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RESUMO

Objetivos: O presente trabalho teve como principal objetivo realizar o estudo
quimico em alcaloides da espécie Hippeastrum reginae, promovendo o isolamento e
caracterizacdo destes compostos. Métodos: A planta foi separada em bulbos e
folhas para a realizacdo da extragdo com metanol. Apds esta etapa foi feita a
extracdo acido-base e em seguida a particio com solventes de diferentes
polaridades para a obtencédo das fracdes enriquecidas em alcaloides. As fracdes
enriquecidas foram inicialmente analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e em seguida fracionadas através de técnicas
cromatograficas, como coluna de exclusdo Sephadex, cromatografia em coluna e
cromatografia em camada delgada preparativa. Para o isolamento de alguns
alcaloides foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e para a
identificagdo a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN). Resultados: A
analise de CG/EM dos extratos evidenciou a presenca de 11 alcaloides, sendo que
destes compostos, quatro ndo apresentaram padrdo de fragmentacdo compativel
com a biblioteca de alcaloides do professor Dr. Jaume Bastida, podendo ser inéditos
na literatura. Foram isolados 18 alcaloides de Amaryllidaceae, sendo a maioria
pertencente a classe das homolicorinas. Destes compostos, foram identificados seis
novos alcaloides de Amaryllidaceae, dos quais quatro foram completamente
elucidados (2-a-metoxi-7-hidroxihomolicorina, 2-a-7-dihidroxihomolicorina, 2-a-
metoxihomolicorina e  2-a-hidroxialbomaculina), enquanto para dois (7-
hidroxihomolicorina e albomaculina N-6xido) foram feitas as anélises de RMN de 'H
e massas de alta resolu¢do. Conclusao: A planta H. reginae apresentou um alto
teor de alcaloides, sendo isolados 18 compostos. Os alcaloides albomaculina e 2-a-
7-dimetoxihomolicorina foram os mais abundantes na analise de CG/EM. Seis
alcaloides n&o encontrados na literatura foram identificados neste trabalho e

evidenciam um grande potencial para a descoberta de novos compostos ativos.

Palavras-chave: Alcaloides, Amaryllidaceae, Hippeastrum reginae, homolicorina.



ABSTRACT

Objectives: The main objective of the present work was to carry out a chemical
study on alkaloids of the species Hippeastrum reginae, promoting the isolation and
characterization of these compounds. Methods: The plant was separated in bulbs
and leaves for the extraction with methanol. After this step, the acid-base extraction
and then the partition with solvents of different polarities were made to obtain the
fractions enriched in alkaloids. The enriched fractions were initially analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) and then fractionated by
chromatographic techniques such as Sephadex exclusion column, column
chromatography and preparative thin layer chromatography. For the isolation of
some alkaloids, high performance liquid chromatography (HPLC) and for the
identification of the nuclear magnetic resonance (NMR) technique were used.
Results: The CG/MS analyze of the extracts evidenced the presence of 11 alkaloids,
of which four had no fragmentation pattern compatible with the alkaloid library, and
may be unpublished in the literature. Eighteen alkaloids of Amaryllidaceae were
isolated, most of them belonging to the homolycorine class. Of these compounds, six
new alkaloids of Amaryllidaceae were identified, four of which were fully elucidated
(2-a-methoxy-7-hydroxyhomolycorine, 2-a-7-dihydroxyhomolycorine, 2-a-
methoxyhomolycorine and 2-a-hydroxyalbomaculine), while Two (7-hydroxy-
homolycorine and N-oxide albomaculine) analyzes were performed for *H-NMR and
high resolution masses. Conclusion: The H. reginae plant had a high alkaloid
content and 18 compounds were isolated. Albomaculine and 2-o-7-
dimethoxyhomolycorine alkaloids were the most abundant in GC / MS analysis. Six
alkaloids not found in the literature were identified in this work and show a great

potential for the discovery of new active compounds.

Key words: Alkaloids, Amaryllidaceae, Hippeastrum reginae, homolycorine.
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1 - INTRODUCAO

De acordo com estudos antropoldgicos, o ser humano utiliza ha milhares de
anos recursos naturais para auxiliar em sua sobrevivéncia e/ou para aliviar 0s
sintomas de alguma enfermidade (KINGHORN et al., 2011; NEWMAN e CRAGG,
2012; GURIB-FAKIM, 2006). Entre os recursos naturais essenciais mais utilizados
pelo homem encontram-se 0s recursos biolégicos, uma vez que engloba todo o
universo presente em florestas e oceanos. Estes recursos séo utilizados, na maioria
das vezes, para amenizar sintomas de determinadas patologias, em rituais festivos e
religiosos, venenos para caca, entre outras finalidades (NOGUEIRA; MONTANARI;
DONNICI, 2009; BARREIRO e BOLZANI, 2009). Com relagdo as plantas, um
exemplo historico de sua utilizacao para fins medicinais pode ser encontrado ainda
no ano de 4000 a.C, com a utilizacdo de Papaver somniferum para o tratamento de
insénia e dores (PINTO et al., 2002; THEIS e LERDAU, 2003). Além disso, tribos do
Equador utilizavam ha mais de 5000 anos folhas de coca para o alivio de dores
(PINTO et al.,, 2002; BARREIRO e BOLZANI, 2009; VIEGAS JR; BOLZANI,
BARREIRO, 2006). Porém, o primeiro documento relacionado a utilizacao de plantas
medicinais data de 2600 a.C, reportando a existéncia de um sistema medicinal
sofisticado na Mesopotamia, com aproximadamente 1000 derivados de plantas
medicinais. A medicina egipcia data de 2900 a.C a utilizacdo de plantas medicinais,
entretanto, o primeiro documento escrito foi o papiro de Ebers, com
aproximadamente 700 drogas oriundas de plantas (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Compostos com atividade bioldgica ja foram isolados de plantas, como a
quinina, um antimalarico isolado das cascas de Cinchona. O paclitaxel, isolado de
Taxus brevifolia, é utilizado na atualidade contra o cancer (VIEGAS JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006; DEWICK, 2002). Os alcaloides vincristina e vimblastina, isolados
de Catharanthus roseus (conhecida como vinca), sdo farmacos de escolha no
tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos
e leucemia linfoblastica aguda infantil. Além desses, o composto artemisinina,
isolado de Artemisia annua, apresentou atividade antimalarica e antitumoral
(CARVALHO, 2016).
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Mediante numerosos relatos bem-sucedidos do uso de plantas no combate e
prevencdo de doencas, a comunidade cientifica, das distintas épocas, sempre
buscou desenvolver métodos para o estudo destes vegetais, no sentido de identificar
a substancia (ou o grupo de substancias) responsavel pelo efeito documentado pelo
conhecimento empirico. A partir disso, as técnicas de isolamento cromatografico
foram também impulsionados pela progressao tecnoldgica (VIEGAS JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006; AGUIAR, 2010). Mesmo com todos os esforgos, foi apenas a
partir do século XIX, especialmente com o desenvolvimento da quimica farmacéutica
e do isolamento de morfina por Friedrich Wilhelm Sertiirner, que as plantas foram
vistas como fontes de fitofarmacos e a pesquisa foi substancialmente direcionada no
intuito de isolar compostos ativos e, posteriormente, confirmar o seu perfil de acao
biolégica (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; PINTO et al., 2002; VIEGAS
JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Entretanto, apesar das inumeras técnicas utilizadas para a extracdo,
purificacdo e caracterizacdo dos principios ativos disponiveis atualmente, o trabalho
com plantas medicinais ainda se depara com uma série de barreiras que dificultam a
pesquisa. Um dos principais problemas gira em torno da coleta de plantas,
especialmente devido a necessidade de colecdo de uma quantidade expressiva de
material vegetal para a elucidacdo estrutural de compostos minoritarios. Em uma
grande porcentagem dos casos, 0S compostos minoritarios sdo os responsaveis ou
principais responsaveis pelas atividades biol6gicas observadas para a espécie. Além
disso, o tempo gasto na purificacdo e caracterizacdo de moléculas-alvo também é
um fator intrinseco limitante no desenvolvimento da pesquisa com plantas (GURIB-
FAKIM, 2006; STROHL, 2000; ORTHOLAND e GANESAN, 2004).

Uma das alternativas a isso, desenvolvida principalmente pelos trabalhos
realizados ao longo dos anos por quimicos organicos e inorganicos, sdo 0s
processos de sintese total e/ou semi-sintese. Nao obstante, os processos de
obtencdo de moléculas-alvo também permitem a realizacdo de modificacdes
estruturais em moléculas “cabecas de série”, potencializando estudos de relagao
estrutura-atividade. Ainda assim, rotas sintéticas complexas ou baixo rendimento de
moléculas de interesse séo problemas importantes a serem superados (PATERSON
e ANDERSON, 2005).
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Com tantos empecilhos, era de se esperar um retrocesso nas pesquisas
relacionadas a produtos naturais, porém, com os amparos da quimica medicinal e o
empenho de cientistas das industrias farmacéuticas, tém-se inimeros medicamentos
onde o principio ativo é obtido diretamente de plantas, derivados sintéticos e
compostos que mimetizam a ac¢do do principio ativo de origem natural (BENNANI,
2011; ORTHOLAND e GANESAN, 2004; COSTA-LOTUFO et al., 2010; COSTA,
2009). Um marco para a pesquisa envolvendo produtos naturais deu-se com o
desenvolvimento do farmaco &cido acetilsalicilico (Aspirina®), que utilizou como
prototipo a salicilina, um produto natural isolado de Salix alba (BRAGA e CASTILHO,
2011)

Grande parte dos compostos organicos conhecidos na atualidade séo
produzidos pela natureza, sendo que o reino vegetal é o principal contribuinte para o
fornecimento de metabdlitos secundéarios de grande valor agregado (BRUNETON,
2001; PINTO et al., 2002; SILVA, 2002; BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Neste sentido, tanto de maneira direta, com o produto obtido diretamente de
fonte natural, ou indireta, partindo-se do conhecimento obtido de fitoquimica e
aplicado em processos de sintese parcial ou total, os estudos de moléculas advindas
de fontes naturais representam uma expressiva porcentagem no desenvolvimento
de medicamentos aprovados para uso clinico nos dias de hoje. Segundo Newman e
Cragg (2016) 65% dos medicamentos aprovados entre 1981 e 2014 sao
considerados de origem natural por serem obtidos diretamente de fonte natural ou

produzidos através de biossintese, como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Grafico de representacdo dos medicamentos de origem natural e sintética aprovados entre
0s anos de 1981 e 2014.
Fonte: Adaptado de Newman e Cragg (2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, denomina-se planta
medicinal todo e qualquer vegetal que possua em seus 6rgdos substancias que
possam ser utilizadas para fins terapéuticos ou como precursores de farmacos semi-
sintéticos (WHO, 1998). O Brasil € o pais com maior biodiversidade mundial
(BRASIL, 2016; KATO, 2001), especialmente por encontrar-se dentro de varias
zonas climaticas, criando assim diversos biomas. Dentre estes biomas podemos
citar a Floresta Amazodnica, o Cerrado, a Caatinga, a Mata Atlantica, os Manguezais,
entre outros (BRASIL, 2016; COSTA-LOTUFO et al., 2010). Mesmo com 0 avanco
dos estudos sobre produtos naturais, existe ainda uma imensuravel area de
biodiversidade inexplorada o que pode levar a um nimero imensuravel de principios
ativos desconhecidos (ORTHOLAND e GANESAN, 2004).

O Brasil apresenta mais de 20% do total de plantas conhecidas no planeta
(KATO, 2001; ROMAO et al., 2015; DUTILH e OLIVEIRA, 2016). Dentre essas,
pode-se destacar a familia Amaryllidaceae, conhecida desde a antiguidade pela
utilizacdo de suas espécies para fins medicinais e ainda hoje empregados em
regibes africanas e americanas (de ANDRADE et al., 2012). Em inUmeros paises,
principalmente na Holanda, essas plantas sao utilizadas também para fins de
ornamentacao, devido a beleza de suas hastes florais (da SILVA, 2006; de
ANDRADE et al., 2012).
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A familia Amaryllidaceae pertence a classe das monocotiledéneas e encontra-
se largamente distribuida em regifes temperadas e quentes do mundo, possuindo
grande diversidade na Africa do Sul e na regido dos Andes (JIN, 2011; BASTIDA et
al., 2011; BERKOV et al., 2011). Esta familia apresenta plantas bulbosas e é muito
utilizada devido a beleza das flores. Suas espécies sdo comumente chamadas de
‘estrela do norte”, “bastdo do imperador”, “acucena” e “lirioc” (MARTINELLI;
MESSINA; SANTOS FILHO, 2013; HOFMANN JUNIOR et al., 2004). Amaryllidaceae
representa trés subfamilias, 73 géneros e 1605 espécies, sendo que no Brasil
encontra-se distribuida por todo territério, onde foram identificados 18 géneros e 135
espécies (CANDIDO et al., 2013; DUTILH e OLIVEIRA, 2016). Estudos de
filogenética apontam os continentes africano e americano como bercos de

diversificacdes primaria e secundaria desta familia (JIN, 2013).

As Amaryllidaceae também se encontram entre as 20 familias de plantas mais
utilizadas para fins terapéuticos (JIN, 2013) e sua atividade se deve a substancias
como os alcaloides. Extratos de Lycoris radiata eram utilizados na medicina popular
chinesa como tratamento de poliomielite e Crinum zeylanicum L. era utilizado como
medicamento para o tratamento de reumatismo e dor de ouvido (FENG et al., 2011,
BERKOV et al., 2011). Na medicina popular brasileira € utilizada na forma de suco
para o tratamento de doencas respiratérias e como emético (CORREA, 1984:
LORENZI e MATOS, 2002). Hippeastrum psitaccinum, por exemplo, foi utilizada

como antitussigeno e como estimulante sexual (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Alcaloides sé@o reconhecidos metabdlitos secundéarios, porém com suas
funcdes ainda néo totalmente esclarecidas no vegetal. A teoria mais aceita afirma
gue alcaloides sao produtos biossintetizados pelos vegetais em detrimento a algum
aspecto ecolégico e/ou evolutivo, tendo como uma de suas principais funcdes a
protecdo do espécime vegetal e a defesa contra possiveis predadores (SEIGLER,
1977; BU'LOCK, 1965; MULLER, 1969; SEIGLER, 1977; DEMAIN e FANG, 2000;
MANACH et al.,, 2004). Tendo em vista que muitos desses produtos tém
apresentado significativa atividade biolégica, seu estudo tornou-se alvo importante
para a descoberta de novos farmacos (NEWMAN e CRAGG, 2012; STICHER, 2008;
VERPOORTE, 2000).
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Segundo definicdo, alcaloides sédo substancias que possuem um atomo (ou
mais de um) de nitrogénio na molécula, geralmente em um estado de oxidacao
negativo, e que provém direta ou indiretamente do metabolismo de aminoacidos.
Além disso, os alcaloides apresentam-se em baixa quantidade nos organismos
vivos. Séo facilmente encontrados nas angiospermas dicotiledéneas e também nas
monocotiledéneas, como as familias Colchicaceae e Amaryllidaceae (GURIB-
FAKIM, 2006).

A familia Amaryllidaceae apresenta um exclusivo grupo de alcaloides que
foram encontrados em todos os géneros até entdo estudados (BASTIDA et al.,
2011). Os alcaloides de Amaryllidaceae sdo formados através da unido entre 0s
aminoacidos L-fenilalanina (L-Phe) e L-tirosina (L-Tyr). Porém, isto ndo ocorre de
forma direta, uma vez que h& a formacdo de um intermediario precursor. Nos
alcaloides de Amaryllidaceae, L-Phe serve como um precursor primario do
fragmento C6-C1, correspondente ao anel A e a posicéo benzilica (C-6), e L-Tyr € o
precursor do anel C, a cadeia lateral de dois carbonos (C-11 e C-12) e de azoto, C2-
C6-N (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de formagdo do intermediario norbeladina por fusdo dos aminoacidos L-
fenilalanina e L-tirosina.
Fonte: Bastida; Lavilla; Viladomat (2006).
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No ano de 1957, Barton e Cohen propuseram que a norbeladina e os
alcaloides relacionados poderiam sofrer acoplamentos oxidativos em plantas da
familia Amaryllidaceae, uma vez que o anel A tinha sido protegido por metilacéo,
resultando em diferentes esqueletos dos alcaloides desta familia. As estruturas
desse grupo de alcaloides podem variar consideravelmente, ainda que consideradas
biogeneticamente relacionadas. Estes alcaloides séo classificados em nove tipos de
esqueletos derivados de diferentes tipos de acoplamentos fenol oxidativos do
intermediario O-metilnorbeladina, como mostra a Figura 3 (BU'LOCK,
1965; HOSHINO, 1998; UNVER et al.,, 1999; UNVER et al., 2003; BASTIDA;
LAVILLA; VILADOMAT, 2006; HE et al., 2015).

OH
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HO

O-Metilnorbeladina

orto-,(7 J para-para’ para-orto’
OH
. S
MeO O MeO MeO O
N NH
HO HO N
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Esqueletos: Esqueletos: Esqueleto:
Licorina Crinina Galantamina
Homolicorina Haemantamina

Tazetina

Narciclasina

Montanina

Figura 3: Acoplamentos fenol oxidativos em alcaloides de Amaryllidaceae.
Fonte: Bastida; Lavilla; Viladomat (2006).

O acoplamento fenol oxidativo orto-para’ origina os esqueletos do tipo licorina
e homolicorina, o para-para’ origina 0os esqueletos do tipo crinina, haemantamina,
tazetina, narciclasina e montanina, enquanto o acoplamento para-orto’ origina o
esqueleto do tipo galantamina (UNVER, 2007; BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT,
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2006). O sistema de numeracédo utilizado para esses alcaloides segue o proposto
por Ghosal; Saini; Razdan (1985).

_ Montanina
Tazetina

Galantamina

Figura 4: Representagéo dos nove nucleos fundamentais dos alcaloides de Amaryllidaceae.
Fonte: Adaptado de Bastida; Lavilla; Viladomat (2006).

Indmeros relatos desde a antiguidade manifestam a importancia medicinal
das espécies de Amaryllidaceae. Hipécrates (século 4 a.C), considerado o pai da
medicina, utilizava o 6leo de Narcissus poeticus L. no tratamento de sintomatologias
que, atualmente, se consideram como casos de cancer (ZUPKO et al., 2009; PETTIT
et al., 1986). Ha também relatos de tribos africanas que utilizavam espécies de
Amaryllidaceae para o tratamento de dor de cabeca, doencas venéreas, urindrias,
inchacos, artrites e contusbes em geral (HUTCHINGS et al.,, 1996). Ainda hoje
espécies de Amaryllidaceae sdo empregadas na medicina popular, das quais
podemos destacar: Crinum glaucum, utilizada como agente antiespasmaodico;
espécies de Cyrtanthus, usadas para dor de cabeca, tosse cronica, cistite e até lepra
e espécies de Gethyllis, indicadas para casos de flatuléncias e indigestdo
(ELGORAGHI e STADEN, 2004; KOORBANALLY; MULHOLLAND; CROUCH, 2000;
OKPO e ADEYEMI, 1998; GUDE et al., 1988).
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Os estudos quimicos e, especialmente, quimiotaxonémicos, iniciaram-se
depois de 1805, quando as espécies de Amaryllidaceae comecaram a ser
catalogadas por Jaime St. Hilaire. O primeiro isolamento deu-se apenas em 1877,
através de Lycoris radiata; sendo este alcaloide completamente caracterizado quase
100 anos depois, confirmando-se tratar do composto licorina, um dos alcaloides
mais comumente encontrados dentro de Amaryllidaceae (BASTIDA; LAVILLA,
VILADOMAT, 2006) (Figura 5). Desde entdo, os estudos quimicos foram
intensificados, sendo ja conhecidos cerca de 500 alcaloides desta familia. Em
conjunto com estes estudos, avaliacdes bioldgicas e de biossintese foram também
desenvolvidos. Confirmou-se o amplo espectro de atividades destes compostos,
especialmente as atividades antitumorais, antiparasitarias e de inibicdo da enzima

acetilcolinesterase (HE et al., 2015).

No que tange os estudos de atividade bioldgica, um dos alcaloides mais
importantes atualmente € a galantamina (Figura 5). Este composto foi isolado
inicialmente em 1952 de Galanthus woronowii, espécie nativa da Turquia, e foi
constatada sua capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Foi utilizada
clinicamente nos antigos paises do bloco comunista, para casos de miastenia gravis,
paralisia infantil, entre outras enfermidades relacionadas com a transmissao
colinérgica. Nos anos 90, este composto passou a ser um forte candidato para a
terapia de doencas neurodegenerativas, especialmente a doenca de Alzheimer.
Estudos subsequentes confirmaram sua seguranca clinica e sua habilidade de
potencializar a transmissao colinérgica por modulacdo alostérica positiva de
receptores nicotinicos pré-sinapticos (BRINE et al., 2002). Em 2001, o Food and
Drug Administration (FDA) aprovou galantamina como um dos farmacos de escolha
nos estagios leve a moderado da doencga de Alzheimer, sendo comercializado sob a
forma de bromidrato de galantamina (Razydine® e Reminyl®).

A confirmagdo da galantamina no tratamento da Doenca de Alzheimer
provocou um aumento nas pesquisas de espécies de Amaryllidaceae, uma vez que
sua propriedade farmacologica é ligada a estrutura. Consequentemente, outros
alcaloides ja demonstraram atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase igual ou
até superior a galantamina (ICsg 1,07 UM, in vitro), como a sanguinina (ICso 0,10 uM),
a 1l-hidroxigalantamina (ICsop 1,61 pM) e 1-O-acetillicorina (ICso 0,96 M)
(HOUGHTON; REN; HOWES, 2006)
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N&o obstante, outros esqueletos foram também bastante estudados com
relacdo ao perfil de atividade bioldgica. O esqueleto narciclasina parece ser um dos
mais promissores como possivel agente antiproliferativo. Da mesma forma,
haemantamina e licorina apresentaram atividade para este mesmo alvo farmacéutico
(BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT, 2006; BASTIDA et al.,, 2011). Montanina
demonstrou atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, embora inferior a da
galantamina (PAGLIOSA et al., 2010), porém apresentou atividade anti-inflamatoria
e antimicrobiana in vitro (CASTILHOS et al., 2007), gerando inclusive uma patente
para seu processo de extracdo (PCT/BR2014/000053). Neste contexto, é grande o
interesse no estudo de plantas da familia Amaryllidaceae, visando a caracterizacao
completa de seus alcaloides e, consequentemente, a avaliacdo de suas atividades
biologicas (COOK et al., 1952; BASTIDA et al., 2011; DAHLGREN et al., 1985;
ELGORAGHI; STAFFORD; VAN STADEN, 2004).

Licorina Galantamina

Figura 5: Estrutura quimica dos alcaloides licorina e galantamina.
Fonte: Adaptado de Bastida; Lavilla; Viladomat (2006).

Dentre os géneros da familia Amaryllidaceae, um que merece destaque é o
género Hippeastrum. Este género apresenta diversas espécies ornamentais no
Brasil, com ampla variagdo de cor das suas flores (DUTILH, 2005). O nome do
género provém do grego Hippos = cavalo + Aston = estrela, devido ao aspecto
caracteristico de suas flores (AMARAL, 2006). Este género é endémico da América
do Sul e encontra-se amplamente distribuido no Brasil, apresentando cerca de 30
espécies, das quais 21 sdo endémicas (de ANDRADE et al.,, 2011; DUTILH e
OLIVEIRA, 2016). As espécies desse género estdo presentes nos mais diferentes
biomas brasileiros, como o cerrado, a caatinga, a Mata Atlantica e os campos de
altitude (DUTILH, 2005; OLIVEIRA; SEMIR; DUTILH, 2013). Essas espécies
apresentam-se como plantas robustas, com folhas achatadas, disticas e escapo com

duas bracteas livres. Além disso, possuem grandes flores afuniladas, ligeiramente
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zigomorficas e coloridas e ainda, pétalas livres ou ligadas a base e curvadas para
cima (JOLY, 2002; DAHLGREN; CLIFFORD; YEO, 1985).

Apesar dos poucos estudos fitoquimicos e farmacologicos envolvendo as
espécies do género Hippeastrum, quando comparados aos demais de ocorréncia
europeia (GIORDANI et al., 2008), alguns alcaloides importantes ja foram descritos
em espeécies do Sul do Brasil. A candimina, isolada de Hippeastrum morelianum,
apresentou atividade citotoxica para o parasita Trichomonas vaginalis, enquanto
montanina, isolada de H. vittatum, apresentou atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase e atividades psicofarmacoldgicas, como antidepressiva,
anticonvulsivante e ansiolitica (GIORDANI et al., 2010; PAGLIOSA et al., 2010; da
SILVA et al.,, 2006). A licorina, um dos alcaloides mais encontrados na familia
Amaryllidaceae, também foi isolada de Hippeastrum e apresentou acao antioxidante
(GIORDANI et al., 2008). Os alcaloides narciclasina e pseudolicorina, isolados de
Hippeastrum solandriflorum, apresentaram atividade citotoxica frente a diversas
linhagens de células tumorais (CARVALHO et al., 2015). Estudo realizado por Bessa
e colaboradores (2016) obteve pela primeira vez o alcaloide N-6xido haemantamina
a partir de fonte natural e outros 31 alcaloides de Amaryllidaceae foram identificados

na espécie Hippeastrum aulicum.

Tendo em vista a vasta gama de atividades biolégicas que os alcaloides
presentes na familia Amaryllidaceae apresentam, estudos fitoquimicos vém sendo
realizados no ambito de caracterizacdo de novos alcaloides e/ou na avaliacdo de
suas propriedades biolégicas. Levando-se em conta que a espécie Hippeastrum
reginae (L.) HERB. nunca foi estudada, este trabalho se justifica como o primeiro

estudo quimico em alcaloides de Amaryllidaceae da espécie em questéo.



Figura 6: Imagem da espécie Hippeastrum reginae.
Fonte: Autoria propria.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Realizar o estudo quimico em alcaloides de Amaryllidaceae da espécie
Hippeastrum reginae (L.) Herb., baseado em processos de purificacdo, isolamento e

identificacdo destes compostos.

2.2 — ESPECIFICOS

e Obter o extrato bruto metandlico das partes aéreas e bulbos da planta
Hippeastrum reginae (L.) Herb.;

e Extrair e purificar os alcaloides presentes na respectiva espécie, baseado no
método de extracdo acido-base para alcaloides e nos diversos processos
cromatograficos de purificacéo;

e I|dentificar os alcaloides conhecidos por analises de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas;

¢ Identificar os alcaloides conhecidos por outras técnicas espectroscépicas,
como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

e Caracterizar os alcaloides inéditos por métodos espectroscépicos baseados

principalmente em experimentos de RMN uni e bidimensional.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

e O material vegetal foi triturado em liquidificador.

e Foi utilizado rotaevaporador Buchi R-3, acoplado a bomba de vacuo Vacuum
pump V-700 Buchi, com controlador de pressdao Vacuum Controller V-850
Buchi.

e Os solventes utilizados no fracionamento foram n-hexano, acetato de etila,
metanol, acetona, cloroférmio e diclorometano, todos de grau P.A. Os
solventes utilizados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
de grau HPLC e os solventes usados para a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) eram deuterados.

e O isolamento dos alcaloides por CLAE preparativo foram realizadas em
equipamento Agilent de bomba binaria modelo G1361A-1260 prep pump,
coluna Agilent Eclipse XDB-C18, 5um, 9,4 x 250 mm (semi-prep.), acoplado a
um detector 1260 MWD VL, G1365D e coletor de fragdes 1260 FC-PS,
modelo G1364B. Foi utilizada como fase mdvel uma mistura isocratica de
agua:metanol:acetonitrila (80:10:10+0,1% acido trifluoracético) e como fase
estacionaria coluna Agilent Eclipse XDB-C18, com tamanho de particula de 5
um e dimensées de 9,4 x 250 mm (semi-prep), com fluxo de 7 mL min* e
leitura no comprimento de onda de 270 e 290 nm.

e Cromatografia em Camada Delgada (CCD): Foram utilizadas placas de
aluminios encobertas com Silica gel 60 Fzs4 da marca Macherey-Nagel e
analisadas sob radiacdo ultravioleta em camara UV da Camag, nos
comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm e reveladas com reagente de
Dragendorff.

e Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP): Foram utilizadas
placas de vidro, com dimensdes de 20 x 20 cm e encobertas com Silica gel
60 F,54 da marca Macherey-Nagel.

e Cromatografia em Coluna (CC): Foi utilizada como fase estacionaria Silica gel
60, 70-90 um da marca Agela Technologies (KAUFMAN et al., 2006).
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e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Foi utilizado equipamento da marca
Varian 400 MHz, com sonda 5 mm ATB BroaBand *H/*°F/X.

e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM): Foi
usado cromatografo CG-17A Shimadzu, modelo GC-EM QP 5000, operando
no modo El a 70 eV usando coluna apolar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
Programagcéo da temperatura: 100-180°C a 15°C min™, 1 min. em 180°C, 180-
300°C a 5°C min™ e 40 min. a 300°C. Temperatura no injetor: 280°C. Fluxo de
gas: 0,8 mL min™ com gas hélio.

+ [Espectrometria de massas de alta resolugdo: foi realizada em equipamento
9,4 T FT-ICRMS Solarix por injecdo direta da amostra solubilizada em

metanol.

3.2 - COLETA DA PLANTA

A planta Hippeastrum reginae foi identificada pela botanica Dra. Renata S. de
Oliveira e coletada no dia 28 de Julho de 2014, nos jardins da pousada Aguas de
Pinon, situada no distrito de Matilde, no municipio de Alfredo Chaves, Espirito Santo
(coordenadas: lat. -20.6360937, long. -40.7477706). Foram coletados 1,8 kg de
bulbos e 800 g de folhas. Uma exsicata (N° 35308) foi depositada no Herbéario da
Universidade Federal do Espirito Santo, aos cuidados da Dra. Luciana Dias Thomaz.

3.3 - PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Folhas e bulbos foram, separadamente, triturados e secos em estufa de ar
circulante a 40°C. O material seco foi macerado com metanol, por 48 horas, e
submetido a filtracdo. Apds esse processo, o material filtrado foi submetido a uma
nova maceragcao com metanol e filtrado novamente. Os filtrados metandlicos foram
combinados e evaporados com auxilio de evaporador rotatério, dando origem ao

extrato bruto de bulbos e o extrato bruto de folhas.
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3.4 — EXTRACAO ACIDO-BASE

3.4.1 — Folhas

Foram adicionados ao extrato bruto de folhas solucdo aquosa de &acido
sulftrico (H2SO4) a 2% (v/v) até pH 2. Em seguida, a solucdo acida foi particionada
com éter etilico (3 x 150 mL) e posteriormente particionada com acetato de etila (9 x
150 mL). A fracdo etérea foi desprezada e a fracdo acetato de etila em pH acido
(FAcAc) foi armazenada para posterior confirmacdo de presenca de alcaloides. A
fase aquosa remanescente foi alcalinizada com solucdo aquosa de hidroxido de
amoénio (NH,OH) 25% até pH 10. A fase aquosa basica foi particionada com n-
hexano (9 x 150 mL), seguido de acetato de etila (9 x 150 mL) e, finalmente, uma
mistura de acetato de etila:metanol (3:1) (3 x 150 mL), dando origem as frac6es
FHex, FACEt e FAcMe, respectivamente. Cabe ressaltar que as extracdes cessaram
a partir do momento que a Ultima fracdo organica apresentou resultado negativo
para o reagente de Dragendorff. A Figura 7 ilustra o procedimento de extrag&o

acido-base descrito acima.

Extrato bruto
Folhas
(20,705 g)

HzS04 2%
Alé pH 2

Extrato acido

Eter etilico

[ Fase organica ] [Fase aquosa acida]
|Acetato de etiia

NHsOH 25% |
Até pH 10 | ,

Fase aquosa FAcAC
basica (786 mg)

n-Hexano Acetato de etila Acetalo de etilaMetanol
(1)

FHex FAcCEL FacMe
(112 mg) (350 mg) (720 mg)

Figura 7: Esquema de extracdo &cido-base do extrato bruto de folhas.




25

3.4.2 — Bulbos

Foram adicionados ao extrato bruto de bulbos solugdo aquosa de &cido
sulftrico (H2SO4) a 2% (v/v) até pH 2. Em seguida, a solucdo acida foi particionada
com éter etilico (3 x 150 mL) e posteriormente particionada com acetato de etila (9 x
150 mL) dando origem a fracdo bulbo acetato de etila &cido (BAcAc). A fase aquosa
remanescente foi alcalinizada com solu¢cao aquosa de hidréxido de aménio (NH,OH)
25% até pH 10. A fase aquosa basica foi particionada com n-hexano (9 x 150 mL),
seguido de acetato de etila (9 x 150 mL) e, finalmente, uma mistura de acetato de
etila:zmetanol (3:1) (3 x 150 mL), dando origem as fragcbes BHex, BACEt e BAcMe,
respectivamente. Cabe ressaltar que as extragées cessaram a partir do momento
gue a Uultima fragcdo organica apresentou resultado negativo para o reagente de

Dragendorff. O processo acima segue esquematizado na Figura 8.

Extrato bruto
Bulbos
(100,0 g)

Hz50s 29%

Até pH 2

[ Extrato acido ]
Eter etilico

| |

Fase organica [ Fase aquosa ]

acida

Acetato de etila

NHsOH 25%
Até pH 10

Fase aquosa BAcAc
basica (465 mg)

Acetato de etila:Metanol

n-Hexano Acetato de etila 31)
BHex BAcEt BAcMe
(260 mg) (1880 mg) (278 mg)

Figura 8: Esquema de extragdo acido-base do extrato bruto de bulbos.
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3.5 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

Os extratos n-hexano e acetato de etila das fracdes de bulbos e folhas foram
submetidos a CG/EM para identificacdo prévia dos alcaloides. Os resultados foram
comparados com uma biblioteca de alcaloides especificos de Amaryllidaceae de
propriedade do professor Dr. Jaume Bastida da Universidade de Barcelona -
Espanha. Complementarmente, todas as fra¢cdes foram submetidas a CCD,
utilizando n-hexano, acetato de etila e metanol (5:2:1) como solucdo eluente. A
fracdo FACAC ndo apresentou reacao positiva para o reagente de Dragendorff e por
isso néo foi dada continuidade em seu estudo. De acordo com a CCD e a massa do
extrato enriquecido foi decidido o procedimento cromatografico a ser realizado com

as demais fragoes.

3.5.1 — Bulbos

3.5.1.1 — Fracionamento de BACAc

A fracao bulbo acetato de etila &cido (BAcAc) foi, inicialmente, fracionada por
uma coluna de exclusdo Sephadex LH-20 utilizando como eluente somente metanol.
Em seguida, esse concentrado de alcaloides foi submetido a CC utilizando silica
como fase estacionaria e como fase movel uma mistura de n-hexano, acetato de
etila, acetona e metanol (4:3:2:1). As fracOes coletadas foram reunidas por

similaridade, através de CCD, resultando em sete subfracfes (Figura 9).

BAcCAC
(283 mg)
Silica 70-90 pm
n-hex:AcOEtAcetona:MeCQH
(4:3:2:1)
BAcAc-1 BAcAc-2 BAcAc-3 BAcAc-4 BAcAcC-5 BAcCAc-6 BAcAc-7
(16,4 mg) || (33,9 mg) || (38,4 mg) || (50,1 mg) (7,2 mg) (4,5 mg) (9,3 mg)

Figura 9: Fracionamento da amostra BAcAc por CC.
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As subfracbes foram analisadas por CCD, sendo apenas as subfracdes
BAcAc-1, BAcAc-2 e BAcAc-3 positivas para alcaloide no teste de Dragendorff. Cabe
ressaltar que as aliquotas coletadas que apresentaram resultado negativo quando
testadas com o reagente de Dragendorff foram descartadas.

A subfracdo BAcAc-1 foi submetida a uma CCDP, utilizando como fase mével
a mistura de solventes n-hexano, acetato de etila, acetona, diclorometano e metanol
(10:3:4:1:1). A partir desse procedimento, foram originadas trés novas subfracdes:
BAcAc-1A (3,9 mg), BAcAc-1B (7,9 mg) e BAcAc-1C (1,9 mg).

A subfracdo BAcAc-2 foi também submetida a uma CCDP, utilizando como
fase mével n-hexano, acetato de etila, acetona, diclorometano e metanol (10:3:4:1:1)
e foram obtidas as subfragdes BAcAc-2A (0,5 mg), BAcAc-2B (6,1 mg), BAcAc-2C
(1,2 mg), BAcAc-2D (0,5 mg), BAcAc-2E (1,1 mg), BAcAc-2F (2,2 mg), BAcAc-2G
(2,3 mg), BAcAc-2H (0,7 mg) e BAcAc-2I (7,2 mg).

A subfracdo BAcAc-3 foi submetida a uma CCDP, utilizando a seguinte
mistura de solventes: n-hexano, acetato de etila, acetona, diclorometano e metanol
(10:3:4:1:1). Foram originadas as subfragbes BAcAc-3A (2,2 mg), BAcAc-3B (1,0
mg) e BAcAc-3C (18,6 mg).

Apos andlise por CCD foi constatado que mais de uma subfracéo apresentava
0 mesmo composto, sendo assim foram reunidas para posterior isolamento por

CLAE. A Figura 10 abaixo ilustra as subfragdes reunidas.

BAcCAc-1B CLAE
) ’ BACAC-3A-1 Compostos 1e 9
r . (1 D,1 mg}
BACAC-3A
BAcAc-3B
( ) BACAC-3B-1 ] CLAE
BACAC-1A [
L J L (5.6 mg) J Composto 10
BAcCAc-2H

Figura 10: Esquema de unido das subfracdes similares e posterior isolamento por CLAE.
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Os produtos encontrados na subfracdo BAcAc-3A-1 foram isolados pela
técnica de CLAE. Os produtos foram analisados por RMN de 'H e denominados
composto 1 e composto 9.

A subfracdo BACAc-3B-1 foi fracionada utilizando os mesmos parametros
descritos acima e o produto analisado por RMN de *H foi denominado composto 10.

As demais subfracbes ndo foram estudadas devido a sucessivos resultados
negativos frente ao reagente de Dragendorff.

3.5.1.2 — Fracionamento de BAcMe

A fracdo bulbo acetato de etila/metanol foi fracionada através de CC usando
silica (70-90 um) como fase estacionaria e como fase mével uma mistura de n-
hexano, acetato de etila, acetona e metanol (3:2:2:1). As fracdes coletadas foram
unidas por similaridade, usando como método a CCD.

Apés a unido das fracdes foi realizada uma CCD para confirmacdo da
presenca de alcaloides. Somente a subfracdo BAcMe-1 apresentou resultado
positivo frente ao reagente de Dragendorff. O produto encontrado na subfracéo

BAcMe-1 foi analisado por RMN de *H e denominado de composto 14.

BAcMe
(411 mg)
Silica 70-90 pm
n-hex:AcOELAcetona: MeOH
(3:2:21)
BAcMe-1 BAcMe-2 BAcMe-3
(3,19 mg) (25,3 mg) (93,5 mg)

RMN 'H

[ Composto 14

Figura 11: Esquema de fracionamento da fracdo BAcMe por CC.

Cabe ressaltar que a coluna cromatografica apresentou coloracdo escura

apos o término do procedimento, 0 que sugere a retencdo de impurezas.
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3.5.1.3 — Fracionamento de BHex

A fracdo bulbo hexano foi fracionada por CC, utilizando silica (70-90 um)
como fase estacionaria e como solucédo eluente uma mistura de n-hexano, acetato
de etila, acetona, diclorometano e metanol nas proporcbes de 3:2:1:2:1,
respectivamente. As fracdes coletadas foram reunidas por comparacdo de CCD. O
produto isolado na CCDP da subfracdo BHex-1 foi analisado por RMN de 'H e
denominado composto 18. A subfracdo BHex-2 foi submetida a técnica de CLAE e

os produtos foram analisados por RMN de 'H e denominados composto 1 e

composto 9.
BHex
(260 mg)
Silica 70-90 pm
r-hex: AcOEt-Acetona: DCM:MeQH
(3:2:1:2:1)
BHex-1 BHex-2 BHex-3 BHex4
(4,7 mg) (43,6 mg) (30,4 mg) (39,7 mg)
CCDF
n-hex: AcOEL:
Acetona:DCM:MeOH CLAE
(3:2:2:21)
Composto 18 Compostos 1e 9

Figura 12: Fluxograma do fracionamento da fracdo BHex.

As subfracdes BHex-4, BHex-5 e BHex-6 apresentaram sucessivos resultados

negativos frente ao reagente de Dragendorff e foram descartadas.

BHex-4 BHex-5 BHex-6
(42,1 mg) (26,8 mg) (31,5 mg)

Figura 13: Esquema de fragdes descartadas a partir do fracionamento de BHex.

Para a subfracdo BHex-3 foi realizada uma CCDP utilizando como fase movel
a mistura de solventes n-hexano, acetato de etila, acetona, diclorometano e metanol
nas proporgdes de 3:2:1:2:1 e cinco novas subfragdes foram originadas, conforme
ilustrado na Figura 14 abaixo. O produto isolado na subfracdo BHex-3A foi analisado
por RMN de 'H e denominado de composto 11. Os produtos encontrados na
subfracdo BHex-3C foram isolados por CLAE e submetidos & técnica de RMN de *H

e apos analise denominados composto 4, composto 10 e composto 13. O produto
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encontrado na subfracdo BHex-3D foi analisado por RMN de 'H e denominado
composto 2. As subfracbes BHex-3B e BHex-3E foram analisadas por CCD e

apresentaram resultado negativo frente ao reagente de Dragendorft.

RN *H
BHex-3A

Composto 11
(2.3 mg)

BHex-3B
CCDP (4.6 mg)

BHex-3
(30,4 mg)

CLAE

BHex-3C Compostos 4, 10 e 13
(6.9 mg)

BHex3D | RMN'M

(3.6 mg) Composto 2

BHex-3E
3,4 mg)

Figura 14: Esquema de fracionamento da subfracdo BHex-3.

3.5.1.4 — Fracionamento de BACEt

A fracdo bulbo acetato de etila foi inicialmente fracionada por CC de Silica
(70-90 um), utilizando como fase mével uma mistura de n-hexano, acetato de etila,
acetona, diclorometano e metanol nas propor¢cbes de 3:2:1:1:1. As aliquotas
coletadas foram entdo reunidas por similaridade em CCD. O esquema de

fracionamento segue abaixo na Figura 15.
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BACEt
(1880 mg)

Silica 70-90 um
n-hex: AcOEt Acetona: DCM:MeOH
(32:1:1:1)

BACEt-1 BACEt-2 BAcEt-3 BAcCEt-4 BACEt-5
(33,7 mg) (93,5 mg) (1308,5 mg) (13,9 mg) (18.7 mg)

Figura 15: Esquema de fracionamento da fracdo BACEt.

Apoés analise das CCDs, as subfracbes BACEt-1, BACEt-2 e BACEt-4 foram
descartadas, uma vez que apresentaram sucessivos resultados negativos frente ao
reagente de Dragendorff. A subfragdo BACEt-5 foi seca e deu origem a um corpo de
fundo escurecido que apresentou resultado negativo frente ao reagente de
Dragendorff. A subfracdo BACEt-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna de
exclusao, utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 e como fase movel
apenas metanol P.A. Foi evidenciada a separagcdo das impurezas e as subfragbes
foram definidas de acordo com o perfil na CCD.

A subfracdo BACEt-3E foi submetida a uma CCDP utilizando como fase movel
a mistura de n-hexano, acetato de etila, acetona e metanol (3:2:1:1) e os produtos
encontrados foram identificados por RMN de *H, tratando-se do composto 2 e do

composto 13.

Devido & massa e as caracteristicas apresentadas pela subfracdo BACEt-3C
frente a CCD, a mesma foi submetida a uma CC de Silica (70-90 um), utilizando
como eluente a mistura de solventes n-hexano, acetato de etila, acetona e metanol
(3:2:1:1), dando origem a seis novas subfracdes. As subfracdes BAcCEt-3C.1, BACEt-
3C.2, BACEt-3C.3 e BACEt-3C.4 apresentaram resultado negativo frente ao reagente
de Dragendorff, sendo assim, néo foi dada continuidade em seus fracionamentos. A
subfracdo BACEt-3C.6 foi submetida a uma nova CC, utilizando como fase
estacionaria Silica (70-90 um) e como fase movel a mistura de solventes n-hexano,
acetato de etila, acetona e metanol (3:2:1:1) e trés novas subfracbes foram
originadas. Apos testes de CCD, as subfracdes BACEt-3C.6A e a subfracdo BACEt-
3C.5 foram reunidas por apresentarem grande similaridade. Assim como as
anteriores, as subfracbes BACEt-3C.6B e BACEt-3A foram agrupadas para um

melhor desenvolvimento deste trabalho.



32

A subfracdo BACEt-3C.5 foi fracionada utilizando a CCDP e como fase mével
uma mistura de n-hexano, acetato de etila, acetona e metanol (3:1:1:1), dando
origem a trés novas subfracées: a) BACEt-3C.5A (3,6 mg); b) BAcEt-3C.5B (5,8 mg);
e ¢) BACEt-3C.5C (9,4 mg). Os produtos encontrados na subfracdo BACEt-3C.5C
foram isolados por CLAE. Os produtos foram submetidos & técnica de RMN de *H e
apos analise denominados composto 1 e composto 9. As subfracdes BACEt-3C.5A e
BACEt-3C.5B apresentaram resultado negativo frente ao reagente de Dragendorff e

foram descartadas.

BACEL-3
(13085 mqg)

Sephadex LH-20
Metanol

BACEL-3A BACEt-3B BACE®-3C BACEL-3D BACEL-3E
(3609 mg) (300mg) (7917 mg) (55 mg) (172 mg)
CCOP
Silica 70-90 pm n-hex:AcOEL:
n-hexAcOEtAcetona: AcetonaMeOH
MeOH (3:2:1:1)
(F:2:1:1)

[ Compostos 2e 13 ]

BACEE-3C 1] |BACEL-3C 2| |BACELR-3C 3] |BACEL-3C 4] |BACER-3C.5] |BACER3C.E
(329mag) || (106 mg) | [(201,6 mg}| | (353 mg) || (14,9 mag} | |(387,1 mg)

Silica 70-90 pm
n-hex:AcOEL
AcetonaMeOH
(3:2:1:1)

BACEL-3C.6C| | BACEL-3C.6B| | BACEL-3C.6A
(20,1 mg} (3025 mg) (37,8 mag)

Figura 16: Fracionamento da subfracdo BACEt-3 por cromatografia de excluséo.

A subfragdo BACEt-3A foi inicialmente fracionada pela técnica de CC,
utilizando Silica (70-90um) e como fase moével uma mistura composta por n-hexano,
acetato de etila, acetona, diclorometano e metanol, nas proporgdes de 3:3:1:1:1. A

sequéncia de fracionamento segue abaixo na Figura 17.
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A subfracdo BACEt-3A.2 apresentou resultado negativo frente ao reagente de
Dragendorff e seu estudo ndo foi continuado. A subfracdo BACEt-3A.1B foi
descartada, uma vez que apresentou sucessivos resultados negativos frente ao
reagente de Dragendorff. O mesmo se deu com a subfragdo BACEt-3A.3B. Os
produtos encontrados na subfracdo BACEt-3A.3A.1 foram isolados através da
técnica de CLAE. Os produtos isolados foram submetidos & técnica de RMN de 'H e
apos andlise denominados composto 1 e composto 9. A subfracdo BACEt-3A.3A.3
foi submetida diretamente a RMN de 'H e o produto encontrado foi denominado
composto 12. A subfracdo BACEt-3A.3A.2 apresentou resultado positivo quando
testada com o reagente de Dragendorff e seu isolamento se deu pela técnica de
CLAE. O composto isolado foi analisado por RMN de 'H, sendo denominado
composto 6. A subfracdo BACEt-3A.3A.4 apresentou resultado positivo quando
testada com o reagente de Dragendorff e seu isolamento se deu pela técnica de
CLAE. Os compostos isolados foram analisados por RMN de 'H, sendo

denominados composto 2 e composto 15.

BACEL-34

(66,3 mg)
BACEL-34.1 BACEL-3A.2 BACEL-34.3 BAcEt-34.4] BAcEL-34.5
(344 mg) (41,3 mg) (183,5 mg) (253,1 mg) (141,6 mg)

CCDP
n-hex:AcDErAcetons
DCM:MeOH
[2:3:1:2:1)

CCDP

n-hex:AcDEL Acetona:
DCM:MeOH
[1:3:1:2:1)

BACEL-34.34 BACEL-34.368

(84,8 mg) (71,6 mg)
BACEL-3A 1A BACEt-34.1B
(6,1 mg] (23,6 mg) CCDP
- n-hex:AcOERAcetons
RMM H CHCL:MeOH
[3:3:1:2:1)
Composto 18 |

BACEL-34.348.1 BACEt-34.348.2] | BAcEt-3A3A 3] | BACEL-34.34.4
(6,7 mg) (13,5 mg) (73mg) (4,5 mg)
CLAE CLAE RMM H CLAE
Compostos1ed Composto & " Composto 12 Compostos 2e 15

Figura 17: Esquema de fracionamento da subfragdo BACEt-3A.
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A subfracdo BACEt-3A.4 foi fracionada pela técnica de CCDP e deu origem a
sete novas subfracdes. Os produtos encontrados na subfracdo BACEt-3A.4A foram
isolados através da técnica de CLAE. Os produtos isolados foram submetidos a
técnica de RMN de 'H e apés anélise denominados composto 1 e composto 9.
Diferentemente da subfracdo anterior, as subfracdes BACEt-3A.4D, BACEt-3A.4F e
BACEt-3A.4G apresentaram resultado negativo e foram descartadas. Os produtos
encontrados nas subfracdes BACEt-3A.4B e BACEt-3C.4C foram submetidos a
técnica de RMN de 'H e denominados composto 2 e composto 7, respectivamente.
O produto encontrado na subfracdo BACEt-3A.4E foi isolado pela técnica de CLAE e

submetido a analise de RMN de *H, sendo caracterizado como composto 14.

BACEL3A4A |1oue | Compostos1e 9 ]
(30,0mag} |2.RMHHL

BACEL-3A4B lpane [
CCoP (11,7 mag)} Composto 2
n-hex:AcOEtAcelona ' \
DCM:MeCH

23124

BACE3A4C |FMNH
(3,7 ma) Composto 7

BAcEt-3A 4
(2531 mg)

BAcEt-3A 4D
(116,7 mg)

BACEL-3A4E |1.CLAE
(168mg) [zrwnn| Composto14

BACEL-3A4F
(15,4 ma)

BACEL-3A 4G
(28,1 mg}

Figura 18: Esquema de fracionamento da subfracdo BAcEt-3A.4 via CCDP.

A subfracdo BACEt-3A.5 foi fracionada utilizando a técnica de CCDP (Fm: n-
hexano, acetato de etila, acetona e metanol (3:1:1:1)) e foram obtidas trés
subfracdes: a) BACEt-3A.5A (53,6 mg), que apresentou resultado negativo para
alcaloides em CCD; b) BACEt-3A.5B (50,8 mg), apresentou resultado negativo para
alcaloide em CCD; c) BACEt-3A.5C (9,4 mg), esta subfracéo foi submetida a técnica
de RMN de 'H e apés analise denominada composto 16; e d) BAcEt-3A.5D (2,5 mg)
apresentou resultado positivo para alcaloide em CCD, foi submetido a técnica de

RMN de 'H e ap6s analise denominado composto 17.
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3.5.2 — Folhas

3.5.2.1 — Fracionamento de FHex

A fracédo folha hexano foi, inicialmente, submetida a CC utilizando como fase
estacionaria Silica (70-90 um) e como fase mdvel uma mistura de solventes
contendo n-hexano, acetato de etila e metanol (3:5:1). Este fracionamento inicial
rendeu quatro novas subfragdes, conforme ilustrado na Figura 19.

As subfracbes FHex-1 e FHex-2 apresentaram sucessivos resultados
negativos frente ao reagente de Dragendorff e foram descartadas. A subfracéo
FHex-3 foi submetida a técnica de CCDP (Fm: n-hex:AcOEt:Acetona:Metanol
(5:4:1:1)), sendo obtidas quatro novas subfragbes. A subfragdo FHex-3A foi
submetida a técnica de CLAE e apds andlise de RMN de 'H os produtos foram
identificados como composto 6 e composto 9. A subfracdo FHex-3B foi submetida a
técnica de RMN de 1H e identificado como composto 9. A subfracdo FHex-3C foi
submetida a técnica de RMN de 1H e identificado como composto 2, e a subfracéo
FHex-3D foi submetida a técnica de RMN de 1H e identificado como composto 10. A
subfracdo FHex-4 foi submetida a uma CCDP (Fm: n-hex:AcOEt: Acetona:Metanol
(3:4:2:1)) e duas subfragbes foram obtidas. A subfracdo FHex-4B foi submetida a

técnica de RMN de 'H e identificado como composto 17.

FHex-1
(50,0 mg)
FHex-3A |CcLAE
FHex-2 (1.8 mg) 4[ Compostos 6e 9 ]
(13,8 mg) '
CC
n-hex:AcOEEMeOH CCDP FHer-2B| gpn 1
3:5:1 Composto 9

FHex-3 | nhex:AcOEtAcetonaMeOH|] 132 m
(32,5 mg}\ 5:4:1:1 B.2ma)

FHex
(112 mg] FHex-3C| RMN'H
(0.8 mg) Composto 2
FHex-4
(4.0ma) FHex-3D | rmnH
CCDP (0.8 mag) Composto 10
n-hex:AcOELAcetonaMeOH
34241

FHex-4A FHex-4B | RMN H
(U,E mg} (2,3 mg} Eﬂmpﬂﬁtﬂ 17

Figura 19: Esquema de fracionamento da fragdo FHex.
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3.5.2.2 — Fracionamento de FACEt

A fracdo folha acetato de etila foi fracionada através de uma CC (Fe: Silica
70-90 pum; Fm: n-hex:AcOEt:MeOH (5:5:1)) dando origem a cinco novas subfracdes.

As subfracfes FACEt-4 e FACEt-5 foram testadas e apresentaram sucessivos
resultados negativos frente ao reagente de Dragendorff, sendo, portanto,
descartadas. A subfracdo FACEt-3 foi submetida a uma CCDP, utilizando como
solvente uma mistura de n-hexano, acetato de etila, acetona, diclorometano e
metanol (4:3:1:1:1), dando origem a cinco novas subfracdes. A subfracdo FACEt-3B

foi submetida a técnicas de RMN de *H e denominada composto 3.

FAcEt
(350 mg)
FACEH-1 FACEt-2 FACEL-3 FAcEt-4 FACEt-5
(29,2 mg) (170,4 maq] (34,6 ma) (23,8 mg) (38,2 maq)
CCcop
n-hex: AcOEtAcetona
DCM:MeOH
4:3:1:1:1

FAcEt-3A| |FAcCE-3B| |FAcEt3C| |FAcER3D] |FACEL-3E
B346mo) | (1.2mao)| |(34.6 mg)| [(34,6 mg)| [(34,6 mg)

RMM 'H

—

Composto 3

—

Figura 20: Esquema de fracionamento inicial da fragdo FACEt.

A subfracdo FACEt-2 foi inicialmente fracionada pela técnica de CC (Fe: Silica
70-90 pm; Fm: n-hex:AcOEt:Acetona:DCM:MeOH (4:3:1:1:1)), sendo originadas
cinco novas subfragbes. A subfragdo FACEt-2A apresentou sucessivos resultados
negativos frente ao reagente de Dragendorff e foi descartada. A subfracdao FACEt-2B
foi fracionada pela técnica de CCDP. Apds essa etapa, os produtos foram
analisados por RMN de *H e denominados composto 10 e composto 13. Assim como
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a anterior, a subfracdo FACEt-2D foi submetida a uma CCDP e seus produtos
enviados para andlise de RMN de 'H, sendo caracterizados como composto 3,
composto 5 e composto 8. A subfracdo FACEt-2C foi fracionada pela técnica de
CCDP, sendo obtidas sete novas subfracbes. A subfracdo FAcEt-2C.3 foi,
inicialmente, submetida a uma CLAE e os produtos isolados foram submetidos a
técnica de RMN de 'H e apés andlise denominados composto 1, composto 2 e
composto 10. A subfracdo FACEt-2C.4 foi submetida as técnicas de RMN de 'H e
classificada como composto 7. As demais subfragcbfes apresentaram resultado

negativo frente ao reagente de Dragendorff e foram descartadas.

FAcEt-2
(170,4 ma]
cC
n-hex:AcOEtAcetona:
DCM:MeCH
4:31:11
FACEt-2A FAcCEt-2B FACEt-2C FAcEt-2D FACEt-2E
(6.6 mg) (3,5 mg} (112,9 ma} (11,6 mg) (257 mg)
CCDP ccop GCDP
n-hex:AcOELAcetona: n-hex:AcOEtAcetona | nhex:AcOEtAcetona:
DCM:MeOH DCMMeOH DCM:MeOH
4:3:1:1:1 4311 £3:1:1:1
[ Compostos 10e 13 ] [ Compostos 3,5e 8

FACEt-2C. 1| | FACER2C.2 | | FACER2C.3 | | FACER-2C .4 | | FACER-2C .5 | | FACER2C.6 | | FACEL-2C 7
(2.3 mag) (10,1 mag) (10,8 mag) (1,3 mag) (1,6 mag}) (1,6 mag} (40,5 mag)

1.CLAE |2 RMM"H

Compostos 1, 2e 10

l Composto 7 I

Figura 21: Fracionamento cromatografico de FACEt-2.

] RMM 'H
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da anédlise de CG/EM foram identificados 11 alcaloides nas fracdes
hexano e acetato de etila de folhas e bulbos, sendo que quatro ndo tiveram padrao
de fragmentacao identificado pela biblioteca. Albomaculina foi o alcaloide mais
abundante na fracdo n-hexano, enquanto o alcaloide 2-a-7-dimetoxihomolicorina foi

0 mais abundante na fracao acetato de etila.

FOLHA n-HEXANO

s

1l
|

0
Time:

75

50

X
454 595 736 877 1057 1238 1418 1508 17.78 1958 2138 2318 2499 2679 2859 3039 3220 3400 3580 37.60 3941 4121 4301

FOLHA AcOEt

IV v
A

Vil

VI
Vi

[N

1]
Time:

50

T T T T T T T T T T T Uy T T T T T T T T T T T
454 595 736 8.77 1057 12.38 1418 1598 17.78 10.58 21.38 23.18 2400 26.79 2859 3030 3220 3400 3580 37.60 39.41 4121 43.01

BULBOS AcOEt

IX

0l

\i

0
Time:

75

50

T T T T T T T T T T T T u T T T T T T T T T T
4.54 595 7.36 877 1057 1238 1418 1598 17.78 19.58 21.38 23.18 2499 26.79 2859 3039 3220 34.00 3580 3760 3941 4121 43.01

BULBOS n-HEXANO

X

XI

L

Time:

T T T T T T T T T T T T T T i T T T T T T T T
454 595 7.36 877 10.57 1238 1418 1598 17.78 19.58 21.38 23.18 2499 2679 2859 30.39 3220 34.00 3580 37.60 3941 4121 43.01
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Tabela 1: Dados de CG/EM das fracdes n-hexano e acetato de etila.

FOLHA n-HEXANO

Alcaloides TR % M’ EM
| - TIPO-HOMOLICORINA 29.82  8.42 (<1) 110(11), 109(100), 108(26), 94(4), 82(4), 81(6), 67(3)
Il - ALBOMACULINA 30.58 81.45  345(<1) 221(1),193(1),165(1),110(10),109(100),108(25),94(2),82(3)
Il - TIPO-HOMOLICORINA-Subst. 2-OMe 33.13 10.13 (<1) 140(10), 139(100), 125(5), 124(63), 94(7), 65(2)
TOTAL 100.00

FOLHA AcOEt

Alcaloides TR % M* EM
IV - 8-O-DESMETILHOMOLICORINA 30.55 2.77  301(<1) 195(0.5),164(2),109(100),108(25),94(3),82(3)
V - TIPO-HOMOLICORINA — Subst. 2-OH 3174 1.24 (<1) 126(8), 125(100), 96(36), 107(3), 52(4)
VI - TIPO-HOMOLICORINA — Subst. 2-OMe ~ 32.38  9.26 (<1) 140(7), 139(100), 124(69), 96(14), 94(5), 82(4), 77(3), 67(3)
VII - 2-a-METOXIHOMOLICORINA 32.45 7.70  345(<1) 206(<1),178(2),150(1),139(100),124(64),96(5),94(5),81(3)
VI - 2--7-DIMETOXIHOMOLICORINA 33.16 79.03 374(<1) 221(1),193(1),139(100),124(75),96(5)
TOTAL 100.00

BULBOS AcOEt

Alcaloides TR % M EM
IX - SANGUININA 2457 0.15 273(100) 272(83),256(22),212(23),202(54),160(77)
| - TIPO-HOMOLICORINA 29.81 3.73 (<1) 110(8), 109(100), 108(22), 94(3), 82(4), 79(2), 67(2), 53(2)
Il - ALBOMACULINA 30.59 11.21  345(<1) 221(1),193(1),165(1),110(10),109(100),108(25),94(2),82(3)
V - TIPO-HOMOLICORINA — Subst. 2-OH 31.77 171 (<1) 125(100), 124(14), 123(4), 96(56), 76(3), 67(5)
VI - TIPO-HOMOLICORINA — Subst. 20Me ~ 32.41 5.24 (<1) 140(10),139(100),125(22),124(70),96(12),94(5),81(4),67(3)
VII - 2-a-METOXIHOMOLICORINA 32.49 6.23  345(<1) 206(<1),178(2),150(1),139(100),124(64),96(5),94(5),81(3)
VIII - 2-0-7-DIMETOXIHOMOLICORINA 33.22 71.73 374(<1) 221(1),193(1),139(100),124(75),96(5)
TOTAL 100.00

BULBOS n-HEXANO

Alcaloides TR % M EM
X - GALANTAMINA 2429 0.62  287(83) 286(100),270(13),244(24),230(12),216(33),174(27),115(12)
XI - HOMOLICORINA 29.82 36.73 315(<1) 206(<1),178(2),109(100),150(1),108(22),94(3),82(3)
Il - ALBOMACULINA 30.62 57.86 345(<1) 221(1),193(1),165(1),110(10),109(100),108(25),94(2),82(3)
VI - TIPO-HOMOLICORINA — Subst. 2-OMe ~ 32.48 0.43 (<1) 140(11), 139(100), 124(68)
Il - TIPO-HOMOLICORINA — Subst. 2-O0Me ~ 33.16 4.35 (<1) 140(9), 139(100), 124(63), 96(6), 94(6), 81(3), 77(2), 67(2)
TOTAL 100.00

Todas as subfracOes obtidas na extracédo foram testadas por CCD, utilizando

como revelador o reagente de Dragendorff. As subfragcbes Folha acetato de etila

acido (FAcAc) e Folha acetato de etila metanol (FAcMe) apresentaram resultado

negativo na CCD anteriormente descrita e por isso nao foram trabalhadas.

Foram obtidos neste trabalho 18 compostos, todos pertencentes a classe dos

alcaloides isoquinolinicos. A identificacdo se deu através de comparacdao de

resultados de RMN com a literatura e analise de RMN bidimensionais (Tabela 2).
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Tabela 2: Identificagdo dos alcaloides isolados de H. reginae.

NUumero Alcaloide Massa (mg)
1 homolicorina 10,4
2 2-a-metoxi-7-hidroxihomolicorina 17,7
3 2-a-7-dihidroxihomolicorina 15
4 2-a-metoxihomolicorina 2,3
5 2-a-hidroxialbomaculina 0,7
6 7-hidroxihomolicorina 0,5
7 8-0O-desmetilhomolicorina 2,1
8 albomaculina N-6xido 1,0
9 albomaculina 15,0
10 2-a-7-dimetoxihomolicorina 8,2
11 7-metoxi-O-metillicorenina 0,7
12 hippeastrina 7,3
13 sanguinina 1,0
14 11-p-hidroxisanguinina 2,0
15 tazetina 2,1
16 11-hidroxivitatina 8,5
17 pancracina 1,8
18 trisfaeridina 0,4

1 R1=Me, R2=Me, R3=H, R4+ R5=O, R6=H 7 6
2 R,=Me, R,=Me, Ry=OH, R;+ Rs=0, R;=OMe
3 R1:Me, R2:Me, R3:OH, R4+ R5:O, RG:OH

4 R,=Me, R,=Me, Ry=H, R,+ Rs=0, R;=OMe

5 R,=Me, R,=Me, R;=OMe, R4+ Rs=0, Rs=OH

6 Ry=Me, Ry=Me, R;=OH, R4+ Rs=0, Rs=H

7 Ry=Me, Ry=H, Ry=H, R,+ Rs=0, Rg=H

9 R,=Me, R,=Me, R;=OMe, R4+ Rs=0, Rg=H

10 R{=Me, R,=Me, R;=OMe, R;+ R5=0, Rg=OMe
11 R,=Me, R,=Me, R;=OMe, R,=H, Rs=OMe, Rg=H
12 R+ Ry=CH,, Ry=H, Ry+ Rs=0, Rg=OH 8

Figura 22: Estrutura quimica dos compostos isolados da planta H. reginae.
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4.1 - COMPOSTOS ISOLADOS

Neste trabalho, foram isolados 18 compostos pertencentes a classe dos
alcaloides isoquinolinicos com esqueletos dos tipos homolicorina, galantamina,

tazetina, haemantamina e montanina, conforme ilustrado na Figura 22.

4.1.1 - Compostos com esqueleto do tipo homolicorina

O fracionamento dos extratos das folhas e bulbos da espécie Hippeastrum
reginae levou ao isolamento e identificacdo de 12 alcaloides derivados do nucleo
homolicorina. Cabe ressaltar que a ferramenta de RMN foi utilizada para todos os
compostos purificados, e as analises de ultravioleta (UV), rotacéo especifica (a-D) e
espectrometria de massas de alta resolucdo foram realizadas apenas para

substancias inéditas.

O esqueleto do tipo homolicorina apresenta caracteristicas especificas para
esse tipo de alcaloide, sendo elas: a) a presenca de dois hidrogénios singletos
aromaticos para-orientados, com deslocamentos quimicos entre 6,90 e 7,50 ppm.
Nos alcaloides da série lactona, o hidrogénio da posi¢ao 7 (H-7) apresenta-se mais
desblindado que o hidrogénio H-10 devido a proximidade com o grupo peri-carbonil
da lactona; b) os alcaloides com o grupo hemiacetal sempre apresentam o
substituinte em C-6 alfa-orientado; c) grande parte desses alcaloides provém de uma
Gnica série enatiomérica que apresenta uma juncao cis entre os anéis B/C, que pode
ser comprovada pela pequena constante de acoplamento J; 10 (~ 2,0 Hz). A Unica
excecao encontrada para este esqueleto é o alcaloide hippapiline, isolado por Guo e
colaboradores (2016), que apresenta grande constante de acoplamento (J=4,5 Hz);
d) uma constante de acoplamento grande entre os hidrogénios H-4a e H-10b (J4a.10b
~ 10Hz) que evidenciam uma relacéo trans-diaxial; e) no geral, o anel C apresenta
um hidrogénio vinilico, e caso haja uma substituicdo na posi¢cdo C-2 por um grupo
hidroxila (OH), metoxila (OMe) ou acetil (OAc) este deve sempre encontrar-se alfa-
orientado; f) o singleto correspondente ao grupo N-metil (NMe) apresenta-se na faixa

de deslocamento quimico entre 2,0 e 2,2 ppm; e g) 0 H-12« apresenta-se mais
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desblindado que o hidrogénio H-124 devido a relagcéo cis com o par de elétrons do

nitrogénio do grupo NMe (Bastida; Lavilla; Viladomat, 2006).

O composto 1 foi obtido nas subfragbes BAcAc-3A-1, BHex-2, BACEt-3C.5C,
BACEt-3A.3A.1, BACEt-3A.4A e FACEt-2C.3, apresentando-se como um solido
branco. O composto foi solubilizado em CDCl; para anélise de RMN de *H.

As principais caracteristicas do espectro de RMN de *H do composto 1
(CDCls3, 25°C) encontradas foram dois sinais de hidrogénios singletos arométicos p-
orientados em 7,49 e 6,97 ppm, referente aos hidrogénios das posicdes 7 e 10
respectivamente; um hidrogénio singleto olefinico em 5,45 ppm, referente ao
hidrogénio da posicédo 3; um hidrogénio tripleto em 4,73 (J = 2,0 Hz) ppm atribuido
ao hidrogénio da posicdo 1; dois singletos, integrando para 3 hidrogénios cada,
referente aos grupos OMe das posices 8 e 9 em 3,88 e 3,87 ppm; um hidrogénio
singleto largo, com deslocamento quimico de 3,11 ppm, atribuido ao hidrogénio da
posicdo 12a; um hidrogénio multipleto em 2,59 — 2,70 ppm, com integracdo de 2H,
atribuido as posi¢fes H-4a e H-10b; um sinal multipleto, com deslocamento quimico
entre 2,52 — 2,58 ppm, com integracdo de 2H, referente aos hidrogénios da posicao
2; um sinal multipleto, com deslocamento quimico entre 2,42 — 2,48 ppm, com
integracdo de 2H, referente aos hidrogénios da posicdo 11; um hidrogénio
quadrupleto (gq) com 6 2,20 ppm (J = 9,6 Hz), referente ao hidrogénio da posi¢cao
12B; e um singleto referente ao grupo NMe em 61,95 ppm, apresentando integracao

para trés hidrogénios.

O composto 1 apresenta caracteristicas condizentes com o esqueleto do tipo
homolicorina pertence a série das lactonas, uma vez que apresenta um grupo éster
ciclico na posicdo seis. Essa informacdo pode ser confirmada pela auséncia de
hidrogénios na posicéo 6, e ainda a atribuicdo por RMN de **C do carbono 6 como

uma carbonila.

A estereoquimica do esqueleto mantém-se preservada, pois provém da fuséo
cis entre os anéis B e C do esqueleto que o origina. Além disso, pode-se destacar
também que o hidrogénio a orientado da posi¢cdo 12 apresenta-se mais desblindado
gue o hidrogénio 8 da posicao 12, devido a relacéo cis com o par de elétrons livre do
atomo de nitrogénio do grupo NMe, conforme descrito por Bastida; Lavilla; Viladomat
(2006).
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Figura 23: Espectro de RMN de "H do composto 1 (CDCls, 400 MHz).
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Ap6s analise do espectro de RMN de *H foi proposto que o composto 1 seja o

alcaloide homolicorina. Foi realizada uma pesquisa na literatura para a comprovacao

da hipotese, e ap6s a comparacédo dos deslocamentos quimicos e multiplicidade dos

sinais determinou-se o composto 1 como o alcaloide homolicorina.

Figura 24: Estrutura quimica do alcaloide homolicorina (1).

Tabela 3: Dados de RMN de 'H do composto 1 (CDCl;, 400 MHz) em comparacéo com a literatura

(CDCl,, 200 MHz) (BASTIDA et al., 1987).

Posicao 8u(J em Hz) Composto 1 dy(J em Hz) Literatura
H-1 4,731l (2,0) 4,81 ddd (4,2; 1,8; 1,7)
H-2 (2H) 2,52 -2,58m 2,49 m
H-3 545s 5,50 m
H-4a 2,59-2,70m 2,72 dd (9,6; 2,0)
H-7 7,49 s 7,57 s
H-10 6,97 sl 6,99 s
H-10b 259-2,70m 2,64 dd (9,6; 1,8)
H-11 (2H) 2,42 -2,48 m 2,61-2,67m
H-12a 3,11 sl 3,14 ddd (9,2; 5,3; 4,1)
H-128 2,20 g (9,6) 2,24 dd (18,0; 9,2)
8-OMe 3,88s 3,96 s
9-OMe 3,87s 3,95s
NMe 195s 2,00s

4.1.1.1 — Composto 2

O composto 2 foi obtido nas subfracbes BHex-3D, BACEt-3E, BACEt-3A.3A.4,

BACEt-3A.4B, FACEt-2C.3 e FHex-3C, apresentando-se como um sdlido branco. O

composto foi solubilizado em CDCI; para analise de RMN de *H.

Foi identificado no espectro de RMN de *H um hidrogénio singleto na regi&o

de hidrogénios aromaticos (6 6,58 ppm), indicando uma possivel substituicdo na

posicdo H-7 ou H-10. Um singleto largo com deslocamento quimico de 5,64 ppm,
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caracteristico da posicdo H-3 olefinica. Um hidrogénio singleto, com ¢ 4,88 ppm,
atribuido a posicdo H-1. Um singleto largo, com deslocamento quimico de 4,21 ppm
e integracao para 1H, atribuido ao hidrogénio da posicdo H-2 substituida. Dois sinais
singletos na regido de metoxilas aromaticas (6 3,90 e 3,91 ppm), com integracéao de
3H e um sinal singleto em & 3,50 ppm, com integracdo para 3H, caracteristico de
metoxila ndo aromatica. Esses dois ultimos fatores indicam que a posi¢cdo C-2
encontra-se substituida por um grupo metoxila, uma vez que ha a presenca de um
sinal de metoxila ndo aromatica e o hidrogénio da posicdo 2 encontra-se
desblindado com relacdo ao alcaloide homolicorina. Foi observado um sinal
multipleto, com deslocamento quimico de 3,16 ppm, atribuido a posicdo H-12a.
Foram observados dois sinais de hidrogénios dubletos, com ¢ 2,83 e 2,89 ppm,
integracdo de 1H cada, e constante de acoplamento de aproximadamente 9,2 Hz,
caracteristico das posicoes H-4a e H-10b, respectivamente. Esse valor de constante
de acoplamento é caracteristico de uma relacdo trans-diaxial entre esses
hidrogénios e segue o descrito por Bastida; Lavilla: Viladomat (2006) para o
esqueleto homolicorina. Foi observado também, um sinal de hidrogénio multipleto,
com ¢ entre 2,40 — 2,60 ppm e integracdo de 2H, atribuido aos hidrogénios da
posicdo H-11. Um sinal de hidrogénio quadrupleto foi observado com deslocamento
quimico de 2,28 ppm (J = 9,2 Hz) e atribuido a posi¢cdo H-124. Cabe ressaltar que os
hidrogénios da posicdo C-12 apresentaram-se conforme descrito por Bastida,
Lavilla; Viladomat (2006), onde o 12a encontra-se mais desblindado que o 128,
devido a relacdo cis com o par de elétrons livre do atomo de nitrogénio do grupo
NMe. Por fim, foi observado um sinal singleto com deslocamento quimico de 2,07

ppm e integracao de 3H, atribuido aos hidrogénios do grupo NMe.

Ap6s a andlise do espectro de RMN de 'H foi proposto que o composto 2
pertenca ao esqueleto do tipo homolicorina com um substituinte metoxila na posicao
C-2 e deficiente de um hidrogénio aromatico. Para a completa elucidacdo da
estrutura quimica foram realizados os ensaios de RMN de *C e RMN
bidimensionais, como NOESY, COSY, HMBC, HSQC, além da analise de

espectrometria de massas de alta resolucao.
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O espectro de RMN de *C em associacdo com os mapas de contornos
HSQC e HMBC permitiu a atribuicdo de dezenove sinais e suas correlacdes com
seus respectivos hidrogénios. O sinal em & 169,2 ppm € caracteristico de carbono
carboxilico, o que comprova a presenca do grupo lactona no esqueleto homolicorina.
A analise do espectro de COSY apresentou uma importante correlacdo entre o
hidrogénio aromatico e a metoxila da posicao C-9 (9-OMe), o0 que sugere a presenca
do hidrogénio aromético na posicdo H-10. Essa hipotese é confirmada pela
correlacdo de NOESY do hidrogénio aromatico (H-10) com o grupo 9-OMe e o0 grupo
NMe e a auséncia de correlagbes de NOESY e COSY entre o hidrogénio da posicao
C-7 e outro hidrogénio da molécula, indicando sua substituicdo por um grupo
hidroxila (essa hipbtese pode ser confirmada pela técnica de massas de alta
resolucéo). Foi observado uma intensa correlagdo de COSY entre os hidrogénios
das posicoes H-4a e H-10b e a auséncia de uma correlagcdo de NOESY entre eles, o
que reafirma a orientacdo trans entre esses hidrogénios. Foi observado uma
correlagcdo de NOESY entre os hidrogénios da metoxila da posi¢cdo C-2 (2-OMe) com
o hidrogénio H-1, confirmando assim o local de substituicdo e a orientacédo alfa da
metoxila. Com o mapa de contornos HSQC foi possivel diferenciar os carbonos
CH/CHj3; dos carbonos CH;, e com isso determinar as correlacfes C/H das posicoes

C-11 e C-12, além das demais correlacdes da estrutura.

ApoOs andlise dos espectros de RMN e comparacdo com os dados da
literatura, foi proposto que o composto 2 pertence ao esqueleto do tipo homolicorina,
com um substituinte metoxila ndo aromatica alfa-orientado e desprovido de um
hidrogénio aromético, que pode ter sido substituido por um grupo hidroxila. Sendo
assim, foi proposto que 0 composto 2 seja 0 alcaloide 2-a-metoxi-7-

hidroxihomolicorina.

Figura 26: Férmula estrutural do composto 2.
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Para a confirmacdo da estrutura proposta foi realizada a analise de
espectrometria de massas de alta resolu¢do. Foram observados os ions com m/z
[M+H]" 362,16171 (calculado C1gH24NOg" 362,15982), [2M+H]" 723,31714 (calculado
CagH47N201," 723,31235) como representado na Figura 32.
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0.6

0.4

640.31686

0.2

1 284.33233 ‘L 447.21568 553.29535 \
0.0 - I' Al l-.uln . LII Lk l .lnh.lhl ll |l nll LIJ .L“.Ll.l s .“ llh o " N L

T T Y T t T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz

Figura 32: Espectro de massas de alta resolucéo do alcaloide 2-a-metoxi-7-hidroxihomolicorina (2).

Apos pesquisa em literatura cientifica, ndo foram encontrados dados com
relacdo ao isolamento, elucidacao estrutural e atividade bioldgica para o alcaloide 2-
a-metoxi-7-hidroxihomolicorina. Por tratar-se de um composto inédito, foi realizada
andlise de ultravioleta (UVweor)(0,02706 mg mL™), Anax(loge) 221 (1,28), 275 (0,93)
nm) e rotacdo especifica ([¢]p?> + 50,620 (c 0,11, MeOH).
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Tabela 4: Dados de RMN de "H, COSY, NOESY, HSQC e HMBC do Composto 2 (400 MHz, CDCly).

Posicdo &, (J em Hz) COSY NOESY “CIHSQC HMBC
C-3,C-4a, C-
H-1 4,885 H-2, H-3, H-10b H-2, H-10b, 2-OMe 772d 10a, C-2, C-
10b
H-2 4,215l H-1, H-3, H-11a/8,H-4a  H-1, H-3, 2-OMe, H-10b 76,3d
H-3 5645 H-1, H-2, H-4a, H-11 a/8  H-2, H-11alB, 2-OMe 117,6 d (1:11 C-4a, C-
H-4 144,7 s
H-4a 2,83d(9.1) H-2, H-3, H-10b NMe, H-128 67.2d T(')\gle' C-4,C-
H-6 169,2 s
H-6a 102,6 s
H-7 156,4 s
H-8 136,1's
H-9 158,0's
C-6, C-7, C-8,
H-10 6,58s 9-OMe, H-10b H-10b, 9-OMe, NMe 103,5d C-9, C-6a, C-
10a, C-10b
H-10a 138,9s
H-10b 2.89d (9,2) H-1, H-4a, H-10 H-1, H-2, H-10 44,7 d
H-11a/8 2,40-260m  H-2, H-3, H-12a, H-128  H-3, H-12a, H-128, NMe 277t C-3,C-4, C-12
H-12a 3,16 m H-11a/B, H-128 H-11a/B, H-128, NMe i“’ C-4a, C-
56,5t
H-128 2,28 q(9,2) H-11a/B, H-12a 'i'éia’ NMe, H-11a/8, H- C-11, NMe
2-OMe 3,50 s (3H) H-1, H-2, H-3 568q C-2
8-OMe 3,90 s (3H) 61.0q C-8, C-9
9-OMe 3,91s (3H) H-10 H-10, NMe 565q C-8,C-9,C-10
NMe 2,07 s (3H) H-4a, H-10, H-11a/B, H- 435q C-4a, C-12

12q, H-128, 9-OMe

4.1.1.2 — Composto 3

O composto 3 foi

isolado nas subfracbes FACEt-3B e FACEt-2D,

apresentando-se como um sélido branco. O composto foi solubilizado em CDCl;

para a realizacao das analises de RMN.

Foi identificado no espectro de RMN de *H um hidrogénio singleto na regi&o

de hidrogénios aromaticos (6 6,59 ppm), indicando uma possivel substituicdo na

posicdo H-7 ou H-10. Um singleto com deslocamento quimico de 5,62 ppm,

caracteristico da posigcdo H-3 olefinica. Um hidrogénio singleto, com & 4,74 ppm,

atribuido a posicdo H-1. Um multipleto, com deslocamento quimico de 4,54 ppm e

integracdo para 1H, atribuido ao hidrogénio da posi¢cdo H-2 substituida. Dois sinais
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singletos na regido de metoxilas aromaticas (6 3,91 e 3,92 ppm), com integracdo de
3H. Foi observado um sinal multipleto, com deslocamento quimico de 3,17 ppm,
atribuido a posicdo H-12a. Foram observados dois sinais de hidrogénios dubletos,
com o6 2,75 e 2,94 ppm, integracdo de 1H cada, e constante de acoplamento de
aproximadamente 9,2 Hz, caracteristico das posicbes H-4a e H-10b,
respectivamente. Esse valor de constante de acoplamento é caracteristico de uma
relacdo trans-diaxial entre esses hidrogénios e segue o descrito por Bastida; Lavilla:
Viladomat (2006) para o esqueleto homolicorina. Foi observado também, um sinal de
hidrogénio multipleto, com & entre 2,44 — 2,54 ppm e integracdo de 2H, atribuido aos
hidrogénios da posi¢éo H-11. Um sinal de hidrogénio quadrupleto foi observado com
deslocamento quimico de 2,28 ppm (J = 9,2 Hz) e atribuido a posi¢cdo H-124. Cabe
ressaltar que os hidrogénios da posicdo C-12 apresentaram-se conforme descrito
por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006), onde o 12a encontra-se mais desblindado que
0 12, devido a relagcédo cis com o par de elétrons livre do atomo de nitrogénio do
grupo NMe. Por fim, foi observado um sinal singleto com deslocamento quimico de

2,07 ppm e integracdo de 3H, atribuido aos hidrogénios do grupo NMe.

Ap6s a andlise do espectro de RMN de 'H foi proposto que o composto 3
pertenca ao esqueleto do tipo homolicorina com um substituinte na posicdo C-2 e
deficiente de um hidrogénio aromatico. Para a completa elucidacdo da estrutura
quimica foram realizados os ensaios de RMN de 3C e RMN bidimensionais, como
NOESY, COSY, HMBC, HSQC, além da andlise de massas de alta resolucao.
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O espectro de RMN de *C em associagdo com os mapas de contornos
HSQC e HMBC permitiu a atribuicdo de dezoito sinais e suas correlacbes com seus
respectivos hidrogénios. O sinal em & 169,0 ppm ¢é caracteristico de carbono
carbonilico, o que comprova a presenca do grupo lactona no esqueleto
homolicorina. A analise do espectro de COSY apresentou uma importante
correlacéo entre o hidrogénio aromatico e a metoxila da posicado C-9 (9-OMe), o que
sugere a presenca do hidrogénio aromatico na posicdo H-10. Essa hipdtese é
confirmada pela correlagdo de NOESY do hidrogénio aromatico (H-10) com o grupo
9-OMe e o grupo NMe e a auséncia de correlacdes de NOESY e COSY entre o
hidrogénio da posicdo C-7 e outro hidrogénio da molécula, indicando sua
substituicdo por um grupo hidroxila (essa hipétese pode ser confirmada pela técnica
de massas de alta resolucéo). Foi observado uma intensa correlacado de COSY entre
os hidrogénios das posi¢cbes H-4a e H-10b e a auséncia de uma correlacdo de
NOESY entre eles, o que reafirma a orientagédo trans entre esses hidrogénios. Nao
foi observada nenhuma correlagdo de COSY ou NOESY com o substituinte alfa-
orientado da posi¢cdo C-2, o que sugere uma substituicdo por um grupo hidroxila.
Além disso, foi observado uma correlagdo de NOESY entre os hidrogénios H-2 e
hidrogénio H-4a, confirmando assim o local de substituicdo e a orientacao alfa do
substituinte. Com o mapa de contornos HSQC diferenciou-se os carbonos CH/CH;
dos carbonos CH,, e com isso determinar as correlacdes C/H das posicdes C-11 e

C-12, além das demais correlacdes da estrutura.

Apés andlise dos espectros de RMN e comparacdo com os dados da
literatura, foi proposto que o composto 3 pertence ao esqueleto do tipo homolicorina,
com um substituinte hidroxila alfa-orientado e desprovido de um hidrogénio
aromatico, que pode ter sido substituido por um grupo hidroxila. Sendo assim, foi

proposto que o composto 3 seja o alcaloide 2-a-7-dihidroxihomolicorina.

Figura 34: Férmula estrutural do composto 3.
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Para a confirmacdo da estrutura proposta foi realizada a analise de
espectrometria de massas de alta resolugdo. Foi observado o ion com m/z [M+H]"
348,14594 (calculado C18H,,NOg" 348,14417), como representado na Figura 40.

Intens.
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738.42728
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626.30132

550.63314
391.28666

846.54638
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1010.60237
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Figura 40: Espectro de massas de alta resolucdo do alcaloide 2-a-7-dihidroxihomolicorina (3).

Apos pesquisa em literatura cientifica, ndo foram encontrados dados com
relacdo ao isolamento, elucidacéo estrutural e atividade biolégica para o alcaloide 2-
a-7-dihidroxihomolicorina. Por tratar-se de um composto inédito, foi realizada analise
de ultravioleta (UVmeon)(0,01975 mg mL™), Amax(loge) 222 (1,18), 274 (0,76) nm) e
rotacdo especifica ([o]p?> + 46,308 (c 0,9, MeOH).
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Tabela 5: Dados de RMN de "H, COSY, NOESY, HSQC e HMBC do Composto 3 (400 MHz, CDCly).

Posicdo &, (J em Hz) COSY NOESY PC/HSQC HMBC
H-1 4,74 s H-2, H-3, H-10b H-2, H-10b 79,8 d
H-2 4,54 m AL, H'H3: 42'11“/3' H-1, H-3, H-10b 68,0 d
H-3 562 H 1|’—||-_|112,a|/_|ﬁ4a’ H-2, H-11a/B 117,4d
H-4 1449 s
H-4a 2,75d (9,2) H-2, H-3, H-10b NMe, H-128 67,2 d
H-6 169,0 s
H-6a 102,1s
H-7 156,5 s
H-8 136,2 s
H-9 158,2 s
H-10 6,59 s 9-OMe H-10b, 9-OMe, NMe 103,8d C-6a, C-8
H-10a 139,2 s
H-10b  2,94d(9,2) H-1, H-4a H-1, H-2, H-10 450d
H-l1alf  244-254m 12 E"i’z';'lza* H-3, H-12a 27,61
H-12a 3,17 m H-11a/8, H-128 H-11a/8, H-128, NMe 56.5 t
H-128 2,289 (9,2) H-11a/6, H-12a H-4a, H-12a ’
8-OMe  3,91s (3H) 61,0 q c-8
9-OMe 3,925 (3H) H-10 H-10, NMe 56,5 q c-9

H-4a, H-10, H-12a,

NMe 2,07 s (3H) 9.0Me

43,6 q C-4a, C-12

4.1.1.3 — Composto 4

O composto 4 obtido na subfracdo BHex-3C apresentou-se como um sélido
branco e foi facilmente solubilizado em CDCl; para anélise de RMN de *H.

Foi identificado no espectro de RMN de 'H dois hidrogénios singletos na
regido de hidrogénios aromaticos (6 7,50 e 6,87 ppm), atribuidos aos hidrogénios
das posicdo H-7 ou H-10. Um singleto largo com deslocamento quimico de 5,57
ppm, caracteristico da posicéo H-3 olefinica. Um hidrogénio dubleto, com 64,78 ppm
(J = 4,8 Hz), atribuido a posi¢do H-1. Um singleto largo, com deslocamento quimico
de 4,14 ppm e integracdo para 1H, atribuido ao hidrogénio da posicdo H-2
substituida. Dois sinais singletos na regidao de metoxilas aromaticas (6 3,86 e 3,87
ppm), com integracdo de 3H e um sinal singleto em 6 3,44 ppm, com integracao para
3H, caracteristico de metoxila ndo aromatica. Esses dois ultimos fatores indicam que
a posicdo C-2 encontra-se substituida por um grupo metoxila, uma vez que ha a

presenca de um sinal de metoxila ndo aroméatica e o hidrogénio da posigdo 2
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encontra-se desblindado com relacdo ao alcaloide homolicorina. Foi observado um
sinal multipleto, com deslocamento quimico de 3,06 — 3,13 ppm, atribuido a posicéo
H-12a. Foi observado um sinal singleto largo, com 6 2,79 ppm, integracdo de 2H,
que foi atribuido as posi¢cdes H-4a e H-10b. Foi observado também, um sinal de
hidrogénio multipleto, com S entre 2,34 — 2,53 ppm e integracao de 2H, atribuido aos
hidrogénios da posi¢édo H-11. Um sinal de hidrogénio quadrupleto foi observado com
deslocamento quimico de 2,20 ppm (J = 9,2 Hz) e atribuido a posi¢cao H-124. Cabe
ressaltar que os hidrogénios da posicao C-12 apresentaram-se conforme descrito
por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006), onde o 12a encontra-se mais desblindado que
0 128, devido a relacdo cis com o par de elétrons livre do atomo de nitrogénio do
grupo NMe. Por fim, foi observado um sinal singleto com deslocamento quimico de
1,97 ppm e integracdo de 3H, atribuido aos hidrogénios do grupo NMe.

Ap6s a andlise do espectro de RMN de 'H foi proposto que o composto 4
pertenga ao esqueleto do tipo homolicorina com um substituinte metoxila na posigéo
C-2. Para a completa elucidacédo da estrutura quimica foram realizados os ensaios
de RMN de *C e RMN bidimensionais, como NOESY, COSY, HMBC, HSQC, além

da analise de massas de alta resolucao.
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O espectro de RMN de *C em associagdo com os mapas de contornos
HSQC e HMBC permitiu a atribuicdo de dezenove sinais e suas correlagcdes com
seus respectivos hidrogénios. O sinal em & 164,2 ppm € caracteristico de carbono
carbonilico, o que comprova a presenca do grupo lactona no esqueleto
homolicorina. A analise do espectro de COSY apresentou uma importante
correlacdo entre o hidrogénio aromatico com deslocamento de 6,87 ppm e a
metoxila da posicdo C-9 (9-OMe), 0 que sugere a presenca do hidrogénio aromatico
na posicdo H-10. Essa hipotese é confirmada pela correlacdo de NOESY do
hidrogénio aromatico (H-10) com o grupo 9-OMe e o grupo NMe e as correlagdes de
NOESY e COSY entre o hidrogénio da posi¢céo H-7 e a metoxila da posicéo C-8 (8-
OMe). Devido as caracteristicas quimicas da molécula, ndo foi possivel diferenciar
os hidrogénios das posicdes H-4a e H-10b e a constante de acoplamento entre
esses hidrogénios. Foi observado uma correlacdo de NOESY entre os hidrogénios
da metoxila da posicdo C-2 (2-OMe) com o hidrogénio H-1, confirmando assim o
local de substituicdo e a orientagdo alfa da metoxila. Com o mapa de contornos
HSQC foi diferenciou-se os carbonos CH/CH; dos carbonos CH,, e com isso
determinar as correlacdes C/H das posicbes C-11 e C-12, além das demais

correlacdes da estrutura.

Apés andlise dos espectros de RMN e comparacdo com os dados da
literatura, foi proposto que o composto 4 pertence ao esqueleto do tipo homolicorina,
com um substituinte metoxila ndo aromatica alfa-orientado. Sendo assim, foi
proposto que o composto 4 seja o0 alcaloide 2-a-metoxihomolicorina. Apesar de
constar dados de CG/EM deste composto em alguns trabalhos, ndo foi encontrado

nenhum dado relacionado ao isolamento e caracteriza¢do desta substancia.

Figura 42: Férmula estrutural do composto 4.
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Para a confirmacdo da estrutura proposta foi realizada a analise de
espectrometria de massas de alta resolugdo. Foi observado o ion com m/z [M+H]"
346,16506 (calculado Ci9H4NOs® 346,16490), o ion m/z [M+Na]® 368,14705
(calculado Ci9H23NNaOs*™ 368,14684), e o ion m/z [M+K]" 384,29580 (calculado
C19H23KNOs" 384,12078) como representado na Figura 48.
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Figura 48: Espectro de massas de alta resolucdo do alcaloide 2-a-metoxihomolicorina (4).

Apés andlise dos espectros de RMN e massas de alta resolucéo,

identificou-se o composto 4 como o alcaloide 2-a-metoxihomolicorina.
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H, COSY, NOESY, HSQC e HMBC do Composto 4 (400 MHz, CDCls)

Posicdo &, (J em Hz) COSY NOESY PC/HSQC HMBC
H-1 478d(48) H-2 H-3 Hda H10b H-2 H-d4a, H-10b,2-0Me  756d  C 2 g_'f(’);:"‘a'
H-1, H-3, H-4a, H-10b,  H-1, H-3, H-4a, H-10b,
H-2 4,14 sl H-11a/ 5-OMe 75,4 d
H-1, H-2, H-4a, H-10b, o C-1, C-4a, C-
H-3 557 s HA11 al H-2, H-11a/B 116,7 d 1
H-4 1439s
H-1, H-2, H-3,H-7, H-1, H-2, H-10, H-128, NMe, C-4, C-
H-4a 2,79 sl H-10. NMe NMe 66,7 d 10a
H-6 164,2 s
H-6a 116,3 s
C-6, C-6a, C-8,
H-7 750s H-4a, H-10b, 8-OMe 8-OMe 111,3 s C.9. C-10a
H-8 148,2's
H-9 152,2 s
H-10 6,87 s H-4a, H-10b, 9-OMe H-4a, H-10b, 9-OMe, 10954 62 C8C
NMe 10b
H-10a 136,2s
H-1, H-2, H-3, H-7, H-1, H-2, H-10, H-128,
H-10b 2,79 sl H-10, NMe NMe 435d
H-11a/8  234-253m 2 H'31*2;'3'12“' H- H-3, H-12a, H-128 26,6t C-4
H-12a  3,06-3,13m H-11a/B, H-128 H-11a/B, H-128, NMe C-4
H-4a, H-10b, H-11a/B, 55,5t
H-128 2,20 q(9,2) H-11a/B, H-12a H-12a, NMe NMe
2-OMe 3,44 s (3H) H-1, H-2 55,7 q c-2
8-OMe 3,865 (3H) H-7 H-7 55,3 q c-9
9-OMe 3,87 s (3H) H-10 H-10 55,3 q c-8
H-4a, H-10b, H-10, H-
NMe 1,97 s (3H) H-4a, H-10b 120, H-128 42,5 q C-4a, C-12

4.1.1.4 — Composto 5

O composto 5 foi isolado na subfragcdo FACEt-2D, porém seu rendimento foi

baixo. A subfracao foi solubilizada em CDCl; e submetida a analise de RMN de h.

Foi identificado no espectro de RMN de *H um hidrogénio singleto na regi&o

de hidrogénios aromaticos (6 6,70 ppm), indicando uma possivel substituicdo na
posicdo H-7 ou H-10. Um singleto com deslocamento quimico de 5,53 ppm,
caracteristico da posicédo H-3 olefinica. Um hidrogénio dubleto, com 64,54 ppm (J =
4,8 Hz), atribuido a posi¢do H-1. Um singleto largo, com deslocamento quimico de
4,42 ppm e integracdo para 1H, atribuido ao hidrogénio da posi¢cédo H-2 substituida.
Trés sinais singletos na regido de metoxilas aromaticas (6 3,93, 3,85 e 3,82 ppm),

com integragédo de 3H cada. Foi observado um sinal multipleto, com deslocamento
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quimico entre 3,04 - 3,13 ppm, atribuido a posi¢cdo H-12a. Foram observados dois
sinais de hidrogénios dubletos, com ¢ 2,68 e 2,83 ppm, integracdo de 1H cada, e
constante de acoplamento de aproximadamente 9,2 Hz, caracteristico das posicoes
H-4a e H-10b, respectivamente. Esse valor de constante de acoplamento é
caracteristico de uma relagdo trans-diaxial entre esses hidrogénios e segue o
descrito por Bastida; Lavilla: Viladomat (2006) para o esqueleto homolicorina. Foi
observado também, um sinal de hidrogénio multipleto, com & entre 2,36 — 2,46 ppm
e integracdo de 2H, atribuido aos hidrogénios da posicdo H-11. Um sinal de
hidrogénio quadrupleto foi observado com deslocamento quimico de 2,20 ppm (J =
9,2 Hz) e atribuido a posi¢cdo H-124. Cabe ressaltar que os hidrogénios da posicao
C-12 apresentaram-se conforme descrito por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006),
onde o0 12a encontra-se mais desblindado que o 128, devido a relag@o cis com o par
de elétrons livre do atomo de nitrogénio do grupo NMe. Por fim, foi observado um
sinal singleto com deslocamento quimico de 2,02 ppm e integracdo de 3H, atribuido

aos hidrogénios do grupo NMe.

Ap6s a andlise do espectro de RMN de 'H foi proposto que o composto 5
pertenca ao esqueleto do tipo homolicorina com um substituinte na posicdo C-2 e
trés metoxilas arométicas. Para a completa elucidacdo da estrutura quimica foram
realizados os ensaios de RMN bidimensionais, como NOESY, COSY, HMBC,

HSQC, além da analise de massas de alta resolucéo.
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Os mapas de contornos HSQC e HMBC permitiram a atribuicdo de dezenove
sinais e suas correlagbes com seus respectivos hidrogénios. O sinal em 6 169,4 ppm
€ caracteristico de carbono carbonilico, 0 que comprova a presenca do grupo
lactona no esqueleto homolicorina. A analise do espectro de COSY apresentou uma
importante correlacdo entre o hidrogénio aromatico e a metoxila da posi¢do C-9 (9-
OMe), o que sugere a presenca do hidrogénio aromatico na posicdo H-10. Essa
hipétese é confirmada pela correlacdo de NOESY do hidrogénio aromatico (H-10)
com o grupo 9-OMe e o grupo NMe e a auséncia de correlacdes de NOESY e COSY
entre o hidrogénio da posi¢cdo C-7 e outro hidrogénio da molécula, indicando sua
substituicdo por um grupo metoxila. A confirmacdo do substituinte metoxila na
posicdo C-7 (7-OMe) se da pela correlagdo de HMBC dos hidrogénios da metoxila
com o carbono da posicdo C-6. Foi observado uma intensa correlacdo de COSY
entre os hidrogénios das posi¢coes H-4a e H-10b e a auséncia de uma correlagéo de
NOESY entre eles, o que reafirma a orientacédo trans entre esses hidrogénios. Nao
foi observado correlacdo de COSY e NOESY com o substituinte da posicdo C-2,
indicando a substituicdo por um grupo hidroxila. Entretanto, foi observada uma
correlacdo de NOESY entre o hidrogénio H-2 e o H-4a, confirmando assim o local de
substituicéo e a orientacdo alfa da hidroxila. O mapa de contornos HSQC diferenciou
os carbonos CH/CH3; dos carbonos CH,, e com isso determinou-se as correlacdes

C/H das posicdes C-11 e C-12, além das demais correlacdes da estrutura.

ApoOs andlise dos espectros de RMN e comparacdo com os dados da
literatura, foi proposto que o composto 5 pertence ao esqueleto do tipo homolicorina,
com um substituinte hidroxila alfa-orientado na posicdo C-2 e trés metoxilas
aromaticas. Sendo assim, foi proposto que o composto 5 seja o alcaloide 2-o-

hidroxialbomaculina.

2-o-hidroxialbomaculina

Figura 50: Férmula estrutural dos compostos 5.
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A estrutura do alcaloide 2-a-hidroxialbomaculina (5) foi confirmada pela
analise de espectrometria de massas de alta resolugcdo. Foi observado o ion com
m/z [M+Na]" 384,14206 (calculado CigH,3sNNaOg" 384,14176), o ion com m/z
[2M+Na]" 745,29556 (calculado CagHssN2NaO1," 745,29430) e o fon com m/z
[3M+Na]" 1106,45007 (calculado Cs;HggN3NaOig 1106,44684), como representado
na Figura 55.
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Figura 55: Espectro de massas de alta resolucdo do alcaloide 2-a-hidroxialbomaculina (5).

Apbs pesquisa em literatura cientifica, ndo foram encontrados dados com
relacdo ao isolamento, elucidacao estrutural e atividade bioldgica para o alcaloide 2-

a-hidroxialbomaculina (5).
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Tabela 7: Dados de RMN de "H, COSY, NOESY, HSQC e HMBC do Composto 5 (400 MHz, CDCly).

Posicdo &4 (J em Hz) COSsY NOESY 8c/HSQC HMBC
H-1 4,54 d (4,8) H-2, H-3, H-10b H-10b 76,7d C-2, %% C-4,
H-1, H-3, H-4a,
H-2 4,42 sl H-110/8 H-3, H-4a 66,8 d c-1
H-1, H-2, H-4a,
H-3 5,53s H-11 /B H-2, H-11a/B 119,7 d
H-4 139,7 s
H-4a 2,68d (9,2) H-2, H-3,H-10b NMe, H-2 65,9 d
H-6 169,4 s
H-6a 111,1s
H-7 156,3 s
H-8 1424 s
H-9 157,2's
H-10 6,70 s 9-OMe H-10b, 9-OMe, NMe 106,0d C-6a, C-10a
H-10a 142,6 s
H-10b 2,83d(9,2) H-1, H-4a H-1, H-10 45,0d
H-11alf  2,36-246m % ':"_31'2';'12“’ H-3, H-12a 26,51 c-4
H-12a  3,04-3,13m H-11a/B, H-128 H-11a/B, H-128, NMe 55 5 ¢ C-4
H-128 2,20 q (9,2) H-11a/B, H-12a H-12a ' NMe, C-4
7-OMe 3,93 s (3H) 61,1q C-6
8-OMe 3,82 s (3H) 60,2 q
9-OMe  3,85s (3H) H-10 H-10 55,3 q
NMe 2,02 s (3H) H-4a, H-10, H-12a 42,4 q

4.1.1.5 — Composto 6

O composto 6 foi identificado nas subfracdes FHex-3A e BACEt-3A.3A.2 em
mistura com o alcaloide albomaculina. O produto foi solubilizado em CDCI; para
anélise de RMN de *H.

Foi identificado no espectro de RMN de *H um hidrogénio singleto na regi&o
de hidrogénios aromaticos (6 6,62 ppm), indicando uma possivel substituicdo na
posicdo H-7 ou H-10. Um singleto com deslocamento quimico de 5,50 ppm,
caracteristico da posi¢do H-3 olefinica. Um hidrogénio singleto, com & 4,82 ppm,
atribuido a posicdo H-1. Dois sinais singletos na regido de metoxilas aromaticas (6
3,90 e 3,92 ppm), com integracdo de 3H cada. Foi observado um sinal singleto largo,
com deslocamento quimico entre 3,15 ppm, atribuido a posicdo H-12a. Foi
observado um multipleto com deslocamento quimico entre 2,45 — 2,77 ppm,
atribuido aos hidrogénios das posi¢bes H-2, H-4a, H-10b e H-114/4. Um sinal de

hidrogénio multipleto foi observado com deslocamento quimico entre 2,21 — 2,31
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ppm atribuido a posicdo H-124. Cabe ressaltar que os hidrogénios da posi¢cao C-12
apresentaram-se conforme descrito por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006), onde o
12a encontra-se mais desblindado que o 128, devido a relagdo cis com o par de
elétrons livre do atomo de nitrogénio do grupo NMe. Por fim, foi observado um sinal
singleto com deslocamento quimico de 2,02 ppm e integracdo de 3H, atribuido aos

hidrogénios do grupo NMe.

Ap6s a andlise do espectro de RMN de 'H foi proposto que o composto 6
pertenca ao esqueleto do tipo homolicorina com um substituinte no anel aromatico. A
auséncia de sinais de hidrogénio para o substituinte aromatico indica a substituicéo
por um grupo hidroxila, que pode ser comprovado pela técnica de massas de alta
resolucdo. A posicdo da hidroxila foi atribuida a posicdo C-7, uma vez que o
deslocamento quimico do hidrogénio aromatico condiz com o deslocamento do H-10
do esqueleto homolicorina (Bastida; Lavilla; Viladomat, 2006). Para a completa
elucidacdo da estrutura quimica faz-se necessario realizar os ensaios de RMN de
13C e RMN bidimensionais, como NOESY, COSY, HMBC e HSQC.

Ap6s anélise do espectro de RMN de *H e comparagéo com os alcaloides do
tipo homolicorina classificou-se 0 composto 6 como o alcaloide 7-
hidroxihomolicorina. Apos pesquisa em literatura especifica, ndo foram encontrados

dados referentes ao isolamento ou atividades biol6gicas deste composto.

Figura 56: Formula estrutural proposta para o composto 6.
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A estrutura quimica proposta para o alcaloide 7-hidroxihomolicorina (6) p6de
ser confirmada pela analise de espectrometria de massas de alta resolucdo. Foi
observado o ion com m/z [M+H]" 332,14942 (calculado C1gH,,NOs" 332,14925) e o
jon com m/z [2M+H]" 663,29225 (calculado CsgH43N2019" 663,29122), como

representado na Figura 58.
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Figura 58: Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto 6.

Tabela 8: Deslocamento quimico dos hidrogénios do composto 6 (CDCl;, 400 MHz).

Posicédo &z Composto 6
H-1 4,82s
H-2 (2H) 2,77-2,45m
H-3 5,50 s
H-4a 2,77-2,45m
H-10 6,62s
H-10b 2,77-2,45m
H-11a 2,77-2,45m
H-118 2,77-2,45m
H-12a 3,155l
H-128 231-221m
8-OMe 3,90 s
9-OMe 3,92s

NMe 2,02s
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4.1.1.6 — Composto 7

O composto 7 foi isolado nas subfracbes BACEt-3A.4C e FAcCEt-2C.4. O

composto foi solubilizado em CDCI; para a anéalise de RMN de *H.

As principais caracteristicas do espectro de RMN de *H do composto 7
encontradas foram dois sinais de hidrogénios singletos arométicos p-orientados em
7,61 e 7,00 ppm, referente aos hidrogénios das posi¢cdes 7 e 10 respectivamente,
uma vez que a literatura diz que o H-7 deve apresentar-se mais desblindado que H-
10; um hidrogénio dubleto olefinico com deslocamento quimico de 5,50 ppm (J=2,8
Hz), referente ao hidrogénio da posi¢cdo 3; um hidrogénio singleto em ¢ 4,77 ppm
atribuido ao hidrogénio da posicdo 1; um sinal singletos na regido de metoxilas
aromaticas, com deslocamento quimico de 3,96 ppm e integracdo de 3H; um
hidrogénio multipleto, com deslocamento quimico entre 3,13 — 3,21 ppm, atribuido
ao hidrogénio da posicdo 12a; Foram observados dois sinais de hidrogénios
dubletos, com ¢ 2,76 e 2,67 ppm, integracdo de 1H cada, e constante de
acoplamento de aproximadamente 9,6 Hz, caracteristico das posi¢cdes H-4a e H-10b,
respectivamente. Esse valor de constante de acoplamento é caracteristico de uma
relacdo trans-diaxial entre esses hidrogénios e segue o descrito por Bastida; Lavilla:
Viladomat (2006) para o esqueleto homolicorina.; um sinal multipleto, com
deslocamento quimico entre 2,58 — 2,63 ppm, com integracdo de 2H, referente aos
hidrogénios da posicao 2; um sinal multipleto, com deslocamento quimico entre 2,46
— 2,54 ppm, com integracdo de 2H, referente aos hidrogénios da posi¢cdo 11; um
hidrogénio quadrupleto (q) com ¢ 2,26 ppm (J = 9,6 Hz), referente ao hidrogénio da
posicdo 12(6; e um singleto referente ao grupo NMe em 6 2,01 ppm, apresentando

integracao para trés hidrogénios.

Nota-se que o composto apresenta as caracteristicas tipicas do alcaloide
homolicorina, porém destaca-se que o anel aromatico encontra-se deficiente de um
grupo metoxila. Esta constatacéo leva a possibilidade de dois isbmeros de posicao,
sendo esses o0s alcaloides 8-O-desmetilhomolicorina e 9-O-desmetilhomolicorina.
Para a correta atribuicdo da posicado da metoxila aromética foi realizada a técnica de
NOESY.
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O espectro de NOESY demonstra uma correlacdo entre o H-10 e o sinal do
grupo NMe, corroborando a presenca do hidrogénio nessa posicdo. Porém, a
principal correlagdo se da entre o H-10 e os hidrogénios da metoxila aromatica, uma
vez que comprova a proximidade entre ambos. Apds andlise dos espectros de RMN
e comparacao a literatura, pode-se concluir que o composto 7 € o alcaloide 8-O-

desmetilhomolicorina.

Foi relatado que a 8-O-desmetilhomolicorina apresenta atividade citotoxica
contra células fibroblasticas nao-tumorais e desempenha uma boa atividade de
ligacdo ao &cido desoxirribonucleico (ADN), sendo comparada a vimblastina, além
de desempenhar um bom efeito hipotensor em ratos normotensos (WENIGER et al.,
1995; SCHEMEDA-HIRSCHMANN et al., 2000a).

Figura 61: Férmula estrutural do composto 7.

Tabela 9: Dados de RMN de ‘H do composto 7 (CDCl;, 400 MHz) em comparacéo com a literatura
(CDCls, 400 MHz) (LATVALA et al., 1995; BASTIDA et al., 1987).

Posicado 6u(J em Hz) Composto 7 du(J em Hz) Literatura
H-1 477 s 4,80 ddd (4,2; 1,7; 1,6)
H-2 (2H) 2,63-2,58m 251 m
H-3 5,50d (2,8) 5,55 m
H-4a 2,76 d (9,6) 2,73 dl (10,0)
H-7 7,61s 7,54 s
H-10 7,00 s 6,91s
H-10b 2,67 d (9,6) 2,60 dd (10,0; 1,6)
H-11 (2H) 254-246m 250 m
H-12a 3,21-3,13m 3,15 ddd (10,0; 7,0; 3,5)
H-128 2,26 q (9,6) 2,30 dd (18,3; 9,2)
OMe 3,96 s 3,95s
NMe 2,01s 2,00s
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4.1.1.7 — Composto 8

O composto 8 foi obtido na subfracdo FACEt-2D. O composto exibia coloracao

branca e foi solubilizado em CDClI; para anélise de RMN de *H.

O espectro de RMN de 'H do composto 8 apresentou caracteristicas
peculiares de compostos pertencentes aos alcaloides do tipo homolicorina
(BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT, 2006), porém com sinais caracteristicos mais
desblindados que o normal. Foi identificado um hidrogénio singleto com
deslocamento quimico de 7,23 ppm, atribuido a posicdo H-10. Foram identificados
trés sinais na regido de metoxilas aromaticas, com & de 3,99; 3,98 e 3,88 ppm. Os
alcaloides de Amaryllidaceae que apresentam o grupo hemiacetal-lactona, como as
homolicorinas, corriqueiramente apresentam dois ou trés substituintes oxigenados
no anel aromatico. Duas metoxilas arométicas devem estar nas posi¢cées C-8 e C-9,
caracteristico do esqueleto homolicorina, enquanto a outra deve estar localizada na
posicdo C-7 e o hidrogénio aromatico na posicdo C-10, conforme descrito por

Hawksworth e colaboradores (1965).

Foi identificado no espectro de RMN de 'H a presenca do grupo NMe com
deslocamento de 3,00 ppm. Este fato ocorre quando o nitrogénio do grupo NMe
encontra-se protonado, ou seja, 0 composto pode estar na forma de sal ou na forma
de N-Oxido. Foi observado os hidrogénios das posi¢cdes H-4a e H-10b, assim como
as constantes de acoplamento Jsa100 = 9,6 Hz (relacéo trans-diaxial) e a constante
Ji10p = 2 Hz (fusdo cis do anel B-C). Baseado no espectro de RMN de 'H e os
deslocamentos/multiplicidades do esqueleto homolicorina, foi proposto que o
composto 8 seja o alcaloide albomaculina N-6xido.

Figura 62: Férmula estrutural proposta para o composto 8.
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A estrutura do alcaloide albomaculina N-6xido (8) péde ser comprovada pela
analise de espectrometria de massas de alta resolucdo. Foi observado o ion com
m/z [M+H]" 362,16008 (calculado CigH24NOg" 362,15982) e o ion com m/z [M+Na]"
384,14204 (calculado C19H23NNaOg" 384,14176), como representado na Figura 64.

Intens. |

x108
384.14204

44 362.16008

393.29791

413.26673
346.16527

0L | ' N | ; Ly —L 1l Al il .lll‘ —l
320 340 360 380 400 420 440 mz

Figura 64: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 8.

Tabela 10: Deslocamento dos hidrogénios do composto 8 (CDCls, 400 MHz).

Posicao 6u(J em Hz) Composto 8
H-1 4,76 s
H-2a 2,71-2,59m
H-28 2,71-2,59m
H-3 576s
H-4a 3.801d
H-10 7,23 s
H-10b 3,74 dd (9,6;2,0)
H-11la 3,11-3,01m
H-118 2,71-2,59m
H-12a 3,72-3,65m
H-128 3,52-3,42m
7-OMe 3,99s
8-OMe 3,88s
9-OMe 3,98s

NMe 3,00 s
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Para a completa elucidac&o da estrutura quimica faz-se necessario realizar 0s
ensaios de RMN de '*C e RMN bidimensionais, como NOESY, COSY, HMBC e
HSQC.

4.1.1.8 — Composto 9

O composto 9 foi obtido nas subfragdes BAcAc-3A-1, BHex-2, BACEt-3C.5C,
BACEt-3A.3A.1, BACEt-3A.4A, FHex-3A e FHex-3B, sendo este um dos compostos
mais abundantes encontrados na planta. O composto exibia coloracéo branca e foi

facilmente solubilizado em CDCI; para anélise de RMN de h.

O espectro de RMN de 'H do composto 9 apresentou caracteristicas
peculiares de compostos pertencentes aos alcaloides do tipo homolicorina
(BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT, 2006). Foram identificados trés sinais na regiao
de metoxilas aromaticas, com & de 3,92; 3,85 e 3,82 ppm e apenas um sinal na
regido de hidrogénios arométicos, com & de 6,79 ppm. Os alcaloides de
Amaryllidaceae que apresentam o grupo hemiacetal-lactona, como as homolicorinas,
corrigueiramente apresentam dois ou trés substituintes oxigenados no anel
aromatico. Duas metoxilas arométicas devem estar nas posicdes C-8 e C-9,
caracteristico do esqueleto homolicorina, enquanto a outra deve estar localizada na
posicdo C-7 e o hidrogénio aromatico na posicdo C-10, conforme descrito por
Hawksworth e colaboradores (1965). Além disso, o deslocamento quimico do
hidrogénio aromatico condiz com o valor relatado na literatura para o hidrogénio H-
10.
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Ap6s andlise do espectro de RMN de 'H e a comparacdo com os dados
descritos na literatura identificou-se o composto 9 como o alcaloide albomaculina.
Este alcaloide foi isolado pela primeira vez em 1956, a partir da planta Haemanthus
albomaculatus (BRIGGS et al., 1956).

Figura 66: Férmula estrutural do composto 9.

Tabela 11: Dados de RMN de ‘H do composto 9 (CDCls;, 400 MHz) em comparacdo com a literatura
(CDCls, 400 MHz) (de ANDRADE et al., 2014).

Posicao 8u(J em Hz) Composto 9 dg(J em Hz) Literatura
H-1 4,61s 4,68 m
H-2a 2,48 -2,53m 2,55-2,60m
H-28 2,48 -2,53m 2,55-2,60m
H-3 543s 5,48 m
H-4a 2,67 m 2,72.d (10,0)
H-10 6,79 sl 6,78 s
H-10b 2,67 m 2,63 d (10,0)
H-11la 2,40 — 2,48 sl 2,45-2,53m
H-118 2,40 — 2,48 sl 2,45-2,53m
H-12a 3,12 sl 3,13 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
H-128 2,21 q(9,6) 2,23 q(9,6)
7-OMe 3,92s 3,99 s
8-OMe 3,82s 3,89s
9-OMe 3,85s 391s
NMe 2,01s 2,05s
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4.1.1.9 — Composto 10

O composto 10 foi obtido nas subfracées FAcCEt-2B, FHex-3D, BAcAc-3B-1,
BHex-3C e FACEt-2C.3. Foi feita a solubilizacdo do composto em CDCl; e este foi

encaminhado para anélise de RMN de *H.

Foi identificado no espectro um hidrogénio singleto na regido de hidrogénios
aromaticos (6 6,76 ppm), com integracdo de 1H. Trés sinais singletos na regido de
metoxilas aromaticas (6 4,00; 3,91 e 3,88 ppm) com integracdo de 3H cada e um
sinal singleto de metoxila ndo aromatica, com deslocamento de 3,49 ppm e
integracdo para 3H. Os alcaloides de Amaryllidaceae que apresentam o0 grupo
hemiacetal-lactona, como as homolicorinas, corriqueiramente apresentam dois ou
trés substituintes oxigenados no anel aromatico. Duas metoxilas aromaticas devem
estar nas posicdes C-8 e C-9, caracteristico do esqueleto homolicorina, enquanto a
outra deve estar localizada na posi¢do C-7 e o hidrogénio aromético na posi¢cao C-
10, conforme descrito por Hawksworth e colaboradores (1965). O sinal multipleto
com deslocamento entre 4,17 - 4,18 ppm e integracdo de 1H indica a existéncia de
um grupo substituinte na posicdo C-2, atribuido & metoxila ndo aromatica alfa-
orientada. Os demais sinais de hidrogénio apresentaram caracteristicas peculiares
de compostos pertencentes aos alcaloides do tipo homolicorina (BASTIDA;
LAVILLA; VILADOMAT, 2006).
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Ap6s andlise do espectro de RMN de H e a comparacdo com os dados
encontrados na literatura identificou-se o composto 10 como o alcaloide 2-o-7-
dimetoxihomolicorina. Nao foram encontrados dados na literatura sobre atividades

biolégicas atribuidas a esse alcaloide.

Figura 68: Formula estrutural do composto 10.

Tabela 12: Dados de RMN de 'H do composto 10 (CDCl;, 400 MHz) em comparacdo com a literatura
(CDCls;, 500 MHz) (GIORDANI et al., 2011).

Posicao 8u(J em Hz) Composto 10 dy(J em Hz) Literatura
H-1 4,73 d (4,4) 4,73 d (4,5)
H-28 4,17 -4,18 m 4,18 m
H-3 5,62 sl 5,62 sl
H-4a 2,85s 2,83s
H-10 6,76 s 6,74 s
H-10b 2,85s 2,83s
H-11a 2,43-2,57m 2,52 ddl (9,0; 2,0)
H-118 2,43 -257m 2,46 dl (9,0)
H-12a 3,16 ddd (9,6; 8,8; 2,8) 3,14 ddd (9,2; 8,0; 2,5)
H-128 2,28 q(9,6) 2,27 q (9,5)
2-OMe 3,49s 3,49 s
7-OMe 4,00 s 4,00 s
8-OMe 3,88s 3,88 s
9-OMe 391s 3,90 s

NMe 2,09s 2,08 s
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4.1.1.10 — Composto 11

O composto 11 foi isolado somente da fracdo BHex-3A, apresentando
coloracdo amarelada. O mesmo foi solubilizado em CDCI; para analise de RMN de
1

H.

No espectro de RMN de *H foi observado um sinal singleto em & 6,70 ppm
(correspondente ao hidrogénio aromatico), trés singletos integrando para 3H, na
regido de metoxilas aromaticas (6 3,86; 3,80; 3,78 ppm), um singleto referente ao
grupo metoxila ndo aromético (6 3,47 ppm) e um singleto integrando para 3H em
2,00 ppm, caracteristico do grupo NMe. O hidrogénio singleto presente em 5,52 ppm
€ tipico dos compostos do tipo homolicorina, que pertencem a classe dos
hemiacetais, sugerindo a presenca do grupo metoxila ndo aromatico na posicao 6.

Foram encontradas trés metoxilas aromaticas no composto 11, sendo que
duas devem estar nas posicdes C-8 e C-9, que é caracteristico dos alcaloides
pertencentes ao tipo homolicorina e a terceira metoxila aromatica foi atribuida a
posicdo C-7, uma vez que a literatura relata que caso haja uma terceira metoxila
aromatica em alcaloides do tipo homolicorina, esta deve encontrar-se na posicéo C-
7 e o hidrogénio aromético na posicdo C-10 (HAWKSWORTH et al., 1965). Os
demais sinais de hidrogénio apresentaram caracteristicas peculiares de compostos
pertencentes aos alcaloides do tipo homolicorina (BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT,
2006).
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Os dados obtidos no espectro de RMN de 'H, quando comparados &
literatura, evidenciam o composto 11 como o alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina. A
diferenca nos deslocamentos quimicos ocorre devido a utilizacdo de solventes
diferentes. Este composto foi isolado pela primeira vez a partir de Zephyranthes
candida, onde foi observado a semelhanca estrutural com o alcaloide nerinina,
diferindo apenas na existéncia de uma metoxila na posicdo 6. No trabalho citado
acima (LUO et al., 2012), o composto foi denominado O-metilnerinina e demonstrou
baixa atividade citotoxica contra células cancerosas e saudaveis. No ano de 2014 o
composto foi novamente isolado a partir de Hippeastrum aulicum (de ANDRADE et
al., 2014), onde a nomenclatura foi mudada para 7-metoxi-O-metillicorenina.

7-Metoxi-O-metillicorenina Nerinina

Figura 70: Estrutura quimica da 7-metoxi-O-metillicorenina e nerinina.

Tabela 13: Dados de RMN de 'H do composto 11 (CDCls;, 400 MHz) em comparacdo com a literatura
(CD;0D, 500 MHz) (de ANDRADE et al., 2014).

Posicédo 8u(J em Hz) Composto 11 8u(J em Hz) literatura
H-1 4,35 dl (6,0) 4,40 dl (6,5)
H-2a 2,53-2,62m 2,67 ddt (19,0; 6,5; 3,0)
H-28 2,19-2,30m 2,29 dt (19,5; 3,0)
H-3 5,42 sl 5,55 sl
H-4a 2,72 dl (9,2) 2,92 dI (10,0)
H-6 552s 552s
H-10 6,70 s 6,85s
H-10b 2,34-2,44m 2,47 dd (10,0; 2,0)
H-11la 2,34-2,44m 2,49 -2,58m
H-118 2,34-2,44m 2,49 -2,58m
H-12a 3,11 sl 3,22 ddd (10,5; 7,5; 3,0)
H-128 2,19-2,30m 2,42 m
6-OMe 3,47s 351s
7-OMe 3,86s 3,89s
8-OMe 3,78 s 3,82s
9-OMe 3,80s 3,87 s
N-Me 2,00s 2,11s
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4,1.1.11 — Composto 12

O composto 12 foi isolado na subfracdo BACEt-3A.3A.3 e apresentou-se como
um solido amarelado. O composto foi solubilizado em CDCI; para analise de RMN
de 'H.

Foi detectado no espectro de RMN de 'H a existéncia de dois hidrogénios
singletos p-orientados na regido de hidrogénios aromaticos (6 7,48 e 6,95 ppm) com
integracdo de 1H. Dois dubletos, integrando para 2H, com deslocamento de 6,07
ppm (J = 1,2 Hz), caracteristico do grupo metilenodioxifenila. Foi observado um sinal
de hidrogénio multipleto, com deslocamento quimico entre 5,65 — 5,67 ppm,
atribuido a posicdo olefinica H-3. Um sinal de hidrogénio singleto, com
deslocamento quimico de 4,60 ppm, atribuido a posi¢cdo H-1. Um sinal de hidrogénio
multipleto com deslocamento entre 4,41 - 4,38 ppm, que indica substituicdo na
posicdo C-2, fazendo com que o hidrogénio fique mais desblindado quando
comparado com a homolicorina. Foi observado um sinal de hidrogénio duplo duplo
dubleto, com ¢ 3,16 ppm (J = 10,0; 7,2; 3,2 Hz), atribuido ao hidrogénio da posicao
H-12a. Um dubleto, com deslocamento quimico de 2,64 e integracdo de 1H,
atribuido a posicao H-4a. Um duplo dubleto, com deslocamento quimico de 2,88 e
integracdo de 1H, atribuido a posi¢do H-10b. O espectro demonstrou também, uma
constante de acoplamento grande (J = 9,2 Hz) entre H-4a e H-10b, confirmando
assim uma relacdo trans-diaxial entre eles. Um sinal de hidrogénio multipleto, com &
2,48 — 2,56 ppm, atribuido aos hidrogénios da posi¢cdo H-11. Um sinal de hidrogénio
qguadrupleto, com deslocamento de 2,26 ppm (J = 9,6 Hz), atribuido a posicdo H-
12p3. Os hidrogénios da posicdo C-12 apresentaram-se conforme descrito por
Bastida; Lavilla; Viladomat (2006), onde o 12a (6 3,16 ppm) mostrou-se mais
desblindado que o 128 (6 2,26 ppm), devido a relag&o cis com o par de elétrons livre

do &tomo de nitrogénio do grupo NMe (6 2,06 ppm).
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Ap6s andlise do espectro de RMN de 'H e a comparacdo com a literatura
classificou-se o composto 12 como o alcaloide hippeastrina, um alcaloide

pertencente ao esqueleto tipo homolicorina.

Figura 72: Férmula estrutural do composto 12.

Ha relatos na literatura que o alcaloide hippeastrina apresenta atividade
citotoxica contra células fibroblasticas ndo-tumorais (WENIGER et al.,, 1995). Foi
evidenciado também que a hippeastrina € ativa como agente antiviral contra Herpes
simplex tipo 1 e desempenha boa atividade antifingica contra Candida albicans
(RENARD-NOZAKI et al., 1989; EVIDENTE et al., 2004; IEVEN, et al., 1982).

Tabela 14: Dados de RMN de 'H do composto 12 (CDCl3z, 400 MHz) em comparagéo com a literatura
(CDCl3, 500 MHZ) (ALMANZA et al., 1996).

Posicéao du(J em Hz) Composto 12 du(J em Hz) Literatura
H-1 4,60 s 458 s
H-2 441 -4,38m 4,38s
H-3 5,67 -5,65m 5,63s
H-4a 2,64d (9,2) 2,62 d (9,5)
H-7 7,48 s 7,45 s
H-10 6,95 s 6,92 s
H-10b 2,88 dd (9,6; 2,0) 2,85 dd (9,5; 2,5)
H-11 (2H) 2,56 — 2,48 m 2,48 m
H-12a 3,16 ddd (10,0; 7,2; 3,2) 3,13 ddd (10,0; 8,0; 3,0)
H-128 2,26 q (9,6) 2,23 ddd (10,0; 9,0; 9,0)
OCH,0 6,07 2d (1,2) 6,04 2d (1,5)
NMe 2,06s 2,03s
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4.1.2 - Compostos com esqueleto do tipo galantamina

4.1.2.1 — Composto 13

O composto 13 foi isolado na subfragdo BACEt-3E, BHex-3C e FACEt-2B e
apresentava coloracdo amarelada. O composto foi solubilizado em CDCI; para
analise de RMN de *H.

Foram identificados dois hidrogénios dubletos na regido de hidrogénios
aromaticos (5 6,60 e 6,50 ppm), com constante de acoplamento de 8 Hz, indicando
orientagcdo orto entre eles. Dois sinais de hidrogénios olefinicos com deslocamento
de 6,00 e 5,92 ppm. Um sinal de hidrogénio singleto largo, com deslocamento de
4,53 ppm, atribuido a posi¢édo H-1. Um tripleto largo, com deslocamento de 4,10 ppm
(J = 4,0 Hz) e dois hidrogénios dubletos com constante de acoplamento de 14,8 Hz,
indicando os hidrogénios da posi¢gédo C-6 (H-6a= 3,62 ppm; H-645= 4,01 ppm). Um
tripleto largo, com deslocamento quimico de 3,20 ppm (J = 12,0 Hz), atribuido ao
hidrogénio da posi¢cédo H-124. Um sinal de hidrogénio multipleto, com deslocamento
entre 2,98 — 3,02 ppm, atribuido ao hidrogénio H-12«. Um sinal de hidrogénio
multipleto, com & entre 2,55 — 2,59 ppm, atribuido ao H-24. Um sinal de hidrogénio
com deslocamento entre 1,99 — 2,07 ppm, atribuido ao H-2« e um sinal singleto com
deslocamento quimico de 2,34 ppm e integracédo de 3H, atribuido aos hidrogénios do

grupo NMe.

Ap6s andlise do espectro de RMN de 'H e a comparacdo com os dados de
alcaloides de Amaryllidaceae descritos por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006),
classificou-se o composto 13 como um alcaloide que apresenta o esqueleto do tipo

galantamina deficiente de uma metoxila aromatica.
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A anélise do espectro de RMN de 'H e a comparac&o com a literatura levam a

identificacdo do composto 13 como o alcaloide sanguinina.

A sanguinina é um dos alcaloides de Amaryllidaceae mais promissores na
atualidade, uma vez que, assim como a galantamina, apresenta grande atividade
inibitéria frente a enzima acetilcolinesterase. Testes realizados por Houghton; Ren;
Howes (2006) determinaram o potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
sendo a sanguinina o mais potente entre os alcaloides testados (sanguinina (ICs
0,10 pM); galantamina (ICsp 1,07 pM); 11-hidroxigalantamina (ICsp 1,61 uM)), sendo
a sanguinina dez vezes mais potente que a galantamina, que é utilizada na

atualidade para o tratamento da Doenca de Alzheimer.

Figura 74: Férmula estrutural do composto 13.

Tabela 15; Dados de RMN de 'H do composto 13 (CDCl3z, 400 MHz) em comparagdo com a literatura
(CD30OD, 250 MHz) (MARY et al., 1998).

Posicéo du(J em Hz) Composto 13 du(J em Hz) Literatura
H-1 4,53 sl 4,52 sl
H-2a 2,07 -1,99 m 2,10 ddd (16,0; 5,0; 3,0)
H-28 2,59 - 2,55 m 2,49 m
H-3 4,10 1l (4,0) 4,15 1l (4,5)
H-4 5,92 dd (4,8; 0,8) 5,91 dd (10,5; 5,0)
H-4a 6,00 d (12,0) 6,11 d (10,5)
H-6a 3,62 d (14,8) 3,64 d (15,0)
H-68 4,01d (14,8) 4,06 d (15,0)
H-7 6,60 d (8,0) 6,57 d (8,0)
H-8 6,50 d (8,0) 6,52 d (8,0)
H-11la 1,60-1,59m 1,65m
H-118 2,07-1,99 m 2,05 m
H-12a 2,98-3,02m 3,01l m
H-128 3,20 tl (12,0) 3,22 1l (12,5)
NMe 2,34s 2,38 s
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4.1.2.2 — Composto 14

O composto 14 foi isolado nas subfracbes BAcMe-1 e BACEt-3A.4E. O

composto foi solubilizado em CD3;OD para a anélise de RMN de *H.

Foram obtidos no espectro de RMN de *H dois hidrogénios dubletos na regi&o
de hidrogénios aromaticos, com constante de acoplamento de 8,0 Hz, caracteristico
de acoplamento orto entre os hidrogénios aromaticos. Foram encontrados dois
sinais na regido de hidrogénios olefinicos (6 6,09 e 6,03 ppm) e sinais de hidrogénios
dubletos em 3,90 ppm e 3,55 ppm, com constante de acoplamento de 14,8 Hz,
caracteristico dos hidrogénios da posicdo C-6. Os demais sinais de hidrogénios
condizem com o descrito para o composto 13 anteriormente descrito e com a base
de dados relatada por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006) para o esqueleto do tipo
galantamina e o alcaloide sanguinina, porém foi identificado somente um hidrogénio

para a posicdo H-11, indicando a presenca de um grupo hidroxila na posicdo C-11.
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Ap6s andlise dos dados de RMN de 'H e a comparacdo com a literatura,
pode-se determinar o composto 14 como o alcaloide 11-g-hidroxisanguinina. Em
estudo realizado por Zhan e colaboradores (2016), este alcaloide apresentou baixa
atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (ICso 168,7 uM), quando comparada
com a galantamina (ICso 1,07 pM), com a sanguinina (ICso 0,10 pM) e a 11-
hidroxigalantamina (ICso 1,61 puM) (HOUGHTON; REN; HOWES, 2006). Tamanha
diferenca no valor da ICsy dos alcaloides do tipo galantamina pode ser confirmada
pelo estudo de relagao estrutura-atividade desenvolvido por Zhan e colaboradores
(2016), onde se concluiu que a dupla ligagéo entre C-4 e C-4a e a substituicdo na
posicdo C-9 por uma hidroxila sdo essenciais para a atividade inibitoria da enzima
acetilcolinesterase. Porém, a presenca de um grupo hidroxila na posicédo C-11 reduz

drasticamente a atividade do composto frente a enzima.

Figura 76: Formula estrutural do composto 14.

Tabela 16: Dados de RMN de 'H do composto 14 (CD;OD, 400 MHz) em comparacdo com a
literatura (CDsOD, 400 MHz) (ZHAN et al., 2016).

Posicédo du(J em Hz) Composto 14 dg(J em Hz) Literatura
H-1 4,76 —4,77m 4,77 dd (3,3; 2,7)
H-2a 2,41-2,36 m 2,40 ddd (15,4; 2,9; 2,1)
H-28 2,47 -2,44m 2,48 ddd (15,4; 5,0; 3,3)
H-3 4,20 td (4,8; 2,0) 4,20 ddd (5,0; 4,6; 2,1)
H-4 6,09 dd (10,4; 4,4) 6,09 dd (10,5; 4,6)
H-4a 6,03 d (10,4) 6,04 d (10,5)
H-6a 3,55 d (14,8) 3,57 dl (14,8)
H-68 3,90 d (14,8) 3,92 d (14,8)

H-7 6,50 d (8,0) 6,51d (8,2)

H-8 6,59 d (8,0) 6,59 d (8,2)

H-11 3,99 dd (10,8; 3,6) 3,99dd (11,1; 3,5)
H-12a 2,90 dd (3,6; 1,2) 2,91 ddd (13,7; 3,5; 1,1)
H-128 3,18 dd (13,6; 11,2) 3,19 dd (13,7; 11,1)

NMe 2,42 s 2,43 s
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4.1.2 - Composto com esqueleto do tipo tazetina

4.1.2.1 — Composto 15

O composto 15 foi isolado na subfragdo BACEt-3A.3A.4 e apresentou-se como
um so6lido amarelado. O composto foi solubilizado em CDCI3; para analise de RMN
de *H.

No espectro de RMN de 'H foram identificados dois hidrogénios singletos
referentes a hidrogénios aromaticos (6 6,85 e 6,50 ppm) p-orientados, atribuidos as
posicbes H-10 e H-7, respectivamente. Um sinal de hidrogénio duplo tripleto, com
deslocamento quimico de 6,14 ppm (J = 10,8; 1,5 Hz), atribuido a posi¢cdo H-2. Um
singleto largo em 5,90 ppm, integrando para 2H, caracteristico do grupo
metilenodioxifenila. Um sinal de hidrogénio duplo tripleto, com deslocamento quimico
de 5,61 ppm (J = 10,4; 1,6 Hz), atribuido a posicdo H-1. Um sinal de hidrogénio
duplo dubleto, com 64,96 ppm (J = 14,8; 0,8 Hz), atribuido a posi¢cdo H-6' e um sinal
de hidrogénio dubleto, com deslocamento quimico de 4,64 ppm (J = 14,8 Hz),
atribuido a posicdo H-6. Um hidrogénio multipleto, com deslocamento quimico entre
4,10 — 4,16 ppm, atribuido ao hidrogénio da posi¢cdo H-3. Um singleto na regido de
metoxilas aromaticas (& 3,46 ppm) integrando para 3H. Dois hidrogénio dubletos,
com 6 3,31 e 2,68 ppm (J = 10,4 Hz) e integracdo de 1H cada, caracteristico das
posicoes H-12’ e H-12 respectivamente. Um sinal de hidrogénio multipleto entre 2,85
— 2,89 ppm, atribuido a posicao H-4a. Um singleto com deslocamento de 2,40 ppm e
integracdo para 3H, caracteristico do grupo NMe. Um hidrogénio multipleto entre
2,19 — 2,27 ppm, atribuido a posi¢cdo H-4a e um sinal de hidrogénio duplo duplo
dubleto, com deslocamento quimico de 1,63 ppm (J = 13,6; 10,0; 2,4 H2z)

caracteristico da posi¢édo H-45.

Os dados observados no espectro de RMN de *H condizem com o descrito

por Bastida; Lavilla; Viladomat (2006) para o esqueleto do tipo tazetina.
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Os dados obtidos pelo espectro de RMN de 'H, quando comparados a
literatura, evidenciam o composto 15 como o alcaloide tazetina. Ensaios bioldgicos
realizados com a tazetina demonstraram uma média atividade contra determinados
tipos de células tumorais, com leve citotoxicidade quando testada em linhagens de
fibroblastos (ANTOUN et al., 1993; FURUSAKA et al., 1980). Foi constatada também
uma fraca atividade hipotensora, uma leve interacdo com o acido desoxirribonucleico
(ADN) humano e baixa atividade como agente antimalarico (LUO et al., 2012;
SCHEMEDA-HIRSSCHMANN et al., 2000b). Estudos realizados por Szlavik e
colaboradores (2004) indicam que alcaloide tazetina apresenta alta atividade

antirretroviral e baixo indice terapéutico.

Figura 78: Férmula estrutural do composto 15.

Tabela 17: Dados de RMN-"H do composto 15 (CDCls, 400 MHz) em comparacdo com a literatura
(CDCls;, 90 MHz) (GHOSAL; KUMAR; SINGH, 1984).

Posicado du(J em Hz) Composto 15 Su(J em Hz) literatura
H-1 5,61 dt (10,4; 1,6) 5,60 ddd (10,5; 2,0; 1,5)
H-2 6,14 dt (10,8; 1,6) 6,15 ddd (10,5; 2,0; 1,2)
H-3 4,16 -4,10 m 4,13 m
H-4a 227-2,19m 2,20 m
H-4 1,63 ddd (13,6; 10,0; 2,4) 1,60 m
H-4a 2,89-2,86m 2,83 m
H-6 4,64 d (14,8) 4,65 d (14,7)

H-6’ 4,96 dd (14,8; 0,8) 4,95 dd (14,7; 0,5)
H-7 6,50 s 6,50 sl

H-10 6,85s 6,85s

H-12 2,68 d (10,4) 2,65d (10,5)
H-12’ 3,31d(10,4) 3,30d (10,5)

OCH,0 590s 590s
OMe 3,46 s 3,45s

NMe 2,40 s 2,40 s
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4.1.3 - Composto com esqueleto do tipo haemantamina

4.1.3.1 — Composto 16

O composto 16 foi isolado na subfragcdo BACEt-3A.5C e apresentou-se como
um solido branco. O composto foi solubilizado em CDCI; para analise de RMN de
1
H.

Foram identificados no espectro de RMN de *H dois hidrogénios singletos na
regido de hidrogénios aromaticos (6 6,83 e 6,46 ppm), dois sinais de hidrogénios
olefinicos e um duplo dubleto com integracdo de 2H e deslocamento de 5,90 ppm,
caracteristico do grupo metilenodioxifenila. Foram detectados hidrogénios dubletos
em 4,32 ppm e 3,69 ppm, com constante de acoplamento de 16,8 Hz, caracteristico
dos hidrogénios da posi¢cédo C-6. Os dados principais obtidos no espectro de RMN de
'H do composto 16, quando comparados a base de dados de alcaloides de
Amaryllidaceae, indicam a existéncia do esqueleto haemantamina ou crinina,
diferindo unicamente na orientacéo da ponte. Para identificacdo correta do esqueleto

faz-se necessario a analise de dicroismo circular (DC).

Os espectros de DC dos alcaloides da série fenantridina, os quais apresentam
transicdes de UV (ultravioleta) e DC dominadas pelo cromoforo metilenodioxifenila,
sdo caracterizados por duas bandas de DC antipodais em cerca de 294 e 245 nm,
ambas correspondentes aos valores maximos observados no UV (WAGNER; PHAM,;
DOPKE, 1996). A forma do espectro de DC esta relacionada a estereoquimica da
juncao dos anéis B e C e, no caso de enantibmeros, 0 que se observa é que um
espectro € a imagem especular do outro, ocorrendo a inversdo do efeito Cotton de

positivo para negativo e vice-versa.
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O composto 16 apresentou um espectro de dicroismo circular com efeito
cotton negativo em 244 nm e efeito cotton positivo em 293 nm, confirmando a
orientacdo da ponte em alfa e o esqueleto do tipo haemantamina, conforme descrito

por Deangelis e Wildman (1969) para os compostos com este esqueleto.
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Figura 80: Resultado do teste de Dicroismo Circular do composto 16.

Ap6s andlise dos dados obtidos pela técnica de RMN de *H e pelo teste de
dicroismo circular, quando comparados a literatura, demonstram que o composto 16
€ o alcaloide 11-hidroxivitatina. As diferencas nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios podem ser explicadas pela utilizacdo de diferentes solventes nas

analises.

Figura 81: Férmula estrutural do composto 16.
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Tabela 18: Dados de RMN de *H do composto 16 (CDCls, 400 MHz) em comparagéo com a literatura
(CD;0D, 270 MHz) (EVIDENTE, 1986).

Posicédo 8u(J em Hz) Composto 16 8u(J em Hz) Literatura
H-1 6,39 d (10,0) 6,41 d (9,9)
H-2 6,34 dd (4,4; 0,8) 6,19 dd (9,9; 4,8)
H-3 4,38 td (4,4; 1,6) 4,28 ddd (4,8; 4,8; 1,5)
H-4a 229-221m 2,28 ddd (13,6; 13,6; 4,8)
H-48 1,96-1,90m 1,85 ddd (13,6; 4,8; 1,5)
H-4a 3,44-3,34m 3,47 dd (13,6; 4,8)
H-6a 3,69 d (16,8) 3,84 d (16,9)
H-68 4,31d (16,8) 4,35d (16,9)
H-7 4,46 s 6,56 s
H-10 6,83 s 6,94 s
H-11 3,99dd (3,2;1,2) 3,98 dd (7,0; 3,7)
H-12 endo 3,26 dd (14,0; 3,2) 3,20 dd (13,6; 3,7)
H-12 exo 3,44-3,34m 3,50 dd (13,6; 7,0)
OCH,0 5,89 dd (3,6; 1,6) 5,89 s

4.1.3 - Composto com esqueleto do tipo montanina

4.1.3.1 — Composto 17

O composto 17 foi isolado na subfracdo BACEt-3A.5D, apresentando
coloracdo branca. O composto foi solubilizado em CD3;OD para analise de RMN de
1

H.

A anélise do espectro de RMN de 'H, detectou dois sinais de hidrogénios
singletos na regido de hidrogénios arométicos (6 6,64 e 6,57 ppm), um hidrogénio
dubleto com deslocamento quimico de 5,89 ppm e integracdo de 2H (caracteristico
do grupo metilenodioxifenila) e um hidrogénio singleto largo com deslocamento de
5,57 ppm, caracteristico de hidrogénio olefinico. A presenca de dois hidrogénios
dubletos correspondentes ao sistema A/B dos hidrogénios benzilicos da posi¢cdo C-6
(6 4,40 e 3,94 ppm) excluem a presenca do grupo lactona no anel B. A presenca de
dois hidrogénios singletos largos, com deslocamentos de 3,97 e 3,88 ppm,
evidenciam a presenca de substituinte hidroxila nas posicbes C-3 e C-2,

respectivamente, uma vez que estes hidrogénios encontram-se desblindados
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conforme é descrito para esse esqueleto. A presenca de um sinal tripleto largo em
1,62 ppm (J = 12,0Hz) e o multipleto entre 2,19 e 2,14 ppm demonstram a auséncia

de substituinte na posigao C-4.

Apés andlise dos resultados e comparagdo com a literatura identificou-se o
composto 17 como sendo o alcaloide pancracina. As diferencas apresentadas nos
deslocamentos quimicos ocorre devido a diferenca de solventes utilizados para
analise. A pancracina € pertencente ao esqueleto tipo montanina. Essa classe de
alcaloides ndo apresenta muitos relatos na literatura sobre atividades bioldgicas.
Entretanto, a pancracina demonstrou ser ativa contra cepas de Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, assim como uma fraca atividade contra
Plasmodium falciparum, Trypanossoma cruzi e T. brucei rhodesiense (EVIDENTE et
al., 2004; BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT, 2006;: LABRANA et al., 2002).

Figura 83: Formula estrutural do composto 17.

Tabela 19: Dados de RMN de 'H do composto 17 (CD;OD, 400 MHz) em comparagdo com a
literatura (DMSO-Dg, 400 MHz) (ALI; MESBAH; FRAHM, 1984).

Posicao du(J em Hz) Composto 17 dg(J em Hz) Literatura

H-1 5,57 sl 5,37 dddd (1,8; 1,8; 1,8; 1,0)
H-2 3,88 sl 3,73 dddd (6,0: 1,8; 1,6; 1,0)
H-3 3,97 sl 3,65 dddd (3,8; 3,0; 2,3; 1,8)
H-4a 1,62 1l (12,0) 1,36 ddd (12,0; 11,5; 2,3)
H-48 2,14-2,19m 1,83 ddd (4,5; 3,8; 1,0)
H-4a 3,57-3,62m 3,20 ddd (11,5; 4,5; 1,8)
H-6a 4,40 d (16,0) 4,16 dl (16,5)
H-68 3,94 d (16,0) 3,63 dl (16,5)
H-7 6,57 s 6,60 sl
H-10 6,64 s 6,67 sl
H-11 3,47 sl 3,25 sl

H-12ax 3,16 sl 2,86 sl

H-12eq 3,16 sl 2,86 sl

OCH,0 2,90 d (7,2) 5,90 (2d)
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4.1.3 - Composto com outro tipo de esqueleto

4.1.3.1 — Composto 18

O composto 18 foi obtido nas subfracdes BHex-1A e BACEt-3A.1A. Este se
apresentou como um so6lido de coloracdo castanho clara, sendo facilmente

solubilizado em CDCl; para analise de RMN de *H.

As principais caracteristicas do espectro de RMN de *H do composto 18 s&o:
a) um hidrogénio singleto com deslocamento de 9,10 ppm, integrando para 1H,
correspondente a posi¢cdo H-6; b) um sinal de hidrogénio duplo dubleto, com
deslocamento quimico de 8,40 ppm (J = 8,1; 1,5 Hz) e integracdo de 1H,
correspondente a posicdo H-1; ¢) um sinal de hidrogénio duplo dubleto, com ¢ 8,16
ppm (J = 8,3; 1,6 Hz), correspondente a posi¢cdo H-4; d) um sinal de hidrogénio
singleto, com deslocamento quimico de 7,93 ppm, caracteristico da posicdo H-10; e)
dois sinais de hidrogénios duplo duplo dubletos, com deslocamentos quimicos de
7,70 ppm e 7,63 ppm e integracdo de 1H cada, atribuidos as posi¢cdes H-3 e H-2,
respectivamente; um sinal de hidrogénio singleto, com § 7,35 ppm, atribuido a
posicdo H-7; e um sinal de hidrogénio singleto em 6,18 ppm, integrando para 2H,

correspondente ao grupo metilenodioxifenila.
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Ap6s anélise dos dados obtidos pelo espectro de RMN de *H e a comparacao
com os dados da literatura, evidenciam o composto 18 como o alcaloide trisfaeridina.
De acordo com Bastida; Lavilla; Viladomat (2006), o alcaloide trisfaeridina nédo é
inserido nos nove esqueletos tipicos dos alcaloides de Amaryllidaceae, sendo
atribuido a outro esqueleto.

Figura 85: Férmula estrutural do composto 18.

Tabela 20: Dados de RMN de *H do composto 18 (CDCl;, 400 MHz) em comparacéo com a literatura
(CDCl3, 200 MHZz) (SUAU; GOMEZ; RICO, 1990).

Posicao du(J em Hz) Composto 18 8u(J em Hz) literatura
H-1 8,40 dd (8,1; 1,5) 8,36 dddd (8,0;1,8;1,0;1,0)
H-2 7,63 ddd (9,6:8,0;1,6) 7,61 ddd (8,0:7,0:1,7)
H-3 7,70 ddd (8,4;7,2;1,6) 7,67 ddd (7,0;7,0;1,8)
H-4 8,16 dd (8,3:1,6) 8,11 ddd (7,0;1,7:1,0)
H-6 9,10s 9,06 s
H-7 7,35s 7,32s
H-10 7,93 s 7,89 s

OCH;0 6,18 s 6,15s
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5 — CONCLUSAO

O estudo quimico em alcaloides realizado com a espécie Hippeastrum
reginae apresentou uma grande quantidade de alcaloides de Amaryllidaceae, sendo
a maioria pertencente a classe das homolicorinas. As analises de CG/EM
demonstraram a presenca de 11 alcaloides, sendo quatro n&o identificados na
biblioteca de alcaloides do professor Dr. Jaume Bastida.

Neste trabalho isolou-se e identificou-se 18 alcaloides isoquinolinicos. Destes
compostos, foram isolados 12 alcaloides da classe das homolicorinas, sendo eles: 7-
metoxi-O-metillicorenina, 2-a-7-dimetoxihomolicorina, 2-a-metoxihomolicorina,
albomaculina, 7-hidroxihomolicorina, 2-a-metoxi-7-hidroxihomolicorina, 2-a-7-
dihidroxihomolicorina, 2-a-hidroxialbomaculina, 8-O-desmetilhomolicorina,
homolicorina, hippeastrina e albomaculina N-6xido. Dentre esses alcaloides
isolados, quatro inéditos foram completamente elucidados e dois foram identificados
pela técnica de RMN de 'H e massas de alta resolucéo.

Entre os alcaloides isolados, foram obtidos também, dois do tipo galantamina
(sanguinina e 11-B-hidroxisanguinina) que apresentam importante atividade inibidora
da enzima acetilcolinesterase, conforme descrito na literatura, e sdo objeto de

estudo por diversos grupos de pesquisa.
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