tabela 21. Dados de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) da substância IX 
 

 

 

 

 

 

*(AHMED et al., 2002) (500 MHz, CDCl3) 

 

 

 

 

C δ RMN de 13C (ppm)  

Observado  Literatur a*  
1, 1’ 136,6 137,0 

2, 6, 2’, 6’  102,7 103,1 
3, 3’, 5, 5’ 153,3 153,7 

4, 4’ 137,4 - 
7, 7’ 85,9 86,2 
8, 8’ 54,3 54,6 
9, 9’ 71,9 72,2 

3, 3’, 5, 5’-OCH3 55,8 56,4 
4, 4’-OCH3 60,8 61,1 

H δ (ppm), multiplicidade e J (Hz) 

1H RMN - Observado 1H RMN-Literatura*  

2, 6, 2’, 6’  6,57 (4H, s) 6,58 (4H, s) 
7, 7’ 4,75 (2H, d, J = 4,0) 4,76 (2H, d, J = 4,0) 

9α, 9’α 4,31 (2H, dd, J = 9,0 e 6,9) 4,32 (2H, dd, J = 9,2 e 6,9) 
9β, 9’β 3,92 (2H, dd, J = 9,0 e 4,0) 3,95 (2H, dd, J = 9,2 e 3,6) 

3, 3’, 5, 5’ 
-OCH3 

3,86 (12H, s) 3,88 (12H, s) 

4, 4’ 
-OCH3 

3,82 (6H, s) 3,85 (6H, s) 

8, 8’ 3,09 (2H, m) 3,11 (2H, m) 
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Figura 55.  Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias VIII e IX (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 56 . Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias VIII e IX (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 58 . Expansão do espectro de RMN de 13C das substâncias VIII e IX (100 MHz, CDCl3) 
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Figura 59.  Expansão do espectro de RMN de 13C das substâncias VIII e IX (100 MHz, CDCl3) 
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Figura 60.  Mapa de contorno COSY das substâncias VIII e IX 
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Figura 61.  Expansão do mapa de contorno COSY das substâncias VIII e IX 
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Figura 62.  Mapa de contorno HSQC das substâncias VIII e IX 
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Figura 63.  Expansão do mapa de contorno HSQC das substâncias VIII e IX 
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Figura 64 . Expansão do mapa de contorno HSQC das substâncias VIII e IX 

 

 

 

 

 

 



 

 

135 

 

 

 

 

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

0

50

100

150

200

F
1 

C
he

m
ic

al
 S

hi
ft 

(p
pm

)

 

  

Figura 65 . Mapa de contorno HMBC das substâncias VIII e IX 
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Figura 66.  Expansão do mapa de contorno HMBC das substâncias VIII e IX 
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Figura 67 . Expansão do mapa de contorno HMBC das substâncias VIII e IX 
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Figura 68.  Expansão do mapa de contorno HMBC das substâncias VIII e IX 
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4.2.5 Identificação da substância X 
 

 A fração 18 (codificada como 18DD-A) (1 mg) apresentou uma mancha 

majoritária de coloração amarelada após revelar com NP-PEG com Rf de 0,58. A 

análise por RMN de 1H (Figuras 69 a 72) mostrou um singleto em δ 6,54 (1H, s) 

caracterizando o H-3 de uma flavona. Outros sinais foram observados em δ 7,42 

(2H, d, J = 8,1 Hz) e em 6,95 (1H, d, J = 8,1 Hz) totalizando em 3 hidrogênios 

pertencentes ao anel B. Também foram detectados os sinais em δ 5,72 (1H, s) e em 

3,98 (3H, s) referentes, respectivamente, aos grupos hidroxila e metoxila. Já os dois 

dubletos em δH 6,71 (1H, J = 9,8 Hz) e 5,61 (1H, J = 9,8 Hz), e um intenso singleto 

em 1,47 integrando para 6 hidrogênios indicaram a presença do grupo 2,2-

dimetilcromeno. Por fim, verificou-se a presença de dois singletos em 6,40 e outro 

em 13,09, cada um com integral para 1 hidrogênio, pertencentes ao anel A. No 

mapa de contorno COSY (Figura 73) foi possível observar dois acoplamentos: δ 6,71 

(H-4”) e 5,61 (H-5”) e também entre δ 7,42 (H-6’) e 6,95 (H-5’). A partir desses dados 

em comparação com a literatura (Tabela 22) permitiu a identificação da 

racemoflavona (X), a qual está sendo descrita pela primeira vez em Deguelia. 
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Tabela 22. Dados de 1H NMR (400 MHz, CDCl3) da substância X 

  

 

 

 

 

 

 

 

*(BANERJI; LUTHRIA; PRABHU, 1988) (500 MHz, CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H δ (ppm ), multiplicidade e J (Hz) 

1H RMN - Observado 1H RMN-Literatura*  

2’  7,44 (1H, s)   7,61 (1H, br s) 

6’ 7,42 (1H, d, J = 8,1)  7,65 (1H, d, J = 8,0) 

5’ 6,95 (1H, d, J = 8,1) 7,03 (1H, d, J = 8,0) 

3 6,54 (1H, s) 6,74 (1H, s) 

6 6,40 (1H, s) 6,18 (1H, s) 

4”  6,71 (1H, d, J = 9,8) 6,91 (1H, d, J = 10,0) 

5”  5,61 (1H, d, J = 9,8) 5,79 (1H, d, J = 10,0) 

5 OH 13,09 (1H, s) - 

4’ OH 5,72 (1H, s) - 

3’ OCH3 3,98 (3H, s) 4,00 (3H, s) 

7”, 8” CH 3 1,47 (6H, s) 1,48 (6H, s) 

X 

O

OH

OMe

OH

O

O

2'

5'
6'
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Figura 69 . Espectro de RMN de 1H da substância X (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 70.  Expansão do espectro de RMN de 1H da substância X (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 71.  Expansão do espectro de RMN de 1H da substância X (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 72.  Expansão do espectro de RMN de 1H da substância X (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 73.  Mapa de contorno de COSY da substância X 

 



 

 

146 

 

4.2.6 Identificação das substâncias XI e XII 
  

A fração 18 (codificada como 18DD1PC) (1,6 mg) apresentou fluorescência sob 

luz UV 254 nm e machas de coloração amarelada após revelar com NP-PEG.  

Ao analisar os espectros de massas, foi possível observar dois picos 

majoritários no cromatograma com tempo de retenção de 7,1 e 7,3 min (Figura 74). 

Os espectros de massas obtidos mostraram um íon a m/z 337,143185 [M + H]+ 

correspondendo à fórmula molecular de C21H20O4 (XI) (Figura 75A). O outro íon 

obtido foi de m/z 339,158686 [M + H]+ correspondendo à fórmula molecular de 

C21H22O4 (XII) (Figura 75B). 
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Figura 74.  Cromatograma do tipo base peak obtido das substâncias XI e XII 
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Figura 75 . (A) Espectro mostrando m/z 337,143185 [M + H]+ referente a substância XI. (B) Espectro com m/z 339,158686 [M + H]+ 

referente a substância XII 
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O espectro de RMN de 1H (Figuras 76 a 79) revelou dois dubletos em δH 

7,38 (1H, J = 15,6 Hz) e 7,63 (1H, J = 15,6 Hz) referentes aos hidrogênios trans 

olefínicos α e β do esqueleto de uma chalcona, respectivamente. Um singleto em δH 

1,50 (6H) e dois dubletos em δH 5,63 (1H, J = 10,0 Hz) e 6,69 (1H, J = 10,0 Hz) 

sinalizaram a presença de um anel 2,2-dimetilcromeno. Outros sinais em δH 6,51 

(1H, d, J = 8,6 Hz) e 7,70 (1H, d, J = 8,6 Hz) acoplando entre si no espectro de 

COSY (Figura 83) corresponderam ao anel A da chalcona. Sendo assim, essa 

chalcona foi identificada como sendo a 4-metoxilonchocarpina (XI) de acordo com os 

dados de RMN de 1H e 13C (Tabela 23). Essa chalcona é inédita em Deguelia. 

Tabela 23. Dados de 1H (400 MHz, CDCl3) e de 13C (100 MHz, CDCl3) da substância XI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C δC (ppm)  
δH (ppm), 

multiplicidade e J (Hz) 

2 e 6 130,0 7,50 (2H, d, J = 8,6) 

3 e 5 115,8 6,85 (2H, d, J = 8,6) 

α 125,1 7,38 (d, J = 15,6) 

β 141,9 7,63 (d, J = 15,6) 

5’ 103,4 6,51 (1H, d, J = 8,6) 

6’ 131,6 7,70 (1H, d, J = 8,6) 

4”  115,8 6,69 (1H, d, J = 10,0) 

5”  128,6 5,63 (1H, d, J = 10,0) 

7” e 8”  28,0 1,50 (6H, s) 

C=O 190,1 - 

OCH3 55,7 3,80 (3H, s) 

XI 

O

O

OCH3

OH

4

5"

4"

6'
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Como se tratava de uma mistura pela presença de mais de um íon nas análises 

por CLAE/EM, continuou-se a análise dos outros sinais observados no espectro de 

RMN de 1H (Figuras 76 a 79).  A presença dos sinais em  δH 7,58 (1H, J = 15,6 Hz) e 

7,67 (1H, J = 15,6 Hz) confirmou a presença de outra chalcona por apresentar os 

hidrogênios trans olefínicos α e β, respectivamente. Porém essa chalcona mostrou 

pequena diferença estrutural em relação a XI, devido à presença do grupo preniloxi 

ligados ao anel A [δH 1,81 (3H, s), 1,76 (3H, s), 5,49 (1H, m), 4,57 (2H, m)]. Esses e 

os demais sinais (Tabela 24) permitiram a identificação da 4-metoxiderricidina (XII) 

que está sendo descrita pela primeira vez em Deguelia. 

Tabela 24. Dados de 1H (400 MHz, CDCl3) e de 13C (100 MHz, CDCl3) da substância XII 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C δC (ppm)  
δH (ppm),  

multiplicidade e J (Hz) 

2 e 6 130,1 7,50 (2H, d, J = 8,6) 

3 e 5 115,8 6,85 (2H, d, J = 8,6) 

α 125,3 7,58 (d, J = 15,6) 

β 141,2 7,67 (d, J = 15,6) 

3’ 99,3 6,51 (1H, d, J = 2,2) 

5’ 105,6 6,55 (1H, dd, J = 8,5 e 2,2) 

6’ 132,7 7,73 (1H, d, J = 8,5) 

2”  65,0 4,57 (2H, m) 

3”  119,0 5,49 (1H, m) 

5”  18,2 1,76 (3H, s) 

6”  25,8 1,81 (3H, s) 

C=O 190,1 - 

OCH3 55,7 3,88 (3H, s) 

XII 

O

OCH3

O OH

2
4

2'
4'

6
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Figura 76 . Espectro de RMN de 1H das substâncias XI e XII (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 77 . Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias XI e XII (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 78 . Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias XI e XII (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 79 . Expansão do espectro de RMN de 1H das substâncias XI e XII (400 MHz, CDCl3) 
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Figura 80 . Espectro de RMN de 13C das substâncias XI e XII (100 MHz, CDCl3) 
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Figura 81 . Expansão do espectro de RMN de 13C das substâncias XI e XII (100 MHz, CDCl3) 
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Figura 82 . Expansão do espectro de RMN de 13C das substâncias XI e XII (100 MHz, CDCl3) 
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Figura 83 . Mapa de contorno COSY das substâncias XI e XII 
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Figura 84 . Mapa de contorno HSQC das substâncias XI e XII 
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Figura 85 . Mapa de contorno HMBC das substâncias XI e XII 
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4.4 Confirmação da estrutura química da substância IX obtida do extrato 
hexânico dos galhos de  Deguelia duckeana 

 

As frações reunidas 2 a 7 (codificada como 46DD 2-7B) apresentaram apenas 

uma mancha majoritária com Rf de 0,63 e foi identificada como 3’,4’,7-

trimetoxiflavona, flavona que já havia sido identificada por RMN trabalhado no 

projeto anterior (LIMA, 2011). Nesta tese foi realizada apenas a purificação e 

identificação por CCD (Figura 86) e espectro de massas a 70 eV (Figura 87). 

Foi observado no espectro de massas o íon m/z 313,1 [M + H]+ (Figura 87) 

coerente com a fórmula molecular C18H16O5. Sendo assim, foi confirmada a 

presença da substância 3’,4’,7-trimetoxiflavona (IX), também identificada nas raízes 

de D. duckeana. 

 

 

 

 

 

Figura 86.  CCD da flavona (IX) sob luz UV 254 (A) e 365 nm (B). Eluente: 

CHCl3/MeOH 75:5 
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Figura 87 . Espectro de massas a 70 eV (modo positivo) da substância IX
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4.5 Potencial anticâncer  
 

Há diversos fatores que influenciam no processo de transformação de uma 

célula normal em uma célula cancerígena. Entre estas também está a presença de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) que favorecem um desequilíbrio no 

organismo, desencadeando o processo rápido de reações radicalares. Estas 

reações acontecem pela quebra de uma ligação homolítica gerando intermediários 

de elétrons desemparelhados denominados de radicais livres. Quando estes radicais 

livres não são estabilizados, interferem diretamente no DNA, sobre as bases 

nitrogenadas purina e pirimidina causando mutações (HALLIWELL, 1994). Sabe-se 

que essas células que apresentam mutações e que se tornam cancerígenas por 

esse ou outros processos envolvidos, se proliferam rapidamente. Portanto buscam-

se respostas para o potencial anticâncer através do processo de morte celular 

programada, a apoptose. 

Esse trabalho descreve o potencial anticâncer das substâncias isoladas do 

extrato diclorometânico das raízes de Deguelia duckeana: 3,5,4´-trimetoxi-4-

prenilestilbeno (IV), 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (IX) e racemoflavona (X) 

(Figura 88); assim como as previamente isoladas em um trabalho anterior (LIMA, 

2011) do extrato das raízes de Deguelia duckeana: 4-hidroxi-lonchocarpina, 4-

metoxi-derricidina, 4’-hidroxi-isolonchocarpina, lonchocarpina e  3’,4’,7-trimetoxi-

flavona (Figura 89). Vale ressaltar que esta última substância (3’,4’,7-trimetoxi-

flavona) também foi identificada no presente trabalho, porém em mistura. 
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Figura 88 . Substâncias isoladas nessa tese e analisadas quanto à atividade 

anticâncer 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 89. Substâncias isoladas anteriormente (LIMA, 2011) e analisadas 

nessa tese frente ao potencial anticâncer 
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4.5.1 Análise de citotoxicidade 

As substâncias isoladas foram analisadas quanto à citotoxicidade pela 

liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH) ao meio extracelular. A substância 

citotóxica permitiu um rompimento da membrana celular liberando a enzima LDH e 

assim indicando que houve morte por necrose. 

As chalconas: 4-metoxiderricidina, lonchocarpina e 4-hidroxilonchocarpina; 

bem como os flavonoides: 4’-hidroxi-isolonchocarpina, 3’,4’,7-trimetoxiflavona e 3’,4’-

metilenodioxi-7-metoxiflavona foram analisados quanto à citotoxicidade na 

concentração de 50 µM por 24 h. A morte celular foi medida pela porcentagem de 

LDH liberada no meio sobrenadante obtido. Foi observado que a chalcona 4-

hidroxilonchocarpina e a flavanona 4’-hidroxi-isolonchocarpina mostraram 

citotoxicidade frente às células SK-N-SH (Figura 90 A). Esses resultados corroboram 

com a literatura, pois as chalconas e flavonoides apresentam citotoxicidade (KUETE 

et al., 2014), especialmente a chalcona 4-hidroxilonchocarpina que possui 

citotoxicidade com concentração de 9,6 µM em linhagem leucêmica (KUETE et al., 

2011). 

A partir desses resultados, novas análises foram realizadas com as duas 

substâncias citotóxicas (4-hidroxilonchocarpina e 4’-hidroxi-isolonchocarpina) em 

concentrações entre 0,1 a 50 µM. Os resultados mostram que essas duas 

substâncias não apresentam citotoxicidade em baixas concentrações, apenas em 50 

µM (Figura 90 B). 
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c:  controle; 2: 4-metoxiderricidina; 3: lonchocarpina; 4: 4-hidroxilonchocarpina; 7: 4-hidroxi-isolonchocarpina;  

9: 3’,4’,7-trimetoxiflavona; 10: 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona 

 

Figura 90.  (A) Gráficos mostrando a citotoxicidade dos flavonoides de D. 

duckeana medida pelo dano celular através da liberação de LDH após a incubação 

dos flavonoides com células neurais SK-N-SH na concentração de 50 µM; (B) 

gráfico mostrando as substâncias 4-hidroxilonchocarpina e 4’-hidroxi-

isolonchocarpina em concentrações entre 0,1 – 50 µM for 24 h. Os valores ± s.d. 

representam os desvios padrão obtidos. A estatística utilizada foi ANOVA one-way 

(A) e ANOVA two way (B). 
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4.5.2 Mecanismo de indução de apoptose 

Em busca de entender qual o mecanismo usado pelas duas substâncias (4-

hidroxilonchocarpina e 4’-hidroxi-isolonchocarpina) para provocar a morte celular, 

ambas foram analisadas por Western blotting a fim de observar os fragmentos ativos 

de pro-caspase-3. Após as análises, observou-se que as duas substâncias 

apresentaram detecção da clivagem da pro-caspase-3, sendo a 4-

hidroxilonchocarpina em 30 µM (Figura 91 A) e a 4-hidroxi-isolonchocarpina em 50 

µM (Figura 91 B), o que sugere que estas substâncias possuam um mecanismo de 

necrose e posterior apoptose. Vale ressaltar que essas substâncias possuem grupos 

hidroxila na posição 4 no anel B e o grupo dimetilcromeno no anel A indicando que 

esses possam ser os grupos ativos da estrutura.  

Como a chalcona 4-hidroxilonchocarpina mostrou clivagem da caspase, pode-

se inferir que o fragmento propeno influencia na atividade. Esse resultado corrobora 

com ORGANESYAN e colaboradores (1991), onde descrevem essa classe de 

substâncias com ação biológica, principalmente devido à presença desse fragmento, 

pois há transferência de elétrons no sistema conjugado. 
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Figura 91.  Western Blotting mostrando a detecção de pro-caspase-3 e 

caspase-3 clivada após a incubação com 4-hidroxi-lonchocarpina (A) e 4’-hidroxi-

isolonchocarpina (B) 

 

No item 4.5.1 onde descreve a análise de citotoxicidade, foi possível observar 

que a flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (Figura 90 A) apresentou-se como 

a terceira maior porcentagem de citotoxicidade, porém sem apresentar ativação da 

pro-caspase-3 (dados não mostrados). No entanto, essa flavona foi analisada frente 

à outra enzima (AMPK) e foi observada detecção na concentração de 50 µM (Figura 

92), indicando a presença de atividade em outro mecanismo de apoptose via 

fosforilação da AMPK. Na literatura, esse tipo de flavona com substituição pelo 

grupo metilenodioxi é conhecida por apresentar citotoxicidade em células tumorais 
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(ORLIKOVA et al., 2014), podendo inferir que talvez essa seja uma das possíveis 

razões da atividade. 

  

 

 

 

Figura 92.  Western blotting mostrando o tratamento da linhagem SK-N-SH com a 

flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII) nas concentrações de 1 – 30 µM por 

6 h para analisar a fosforilação da enzima AMPK (blotting de cima). Os blotting 

foram reanalisados com α-tubulin para determinar a mesma quantidade de proteína 

em cada amostra (blotting de baixo) 

 

 A detecção da AMPK indica a inibição da síntese de proteínas (HORMAN et 

al., 2002), portanto a flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (IX) também foi 

analisada frente a proteína de alongamento (eEF2). Os resultados confirmaram que 

essa flavona também está envolvida na tradução (segunda etapa da síntese de 

proteínas) já que influenciou na fosforilação da eEF2. Com isso, foi possível 

observar que a flavona não só inibe a tradução ativando a fosforilação da AMPK 

como também induz a fosforilação da eEF2 (Figura 93 A). 

Além da flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII), as chalconas 4-

metoxiderricidina e lonchocarpina e outra flavona 3’,4’,7-trimetoxiflavona também 

apresentaram indução da eEF2 (Figura 93 A), mostrando ativação dessa proteína 

nas concentrações de 50 µM. O estilbeno 3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno (IV) e a 
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racemoflavona não mostraram inibição via eEF2 (Figura 93 B). No entanto, esses 

resultados dessa atividade com essas substâncias estão sendo descritos pela 

primeira vez. 

A chalcona 4-hidroxilonchocarpina e flavanona 4-hidroxi-isolonchocarpina 

apresentaram inibição da síntese de proteínas (Figura 93 C). Contudo, essas 

substâncias diminuiram a fosforilação da eEF2 em 50 µM (dados não mostrados). 

Esse resultado é provavelmente devido à alta citotoxicidade dessas substâncias.  

O presente estudo mostra que os flavonoides de Deguelia duckeana tem um 

bom impacto na via de morte celular referente à linhagem SK-N-SH. Esse é o 

primeiro relato na literatura da ação de flavonoides sob a indução da inibição do fator 

de alongamento 2 (eEF2). 
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Figura 93. (A – C)  Western blotting mostrando a inibição da síntese de 

proteínas pela fosforilação de eEF2 (95 kDa) após incubação das substâncias com a 

linhagem SK-N-SH cells tratadas nas concentrações de 1 – 50 µM por incubação 

durante 6 h. Os blotting foram reanalisados com eEF2 total para confirmar se foi 

adicionado a mesma quantidade de proteínas em cada amostra 
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4.6 Atividade antibacteriana 
 

Pesquisas realizadas com extratos de plantas visando minimizar os casos de 

infecções e encontrar medicamentos eficazes se destacam por mostrarem alta 

potencialidade frente a cepas de bactérias (BROWN; LISTER; MAY-DRACKA, 2014; 

CRAGG; NEWMAN, 2013).  

Nesse contexto os extratos das folhas e galhos de Diplotropis purpurea foram 

testados frente às bactérias: Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Providencia 

rettgeri, Staphylococcus aureus e Serratia marcescens.  

Cabe salientar que os extratos metanólicos foram os mais ativos mostrando 

inibição da atividade antibacteriana frente às bactérias: Serratia marcescens, 

Bacillus cereus e Providencia rettgeri. 

Serratia marcescens compreende o grupo de bactérias gram-negativas 

pertencente à família Enterobacteriaceae, sendo uma das cepas que causam 

infecção nosocomial, também chamada de infecção hospitalar. Em um levantamento 

da literatura sobre a história dessa bactéria, relata que o primeiro caso de infecção 

de S. marcescens foi em 1913 descrevendo um paciente com tosse crônica e com 

secreção avermelhada. A pneumonia e meningite também foram dois casos graves 

relatados nessa época causados por S. marcescens (ARONSON; ALDERMAN, 

1943; MAHLEN, 2011). Outras doenças ocasionadas por esse tipo de bactéria 

também são descritas como: infecção urinária, doenças respiratórias, infecções na 

corrente sanguínea, entre outras mais graves (MAHLEN, 2011).  
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Os resultados obtidos mostraram que os extratos ativos frente à Serratia 

marcescens foram os metanólicos das folhas e galhos, sendo que o extrato das 

folhas apresentou uma inibição maior com concentração inibitória mínimia (CIM) de 

250 µg/mL enquanto que o extrato metanólico dos galhos apresentou CIM de 500 

µg/mL (Figura 94). Isso indica que substâncias mais polares possuem efeitos 

antibacterianos mais evidenciados. 

Outra cepa muito infecciosa é a Bacillus cereus, causadora de infecções 

intestinais como a diarreia (DROBNIEWSKI, 1993; EHLING-SCHULZ; FRICKER; 

SCHERER, 2004).  

Frente a Bacillus cereus, o extrato que apresentou inibição foi o extrato 

metanólico das folhas com CIM de 1000 µg/mL comparado com o controle positivo 

(Figura 95). Mesmo que esse extrato tenha apresentado uma concentração inibitória 

de 1000 µg/mL, concentração de um extrato não muito ativo, é de caráter relevante 

considerar a atividade antibacteriana para o mesmo, pois apresentou uma 

porcentagem significativa (66% de inibição) da atividade através da técnica realizada 

pela leitora de microplacas. Essa técnica é mais sensível que a técnica colorimétrica, 

já que a coloração do extrato poderia também influenciar na atividade.  

 Providencia rettgeri também é outra cepa que afeta muitas pessoas 

apresentando, principalmente, doenças oculares (KOREISHI; SCHECHTER; KARP, 

2006) e infecções urinárias levando diretamente a morte (PINTO et al., 1999). 

Os extratos metanólicos dos galhos e folhas testados contra P. rettgeri, 

apresentaram atividade antibacteriana com 100% de inibição na CIM de 500 µg/mL. 
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Para esses mesmos extratos, foi observada uma pequena discrepância entre a 

porcentagem de inibição destes dois extratos na CIM de 250 µg/mL. O extrato 

metanólico das folhas apresentou uma porcentagem de 69,5% de inibição enquanto 

que o extrato metanólico dos galhos apresentou 46,2% de inibição quando 

comparado ao controle positivo (Figura 96). Os demais extratos não mostraram 

atividade significativa. 

Os resultados da atividade antibacteriana descritos para Diplotropis purpurea 

são inéditos na literatura consultada, pois não foram encontrados relatos de 

atividade antibacteriana, apenas para a espécie D. ferruginea que mostrou 

aatividade antibacteriana do extrato etanólico das cascas testadas para 

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (CERQUEIRA et al., 2011). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

175 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 94.  Potencial antibacteriano dos extratos metanólicos das folhas e 

galhos frente a Serratia marcescens. 
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Figura 95.  Potencial antibacteriano do extrato metanólico das folhas frente a 

Bacillus cereus. 
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Figura 96.  Potencial antibacteriano dos extratos metanólicos das folhas e galhos 

frente a Providencia rettgeri. 
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5. Conclusão  
 

• O estudo fitoquímico de Diplotropis purpurea permitiu a identificação de 3 

triterpenos (lupeol, taraxerol e β-amirina). Exceto o lupeol, os demais triterpenos 

estão sendo descritos pela primeira vez em Diplotropis; 

• O extrato metanólico das folhas de Diplotropis purpurea apresentou maior 

atividade antibacteriana frente às cepas: Serratia marcescens (CIM de 250 µg/mL), 

Bacillus cereus (66 % de inibição na CIM 1000 µg/mL) e Providencia rettgeri (69,5 % 

de inibição na CIM de 250 µg/mL); 

• O estudo fitoquímico de Deguelia duckeana permitiu a identificação de nove 

substâncias: 3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno, 4-metoxilonchocarpina, 4-

metoxiderricidina, 5-hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona, 5-hidroxi-4’-metoxi-

isolonchocarpina, 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona, 3’,4’,7-trimetoxiflavona, 

racemoflavona e iangambina. 

•  A chalcona 4-hidroxilonchocarpina e a flavanona 4-hidroxi-isolonchocarpina 

apresentaram citotoxicidade na detecção da enzima LDH liberada ao ambiente 

extracelular. Essas duas substâncias mostraram clivagem de pro-caspase-3 nas 

concentrações de 30 µM e 50 µM, respectivamente. Esses resultados indicaram que 

o mecanismo de morte celular foi necrose e, posterior indução de apoptose pela 

ativação da caspase-3; 

• Dentre os oito flavonoides testados quanto ao potencial anticâncer, quatro 

mostraram ativação da proteína de alongamento fator-2 indicando que o mecanismo 

de morte das células foi pela inibição da segunda etapa da síntese de proteínas já 

que essa proteína está relacionada diretamente com essa etapa; 
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• A flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII) ativou a quinase AMP e 

eEF2 em 50 µM inferindo que essa substância atua no mecanismo de morte celular 

via AMPK e também via fosforilação da eEF2. Esses resultados são inéditos para a 

literatura, pois ainda não havia sido descrito nenhum estudo com essa substância 

visado esses mecanismos de morte celular em linhagem neuroblastoma (SK-N-SH). 

•  Os resultados desse presente estudo contribuem significativamente para o 

conhecimento químico e biológico de Deguelia duckeana e Diplotropis purpurea.  

Vale ressaltar que as substâncias ativas quanto ao potencial anticâncer isoladas de 

Deguelia duckeana e os extratos ativos frente à atividade antibacteriana de 

Diplotropis purpurea estão sendo descritos pela primeira vez na literatura.  
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