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RESUMO

As espécies da familia Amaryllidaceae estdo distribuidas em regibes quentes e
temperadas ao redor do mundo. Essa familia produz um grupo bem conhecido de
alcaloides, os isoquinolinicos, que demonstram ampla variedade de atividades
biolégicas, assim como antiviral, anticancer, inibicdo da acetilcolinesterase (AChE),
antimalérica, entre outras. Nesse trabalho, sdo relatados o estudo quimico dos
alcaloides presentes na espécie brasileira Hippeastrum aulicum e a investigacédo de
atividades antiparasitarias contra Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum dos
alcaloides isolados. Para tanto, foi realizada extracdo &cido-base dos extratos
metandlicos de bulbos e folhas de H. aulicum, seguida por técnicas cromatogréaficas
de separacdo, com o objetivo de isolar os alcaloides presentes na espécie. Foram
obtidos 11 alcaloides: haemantamina (1), albomaculina (2), haemantidina (3), 6-
epihaemantidina (4), N-6xido haemantamina (5), 7-metoxi-O-metillicorenina (6),
aulicina (7), licorina (8), trisfaeridina (9), galantina (10) e norpluvina (11). O N-6xido
haemantamina é relatado pela primeira vez a partir de fonte natural e nesse trabalho
foi totalmente caracterizado por métodos espectromeétricos e espectroscopicos. Os
alcaloides 1, 2, 6, 7 e 8 foram testados in vitro contra os parasitas Trypanosoma
cruzi e Leishmania infantum em diferentes concentracbes e haemantamina (1)
apresentou-se como importante agente contra a forma promastigota de L. infantum
com ICso de 0,6 uM, enquanto 7-metoxi-O-metillicorenina (6) mostrou atividade
contra a forma tripomastigota de T.cruzi, sendo mais ativo (ICso = 89,55 uM) e mais
seletivo (IS > 2,2) que o padréo utilizado (benzonidazol, ICsp = 440,7 uM, IS = 1,0).

Palavras-chave: Amaryllidaceae, Hippeastrum, alcaloides, N-Oxido haemantamina,
antiparasitarios.



ABSTRACT

The species of Amaryllidaceae family are found in warm and tropical regions around
the world. This family produces a well-known group of isoquinolines alkaloids which
have demonstrated a wide range of biological activities such as antiviral, anticancer,
acetylcholinesterase (AChE) inhibition, antimalarial, among others. In this paper it is
going to be reported the chemical study of alkaloids present in the Brazilian species
Hippeastrum aulicum and the investigation of antiparasitic activity against
Trypanosoma cruzi and Leishmania infantum of the isolated alkaloids. In order to
conclude the study and investigation it was performed classical acid-base extraction
of methanol extracts of bulbs and leaves of H. aulicum, followed by chromatographic
separation techniques. 11 alkaloids were obtained: haemanthamine (1),
albomaculine (2), haemanthidine (3), 6-epihaemanthidine (4), haemanthamine N-
oxide (5), 7-methoxy-O-methyllycorenine (6), aulicine (7), lycorine (8), trisphaeridine
(9), galanthine (10) and norpluvine (11). Haemanthamine N-oxide was obtained for
the first time from natural source and it has been characterized by spectrometric and
spectroscopic methods. The alkaloids 1, 2, 6, 7 and 8 were tested in vitro against
parasites Trypanosoma cruzi and Leishmania infantum in different concentrations.
Haemanthamine (1) showed to be an important agent against promastigote form of L.
infantum with 1Cso of 0,6 uM while 7-methoxy-O-methyllycorenine (6) displayed
activity against trypomastigote forms of T. cruzi, which is more active (ICso = 89,55
uM) and more selective (IS > 2,2) than the standard (benzonidazol, ICsp = 440,7 uM,
IS=1,0).

Keywords: Amaryllidaceae, Hippeastrum, alkaloids, haemanthamine N-oxide,
antiparasitic compounds.
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18

1 - INTRODUCAO
1.1 - Utilizac&o e importancia dos produtos naturais

Desde milhares de anos atrds a humanidade utiliza recursos naturais para 0s
mais diversos fins, seja para sua alimentacdo, alivio de dores, cura de doencas,
extracdo de corantes ou rituais religiosos. A utilizacdo de recursos naturais na
medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa, faz parte da histéria
do desenvolvimento das civilizagdes oriental e ocidental (VIEGAS JUNIOR,
BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Indicios também apontam para o uso de produtos naturais como drogas pelas
antigas civilizagdes. No Equador, folhas de coca eram utilizadas ha 5000 anos.
(PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002). Rapés e bebidas alucinégenas eram
utilizados em rituais religiosos e de magia. O uso de Papaver somniferum é relatado
desde a época dos Sumerios (4000 a.C.). O Opio, retirado dessa planta, possuli
conhecidas propriedades soporiferas e analgésicas (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e
BARREIRO, 2006).

Corantes naturais eram utilizados para fins estéticos, religiosos e de protecao.
Civilizacdes indigenas americanas pintavam corpos e cabelos como forma de
comunicacédo (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Os indios utilizavam o curare, um veneno natural, para produzir flechas
envenenadas utilizadas na caca (PINTO, 1995). O veneno de Hemlock (Conium
maculatum), cujo principal constituinte € a coniina (Figura 1), era utilizado na
execucdo de prisioneiros durante o Império Grego. O veneno provocava paralisia
muscular gradual seguida de convulsGes e morte por paralisia respiratéria (DEWICK,
2002).

ITI /,//\
H
Coniina

Figura 1: Estrutura quimica da Coniina
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O conhecimento dos povos antigos e indigenas a respeito da natureza e a
troca de experiéncias entre diferentes povos e culturas levaram ao desenvolvimento
de estudos de produtos naturais e de pesquisas para encontrar oS compostos
quimicos responsaveis pelas atividades biologicas observadas e/ ou relatadas
(VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

A maioria dos compostos orgéanicos conhecidos é produzida pela natureza,
sendo o reino vegetal o contribuinte mais significativo para o fornecimento de
metabolitos secundérios, muitos deles com grande valor agregado (PINTO, SILVA,
BOLZANI et al., 2002). Os metabolitos secundéarios sdo encontrados em organismos
especificos, ou grupo de organismos e sdo uma expressdo da individualidade das
espécies (DEWICK, 2002). Apresentam-se como importantes matérias-primas para a
producdo de medicamentos (BARREIRO e BOLZANI, 2009) ou como modelos para
o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos (PINTO, SILVA, BOLZANI
et al., 2002).

No século XVIII deu-se inicio ao isolamento das primeiras substancias puras
do reino vegetal, sendo os séculos XVIII e XIX caracterizados pelos trabalhos de
extracdo (PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002). E dessa época o isolamento da
morfina (Figura 2), constituinte majoritario do opio (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e
BARREIRO, 2006). A morfina € utilizada até os dias atuais, segundo recomendacao
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), para o tratamento de dor intensa
especialmente em casos de pacientes com cancer terminal (BARREIRO e BOLZANI,
2009).

Outros compostos com importantes atividades biologicas ja foram isolados de
plantas, como o taxol (Figura 2), isolado de Taxus brevifolia, utilizado no tratamento
contra o cancer (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006) e a quinina
(Figura 2), um antimalarico, isolado das cascas de espécies de Cinchona. Na regiéo
amazobnica, as cascas de Cinchona foram muito utilizadas pelos indios para
tratamento de febre e no inicio dos anos 1600 foram introduzidas na Europa para o
tratamento da malaria (CRAGG e NEWMAN, 2013).

Um grande marco para a pesquisa de desenvolvimento de farmacos a partir

de compostos obtidos de plantas foi a sintese do acido acetilsalicilico (Aspirina®),
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que utilizou como protétipo um produto natural isolado de Salix alba L., a salicina
(Figura 2) (BRAGA e CASTILHO, 2011).
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Figura 2: Exemplos de substéncias isoladas de plantas

Os produtos naturais ainda representam importantes fontes de pesquisa, uma
vez que sdo fontes de compostos com estruturas quimicas diversificadas, muitas
vezes complexas, que apresentam atividades bioldgicas variadas sendo de grande

importancia para o descobrimento e desenvolvimento de novos farmacos.

Uma analise feita por NEWMAN e CRAGG (2012) das fontes de novos
farmacos no periodo de 1981-2010 revelou que somente 36 % dos novos compostos
utilizados na terapéutica, com excecdo de produtos biologicos e vacinas, podem ser
classificados como verdadeiramente sintéticos, ou seja, hdo possuem inspiracéo de

estruturas de origem natural.

A necessidade de novos farmacos para o tratamento de diversas doencas
demanda uma exploracdo vigorosa de todas as fontes para descoberta de

medicamentos e a natureza desempenha um papel vital nesse processo (CRAGG e
NEWMAN, 2013).
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O Brasil apresenta importantes fontes de pesquisa, uma vez que possui a
maior floresta equatorial e tropical Umida do mundo, dispondo de imensa
biodiversidade, sendo um celeiro para descoberta de novas substancias de interesse
biolégico ou ndo (PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002). Mesmo dispondo de grande
diversidade de espécies vegetais ao longo de seu extenso territorio, apenas poucas
destas espécies sao estudadas a fim de identificar e isolar os compostos
biologicamente ativos.

1.2 — A familia Amaryllidaceae

Em 2009, CHASE, REVEAL e FAY reuniram as familias Agapanthaceae,
Alliaceae e Amaryllidaceae em uma Unica familia denominada Amaryllidaceae e
propuseram as subfamilias Agapanthoideae, Allioideae e Amaryllidoideae. Contudo,
ainda é comum o uso do nome Amaryllidaceae para se referir as espécies da

subfamilia Amaryllidoideae.

A familia Amaryllidaceae é uma familia de monocotiledéneas que esta
largamente distribuida em regides temperadas e quentes do mundo (JIN, 2011),
possuindo pronunciados centros de diversidade na Africa do Sul e na regido dos
Andes (BASTIDA, BERKOV, TORRAS, et al, 2011). E uma familia de plantas
bulbosas, muito utilizada em ornamentacdo devido a beleza de suas flores. Suas
espécies sao conhecidas popularmente como estrela do norte, bastdo do imperador,
acucena e lirio (HOFMANN JUNIOR, SEBEN, MONTANHA, et al, 2004).
Amaryllidaceae compreende trés subfamilias, 73 géneros e 1605 espécies
(CANDIDO, FOURNY, GONCALVES-ESTEVES et al, 2013). No Brasil encontra-se
distribuida por todo o territério nacional, onde sdo reconhecidos 18 géneros e 135
espécies (DUTILH e OLIVEIRA, 2015).

O uso de espécies de Amaryllidaceae como medicamento tem relatos desde
a antiguidade. No século IV a.C., o 6leo de Narcissus poeticus L. era utilizado pelo
médico grego Hipocrates para o tratamento de cancer (PETTIT, GADDAMIDI,
HERALD et al., 1986). Lycoris radiata era utilizada na medicina popular chinesa para

o tratamento de poliomielite (FENG, WANG, SU et al., 2011) e Crinum zeylanicum L.
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era usado no tratamento de reumatismo e de dor de ouvido (BERKOV, ROMANI,
HERRERA et al., 2011). Outras espécies de Amaryllidaceae também sdo usadas na
medicina popular, com diversas atividades descritas, tais como antiviral,
antiespasmadica e controle de doencas mentais (da SILVA, 2006). As atividades
biolégicas das espécies de Amaryllidaceae (subfamilia Amaryllidoideae) sé&o

atribuidas aos alcaloides, que sdo seus principais constituintes.

Desde o isolamento de licorina a partir de Lycoris, em 1877, houve um grande
progresso nos estudos de espécies de Amaryllidoideae. Mais de 500 alcaloides
foram isolados ao longo das lltimas trés décadas, muitos dos quais apresentam
significativas atividades bioldgicas (HE, QU, GAO et al., 2015), tais como: inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) (PAGLIOSA, MONTEIRO, SILVA et al., 2010),
antimalarica (SENER, ORHAN e SATAYAVIVAD, 2003), anticancer (LUO, WANG,
ZHANG et al., 2012) e antiprotozoarios (OSORIO, BERKOV, BRUN et al., 2010).

1.2.1 — Alcaloides de Amaryllidoideae

Os alcaloides de Amaryllidoideae sdo comumente conhecidos como
alcaloides de Amaryllidaceae, devido a antiga classificacdo das espécies. Esse
grupo exclusivo de alcaloides € do tipo isoquinolinico e tem sido isolado de todos os
géneros da subfamilia e, a maioria deles ndo € conhecida por ocorrer em plantas de
outras familias (BASTIDA, BERKOV, TORRAS et al, 2011).

Alcaloides isoquinolinicos de Amaryllidoideae sé&o derivados dos aminoacidos
L-tirosina e L-fenilalanina, que dado origem ao intermediario chave O-
metilnorbeladina. E, apds diversos tipos de acoplamentos fenol oxidativos desse
intermediario, sdo geradas as estruturas quimicas basicas dos alcaloides que
ocorrem preferencialmente nesta subfamilia (BASTIDA, LAVILLA e VILADOMAT,
2006) (Figura 3).
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Figura 3: Acoplamentos fenol oxidativos em Amaryllidaceae (BASTIDA, BERKOV, TORRAS et al.,

2011)

As diversas estruturas dos alcaloides de Amaryllidoideae sdo classificadas,

principalmente, em nove tipos de esqueletos: norbeladina, licorina, homolicorina,

crinina, haemantamina, narciclasina, tazetina, montanina e galantamina (Figura 4)
(BASTIDA, BERKOV, TORRAS et al, 2011). E o sistema de numeracao utilizado
para as estruturas esta de acordo com o proposto por GHOSAL, SAINI e RAZDAN

(1985).
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Figura 4: Tipos de esqueletos de alcaloides de Amaryllidaceae (BASTIDA, BERKOV, TORRAS et al,
2011).

O alcaloide galantamina, inicialmente isolado de Galanthus woronowii, e
atualmente obtido a partir de Narcissus sp. e Leucojum aestivum, assim como
sinteticamente (GIORDANI, PAGLIOSA, HENRIQUES et al., 2008), é um inibidor
seletivo e reversivel da enzima acetilcolinesterase, o que provoca um aumento dos
niveis de acetilcolina no cérebro e, por isso, € utilizado no tratamento da doenca de
Alzheimer (REYES-CHILPA, BERKOV, HERNANDEZ-ORTEGA et al., 2011). Como
resultado, em 2001, a galantamina foi aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration) para tratamento paliativo da doenca de Alzheimer (GIORDANI,
PAGLIOSA, HENRIQUES et al., 2008). Atualmente, o bromidrato de galantamina é

um farmaco comercializado como Razydine® e Reminyl® para o0s sintomas
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cognitivos da doenca (REYES-CHILPA, BERKOV, HERNANDEZ-ORTEGA et al.,
2011).

Com a confirmagdo da acado da galantamina no tratamento da Doenca de
Alzheimer houve um aumento nas buscas por novos compostos que possuam O
esqueleto do tipo galantamina, uma vez que compostos que sao estruturalmente
relacionados podem ter propriedades farmacoldgicas semelhantes (REYES-CHILPA,
BERKOV, HERNANDEZ-ORTEGA et al.,, 2011). Além disso, a maior parte da
galantamina utilizada em clinicas é fornecida a partir de fontes naturais, sendo
assim, ha um grande interesse em encontrar novas espécies de Amaryllidaceae
para producdo sustentavel desse alcaloide (de ANDRADE, BERKOV, VILADOMAT
et al., 2011).

Através dos estudos fitoquimicos das espécies de Amaryllidoideae, outros
alcaloides ja demonstraram possuir atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase
semelhantes ou mais potentes que a galantamina (ICso 1,07 uM, in vitro), como a
sanguinina (ICsp 0,10 uM), a 11-hidroxigalantamina (ICsp 1,61 uM) e 1-O-
acetillicorina (ICso 0,96 uM) (HOUGHTON, REN e HOWES, 2006).

Além da atividade inibitdria da enzima acetilcolinesterase, outras atividades
biologicas ja foram confirmadas para os alcaloides de Amaryllidoideae. A licorina,
por exemplo, possui uma variedade de atividades bioldgicas ja relatadas, tais como:
antifangica (EVIDENTE, ANDOLFI, ABOU-DONIA et al., 2004), antiparasitaria
(LIKHITWITAYAWUID, ANGERHOFER, CHAI et al., 1993), anti-inflamatoria
(CITOGLU, TANKER e GUMUSEL, 1998) e antiviral (BASTIDA, LAVILLA e
VILADOMAT, 2006). Estes fatos anteriormente relatados confirmam que espécies da
familia Amaryllidaceae sdo fontes importantes para a descoberta de novos

compostos bioativos.

1.3 - O género Hippeastrum Herb.

O género Hippeastrum Herb., pertence a familia Amaryllidaceae, subfamilia

Amaryllidoideae. Apresenta muitas espécies ornamentais no Brasil, com grande
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variagdo de cor das suas flores (DUTILH, 2005). Comercialmente este género
também é conhecido como Amaryllis, 0 que gera uma confusdo na atribuicdo do
género a determinadas espécies. O género Amaryllis possui descricdo que se
encaixa tanto para uma espécie encontrada na Africa do Sul, quanto para uma
espécie encontrada nas Américas (DUTILH, 1987). Contudo, em estudos iniciais, foi
determinado que as espécies que ocorressem na Africa devem ser pertencentes ao
género Amaryllis e, as de ocorréncias nas Ameéricas, devem ser pertencentes ao
género Hippeastrum. Ainda assim, ocorre muita confusdo a respeito dessa
classificacdo (CANDIDO, FOURNY, GONCALVES-ESTEVES et al, 2013).

O nome do género é proveniente do grego Hippos = cavalo + Astron = estrela,
devido ao aspecto peculiar de suas flores (AMARAL, 2006). O género Hippeastrum é
endémico da América do Sul (de ANDRADE, BERKOV, VILADOMAT et al., 2011) e
largamente distribuido no Brasil, apresentando 30 espécies, das quais 21 séo
endémicas (DUTILH e OLIVEIRA, 2015). As espécies desse género aparecem em
varios ambientes diferentes, como em pantanos, prados, arvores, rochas, perto da

praia ou em altas montanhas (DUTILH, 2005).

Apesar de existirem poucos estudos envolvendo aspectos quimicos e
farmacoldgicos de espécies de Hippeastrum, em comparacdo aos demais géneros
de ocorréncia na Europa e Asia (GIORDANI, PAGLIOSA, HENRIQUES et al., 2008),
alguns compostos bioativos importantes ja foram descritos em espécies de
Hippeastrum no sul do Brasil. Candimina, isolada de H. morelianum, apresentou
citotoxicidade para o parasita Trichomonas vaginalis (GIORDANI, VIEIRA,
WEIZENMANN et al., 2010). Montanina isolada de H. vittatum apresentou atividade
inibitéria da enzima acetilcolinesterase (PAGLIOSA, MONTEIRO, SILVA et al., 2010)
e atividades psicofarmacoldgicas, como antidepressiva, anticonvulsiva e ansiolitica
(da SILVA, de ANDRADE, BEVILAQUA et al., 2006). Licorina, um alcaloide bem
conhecido da familia Amaryllidaceae, também ja foi isolado a partir de espécies de
Hippeastrum, onde demonstrou importante acdo antioxidante (GIORDANI,
PAGLIOSA, HENRIQUES et al., 2008). As atividades biolégicas relatadas para os
alcaloides encontrados no género Hippeastrum tém impulsionado os estudos das
espécies desse género, na busca por novas fontes de alcaloides biologicamente

ativos.
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1.3.1 — Hippeastrum aulicum (Ker Gawl.) Herb

A espécie Hippeastrum aulicum (Figura 5) é endémica do Brasil e apresenta-
se distribuida nas regides sul e sudeste do pais (DUTILH e OLIVEIRA, 2015). E
encontrada em mata Umida, epifita ou terrestre sobre humus (DUTILH, 1987).

Figura 5: Hippeastrum aulicum (Ker Gawl.) Herb (Fonte: Arquivo pessoal)

Em 2014, de ANDRADE e colaboradores isolaram os alcaloides licorina,
nerinina, 7-metoxi-O-metillicorenina, galantamina, haemantamina, aulicina, 11-
oxohaemantamina e tazetina (Figura 6), a partir dos bulbos de Hippeastrum aulicum.
Desses, aulicina e 11-oxohaemantamina foram isolados pela primeira vez e ainda

nao possuem atividades biolégicas relatadas.

Licori :
ieorina 7-metoxi-O-metillicorenina R,=H; R,=OMe; R;=OMe; R,=H  Galantamina

Nerinina R;=H; R,=OMe; R3=OH; R4=H

OMe
MeO

MeO

Haemantamina Aulicina 11-oxohaemantamina Tazetina

Figura 6: Estruturas dos alcaloides isolados de Hippeastrum aulicum por de ANDRADE e
colaboradores (2014)
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1.4 — Doencas parasitarias

Alcaloides de Amaryllidoideae demonstraram atividade antiparasitaria ao
serem testados, em ensaios in vitro, contra 0os protozoarios causadores da malaria,
da doenca do sono e da doenca de Chagas (HERRERA, MACHOCHO, BRUN et al,
2001).

As doencas causadas por protozoarios, assim como a doenca de Chagas e a
Leishmaniose, estdo entre as infeccbes crbnicas mais comuns em areas rurais e
urbanas de baixa renda em regides tropicais e subtropicais do mundo (OSORIO,
BERKOV, BRUN et al., 2010).

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi,
sendo a principal forma de transmissdo através de vetores, que ocorre pela
passagem do protozoario das fezes dos triatomineos (barbeiro) através da pele
ferida ou de mucosas do ser humano (BRASIL, 2010). Quando é eliminado pelas
fezes do barbeiro, o parasita Trypanosoma cruzi apresenta forma alongada e com
flagelo, que facilita o movimento, denominada tripomastigota. Os tripomastigotas
metaciclicos ao entrarem no organismo do hospedeiro infectam as células proximas
ao local da picada. Dentro da célula se transformam em uma forma ovoéide e sem
flagelo, os amastigotas, que se multiplicam rapidamente levando ao rompimento da
célula. Os tripanossomideos séo espalhados na corrente sanguinea e voltam a ter a
forma flagelada, desta forma, sdo disseminados pelo organismo e infectam mais
células em novos ciclos. O barbeiro ao se alimentar do sangue dos vertebrados
infectados, ingere o parasita na forma de tripomastigota sanguineo, que se
transformam em epimastigotas no intestino médio do inseto e passam a se
multiplicar. No intestino posterior do inseto, essas formas epimastigotas se
transformam em tripomastigotas metaciclicos que vao ser eliminados juntamente
com as fezes e urina durante o repasto sanguineo, penetrando no organismo do
vertebrado pela picada ou mucosas, renovando o ciclo de transmissdo do parasita
(ARGOLO, FELIX, PACHECO et al., 2008).

No Brasil, essa doenca atinge, principalmente, populacdes pobres que
residem em situagfes precarias (NEVES, de MELO, LINARDI et al., 2004). Estima-

se que 10 milhGes de pessoas no mundo séo afetadas pela Doenca de Chagas,



29

principalmente nas &areas endémicas, como 0s paises da América Latina (WHO,
2010).

A leishmaniose humana é causada por espécies do género Leishmania,
protozoario membro do grupo dos hemoflagelados, que possuem reservatorios em
roedores, cdes, marsupiais e outros animais e, € transmitida por mosquitos
infectados do género Lutzomia e Phlebotomus (ROCHA, ALMEIDA, MACEDO et al.,
2005). A transmissédo ocorre pela picada da fémea infectada, que ao realizar o
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, libera, juntamente com a saliva,
as formas promastigotas metaciclicas do parasita. Os promastigotas que atingem o
ferimento sdo fagocitados pelos macréfagos e por outras células do sistema
mononuclear fagocitario. No interior dos macréfagos, os promastigotas transformam-
se em amastigotas e multiplicam-se até rompimento dos mesmos. Amastigotas
liberados séo fagocitados por novos macrofagos num processo continuo, ocorrendo
a disseminacao para outras células do sistema fagocitico mononuclear. O vetor é
infectado quando a fémea do inseto alimenta-se de sangue de mamiferos
infectados, pois ingerem macrofagos parasitados com a forma amastigota do
parasita. Ap0s o rompimento do macrofago no interior do inseto, as formas
amastigotas se transformam em formas promastigotas, que se multiplicam por
processos de divisdo binaria e migram para a parte superior do inseto, de onde sera
liberada juntamente com a saliva do inseto durante um novo processo de repasto
sanguineo, dando inicio novamente ao ciclo do parasita (CDC, 2015), (REIMAO,
2012).

Leishmaniose € uma doenca predominantemente rural e sdo estimados 1,6
milhdes de novos casos por ano, dos quais se estima que 500000 s&o viscerais
(90% dos casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o) e 1,1
milhdo sdo cutaneas (90% dos casos ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ira,

Peru, Arabia Saudita, Sudao e Siria) ou mucocutaneas (WHO, 2010).

A falta de interesse da industria farmacéutica, a auséncia de vacinas e o
surgimento de cepas resistentes aos medicamentos tém tornado a erradicacédo e o
controle dessas doencas quase impossiveis (KAYA, SARIKAYA, ONUR et al., 2011).

A quimioterapia utilizada no combate a essas doencas ndo € satisfatoria, uma vez
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gue apresenta falta de eficicia e toxicidade associada ao longo prazo de tratamento
(OSORIO, BERKOV, BRUN et al., 2010).

Devido a alta toxicidade e a resisténcia dos medicamentos utilizados para o
tratamento de doencas parasitérias, identifica-se a necessidade de pesquisas para o
desenvolvimento de novos farmacos, que sejam mais eficazes e menos agressivos.
Nesse contexto, as plantas aparecem como importantes fontes de pesquisa de

candidatos a novos farmacos.



31

2—-OBJETIVOS
2.1 — Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi o estudo dos alcaloides presentes em bulbos e
folhas de Hippeastrum aulicum, uma espécie da familia Amaryllidaceae, seguido de

avaliacdo de atividade antiparasitaria de alguns alcaloides isolados.

2.2 — Objetivos especificos

e Fazer extracdo acido-base do extrato metandlico de folhas e bulbos de
Hippeastrum aulicum;

e Isolar e identificar os alcaloides;

e Avaliar a atividade antiparasitaria dos alcaloides isolados contra Leishmania

infantum e Trypanosoma cruzi.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e equipamentos

A trituragcdo do material foi feita em liquidificador Arno.

Rotaevaporadores utilizados foram Buchi R-3 e Fisatom 801, acoplado a bomba
de vacuo Vacuum Pump V-700 — Buchi, com controlador de pressdo Vacuum
Controller V-850 — Buchi.

Os solventes utilizados para extracédo e particdes foram hexano, acetato de etila,
metanol, diclorometano, cloroférmio e acetona, de grau P.A. de diferentes marcas.
Os utilizados em CLAE apresentavam grau HPLC e para andlise de RMN foram
utilizados solventes deuterados.

Andlise e separacdo por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em equipamento Agilent de bomba quaternaria modelo G1311C-1260
e acoplado a detector UV-Vis com arranjo de diodos (DAD) modelo G1315D-
1260.

Cromatografia em camada delgada (CCD): placas de aluminio encobertas por
silica gel 60 F2s4, Whatman analisadas sob radiacéo ultravioleta em camara de
UV da Camag, nos comprimentos de 254 e 366 nm e reveladas com Dragendorff.

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP): placas de vidro, 20 x 20
cm, encobertas por silica gel 60 Fzs4, Macherey-Nagel.

Cromatografia liquida em coluna: fase estacionaria silica gel 60, 63-200 um,
Merck.

Cromatografia liquida a vacuo (CLV): funil de placa sinterizada (7 cm de diametro)
sobre kitassato acoplado a bomba de vacuo Buchi. Fase estacionaria silica gel 60
ACC, 6-35 um, Chromagel-SDS.

Espectrometria de massas de alta resolucao: foi realizada em equipamento 9,4 T
FT-ICRMS Solarix por injecéo direta da amostra solubilizada em metanol.

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): equipamento Varian

400 MHz, com sonda 5 mm ATB BroaBand H/*°F/X e TMS como padrdo de

referéncia.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM):

cromatografo CG-17A Shimadzu, modelo GC-EM QP 5000, operando no modo El a
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70 eV usando coluna apolar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Programacdo 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 gés: 0,8 mL/min com gas
hélio.

e Infravermelho foi realizado em equipamento Perkin Elmer Spectrum 400 FT-
IR/FT-NIR Spectrometer e as medidas foram realizadas num intervalo de
comprimento de onda de 4000 cm™ a 650 cm™.

e UV foi realizado em equipamento UV-Perkin Elmer, Lambda 45, UV-Vis, utilizando
metanol como solvente.

e Dicroismo circular realizado em metanol em espectrofotbmetro Jasco-J-810

(Easton, MD, USA).

3.2 — Coleta de Hippeastrum aulicum

Aproximadamente 1,7 kg de bulbos e 1 kg de folhas de Hippeastrum aulicum
foram coletados no Estado de S&o Paulo na cidade de Biritiba-Mirim em setembro
de 2013. Uma exsicata foi depositada no Herbario UEC, sob o nimero 114, onde foi

feita a identificacdo do material botanico pela Dra. Renata Souza de Oliveira.

3.3 — Preparacéao dos extratos

Bulbos (1,7 kg) e folhas (1,0 kg) frescos de Hippeastrum aulicum foram,
separadamente, triturados na presenca de metanol. Todo o material foi submetido a
maceracdo com metanol por 48 horas. ApOs esse periodo, o material vegetal foi
filtrado em papel de filtro e novamente triturado com metanol e filtrado. Os filtrados
foram reunidos e concentrados em evaporador rotatorio. Os extratos ndo foram
secados completamente, originando aproximadamente 160 mL e 100 mL de extrato

bruto de bulbos e folhas, respectivamente.
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3.4 — Extracao &acido-base
3.4.1 - Folhas

Ao extrato bruto de folhas foi adicionado, pouco a pouco, H,SO, (acido
sulfdrico) 2 % até pH 2. A solugéo acida foi lavada com hexano (7 x 150 mL). A parte
aquosa foi alcalinizada com NH4OH (hidroxido de amdnio) 25 % até pH 10 e, em
seguida, extraida com hexano (5 x 150 mL), acetato de etila (15 x 150 mL) e uma
mistura de acetato de etila e metanol (3:1) (2 x 150 mL), originando as fragdes
HAFH, HAFA e HAFAc+Me, respectivamente. A figura 7 ilustra o procedimento de
extracao descrito.

Extrato Bruto
Folhas (100 mL)
HoS04 2%

Até pH 2

Extrato acido

Hexano

NH4OH 25%
até pH 10

lSqugéo Bésical

Hexano AcOEt

AcOEt:MeOH
(3:1)

HAFH HAFA HAFAc+Me
166,5 mg 897,2 mg 1,568 g

Figura 7 :Processo de extracdo acido-base do extrato de folhas
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3.4.2 — Bulbos

Foi adicionado H,SO,4 2 % ao extrato bruto de bulbos até pH 2. A solucéo
acida foi lavada com éter etilico (4 x 200 mL) e com hexano (5 x 200 mL). A parte
aquosa foi adicionado NH,OH 25 % até pH 10. A solucéo alcalina foi extraida com
hexano (5 x 200 mL), acetato de etila (15 x 200 mL) e uma mistura de acetato de
etila e metanol (3:1) (3 x 200 mL), originando as fragdes HABH, HABA, HABAc+Me,

respectivamente (Figura 8).

Extrato Bruto
Bulbos (160 mL)

H,S0,4 2%
Até pH 2

Extrato acido

Eter etilico
Hexano

@ l Aquosa l

NH4OH 25%
até pH 10

lSqugéo Bésical

Hexano AcOEt

AcOEt:MeOH
(3:1)

HABH HABA HABAc+Me
506,7 mg 2,658 g 2,066 g

Figura 8: Processo de extracdo acido-base do extrato de bulbos
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3.5 - Fracionamento cromatografico

As fragOes hexano, acetato de etila e acetato de etila:metanol (3:1) de folhas
e bulbos foram analisadas por CG-EM para identificacdo prévia dos alcaloides
presentes em cada fracdo. Os resultados foram comparados com uma biblioteca de
espectros de alcaloides que é constantemente atualizada. Foram identificados 26
alcaloides nas fracdes hexano e acetato de etila das duas partes estudadas. As
fracbes acetato de etila:metanol (3:1) apresentaram apenas tracos de poucos
alcaloides e por isso, optou-se por ndo dar continuidade no estudo dos alcaloides
dessas fracoes.

As fragbes obtidas dos extratos de bulbos e folhas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como eluente os solventes
acetato de etila, hexano, diclorometano, acetona e metanol em diferentes
proporgdes, observadas sob luz UV (254 nm e 365 nm) e reveladas com reagente

de Dragendorff.

3.5.1 — Folhas:
3.5.1.1 — Fracionamento de HAFH:

A fracdo hexano de folhas (HAFH) foi fracionada por cromatografia em coluna
usando silica como fase estacionaria e como eluente, uma mistura de hexano,
acetato de etila e metanol em diferentes propor¢cdes. O processo de eluicdo foi
gradiente. As fracdes coletadas foram reunidas por similaridade, através de CCD,

resultando em seis subfracfes (Figura 9).
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HAFH
161,5 mg
Silica
¢=25cm,h=38cm
AcOEt Hex (9:1)=0,2L
AcOEt: Hex (94:6) = 0,2 L
AcOEt: Hex (96:4)=0,4 L
AcOEt: Hex (98:2)=0,2 L
AcOEt=0,2L
AcOEt:MeOH (9:1)=0,2 L
AcOEt: MeOH (1:1)=0,2L

MeOH = 0,3 L
HAFH 1 HAFH 2 HAFH 3 HAFH 4 HAFH 5 HAFH 6
10,7 mg 6,7 mg 10,4 mg 16,5 mg 63,5 mg 45,2 mg

Figura 9: Fracionamento da amostra HAFH em cromatografia em coluna

As subfragbes HAFH 1 — 6 foram analisadas por CCD. HAFH 5 e HAFH 6
apresentaram teste positivo para presenca de alcaloides ao serem reveladas com

Dragendorff.

o HAFH 5: Ao ser ressuspendida em metanol houve a formacdo de um
precipitado branco (HAFH 5.1; 5 mg). O precipitado foi analisado por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e denominado composto 1. O
sobrenadante foi purificado por CLAE, utilizando como fase estacionaria uma coluna
semi-preparativa de fase normal (Zorbax RX-Sil, 9,4 x 250 mm), e como fase movel
uma mistura de isopropanol, acetato de etila e hexano (5:4:1) com vazdo de 3

mL.min™. Desta forma, foram isolados mais 15 mg do composto 1.

o HAFH 6: Esta subfracdo foi submetida a cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) utilizando, como fase mével, uma mistura de hexano:
acetato de etila: acetona: metanol: isopropanol (5:2:2:1:2) em atmosfera de amdnia.

Foram isolados 5,9 mg de um sélido que foi analisado por RMN *H (composto 2).
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3.5.1.2 — Fracionamento de HAFA:

A fracdo acetato de etila de folhas (HAFA) foi submetida a cromatografia em
coluna usando silica como fase estacionaria e AcOEt:MeOH (49:1) e MeOH puro
como fase moével. As amostras coletadas foram combinadas por similaridade, o que
resultou em 11 subfragbes, denominadas HAFA 1 — 11(Figura 10). Todas as
subfracdes foram analisadas por CCD e HAFA 9, HAFA 10 e HAFA 11 apresentaram
resultado positivo para presenca de alcaloides ao serem reveladas com Dragendorff.

o HAFA 9: Esta subfracdo foi ressuspendida em metanol e houve a
formacdo de um precipitado branco, denominado HAFA 9.1 (228,2 mg), que foi
enviado para andlise por RMN 'H (composto 1). O sobrenadante foi submetido a
cromatografia em coluna usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de
AcOEt:MeOH (23:2) e NH,OH como eluente. A polaridade do eluente foi aumentada
durante a eluicdo (Figura 10). As subfracdes foram analisadas por CCD e reveladas
com Dragendorff, onde se observou a presenca de alcaloides na subfracdo HAFA
9.8.

v HAFA 9.8: foi ressuspendida em metanol e houve o depdésito de um
sélido branco, HAFA 9.8.1 (66 mg), que foi enviado para andlise por RMN *H
(composto 1). O sobrenadante foi submetido a cromatografia em coluna,
onde a fase estacionaria foi silica gel e o eluente, uma mistura de
AcOEt:MeOH (9:1) (Figura 10). O sistema de eluicdo foi gradiente e a
polaridade foi aumentada acrescentando mais metanol a mistura. Apos
serem combinadas, doze subfracdes foram obtidas, HAFA 9.8.2 — 9.8.13,
das quais HAFA 9.8.8 e HAFA 9.8.10 resultaram em sinal positivo para a

presenca de alcaloides ao serem reveladas com Dragendorff .

. HAFA 9.8.8: foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa usando a mistura de acetato de etila, diclorometano,
acetona, metanol, hexano (2:2:2:1:1) e gotas de NH,OH como fase
movel, em atmosfera de NHs. Foram obtidos 13,5 mg (Rf = 0,47) de um
produto, que ao ser analisado por RMN *H, foi observado que se

tratava de uma mistura de epimeros, os compostos 3 e 4.



HAFA
891,6 mg

Silica

MeOH (0,6 L)

¢=3,5cm, h=38,5cm
AcOEt +2% de MeOH (3,2 L)
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HAFA 1 || HAFA 2 || HAFA 3|[HAFA 4|| HAFA 5 || HAFA 6 || HAFA 7|| HAFA 8|l HAFA 9 HAFA 10| | HAFA 11
3,8mg || 10,3mgl| 43mg |[ 1,5mg || 5.6mg || 15,0 mg|| 5,6 mg || 18,7 mg||650,5 mg 33,9mg| | 34,5mg
MeOH
HAFA 9.1
Sobrenadante 228.2 mg
Silica
6=2,5cm, h=38,5cm
AcOEt: MeOH (23:2) + 1% Composto 1
de NH,OH (0,6 L) P
MeOH + 1% de NH,OH (0,9 L)
HAFA 9.2 |HAFA 9.3| |HAFA 9.4| [ HAFA 9.5 | HAFA 9.6 ||[HAFA 9.7 | [HAFA 9.8 | |[HAFA 9.9 |[HAFA9.10|[HAFA9.11
5,6 mg 3,9 mg 2,7 mg 3,0 mg 7,4 mg 6,3mg ||320,5mg []| 12,9 mg 75mg || 412mg
MeOH
Sobrenadante HAFA 9.8.1
o 66,0 mg
Silica
0=2,5cm, h=42,0cm +
AcOEt: MeOH (9:1) (1,3 L) Composto 1
AcOEt:MeOH (7:3) (0,2 L) P
AcOEt:MeOH(1:1) (0,3 L)
MeOH (0,5 L)
HAFA9.8.2||HAFA9.8.3||HAFA9.8.4| [HAFA9.8.5||HAFA9.8.6| [ HAFA9.8.7|| HAF A9.8.8| | HAF A9.8.9| [HAFA9.8.10] HAFA9.8.11| [HAFA9.8.12{|HAFA9.8.13
12,8 mg 8,8 mg 1,9 mg 2,6 mg 3,5mg || 6.6 mg 17,6 mg 2,0 mg || 140,3 mg || 14,3 mg 10,1 mg || 30,2 mg
CCDP
AcOEt:CH,Cl,:CH3;COCH;:MeOH:Hex
C to 1
(2:2:2:1:1) NH,OH, atmosfera de NHs omposio
Compostos 3 e 4
Figura 10: Fracionamento cromatogréfico da amostra HAFA
o HAFA 10 e HAFA 11: Estas duas sufracdes foram submetidas a

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) usando como fase mdvel

uma mistura de hexano, acetato de etila, acetona, metanol e butanol (4:3:3:2:1), as

subfracdes obtidas foram analisadas por RMN *H e encontram-se na tabela 1.



40

Tabela 1: Subfracdes obtidas a partir de CCDP de HAFA 10 e HAFA 11

Fracdo Massa Rf
HAFA 10.1 3,0mg 0,01
HAFA 10.2 4,4 mg 0,09
HAFA 10.3 10,1 mg 0,24 —— Composto 5
HAFA 10.4 5,3 mg 0,53
HAFA 10.5 4,3 mg 0,71
HAFA 10.6 5,7 mg 0,88 —— 3 Composto 6
HAFA 11.1 3,8 mg 0,01
HAFA 11.2 5,5mg 0,08
HAFA 11.3 4,3 mg 0,21
HAFA 11.4 5,4 mg 0,53
HAFA 11.5 6,7 mg 0,71
HAFA 11.6 6,5 mg 0,88 ——» Composto 6

3.5.2 - Bulbos:
3.5.2.1 — Fracionamento de HABH:

A fracdo hexano de bulbos (HABH) foi submetida a cromatografia em coluna
usando silica gel como fase estacionaria e foi eluida, inicialmente, com uma mistura
de acetato de etila, metanol, diclorometano (3:1:1) e gotas de hidroxido de aménio. A
polaridade foi gradualmente aumentada enriquecendo a mistura com MeOH e
diminuindo a quantidade de AcOEt (Figura 11). As subfracbes foram coletadas,
analisadas por CCD e reunidas em 18 subfracfes. Das quais HABH 9, HABH 10 e
HABH 11 apresentaram teste positivo para presenca de alcaloides ao serem

reveladas com Dragendorff.



HABH
471,8 mg

Silica

MeOH (0,5L)

0=2,5cm h=
AcOEt:MeOH:CH,ClI, (3:1:1) + 3%NH,OH (0,7 L)
AcOEt:MeOH:CH,ClI, (5:3:2) + 3%NH,OH (0,9 L)
AcOEt:MeOH:CH,CI, (1:3:1) + 3%NH,OH (0,4 L)

1 HABH 1
10,3 mg

HABH 2
4,7 mg

HABH 3
21,0 mg

HABH 4
6,5 mg

HABH 5
I 1.12,0 mg

HABH 6
5,0 mg

HABH 7
6,6 mg

HABH 8
5,2 mg

HABH 9
150,3mg

—{ HABH 10
59,7 mg

41 cm

CCDP

HABH 9
60 mg

Composto 1

Composto 2

Composto 6

CH,Cl,: AcOEt:CH;COCH5:Hex:MeOH
(2:2:1,5:3:1), NH,4OH, atmosfera de NH3

CCDP
HeX:ACOEt: CH2C|2:CH3COCH3:MGOH
(4:2:2:1:1), NH,OH, atmosfera de NH,

41

s Composto 7

— HABH 11
48.0 mg

HABH 12
3,6 mg

HABH 13
13,9 mg

HABH 14
6,3 mg

HABH 15
18,9 mg

HABH 16
13,8 mg

|| HABH 17
35,1 mg

HABH 18
42,2 mg

—» Composto 7

Figura 11: Fracionamento cromatogréfico da amostra HABH
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o HABH 9: foi realizada cromatografia em camada delgada preparativa
de 60 mg desta subfrac&o a fim de separar os alcaloides. O sistema eluente utilizado
foi uma mistura de diclorometano, acetato de etila, acetona, hexano, metanol
(2:2:1,5:3:1), gotas de NH4OH e atmosfera de NHs;. Foram obtidos trés compostos

conforme observado na tabela 2. Os trés compostos foram analisados por RMN *H.

Tabela 2: Subfracdes obtidas no fracionamento de HABH 9

Fracdo Massa Rf
HABH 9.1 6,5 mg 0,41 — 5 Composto 1
HABH 9.2 3,5mg 0,62 —— Composto 2
HABH 9.3 8,0 mg 0,74 > Composto 6
o HABH 10: Esta subfracdo foi submetida a cromatografia em camada

delgada preparativa, usando uma mistura de hexano, acetato de etila,
diclorometano, acetona, metanol (4:2:2:1:1) e gotas de NH;OH como eluente. O
processo cromatografico foi realizado em atmosfera de NH; e originou 4 subfracoes

(Tabela 3). As subfracdes foram analisadas por RMN *H.

Tabela 3: Subfracdes obtidas no fracionamento de HABH 10

Fracéo Massa Rf
HABH 10.1 2,7mg 0,01
HABH 10.2 4,4 mg 0,28
HABH 10.3 15,2 mg 0,51 ——» Composto 7
HABH 10.4 3,9mg 0,73

3.5.2.2 — Fracionamento de HABA:

A fracdo acetato de etila de bulbos (2,6589 g) foi ressuspendida em metanol e
houve o depédsito de um sdlido branco (HABAL, 160,7 mg) que foi analisado por
RMN *H e denominado composto 8. O sobrenadante foi submetido & cromatografia
liquida a vacuo (CLV). Iniciou-se a cromatografia usando 100 % de hexano como
eluente e, a polaridade foi aumentada adicionando-se acetato de etila até chegar a

100 % de acetato de etila e finalmente, metanol foi adicionado até chegar a 50 % de
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metanol. Apds andlises das amostras coletadas, estas foram reunidas, por
similaridade, em 12 subfracdes, HABA 2-13 (Tabela 4). A presenca de alcaloides foi
confirmada por Dragendorff nas subfracdes HABA 5 e HABA 13.

Tabela 4: Subfracdes obtidas no fracionamento de HABA

Fracdes Massa Fracdes Massa

HABA 2 16,1 mg HABA 8 38,8 mg
HABA 3 10,9 mg HABA 9 23,4 mg

HABA 4 9,5mg HABA 10 24,9 mg
HABA 5 9,0 mg HABA 11 26,7 mg
HABA 6 2,4 mg HABA 12 30,1 mg
HABA 7 9,5mg HABA 13 1,17 g
o HABA 5: foi purificada por CLAE, utilizando como fase estacionaria

uma coluna analitica de fase normal (RX-Sil, 4,6 x 250 mm) e como fase movel uma
mistura de acetato de etila e hexano (8:2) com vazdo de 0,25 mL.min"*. Obteve-se

1,5 mg de um composto que foi analisado por RMN *H e denominado composto 9.

o HABA 13: esta subfracédo foi ressuspendida em metanol e um sélido
branco (HABA 13.1, 251,6 mg) precipitou espontaneamente. O precipitado foi
analisado por RMN *H e denominado composto 1. O sobrenadante foi submetido a
cromatografia em coluna. A fase estacionaria utilizada foi silica gel e a eluicédo
comecou com uma mistura de acetato de etila, acetona, hexano, metanol e
diclorometano (2:1:1:1:2). A polaridade do eluente foi aumentada gradativamente
aumentando-se a quantidade de metanol. Foram obtidas 11 subfracdes,
denominadas HABA 13.2 — 13.12 (Figura 12). Analise por CCD, seguida de
revelacdo com Dragendorff, indicou a presenca de alcaloides nas subfracdes HABA
13.7 — 13.10. A subfracdo HABA 13.8 foi analisada por RMN e corresponde ao

composto 1.
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HABA 13
HABA 13.1
251,6 mg Sobrenadante
Silica
$=3,5cm h=38cm
ACOEt:CH3COCH;:Hex:CH,Clp:MeOH( 2:1:1:2:1)(1,7L)
Composto 1 ACOEt:CH3COCH3:Hex:CH,Cly:MeOH( 2:1:1:2:2)(0,8L)

AcOEt:CH3COCH3:Hex:CH,Cly:MeOH( 2:1:1:2:4)(0,5L)
AcOEt:CH3COCH3:Hex:CH,Cl,:MeOH( 2:1:1:2:5)(0,8L)
MeOH (1L)

)

)
AcOEt:CH3COCH3:Hex:CH,Cly:MeOH( 2:1:1:2:3)(0,5L)

)

)

| I I | |

HABA 13.2[|HABA 13.3||HABA 13.4 [|[HABA 13.5 || HABA 13.6||HABA 13.7|[HABA 13.8 || HABA 13.9(|HABA 13.1d[HABA 13.11HABA 13.12

16,2mg || 4.8 mg 4,3 mg 10,4 mg 23,0mg || 8,5mg 490mg || 600,8mg|| 125mg | 4,8 mg 125,8 mg
l CCDP
CCDP MeOH AcOEt:CH,Cly:
ACOEt:CH,Cl,:CH;COCH;:MeOH:Hex| ~ Composto 1 CH3COCH;:MeOH:Hex
(2:2:1:1:1), NH40OH, atmosfera de NH3 (2:2:1:1:1)
. HABA 13.9.1 NH4OH, atmosfera de
Precipitou " 553 g mg NH,

Y Y Y

Composto 10 Composto 1  Compostos 3 e 4

Figura 12: Fracionamento cromatogréafico de HABA 13

v HABA 13.7: Esta subfracao foi submetida a cromatografia em camada
delgada preparativa, utilizando como eluente acetato de etila,
diclorometano, acetona, metanol, hexano (2:2:1:1:1) e gotas de NH,OH
em atmosfera de NHs;. O composto obtido foi analisado por RMN *H e

foi denominado composto 10 (3,6 mg, Rf = 0,20).

v HABA 13.9: esta subfracao foi ressuspendida em metanol e houve o
depésito de um sélido branco (253 mg) que foi analisado por RMN *H

(composto 1).

v HABA 13.10: esta subfracao foi submetida a cromatografia em camada

delgada preparativa, sendo o eluente uma mistura de acetato de etila,
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diclorometano, acetona, metanol, hexano (2:2:1:1:1) e gotas de
NH4OH. A separacdo ocorreu em atmosfera de NH3; e as subfracdes
obtidas encontram-se na tabela 5. Apds analise por RMN *H, foi
observado que a subfracio HABA 13.10.2 correspondia aos
compostos 3 e 4 e a subfracaio HABA 13.10.3 correspondia ao

composto 11.

Tabela 5: Subfragdes obtidas no fracionamento de HABA 13.10

Fracdo Massa Rf
HABA 13.10.1 2,8mg 0,05
HABA 13.10.2 3,5mg 0,41 — Compostos 3 e 4
HABA 13.10.3 1,5 mg 0,48 — > Composto 11
HABA 13.10.4 3,4mg 0,63

3.6 — Ensaios Bioldgicos contra Leishmania infantum e Trypanosoma

cruzi

Os ensaios biolégicos foram realizados pelo Instituto Adolfo Lutz, sob
supervisdo do Dr. André G. Tempone. Foram realizados testes contra as formas
amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e contra as formas amastigotas
e promastigotas de Leishmania infantum. A citotoxidade foi testada para uma cultura

de linhagem de células, NCTC.

3.6.1 — Manutencéo dos parasitas

Promastigotas de Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/1972QLD) foram
mantidos em meio M-199 suplementado com 10 % de soro bovino fetal (SBF) e
0,25 % de hemina a 24 °C. Amastigotas foram obtidos por meio de centrifugacéo
diferencial de bacos de hamsters previamente infectados. Tripomastigotas de T.
cruzi (Cepa Y) foram mantidos em células LLC-MK2 (ATCC CCL 7) em meio RPMI-

1640 suplementado com 2 % de soro fetal bovino, a 37 °C, em estufa a 5 % de CO..
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3.6.2 — Células de Mamiferos

Macréfagos foram coletados a partir da cavidade peritoneal de fémeas de
camundongos BALB/c, por lavagem com meio RPMI-1640 sem vermelho de fenaol,
suplementado com 10 % de SBF. Células LLC-MK2 e NCTC (clone 929) foram
mantidas em RPMI-1640 (sem vermelho de fenol e suplementado com 10 % de
SBF) a 37 °C em estufa a 5 % de CO..

3.6.3 — Determinacao da atividade contra a forma promastigota de L.infantum

Para determinar a concentracdo de 50 % de inibicdo (ICsp) contra a forma
promastigota de L. infantum, os compostos 1, 2, 6, 7 e 8 foram solubilizados em
DMSO e diluidos em meio M-199 em microplacas de 96 pocos. Promastigotas de L.
infantum foram contadas em um hemocitometro Neubauer e semeadas a 1 x
10%poco. Os compostos testados foram incubados com os parasitas em diferentes
concentracbes durante 24 horas a 24 °C. A viabilidade dos promastigotas foi
determinada usando ensaio colorimétrico MTT a 550 nm (TADA, SHIHO,
KUROSHIMA et al., 1986). Cada ensaio foi realizado em triplicata. Promastigotas
incubadas sem os compostos ou DMSO foram utilizadas como controle (100% de
viabilidade) e pocos sem células foram utilizados como branco. Miltefosina foi

utilizada como droga padréo.

3.6.4 — Determinacdo da atividade contra a forma amastigota L.infantum

Macréfagos peritoneais foram espalhados a 1x10° células por pogo em
Nunc™ 16 pocos, durante 24 horas a 37°C, em estufa a 5% de CO,. Amastigotas
obtidos a partir de centrifugacdo diferencial de bacos de hamsters infectados
(STAUBER, FRANCHINO e GRUN, 1958) foram adicionados aos macrofagos na
relacdo 10:1 (amastigotas/macrofagos) e incubados durante 24 horas. Parasitas ndao
internalizados foram removidos através de lavagem com o meio. As células foram
entdo incubadas com os compostos a serem testados durante 120 horas, a 37°C em

5% CO,. Miltefosina foi utilizada como droga padrao. Ao final do ensaio, as células
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foram fixadas em metanol, coradas com Giemsa e observadas em microscopio
optico para determinar o numero de macrofagos infectados (TEMPONE, OLIVEIRA,
BERLINCK et al., 2011).

3.6.5 — Determinacao da atividade contra a forma tripomastigota de T. cruzi

Os compostos 1, 2, 6, 7 e 8 foram solubilizados em DMSO e diluidos em meio
RPMI-1640 para determinar o ICso. Tripomastigotas livres, obtidos a partir de
culturas de células LLC-MK2, foram contados num hemocitdmetro de Neubauer e
adicionados (1 x 10%poco) em microplacas de 96 pocos. Os compostos testados
foram incubados durante 24 horas a 37°C, em estufa a 5% de CO,. O benzonidazol
foi utilizado como droga padréo. A viabilidade dos tripomastigotas foi baseada na
conversao celular do sal soluvel, MTT, no insolavel, formazan, por enzimas
mitocondriais (LANE, RIBEIRO-RODRIGUES, SUAREZ et al., 1996). A extracao do
formazan foi realizada com 10% de dodecilsulfato de sédio (10 % v/v) durante 18 h a
24 °C e, em seguida, realizou-se a leitura das placas em espectrofotdmetro (TADA,
SHIHO, KUROSHIMA et al, 1986).

3.6.6 — Determinacdo da atividade contra a forma amastigota de T. cruzi

O efeito sobre a forma amastigota de T.cruzi foi realizada em macrofagos
previamente infectados com tripomastigotas derivados de cultura celular. Os
tripomastigotas  foram  adicionados aos macréfagos a razdo 10:1
(parasita/macréfago) e incubou-se durante 24 horas. Os compostos 1, 2, 6, 7 e 8
foram incubados com os parasitas durante 72 horas, a 37°C, em estufa com CO; a
5%. Ao final do ensaio, as células foram fixadas em metanol, coradas com Giemsa e
observadas em microscopio Optico para determinar o numero de macréfagos

infectados.



48

3.6.6 — Determinacé&o da citotoxidade em células de mamiferos

Células NCTC foram distribuidas (6 x 10* células/poco) em microplacas de 96
pocos a 37°C a 5% de CO.,. As células foram incubadas com os compostos testados
durante 48 horas, a 37°C. A viabilidade das células foi determinada por ensaio
colorimétrico MTT a 570 nm (OLIVEIRA, MESQUITA, TEMPONE et al., 2012).
O indice de seletividade foi determinado considerando a razdo: CCsy células
NCTC/ICsq parasitas.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Hippeastrum aulicum é endémica do Brasil, contudo seu contetdo
alcaloidico ainda é pouco estudado. Em estudo recente foram isolados oito
alcaloides dos bulbos de Hippeastrum aulicum (de ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA
et al., 2014). No presente trabalho, além dos bulbos, também foi estudado o perfil
alcaloidico das folhas desta espécie.

Os extratos brutos de folhas e bulbos foram submetidos a uma extracao
acido-base a fim de se obter extratos enriquecidos em alcaloides. Em seguida, foram
realizadas extragcdes com solventes de diferentes polaridades, dando origem as
fracbes hexano, acetato de etila e acetato etila/metanol. Essas fracdes foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) na Universidade de Barcelona e os resultados foram comparados com a

biblioteca de alcaloides do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Jaume Bastida.

Através das andlises de CG-EM, em comparacao com os dados da biblioteca,
foram identificados 26 alcaloides nas fragcbes hexano e acetato de etila de folhas e
bulbos de Hippeastrum aulicum (Tabela 6, Figura 13). Haemantamina foi o alcaloide
mais abundante nas fracdes acetato de etila tanto de folhas quanto de bulbos,

enquanto aulicina foi o alcaloide mais abundante nas fracdes hexano.

As fracOes obtidas na extragdo com a mistura acetato de etila e metanol (3:1)
também foram analisadas por CG-EM e apresentaram quantidades muito pequenas

e misturas de poucos alcaloides e por isso nao foram trabalhadas.



Tabela 6: Dados de CG-EM de Hippeastrum aulicum

Bulbos (%)

Folhas (%)

Alcaloide M* EM
Hex AcOEt Hex AcOEt
Haemantamina (1) 7,46 25,7 12,0 38,9 301(14) 272(100), 257(10), 240(16), 181(21), 214(12), 211(14), 128(8)
Albomaculina (2) - 0,39 - - 345(<1) 221(1), 193(1), 165(1), 110(10), 109(100), 108(25), 94(2), 82(3)
7-Metoxi-O-metillicorenina (6) 17,7 - - tr 361(<1) 330(8), 221(10), 191(2), 110(8), 109(100), 108(15), 94(2), 83(2)
Aulicina (7) 22,5 4,36 35,3 1,34 319(100) 304(19), 288(37), 246(18), 233(73), 218(19), 206(26), 163(7)
Licorina (8) - 0,26 - tr 287(31) 286(19), 268(24), 250(15), 227(79), 226(100), 211(7), 147(15)
Trisfaeridina (9) 0,06 0,17 0,06 0,23 223(100) 222(38), 167(8), 165(9), 164(14), 138(20), 137(9), 111(13)
Galantina (10) - 0,15 - 0,14 317(22) 316(15), 298(10), 268(18), 243(96), 242(100), 228 (8)
Galantamina (12) 3,27 2,21 0,20 tr 287(83) 286(100), 270(13), 244(24), 230(12), 216(33), 174(27), 115(12)
Licoramina (13) tr tr - - 289(62) 288(100), 232(8), 202(14), 187(14), 159(9), 115(19)
Bufanisina (14) tr - - - 285(100) 270 (33), 254(34), 215 (85), 201(24), 172(19), 157(21), 115(33)
6-Metoxilicorenina (15) 0,33 - - - 331(<1) 300 (3), 191(8), 147(1), 110(8), 109(100), 94(3), 77(1)
Narwedina (16) tr tr tr - 285(84) 284(100), 242(18), 216(20), 199(18), 174(31), 128(16), 115(16)
Tazetina (17) 0,23 0,57 tr 0,26 331(31) 316(15), 298(23), 247(100), 230(12), 201(15), 181(11), 152(7)
Homolicorina (18) 3,32 0,61 1,81 0,77 315(<1) 206(<1), 178(2), 109(100), 150(1), 108(22), 94(3), 82(3)
Epi-macronina (19) tr 0,09 - tr 329(27) 314(23), 245(100), 225(14), 201(83), 139(16), 70(18)
Ismina (20) - tr - tr 257(35) 238(100), 211(6), 196(8), 168(6), 154(3), 106(4), 77(3)
Vitatina (21) - 0,20 - - 271(100) 228(25), 199(95), 187(85), 173(28), 128(32), 115(33), 56(22)
8-O-Demetilmaritidina (22) - 0,46 - 0,35 273(100) 256(22), 230(20), 201(83), 189(42), 174(22), 128(23), 115(24)
11-Oxohaemantamina (23) - tr - tr 299(<1) 271(100), 270(37), 240(10), 238(10), 211(23), 181(77), 152(20)
11-Hidroxivitatina (24) - 0,22 - 0,17 287(5) 258(100), 211(15), 186(20), 181(23), 153(13), 128(24), 115(23)
Incartina (25) - 0,45 tr tr 333(42) 332(100), 315(25), 259(73), 258(97), 244(17), 242(6), 214(9), 172(45)
2a-Metoxihomolicorina (26) - - tr - 345(<1) 206(<1), 178(2), 150(1), 139(100), 124(64), 96(5), 94(5), 81(3)
Crinamina (27) - - 0,16 - 301(<1) 272(100), 242(10), 211(17), 181(23), 153(14), 128(18), 115(16), 77(6)
8-O-Demetilhomolicorina (28) - - 8,70 - 301(<1) 195(0.5), 164(2), 109(100), 108(25), 94(3), 82(3)
Hamaina (29) - - - 0,08 287(3) 258(100), 242(6), 211(12), 186(17), 181(11), 153(10), 128(19)
Nerinina (30) - 0,31 - - 347(<1) 222(1), 207(2), 179(1), 164(1), 110(8), 109(100), 108(18), 94(2)

a = tragos<0,05
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OMe
MeO
MeO
(7)

(1) Ri=OMe, Ry=H, R3+R4=CH,, Rs=OH (2) R4= Me, R,=Me, R3=OMe, R4+R5=0, Rg=H
(21) R4=OH, Ry=H, R3+R4=CH,, Rg=H (6) R{= Me, R;=Me, R3=OMe, R,= OMe, Rs=H, Rg=H
(22) R4=OH, Ry=H, Rz=Me, R4=H, Rs=H (15) R4= Me, Ry;=Me, R3=H, R;=OMe, Rs=H, Rg=H
(23) R1=OMe, Ry=H, R3+R4,=CH,, R5=0 (18) R1= Me, Ry=Me, R3=H, R4+R5=0, Rg=H
(24) R4=OH, Ry=H, R3+R4=CH,, Rg=OH (26) Ry= Me, Ry=Me, R3=H, R4;+#R5=0, Rg=OMe
(27) R4=H, R,=OMe, R3+R,=CH,, Rs=OH (28) R4= Me, Ry=H, R3=H, R4+R5=0, Rg=H
(29) R4=H, Ry=OH, R3+R,=CH,, Rs=OH (30) R4= Me, Ry;=Me, R3=OMe, R4=OH, Rg=H, Rg=H

MeO

9

(8) Ry=H, Ry+R4=CH, (12)Ry=OHeR,=H (13)
(10) R;=Me, Ry-Me, R3 = Me (1) R1+R, =0
Ry Ro
.OMe O
H
NMe (o)
° )
{ Rs o NHMe
(@) N
R Rs OH
(14) (17) R;=OMe, Ry=H, R3= OH, Ry=H, Rs=H (20) (25)

(19) R;=OMe, Ry=H, R3= Hp, R4+Rs=0

Figura 13: Estruturas dos alcaloides identificados por CG-EM em Hippeastrum aulicum

No presente trabalho, foram obtidos 11 compostos (Figura 14), todos
pertencentes a classe dos alcaloides isoquinolinicos que, por andlise e comparacéo
dos dados de RMN com a literatura, foram identificados como: haemantamina (1),
albomaculina (2), haemantidina (3), 6-epihaemantidina (4), N-6xido haemantamina
(5), 7-metoxi-O-metilicorenina (6), aulicina (7), licorina (8), trisfaeridina (9), galantina
(10) e norpluvina(11). Os alcaloides haemantamina, aulicina e licorina foram isolados
em maior quantidade e o N-O0xido haemantamina foi obtido pela primeira vez de

fonte natural.
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1R{=H;R,=H 2R;=H;R,=0OMe; R3+R;,=0
3R;=OH;R,=H 6 R, =H; R, = OMe; R; = OMe; R, = H
4 R=H; R, = OH

8R1 =H, R2=OH, R3+R4=CH2
7 10 R, = H; R, = OMe; R; = Me; R, =Me
11 R1 = H, R2 =H, R3= Me, R4 =H

Figura 14: Estruturas dos alcaloides obtidos de Hippeastrum aulicum

4.1 - Compostos isolados
4.1.1 - Composto 1

O composto 1 foi isolado das fracBes hexano e acetato de etila de folhas e de
bulbos, sendo obtidos cerca de 1,0 g do composto. Apresentou-se como um solido
branco sendo analisado por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN
'H) (Figura 15).
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Figura 15: Espectro de RMN 'H do composto 1 com expansdes (CD;OD, 400 MHz)
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Caracteristicas dos sinais no espectro de RMN 'H incluem: (a) dois
hidrogénios singletos em 6,89 e 6,53 ppm, correspondentes aos hidrogénios
aromaticos para orientados, H-10 e H-7, respectivamente; (b) dois sinais de
hidrogénios olefinicos vicinais em 6,46 e 6,23 ppm (J = 10 Hz); (c) um singleto, com
deslocamento de 5,87 ppm, integrando para dois hidrogénios, sinal caracteristico do
grupo metilenodioxifenila; (d) dois dubletos em sistema AB com deslocamentos 4,26
e 3,74 ppm correspondentes aos hidrogénios da posicéo 6; (e) um sinal singleto em

3,34 ppm, integrando para 3H, caracteristico de metoxila alifatica.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 1, indicam que a estrutura desse
composto € um alcaloide com esqueleto do tipo crinano (5,10b-etanofenatridina,
Figura 16), podendo ser do tipo haemantamina ou crinina, de acordo com a
configuragdo da ponte. Para identificar o tipo correto, é necesséaria analise de
dicroismo circular para confirmar a configuragcédo absoluta da ponte de dois carbonos
(C-11 e C-12).

Figura 16: Esqueleto tipo 5,10b-etanofenantridina

A forma do espectro de dicroismo circular (DC) de alcaloides de
Amaryllidaceae depende da estereoquimica do carbono benzilico opticamente ativo
em sistemas policiclicos rigidos (Figura 17a), como o C-10b de alcaloides do tipo
crinano (WAGNER, PHAM e DOPKE, 1996). A configuracdo do carbono cabeca de
ponte é resultante do tipo de fusdo dos anéis B e C. Os alcaloides da série 5,10b-
etanofenantridina sdo formados a partir da fusdo trans dos anéis B e C, podendo

ocorrer de duas formas possiveis (Figura 17b).
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(@) ) !

Figura 17: llustracdo dos tipos de juncdo de anéis

A fuséo | leva a formacao do tipo crinina e a fusédo Il leva a formacgé&o do tipo
haemantamina (Figura 18), desta forma o hidrogénio 4a sempre apresenta

configuragéo contraria a ponte.

Crinina Haemantamina

Figura 18: Estruturas dos alcaloides dos tipos crinina e haemantamina

Os espectros de DC dos alcaloides da série fenantridina, os quais apresentam
transicbes de UV (ultravioleta) e DC dominadas pelo croméforo 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
e DOPKE, 1996). A forma do espectro de DC esta relacionada a estereoquimica da
juncédo dos anéis B e C e, no caso de enantibmeros, o que se observa € que um
espectro € a imagem especular do outro, ocorrendo a inversao do efeito Cotton de
positivo para negativo e vice-versa.

O composto 1 apresentou espectro de DC (Figura 19) com efeito Cotton
positivo em 302 nm e negativo em 222 nm, caracteristicas que estao de acordo com

0s encontrados para o tipo haemantamina na literatura (DEANGELIS e WILDMANN,
1969).
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Figura 19: Espectro de dicroismo circular do composto 1

Os dados de RMN 'H foram entdo comparados com os dados do alcaloide
haemantamina descrito na literatura (BASTIDA, VILADOMAT, LLABRES et al.,
1987), (PABUCCUOGLU, RICHOME, GOZLER et al, 1989). Com base nessa
comparacao (Tabela 7) e com os dados de DC, foi proposto que o composto 1 é

haemantamina (Figura 20).

Figura 20: Estrutura quimica do alcaloide Haemantamina (1)
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Tabela 7: Dados de RMN 'H (CD;0D, 400MHz) do composto 1 comparados com a literatura
(CDCl3/1%CsDsN, 360 MHz)(PABUCCUOGLU, RICHOME, GOZLER et al, 1989)

Posicao 8y (J em Hz) Composto 1 Sy (J em Hz) literatura

1 6,46 d (10,0) 6,36 d (10,0)

2 6,23 dd (10,0; 5,2) 6,25 dd (10,0; 5,0)

3 3,85-3,89m 3,82m

da 3,26 dd (13,2; 4,8) 3,25 dd (13,6; 4,6)

4q, 2,13 td (13,6; 13,6; 3,6) 2,11 ddd (13,7;13,6; 4,2)

4B 1,95 dd (13,6; 4,4) 1,96 ddd (13,7; 4,6; <1)

6o 3,74 d (16,8) 3,72d (16,8)

6p 4,26 d (16,8) 4,25d (16,8)

7 6,53 s 6,41 s

10 6,89 s 6,74 s

11 3,95 ddd (7,2; 3,6; 0,8) 3,96 dd (6,7; 3,3)
12endo 3,43 dd (14,0; 6,8) 3,30 dd (13,9; 6,7)
12exo 3,11dd (13,6; 3,6) 3,19.dd (13,9; 3,3)
OCH,0 5,87 brs 5,81 (2d) (1,3)
3-OMe 3,34 s 3,36s

Na literatura (BASTIDA, LAVILLA e VILADOMAT, 2006) é descrito que a
configuracdo do substituinte na posicdo 3 para alcaloides do tipo haemantamina,
gue apresentam ligacdo dupla no carbono 1, pode ser encontrada de acordo com as
constantes de acoplamento entre os hidrogénios da ligacdo dupla (H-1e H-2) e o
hidrogénio H-3. No espectro de RMN *H usando CDCl; como solvente, a magnitude
das constantes de acoplamento de aproximadamente 5,0 Hz entre os H-2 e H-3
indica uma relacéo trans entre o substituinte em C-3 e a ponte 5,10b-etano, o que

ocorre nos alcaloides do tipo haemantamina e derivados.

O espectro de RMN do composto 1 foi realizado em CD3;OD, contudo,
também foi observada constante de acoplamento em aproximadamente 5 Hz (J =
5,2 Hz) entre os hidrogénios H-2 e H-3, 0 que indica a relacéo trans no composto 1.

Além de observar o acoplamento entre H-2 e H-3, também observou-se que ndo ha
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acoplamento entre H-1 e H-3 o0 que leva a concluir definitivamente que o composto 1

é haemantamina.

Outro indicativo da configurag&o trans do substituinte na posi¢éo 3 em relagao
a ponte de dois carbonos é a magnitude das constantes de acoplamento do H-4
axial. De acordo com a fusdo dos anéis B e C, em compostos com esqueleto do tipo
crinano, o H-4a é axial e contrario a ponte. Portanto, sabendo-se que a ponte no
composto 1 encontra-se alfa orientada, o H-4a (axial) encontra-se beta orientado e o
hidrogénio H-4a € axial. O H-4a apresentou-se como um triplo dubleto (J=13,6; 13,6
e 3,6 Hz), as duas constantes de acoplamento de grande magnitude referem-se ao
acoplamento com o hidrogénio geminal H-4 e ao acoplamento trans diaxial com o
H-4a. A terceira constante de acoplamento pequena indica que o H-3 e 0 H-4a
possuem relacdo cis, o H-3 esta alfa orientado, enquanto o substituinte em 3 esta

beta orientado e, portanto, contrario a ponte.

A confirmacéo da estrutura de haemantamina para o composto 1 também se
deu através de andlise de CG-EM do alcaloide isolado. O cromatograma apresentou
uma banda com tempo de retencao de 24,621 min e o espectro de massas (Figura
21) relativo a esta banda apresentou ion molecular m/z 301 [M]" e pico base em m/z
272. O ion molecular, o pico base e as demais fragmentacfes estdo de acordo com

os dados encontrados para haemantamina (de ANDRADE, 2014).

100 Bt

| 285 3?1 312320 341 355 367 390 405 416

L L L L L | |||||||T"|‘|‘|'|‘|'|'|'|
270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470
m'z

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 2%0

Figura 21: Espectro de massas do composto 1

Haemantamina é um alcaloide do tipo crinano e possui algumas atividades
biolégicas ja relatadas, como antimalarica, com poderosa atividade contra
Plasmodium falciparum (SENER, ORHAN, SATAYAVIVAD, 2003); antirretroviral
(SZLAVICK, GYURIS, MINAROVITS et al., 2004) e indutora de apoptose em células
tumorais (MCNULTY, NAIR, CODINA et al, 2007). Além disso, é utilizada como

precursor na sintese de alcaloides com esqueleto do tipo montanina (CEDRON,
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ESTEVEZ-BRAUN, RAVELO et al, 2009), apresentando-se como fonte para

obtencéo de alcaloides que sao encontrados com menor frequéncia nas plantas.

4.1.2 — Composto 2

O composto 2 (9,4 mg) foi isolado das fragdes hexano das folhas e dos bulbos

de Hippeastrum aulicum e analisado por técnicas de RMN mono e bidimensionais.

O espectro de RMN *H (Figura 22) do composto 2 apresentou caracteristicas
de compostos com esqueleto tipo homolicorina (BASTIDA, LAVILLA, VILADOMAT,
2006). Foram identificados trés sinais de metoxilas aromaticas em 3,95; 3,92 e 3,83

ppm e apenas um sinal de hidrogénio aromatico em 6,98 ppm.

Os alcaloides de Amaryllidaceae com grupos hemiacetal-lactona, como o tipo
homolicorina, apresentam dois ou trés substituintes oxigenados no anel aromatico.
Dentre esses, 0s compostos com trés substituintes sdo mais raros de serem
encontrados. O composto 2 apresentou sinais correspondentes a trés metoxilas
aromaticas, sendo que duas delas devem estar localizadas nas posi¢cdes C-8 e C-9,
caracteristica dos compostos de esqueleto tipo homolicorina. Por conseguinte, a
terceira metoxila deveria estar localizada na posicdo C-7 ou C-10. Nos trabalhos de
JEFFS e HAWKSWORTH (1963) e de HAWKSWORTH e colaboradores (1965) foi
proposto, através de reagcdes com compostos de mesmo esqueleto e de analises de
espectros de RMN, que a terceira metoxila em compostos do tipo homolicorina deve
estar localizada na posicdo C-7 e portanto, o hidrogénio aromatico que aparece no

espectro de RMN *H do composto 2, deve ser do H-10.

N&ao foi detectado sinal correspondente aos hidrogénios da posicédo 6, o que
levou a confirmacdo de que o alcaloide é da série lactona. A atribuicdo dos
hidrogénios da posicdo 12 ocorreu como o0 esperado, com o0 H-12« mais
desblindado do que o H-128, devido a relacdo cis com o par de elétrons livres do
atomo de nitrogénio (grupo NMe) (BASTIDA, LAVILLA, VILADOMAT, 2006).

O H-10b apresentou duas constantes de acoplamento, uma grande (J=10,0

Hz) com o H-4a, o que demonstra a relagdo trans-diaxial entre esses hidrogénios, e
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uma pequena (J=2,0 Hz) com o H-1, confirmando que os anéis B e C sofreram

juncgéo cis.

O grafico de correlagcdo COSY (Figura 23) de H-1, H-3, H-12a e H-12 com o
multipleto 2,43-2,63 ppm permitiu assinalar esse sinal para os dois hidrogénios da
posicéo 2 e os dois hidrogénios da posicdo 11, o que foi confirmado pela integracéo
do sinal que corresponde a 4 hidrogénios e também pelo mapa de contornos HSQC

(Figura 24) que apresentou sinais indicativos de CH; nesse intervalo.
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Figura 22: Espectro de RMN *H do composto 2 com expansdes (CD;OD, 400 MHz)
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As andlises de RMN mono e bidimensionais (Tabela 8), comparadas com a
literatura (de ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA et al, 2014), (HAWKSWORTH,
JEFFS, TIDD et al, 1965), levaram a identificacdo desse composto como
albomaculina, um alcaloide do tipo homolicorina (Figura 25).

Tabela 8: Dados de RMN "H e COSY (CD;OD, 400MHz) do composto 2 comparados com a literatura
(CDCl3, 400 MHz) (ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA et al, 2014)

Posicéo Sy (J em Hz) Composto 2 COSY Sy (J em Hz) literatura
1 4,75 br d (6,0) H-2a, H-2B 4,68 br m
2a 2,43 -2,63 brm H-1 2,55-2,60 brm
2B 2,43-2,63brm H-1 2,55-2,60 brm
3 5,59 — 5,55 brm H-2a, H-2B 5,48 brm
4a 2,68 br d (10,0) H-10b 2,72 d (10,0)
10 6.98 s 9-OMe 6,78 s
10b 2,76 dd (10,0; 2,0) H-4a 2,63 d (10,0)
11a 2,43 —2,63 brm H-12a, H-12p 2,45-2,53brm
118 2,43-2,63brm H-12a, H-128 2,45-2,53brm
120 3,17 ddd (10,0; 7,6; 2,4)  H-11a, H-11B, H-12 3,13 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
128 2,32 q(10,0) H-11a, H-11B, H-12a 2,239 (9,6)
7-OMe 3,95s 3,99s
8-OMe 3.83s 3,89s
9-OMe 3,92s H-10 3,91s
N-Me 2,05s 2,05s

Figura 25: Estrutura quimica do alcaloide albomaculina (2)
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O isolamento de albomaculina foi relatado, pela primeira vez, em 1956 a partir
de Haemanthus albomaculatus (BRIGGS, HIGHET, P., HIGHET, R. et al., 1956).
Também ha relatos de obtencdo de albomaculina a partir de Haemanthus albiflos
(CROUCH, POHL, MULHOLLAND et al.,, 2005) e, em trabalho recente, esse
alcaloide foi isolado a partir da mesma espécie estudada no presente trabalho
(Hippeastrum aulicum) (de ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA et al., 2014).

4.1.3-Compostos 3e4

Os compostos 3 e 4 (17,0 mg) foram obtidos da fracdo acetato de etila das
folhas e dos bulbos em uma mistura, portanto estdo num mesmo espectro de RMN
'H (Figura 26). O espectro de RMN 'H apresentou quatro sinais de hidrogénios
aromaticos para orientados (6,95; 6,80; 6,78, 6,76 ppm), dois para cada isémero,
atribuidos aos hidrogénios das posicbes 7 e 10; um multipleto integrando para
guatro hidrogénios na regido de olefinas, dois sinais caracteristicos de metoxilas
alifaticas (3,36 e 3,34 ppm) e sinais integrando para quatro hidrogénios em

aproximadamente 5,90 ppm, caracteristico do grupo metilenodioxifenila.

Os hidrogénios do grupo metilenodioxifenila foram atribuidos com vista aos
dois dubletos com constantes de acoplamento pequenas, por volta de 1,3 Hz,
caracteristica desse grupo, além de ser observado no mapa de contornos HSQC
(Figura 27) que os sinais correspondentes a esses hidrogénios estdo ligados a
carbonos com o mesmo deslocamento quimico. Ainda pelo mapa de contornos
HSQC, foram atribuidos os sinais dos hidrogénios das posi¢cées 4 e 12, uma vez que

se apresentaram como hidrogénios de CH..
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Figura 26: Espectro de RMN *H dos compostos 3 e 4 com expansdes ( CDCls, 400 MHz)
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Figura 27: Mapa de contornos HSQC dos compostos 3 e 4 (CDCls, 400 MHz)

Com base nos sinais encontrados no espectro de RMN *H dos compostos 3 e
4, observou-se que esses apresentam o esqueleto do tipo crinano e a auséncia de
dubletos em sistema AB com grande constante de acoplamento (J ~ 16 Hz) indica

gue a posicao 6 deve estar substituida.

De acordo com a literatura (BASTIDA, LAVILLA, VILADOMAT, 2006), a
mistura de isbmeros é comum para alcaloides do tipo haemantamina que
apresentam um grupo hidroxila na posicdo C-6, pois estes sempre aparecem como

uma mistura de epimeros em solucao.

Os hidrogénios da posicdo 3 foram assim assinalados pois apresentam
correlacdo COSY (Figura 28) com os hidrogénios das olefinas (H-1 e H-2) dos

epimeros e também com os sinais atribuidos aos hidrogénios da posicao 4.

O espectro de COSY também demonstrou correlacdo entre os hidrogénios da
posicdo 12 com o hidrogénio da posicdo 11 e dos hidrogénios H-4a e H-4a do
epimero haemantidina, além das demais correlagces que levaram as atribuicbes dos

sinais do espectro as suas devidas posicoes.
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Figura 28: Espectro de COSY *H-'H dos compostos 3 e 4 (CDCl3, 400 MHz)

A relacdo trans do substituinte em C-3 com a ponte 5,10b-etano foi
confirmada pelas constantes de acoplamento do H-4a, que se encontra em posicao
axial. O H-4a (do epimero haemantidina) apresentou-se como um duplo duplo
dubleto no espectro de RMN *H (Figura 26), com duas constantes de acoplamento
grandes (13,6 Hz) e uma pequena (4,4 Hz). Esses valores indicam que o H-4a
possui uma constante de acoplamento grande com o hidrogénio geminal H-4p e a
outra com o H-4a, devido a relacéo trans-diaxial que existe entre eles, uma vez que,
pela juncado trans dos anéis B e C em alcaloides do tipo haemantamina, o H-4a é
axial e sempre contrario a ponte. Portanto, o hidrogénio da posi¢ao 3, acopla com o
hidrogénio H-4 axial com uma constante pequena, o que indica que ele ndo possui
relacdo trans-diaxial com esse hidrogénio, estando em posicdo equatorial, em
relacdo cis com a ponte, enquanto o substituinte 3-OMe aparece em relacéo trans

com a ponte.
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Os dados de RMN 'H dos compostos 3 e 4 foram comparados com a literatura
(BASTIDA, LAVILLA, VILADOMAT, 2006), (PABUCCUOGLU, RICHOME, GOZLER
et al, 1989), (HOHMANN, FORGO, MAOLNAR et al, 2002). Essa comparagio
(Tabela 9) levou a identificacdo desses compostos como 0s epimeros haemantidina
(3) e 6-epihaemantidina (4) (Figura 29).

Tabela 9: Dados de RMN *H (CDCls, 400 MHz) dos compostos 3 e 4 comparados com a literatura
(CDCl3/1%CsDsN, 360 MHz)( (PABUCCUOGLU, RICHOME, GOZLER et al, 1989)

Posicéo Sy (J em Hz) Compostos 3/ 4 Sy (J em Hz) literatura
1 6,28 —-6,38 m 6,33d (10,1)
2 6,28 —-6,38 m 6,27 dd (10,1; 4,8)
3 3,84-3,89m 3,85 m
4q, 2,38 ddd (13,6; 13,6; 4,4)/ 2,27 br dd 2,36 ddd (13,5; 13,5; 4,3)/2,21 ddd (13,7; 13,7;
(12,4; 4,8) 4,3)
48 2,20 dd (13,6; 4,4)/2,07 dd (13,6; 4,8) 2,12 ddd (13,5; 4,3; 1,0)/2,0 ddd (13,7; 4,5; 1,0)
4a 3,73 dd (13,2; 4,8)/3,28 — 3,36 m 3,56 dd (13,5; 4,3)/3,20 m
6o -/5,16 s -/502s
6p 5,87 s/- 5,69 s/ -
7 6,95 s/6,80 s 6,94 s/6,79 s
10 6,76 s/6,78 s 6,70 s/6,73 s
11 endo 3,93-3,99m 3,92m
12 endo 4,26 dd (14,0; 6,8)/ 3,28 — 3,36 m 4,20 dd (14,1; 6,9)/3,30 m
12 exo 3,09 dd (14,4; 2,4)/ 3,28 — 3,36 m 2,96 dd (14,1; 2,7)/3,20 m
OCH;0 5,91 2d (1,6)/ 5,93 2d (1,3) 5,83 2d (1,3)/5,86 2d (1,3)
OMe 3,36 s/3,34 s 3,32s/3,28 s

Figura 29: Estrutura dos alcaloides haemantidina (3) e 6-epihaemantidina (4)
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Em estudos anteriores ja foi relatada atividade antiprotozoaria de
haemantidina (epimeros) em testes contra Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei
rhodesiense (HERRERA, MACHOCHO, BRUN et al, 2001), atividade anti-
inflamatéria (CITOGLU, TANKER e GUMUSEL, 1998), além de atividade citotoxica
contra varias linhagens celulares tumorais humanas (AUNTOUN, MENDOZA, RIOS
et al, 1993).

4.1.4 - Composto 5

O composto 5 (10,1 mg) foi obtido a partir da fragcdo acetato de etila de folhas
e foi analisado através de técnicas mono e bidimensionais de ressonancia
magnética nuclear (Tabelal0). Através dos dados de RMN 'H observou-se que o
composto € um alcaloide com esqueleto do tipo crinano (5,10b-etanofenatridina).
Para confirmar se o alcaloide era do tipo crinina ou haemantamina foi realizada
analise por dicroismo circular (Figura 30), que apresentou dois maximos de
absorcao em 245 e 291 nm e demonstrou que 0 composto 5 possui ponte em o. e €
do tipo haemantamina (DEANGELIS, WILDMANN, 1969).

20
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Figura 30: Dicroismo circular do composto 5
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O composto 5 apresenta RMN *'H (Figura 31) muito similar ao da
haemantamina (1), onde observou-se: dois hidrogénios singletos em 6,98 e 6,68
ppm atribuidos aos hidrogénios aromaticos para orientados, H-10 e H-7, sendo o
sinal mais desblindado relacionado ao H-10 devido a sua correlagdo NOESY com o
H-1; um singleto largo integrando para dois hidrogénios na regido de olefinas (6,36
ppm) assinalado para os hidrogénios H-1 e H-2; um sinal tipico do grupo
metilenodioxifenila em 5,97 ppm (integrando para 2H) e um sinal de metoxila alifatica

em 3,39 ppm.

A metoxila alifatica foi assinalada na posi¢cdo 3 que € mais comum para 0S
alcaloides do tipo 5,10b-etanofenantridina. Essa atribuicdo foi confirmada devido a
correlacdo, observada no mapa de contornos HMBC, entre o hidrogénio da metoxila

da posicao 3 e o carbono C-3.

A configuracdo da metoxila alifatica em relacdo a ponte foi confirmada pelas
constantes de acoplamento do hidrogénio H-4a (axial) (13,2; 13,2 e 4,4 Hz). A
presenca de duas constantes grandes indica que um acoplamento ocorre com 0
hidrogénio geminal (H-4B3- equatorial) e o outro é caracteristico de um acoplamento
trans diaxial, que pode ocorrer com 0 H-3 ou com H-4a. De acordo com a jun¢ao dos
anéis B e C, sabe-se que o H-4a é um hidrogénio axial. Portanto, a constante de
acoplamento trans diaxial corresponde ao acoplamento dos hidrogénios H-4a (axial)
e 0 H-4a. A pequena constante de acoplamento entre o H-4a (axial) e H-3 sugere
gue o H-3 esteja em posicdo equatorial e o substituinte 3-OMe em posicéo axial, ou
seja, contraria a ponte. Desta forma, a ponte 5,10b-etano possui relacao trans com o
substituinte 3-OMe.

Todos os sinais de RMN do alcaloide 5 foram consistentes com a estrutura de
haemantamina, com excecdo das posi¢cdes H-4a, H-6 e H-12. O H-4a apresentou
deslocamento 0,5 ppm maior do que o encontrado na haemantamina. Enquanto os
dois hidrogénios da posicao 6 apareceram 0,9 e 0,5 ppm mais desblindados do que
H-6a e H-68, respectivamente. Finalmente, os H-12endo e H-12exo foram 0,9 e 0,6
mais desblindados do que os encontrados no espectro de haemantamina. Esse
efeito de desblindagem é congruente com o alcaloide haemantamina na forma de sal

ou de N-6xido.
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Figura 31: Espectro de RMN *H do composto 5 (CD;OD, 400 MHz)
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Tabela 10: Dados de RMN mono e bidimensionais do composto 5 (CD;OD, 400 MHz)

72

Posicéo On(J in Hz) COosy NOESY HSQC HMBC

1 6.36 brs H-10 126,8d C-3, C-4a, C-10b

2 6,36 br s H-3, H-4B H-3 131,5d C-3, C-10b

3 4,02 brs H-2, H-4a, H-4p3 H-2, 3-OCHgs, H-4a, H-43 729d C-1,C-2

40, 2,36 td (13,6; 13,2; 4,4) H-3, H-4a, H-4p3 H-3, H-4B, H-12 exo 247t C-4a

4B 2,75 ddd (13,6; 4,0; 1,6) H-2, H-3, H-4a, H-4a. H-3, H-4a, H-4a C-2, C-3, C-4a, C-10b

4a 3,74 dd (13,2; 3,6) H-40, H-4B H-4B, H-6B 752d C-11

6o 4,68 d (15,4) H-7 H-7, H-12endo 75,4t C-4a, C-6a, C-7,C-10a

6B 4,75 d (15,4) H-7, H-12exo H-4a, H-7 C-6a, C-7, C-10a, C-12

6a 122,5s

7 6,68 s H-60, H-63 H-6a, H-63 107,3d C-6, C-9, C-10a
1489 s
149,6 s

10 6.98 s H-1 104,5d C-6a, C-8, C-10b

10a 133,5s

10b 53,7s

llendo 3,94 brdd (7,2; 3,6) H-12endo, H-12exo H-12endo 77,3d

12endo 4,37 dd (13,6; 7,2) H-11endo, H-12 exo H-6a, H-11endo, H-12 exo 76,9t C-4a, C-6, C-10b

12 exo 3,66 -3,71m H-6pB, H- 11endo, H-12endo  H-4a, H-12 endo

3-OMe 3,39s H-3 570 C-3

OCH,0O 5,97s 103,0t C-8,C-9
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Os dados de RMN de 'H e *® C foram semelhantes aos valores encontrados
para o N-6xido crinamina (Figura 32) (KOGURE, KATSUTA, KITAJIMA et al., 2011),
com excecdo das constantes de acoplamento do hidrogénio 4a (axial). Nesse
composto, o H-4a (axial) apresentou trés grandes constantes de acoplamento (12,5;
11.5; 11,5 Hz), indicando que o H-3 também é axial e, portanto, o substituinte 3-OMe
esta em orientacdo cis com a ponte. E no composto 5, como j& foi discutido, o grupo

3-OMe apresenta relagéo trans com a ponte.

Figura 32: Estrutura quimica do N-éxido crinamina

A anadlise de espectrometria de massas de alta resolucdo do composto 5
(Figura 33), realizada em modo positivo [M+H]" confirmou a presenca de um atomo
de oxigénio adicional na estrutura desse composto em comparagcdo com a estrutura

da haemantamina.

O ion molecular obtido foi m/z 318.13362, sugerindo a formula molecular
C17H2oNOs (calculado: 318.1336), confirmou o composto 5 como N-Oxido
haemantamina (Figura 34). Portanto, um isémero do N-6xido crinamina obtido em

trabalho anterior.
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O composto 5 também foi analisado por espectroscopia no infravermelho (1V)
e o0 espectro de IV (Figura 35) apresentou bandas relacionadas a: deformacéo axial
de O — H em 3361 cm™; deformacdo axial de C — H em 2926 e 2855 cm™;
deformacdo angular fora do plano de C-H de aroméatico em 750 cm™; deformacéo
axial das ligagdes C=C de aromaticos e olefinas 1650-1400 cm™ e deformacéo axial

assimétrica de C — O — C em 1247 cm™ e simétrica em 1037 cm™(SILVERSTEIN,
WEBSTER e KIEMLE, 2007)

A auséncia de grupo metoxila no anel aromatico pode ser confirmada pela
auséncia de absorcéo no IV em 1613 cm™(FALES e WILDMAN, 1960).
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Figura 35: Espectro de IV do composto 5

A analise do composto 5 por espectroscopia de UV-Visivel apresentou dois
maximos de absorbancia em 237,498 nm (€ = 1692) e 292,187 nm (€ = 1884). Os

espectros de UV de alcaloides de Amaryllidaceae, feitos em solvente neutro, como

metanol ou etanol, fornecem informages a respeito do esqueleto-tipo. Alcaloides
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com esqueleto-tipo crinano, geralmente apresentando um cromoforo metilenodioxi e
uma ligacao dupla isolada, apresentam maximos de absor¢do em 240 nm e 280-290
nm (GHOSAL, SAINI e RAZDAN, 1985). Esses maximos de absorbancia foram
encontrados para o composto 5, o que reforca que a estrutura desse alcaloide é do

tipo haemantamina.

N-O6xido haeamantamina (5) j& foi obtido através de sintese pela oxidagédo de
haemantamina e em seguida, foi avaliado como agente antimalarico contra
Plasmodium falciparum, mostrando-se inativo (CEDRON, GUTIERREZ, FLORES et
al., 2012). Contudo, o N-Oxido haemantamina foi obtido, nesse trabalho, pela
primeira vez a partir de fonte natural e a atribuicdo dos sinais foram apresentadas

com base nos dados completos de RMN mono e bidimensionais (Figuras 31, 36-40).
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Figura 36: Espectro de COSY "H-"H do composto 5 (CD;OD, 400 MHz)
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Figura 37: Espectro de RMN **C do composto 5 (CD;OD, 100 MHz)
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Figura 38: Mapa de contornos HSQC do composto 5 (CD;0D, 400 MHz)
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Figura 39: Mapa de contornos HMBC do composto 5 (CD;0OD)
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4.1.5 - Composto 6

O composto 6 (20,2 mg) foi obtido a partir da fragcdo acetato de etila de folhas
e da fracdo hexano de bulbos e foi analisado por espectroscopia de RMN. No
espectro de RMN 'H (Figura 41) foi observado somente um singleto aromatico em
6,84 ppm; trés singletos, integrando para 3H, na regido de metoxilas aroméaticas
(3,87; 3,85; 3,80 ppm); um singleto referente aos hidrogénios de uma grupo metoxila
alifatico (3,49 ppm); um singleto integrando para 3H em 2,02 ppm, caracteristico do
grupo N-Me e um singleto em 5,52 ppm, que é tipico de compostos do tipo
homolicorina que pertencem a série hemiacetal. Esse hidrogénio mais desblindado
sugere que a metoxila ndo aromatica esteja na posicao C-6.

O composto 6 apresentou trés metoxilas aromaticas, duas devem estar nas
posicbes C-8 e C-9, caracteristica comum aos alcaloides do tipo homolicorina e a
terceira, foi atribuida a posicao 7, pois, de acordo com a literatura (HAWKSWORTH,
JEFFS, TIDD et al, 1965), caso ocorra a terceira metoxila aromatica em alcaloides
de esqueleto tipo homolicorina, essa deve encontrar-se na posicdo sete e 0

hidrogénio aromatico na posic¢éao 10.

O espectro apresentou ainda, uma constante de acoplamento grande (J = 9,6
Hz) entre os hidrogénios H-4a e H-10b, o que confirma uma relacdo trans-diaxial
entre eles. Uma pequena constante de acoplamento Jji0o = 2,0 Hz confirma a

juncéo cis dos anéis B/C.

Os dados de RMN *H do composto 6 foram comparados com a literatura
(Tabela 11) e chegou-se a estrutura do 7-metoxi-O-metillicorenina (Figura 42), um

alcaloide do tipo homolicorina.
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Figura 41: Espectro de RMN *H do composto 6 (CD;OD, 400 MHz)
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Tabela 11: Dados de RMN "H do composto 6 (CD;OD, 400 MHz) em comparagdo com a literatura
(CD30D, 500 MHz) (de ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA, 2014).

Posicéo Sy (J em Hz) Composto 6 Sy (J em Hz) literatura
1 4,37d (5,6) 4,40 br d (6,5)
2a 2,60-2,70 m 2,67 ddt (19,0; 6,5, 3,0)
2B 2,22-2,27m 2,29 dt (19,5; 3,0)
3 551brs 5,55 brs
da 2,79 br d (9,6) 2,92 br d (10,0)
6 551brs 552s
10 6,84 s 6,85 s
10b 2,41 dd (9,6; 2,0) 2,47 dd (10,0; 2,0)
1la 2,44 -2,55m 2,49 -2,58 m
11B 2,44 -2,55m 2,49 -2,58 m
12a 3,15 ddd (10,0; 7,2; 2,8) 3,22 ddd (10,5; 7,5; 3,0)
128 2,44 -255m 2,42m
6-OMe 3,49 s 3,561s
7-OMe 3,87s 3,89s
8-OMe 3,80s 3,82s
9-OMe 3,85s 3,87s
N-Me 2,02s 2,11s

OMe 6Me

Figura 42: Estrutura quimica do 7-metoxi-O-metillicorenina (6)

O alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina (6) foi isolado pela primeira vez de
Zephyranthes candida, onde foi observado que a estrutura era bem semelhante a do
alcaloide nerinina, com excecdo da existéncia de uma metoxila na posicdo 6. Nesse
trabalho (LUO, WANG, ZHANG et al., 2012), o alcaloide foi denominado O-
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metilnerinina e foi avaliada atividade citotoxica contra células cancerosas e
saudaveis, onde se mostrou inativo contra as linhas tumorais testadas. Em 2014,
também foi relatado o isolamento do composto 6 a partir de Hippeastrum aulicum
(de ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA et al, 2014), onde foi denominado 7-metoxi-O-

metillicorenina, denominacao utilizada no presente trabalho.

4.1.6 — Composto 7

O composto 7 (63,2 mg) foi isolado da fragdo hexano de bulbos e analisado
por RMN *H. O espectro de RMN *H (Figura 43) apresentou: somente um hidrogénio
singleto na regido de hidrogénios aromaticos (6,18 ppm), auséncia de sinais na
regido de olefinas, dois sinais correspondentes a hidrogénios de metoxilas

aromaticas e um sinal correspondente a hidrogénios de metoxila alifatica.

O espectro de RMN *H levou a identificacdo do esqueleto desse composto
como sendo do tipo crinano. A presenca de apenas um sinal de hidrogénio

aromatico indica que o composto 7 possui o anel A pentasubstituido.

O H-4p apresentou-se como um quadrupleto com constante de acoplamento
grande (J = 12,4 Hz), indicativo de dois acoplamentos trans-diaxial com o H-3 e 0 H-
4, juntamente com o acoplamento geminal com o H-4a. O H-2 também apresentou
trés constantes de acoplamento grandes (J = 13,2, 13,2 e 11,6 Hz), duas trans-
diaxial com H-1la e H-3 e uma geminal com H-2a, além de uma constante de
acoplamento pequena, em torno de 4 Hz, indicando o acoplamento com o H-1p.
Esses desdobramentos para H-2p3 e H-43 estdo de acordo com uma relagédo cis

entre o grupo 3-OMe e a ponte 5,10b-etano

Os dados de RMN *H obtidos para o composto 7 foram congruentes com 0s
dados do alcaloide aulicina encontrados na literatura (de ANDRADE, GUO, FONT-
BARDIA et al., 2014), como pode ser visto na tabela 12.
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Figura 43:Espectro de RMN *H do composto 7 (CD;OD, 400 MHz)
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Tabela 12: Dados de RMN *H do composto 7 (CDs;OD, 400 MHz) em comparagéo com a literatura

(CDCls, 400 MHz) (de ANDRADE, GUO, FONT-BARDIA et al., 2014).

Posicéo Sy (J em Hz) composto 7 Sy (J em Hz) literatura
1o 1,76 td (14,0; 4,4) 1,77 td (14,0; 4,0)
1B 3,17-3,28m 3,10-3,20m
20, 1,98 —2,06 m 2,04 m
2B 1,42 tdd (13,2; 11,6; 4,0) 1,44 tdd (13,5; 11,5; 4,0)
3 3,17-3,28m 3,10-3,20m
4o 2,13 brd (13,2) 2,13 br d (12,4)
48 1,20 q (12,0) 1,21 q (12,4)
da 3,07 dd (12,4; 5,6) 2,93 dd (12,4; 5,2)
6o 4,40 d (16,6) 4,38d (16,8)
6B 3,78 d (16,6) 3,71d (16,8)
7 6,19 s 6,10 s
1llendo 1,92 ddd (12,4; 8,8; 3,6) 1,90 ddd (12,0; 8,8; 3,2)
1llexo 2,31 ddd (12,0; 10,8; 6,8) 2,23 ddd (12,4, 10,4, 6,4)
12endo 2,88 ddd (12,8; 8,8; 6,8) 2,78 ddd (12,8; 8,8; 6,4)
12exo 3,40 ddd (12,8; 10,0; 3,2) 3,36 ddd (12,8; 10,0; 3,2)
3-OMe 3,37s 3,38s
8-OMe 3,74 s 3,80s
9-OMe 3,78s 3,87s

A identificacdo da configuracdo da ponte, em o ou B, foi realizada através de

dicroismo circular (Figura 44), que apresentou efeito Cotton positivo em 251 nm e

negativo em 279 nm, valores indicativos da ponte na posicdo 3, sendo o alcaloide do

tipo crinina. Com base nos dados de RMN 'H e de DC, o composto 7 foi identificado

como o alcaloide aulicina (Figura 45).
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Figura 44: Espectro de dicroismo circular do composto 7

Figura 45: Estrutura quimica do alcaloide aulicina (7)

Um alcaloide com essa mesma estrutura quimica, sob o nome hipeastidina,
foi completamente caracterizado por técnicas de RMN por KULHANKOVA e
colaboradores (2013). Contudo, nesse trabalho (KULHANKOVA, CAHLIKOVA,
NOVAK et al, 2013), a estereoquimica da ponte ndo pdde ser confirmada devido a
falta de analise por dicroismo circular e cristalografia de Raios-X. Além disso, 0s
hidrogénios das posicbes 3 e 4 aparecem como multipletos, o que dificulta a

atribuicdo da relacdo cis ou trans entre a ponte e o substituinte 3-OMe.
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Em 2014, de ANDRADE e colaboradores, trabalhando com a espécie
Hippeastrum aulicum, isolaram um composto com dados de RMN semelhantes aos
de hippeastidina, com diferenca nas multiplicidades do H-3 e H-4, responsaveis pela
identificacdo da relacdo cis ou trans entre ponte e o substituinte em C-3. Além de
todos os dados de RMN, também foram realizadas andlises de dicroismo circular e
cristalografia de Raios-X, o que confirmou que o alcaloide isolado por de Andrade

possuia a ponte em posicao £ e foi denominado aulicina (7).

O composto 7 foi identificado como aulicina, uma vez que seus dados de
RMN e DC foram congruentes com os encontrados por de Andrade e colaboradores
(2014).

4.1.7 — Composto 8

O composto 8 (160,7 mg) foi isolado a partir da fracdo acetato de etila de
bulbos e foi analisado por RMN *H. O espectro de RMN *H (Figura 46) apresentou:
(a) dois hidrogénios singletos relativos a hidrogénios aromaticos para orientados em
6,87 e 6,62 ppm atribuidos aos H-10 e H-7, respectivamente; (b) um sinal em 5,89
ppm integrando para 2H, tipico do grupo metilenodioxifenila; (c) um sinal referente a
hidrogénio de olefina; (d) dois dubletos em sistema AB com constante de
acoplamento de grande magnitude (J = 14,0 Hz) correspondentes aos hidrogénios
da posicdo C-6 e auséncia de sinais de metoxilas. As caracteristicas desse espectro

indicam que esse composto € um alcaloide de esqueleto do tipo licorina.

Os hidrogénios H-1 e H-2 aparecem mais desblindados, evidéncia de atomo
eletronegativo ligado aos carbonos C-1 e C-2. Na auséncia de metoxilas, foram
atribuidos grupos hidroxila para essas posi¢cdes, grupos comuns em alcaloides do

tipo licorina.

Os sinais observados para os hidrogénios p das posi¢cbes 6 e 12 aparecem
mais desblindados do que os seus homologos o devido a relagéo cis com o par de
elétrons livres do atomo de nitrogénio do grupo NMe (BASTIDA, LAVILLA e
VILADOMAT, 2006).
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A grande constante de acoplamento observada entre H-4a e H-10b (J = 10,8
Hz), é indicativa de acoplamento trans-diaxial, 0 que confirma a junc¢do trans dos

anéis B/C.

Os dados de RMN *'H do composto 8 foram comparados com a literatura
(Tabela 13) (LIKHITWITAYAWUID, ANGERHOFER, CHAI et al., 1993), (BASTIDA,
LAVILLA e VILADOMAT, 2006), e concluiu-se que se tratava do alcaloide licorina (8)
(Figura 47).

Alguns sinais demonstraram uma pequena diferenca no deslocamento
qguimico, o que pode ter sido causado pela diferenca de solventes utilizados na

analise.
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Figura 46: Espectro de RMN *H do composto 8 (CD;OD, 400 MHz)
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Tabela 13: Dados de RMN *H do composto 8 (CD;0D, 400 MHz) em comparagcdo com a literatura
(DMSO-dg, 300 MHz) (LIKHITWITAYAWUID, ANGERHOFER, CHAI et al, 1993)

Posicéo oy (J em Hz) Composto 8 Sy (J em Hz) literatura
1 445s 4,27 brs
2 4,15 s 3,97 brs
3 552s 537 brs
da 2,86 d (10,8) 2,60 d (10,6)
6o 3,52 d (14,0) 3,32.d (14,4)
6p 4,10 d (14,0) 4,02 d (14.4)
7 6,62 s 6,68 s
10 6,87 s 6,81s
10b 2,68d (11,2) 2,50 m
1lla 2,50-2,65m 2,44 m
118 2,50-2,65m 2,44 m
12a 2,41 q(8,8) 2,19 ddd (14,4; 8,6;1,5)
128 3,32-3,36m 3,19 dd (14,4; 7,5)
OCH,0 5,89s 594se5,96s

Figura 47: Estrutura quimica do alcaloide licorina (8)

Licorina (8) é o alcaloide de Amaryllidaceae mais abundante e possui diversas
atividades biolégicas ja relatadas (MCNULTY, NAIR, SINGH et al., 2009), entre elas:
atividade antiviral contra virus da gripe (HE, QI, TIAN et al., 2012), antifingica contra
Candida albicans (EVIDENTE, ANDOLFI, ABOU-DONIA et al., 2004), antimalarica
(SENER, ORHAN e SATAYAVIVAD, 2003) e anticancer (LUO, WANG, ZHANG et
al., 2012). Além dessas atividades, licorina também € usada em semissintese como
precursor de alcaloides com atividades contra Trypanosoma brucei brucei
(TORIZUKA, KINOSHITA, KOGURE et al, 2008), contra Plasmodium falciparum
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(causador da malaria) (TORIIZUKA, KINOSHITA, KOGURE et al., 2008), (CEDRON,
GUTIERREZ, FLORES et al., 2010) e Trichomonas vaginalis (GIORDANI, JUNIOR,
de ANDRADE et al., 2012).

4.1.8 - Composto 9

O composto 9 (1,5 mg) foi obtido a partir da fracdo acetato de etila dos
bulbos. O espectro de RMN *H do composto 9 apresentou seus sinais na parte mais
desblindada do espectro. O sinal mais desblindado no espectro de RMN *H (Figura
48) foi observado em 9,55 ppm e atribuido ao H-6, devido a proximidade com o
atomo de nitrogénio. Um singleto integrando para 2H em 6,42 ppm foi atribuido ao
grupo metilenodioxifenila. Também foram observados: dois sinais de hidrogénios
aromaticos para orientados em 8,44 e 7,83 ppm, atribuidos aos hidrogénios H-10 e

H-7, respectivamente.

Dois duplo duplo dubletos, em 8,01 e 7,97 ppm, foram atribuidos aos
hidrogénios H-3 e H-2, respectivamente, devido a presenca de duas constantes de
acoplamento caracteristicas de acoplamento orto (J = 7,6 Hz), o que indica que

esses hidrogénios apresentam dois hidrogénios vicinais.

Os outros dois sinais restantes foram assinalados para os hidrogénios H-1 e
H-4, que aparecem como dois dubletos, com uma constante de acoplamento orto
(J = 8,0 Hz) e uma constante de acoplamento menor (J = 2,0 Hz) relativa ao

acoplamento meta.

Todos os sinais obtidos no espectro de RMN *H foram comparados com os
dados da literatura (Tabela 14) (BASTIDA, LAVILLA e VILADOMAT, 2006), (SUAU,
GOMEZ e RICO, 1990), levando a identificacdo do composto 9 como sendo o
alcaloide trisfaeridina (9) (Figura 49).
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Figura 48: Espectro de RMN *H do composto 9 (CDsOD, 400 MHz)
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Tabela 14: Dados de RMN *H do composto 9 (CD;0D, 400 MHz) em comparagcdo com a literatura
(CDCls;, 200 MHz) (SUAU, GOMEZ, RICO, 1990)

Posicéo Sy (J em Hz) Composto 9 Sy (J em Hz) literatura
1 8,86 dd (8,0; 2,0) 8,36 dddd (8,0; 1,8; 1,0; 1,0)
2 7,97 ddd (7,6; 7,6; 1,6) 7,61ddd (8,0; 7,0; 1,7)
3 8,01 ddd (7,6;7,6; 1,6) 7,67 ddd (7,0; 7,0; 1,8)
4 8,17 dd (8,0; 1,6) 8,11 ddd (7,0; 1,7; 1,0)
6 9,55s 9,06 s
7 7,83s 7,32s
10 8,44 s 7,89s
OCH,0 6,42s 6,15 s

Os sinais obtidos para o composto 9 encontram-se um pouco mais
desblindados do que os encontrados na literatura, tal diferenca pode ter ocorrido
devido a diferenga do solvente utlizado nas andlises. Contudo, o composto foi
assinalado como o alcaloide trisfaeridina (9), que também foi observado na analise

inicial das fracdes por CG-EM (Tabela 6).

Figura 49: Estrutura quimica do alcaloide trisfaeridina (9)

Em trabalhos anteriores foi testada atividade antirretroviral para trisfaeridina
(9) em que se mostrou ativa, porém com baixa seletividade (SZLAVIK, GYURIS,
MINAROVITS et al., 2004) e atividade citotoxica, na qual foi inativa (BRINE,
CAMPBELL, BASTIDA et al, 2002). Rotas sintéticas também foram desenvolvidas
para a obtencdo desse alcaloide e apresentaram rendimentos significativos de 68
(BANWELL, LUPTON, MA et al.,, 2004) e 70 % (PORTELA-CUBILLO, SCOTT e
WALTON, 2008), sendo portanto boas opc¢des de rotas alternativas para a obtencéo

de trisfaeridina (9).
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4.1.9 - Composto 10

O composto 10 (3,6 mg) foi obtido de uma fragéo acetato de etila dos bulbos e
por meio de analise por RMN *H (Figura 50), identificou-se que o composto 10 é um

alcaloide com esqueleto do tipo licorina.

O espectro de RMN *H apresentou dois sinais na regido de aromaticos (6,98 e
6,75 ppm) atribuidos aos hidrogénios para orientados H-10 e H-7, respectivamente;
um sinal na regido de hidrogénios olefinicos (5,62 ppm, H-3), dois sinais

caracteristicos de grupos metoxila aromaticos e um de grupo metoxila alifatico.

Os hidrogénios da posicdo C-6 foram atribuidos aos dois dubletos em sistema
AB com grande constante de acoplamento (J = 14,0 Hz), os quais foram confirmados
pela correlacdo COSY (Figura 51) existente entre eles e pelo mapa de contornos
HSQC (Figura 52) que demonstrou que esses hidrogénios estédo ligados ao mesmo
carbono. Ainda pelo espectro de COSY assinalaram-se os hidrogénios das posi¢coes
H-4a e H-10b.

Os hidrogénios em posicdo S dos carbonos 6 e 12 apresentaram-se mais
desblindados do que os de posicédo «. Tal efeito € devido a relagcédo cis com o par de
elétrons livres do atomo de nitrogénio (BASTIDA, LAVILLA e VILADOMAT, 2006).

Através do mapa de contornos HSQC identificou-se os hidrogénios referentes
ao multipleto (2,56-2,66 ppm, 2H), como os hidrogénios da posi¢cdo C-11, uma vez
gue estdo ligados ao mesmo carbono. Tal ferramenta também foi utilizada para
confirmar que um duplo dubleto largo em 3,35 ppm (quase sobreposto ao sinal do

solvente) correspondia ao H-12f.

Os hidrogénios H-4a e H-10b acoplam com uma constante de
aproximadamente 11 Hz, indicando uma relacdo trans-diaxial entre eles e

confirmando assim, que a juncéo dos anéis B e C é trans.
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Os dados de RMN *H foram comparados com os encontrados na literatura
para o alcaloide galantina (BASTIDA, CODINA, VILADOMAT et al., 1990), o que
pode ser observado na tabela 15. Todas as caracteristicas dos espectros de RMN
mono e bidimensionais levaram a identificagdo do composto 10 como sendo

galantina (Figura 53).

Tabela 15: Dados de RMN 'H e de COSY do composto 10 (CD;0OD, 400 MHz) comparados com a
literatura (CDCl3, 200 MHz) (BASTIDA, CODINA, VILADOMAT et al, 1990)

Posicdo &y (J em Hz) Composto 10 COoSsYy 8y (J em Hz) literatura
1 4,65 brs H-2, H-10b, 4,55 s
2 3,77-3,80m H-1, H-3 3,72m
3 5,62 brs H-2, H-4a 5,55 brs
4a 2,89d (10,8) H-3, H-10b 2,65s
6oL 3,57 br d (14,0) H-6pB 3,40 br d (14,0)
6p 4,14 br d (14,0) H-6a. 4,05 d (14,0)
7 6,75 s 6,52 s
10 6,98 s 6,78 s
10b 2,68 brs H-1, H-4a 2,65s
1la 2,56 — 2,66 m H-12a, H-12B 2,45-2,60m
11 2,56 -2,66m H-12a, H-12p3 2,45-2,60m
120 2,47 q(8,8) H-110, H-118, H-12 2,25 dd (16,4, 8,2)
128 3,35 br dd (8,8; 2,0) H-11a, H-11B, H-12a 3,25 ddd (16,4, 10,0, 6,0)
9-OMe 3,86s 3,78s
8-OMe 3,80s 3,74 s
2-OMe 3,52s 3,40s

Figura 53: Estrutura quimica do alcaloide galantina (10)
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Galantina (10), um alcaloide do tipo licorina, possui conhecidas atividades
biolégicas ja relatadas na literatura, tais como: atividade inibitéria da enzima AChE
(JENSEN, CHRISTENSEN, JAGER et al., 2011), atividade de inibicdo da biossintese
do acido ascérbico (EVIDENTE, CICALA, RANDAZZO et al.,, 1983) e atividade
antitumoral (BASTIDA, BERKOV, TORRAS et al., 2011).

4.1.10 - Composto 11:

O composto 11 (1,5 mg) foi obtido a partir da fragéo acetato de etila de bulbos
e foi analisado por técnicas mono e bidimensionais de RMN. O espectro de RMN *H
(Figura 54) apresentou dois singletos correspondentes aos hidrogénios aromaticos
para orientados em 6,95 e 6,59 ppm; apenas um sinal na regido de hidrogénios
olefinicos (5,44 ppm); dois dubletos, em um sistema AB, com grandes constantes de
acoplamento (14,0 Hz), caracteristicos de hidrogénios ligados ao carbono 6; um
sinal referente a metoxila aromatica (3,87; 3H; s); auséncia de sinal de metoxila
alifatica e de metila ligada a nitrogénio (NMe). As caracteristicas do RMN 'H do
composto 11 indicam que esse composto possui esqueleto do tipo licorina
(BASTIDA, LAVILLA e VILADOMAT, 2006).

Em alcaloides do tipo licorina € comum a existéncia de substituintes nas
posicoes 1 e 2, porém, foi observado no espectro de correlacdo COSY (Figura 55)
do composto 11 que a posicdo 2 ndo esta substituida, e os dois hidrogénios dessa

posicado aparecem na regido mais blindada do espectro.
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Figura 54: Espectro de RMN *H do composto 11 (CD;OD, 400 MHz)
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Figura 55: Espectro de COSY *H-'H do composto 11 (CD;OD, 400 MHz)

Os dados de RMN mono e bidimensionais (Figuras 54-56) obtidos para o
composto 11 indicam que esse composto possui um esqueleto do tipo licorina, sem
substituinte na posicdo 2 e com apenas uma metoxila aromatica. Essas
caracteristicas estdo de acordo com os alcaloides da série norpluvina. Os dados de
RMN *'H obtidos foram semelhantes aos encontrados na literatura (KREH,
MATUSCH e WITTE, 1995) para o alcaloide 9-O-demetilpluvina (Figura 57).
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Figura 56: Mapa de contornos HSQC do composto 11 (CD;0D, 400 MHz)

Figura 57: Estrutura quimica do 9-O-demetilpluvina

A fim de confirmar a posicdo da metoxila aromatica no composto 11 foi
realizada analise do espectro de NOESY (Figura 58), que demonstrou correlacao
entre o hidrogénio da posicdo 10 e os hidrogénios da metoxila aromatica, o que
indica que na estrutura do composto 11 a metoxila encontra-se na posicéo 9, sendo
um isémero do 9-O-demetilpluvina. O composto em questdo foi entédo identificado

como norpluvina (Figura 59) e os dados de RMN 'H foram congruentes com os

f1 (ppm)



104

encontrados na literatura (LAMORAL-THEYS, ANDOLFI, VAN GOIETSENOVEN et al, 2009)

para esse alcaloide (Tabela 16)

3
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Il | ‘
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|
1 (ppm)

Pt d T

T T T T T . T T T T T T
48 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4
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Figura 58: Espectro de NOESY do composto 11

Figura 59: Estrutura quimica do alcaloide norpluvina (11)
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Tabela 16: Dados de RMN *H do composto 11 (CD3;0D, 400 MHz) comparados com a literatura
(CDCl3, 400 MHz) (LAMORAL-THEYS, ANDOLFI, VAN GOIETSENOVEN et al, 2009)

Posicéo Sy (J em Hz) Composto 11 Sy (J em Hz) literatura
1 4,76 — 4,80 m 4,26 dd (5,9; 1,0)
20, 2,51-2,67m 2,62m
2B 2,31-2,47m 2,33 m
3 5,44 br d (2,8) 5,39d (2,2)
da 2,92 d (10,8) 2,76 d (9,9)
60 3,52 d (14,0) 3,50 d (14,5)
6p 4,07 d (14,0) 4,13 d (14,5)
7 6,59 s 6,64 s
10 6,95 s 6,74 s
10b 2,51-2,67m 2,66 d (9,9)
1lla 2,51-2,67m 2,59 m
11B 2,51-2,67m 2,59 m
120, 2,31-2,47m 2,37 m
1283 3,32-3,34m 3,34 m

O H-1 apresenta-se um pouco mais desblindado devido a proximidade com a
hidroxila alifatica. Os hidrogénios H-4a e H-10b apresentam constante de
acoplamento de grande magnitude, indicando uma relacéo trans-diaxial entre eles, o
gue confirma juncéao trans dos anéis B e C, caracteristica comum em alcaloides com

esqueleto do tipo licorina.
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4.2 — Avaliacdo da atividade antiparasitaria dos alcaloides isolados

As doencas parasitarias tropicais, transmitidas por vetores, como a malaria,
leishmaniose, doenca do sono e doenca de Chagas, atingem milhares de pessoas,
nas regides equatoriais, a cada ano (KAYA, SARIKAYA, ONUR et al.,, 2011) e
alguns alcaloides de Amaryllidaceae j& possuem relatos de atividades contra os
parasitas causadores dessas doencas (KAYA, SARIKAYA, ONUR et al.,, 2011),
(OSORIO, BERKOV, BRUN et al, 2010), (SENER, ORHAN e SATAYAVIVAD, 2003),
(MACHOCHO, BASTIDA, CODINA et al., 2004).

Os alcaloides haemantamina (1), albomaculina (2), 7-metoxi-O-metillicorenina
(6), aulicina (7) e licorina (8), isolados no presente trabalho, foram submetidos a
ensaios biologicos para avaliar atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi
(agente causador da doenca de Chagas) e Leishmania infantum (agente causador
da leishmaniose visceral) (Tabela 17). Benzonidazol e Miltefosina foram os farmacos
usados como padrdo, o primeiro com atividade tripanocida e o segundo com
atividade leishmanicida e a citotoxicidade foi testada em células de mamiferos. Os
valores de ICsp contra os parasitas e os indices de seletividade (IS) estdo

apresentados na tabela 17.

O alcaloide albomaculina (2) foi inativo em todos os testes e 7-metoxi-O-
metillicorenina (6) foi o Unico alcaloide a ter atividade contra a forma tripomastigota
de T. cruzi apresentando ICsp (89,55 uM) quase cinco vezes maior que o padréo,
benzonidazol (ICsp = 440,7uM). A relacdo entre a citotoxicidade e a atividade
parasitaria, dada pelo indice de seletividade (Sl), indicou que o composto 6, além de
ser mais ativo contra a forma tripomastigota, também é mais seletivo que o
benzonidazol. Dessa forma, apresenta-se como agente promissor contra a forma

trypomastigota de T. cruzi.

Os compostos 1, 7 e 8 ndo apresentaram atividade antiparasitaria contra a
forma extracelular de T. cruzi, contudo valores de ICsp demonstraram que esses
compostos possuem atividade antiparasitaria quando testados contra a forma
amastigota de T. cruzi, sendo que os compostos 1 e 8 mostraram valores mais
expressivos de ICsg, 2,4 € 7,7 uM, respectivamente. A atividade da haemantamina

(1) contra o agente causador da doenca de Chagas ocorreu como esperado, uma
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vez que tal atividade j& foi anteriormente descrita (KAYA, SARIKAYA, ONUR et al.,
2011).

Os testes de atividade antileishmania foram avaliados contra as formas
amastigotas e promastigotas de L. infantum. Os compostos 1 e 8 apresentaram
atividade contra as duas formas do parasita quando baixas concentracdes dos
alcaloides foram utilizadas. Além disso, foi observada seletividade quase trés vezes
maior do alcaloide haemantamina (1) contra a forma promastigota de L. infantum
guando comparado com o padrdo miltefosina. Esses valores sugerem que esse
alcaloide € um bom candidato para o desenvolvimento de novos agentes

leishmanicidas.

Aulicina (7) demonstrou atividade contra a forma extracelular de L. infantum
com valor de ICsp mais baixo do que o encontrado para o padrdo, miltefosina.
Contudo, apresenta maior toxicidade contra as células NCTC, portanto a

seletividade desse alcaloide € menor. O alcaloide 6 sO foi ativo para a forma

intracelular do parasita, com IC5o = 86,12 uM e com toxicidade acima de 200 uM.



Tabela 17: Atividades antiparasitarias e citotoxica dos alcaloides isolados, 1, 2, 6, 7 e 8, realizadas pelo método MTT.
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1Cs0 (UM) CI 95%

Compostos - T.cruzi T. cruzi L. |nfar_1tum L. mfa_ntum NCTC IS IS* IS |Gk
tripomastigotas amastigotas promastigotas amastigotas

Haemantamina 2,4 0,6 1,78 24,75
) NA (1,9-3,1) 0,1-2,7) (054-59)  (1512-40,52) P 13 4z 139
Albomaculina (2) NA NA NA NA >200 ND ND ND ND

7-metoxi-O- 89,55 86,12

metilicorenina (6)  (68,8-116.6) NA NA (64,12-115,7) >200 >2.2 ND ND >2,3

- 55,5 11,5 95,26
Aulicina (7) NA (39,2-78.4) (10,0-13,3) NA (75,62-120,0) ND 1,71 8,28 ND

o 7,7 9,4 4,88 46,74
Licorina (8) NA (6,0-10,0) (4,6-19,0) (4,6451)  (3161-69,12) P 6.0 4.9 9.6

. 440,7 469,9
Benzonidazol (406,1-478,3) ND ND (414,9-532,1) 1,0 ND ND

; : 16,7 16,4 241,4
Miltefosina ND ND (13.0-21,5) (15.4-17,4) (206,9-281,6) ND ND 14,4 14,7

ICs0: 50% concentragdo de inibicdo; CCsy: 50% concentracéo citotoxica (NCTC células de mamiferos); CI95%: 95% Intervalo de confianga; IS: indice de
seletividade dos tripomastigotas (CCso células de mamiferos /ICso tripomastigotas); 1S*: indice de seletividade dos amastigotas T. cruzi (CCsy células de

mamiferos/ICs, amastigotas T.cruzi) IS**: indice de seletividade dos promastigotas (CCso células de mamiferos/ICsy, promastigotas); 1S***: indice de

seletividade dos amastigotas (CCs, células de mamiferos/ICsy, amastigotas); NA: Nao ativo; ND: Nao determinado. *p < 0.05
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5—- CONCLUSAO

A familia Amaryllidaceae possui um grupo de alcaloides que tem demonstrado
possuir varias atividades bioldgicas e o0 estudo de suas espécies é de grande
importancia na busca de novos alcaloides a serem utilizados como agentes

terapéuticos.

Nesse trabalho, Hippeastrum aulicum, uma espécie brasileira da familia
Amaryllidaceae teve seu conteudo alcaloidico estudado e, por analise de CG-EM,
foram identificados 26 alcaloides nas fracbes hexano e acetato de etila de folhas e
bulbos dessa espécie.

O estudo dos alcaloides de folhas e bulbos de Hippeastrum aulicum levou ao
isolamento de 11 alcaloides, sdo eles: haemantamina, albomaculina, haemantidina,
6-epihaemantidina, N-Oxido haemantamina, 7-metoxi-O-metillicorenina, aulicina,
licorina, trisfaeridina, galantina e norpluvina. Pela primeira vez foi relatada a

obtencao do N-O0xido haemantamina a partir de fonte natural.

Cinco dos alcaloides isolados foram testados contra as formas amastigota e
tripomastigota de Trypanosoma cruzi e contra as formas amastigota e promastigota
de Leishmania infantum. O alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina apresentou
atividade contra a forma tripomastigota de T. cruzi mais efetiva do que o padréo
benzonidazol utilizado. Haemantamina e licorina apresentaram atividade contra as
duas formas de L. infantum e conta a forma amastigota de T. cruzi. Albomaculina
nao apresentou atividade contra nenhuma das formas testadas, enquanto aulicina

mostrou-se menos ativo do que os padrdes utilizados.

Haemantamina mostrou atividade contra a forma promastigota de Leishmania
infantum, com valores de ICsp bem menores do que o padrdo Miltefosina e ainda,
boa seletividade, apresentando-se como possivel candidato a ser estudado para a
criacdo de novos farmacos. Portanto, a espécie Hippeastrum aulicum apresenta-se
como importante fonte de pesquisa de alcaloides com potenciais atividades

antiparasitarias.
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