UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Alcaloides isoquinolinicos e atividade citotoxica in vitro de
Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira
(Amaryllidaceae)

Andressa Reis Vicente

Dissertacdo de Mestrado em Quimica

Vitoria
2016



Andressa Reis Vicente

Alcaloides isoquinolinicos e atividade citotoxica in vitro de
Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira
(Amaryllidaceae)

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagcdo em Quimica do Centro de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal
do Espirito Santo na area de Quimica
Organica como requisito parcial para

obtencao do titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Warley de Souza

Borges

Vitoria
2016



Alcaloides isoquinolinicos e atividade citotoxica in vitro de
Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira
(Amaryllidaceae)

Andressa Reis Vicente

Dissertacdo submetida ao Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica da
Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial para a obtencao
do grau de Mestre em Quimica.

Prof. Dr. Warley de Souza Borges
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientador

Prof. Dr. Ricardo Machado Kuster
Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Dr. Méarcio Fronza
Universidade de Vila Velha

Prof. Dr. Murilo Marinho de Castro Lima
Instituto Federal do Rio de Janeiro

Universidade Federal do Espirito Santo

Vitoria, novembro de 2016.



Aos meus amados pais, obrigada por tudo.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Ana Maria e Edson, meus maiores incentivadores, por acreditarem
sempre em mim e por dedicarem suas vidas para me abencoar no crescimento

intelectual e pessoal;

Aos meus irmaos, Elaine e Edinho, pelos momentos mais alegres da minha vida,

estando sempre juntos, pela cumplicidade incondicional,

As minhas sobrinhas Elizabeth e Alice, por me proporcionarem as risadas mais

gostosas e 0s momentos mais divertidos;

Ao Gilson e a Luzia, por sempre me apoiarem e cuidarem de mim na distancia dos

meus pais;

Ao Professor Dr. Warley, pela oportunidade de trabalho, pela confiancga, pelo apoio e

atencao dedicada;

Aos meus amigos do laboratorio, Marquinhos, Dudu, Karla, Raphael, Leticia,
Amanda, Luisa, Carliani e especialmente a Vanessa, Carol e David, por tantas
risadas, por tornarem o dia a dia mais alegre, os afazeres mais prazerosos, pelos

conhecimentos repassados e por todo apoio emocional nos momentos mais dificeis;

Ao Jean, pela ajuda imprescindivel nessa pesquisa, pelo socorro nos momentos de
desespero, pelos conhecimentos compartilhados, pela amizade incondicional, pelos
conselhos profissionais e pessoais, pela compania sempre agradavel, pelo apoio em

todas as areas que precisei durante esses dois anos;

Aos colegas do programa do mestrado, em especial Fernando Betim, Dedel, Eclair,
Fernando Fogaca e Julia pelos bons momentos de descontragdo, almocos e cafés

animados;

A professora Edna Medeiros, pois seus ensinamentos na graduacdo foram
essenciais e determinantes para que minha jornada nesses dois anos de trabalho
fosse mais tranquila e confiante. Obrigada mais uma vez, pelos conselhos e pela

amizade.



Ao Professor Dr. Jaume Bastida pelas analises de CG-EM e comparacdo com a
biblioteca de alcaloides de Amaryllidaceae, pelas anélises de RMN, pela paciéncia

ao ensinar um pouco do que sabe sobre alcaloides de Amaryllidaceae;

Ao professor Dr. Mércio Fronza e a UVV pelas andlises bioldgicas e pela disposicéo

em ensinar a interpretagcédo dos resultados;

A Fran, pelas andlises biologicas realizadas, mas especialmente pela paciéncia e

carinho ao me ensinar seus conhecimentos;

Aos Professores Dr. Alvaro Cunha Neto, Dr. Ricardo Kiister e Dr. Marcio Fronza
pelas sugestdes para o aprimoramento do trabalho durante participacdo na banca de
qualificagao;

Ao laboratério de RMN do NCQP-UFES e ao Professor Dr. Alvaro Cunha Neto,
Christiane Feijo, Julia Leite e Mayara Modenesi pelas analises de RMN e claro, pela

paciéncia com o grande volume de amostras todo més;

Ao laboratorio de Espectrometria de Massas da UFES de Goiabeiras, Alegre e Séo

Mateus pelas analises de CG-EM,;
A Dr. Renata Souza de Oliveira pela identificacdo da espécie da planta trabalhada;

A professora Dra. Luciana Dias Thomaz pelo deposito e registro da planta no
Herbario VIES da UFES;

A Lilian e Heloa pelas andlises de Massas de Alta Resolucdo e pela disposicdo em

auxiliar na interpretacéo dos resultados;

A Faculdade Multivix e aos coordenadores Poline Fialho, Teresa Maté e Daniel
Vivas pelo estimulo e compreensdo nesses dois anos, e especialmente a Poliane

Martins e Vania Dias pela ajuda, apoio, amizade e disposicédo de sempre;

Aos amigos professores da Multivix, especialmente Luiz, Jodozito, Ronaldo, Valéria,
Moacir, Ramiro, Thiago, Julio, Silvana, Carol, Fabiola e Rachel por tornarem os
meus dias de trabalho mais leves e divertidos, pelas gargalhadas, pelo apoio e

incentivo de sempre;



Aos meus queridos alunos da Multivix, por me tornarem uma pessoa melhor, por me
ensinarem tanto, pela compreensédo quando precisei e pelos bons momentos em

sala de aula;

Aos professores Ricardo Kuster, Marcio Fronza e Murilo Lima por aceitarem fazer
parte da banca avaliativa deste trabalho;

A FAPES e CAPES pelo incentivo & pesquisa, especiaimente & CAPES pelo
incentivo financeiro;

Ao programa de pés-graduacdo em Quimica pela formacéo,

Obrigada!



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

~ - Aproximadamente
U - Micro
Hg - Microgramas

MM - Micromolar

3C - RMN de Carbono 13

1D - Uma dimensé&o

'H - RMN de hidrogénio

AcOEt - Acetato de Etila

ATCC — American Type Culture Collection

B - Extrato Bruto dos Bulbos

BA - Fracdo acetato de etila do extrato dos bulbos

BAM - Fragao acetato de etila/metanol do extrato dos bulbos
BH - Fracdo hexanica do extrato dos bulbos

br - Largo

CCDC - Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
CCDP - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
CD30D - Metanol deuterado

CDCl;3 - Cloroférmio deuterado

CG-EM - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
CH_ClI; - Diclorometano

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia



CLC - Cromatografia liquida em Coluna

CO, — Gés carbbnico

COSY - Homonuclear COrrelation SpectroscopY

d - Dubleto

dd - Duplo dubleto

ddd - Duplo duplo dubleto

dddd - Duplo duplo duplo dubleto

ddt - Duplo duplo tripleto

DMSO - Dimetilsulféxido

dt - Duplo tripleto

Et,0 - Eter etilico

g - Gramas

H - Extrato Bruto das Hastes Florais

H.S0, - Acido sulftrico

HA - Fracdo acetato de etila do extrato das hastes florais
HAM - Fracdo acetato de etila/metanol do extrato das hastes florais
Hex - Hexano

HH - Fracdo hexanica do extrato das hastes florais
HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HRESIMS — High-Resolusion Electrospray lonization Mass Spectrometry

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Correlation
J - Constante de acoplamento

m - Multipleto



m/z - Relag&o carga-massa

Me - Metil

Me,CO - Acetona

MeOH - Metanol

mg - Miligramas

MHz - MegaHertz

mL - Mililitros

MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
N2 — Nitrogénio

Na,SO, - Sulfato de sédio

NADPH - Hidrogénio fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina
NH3 - Amonia

NH;OH - Hidroxido de aménio

NOESY - Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

0 - orto

°C — Graus Celsius

¢ - Diametro

p - para

pH - Potencial Hidrogeniénico
ppm - Partes por milhao

g - Quadrupleto

Rt - Fator de retencéo

RMN de **C- Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13



RMN de 'H - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio 1
s - Singleto

t - Tripleto

UV - Ultravioleta

o - Alfa

B - Beta

O - Deslocamento quimico em partes por milhdo



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Preparagéo dos extratos brutoSH e B.........oooooiiiiiiiiiiiiiiciiii, 48
Esquema 2: Extracdo acido-base de H e B: obtenc¢éo dos extratos HH, HA,

HAM, BH, BA, BAM......ooiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e et e e e e e snsnbre e e e e e s e nnnees 49
Esquema 3: Fracionamento por CLC do extrato HA.............coooeviiiiiiieieeieeinn, 51
Esquema 4: Fracionamento por CLC do extrato HH..............ccceeeiiiiiiiiiieniiiiiiieeeen, 52
Esquema 5: Fracionamento por CLC do extrato BH.............ccoooeiieiiiiiiiiieiiiiiiiinn. 54
Esquema 6: Fracionamento por CLC das fracbes BH1 e BH1.1........................... 56
Esquema 7: Fracionamento por CLC das fracbes BH3, BH3.3 e BH3.4............... 58
Esquema 8: Fracionamento por CLC do extrato BA.............oovvviiiiiiiiiiiiiiiiianeeee 60
Esquema 9: Fracionamento por CLC da frag8o BA2...........ccooeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiis 62
Esquema 10: Fracionamento por CLC da subfracdo BA2.3........ccccoeeveeeeiiienennnnnn, 63
Esquema 11: Fracionamento por CLC da subfracdo BA2.4.........ccccceveeeevieenennnnnn, 64
Esquema 12: Fracionamento por CLC das subfracbes BA2.5 e BA2.5.1.............. 66

Esgquema 13: Resumo do ensaio bioldgico realizado em extratos/compostos de

[ Ior= 1 = Y (<] [T T RR 70



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica da bixina, principal corante do urucum, um

corante natural utilizado por tribos INdigenas...........cccoveiiiriiiiiiiiiiiie e,

Figura 2: Estrutura quimica da coniina, o principal constituinte do veneno de

[ [T 0 0] (o Tox TR
Figura 3: Estrutura quimica da morfina, salicina e &cido acetilsalicilico..............
Figura 4: Estrutura quimica dos aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina e o
intermediario O-metilnorbelading..............ooooiiiiiiiiiiii
Figura 5: Acoplamento fenol oxidativo em alcaloides de Amaryllidaceae...........
Figura 6: Esqueletos tipicos dos alcaloides da subfamilia Amaryllidoideae ......
Figura 7: Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira...........ccccccceeeeeen.n.
Figura 8: Estrutura dos alcaloides identificados por CG-EM nos extratos

Drutos de H. CaNASIIENSE. . ... e e

Figura 9: Estrutura dos alcaloides identificados por CG-EM das hastes florais

A H. CANASIIEINSE. ... e e

Figura 10: Estrutura dos alcaloides identificados por CG-EM dos bulbos de H.
o T T Y =] 1S TSP RTRROPRPRRPS
Figura 11: Estrutura dos alcaloides isolados de Hippeastrum canastrense........
Figura 12: Estrutura do alcaloide homolicorina...........cccceeveeeeiieeiiiiiiiiien,
Figura 13: Espectro de RMN de *H do composto 2 e ampliages (CDCls, 25

R O 0 [0 1V 1 = ) U PPPPPRPP

Figura 14: Estrutura quimica dos isdbmeros de posicéo 8 e 9-0O-2a-
hidroxihomolicorina, respectivamente..............ccoovrvviiiiiiiiiiiiiiice e
Figura 15: Estrutura quimica do alcaloide 8-O-2a-hidroxihomolicorina (2).........
Figura 16: Espectro de NOESY *H do composto 2 (CDCls, 25 °C, 400 MHz)
Figura 17: Espectro de COSY *H-'H do composto 2 (CDCls, 25 °C, 400 MHz).
Figura 18: Espectro de RMN de *H do composto 3 e amplia¢cdes (CDsOD, 25
OC, 2100 IMHZ).....e ettt ettt
Figura 19: Espectro de NOESY *H do composto 3 (CDs0D, 25 °C, 400 MHz)..
Figura 20: Espectro de COSY *H do composto 3 (CD3;OD, 25 °C, 400 MHz)....

88
89
90



Figura 21: Estrutura quimica do alcaloide 7-metoximasonina (3)..........ccccceeeenne 91
Figura 22: Mapa de contornos HSQC do composto 3 (CD3;0D, 400 MH2)......... 92
Figura 23: Mapa de contornos HMBC do composto 3 (CD3OD, 400 MHz)........ 93
Figura 24: Espectro de RMN de **C do composto 3 (CDs0D, 25 °C, 100 MHz) 94
Figura 25: Espectro de massas de alta resolucdo da 7-metoximasonina (3)...... 96
Figura 26: Espectro de RMN de *H do composto 4 e ampliages (CDCls, 25

OC, 400 MH2Z).. .ot e e e e e e e e e pr e 98
Figura 27: Estrutura quimica do alcaloide hipeastrina (4)........ccccceeviiiiveeeeennnnnne 99
Figura 28: Espectro de RMN de *H do composto 5 e ampliagdes (CDCls, 25

OC, 400 MH2Z).... ettt e e e e e e e e 101
Figura 29: Estrutura quimica do alcaloide candimina (5).........ccccceveeriiiiieeeennnns 102
Figura 30: Espectro de RMN de *H do composto 6 e ampliagdes (CDs;OD, 25

OC, 400 MHZ)...ctiitittiieiie ettt ettt et e e e e e e e e e e e s e e bbb areaaaaae et 104
Figura 31: Espectro de NOESY *H do composto 6 (CDCls, 25 °C, 400 MHz) 106
Figura 32: Espectro de COSY *H-'H do composto 6 (CDCls, 25 °C, 400 MHz) 107
Figura 33: Estrutura quimica do alcaloide 2-O-metilcandimina (6)..................... 108
Figura 34: Mapa de contornos HSQC do composto 6 (CDCls, 25 °C, 400 MHz) 109
Figura 35: Mapa de contornos HMBC do composto 6 (CDCls, 25 °C, 400 MHz) 110
Figura 36: Espectro de RMN de **C do composto 6 (CDCls, 25 °C, 100 MHz).. 111
Figura 37: Espectro de massas de alta resolugdo da 2-O-metilcandimina (6).... 113
Figura 38: Espectro de RMN de *H do composto 7 e ampliagdes (CDCls, 25

RO 100 /1 ) SO 115
Figura 39: Estrutura quimica do alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina (7)........... 116
Figura 40: Espectro de RMN de *H do composto 8 e ampliagcdes (CDCls, 25

OC, 200 IMHZ) ..ottt ettt ettt ettt es e s et et et et et et ee e e erenens 118
Figura 41: Estrutura quimica do alcaloide albomaculina (8).........ccccceeeeeeeeeene.... 119
Figura 42: Espectro de RMN de *H do composto 9 em mistura e ampliacdes
(CDCl3, 25 9C, 400 MHZ)...cceiiiieiiie et e e s 121
Figura 43: Estrutura quimica do alcaloide isolado homolicorina (9).................... 122



Figura 44: Cromatograma do isolamento do composto 9 por CLAE................... 122
Figura 45: Espectro de RMN de *H do composto 9 isolado por CLAE e
ampliacdes (CDClg, 25 °C, 400 MH2Z).......ccoiviieieeeeecce et 124

Figura 46: Espectro de RMN de *H do composto 11 e ampliacdes (CDCls, 25
OC, 400 MH2Z)... ettt e e e e e e e e e e e e e ae 126

Figura 47: Espectro de COSY *H-'H do composto 11 (CDCls, 25 °C, 400 MHz) 127
Figura 48: Espectro de NOESY *H do composto 11 (CDCls, 25 °C, 400 MHz) 128

Figura 49: Estrutura quimica do alcaloide 7-metoxinormasonina (11)................ 129
Figura 50: Mapa de contornos HSQC do composto 11 (CDCl3, 400 MHz)......... 130
Figura 51: Mapa de contornos HMBC 1 do composto 11(CDCls, 400 MHz)....... 131
Figura 52: Mapa de contornos HMBC 2 do composto 11 (CDClIs, 400 MHz)...... 132
Figura 53: Espectro de massas de alta resolu¢éo da 7-metoxinormasonina

50 TSP PP PPPPPPPPP 134
Figura 54: Espectro de RMN de *H do composto 12 e ampliagdes (CDCls, 25

OC, 400 MH2Z).. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e et aarnranaa 136
Figura 55: Estrutura quimica do alcaloide 2a-metoxihomolicorina (12).............. 137

Figura 56: Espectro de massas de alta resolugao da 2a-metoxihomolicorina

2 138
Figura 57: Espectro de RMN de *H do composto 13 e ampliacées (CDCls, 25
OC, 400 MH2Z).. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e anannanna 140

Figura 58: Estrutura quimica dos isémeros de posicao 8 e 9-O-

desmetilhomolicoring, reSPeCtiVaAMENTE........cccoveeeieeieieieieeeeeerrr e e e ee e 139

Figura 59: Espectro de NOESY 1D do composto 13 e ampliacao (CD3;OD, 25
OC, 400 MH2Z).. .ttt a e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaannnnnnnnn 142
Figura 60: Estrutura quimica do alcaloide 8-O-desmetilhomolicorina (13).......... 141
Figura 61: Espectro de RMN de *H do composto 15 e ampliagdes (CDCls, 25
OC, 400 MH2Z).. .ot e e e e e e e e e e e e e et 144
Figura 62: Estrutura quimica do alcaloide 2a,7-dimetoxihomolicorina (15)......... 145

Figura 63: Espectro de RMN de *H dos compostos 16 e 17 e ampliagdes
(CDCl3, 25 °C, 400 MHZ).. .o i ittt eeeee nnnneees 147



Figura 64: Estrutura quimica do alcaloide 2a-hidroxihomolicorina (16).............. 149
Figura 65: Estrutura quimica do alcaloide 2a-hidroxialbomaculina (17).............. 150

Figura 66: Espectro de RMN de *H do composto 18 e ampliagdes (CDCls, 25

OC, 400 MH2Z)... .ot e e et e e ———————————— 152
Figura 67: Mapa de contornos HSQC do composto 18 (CDCls, 400 MHz)......... 153
Figura 68: Estrutura quimica do alcaloide masonina (18).........cccccevvuvivieeeennnne 154

Figura 69: Espectro de RMN de *H do composto 19 e ampliacdes (CDCls, 25

OC, 400 MHZ)...ceitiititieiee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaa e e 156
Figura 70: Estrutura quimica do alcaloide normasonina (19).........ccccceeeeeeeeenenee. 157
Figura 71: Espectro de RMN de *H do composto 20 e ampliacdes (CDCls, 25

OC, 400 MH2Z)... .ot e e e e e aaaaaaaa e 159
Figura 72: Estrutura quimica do alcaloide nerinina (20)..........ccccvvveeeeniiiiiiieeneenns 160
Figura 73: Espectro de RMN de *H do composto 10 e ampliacdes (CDsOD, 25

OC, 400 MH2Z).... et e e e e e e et 162
Figura 74: Estrutura quimica do alcaloide licorina (10).........ccoocueeeeeeriiiiiiieneeenns 163
Figura 75: Espectro de RMN de *H do composto 14 e amplia¢cdes (CDsOD,

25 0C, 400 MHZ) ..o et e et aaaaaaaaaees 165

Figura 76: Estrutura quimica dos isdbmeros de posicéo 8 e 9-O-

desmetilpluviing, reSPeCtiVaAMENTE...........uuiiiiiiiiiiiiieee e 166

Figura 77: Espectro de NOESY *H-'H do composto 14 (CDsOD, 25 °C, 400

Figura 78: Estrutura quimica do alcaloide norpluviina (14).........cccceeeviiivieereennnns 168
Figura 79: Espectro de RMN de *H do composto 1 e ampliagcdes (CDCls, 25

OC, 400 MH2Z).. .ttt a e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaannnnnnnnn 170
Figura 80: Estrutura quimica do alcaloide sanguinina (1).........cccccvvvvvvcieeeeeennnn. 171
Figura 81: Espectro de RMN de *H do composto 21 e ampliagdes (CDCls, 25

OC, 200 IMHZ) ..ottt ettt ettt es s es et et e et et et et ee e e eeenerenens 173
Figura 82: Estrutura quimica do alcaloide trisfaeridina (21).............cccceevvvvvvnnnnns 174

Figura 83: Esqueletos dos compostos identificados em Hippeastrum

CANASITEINSE. .. .eeeeee e ectee e ettee e ettt e e e e ettt e et e e et e e et e e eate e e bt e e ateeeanteeeeseeesnteeaseeesnreneans 177



Figura 84: Massa dos alcaloides isolados de Hippeastrum canstrense



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Compostos isolados por CCDP das fragOes de HA, identificados por

Tabela 2: Compostos isolados por CCDP das fragbes de HH...............ccceeeeeene
Tabela 3: Compostos isolados por CCDP das fracdes e subfracdes do extrato

hexéanico dos bulbos (BH), identificados por RMN.............coooiiiiiiiiiiiiieneeeeeeeeeas

Tabela 4. Compostos isolados por CCDP das fragGes e subfracfes do extrato

acetato de etila dos bulbos (BA), identificados por RMN.............ccccciiiiiiiiieiennenn.

Tabela 5: Dados de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de

Massas dos extratos brutos das hastes florais e bulbos de H. canastrense........

Tabela 6: Dados de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de

Massas dos extratos das hastes florais de Hippeastrum canastrense................

Tabela 7: Alcaloides identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas de fracdes das hastes florais ............ccccceeeeeeiiiinnnnns

Tabela 8: Alcaloides identificados por CG-EM nos extratos BA e BH de H.

(oF2 T 1o R 1< 0 1T PP UP TP UPRUPRPR

Tabela 9: Dados de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de

Massas das fracdes dos bulbos de Hippeastrum canastrense.............ccccccevveeen.

Tabela 10: Comparacao entre os & do composto 2 e 9-O-desmetil-2a-
hidroxinomolicorina (200 MHZ).........cooiiiiie e

Tabela 11: Dados espectrais de RMN da 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina

Tabela 12: Comparacao entre os d do composto 3 e 0 alcaloide masonina
(A00 MHZ) ..ottt ettt s et ee ettt e st n s e et e e teneen e

Tabela 13: Resumo dos dados espectrais de Ressonéncia Magnética Nuclear

uni e bidimensionais do alcaloide 7-Metoximasonina (3)..........cceeevvveeeiiiiiinieeennn.

Tabela 14: Comparagéo entre os & do composto 4 e o alcaloide hipeastrina
(500 MHZ)...etititieeeeeeeee et a e e e e e e e e e e

74

84



Tabela 15: Comparacéao entre os & do composto 5 e o0 alcaloide candimina
(500 IMHZ) ..ottt ettt et e e,

Tabela 16: Comparacéao entre os & do composto 6 e o alcaloide candimina
(500 MHZ)...eeieiiteeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaea e

Tabela 17: Resumo dos dados espectrais de Ressonancia Magnética Nuclear
uni e bidimensionais do alcaloide 2-O-metilcandimina (6)............cccvvveveeereenininnnn.

Tabela 18: Comparacéao entre os & do composto 7 e o alcaloide 7-metoxi-O-
metillicoreninga (500 MHZ)........uuuuiiiiiie e e e e e e e e e e ee e

Tabela 19: Comparacéao entre os & do composto 8 e o alcaloide albomaculina
(A00 IMHZ). .ttt et e e e et e e e e et e e e e e e bbb e e e e e e e nnbaraaaeeenarraees

Tabela 20: Comparacéao entre os & do composto 9 e o alcaloide homolicorina
2400 11 ) T SSEPSSUUR

Tabela 21: Comparacéao entre os & do composto 11 e o alcaloide normasonina
(B00 MHZ) ..ottt ettt n st n et et et s e et et e e aeereas

Tabela 22: Resumo dos dados espectrais de Ressonancia Magnética Nuclear

uni e bidimensionais do alcaloide 7- metoxinormasonina (11)...........cccccvvvveeeenee.

Tabela 23: Comparacéao entre os & do composto 12 e o alcaloide homolicorina
(200 MHZ) ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e

Tabela 24: Comparacéao entre os & do composto 13 e o alcaloide 8-O-

desmetilhomolicorina (400 MHZ)..........uuuiiiiiiiiee e

Tabela 25: Comparacéao entre os & do composto de 15 e 2aq, 7-

dimetoxihomolicorina (500 MHZ)..........uuuiiiiiiiie e

Tabela 26: Comparacéao entre os & do composto de 16 e 2a-
hidroxinomolicorina (250 MHZ)........cooiiiiiiiie e

Tabela 27: Comparacéao entre os d do composto de 17 e 2a-
hidroxialbomaculina (400 MHZ).........cooiiiiiiiii e

Tabela 28: Comparacéao entre os & do composto de 18 e o alcaloide masonina
(B00 MHZ) ..ottt e ettt en ettt e et n s ee et e et neen e

Tabela 29: Comparacéo entre os 8 de **C do composto 18 e o alcaloide
MASONINA (100 MHZ).....cooiiiiii e e e e e e e e e e e e

102

105

112

116

119

120

129

133

137

141

145

148

149

151
154



Tabela 30: Comparacéao entre os & do composto de 19 e normasonina

(A00 MHZ)....e ettt et ee e e e st 155
Tabela 31: Comparacéao entre os & do composto de 20 e nerinina (400MHz).... 160
Tabela 32: Comparacéao entre os & do composto de 10 e licorina (300 MHz)..... 163
Tabela 33:Comparacéo entre os & do composto de 14 e norpluviina (400 MHz) 168
Tabela 34:Comparacéao entre os 6 do composto de 1 e sanguinina (250 MHz) 171
Tabela 35: Comparacéao entre os & do composto de 21 e trisfaeridina

(200 MHZ)...ce ettt ettt ettt e et et et et ettt ee e et et es et et et es et et ee e ernneeees 172

Tabela 36: Resultados de ICso dos ensaios biolégicos realizados nos extratos
e em compostos isolados de Hippeastrum canastrense.........ccooeeeeeeeeeeevveeeeenennnns 175



RESUMO

A familia de Amaryllidaceae encontra-se entre as 20 familias de plantas mais
aplicadas como agentes terapéuticos contra diversas doencas. Uma caracteristica
relevante desta familia é a presenca de um grupo exclusivo de alcaloides, que
possuem uma gama de atividades biologicas relevantes como antitumoral,
antibacteriano, antifingica, antimalérica, antiviral, analgésica, antiparasitaria e

atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase.

s

Neste trabalho é relatado o estudo quimico dos alcaloides presentes nas
hastes florais e bulbos da espécie Hippeastrum canastrense, uma espécie endémica
do Brasil e que até o presente momento ndo apresenta estudos concernentes ao
seu conteudo alcaloidico, além da investigacdo da citotoxicidade dos extratos e
alcaloides isolados em células tumorais. Neste sentido, foi realizada a extracéo
acido-base dos extratos metanodlicos das partes de H. canastrense, seguida por
técnicas cromatograficas de separacdo, com o0 objetivo de isolar os alcaloides
presentes na espécie. Foram identificados 40 alcaloides por CG-EM, e isolados 16
alcaloides ja conhecidos: sanguinina (1), hipeastrina (4), candimina (5), 7-Metoxi-O-
metillicorenina (7), albomaculina (8), homolicorina (9), licorina (10), 8-O-
desmetilhomolicorina (13), norpluviina (14), 2a,7-diMetoxihomolicorina (15), 2a-
Hidroxihomolicorina (16), 2a-Hidroxialbomaculina (17), masonina (18), normasonina
(19), nerinina (20), e trisfaeridina (21). Foram também isolados de cinco compostos
pela primeira vez, 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (2), 7-metoximasonina (3), 2-
O-metilcandimina (6), 7-metoxinormasonina (11) e 2a-metoxihomolicorina (12). Os
extratos brutos e enriquecidos em alcaloides, assim como os alcaloides 1, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 19 e 20 foram ensaiados quanto a citotoxicidade em
células de normais de fibroblastos e células tumorais de cancer de mama, figado e

pancreas.

Os alcaloides hipeastrina, candimina e licorina apresentaram efeito citotéxico
em todas as linhagens de células testadas. Os menores valores de ICsy para a
hipeastrina e candimina foram observados para a linhagem de carcinoma
pancreatico humano, enquanto o alcaloide licorina apresentou menor valor de ICsg

para as células de carcinoma hepatocelular. Os extratos brutos de Hippeastrum



canastrense apresentaram notavel citotoxicidade em células tumorais,
principalmente em células de carcinoma hepatocelular. Os extratos acetato de etila
enriguecidos em alcaloides dos bulbos e hastes florais, assim como o extrato
hexano dos bulbos expressaram um relevante potencial citotoxico em células

tumorais, sendo os extratos dos bulbos mais seletivos.

Palavras-chave: Amaryllidaceae, Hippeastrum, alcaloides, esqueleto homolicorina,
citotoxicidade, cancer.



ABSTRACT

The Amaryllidaceae family lies between the 20 most applied plant families as
therapeutic agents against various diseases. An important characteristic of this family
is the presence of a unique group of alkaloids, exhibiting severals biological activities
such as antitumor, antibacterial, antifungal, antimalarial, antiviral, analgesic, and

antiparasitic and acetylcholinesterase inhibition.

This work presents a chemical study of the alkaloids content found in the bulbs
and flowerly stems of Hippeastrum canastrense, an endemic species from Brazil that
notably has no studies concerning it's chemicals components so far. In addition, the
investigation of the cytotoxicity effects of the extracts and alkaloids isolated were
carried out with tumor cells assays. Therefore, a classical acid-base extraction of
methanol extracts of both parts of H. canastrense was performed, followed by
chromatographic separation techniques in order to isolate the alkaloids present in the
species. The GC-MS analysis was able to identify 40 alkaloids, and 16 well-known
alkaloids were isolated: sanguinine (1), hippeastrine (4), candimine (5), 7-methoxy-O-
methyllycorenine (7), albomaculine (8), homolycorine (9), lycorine (10), 8-O-
demethylhomolycorine (13), norpluviine (14), 2a,7-dimethoxyhomolycorine (15), 2a-
hydroxihomolycorine (16), 2a-hydroxialbomaculine (17), masonine (18), normasonine
(19), nerinine (20), e trisphaeridine (21), and yet five novel alkaloids here reported as
8-O-demethyl-2a-hydroxihomolycorine  (2), = 7-methoxymasonine  (3), 2-O-
metthylcandimine (6), 7-methoxynormasonine (11) e 2a-methoxyhomolycorine (12).
The crude extracts and enriched extracts, as well as the compounds 1, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 19 e 20 were evaluated for their cytotoxicity in normal

fibroblast-cells and also for breast, liver and panceas tumor-cells.

The alkaloids hippeastrine, candimine and lycorine showed significant
cytotoxic effect in all assays. The lowest ICsq values for hippeastrine and candimine
were obtained for human pancreatic carcinoma cells, while for lycorine was in
hepatocelluar carcinoma cells assays. The crude extracts of Hippeastrum
canastrense showed remarkable cytotoxicity in tumor cells especially in
hepatocellular carcinoma cells. The ethyl acetate alkaloids-enriched extracts from the

flowerly stems and bulbs, along with the hexane extract from bulbs expressed a



relevant cytotoxic potencial in tumor cells. However, bulbs extracts appears to be

most selective then the extracts of flowerly stems.

Keywords: Amaryllidaceae, Hippeastrum, alkaloids, homolycorine-type, cytotoxicity,
cancer.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — Produtos naturais

O uso de recursos naturais como fonte de sobrevivéncia a vida humana é
relatado desde os tempos antigos no tratamento de doencgas e enfermidades (DIAS,
URBAN, ROESSNER, 2012). Ha registros de civilizacdes bastante antigas que
faziam uso de produtos naturais em multiplas circunstancias, tais como ungientos e
Oleos em rituais religiosos e festivos, chas na cura de doencas, venenos contra
inimigos e presas, balsamos, corantes, entre outras aplicacdes (BARREIRO,
BOLZANI, 2009).

Corantes naturais tais como a bixina, popularmente conhecido como urucum
(figura 1), eram usados para fins estéticos, religiosos e protecdo por tribos indigenas
americanas, a tintura era feita com as sementes do ouri¢co (Bixa orellana) (PINTO,
1995).

Figura 1: Estrutura quimica da bixina, o principal corante do urucum, um corante natural utilizado por

tribos indigenas

Na Idade antiga, muitos venenos naturais foram descobertos e utilizados para
fins de protecdo, caca e até mesmo na execucao de prisioneiros. O veneno de
Hemlock, cujo principal constituinte é a coniina (figura 2) era obtido da cicuta
(Conium maculatum), e foi utilizado para executar Socrates, durante o império
Grego. O veneno provocava paralisia muscular gradual seguida de convulsdes e
morte por paralisia respiratéria (PINTO, 1995; VIEGAS JUNIOR, BOLZANI,
BARREIRO, 2006; DEWICK, 2002).
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Figura 2: Estrutura quimica da coniina, o principal constituinte do veneno de Hemlock

Dentre os varios tipos de recursos naturais essenciais a vida humana, os
recursos bioldgicos, que englobam as matas e florestas, foram incessantemente
explorados como forma de amenizar ou até mesmo sanar enfermidades dos povos,
ainda que o conhecimento a respeito dos vegetais utilizados eram conhecimentos
populares e ndo-cientificos (NOGUEIRA et al., 2009) e, talvez, uma das primeiras
formas de utilizacdo dos produtos naturais tenha sido ao ingerir ervas e folhas de
plantas, devido ao alivio e cura de doencas encontrados (VIEGAS JUNIOR,
BOLZANI, BARREIRO, 2006).

Por milhares de anos a medicina tradicional esteve associada a produtos
naturais provenientes principalmente de plantas como forma de medicamentos. Em
muitos casos, 0s componentes bioativos ainda ndo eram identificados e a eficacia e
aplicacdo dos medicamentos eram baseados em eventos experimentais com
decorrer dos séculos (DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012; BUTLER, 2004). Os
numerosos relatos favoraveis ao uso de plantas no auxilio e combate as doencgas,
despertou um grande interesse em cientistas da época em buscar esclarecimentos
sobre o porqué e como esses vegetais apresentavam tais efeitos medicamentosos.
Portanto o convivio com diversos grupos étnicos e o aprendizado herdado da cultura
dos mais diferentes povos, desempenhou um papel fundamental para o
desenvolvimento da pesquisa em plantas, mais especificamente em produtos
naturais (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI, BARREIRO, 2006).

Diante de inumeras indagacdes, pesquisadores do seéculo XIX,
desenvolveram técnicas que possibilitaram estudar as substancias responsaveis
pela acdo medicinal das plantas conhecidas apenas empiricamente pelas

civiizagbes da antiguidade, impulsionando a progressdo tecnologica e o
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desenvolvimento cientifico no ramo da obtencdo de novos farmacos a partir de
produtos naturais (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Os estudos quimicos, farmacolégicos e clinicos dos medicamentos
tradicionais, levaram ao desenvolvimento dos primeiros farmacos, como por exemplo
a Aspirina® e a morfina (DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012; BUTLER, 2004). A
morfina é um produto natural conhecido ha séculos por suas propriedades
anagélsicas e soporiferas, sendo isolado pela primeira vez dos bulbos de Papaver
somniferum, enquanto a Aspirina® (Acido acetilsalicilico), também utilizada como
analgésico, é um medicamento inspirado em um produto natural, a salicina, extraida
de Salix alba (figura 3) (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI, BARREIRO, 2006; BRAGA e

CASTILHO, 2011).
OH O OH
O-glicose e) CHs
NMe \n/
H o)

@) (b) (c)

Figura 3: Estrutura quimica da morfina (a), salicina (b) e acido acetilsalicilico (c)

No passado, a maioria dos farmacos utilizados foram descobertos
originalmente de plantas ou inspirados em compostos extraidos destas (HARVEY et
al. 2015), e ainda nos dias de hoje, somam-se quase 40% os medicamentos de
moléculas pequenas que foram aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA), onde os esses farmacos séo produtos naturais, inspirados ou derivados
sinteticamente de produtos naturais, ou ainda, possuem como farmacéforo um
produto natural, isto €, os produtos naturais continuam desempenhando um papel
significativo no processo da descoberta, na inspiragdo e no desenvolvimento de
farmacos (HARVEY et al. 2015; NEWMAN, CRAGG, 2012; NEWMAN, CRAGG,
2016).



30

Os produtos naturais sao, em geral, metabdlitos secundarios com uma grande
variedade estrutural, e sdo encontrados e produzidos por organismos especificos
por estimulos do meio ou adaptacdo a ele, para sobrevivéncia da planta contra
insetos, fungos, bactérias, clima e etc. (DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012; STROHL,
2000). Alguns dos metabdlitos apresentam-se como importantes matérias-primas
para a producdo de farmacos, pois séo utilizados como farmacoforos uma vez que
muitos deles sao biologicamente ativos (HARVEY et al. 2015; STROHL, 2000;
BARREIRO e BOLZANI, 2009).

A salde é um dos principais fatores que impulsionam o desenvolvimento da
ciéncia. Diante de tantas doencas que assolam a sociedade, o desafio de
pesquisadores do mundo inteiro tem sido em encontrar a cura para tais patologias
(CRAGG e NEWMAN, 2013).

A biodiversidade no planeta é imensuravel, e apesar de existirem inUmeras
espécies de plantas conhecidas e estudadas, relata-se que menos de 10% dessa
biodiversidade foram avaliadas quanto ao potencial de atividade biologica advindo
de seus metabdlitos (DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012; HARVEY, 2008). A
natureza € o maior aliado dos cientistas nessa busca, devido a grande diversidade
de plantas que tém conduzido a descoberta de compostos clinicamente benéficos,
gque desempenham um importante papel no tratamento de doencas. Portanto, o
desafio de acessar essa diversidade quimica e, por consequéncia, descobrir
possiveis produtos naturais Uteis para a medicina contemporanea, tem feito do
objetivo de muitos pesquisadores, encontrar habitats ainda ndo explorados (DIAS,
URBAN, ROESSNER, 2012, COSTA-LOTUFO et al., 2010).

O Brasil € considerado o pais com maior biodiversidade do mundo (KATO,
2001), possuindo entre 10 a 20% do numero total de espécies de plantas
conhecidas no planeta (ROMAO et al., 2015). Por possuir varias zonas climaticas
distintas, apresenta muitas diferencas ecoldgicas, formando entéo, diferentes
biomas tais como o Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Floresta Amazobnica,
Pantanal, Manguezal, entre outros (COSTA-LOTUFO et al., 2010).
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1.2 — Familia Amaryllidaceae

Dentre as diversas espécies encontradas no Brasil, estdo as plantas da
familia Amaryllidaceae. Esta familia compreende trés subfamilias Agapanthoideae,
Allioideae e Amaryllidoideae, devido a unido das antigas familias Agapanthaceae,
Alliaceae e Amaryllidaceae em uma unica familia (CHASE, REVEAL, FAY, 2009).
Entretanto as espécies da subfamilia Amaryllidoideae ainda sdo comumente

denominadas como espécies de Amaryllidaceae.

A familia Amaryllidaceae ¢é wuma familia de plantas bulbosas,
monocotiledéneas, distribuidas em regides temperadas e quentes do mundo
(JIN,2011). A familia compreende cerca de 70 géneros e 1600 espécies com ampla
distribuicdo mundial (CANDIDO et al., 2013), das quais 75 sdo endémicas do Brasil,
estando presentes em todas as regifes do Pais (DUTILH et al., 2013; de ANDRADE
et. al.,, 2012). No Brasil sdo reconhecidos 18 géneros e 135 espécies de
Amaryllidaceae (DUTILH e OLIVEIRA, 2015).

As plantas da familia Amaryllidaceae se encontram entre as 20 familias de
plantas mais aplicadas como agentes terapéuticos contra varias doencas (JIN,
2013), sendo utilizadas por milhares de anos como remédios herbais na medicina
tradicional (BASTIDA, et al., 2011; LOUW, et al., 2002) como no tratamento de
doencas urinarias ou venéreas, problemas gastrointestinais e respiratorios, dores de
cabeca, febre, inchacos, hematomas, fraturas entre muitos outros (LOUW, et al.,
2002; STAFFORD, et al.,, 2008). Ainda, sdo muito utilizadas no comércio para

ornamentacdo devido a beleza de suas flores.

Como grande parte dos vegetais, as espécies de Amaryllidoideae apresentam
muitos produtos naturais tais como alcaloides, compostos fenolicos, flavonoides,
glicosideos, entre outros (JIN, 2011), e por cerca de 200 anos os alcaloides obtidos
dos extratos das plantas desta familia tem sido alvo de estudos quimicos e
biologicos (BASTIDA, et al.,, 2011), uma vez que esta familia apresenta como
caracteristica relevante a presenca de um exclusivo grupo de alcaloides, conhecidos
como alcaloides de Amaryllidaceae, que ja foram isolados de plantas de todos os
géneros dessa familia (BASTIDA, et al., 2011).
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O primeiro alcaloide a ser isolado foi a licorina. A literatura relata que esta
substancia foi obtida de Lycoris radiata em 1877, e desde entdo, a descoberta de
novos alcaloides permanece em expansado (BASTIDA, et al., 2011). Atualmente ja
foram isolados cerca de 500 alcaloides de Amaryllidaceae (JIN, 2013; BASTIDA, et
al., 2011), onde muitos, apresentam atividades bioldgicas relevantes (HE et al.,
2015), embora ainda sejam fontes de compostos relativamente inexplorados (JIN,
2013; BASTIDA, et al., 2011).

1.2.1 — Alcaloides de Amaryllidoideae

Os alcaloides sdo compostos organicos que contém nitrogénio em suas
estruturas, geralmente em um estado de oxidacdo negativo, e que provém direta ou
indiretamente do metabolismo de aminoacidos (GURIB-FANKIM, 2006), em
alcaloides de Amaryllidoideae os aminoaciodos L-tirosina e L-fenilalanina dao origem
ao intermediario chave O-metilnorbeladina (figura 4) (BASTIDA et al., 2006). Os
alcaloides sdo metabdlitos secundarios com distribuicao restrita na natureza, e séo
considerados o0s principais componentes associados aos efeitos farmacolégicos

encontrados nessas plantas (JIN, 2009).

o HoN
L-fenilalanina L-tirosina
HO

MeO
T
N

HO

O-metilnorbeladina

Figura 4: Estrutura quimica dos aminoacidos L-fenialanina e L-tirosina e o intermediéario O-

metilnorbeladina
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Alcaloides desta familia s&o comumente denominados como alcaloides de
Amaryllidaceae, um grupo de alcaloides isoquinolinicos que ja foram isolados de
todos os géneros desta familia, e ainda, a grande maioria deles ndo sé&o
encontrados em outras familias de plantas, tornando-os exclusivos desta familia (de
ANDRADE et al., 2012).

Dentre os varios alcaloides de Amaryllidaceae ja isolados e caracterizados,
muitos apresentam atividades biolégicas relevantes para o desenvolvimento de
novos farmacos (JIN, 2013), tais como atividades antitumoral, antibacteriana,
antifingica, antimalarica, antiviral, antiparasitaria, analgésica, atividade contra
reumatismo, polimielite, atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase, entre
muitas outras (JIN, 2009; PAGLIOSA et al., 2010; SENER et al., 2003; LUO et al.,
2012; OSORIO et al., 2010; FENG et al., 2011; BERKOQV et al, 2011; GIORDANI et
al., 2011).

O alcaloide galantamina, isolado inicialmente de Galanthus woronowii
(GIORDANI et al., 2008), apresenta atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase
(JIN, 2011), e por este motivo tém sido largamente empregado no tratamento
paliativo da doenca de Alzheimer (JIN, 2013; WILLIAMS et al.,, 2011), devido a
muitas vantagens que dispde em relacdo a outros medicamentos da mesma classe
(HARVEY, 1995; HOWES et al.,, 2003; HEINRICH et al., 2004). A galantamina
utiizada nas clinicas, sdo em sua maioria, provenientes de fontes naturais,
principalmente de Narcissus sp. e Leucojum aestivum (GIORDANI et al., 2008),
evidenciando-se a importancia de encontrar novas espécies da subfamilia
Amaryllidoideae para a producédo sustentavel desse farmaco (de ANDRADE et al.,
2011).

As estruturas desse grupo de alcaloides podem variar consideravelmente,
ainda que consideradas biogeneticamente relacionadas. Embora ocorra esta
variedade de estruturas, estes alcaldides sdo classificados em nove tipos de
esqueletos derivados de diferentes tipos de acoplamentos fenol oxidativos do

intermediario O-metilnorbeladina (figura 5).
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Figura 5. Acoplamento fenol oxidativo em alcaloides de Amaryllidaceae

O acoplamento fenol oxidativo orto-para origina os esqueletos do tipo licorina
e homolicorina, o para-para origina os esqueletos do tipo crinina, harmantamina,
tazetina, narciclasina e montanina, enquanto o acoplamento para-orto origina o
esqueleto do tipo galantamina (figura 6) (BASTIDA et al., 2006). A numeragao dos
tipos de esqueletos é baseada no modelo de Ghosal (GHOSAL, 1985).
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Figura 6: Esqueletos tipicos dos alcaloides da subfamilia Amaryllidoideae

Alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina sdo muito estudados, e os
compostos desta classe apresentam um grande numero de atividades biolégicas
relevantes como: atividade citotdxica contra células fibroblasticas nao-tumorais
(WENIGER et al., 1995), agente antiviral contra Herpes simplex tipo 1, atividade
antifingica contra Candida albicans (RENARD-NOZAKI et al., 1989; EVIDENTE et
al., 2004), atividade citotoxica contra o parasita Trichomonas vaginalis (GIORDANI et
al., 2010), atividade antirretroviral (SZLAVKI et al., 2004), atividade neuroprotetora
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contra estresse oxidativos em neuroblastomas (LI, et al., 2013), efeito indutor de

hipersensibilidade tardia em animais (GUDE et al., 1988).

A licorina, o mais antigo dos alcaloides de Amaryllidaceae, é também o0 mais
abundante, presente em praticamente todas as espécies da familia. Existem
inumeros estudos a respeito das atividades biologicas que presenta (MCNULTY 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 et al.,, 2012). Além dessas atividades, licorina também é usada em
semissintese como precursor de alcaloides com atividades contra Trypanosoma
brucei brucei e Plasmodium falciparum (TORIIZUKA et al, 2008; CEDRON, et al.,
2010), e Trichomonas vaginalis (GIORDANI et al., 2012).

Os alcaloides com esqueleto do tipo narciclasina parece ser um dos mais
promissores como possiveis agentes antiproliferativos (BASTIDA et al., 2006; 2011)
e estudos mostram que alcaloides desta classe apresentaram atividade
antirretroviral, porém com baixa seletividade (SZLAVIK et al., 2004) e atividade

antitumoral frente a linhagem de células de linfoma (ZUPKO et al., 2009).

O alcaloide montanina demonstra uma série de atividades
psicofarmacolégicas relevantes, tais como antidepressiva, ansiolitica e
anticonvulsivante (da SILVA et al., 2006), enquanto foi observado em alcaloides
com esqueletos do tipo haemantamina uma pronunciada atividade inibitéria do
crescimento de diversas células tumorais, atividade antimalarica, além de efeitos

citotoxicos contra células fibroblasticas ndo-tumorais (BASTIDA et al., 2006).

O alcaloide pretazetina, precursor da tazetina, apresenta atividade antiviral e
anticancer. Este composto € um dos alcaloides de Amaryllidaceae mais ativos contra
linfomas (BASTIDA et al., 2006). Bastida e colaboradores (2006) ainda relatam que
a conversdo da estereoquimica da pretazetina em tazetina leva a reducgdo

significativa dos efeitos biologicos observados.

O alcaloide sanguinina diferencia-se da estrutura do alcaloide galantamina

pela substituicAo do grupo metoxila aromatico por um grupo hidroxila aromatico.
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Esta alteracdo torna este alcaloide ainda mais potente que a galantamina quanto a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (HOUGHTON et al., 2006), tornando-se

assim, um dos alcaloides de Amaryllidaceae mais promissores da atualidade.

Em decorréncia da ampla variedade de atividades biologicas relacionadas aos
alcaloides da subfamilia Amaryllidoideae, ha um crescente interesse no estudo de
plantas desta familia, visando a caracterizacdo completa de seus alcaloides e,
consequentemente, avaliacbes dos mesmos para 0Ss mais variados alvos
farmacéuticos (BASTIDA et al., 2011).

1.3 — Género Hippeastrum Herb.

O género Hippeastrum Herb. pertence a tribo Hippeastreae, familia
Amaryllidaceae e subfamilia Amaryllidoideae. Encontra-se amplamente distribuido
na América Latina, onde encontram-se muitas espécies ornamentais, com grande

variacao de cor de suas flores (DUTILH, 2005).

O género apresenta cerca de 70 espécies distribuidas na América Latina,
enguanto no Brasil, existem cerca de 34 espécies distribuidas em diferentes biomas,
tais como: Floresta Atlantica, cerrado, caatinga, campo rupestre e campos de
altitude. Das espécies encontradas no territorio Nacional, 21 sdo endémicas
(DUTILH, OLIVEIRA, 2016; de OLIVEIRA et al., 2013; de ANDRADE et al., 2012).

Os estudos fitoquimicos deste género iniciaram-se no ano de 1950, e até
1960 ja haviam sido isolados alcaloides como: licorina, tazetina, montanina,
galantamina, haemantamina, homolicorina, hipeastrina, entre outros. No entanto,
como a maioria dos alcaloides de Amaryllidaceae, os compostos encontrados no
género Hippeastrum ainda foram relativamente pouco avaliados quanto as
atividades bioldgicas, se comparados aos de ocorréncia européia e asiatica
(GIORDANI et al.,, 2008), embora alguns compostos isolados de Hippeastrum
encontrados no Brasil apresentaram propriedades interessantes e atividades
bioldgicas importantes (de ANDRADE et al., 2012).
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A espécie Hippeastrum morelianum foi coletada em S&o Paulo, e levou ao
isolamento do alcaloide candimina. Este composto, apresentou boa atividade
citotdxica para o parasita Trichomonas vaginalis (GIORDANI et al., 2011; GIORDANI
et al., 2010), enquanto montanina isolada da espécie Hippeastrum vittatum, coletada
no Rio Grande do Sul, apresentou atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase e
atividades psicofarmacologicas, como antidepressiva, anticonvulsivante e ansiolitica
(GIORDANI et al, 2010; da SILVA et al, 2006).

Os resultados promissores obtidos referentes as atividades biolégicas do
género Hippeastrum continuam a impulsionar os estudos de espécies desse género,

buscando novas fontes de compostos biologicamente ativos.

1.3.1 — Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira

Em 2013 um grupo de pesquisadores identificaram quatro novas espécies
endémicas do género Hippeastrum na Serra da Canastra, Minas Gerais em campo
rupestre, séo elas: Hippeastrum canastrense, Hippeastrum diniz-cruziae,
Hippeastrum roseoalbum e Hippeastrum sanfrasciscanum. A espécie denominada
Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira (figura 7) foi nomeada em aluséo
ao local onde foi encontrada. Uma populacdo extensa de H. canastrense foi
encontrada em campo limpo em solo arenoso, entre gramas e outras ervas, proximo
a cachoeira Casta d’Anta. Esta planta € similar a Hippeastrum elegans, diferindo-se
desta apenas por apresentar uma menor estatura, folhas lineares, ligeiramente
cilindricas e estigma trifido. A maioria das plantas floresce entre outubro e
novembro, possuindo flores com pétalas de colagdo branca com centro levemente
rosado (de OLIVEIRA, SEMIR, DUTILH, 2013) e, até o presente momento, esta

espécie nao possui registros na literatura sobre de estudos quimicos ou biolégicos.
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(Fonte: Arquivo pessoal)

(llustracdo: Rogério Lupo em: de OLIVEIRA et al., 2013)

Figura 7: Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira

1.4 — Cancer

A palavra cancer é proveniente do grego Karkinos que significa caranguejo.
Foi utilizada pela primeira vez por HipOcrates, o pai da medicina. A doencga foi
detectada em mumias egipcias ha mais de trés mil anos antes de Cristo (Ministério
da Saude — INCA, 2011)

Segundo o Instituto Nacional do Céncer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
cancer € o nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que possuem celulas
em crescimento desordenado, invadindo tecidos e 6rgaos podendo, eventualmente,
espalhar-se para regides vizinhas ou distantes do corpo. O acumulo de células
cancerosas é denominado tumor, que é formado pela rapida e incontrolavel diviséao

celular, por esta razdo tende a ser extremamente agressivo. Quando o cancer tem
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inicio em tecidos epiteliais ou mucosas ele é conhecido como carcinoma, se tem
inicio em tecidos conjuntivos, musculos ou cartilagens é denominado sarcoma,
portanto, os diferentes tipos de cancer estdo relacionados aos diversos tipos de

células no corpo.

A carcinogénese ou oncogénese € o processo de formacdo do céncer, tendo
ocorréncia lenta e classificada em trés estagios: (a) iniciacdo, no qual os genes
sofrem acdo dos agentes cancerigenos; (b) promocdo, no qual os agentes
oncopromotores atuam na célula ja alterada; (c) progressédo, caracterizado pela
descontrolada e irreversivel divisdo da célula (Ministério da Saude — INCA, 2011).

1.4.1 — Cancer no Brasil

Dados de 2011 do ministério da saude relatam que o nUmero de novos casos
de cancer no Brasil cresce a cada ano e os tipos de cancer mais incidentes na
populacao brasileira € o cancer de boca, intestino, eséfago, mama, pele, prostata,

colo do utero, pulméo e leucemias (Ministério da Saude — INCA, 2011).

O céncer de pele ndo melanoma é o mais frequente no Brasil,
correspondendo a cerca de 25% de todos os tumores malignos registrados no pais,
porém se detectado precocemente apresenta altos indices percentuais de cura
(Ministério da Saude — INCA, 2011).

7

Segundo a estimativa do INCA em 2016, o cancer de préstata € o mais
incidente entre os homens em todas as regides do pais, enquanto nas mulheres o
mais frequente € o cancer de mama, correspondendo a cerca de 20% dos tipos de
cancer que acometem as mulheres (excluindo-se o céancer de pele) (GOMES e
ALMEIDA, 2014), este é também o segundo tipo mais frequente no mundo
(Ministério da Saude — INCA, 2011).

O Instituto Nacional do Cancer estima ainda, que na regido sudeste em 2016
serdo 62 novos casos de cancer de prostata a cada 100 mil homens e 68 novos
casos de cancer de mama a cada 100 mil mulheres. No Espirito Santo, séo
estimados 1.180 novos casos de cancer de prostata, sendo 120 na capital e, 1.010
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novos casos de cancer de mama, sendo 140 novos casos na capital (Estimativa -
INCA, 20186).

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sdo responsaveis pelas
principais causas de 6bitos no mundo. No Brasil, essas doencas crbnicas, que
incluem o cancer, constituem o problema de salde de maior magnitude e cerca de
70% das mortes no pais sdo atribuidas as DCNT (SCHMIDT et al., 2011), pois gera
perda da qualidade de vida, impactos econémicos para as familias, aumentando a
pobreza e ainda resultando em um elevado niumero de mortes prematuras, sendo
16,3% dos o6bitos devido ao cancer (MALTA et al., 2011).

As incidéncias do cancer de mama no Brasil sdo similares aguelas dos paises
desenvolvidos, enquanto para o cancer de pulmdo, prostata e colorretal, as taxas
brasileiras estdo em nivel intermediério, as taxas para o cancer de es6fago séo
préximas dos niveis encontrados em paises asiaticos (possuem as maiores
ocorréncias do mundo) e se tratando de cancer de colo do Utero, as taxas sao altas
e proximas as de paises com maior incidéncia tais como o Peru e paises africanos
(MALTA et al., 2011).

1.4.2 — Produtos naturais x cancer

Grande parte dos farmacos derivados de plantas que sao utilizados no
tratamento do céncer foi desenvolvido pelas industrias farmacéuticas a partir da
observacdo e do estudo de seus usos na medicina tradicional (EFFERTH et al.,
2008). Hipdcrates, o pai da medicina que viveu entre 460 e 377 a.C., utilizava Oleo
de Narcissus poerticus L. no tratamento de cancer (DASARI et al., 2014),
evidenciando o potencial dos constituintes de plantas da familia Amaryllidaceae no
tratamento de cancer (EVIDENTE et al., 2009). Ha relatos de que os extratos de
plantas da familia Amaryllidace como Narcissus poerticus, Narcissus
pseudonarcissus, Hymenocallis caribeae foram muito utilizados no tratamento de
tumores na pratica médica da China, norte da Africa, América central e Arabia
durante a idade média (EVIDENTE et al., 2009).
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O progresso da pesquisa e da quimica no século XX acarretou uma
diminucdo do uso de ervas medicinais em paises industrializados, porém observa-se
gue compostos biologicamente ativos extraidos de plantas estdo cada vez mais em
ascensdo e estes sdo, em geral, produtos de metabolitos secundarios. Os
metabdlitos secundarios desenvolvem na planta o papel de agentes protetores
contra herbivoros ou agentes patogénicos, como também atuam como reguladores
de crescimento. Devido a essas funcdes fisiologicas, os metabdlitos secundarios
podem apresentar-se como possiveis farmacos com atividades anticancer
(EFFERTH et al., 2008).

Em 2016 Newmann e Cragg relatam que mais de 30% dos farmacos
aprovados como drogas anticancer sao produtos naturais ou derivados de produtos
naturais a partir da inspiracdo destes, ou ainda, possuem como farmac6foro um
produto natural. Estes dados impulsionam os estudos de produtos naturais e a
busca por novos compostos biolagicamente ativos com atividade antitumoral para o
uso no tratamento do cancer. Mcnulty e colaboradores (2007) enfatizam que existem
muitos estudos revelando o grande potencial anticancer de alcaloides de
Amaryllidaceae.

Evidente e colaboradores (2009) estudaram o potencial antiproliferativo,
antiinvasivo e capacidade de inducdo de apoptose em células tumorais de vinte e
nove alcaloides de Amaryllidaceae e derivados sintéticos deles com esqueletos do
tipo licorina, homolicorina (licorenina), tazetina, crinina e narciclasina. Os resultados
indicam que os compostos com esqueletos do tipo narciclasina e seus derivados
apresentaram maior atividade antiproliferativa e maior potencial de inducdo de
apoptose em células tumorais de cancer de mama e de prostata. A licorina,
pseudolicorina e seus derivados, assim como a haemantamina, apresentaram
resultados promissores em relacdo a atividade antiproliferativa e inducdo de
apoptose nas ceélulas ensaiadas. Os alcaloides ungeramina, amarbelisina, e
hipeastrina apresentaram-se como inibidores de crescimento. Enquanto derivados
de licorina, hipeastrina, clivimina, compostos com esqueletos do tipo crinina e
narciclasina mostraram bons resultados na supressdo de invasdo das células

doentes.
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A licorina foi avaliada in vitro e in vivo contra varios tipos de células
cancerosas, mostrando atividade antiproliferativa, e grande potencial terapéutico
contra leucemia, cancer de pulmdo e ovario, além de induzir a inibicdo da
proliferacdo e migracdo de células cancerosas resistentes a apoptose, como glioma
e melanoma (DASARI et al., 2014). McNulty e colaboradores (2009) constataram
também, o grande potencial de utilizar a licorina como farmacéforo, pois revela a
inducdo de apoptose em células tumorais de leucemia, suprimindo o crescimento

das células.

Alcaloides da série crinano, como a crinamina também sao relatados como
antitumorais em diversos tipos de células cancerosas. A 6-hidroxicrinamina, por
exemplo, mostrou atividade contra células de melanoma de camundongos, e a
haemantamina apresenta atividade antiproliferativa (MCNULTY et al., 2009).
Estudos também demonstram que os alcaloides crinamina e haemantamina
apresentam inducdo de apoptose seletiva em células de cancer de figado em

relacdo as células ndo cancerosas (MCNULTY et al., 2007).

Em virtude da mortalidade provocada por uma grande diversidade de tipos de
cancer que acometem a populacao de todo o mundo, e ainda, os efeitos colaterais
experienciados no tratamento da doenca devido a baixa seletividade dos
medicamentos utilizados, torna evidente a necessidade de pesquisas para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, mais eficazes e menos
agressivos ao enfermo. Os produtos naturais, como os alcaloides de Amaryllidaceae
e também seus derivados sintéticos, surgem como importante fonte de estudo na

busca por novos canditados de farmacos para o tratamento e cura do cancer.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi estudas os alcaloides dos extratos dos bulbos e
hastes florais de Hippeastrum canastrense, uma espécie da familia Amaryllidaceae,
seguido da avaliacdo da atividade citotdxica tanto dos extratos quanto dos alcaloides

isolados em células tumorais de diferentes linhagens.

2.2 — Objetivos especificos

e Coletar o material vegetal;

e Identificar o material botanico no herbario;

e Fazer extracdo acido-base do extrato metandlico das hastes florais e bulbos
de Hippeastrum canastrense;

e Analisar os extratos brutos e fracdes enriquecidas em alcaloides por meio de
CG-EM;

e Isolar o maior numero de alcaloides;

e Elucidar as estruturas isoladas por técnicas de CG-EM, HRESIMS e RMN;

e Averiguar a atividade citotoxica dos extratos brutos, extratos particionados e
alcaloides isolados em linhagens de células tumorais hepaticas, pancreéticas

e de mama.
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3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais, técnicas e equipamentos em geral

A trituracdo 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 extracdo e particdes foram hexano, acetato de etila,
metanol, diclorometano, cloroférmio e acetona, de grau P.A. de diferentes marcas,
ou purificados através de processos de destilacdo. Para analise de RMN foram
utilizados solventes deuterados: Metanol (CD3;0D) e Cloroférmio (CDCls) (Sigma
Aldrich).

O reagente de Dragendorff (tetraiodobismutato de potassio) foi utilizado para

revelar alcaloides.

Células: Células normais de fibroblastos de camundongos da linhagem L929
(ATCC® BCRJ-0188), carninoma hepatocelular Hep G2 (ATCC® HB-8065™),
adenocarcinoma em glandulas mamaérias MCF7 (ATCC® HTB-22™) e carcinoma
pancreético humano MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™),

Solucbes para manutencdo das linhagens: meio de cultura Dubelcco’s Modified
Eagle’s Medium - DMEM® (Sigma-Aldrich), soro fetal bovino - FBS (Gibco®,
Invitrogen), penicilina e estreptomicina (Gibco®, Invitrogen), tripsina, EDTA
(0,25%) e vermelho fenol (Gibco®, Invitrogen), azul de tripano, Dimetilsulféxido
P.A. - DMSO (Dinamica), Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio -
MTT (Sigma-Aldrich) e Etoposideo (Sigma-Aldrich).

Equipamentos para ensaio bioldgicos: incubadora de CO, (MCO -19AiC (UV),
Sanyo), camara de Neubauer, bancada de fluxo laminar (Quimis), Leitor de
microplacas (Mults-Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular Devices
Spectra), placa para cultivo de células 96 pocos fundo chato (K12-096, Kasvi) e

frasco para cultivo de células 600 mL — tampa plug (sem filtro) (K11-1600, Kasvi).
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Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC): placas de aluminio
encobertas por silica gel 60 G/UV254 Macherey-Nagel (0,20 mm, 20 x 20 cm),
analisadas por exposicdo a radiagdo ultravioleta (UV) em camara de UV da
Camag, nos comprimentos de 254 e 366 nm, e posteriormente borrifadas com o

reagente de Dragendorff seguido de aguecimento.

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP): placas de vidro, 20 x 20
cm, encobertas por silica gel 60 Fs4, Macherey-Nagel (0, 25 mm) analisadas
através de UV nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e reveladas com
reagente de Dragendorff seguidas de aquecimento. A Cromatografia foi realizada
em uma cuba de vidro com tampa e atmosfera de amoébnia. A fase moével foi
escolhida de acordo com as caracteristicas da fracdo e a aplicacdo da amostra
feita com capilar recurvado a uma distancia de 3,5 cm da base da placa. As
manchas removidas da placa foram imersas em AcOEt (grau HPLC) e mantidas
em banho de ultrassom por trinta minutos, sendo posteriormente filtradas com
filtro de porosidade de 0,45 pm (Life Sciences Bulk GHP Acrodisc, 13 mm) e a
silica lavada com duas aliquotas de aproximadamente 2 mL de AcOEt, e
AcOEt:MeOH na proporcédo 4:1 (ambos grau HPLC). O solvente removido em
evaporador rotatério e os compostos isolados armazenados a VAcuo em

dessecador por 2- 5 dias.

Cromatografia liquida em coluna (CLC): fase estacionéaria Silica-gel 60 (70-230
mesh, MercK), altura, diametro (¢), e fase movel variaveis de acordo com as
caracteristicas da amostra, tais como solubilidade, quantidade e polaridade na
CCDC.

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 padréo de

referéncia.

A analise e separacao dos alcaloides por CLAE preparativo foram realizados em

equipamento Agilent de bomba binaria modelo G1361A-1260 prep pump, coluna
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Agilent Eclipse XDB-C18, 5um, 9,4 x 250 mm (semi-preparativa), acoplado a um
detector 1260 MWD VL, G1365D e coletor de fragdes 1260 FC-PS, modelo
G1364B.

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

gas hélio.

3.2 — Coleta de Hippeastrum canastrense

Aproximadamente 720 g de hastes florais e 900 g de bulbos de Hippeastrum
canastrense foram coletados no Parque Nacional da Serra da Canastra, Sdo Roque
de Minas, no Estado de Minas Gerais (sob as coordenadas 20°16'36.1"S e
46°31'36.9"W) em novembro de 2013. A identificagdo da espécie foi realizada pela
botanica Doutora Renata Souza de Oliveira da Universidade de Sao Paulo, como
Hippeastrum canastrense J. Dutilh & R. S. Oliveira. Uma exsicata foi depositada no
Herbario VIES da Universidade Federal do Espirito Santo sob a supervisdo da

Professora Doutora Luciana Dias Thomaz, com o registro de nimero 35305.

3.3 — Preparacao dos extratos brutos

As hastes florais e bulbos frescos coletados foram triturados, separadamente,
em liquidificador e em seguida macerados com metanol (MeOH) trés vezes,
admitindo-se um intervalo de 72 horas entre os procedimentos e sendo filtrados em
papel de filtro. Os filtrados foram reunidos e o solvente removido em evaporador
rotatério. Em seguida, os extratos brutos concentrados foram transferidos para um
frasco, e secos em speedvac, obtendo-se os dois extratos brutos, um deles das

partes aéreas (H) e o outro, dos bulbos (B) da planta Hippeastrum canastrense
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hY

(Esquema 1). Uma aliquota de cada extrato foi submetida a andlise por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massas (CG-EM).

[ Vegetal fresco ]

>  Separagédo dos bulbos e
hastes florais

P  Trituragédo P Trituracdo

P> Maceragdo em MeOH (3x72 h) > Maceracdo em MeOH (3x72 h)
[ Hastes florais ] Bulbos

>  Evaporacgéo do solvente P  Evaporagéo do solvente

>  Speedvac B Speedvac

_ Extrato bruto Extratm

Esquema 1: Preparacdo dos extratos brutos H e B

3.4 — Extracao 4cido-base
3.4.1 — Hastes florais e Bulbos

O extrato bruto dos bulbos e hastes florais foi ressuspendido separadamente
em MeOH, acidificado com solucdo aquosa a 2 % (v/v) de H,SO, até
aproximadamente pH 2, e entdo extraido com éter etilico (Et,O) (3x200 mL), para
retirada de substancias resinosas, lipofilicas e neutras e posteriormente extraido
também com acetato de etila (AcOEt) (3x200 mL). A fracdo aquosa resultante foi
alcalinizada com solucdo aquosa a 25 % (v/v) de NH,OH até aproximadamente pH 9
e em seguida extraida com hexano, acetato de etila (até teste negativo para
alcaloides, utilizando o reagente de Dragendorff em cromatografia em camada
delgada comparativa - CCDC) e finalmente, com uma mistura de MeOH:AcOEt na
proporcao de 3:1. As fracOes resultantes da particao liquido-liquido foram secas com
Na,SO4 anidro, filtradas em papel de filtro e o solvente foi removido em evaporador
rotatério. Os extratos obtidos foram armazenados a vacuo em um dessecador por 48
horas, obtendo-se os extratos das partes aéreas: Hastes-Hexano (HH), Hastes-
Acetato de etila (HA), Hastes-Acetato:Metanol (HAM); E os extratos dos bulbos:
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Bulbos-Hexano (BH), Bulbos-Acetato de etila (BA) e Bulbos-Acetato:Metanol (BAM)

(Esquema 2).
Extrato bruto
=  Ressuspensdo/MeOH
=  H;SO4, 2% (V/V)
= pH=2
=  Extracéo/ Et,O (3x200 mL)
Descartada « Fase Fracédo
etérea aquosa acida
>  Extragdo/ AcOEt (3x200 mL)
P NH.OH, 25% (v/v) > Evaporagéo do solvente
P pH=9
Fracao F?sg = Descartada
aquosa organica
alealina

P Hastes: Extragdo/Hexano (17x200 mL)
>  Bulbos: Extracdo/Hexano (18x200 mL)

> Filtragdo/Na,SO,
> Evaporagdo do solvente
> Dessecador/Vacuo

=~

Extrato Fracado
Hexano hidroalcéolica
N >  Hastes: Extracdo/AcOEt (9x200 mL)
HH BH B  Bulbos: Extragdo/AcOEt (12x200 mL)
0,3886 g 0,3975¢g
P  Filtragdo/Na,SO4
> Evaporagdo do solvente
> Dessecador/Vacuo
HA

0,6535 g Fracéo
EAXtraéO hidroalcéolica
- cOEt
2,6027 g

> Hastes: Extracdo/AcOEt:MeOH (3x200 mL)
P  Bulbos: Extragdo/AcOEt:MeOH (3x200 mL)

P Filtracdo/Na,SO,
>  Evaporacao do solvente
>  Dessecador/Vacuo
HAM
1,6955¢ Extrato Residuo
AcOEt:MeOH aquoso =  Descartado
BAM alcalino
3,4549 g

Esquema 2: Extracdo acido-base de H e B: obtencéo dos extratos HH, HA, HAM, BH, BA e BAM.
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3.5 - Fracionamento cromatogréafico e isolamento de alcaloides

As fracbes hexano, acetato de etila e acetato de etila:metanol (3:1) das hastes
florais e bulbos foram analisadas por CG-EM afim de tracar o perfil alcaloidico de
cada extrato. Os resultados foram comparados com a biblioteca de espectros de
alcaloides desenvolvida pelo grupo de produtos naturais da Universidade de
Barcelona (UB), a qual é regularmente atualizada com informacfes de alcaloides
isolados e inequivocamente identificados através de meios fisicos e
espectroscopicos. A andlise por CG-EM indicou a presenca de diversos alcaloides
nas fragcbes hexano e acetato de etila de ambas as partes estudadas, porém as
fracOes acetato:metanol (HAM e BAM) ndo apresentaram indicios de presenca de

alcaloides e desta forma, ndo foram mais estudadas.

O fracionamento dos extratos das hastes florais e bulbos foi realizado
utilizando como eluentes os solventes hexano, diclorometano, acetona, acetato de
etila e metanol em diferentes proporcdes, de acordo com a andlise prévia por CCDC
e, observadas sob luz UV (254 nm e 365 nm), reveladas com reagente de

Dragendorff, seguido de aquecimento.

3.5.1 — Hastes florais
3.5.1.1 — Fracionamento de HA

O extrato foi solubilizado em aproximadamente 1 mL de metanol e fracionado
por meio de Cromatografia liguida em Coluna (CLC) com silica gel e fase movel
CH,Cl,:AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela A;). O fracionamento
originou 763 aliquotas de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram reunidas por
comparacao e semelhanca apés analise por CCDC, resultando em 18 fragcdes dentre
as quais, apenas 11 revelaram teste positivo para alcaloides com reagente de
Dragendorff (Esquema 3). O solvente foi removido em evaporador rotatorio, as
frac6es foram armazenadas a vacuo em um dessecador por um periodo de 48 horas
e em seguida pesadas. Uma aliquota de cada fracdo foi analisada por CG-EM e,
finalmente, as amostras foram submetidas a técnica de Cromatografia em Camada

Delgada Preparativa (CCDP) para o isolamento dos compostos, os quais foram
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enviados para andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para identificagdo

(tabela 1). O sistema de solventes utilizado na eluicdo de cada fragdo, bem como o

fator de retencéo (Rr) dos compostos isolados e seus respectivos rendimentos estédo

dispostos na tabela B; do anexo B.

HA
0,6535 g
> 8049 de silica gel
P ¢=25cm
>  100% AcOEt
>  Gradiente de CH,Cl, :AcOEt:MeOH
P 100% AcOEt
>  100% MeOH

P CCDC

>  Evaporacgéo do solvente

7 Fracbes sem
alcaloides

=N

=~ CCDC

11 Fracdes com
alcaloides

Evaporagao do solvente

P>  Dessecador/vacuo

HA1 HA2 HA3 HA4 HA5 HAG6 HA7 HAS8 HA9 HA10 HA11
21,6 mg 47,2 mg 28,8 mg 24,7 mg 73,3 mg 64,4 mg 41,1 mg 82,7 mg 88,5 mg 64,3 mg 15,9 mg
/
—_

CCDP

Esquema 3: Fracionamento por CLC do extrato HA.

Tabela 1: Compostos isolados por CCDP das fragcfes de HA, identificados por RMN

Fracdo/ | a1 HA2 HA3 HA4 HA5 HA6 HA7 HA8 HA9 HAL0 HALL
Composto
1 1,1 mg
2 1,2 mg
3 47mg 1,9 mg  2,4mg
4 1,4 mg
5 14mg  29mg 05mg  2,3mg
6 09mg  119mg  2,4mg
7 1,4mg  0,5mg
8 2,7 mg 40mg 2,3mg
9
10 2,5mg
11 0,7 mg 1,7 mg
12 1,4 mg
13 2,3mg
14 1,5mg
15 1,0mg 1,6 mg
i? 4,9 mg
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3.5.1.2 — Fracionamento de HH

O extrato foi solubilizado em aproximadamente 1 mL de
Hex:AcOEt:MeOH (1:1:1) e fracionado por meio de CLC com silica gel e fase movel
Hex:CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela Ay). O
fracionamento originou 520 aliquotas de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram
reunidas por comparacdo e semelhanca apds analise em CCDC, resultando em 11
fracbes dentre as quais, apenas seis revelaram teste positivo para alcaloides com
reagente de Dragendorff (Esquema 4). Apés a remocao do solvente em evaporador
rotatorio, as fragbes foram armazenadas a vacuo em um dessecador por 48 horas e
em seguida pesadas. Uma aliquota de cada fracdo foi analisada por CG-EM e,
finalmente, as amostras foram submetidas a técnica CCDP para o isolamento dos
compostos, os quais foram enviados para andlise de RMN para identificagéo (tabela
2). O sistema de solventes utilizado na eluicdo das fragbes, bem como o fator de
retencdo (R;) dos compostos isolados e seus respectivos rendimentos estdo

dispostos na tabela B, do anexo B.

HH
0,3886 g

15,5 g de silica gel

¢=15cm

Gradiente de Hex :CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH
Gradiente de CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH

LU VR

P CCDC
P  Evaporacdo do solvente

5 Fragbes sem 6 Fracdes com
alcaloides alcaloides

>  Evaporacgéo do solvente
> Dessecador/vacuo

HH1 HH2 HH3 HH4 HH5 HH6
390mg | 362mg | 657mg | 289mg| 236mg| 1082mg
—_ —/

—

CCDP

Esquema 4: Fracionamento por CLC do extrato HH

P CCDC
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Tabela 2: Compostos isolados por CCDP das frac6es de HH

Fragdo/ L1 HH2  HH3  HH4 HH5  HH6
Composto
3 38 mg  8,1mg
6 1,3 mg
7 1,7
8e9 24,0mg  1,2mg 3,9mg

11 1,2mg 1,1mg
18 1,4 mg
19 1,7 mg

3.5.2 — Bulbos
3.5.2.1 — Fracionamento de BH

O extrato hexanico dos bulbos foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL
de Hex:AcOEt:MeOH (2:1:1) e fracionado por meio de CLC com silica gel e fase
movel de Hex:CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela
A3). O fracionamento originou 214 aliquotas de aproximadamente 6 mL cada que
foram reunidas por comparacao e semelhanca ap6s anélise em CCDC, resultando
em oito fracGes dentre as quais, apenas trés revelaram teste positivo para alcaloides
com reagente de Dragendorff (Esquema 5). Apdés a remocdo do solvente em
evaporador rotatério, as fracdes foram armazenadas a vacuo em um dessecador por
48 horas e em seguida pesadas. Uma aliquota das fracbes enriquecidas em
alcaloides foi enviada para analise por CG-EM. As fracbes BH1 e BH3 foram
fracionadas por meio de CLC, enquanto BH2 foi submetida a técnica de CCDP para

0 isolamento de seus constituintes quimicos.
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BH
0,3975¢

16 g de silica gel

¢$=1,0cm

Gradiente de Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH
100% MeOH

TU0 0T

» CCDC
>  Evaporacéo do solvente

5 FracBes sem 3 Fragdes com
alcaloides alcaloides

>  Evaporacao do solvente
>  Dessecador/vacuo

BH1 BH2 BH3
132,1 mg 17,3 mg 197,7 mg

[ CLC ][ CCDP ] CLC

P CCDC

Esquema 5: Fracionamento por CLC do extrato BH

e BH1: foi solubilizada em aproximadamente 1 mL de Hex:AcOEt:MeOH
(1:1:1) e fracionado por meio de CLC com silica gel e fase mével de Hex:AcOEt e
AcOEt:MeOH com o aumento gradual da polaridade do eluente (Anexo A: tabela A,).
O fracionamento originou 131 aliquotas de aproximadamente 2 mL cada, que foram
reunidas por comparacao e semelhanca ap6s andlise em CCDC, resultando em seis
fracOes dentre as quais, apenas duas revelaram teste positivo para alcaloides com

reagente de Dragendorff (BH1.1 e BH1.2), conforme resumido no esquema 6.

o BHL1.1: foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de MeOH e
fracionado por meio de CLC com silica gel e fase movel de
CH.Cl;:AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela As). O
fracionamento originou 131 aliquotas de aproximadamente 2 mL cada,
gue foram reunidas por comparacdo e semelhanca apos analise em
CCDC, resultando em sete fracOes dentre as quais, seis revelaram a
presenca de alcaloides pelo teste com reagente de Dragendorff. Apos
a remocao do solvente em evaporador rotatorio, as fragcbes foram

armazenadas a vacuo em um dessecador por 48 horas, pesadas e,
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finalmente, foram submetidas a técnica de CCDP para o isolamento
dos compostos, os quais foram enviados para andlise de RMN para

identificacéo.

o BH1.2: ap6s a remogdo do solvente em evaporador rotatorio, a fragédo
foi armazenada a vacuo em um dessecador por 48 horas, pesada e,
submetida a técnica de CCDP para o isolamento dos compostos, 0s

quais foram enviados para anédlise de RMN para identificagéo.

e BH3: foi solubilizada em aproximadamente 1 mL de Hex:AcOEt:MeOH
(1:1:1) e fracionado por meio de CLC com silica gel e fase moédvel de
Hex:CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela Ag). O
fracionamento originou 150 aliquotas de aproximadamente 8 mL cada, que foram
reunidas por comparacdo e semelhanca apos analise em CCDC, resultando em
cinco fracdes, dentre as quais, quatro revelaram a presenca de alcaloides através do
teste com reagente de Dragendorff (BH3.1 a BH3.4), os procedimentos estédo
resumidos no esquema 7. As subfracdes BH3.1 e BH3.2 foram fracionadas através
da técnica de CCDP, enquanto BH3.3 e BH3.4 foram purificadas através de

fracionamento por CLC.



BH1
0,1321 ¢
P 549 desilicagel
P ¢=10cm
P  Gradiente de Hex:AcOEt
> 100% AcOEt
P  Gradiente de AcOEt:MeOH
P 100% MeOH
»  MeOH:H,O:NH,OH
» CCDC
>  Evaporacdo do solvente > CCbC
4 Fracdes sem 2 Fragdes com
alcaloides alcaloides

P  Evaporacdo do solvente
P  Dessecador/vacuo

BH1.1 BH1.2
102,3 mg 19,8 mg
P 449 desilica gel H—j
P ¢=08cm
> 100% AcOEt CCDP
>  Gradiente de CH,Cl,:AcOEt:MeOH
P CHZCIZ:MeOH
= CHZCIZZMeZCOZMeOH
P 100% MeOH
&> CCD
>  Evaporacao do solvente > CChC
1 Fragéo sem 6 Fracdes com
alcaloides alcaloides

P  Evaporag&o do solvente
>  Dessecador/vacuo

BH1.1.1 BH1.1.2 BH1.1.3 BH1.1.4 BH1.1.5 BH1.1.6
17,5 mg 4,9 mg 11,2 mg 37,9 mg 8,0 mg 14,3 mg
"

CCDP

Esquema 6: Fracionamento por CLC das fra¢cdes BH1 e BH1.1

56
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o BH3.3: foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de MeOH e
fracionada isocraticamente por CLC utlizando Sephadex LH20 como
fase estacionaria e MeOH como fase movel. O fracionamento forneceu
50 aliquotas de aproximadamente 4 mL cada, que foram reunidas por
comparacdo e semelhanca apds andlise em CCDC, resultando em
cinco fragcGes dentre as quais, apenas duas revelaram a presenca de
alcaloides pelo teste com reagente de Dragendorff (BH3.3.1 e
BH3.3.2). Apds a remocgdo do solvente em evaporador rotatorio, as
fracOes foram armazenadas a vacuo em um dessecador por 48 horas,
pesadas e, finalmente, foram submetidas a técnica de CCDP para o
isolamento dos compostos, os quais foram enviados para andlise de

RMN para identificacao.

o BH3.4: foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de MeOH e
fracionada isocraticamente por CLC utilizando Sephadex LH20 como
fase estacionaria e MeOH como fase movel. O fracionamento forneceu
25 aliquotas de aproximadamente 8 mL cada, que foram reunidas por
comparacao e semelhanca apés analise em CCDC, resultando em trés
subfracdes dentre as quais, apenas uma revelou a presenca de
alcaloides pelo teste com reagente de Dragendorff. Apés a remocao do
solvente em evaporador rotatério, a fracdo BH3.4.1 foi armazenada a
vacuo em um dessecador por 48 horas, pesada e, finalmente,
submetida a técnica de CCDP para o isolamento dos compostos, 0s
guais foram enviados para analise de ressonéancia magnética nuclear

de hidrogénio para identificacao.



BH3
0,1977 g

8 g de silica gel
¢$=1,0cm

100% AcOEt
CH,Cl,: AcOEt:MeOH

100% MeOH
MeOH:H,0:NH,OH

0T T T TTT

Gradiente de Hex:AcOEt

Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH

= CCDC

1 Fragdo sem

alcaloides

= Evaporac¢éo do solvente

4 FracBes com
alcaloides

P CCDC

P Dessecador/vacuo
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Evaporacao do solvente

BH3.1 BH3.2
7,6 mg 11,4 mg

BH3.3
0,1271 ¢

Sephadex LH20
¢=10cm

00T

MeOH

Altura = 33,5 cm

P CCDC

3 FracBes sem

alcaloides

>  Evaporacéo do solvente

P CCDC

2 FragBes com
alcaloides

>  Evaporagdo do solvente
> Dessecador/vacuo

]

BH3.3.1 BH3.3.2
25,1 mg 64,8 mg
Q ~)
Y

CCDP

BH3.4
43,29

>  Sephadex LH20
B $=20cm

P Altura=57,0cm
P MeOH

P CCDC

2 FracBes sem

alcaloides

P  Evaporacdo do solvente

=~ CCDC

1 Fragdo com
alcaloides

> Evaporacéo do solvente
P  Dessecador/vacuo

BH3.4.1
35,6 mg =  Amostra pastosa

CCDP

Esquema 7: Fracionamento por CLC das frag6es BH3, BH3.3 e BH3.4
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A tabela 3 resume os compostos que foram isolados do fracionamento de BH, identificados pela técnica de RMN. O sistema
de solventes utilizado na eluicdo das fracOes e subfracdes, bem como o fator de retencéo (Ry) dos constituintes quimicos isolados

e seus respectivos rendimentos estao dispostos na tabela B3 do anexo B.

Tabela 3: Compostos isolados por CCDP das frag6es e subfracdes do extrato hexanico dos bulbos (BH), identificados por RMN

Fracao/ BH1 BH3
Composto ' 511111 BHL12 BH113 BHL14 BH115 BH116| B2 | BH31 BH32 BH33.1 BH332 BH34.1
3 0,8 mg 1,5mg | 1,0mg
6
7 4,0 mg 4,0 mg 28mg | 45mg  22mg
8 3,8mg 1,1 mg 1,0 mg 0,9 mg
12 7,0 mg
15 1,7 mg
20 1,0 mg
3el8 4,9mg
3e8 5,3mg
8e9 4,9mg
6ell 1,1 mg 0,5 mg 7,4 mg
8e 20 3,2mg 2,5mg
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3.5.2.2 — Fracionamento de BA

Ao solubilizar o extrato acetato de etila dos bulbos em aproximadamente 1 mL
de metanol:dgua (4:1), houve a precipitacdo espontanea de um solido branco
(BAppt), cuja andlise por RMN indicou tratar-se do composto 10. O sobrenadante
de BA foi fracionado por meio de CLC utlizando sephadex LH20 como fase
estacionaria e eluicao isocratica com MeOH. O fracionamento originou 250 aliquotas
de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram reunidas por comparacdo e
semelhanca apds analise em CCDC resultando em seis fragdes dentre as quais,
apenas duas revelaram teste positivo para alcaloides com reagente de Dragendorff
(BAl e BA2). Apds a remocéao do solvente em evaporador rotatorio, as fracées foram
armazenadas a vacuo em um dessecador por 48 horas e em seguida pesadas. Uma
aliquota de cada fracdo foi enviada para andlise por CG-EM, e finalmente, a fracao
BAl foi submetida a técnica de CCDP para o isolamento de seus compostos,

enquanto BAZ2 foi fracionada por CLC (Esquema 8).

BA
2,6027 g Amostra pastosa
P MeOH:H,O
P  Precipitacdo >  Sephadex LH20
P ¢=20cm
BAppt > Altura da sephadex = 63 cm
133,8 mg » MeOH
=~ CCDC
=  Evaporacao do solvente > CccbC

4 Fracdes sem 2 FracBes com
alcaloides alcaloides

> Evaporagdo do solvente
> Dessecador/vacuo

BA1 BA2
Amostra pastosa 9 742mg 21936g [ Amostra pastosa

Esquema 8: Fracionamento por CLC do extrato BA
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e BAZ2: foi solubilizada em aproximadamente 1 mL de MeOH, havendo a
formacdo de um precipitado (BA2ppt), que foi purificado através de lavagem com
MeOH e precipitacdo com AcOEt, originando quatro fragcbes onde apenas uma
indicou a presenca de alcaloides (BA2.1ppt). O sobrenadante de BA2 foi fracionado
por CLC com silica gel em eluigdo gradiente com Hex:CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH
(Anexo A: tabela A7), originando 463 aliquotas de aproximadamente 4,5 mL cada,
que foram reunidas por comparacdo e semelhanca apdés analise em CCDC,
resultando em onze fragcbes, dentre as quais, cinco revelaram a presenca de
alcaloides através do teste com reagente de Dragendorff (BA2.1 a BA2.5). As
subfracdes BA2.1ppt, BA2.1 e BA2.2 foram fracionadas através da técnica de CCDP,
enquanto as demais fracdes foram purificadas através de fracionamento por CLC.

Os procedimentos de fracionamento de BA2 estao resumidos no esquema 9.



Amostra pastosa

4BA2
2,1936 g

P MeOH

>  precipitacdo

BA2ppt
265,89

P Lavagens MeOH
P precipitagdo com AcOEt
P  Evaporagéo do solvente

3 Fragbes sem
alcaloides

J

BA2.1ppt
45,0 mg

%_J

CCDP

= CCDC
=  Evaporagéo do solvente

BA2
1,8604 g Amostra pastosa

P 729 de silica gel
P ¢=20cm
P 100% AcOEt
> Gradiente de Hex:CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH
P AcOEt:MeOH
P 100%MeOH

P CCDC

>  Evaporagdo do solvente P CCDC

6 Fracdes sem 5 Fracdes com
alcaloides alcaloides

P  Evaporacéo do solvente
>  Dessecador/vacuo

| | | |=> Amostra pastosa

BA2.1 BA2.2 BA2.3 BA2.4 BA2.5
16,7mg | 22,4mg 200,5mg| 130,3mg| 1,2245¢
VA —
hd YT

CCDP CLC

Esquema 9: Fracionamento por CLC da fracdo BA2
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o BAZ2.3: foi solubilizada em aproximadamente 1 mL de MeOH, havendo

a precipitacdo espontanea de um sdlido branco (BA2.3ppt), cuja
analise por RMN indicou tratar-se do composto 10. O sobrenadante
BA2.3 foi fracionado por meio de CLC com silica gel e fase movel
CH.CIl,:AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela Ag). O
fracionamento forneceu 449 aliquotas de aproximadamente 4 mL cada,
gue foram reunidas por comparacdo e semelhanca apds analise em
CCDC, resultando em quinze fracBes dentre as quais, apenas cinco
revelaram a presenca de alcaloides pelo teste com reagente de
Dragendorff (BA2.3.1 a BA2.3.5). Ap6s a remocdo do solvente em
evaporador rotatorio, as fracdes foram armazenadas a vacuo em um
dessecador por 48 horas, pesadas e, finalmente, foram submetidas a
técnica de CCDP para o isolamento dos compostos, 0s quais foram
enviados para analise de RMN para identificagdo (Esquema 10).

BA2.3
200,5 mg

P MeOH

23

BA2.3ppt
46,4 mg

33,5 g de silica gel
$=2,0cm

Gradiente de Hex:AcOEt
100% AcOEt

Gradiente de AcOEt:MeOH
100% MeOH
MeOH:NH,OH

H,O

Precipitacao

LURURE VARV R U

= CCDC

=  Evaporagédo do solvente  CcCbC

10 Fragdes 5 Fracdes com
sem alcaloides alcaloides

=  Evaporagéo do solvente
=~ Dessecador/vacuo

BA2.3.1 BA2.3.2 BA2.3.3 BA2.3.4 BA2.3.5
50,5 mg 19,6 mg 21,9 mg 41,3 mg 18,2 mg
'

CCDP

Esquema 10: Fracionamento por CLC da subfracdo BA2.3
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o BAZ2.4: foi solubilizada em aproximadamente 1 mL de MeOH, havendo
a precipitacdo espontanea de um sdlido branco (BA2.4ppt), cuja
analise por RMN indicou tratar-se do composto 10. O sobrenadante
BA2.4 foi fracionado por meio de CLC com silica gel e fase movel
Hex:AcOEt e AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (Anexo A: tabela Ay).
O fracionamento forneceu 180 aliquotas de aproximadamente 10 mL
cada, que foram reunidas por comparacao e semelhanca apds analise
em CCDC, resultando em trés fracdes dentre as quais, apenas uma
revelou a presenca de alcaloides pelo teste com reagente de
Dragendorff, e ap6s a remocao do solvente em evaporador rotatorio, a
fracdo foi armazenada a vacuo em um dessecador por 48 horas,
pesada e, finalmente, enviada para analise de RMN para identificacao

(Esquema 11).

BA2.4
130,3 mg Amostra pastosa

P MeOH
=  Precipitacdo P 21,6 g de silica gel
B> $=1,0cm
BA2.4ppt >  Gradiente de Hex:AcOEt

5,7mg >  100% AcOEt
>  Gradiente de AcOEt:MeOH
>  100% MeOH

= CCDC

=  Evaporacao do solvente ~ Ccbe

2 Fracbes sem 1 Fragao com
alcaloides alcaloides

P  Evaporacao do solvente
>  Dessecador/vacuo

. BA2.4.1
Precipitado no tubo 1,6 mg

Esquema 11: Fracionamento por CLC da subfracdo BA2.4
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o BA2.5: foi solubilizada em aproximadamente 1 mL de MeOH e
fracionada isocraticamente por CLC utlizando-se como fase
estacionaria Sephadex LH20 e MeOH como fase movel. O
fracionamento forneceu 97 aliquotas de aproximadamente 5 mL cada,
que foram reunidas por comparacdo e semelhanca ap6s analise em
CCDC, resultando em quatro fracbes dentre as quais, apenas duas
revelaram a presenca de alcaloides pelo teste com reagente de
Dragendorff (BA2.5.1 e BA2.5.2). Ap06s a remocao do solvente em
evaporador rotatorio, as fracdes foram armazenadas a vacuo em um
dessecador por 48 horas, pesadas. A subfracdo BA2.5.2 foi submetida
a técnica de CCDP para isolamento de seus compostos, 0s quais
foram enviados para identificacdo através da técnica de RMN,

enquanto a subfragdo BA2.5.1 foi fracionada por CLC (Esquema 12).

= A subfracdo BA2.5.1 foi fracionada por CLC,
sendo solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH e fracionada isocraticamente por CLC utilizando
Sephadex LH20 como fase estacionaria e MeOH como
fase movel. O fracionamento forneceu 50 aliquotas de
aproximadamente 4 mL cada, que foram reunidas por
comparacao e semelhanca apds andlise em CCDC,
resultando em trés fragdes dentre as quais, apenas uma
revelou a presenca de alcaloides pelo teste com
reagente de Dragendorff (BA2.5.1.1). ApGs a remocao
do solvente em evaporador rotatério, a subfracdo foi
armazenada a vacuo em um dessecador por 48 horas,
pesada e, finalmente, submetida a técnica de CCDP
para isolamento de seus constituintes quimicos, 0s quais

foram enviados para analise de RMN para identificacao.
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BA2.5
1,2245¢g Amostra pastosa

Sephadex LH20

¢$=2,0cm

Altura da sephadex = 57 cm
MeOH

33387

= CCDC
= Evaporagéo do solvente

2 Fragbes sem 2 Frages com
alcaloides alcaloides

>  Evaporagédo do solvente
> Dessecador/vacuo

P CCDC

BA2.5.1
515,2 mg

>  Sephadex LH20

P Altura=57cm

P MeOH

» CCDC
>  Evaporacao do solvente

2 Fracdes sem 1 Frag&o com
alcaloides alcaloide

> Evaporagdo do solvente
> Dessecador/vacuo

BA25.1.1
305.9 ma Amostra pastosa

CCDP

P CCDC

Esquema 12: Fracionamento por CLC das subfracdes BA2.5 e BA2.5.1

A tabela 4 resume os compostos que foram isolados do fracionamento de BA,
identificados pela técnica de RMN. O sistema de solventes utilizado na eluicdo das
fracOes e subfracbes, bem como o fator de retencéo (R;) dos constituintes quimicos

isolados e seus respectivos rendimentos estao dispostos na tabela B, do anexo B.
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Tabela 4: Compostos isolados por CCDP das frac@es e subfraces do extrato acetato de etila dos bulbos (BA), identificados por RMN

BA BA1 BA2
BA2.1ppt BA2.1 BA2.2 BA23ppt BA23.1 BA23.2 BA23.3 BA234 BA235 BA24ppt BA24.1 BA25.1.1 BA25.2
1 1,5 mg
3 2,5mg 3,4mg
5 5,7 mg
6 14,3 mg
7 1,9 mg 6,7 mg 1,0 mg
8 6,5mg 10,2 mg
10 133,8 mg 46,4 mg 5,7 mg
11 3,0 mg
12 5,9 mg
15 3,1 mg
21 1,0 mg
6ell 2,3 mg 2,4mg
7el2 1,1 mg 10,0 mg
12e 15 1,4 mg
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3.6 — Ensaios Bioldgicos de citotoxicidade

Os ensaios bioloégicos em amostras de H. canastrense foram realizadas pelo
Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Farmacéuticas (NUPECFARMA) da Universidade
de Vila Velha (UVV), sob a supervisdo do professor Dr. Mércio Fronza. Foram
realizados testes em células normais de fibroblastos L929, e a citotoxicidade foi
testada para as linhagens de carcinoma hepatocelular Hep G-2, adenocarcinoma em

glandulas mamarias MCF-7 e carcinoma pancreatico humano MIAPaCa-2.

3.6.1 —Manutencéo das linhagens de células

As células sdo armazenadas em nitrogénio liquido a -120 °C, e foram
cultivadas em garrafas préprias para cultivo celular em meio de cultura DMEM®,
acrescido dos antibiéticos penicilina 100 pL/mL e estreptomicina 0,1 pg/mL e
bicarbonato de sodio mantidos em pH 7,2. As células foram entdo mantidas a 37° C
em atmosfera de 5% de CO, até que a monocamada celular estivesse confluente, e
prontamente lavadas com 5 mL de solucdo tampdo fosfato pH 7,4 estéril e
desagregadas das garrafas com 1,5 mL de tripsina 0,25%. Apos o desprendimento
do tapete celular, homogeneizaram-se as células com 8,5 mL de meio de cultura
acrescido de 10 % de soro fetal bovino para inativacdo da acdo da tripsina e
dissolucdo de possiveis grumos celulares. A suspensdo celular obtida foi entédo
contada usando azul de tripano para verificar a viabilidade celular. Ap6s contagem
na camara de Neubauer e avaliacdo da viabilidade, a suspenséo foi transferida para

placas de 96 pocos para realizacdo dos testes.

3.6.2 —Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método colorimétrico do MTT
segundo Mosmann (1983). Este método baseia-se na reducdo metabdlica do MTT
no interior da mitocéndria celular pela enzima NADPH, formando um composto de
coloracao violacea denominado de formazana, onde a quantidade produzida desses

cristais € proporcional a quantidade de células vivas.
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Para os experimentos do MTT foi utilizada uma suspensdo de 7x10*
células/mL, e as células foram cultivadas em placas de 96 poc¢os. Apés 24 horas de
cultivo, foram expostas a diferentes concentracfes das amostras diluidas no préprio
meio de cultura. A seguir, as placas foram incubadas por exatamente 48 horas a 37°
C em atmosfera de 5% de CO,. Apés incubagdo, o conteudo de cada pocgo foi
removido, e 100 pL de MTT (5 mg.mL™) foram adicionados, seguido de incubac&o
por 2 horas para metabolizacdo mitocondrial pelas células vivas do MTT. O excesso
de MTT foi removido e os cristais de formazana dissolvidos com 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO).

A leitura da absorbancia (595 nm) das placas foi feita em leitor de
microplacas, e a viabilidade celular foi determinada por comparacdo dos valores de
absorbancia obtidos para as células tratadas, com células néo tratadas. O resultado
foi expresso em porcentagem de morte e como ICsp (concentracdo necessaria para
causar a morte de 50% das células) com o auxilio de regresséo linear. Cada ensaio
foi realizado em duplicata. O etoposideo foi utilizado como controle positivo,
enquanto o controle negativo foi realizado com células incubadas, porém sem a
adicdo dos extratros ou compostos isolados, e o branco utilizado na leitura da
absorbéancia foram utilizados pocos com células incubadas, porém sem adicdo do
MTT.

O esquema a seguir resume os procedimentos de manutencéo e cultivo das
células, além de sintetizar o ensaio de citotoxicidade desempenhado nos extratos H,
HA, HH, B, BA e BH e nos compostos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 19 e

20 isolados de Hippeastrum canastrense.
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P 5% CO;
4 ] N
Células Determinacéo da
Confluentes porcentagem de células
L vivas )
> Lavadas com solugdo tampéo Ic
>  Desagregagao S0
 Homogeneizagéo - N
>  Contagem das células Leitura em
espectrofotdmetro
150 pL com 7x10* \ J
células/mL L .
>  Aspiracdo do meio de cultura
> 100 pL de MTT
 Placas de 96 pogos L oh H
> 24hem estufa . & Cristais de formazana
z g(l)J ’gilli_cgteaextrato da planta/compostos isolados L Aspiracdo do MTT
=
48 h em estufa 100 uL. DMSO

Ensaio do MTT

Esquema 13: Resumo do ensaio biolégico realizado em extratos/compostos de H. canastrense
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Hippeastrum canastrense é endémica do Brasil, entretanto até o
presente momento ndo existem estudos sobre seu perfil alcaloidico. Neste trabalho,

foram estudados tanto as hastes florais, quanto os bulbos desta espécie.

A extracdo &cido-base dos extratos brutos (H e B), seguida das extracfes
com solventes de diferentes polaridades das partes aéreas e bulbos de H.
canastrense, forneceu os extratos enriquecidos em alcaloides: Hastes-Hexano (HH),
Hastes-Acetato de etila (HA), Hastes-Acetato-metanol (HAM), Bulbos-Hexano (BH),
Bulbos-Acetato de etila (BA) e Bulbos-Acetato-metanol (BAM). Os extratos brutos,
assim como os extratos enriquecidos, foram analisados por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) na Universidade de Barcelona, e
comparados com a biblioteca de alcaloides do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Jaume
Bastida

4.1 - Compostos identificados por CG-EM

A comparacédo dos resultados das analises cromatograficas com os dados da
biblioteca proporcionou a identificacdo de 33 alcaloides de Amaryllidaceae com
variados tipos de esqueletos, tais como: homolicorina, licorina, galantamina,

haemantamina, tazetina e narciclasina.

Dos extratos brutos de Hippeastrum canastrense foram identificados 22
alcaloides (tabela 5, figura 8). Foram também identificados 17 alcaloides nos
extratos e fracdes das hastes florais, (tabelas 6 e 7, figura 9), e ainda 20 alcaloides

nos extratos e fragdes dos bulbos (tabela 8 e 9, figura 10).

As fracdes obtidas na extragdo com a mistura acetato de etila e metanol
(HAM e BAM) também foram analisadas por CG-EM e por ndo apresentarem

indicios de alcaloides ndo foram mais estudadas.



Tabela 5: Dados de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas dos extratos brutos das hastes florais e bulbos de H. canastrense

Alcaloide Hastes florais (%) Bulbos (%) M* EM
Sanguinina (1) 0,102 0,278 273(100) 272(90), 256(25), 202(45), 160(80)
Hipeastrina (4) 0,068 - 315(<1) 190(1), 162(2),134(1), 125(100), 96(35)
Candimina (5) 0,330 - 345(<1) 190(1), 162(2),134(1), 125(100), 96(35)
Homolicorina (9) 1,180 3,790 315(<1) 206(<1), 178(2), 109(100), 150(1), 108(22), 94(3), 82(3)
Licorina (10) 0,109 0,743 287(31) 286(19), 268(24), 250(15), 227(79), 226(100), 211(7), 147(15)
2a-metoxihomolicorina (12) 1,110 1,450 345(<1) 206(<1), 178(2), 150(1), 139(100), 124(64), 96(5), 94(5), 81(3)
8-O-desmetilhomolicorina (13) 2,660 0,969 301(<1) 192(<1), 164(2), 109(100), 108(23), 94(3), 82(3)
Norpluviina (14) 0,412 - 273(68) 272(41), 255(10), 254(45), 228(100), 214(13), 186(10), 147(8), 77(12)
2a-hidroxihomolicorina (16) 0,520 - 287(18)  272(13), 243(12), 227(22), 211(13), 181(22), 149(30), 125(24), 111(34), 97(56)
2a-7-dimetoxihomolicorina (15) 0,712 - 374(<1) 221(1), 193(1), 139(100), 124(75), 96(5)
Trisfaeridina (21) tr tr 223(100) 222(38), 167(8), 165(9), 164(14), 138(20), 137(9), 111(13)
2a-metoxi-8-O-desmetilhomolicorina (22) 2,090 2,180 331(<1) 140(11), 139(100), 124(65)
8-O-desmetilmaritidina (23) tr® 0,034 273(100) 256(22), 230(20), 201(83), 189(42), 174(22), 128(23), 115(24)
Tazetina (24) 0,760 0,454 331(31) 316(15), 298(23), 247(100), 230(12), 201(15), 181(11), 152(7)
Epi-macronina (25) - tr® 329(27) 314(23), 245(100), 225(14), 201(83), 139(16), 70(18)
Ismina (26) - tr 257(35) 238(100), 211(6), 196(8), 168(6), 154(3), 106(4), 77(3)
Galantamina (27) tr® 0,084 287(83) 286(100), 270(13), 244(24), 230(12), 216(33), 174(27), 115(12)
3-O-dcetilgalantamina (28) 0,075 0,259 357(50) 356(53), 315(24), 314(37), 297(43), 296(53), 254(100), 43(55)
3-O-dcetilsanguinina (29) - 0,031 315(47) 314(17), 256(100), 254(34), 212(21), 202(20), 197(16), 165(19), 96(33)
Acetilcaranina (30) tr? 0,030 313(55) 252(91), 226(100), 210(1), 194(9), 180(4), 167(8), 154(7), 115(6), 89(8)
Caranina (31) 0,065 - 271(55) 252(45), 226(100), 210(1), 194(5), 180(3), 167(6), 154(7), 115(6), 89(8)
Desacetilcantabricina (32) 0,404 0,101 275(100) 258(27), 204(89), 188(43), 161(24), 131(19), 115(27), 91(18), 77(14)

# Tracos <0,01 de TIC
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1 R;=OH; R)=H; Rs=H 10 Ry= H; R,= OH
4 Ry= H; R,= OH 27 Ri= OH; Rp= H; Ry= Me 30 Ri= Ac; R= H
5 R;= OMe; R,= OH 28 Ry= OAC; Rp= H; Rs= Me 31R;=H; R=H

29 R;= OAc; Ro=H; Rs=H

OMe
R,0 NMe
O
R20 < ') R3
(e o
Ri Rz
9 R;= Me; R,= Me; Rz=H; Rs=H 24 Ry= H; R,= H; Rs= OH (a)
12 R= Me, R,= Me, Rs= H, R,= OMe 25 R+ Rp= O, Rs=H (’B)

13 R;= Me; Ro= H; Rs= H; R;=H
15 R;= Me; R,= Me; Rz= OMe; R,= OMe
16 R;= Me; R,= Me; R3= H; Ry= OH
22 R;= Me; R;= H; Rz= H; R,= OMe

NHMe

OH

14 21 26

MeO HO

HO MeO

23 32

Figura 8: Estruturas dos alcaloides identificados por CG-EM nos extratos brutos de H. canastrense



Tabela 6: Dados de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas dos extratos das hastes florais de Hippeastrum canastrense

Alcaloide HA (%) HH (%) M* EM

Sanguinina (1) 0,08 - 273(100) 272(90), 256(25), 202(45), 160(80)

Candimina (5) 2,06 - 345(<1) 190(1), 162(2),134(1), 125(100), 96(35)
Albomaculina (8) 18,98 49,64  345(<1) 221(1), 193(1), 165(1), 110(10), 109(100), 108(25), 94(2), 82(3)
Homolicorina (9) 4,99 24,44 315(<1) 206(<1), 178(2), 109(100), 150(1), 108(22), 94(3), 82(3)

Licorina (10) 0,07 - 287(31) 286(19), 268(24), 250(15), 227(79), 226(100), 211(7), 147(15)
8-O-desmetilhomolicorina (13) 0,33 19,98  301(<1) 192(<1), 164(2), 109(100), 108(23), 94(3), 82(3)
2a-hidroxihomolicorina (16) 0,51 - 287(18)  272(13), 243(12), 227(22), 211(13), 181(22), 149(30), 125(24), 111(34), 97(56)
2a-7-dimetoxihomolicorina (15) 23,21 - 374(<1) 221(1), 193(1), 139(100), 124(75), 96(5)
Trisfaeridina (21) 0,02 - 223(100) 222(38), 167(8), 165(9), 164(14), 138(20), 137(9), 111(13)

Tazetina (24) 0,61 : 331(31) 316(15), 298(23), 247(100), 230(12), 201(15), 181(11), 152(7)

Galantidol (34) 0,42 - 281(100) 280(7), 264(13), 263(17), 262(20), 252(15), 204(7), 1(14), 132(8)
11,12-deshidroanidrolicorina (35) 0,14 - 249(60) 248(100), 191(10), 190(24), 189(7), 163(7), 95(17)

Tabela 7: Alcaloides identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de fragdes das hastes florais

Alcaloide HA (Fracdo) (%) HH (Frac&o) (%) M* EM
Hipeastrina (4) 1,40 (HA2) - 315(<1) 190(1), 162(2),134(1), 125(100), 96(35)
7-metoxi-O-metillicorenina (7) - 14,33 (HH2)  361(<1) 330(8), 221(10), 191(2), 110(8), 109(100), 108(15), 94(2), 83(2)
2a-metoxihomolicorina (12) 36,57 (HA8) - 345(<1) 206(<1), 178(2), 150(1), 139(100), 124(64), 96(5), 94(5), 81(3)
Norpluviina (14) 2,87 (HA7) - 273(68) 272(41), 255(10), 254(45), 228(100), 214(13), 186(10), 147(8), 77(12)

O-metillicorenina (33) - 0,16 (HH3) 331(-) 300(3), 191(8), 110(9), 109(100), 108(15), 94(3), 82(2), 42(2)
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R3 R4 R5

4 Ry= H: R,= OH 7 R;= Me; R,= Me; Rz= OMe; Ry= OMe; Rs= H; Re= H
5 R,= OMe; R,= OH 8 R1= Me; R,= Me; Rs= OMe; Rs+Rs= O; Rg= H

9 R]_: Me; R2= Me; R3= H, R4+ R5= (@] R5= H

12 R;= Me; R;= Me; Rs= H; R4+ Rs= O ; Rg= OMe

13 R:= Me; Ry= H; Rs= H; R4+ Rs= O; Re= H

15 R;= Me; R,= Me; Rz= OMe; R4+ Rs= O ; Rg= OMe

16 R]_: Me; R2= Me; R3= H, R4+ R5= O, Re= OH

33 R;= Me; R,= Me; Rz= H; R;= OMe; Rs= H; Rg=H

OH
34 35

Figura 9: Estruturas dos alcaloides identificados por CG-EM das hastes florais de H. canastrense
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Tabela 8: Alcaloides identificados por CG-EM nos extratos BA e BH dos bulbos de H. canastrense

. BA BH +
Alcaloide M EM
(%) (%)
Sanguinina (1) 5,81 - 273(100) 272(90), 256(25), 202(45), 160(80)
, 221(1), 193(1), 165(1), 110(10), 109(100), 108(25),
Albomaculina (8) 8,44 76,91  345(<1)
94(2), 82(3)
8-0O-desmetilhomolicorina (13) - 14,14  301(<1) 192(<1), 164(2), 109(100), 108(23), 94(3), 82(3)
286(19), 268(24), 250(15), 227(79), 226(100),
Licorina (10) 2,88 - 287(31) (19), (24), (15) (79) (100)
211(7), 147(15)
Anidrolicorina (36) 0.27 ) 251(43) 250(100), 192(13), 191(11), 165(4), 164(3), 139(2),
124(7)
11,12-deshidroanidrolicorina (35) 1,82 - 249(60)  248(100), 191(10), 190(24), 189(7), 163(7), 95(17)




Tabela 9: Dados de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas das frac6es dos bulbos de Hippeastrum canastrense

+

Alcaloide BA (Fracao) (%) BH (Fracéo) (%) M EM
Ismina (26) 041 (BAL) - 257(35) 238(100), 211(6), 196(8), 168(6), 154(3), 106(4), 77(3)
1,22 (BA2)
Trisfaeridina (21) 029 (BAL) - 223(100) 222(38), 167(8), 165(9), 164(14), 138(20), 137(9), 111(13)
0,73 (BA2)
Licoramina (37) 0,92 (BA1) - 301(95) 300(100), 270(75), 216(65), 165(25)
3,31 (BA1)
Nerinina (20) 1,12 (BA2) - 347(<1) 222(1), 207(2), 179(1), 164(1), 110(8), 109(100), 108(18), 94(2)
2,35 (BA2ppt)
Aulicina (38) 0,58 (BA1) - 319(100) 304(19), 288(37), 246(18), 233(73), 218(19), 206(26), 163(7)
5,6-dihidrobicolorina (39) 0,45 (BA2) - 239(37) 238(99), 180(29), 167(7), 152(15), 140(6), 139(15), 77(6), 63(7)
11-hidroxivitatina (40) 3,45 (BA2) - 287(5) 258(100), 211(15), 186(20), 181(23), 153(13), 128(24), 115(23)
Desacetilcantabricina (32) 2,84 (BA2ppt) - 277(2)  275(100), 274(22), 258(27), 204(89), 188(43), 161(24), 131(19), 91(18), 77(14)
_ 1,11 ( BA1) 0,41 (BH2)
Galantamina (27) 0,68 (BA2) 2,58 (BH3) 287(83) 286(100), 270(13), 244(24), 230(12), 216(33), 174(27), 115(12)
O-metillicorenina (33) 2,73 (BA1) 0,18 (BH2) 331(-) 300(3), 191(8), 110(9), 109(100), 108(15), 94(3), 82(2), 42(2)
27,08 (BH2)
7-metoxi-O-metillicorenina (7) 39,98 (BA1) 361(<1) 330(8), 221(10), 191(2), 110(8), 109(100), 108(15), 94(2), 83(2)
15,33 (BH3)
o 3,05 (BH2)
Homolicorina (9) - 1,26 (BH3) 315(<1) 206(<1), 178(2), 109(100), 150(1), 108(22), 94(3), 82(3)
2a-metoxihomolicorina (12) 2,99 (BH3) 345(<1) 206(<1), 178(2), 150(1), 139(100), 124(64), 96(5), 94(5), 81(3)
8,29 (BA1)
2a-7-dimetoxihomolicorina (15) 3,42 (BH3) 374(<1) 221(1), 193(1), 139(100), 124(75), 96(5)

11,36 (BA2)
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7 Ri= Me; R,= Me; Ry= OMe; Rs= OMe; Rs= H; Rg= H 1R=OH; R;=H; Re=H

8 R;= Me; Ro= Me; Rs= OMe; Ry+Rs= O; Re= H 27 Ry= OH; Ry=H; Rs= Me
9 Ry= Me; Ro= Me; Rs= H; R+ Rs= O Rg=H 37 Ri= OH; Rz= H; Re= Me
12 R;= Me; R,= Me; Rs= H; R4+ Rs= O ; Rg= OMe

13 R;= Me; Ro= H; Rs= H: Ry+ Rs= O: Re= H

15 R;= Me; R,= Me; Rz= OMe; R4+ Rs= O ; Rg= OMe

20 R;= Me; R,= Me; R3= OMe; R4= OH; Rs= H; Rg= H

33 R;= Me; R,= Me; Rz= H; R;= OMe; Rs= H; Rg=H

OMe

HO MeO

MeO MeO

38 40

32

0 o
< O < O NHMe <O O NMe

o N o
OH
21 26 39

Figura 10: Estruturas dos alcaloides identificados por CG-EM dos bulbos de H. canastrense

4.2 - Compostos isolados

Neste trabalho, foram identificados e/ou isolados 21 compostos pertencentes

a classe dos alcaloides isoquinolinicos com esqueletos dos tipos homolicorina,

licorina, galantamina e narciclasina (figura 11).
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Dentre os compostos isolados, 16 foram identificados por analise de RMN e
comparacdo dos dados com a literatura como: sanguinina (1), hipeastrina (4),
candimina (5), 7-metoxi-O-metillicorenina (7), albomaculina (8), homolicorina (9),
licorina  (10), 8-O-desmetilhnomolicorina  (13), norpluvina (14), 2a,7-
dimetoxihomolicorina (15), 2a-hidroxihomolicorina (16), 2a-hidroxialbomaculina (17),
masonina (18), normasonina (19), nerinina (20), e trisfaeridina (21). Além de cinco
compostos isolados pela primeira vez, no qual a analise por RMN levou a
determinacao das estruturas dos alcaloides: 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (2),
7-metoximasonina (3), 2-O-metilcandimina (6), 7-metoxinormasonina (11) e 2a-
metoxihomolicorina (12), onde o ultimo foi, até o presente momento, identificado
apenas pela técnica de CG-EM (de Andrade et al., 2014), ndo possuindo portando,

informacdes de RMN na literatura.

2 R;= Me; Ry= H; R3= H; R4+ Rs= O; Rg= MeO; R,=Me 3 R;= OMe; R,= H; Rs=Me
7 R1= Me; R,= Me; Rs= OMe; R;= OMe; Rs= H; R¢= H; R/=Me 4 R;= H; Ry= OH; Rs=Me
8 R;= Me; R,= Me; R3= OMe; R4+Rs= O; Rg= H; R;=Me 5 R;= OMe: R,= OH; Rs;=Me
9 R;= Me; R,= Me; R3= H; Rs+ Rs= O Rg= H; R;=Me 11 R;= OMe; R,= H; R3=H

12 R;= Me; R,= Me; R3= H; R4+ Rs= O ; Re= OMe; R;=Me 18 R;= H; R,= H: Rs=Me

13 R1= Me; R,= H; R3= H; R4+ Rs= O; Re= H; R;=Me 19 R;= H: R,= H; Rs=H

15 R;= Me; R,= Me; R3= OMe; R4+ Rs= O ; Rg= OMe; R,=Me
16 R;= Me; R;= Me; R3= H; R4+ Rs= O; Re= OH; R;=Me

17 R1= Me; R,= Me; R3= MeO; R4+ Rs= O; Re= OH; R;=Me

20 R;= Me; R;= Me; Rs= OMe; R,= OH; Rs= H; R¢= H; R;=Me

MeO

HO

14 21

Figura 11: Estruturas dos alcaloides isolados de Hippeastrum canastrense
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4.2.1 - Compostos com esqueleto do tipo homolicorina

O fracionamento dos extratos das hastes florais e bulbos da espécie
Hippeastrum canastrense levou ao isolamento e identificagdo por RMN de 16

alcaloides derivados do nucleo homolicorina (figura 12).

Figura 12: Estrutura quimica do alcaloide homolicorina

As principais caracteristicas do espectro de RMN *H (CDCls, 25 °C) do
alcaloide homolicorina podem ser resumidas em: (a) dois hidrogénios singletos (s) p-
orientados em 7,57 e 6,99 ppm, referente aos hidrogénios das posi¢cées 7 e 10
respectivamente; (b) um hidrogénio olefinico em 5,50 ppm, referente ao hidrogénio
da posicao 3; (c) um duplo duplo dubleto (ddd) em 4,81 ppm atribuido ao hidrogénio
da posicao 1; (d) dois singletos, integrando para 3 hidrogénios cada, referente aos
grupos OCHg; das posicées 8 e 9 em 3,96 e 3,95 ppm; (e) um ddd em 3,14 ppm
atribuido ao hidrogénio da posicao 12a; (f) um duplo dubleto (dd) em 2,72 ppm,
referente ao hidrogénio da posicdo 4a; (g) um dd em 2,64 ppm, atribuido ao
hidrogénio da posicdo 10b; (h) um quadrupleto (gq) em aproximadamente 2,24 ppm,
referente ao hidrogénio da posicao 128; (i) um singleto referente ao grupo NCH3; em
aproximadamente 2,00 ppm, igualmente apresentando integracdo para 3
hidrogénios.

O esqueleto do alcaloide homolicorina pertence a série das lactonas, devido a
auséncia de hidrogénios na posicdo 6, e ainda & atribuicdo por RMN **C do carbono
6 como uma carboxila (JEFFS et al. ,1985).

Ainda, o alcaloide homolicorina apresenta, tipicamente, os hidrogénios das

posicoes 4a e 10b em disposicao trans di-axial, sendo caracterizado no espectro de
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RMN H pela constante de acoplamento Jign.4a de aproximadamente 9,5 Hertz (Hz).
Esta estereoquimica mantém-se preservada, pois provém da fusdo cis entre os
anéis B e C do esqueleto que o origina. Além disso, pode-se destacar também que
o hidrogénio a orientado da posicdo 12 apresenta-se mais desblindado que o
hidrogénio B da posicao 12, devido a relacdo cis com o par de elétrons livre do

atomo de Nitrogénio do grupo NCH3, conforme descrito por Bastida et al. (2006).

4.2.1.1 - Composto 2

O fracionamento do extrato acetato de etila das hastes florais de Hippeastrum
canastrense levou ao isolamento de 1,2 mg do composto 2, que se apresentou como
um sélido branco. O composto foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDClI3)
para andlise de RMN *H (Figura 13).

As caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a) dois
hidrogénios singletos em 7,62 e 6,93 ppm, correspondentes aos hidrogénios
aromaticos p-orientados H-7 e H-10; (b) um hidrogénio olefinico em 5,61 ppm,
referente ao hidrogénio da posicao 3; (c) um dubleto largo em 4,70 ppm, atribuido ao
hidrogénio da posi¢éo 1; (d) um multipleto em 4,52 ppm, atribuido ao hidrogénio da
posicdo 2 (d) um singleto, integrando para 3 hidrogénios, referente a um grupo O-
CH3 no anel aromatico em 3,97 ppm; (e) um multipleto em 3,15 ppm atribuido ao
hidrogénio da posicdo 12a; (f) um duplo dubleto em 2,88 ppm, atribuido ao
hidrogénio da posicdo 10b; (g) um dubleto largo em 2,74 ppm, referente ao
hidrogénio da posicdo 4a; (h) um multipleto em aproximadamente 2,28 ppm,
referente ao hidrogénio da posicao 128; (i) um singleto referente ao grupo NCH3; em

2,05 ppm, apresentando integracao para 3 hidrogénios.
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Os dados obtidos no RMN *H do composto 2, indicam que a estrutura desse
composto possui esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a
auséncia de hidrogénios na posicdo 6. O espectro de RMN *H evidencia a presenca
de apenas uma metoxila aromatica, levando a possibilidade de dois isémeros de
posicdo (figura 14), e ainda, uma substituicdo na posicdo 2, uma vez que O
hidrogénio desta posicdo estd consideravelmente desblindado se comparado aos
hidrogénios do alcaloide homolicorina. A auséncia de metoxilas alifaticas, sugere
gue o substituinte em 2 seja um grupamento hidroxila. A posicao trans di-axial entre
os hidrogénios das posicdes 4a e 10b é confirmada através do calculo da constante
de acoplamento (Jigp4a= 9,0 Hz). Os dados de RMN *H foram comparados com os
dados do alcaloide 9-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina descrito na literatura
(BASTIDA et al., 1990), (tabela 10).

Figura 14: Estrutura quimica dos isdmeros de posigéo 8- e 9-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina,
respectivamente

Tabela 10: Comparagéo entre os 6 do composto 2 e 9-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (200 MHz)

Posic&o Composto 2 9-O-demetil-2a-hidroxi-homolicorina
(6 em ppm, J em Hz) (BASTIDA et al., 1990)
1 4,70 brd (4,8) 4,59 brd
2B 4,52 m 4,28 brt
3 5,61 brs 5,68 brs
4a 2,74 brd (9,0) 2,66 brd
7 7,62s 7,47 s
10 6,93 s 6,95 s
10b 2,88dd (9,0, 1,2) 2,83 dd
11 (2H) 2,42-2,60 m 2,50-2,60 m
12a 3,15 m 3,17 ddd
128 2,28 m 2,31dd
8-OMe 3,95s
9-OMe Sl .
NMe 2,05s 2,08 s

Solvente CDCl,4 CDCI;/CD3;0D
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Para confirmar a posicdo da metoxila aromética, foi realizada a analise de
RMN NOESY 'H-'H, na qual se observa a existéncia da correlacdo de NOESY do
hidrogénio da posicdo 10 com o substituinte em questédo, assim como a correlacao
com o grupamento NCHgs, e ainda, verificou-se que o hidrogénio da posi¢do 7 néo
apresenta correlacdo de NOESY com o grupamento metoxila, portando foi proposto
que o composto 2 trata-se do isbmero 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina, um
alcaloide ainda néo descrito na literatura (figura 15). A tabela 11 resume a atribuicéo
dos sinais com base nos dados de RMN mono e bidimensionais realizados (figura 16
e 17). As demais analises para completa caracterizagdo do composto estdo em

andamento.

Figura 15: Estrutura quimica do alcaloide 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (2)

Tabela 11: Dados espectrais de RMN da 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (2)

Posicéo Ho

(6 em ppm, J em Hz) cosy NOESY
1 4,70 br d (4,8) H-2, H-10b H-2,H-10b
2B 452 m H-1, H-3 H-1
3 561brs H-2, H-4a, H-11 H-2, H-11
4a 2,74 br d (9,0) H-3, H-10b NCH;
7 7,62s
10 6,93 s H-10b,NCH3, OCHj
10b 2,88 dd (9,0, 1,2) H-1, H-4a H-1,H-10
11 (2H) 2,42-2,60 m H-3, H-12a, H-128 H-128
12a 3,15 m H-11, H-128 H-128, H-11
12pB 2,28 m H-11, H-12a H-11, H-12a, NCH3
9-OMe 3,97 s H-10

NMe 2,05s H-128 H-11, H-12a, H-128
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Figura 16: Espectro de NOESY *H-"H do composto 2 (CDCls, 25 °C, 400 MHz)
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4.2.1.2 - Composto 3

O fracionamento dos extratos hexano e acetato de etila das hastes florais e
bulbos de Hippeastrum canastrense levou ao isolamento de um total de 30,1 mg do
composto 3, que se apresentou como um solido branco. O composto foi solubilizado
em metanol deuterado (CDs;OD) para andlise de RMN *H (Figura 18).

As caracteristicas dos sinais no espectro de RMN 'H incluem: (a) um
hidrogénio singleto em 6,74 ppm, correspondente ao hidrogénio H-10; (b) dois
dubletos em 6,08 ppm, integrando para dois hidrogénios, atribuidos ao grupo
OCH,0 no anel aromatico; (c) um hidrogénio olefinico em 5,55 ppm, referente ao
hidrogénio da posicéo 3; (d) um dubleto largo em 4,71 ppm, atribuido ao hidrogénio
da posicédo 1; (e) um singleto, integrando para 3 hidrogénios, referente a um grupo
OCH3z no anel aromatico em 4,07 ppm; (f) um ddd em 3,15 ppm atribuido ao
hidrogénio da posi¢cao 12a; (g) um multipleto em 2,72 ppm, integrando para dois
hidrogénios, atribuido aos hidrogénios da posicao 4a e 10b; (h) um quadrupleto em
2,29 ppm, referente ao hidrogénio da posicédo 128; (i) um singleto referente ao grupo

NCH3z; em 2,11 ppm, apresentando integracdo para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 3, indicam que a estrutura desse
alcaloide é do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a auséncia de
hidrogénios na posicdo 6. O espectro de RMN *H evidencia a presenca de apenas
um hidrogénio aromatico, sugerindo uma substituicdo no anel aromético por uma
metoxila na posicdo 7 ou 10 do composto, nesse sentido, a analise de RMN
bidimensionais NOESY e COSY 'H-'H (figuras 19 e 20) foram de extrema

importancia para confirmar a posi¢cao do substituinte em questéo.

O espectro de NOESY *H-'H exibe a correlacdo do hidrogénio aromatico tanto
com o grupo NCH3; em 2,11 ppm, quanto com o hidrogénio da posicdo 10b em
aproximadamente 2,72 ppm, o que leva a indicacdo de que a posicdo nao
substituida no anel aroméatico é a posicdo 10, e ainda, o espectro COSY H-'H
corrobora a constatacéo através do acoplamento explicito entre os hidrogénios 10 e
10b.
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Constatou-se uma apreciavel similaridade do espectro de RMN *H do
composto 3 com os deslocamentos tedricos do alcaloide masonina descrito na
literatura por Kreh e colaboradores (1995), onde o espectro de 3 diferencia-se
apenas pela substituicdo que ocorre no anel aromatico (tabela 12). Este diferencial
revela um composto inédito, denominado 7-metoximasonina (figura 21) e para a
completa elucidacdo da estrutura proposta, foram realizadas as demais andlises de
RMN bidimensionais HSQC, HMBC e RMN *3C (figuras 22, 23 e 24).

O espectro de RMN '3C apresentou dezoito sinais, condizentes com a
estrutura sugerida, e ainda, o sinal em 164,7 ppm é caracteristico de um carbono
carboxilico, evidenciando a presenca do grupo lactona no arcabouco. A tabela 13
resume a atribuicdo dos sinais com base nos dados de RMN mono e bidimensionais

realizados.

Tabela 12: Comparagéo entre os 6 do composto 3 e o alcaloide masonina (400 MHz)

Posicao Composto 3 Masonina
(6 em ppm,Jem Hz) (KREH e MATUSCH, 1995)
1 4,63 m 4,75 m
2(2H) 2,55 m 2,60 m
3 546 m 5,50 br d (2,2)
4a 2,68 br d (9,9) 2,74 m
7 - 749 s
10 6,66 s 6,96 s
10b 2,61 brd (9,9) 2,74 m
11 (2H) 2,46 m 250m
12a 3,15m 3,18 ddd (7,4; 6,3; 4,2)
128 2,22 9(9,4) 2,27 dd (18,7; 9,2)
7-OMe 4,12 s -
OCH,0 6,02 brs 6,07 2d
NMe 2,07s 2,06 s
Solvente CDCly CDCl;

OMe O

Figura 21: Estrutura quimica do alcaloide 7-metoxi-masonina (3)
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Tabela 13: Resumo dos dados espectrais de Ressonania Magnética Nuclear uni e bidimensionais do alcaloide 7-Metoximasonina (3)

.N H&
Posic&o (5 em ppm. 3 em H2) cosy NOESY HSQC HMBC
1 4,71 d (4,0) H-2, H-3, H-10b H-2, H-10b 77,8 CH
2 (2H) 2,64-2,44 m H-1, H-2, H-3 H-1, H-3, H-11 31,7 CH, C-4
3 5,55 br s H-1, H-2, H-4a, H11 H-2, H-11 117,2 CH
4 141,0 C
4a 2,73 m H-2, H-3, H-10b H-2, NCH, 67,4 CH
6 164,7 C
6a 111,4 C
7 146,5 C
8 138,5C
9 154,6 C
10 6,74 s H-10b H-10b, NCH 104,5 CH C-10b, C-6a, C-8, C-9
10a 1422 C
10b 2,71 dd (9,6; 1,5) H-1, H-4a H-1, H-10 45,4 CH C-4a, C-6a
11 (2H) 2,51-2,60 m H-2, H-3, H-12a, H-128  H-2, H-3, H-12a, H-128 28,5 CH,
12a 3,15 ddd (9,5; 7,7; 2,0) H-11, H-128 H-11, H-128, NCH, 57,2 CH, C-4, C-4a
128 2,29 q (9,5) H-11, H-12a H-4a, H-11, H-12a, NCH; 57,2 CH, NCH
7-OMe 4,07 s OCH,0 60,9 CH, C-7
OCH,0 6,08 2d (1,2) 103,6 CH, C-8, C-9
NMe 2,06 s H-128 H-4a, H-10, H-12a, H-128 43,5 CH, C-4a, C-12
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A estrutura do alcaloide 7-metoximasonina (3) foi confirmada pela analise de
espectrometria de massas de alta resolucao. Os ions observados foram os ions com
m/z [M+H]" 330,13384 (calculado CigH»oNOs 330,13360), [2M+H]" 659,26139
(calculado CzgH3gN2010 659,25992) e [3M+Na]" 1010,37239 (calculado CssHs7N3015
1010,36819) como representado na figura 25.

Intens.

1091
659.26139

2.0 330.13384
154

1.04

1010.37239
0.5

437.19410 744.33990

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz

Figura 25: Espectro de massas de alta resolu¢cdo da 7-metoximasonina (3)
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4.2.1.3 - Composto 4

O fracionamento do extrato acetato de etila das hastes florais de Hippeastrum
canastrense levou ao isolamento de 1,4 mg do composto 4, que se apresentou como
um solido branco. O composto foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDClIs)
para anélise de RMN *H (Figura 26).

As principais caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a)
dois hidrogénios singletos em 7,48 e 6,95 ppm, correspondente a hidrogénios
aromaticos; (b) dois dubletos em 6,07 ppm, integrando para dois hidrogénios
atribuidos ao grupo OCH,O no anel aromatico; (c) um sinal em 4,40 ppm, integrando
para um hidrogénio, referente ao hidrogénio da posicéo 2 substituida; (d) um singleto

referente ao grupo NCH3 em 2,06 ppm, apresentando integracéo para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN 'H do composto 4, indicam que este possui
esqueleto tipico de homolicorinas da série das lactonas, devido a auséncia de
hidrogénios na posicdo 6. O espectro de RMN 'H evidencia também, uma
substituicdo na posicdo 2, uma vez que o0 hidrogénio desta posicdo esta
consideravelmente desblindado se comparado aos hidrogénios do alcaloide
homolicorina, e a auséncia de metoxilas alifaticas sugere que o substituinte em 2

seja um grupamento hidroxila.

A posicédo trans di-axial entre os hidrogénios das posicdes 4a e 10b foi

confirmada através do calculo da constante de acoplamento (Jsa 100 ~ 9,5 Hz).
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Os dados de RMN 'H foram comparados com os deslocamentos da

hipeastrina descrito por Almanza et al. em 1996 (tabela 14), e baseado nessa

conferéncia, classificou-se o composto 4 como o alcaloide hipeastrina (figura 27).

Tabela 14: Comparacéao entre os 6 do composto 4 e o alcaloide hipeastrina (500 MHz)

Posicao Composto 4 Hipeastrina
(6 em ppm, J em Hz) (ALMANZA et al., 1996)
1 4,60 br s 4,62 brs
2B 4,40 m 4,38 br s
3 5,66 m 563 brs
4a 2,64d (9,5 2,62 d (9,5)
7 7,48 s 7,45s
10 6,95 s 6,92 s
10b 2,88 dd (9,5; 2,2) 2,85dd (9,5; 2,5)
11 (2H) 2,52 m 2,48 m
12a 3,16 ddd (10,0; 7,2; 3,2) 3,13 ddd (10,0; 8,0; 3,0)
12pB 2,26 g (9,6) 2,23 ddd (10,0; 9,0; 9,0)
OCH,0 6,07 2d (1,2) 6,04 2d (1,5)
NMe 2,06 s 2,03s
Solvente CDCl,4 CDCl;

Figura 27: Estrutura quimica do alcaloide Hipeastrina

A literatura relata que a hipeastrina apresenta atividade citotoxica contra
células fibroblasticas nao-tumorais (WENIGER et al.,, 1995), atua como agente
antiviral contra Herpes simplex tipo 1, e também desempenha boa atividade
antifingica contra Candida albicans (RENARD-NOZAKI et al., 1989; EVIDENTE et

al., 2004).
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4.2.1.4 — Composto 5

O fracionamento dos extratos acetato de etila das hastes florais e bulbos de
Hippeastrum canastrense levou ao isolamento de 12,8 mg do composto 5, que se
apresentou como um solido branco. O composto foi solubilizado em cloroférmio
deuterado (CDCl;) para analise de RMN *H (figura 28).

As principais caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a)
um hidrogénio singleto em 6,68 ppm, correspondente a um hidrogénio aroméatico; (b)
um singleto largo em 6,03 ppm, integrando para dois hidrogénios atribuidos ao grupo
OCH0 no anel aromatico; (c) um duplo tripleto em 4,37 ppm, integrando para um
hidrogénio, referente ao hidrogénio da posicao 2 substituida; (d) um singleto em 4,13
ppm, integrando para 3 hidrogénios, atribuido a um grupo OCHjz no anel aromatico;
(e) um singleto referente ao grupo NCH3; em 2,09 ppm, apresentando igualmente

integracao para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 5, indicam que este possui
esqueleto tipico de homolicorina da série das lactonas, devido a auséncia de
hidrogénios na posicdo 6. O espectro de RMN 'H evidencia também, uma
substituicdo na posicdo 2, uma vez que o0 hidrogénio desta posicdo esta
consideravelmente desblindado se comparado aos hidrogénios do alcaloide
homolicorina, desta forma, a auséncia de metoxilas alifaticas sugere que o

substituinte em 2 seja um grupamento hidroxila.

A posicado trans di-axial entre os hidrogénios das posicdes 4a e 10b foi

confirmada através do calculo da constante de acoplamento (Jsa 100 = 9,4 Hz).
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Os dados de RMN *H foram comparados com os deslocamentos teéricos da
candimina descrito por Giordani et al. em 2011 (tabela 15), e embasado nessa

comparacao, classificou-se o composto 5 como o alcaloide candimina (figura 29).

Tabela 15: Comparacéo entre os 6 do composto 5 e o alcaloide candimina (500 MHz)

Posicédo

Composto 5
(6 em ppm, J em Hz)

Candimina

(GIORDANI et al., 2011)

1 4,50 brd (1,5) 4,50 brd (1,5)
2B 4,37 dt (3,6; 1,8) 4,37 dt (4,0; 1,5)
3 5,64 m 5,63 m
4a 2,64d (9,4) 2,63d(9,5)
10 6,68 s 6,68 s
10b 2,85dd (9,4; 2,1) 2,85dd (9,5; 2,0)
11 (2H) 2,47-2,52 m 2,42-2-55m
12a 3,15 m 3,15 ddd (9,5; 8,0; 3,0)
12pB 2,24 q (9,4) 2,24 ddd (9,5; 9,0)
7-OCH3 413 s 4,13 s
OCH,0 6,03 brs 6,03 s
NMe 2,09s 2,09 s
Solvente CDCl; CDCl,

A literatura relata que a candimina apresenta atividade citotoxica contra o

OMe O

Figura 29: Estrutura quimica do alcaloide Candimina

parasita Trichomonas vaginalis (GIORDANI et al., 2010).



103

4.2.1.5-Composto 6

O fracionamento dos extratos acetato de etila e hexano das hastes florais e
acetato de etila dos bulbos de Hippeastrum canastrense levou ao isolamento de 30,8
mg do composto 6, que se apresentou como um soélido branco. O composto foi
solubilizado em metanol deuterado (CDs;OD) para anélise de RMN *H (figura 30).

As caracteristicas dos sinais no espectro de RMN 'H incluem: (a) um
hidrogénio singleto em 6,72 ppm, correspondente a um hidrogénio aromaético; (b)
dois dubletos em 6,08 ppm, integrando para dois hidrogénios, atribuidos a um grupo
OCH,0 no anel aromatico; (c) um hidrogénio olefinico em 5,61 ppm, referente ao
hidrogénio da posicdo 3; (d) um sinal em 4,82 ppm, atribuido ao hidrogénio da
posicdo 1; (e) um sinal em 4,25 ppm, atribuido a um hidrogénio da posicao 2
substituida; (f) um singleto, integrando para 3 hidrogénios, referente a um grupo
OCH3; no anel aromatico em 4,07 ppm; (g) um singleto, integrando para 3
hidrogénios, referente a um grupo OCHjs alifatico em 3,46 ppm; (h) um ddd em 3,16
ppm atribuido ao hidrogénio da posicdo 12a; (i) um duplo dubleto em 2,94 ppm,
integrando para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio da posi¢cdo 10b; (j) um
dubleto largo em 2,71 ppm, integrando para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio
da posicéo 4a; (I) um quadrupleto em 2,32 ppm, referente ao hidrogénio da posicao
12B; (m) um singleto referente ao grupo NCH; em 2,10 ppm, apresentando

integracao para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 6, indicam que a estrutura desse
composto possui esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a
auséncia de hidrogénios na posi¢céo 6. A posicao trans di-axial entre os hidrogénios
das posicbes 4a e 10b é confirmada através do célculo da constante de

acoplamento entre eles (Jsa, 100~ 9,4 Hz).
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Constatou-se uma apreciavel similaridade do espectro de RMN *H do
composto 6 com os deslocamentos tedricos do alcaloide candimina (5) descrito
anteriormente, onde o espectro de 6 diferencia-se apenas pelo fato de que o
substituinte na posi¢cédo dois € um grupo OCH3; e ndo OH como em observado em 5
(tabela 16). De fato, o hidrogénio da posicdo 2 do composto 6 encontra-se mais
blindado que o H-2 do alcaloide candimina (5), devido a mudanca do substituinte em
2. Para efeito de comparacdo, o composto 6 foi analisado por RMN 'H em

cloroformio deuterado.

Tabela 16: Comparac¢édo entre os 6 do composto 6 e o alcaloide candimina (500 MHz)

Posicao Composto 6 Candimina
(6emppm,Jem Hz) (GIORDANI et al., 2011)
1 4,69 dt (4,5; 1,2) 4,50 br d (1,5)
2B 4,15 m 4,37 dt (4,0; 1,5)
3 559 m 5,63 m
da 2,78 m 2,63 d (9,5)
10 6,59 s 6,68 s
10b 2,78 m 2,85dd (9,5; 2,0)
11 (2H) 2,40-2,55 m 2,42- 2-55 m
12a 3,12 ddd (9,7; 8,1; 2,8) 3,15 ddd (9,5; 8,0; 3,0)
12pB 2,259 (9,3) 2,24 ddd (9,5; 9,0)
2-OCHg3 3,47 s -
7-OCH3 411s 4,13 s
OCH,0 6,02 brs 6,03 s
NMe 2,09s 2,09s
Solvente CDCl, CDCls

O espectro de RMN 'H evidencia a presenca de apenas um hidrogénio
aromatico, sugerindo uma substituicdo no anel aromatico por uma metoxila na
posicdo 7 ou 10 do composto, nesse sentido, a analise de RMN bidimensionais
NOESY e COSY 'H-'H (figuras 31 e 32) foram de extrema importancia para

confirmar a posicao do substituinte em questéao.

O espectro de NOESY *H-'H exibe a correlacdo do hidrogénio aromatico tanto
com o grupo NCH3z em 2,09 ppm, quanto com o hidrogénio da posicdo 10b em
aproximadamente 2,78 ppm, o0 que leva a indicacdo de que a posicdo néo
substituida no anel aroméatico é a posicdo 10, e ainda, o espectro COSY H-'H
corrobora a constatagéo através do acoplamento explicito entre os hidrogénios 10 e

10b.
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Diante das informagfes extraidas dos espectros de RMN uni e bidimensionais
do composto 6, foi proposto que o mesmo trata-se do alcaloide denominado 2-O-
metilcandimina (figura 33). Esta estrutura ndo possui, até o presente momento,
dados publicados na literatura, logo foram realizadas as demais analises de RMN
bidimensionais HSQC, HMBC e RMN *3C para a completa elucidacdo do composto
proposto (figuras 34, 35 e 36).

O espectro de RMN *3C apresentou dezenove sinais, condizentes com a
estrutura sugerida, e ainda, o sinal em 161,4 ppm é caracteristico de um carbono
carbonilico, evidenciando a presenc¢a do grupo lactona no arcabouc¢o preconizado. A

tabela 17 resume a atribuicdo dos sinais com base nos dados de RMN realizados.

OMe O

Figura 33: Estrutura quimica do alcaloide 2-O-metilcandimina (6)
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Tabela 17: Resumo dos dados espectrais de Ressonania Magnética Nuclear uni e bidimensionais do alcaloide 2-O-metilcandimina (6)

Posicao (5em pp|r-ln,63 em Hz) COoSsy NOESY HSQC HMBC
1 4,69 dt (4,5; 1,2) H-2, H-3, H-10b H-2, H-10b, 2-OMe 75,3 CH C-2, C-3, C-4a, C-10a
2 4,15 m H-1, H-3, H-4a, H-11 H-1, H-3, H-4a 2-OMe 76,3 CH C-4
3 559 m H-1, H-2, H-3, H-4a, H-11 H-2, H-11 117,3 CH C-1, C-4a, C-11
4 1445C
4a 2,78 m H-2, H-3 H-2, H-3, H-11, H-126, NCH; 67,0 CH C-10a, NCH3
6 161,4C
6a 1111 C
7 1456 C
8 1370C
9 152,4C
10 6,59 s H-10b H-10b, NCH; 1029CH C-6,C-6a, C-7,C-8, C-9, C10b
10a 140,2C
10b 2,78 m H-1, H-10 H-1, H-10 45,9 CH C-4, C-4a, C-6a, C-10
11 (2H) 2,40-2,55m H-2, H-3, H-4a, H-12a, H-120 H-3, H-12a, H-128 27,6 CH; C-3,C-4,C-12
12a 3,12 ddd (9,7; 8,1; 2,8) H-11, H-126 H-11, H-128, NCH; 56,3 CH; C-4,C-4a, C-11
128 2,25q(9,3) H-11, H-12a H-11, H-12a, NCH3 56,3 CH, C-4, C-11, NCH3
2-OMe 3,47s H-1, H-2, H-3 56,5C C-2
7-OMe 4,11s OCH,0O 60,7 CHs
OCH,0 6,02 brs 7-OMe 101,9 CH, C-8,C-9

NMe 2,09s H-4a, H-10, H-12a, H-12f 43,4 CH; C-4a, C-12
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A estrutura do alcaloide 2-O-metilcandimina (6) foi confirmada pela anéalise de
espectrometria de massas de alta resolucao. Os ions observados foram os ions com
m/z [M+H]" 360,14451 (calculado CioH,NOg 360,380531), [2M+H]" 719,28319
(calculado CzgH3N2015 719,75367) e [3M+Na]" 1100,40581 (calculado Cs;HgsN301s
1101,10864) como representado na figura 37.

Intens. 1

9
sl 719.28319

360.14451

1100.40581

633.41290

0- l - l‘.\ .l“x{l.'lhh..ﬂ N - "l.“_.Lm.h_Lul n \L'lln._ i A ik \

i . e — — — —
300 400 500 600 700 800 800 1000 1100 mz

Figura 37: Espectro de massas de alta resolucdo da 2-O-metilcandimina (6)
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4.2.1.6 — Composto 7

O fracionamento dos extratos acetato de etila e hexano das hastes florais e
bulbos de Hippeastrum canastrense levou ao isolamento de 30,7 mg do composto 7,
que se apresentou como um sélido amarelado. O composto foi solubilizado em
cloroférmio deuterado (CDCls) para andlise de RMN *H (figura 38).

As principais caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a)
um hidrogénio singleto em 6,79 ppm, correspondente a um hidrogénio aromatico; (b)
um singleto em 5,59 ppm, integrando para um hidrogénio; (c) um singleto largo em
5,50 ppm, integrando para um hidrogénio, referente ao hidrogénio olefinico; (d) trés
singletos em 3,92, 3,87 e 3,85 ppm, integrando para 3 hidrogénios cada, atribuido a
trés grupos OCHj3; no anel aromatico; (e) um singleto em 3,54 ppm referente a um
grupo OCHg alifatico, apresentando igualmente integracdo para 3 hidrogénios; (f) um
sinal em 2,65 ppm, integrando para um hidrogénio; (g) um singleto em 2,08 ppm

referente ao grupo NCHs, apresentando integracao para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 7, mostram que este possui
um esqueleto tipico de homolicorinas da classe hemiacetal, devido a presenca de
um singleto em 5,59 ppm, tipico em estruturas do tipo homolicorina pertencentes a
esta classe. Logo, o grupo metoxila alifatico deve estar na posi¢cédo 6 da estrutura.

Similarmente, observa-se a substituicdo no anel aromatico por trés grupos
OCHgs;, sendo duas delas localizadas nas posi¢cées 8 e 9, que é caracteristico dos
alcaloides pertencentes ao tipo homolicorina e a terceira metoxila aromatica foi
atribuida a posicdo 7 da estrutura, através da comparacdo com a literatura.
Tipicamente, observa-se que alcaloides do tipo homolicorina que possuem trés

substituintes no anel aromatico apresentam a posi¢cao 10 n&o substituida.



115

—-——

=HLC |

1 1 .
18 50
_,.m.la. 1
_.&lh 1
P
6€5°E — L p 43
1 O [ !
10 % “
mmw.m/ r||\“.,m 1 cra'7 | T'E
Rm.mM X m L ch%mv.m.
. 1o .
826' <1 619 R
L ¢
1O !
1 O “
1 == .
S T o
|
129°C -, 69¢¢ -
wmo.m/ 2 gl 6T
9897 1 L0ET L]
B b7~ g 1 SIET— ~
Il_ 699°C ~ N N ®¢MN/ o
Ro.mw e _2“ GGE'7 — FT~E
¥89' g ‘== zoer/ &
N - ~
| g1 6607 % 1T e 5 Tl sers
s ! - ~ ! — o ™1 .
I <1 6187 — ol P v. MMOO._”.
1o n 1 o! 08— o L-- 0S°S .
" S8l EEEIE 10t
e ]
_\II,
= _ £6£'9— <880
|
R ]
o
2
W )
0
O

56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
f1 (ppm)

5.8

72 70 68 66 64 6.2 6.0

7.4

Figura 38: Espectro de RMN *H do composto 7 e ampliagdes (CDCls, 25 °C, 400 MHz)



116

Verificou-se uma semelhanca consideravel entre o espectro de RMN *H do
composto 7 com os deslocamentos tedricos do alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina
descrito por DE ANDRADE et al. em 2014. Alguns deslocamentos quimicos
encontraram-se distintos devido ao uso de solventes de diferentes polaridades.
Desta forma, o composto 7 foi analisado por RMN *H em metanol deuterado para
efeito de comparacao (tabela 18) e consequentemente pode-se estabelecer que o
composto em questao trata-se do alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina (figura 39).

Tabela 18: Comparacéo entre os 6 do composto 7 e o 7-metoxi-O-metillicorenina (500 MHz)

Posicao Composto 7 7-metoxi-O-metillicorenina
(6 em ppm, J em Hz) (DE ANDRADE et al., 2014)
1 4,39 dt (4,5; 1,2) 4,40 br d (6,5)
2a 2,66 ddt (19,6; 7,0; 3,2) 2,67 ddt (19,0; 6,5; 3,0)
2B 2,31m 2,29 dt (19,5; 3,0)
3 5,52 brs 555brs
4a 2,85 brd (9,5) 2,92br d (10,0)
688 5,59 s 552s
10 6,85s 6,85s
10b 2,45 dd (9,5; 2,0) 2,47 dd (10,0; 2,0)
11 (2H) 2,48- 2-55 m 2,49- 2-58 m
12« 3,19 ddd (10,2; 7,4; 3,0) 3,22 ddd (10,5; 7,5; 3,0)
128 2,38 m 242 m
6-OCHj3 3,51s 351s
7-OCH; 3,88s 3,89s
8-OCHgs; 3,8ls 3,82s
9-OCHgs; 3,87s 3,87s
NMe 2,07s 211s
Solvente CD;0D CD,;0D
12

,’6
_ H OMe
H,c O

Figura 39: Estrutura quimica do alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina (7)
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O alcaloide 7-metoxi-O-metillicorenina foi avaliado por Lou e colaboradores
em 2012 quanto a citotoxicidade frente a linhagens de células tumorais, néo
apresentando atividade citotoxica satisfatoria contra as cinco linhagens de células

ensaiadas.

4.2.1.7 - Composto 8

O composto 8 foi isolado dos extratos acetato de etila das hastes florais e
bulbos e do extrato hexano dos bulbos, totalizando em 29,8 mg de um soélido branco.
O composto foi solubilizado em cloroféormio deuterado (CDCl3) para analise de RMN
'H (figura 40).

As principais caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a)
um hidrogénio singleto em 6,80 ppm, correspondente a um hidrogénio aromatico; (b)
trés singletos em 3,99, 3,91 e 3,89 ppm, integrando para 3 hidrogénios cada,
atribuido a trés grupos OCHgz no anel aroméatico; (c) um hidrogénio singleto em 2,05

ppm referente ao grupo NCHj3;, apresentando integracdo para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 8, indicam que este composto
possui esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a auséncia de
hidrogénios na posicdo 6. Ainda, observa-se a substituicdo no anel aromético por
trés grupos OCHj;, sendo duas delas localizadas nas posicbes 8 e 9, que é
caracteristico dos alcaloides pertencentes ao tipo homolicorina. A terceira metoxila
aromatica foi atribuida a posicdo 7 da estrutura, através da comparacdo com a
literatura. Tipicamente, observa-se que alcaloides do tipo homolicorina que possuem

trés substituintes no anel aromatico apresentam a posicao 10 ndo substituida .

A posicao trans di-axial entre os hidrogénios das posicbes 4a e 10b €
confirmada através do céalculo da constante de acoplamento entre eles (Jsa, 100~ 9,0
Hz).
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A comparacdo entre os deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio do
composto 8 e o alcaloide descrito na literatura por De Andrade e colaboradores em
2014 como albomaculina, permitiu confirmar a estrutura do composto isolado em

questao (tabela 19). A figura 41 ilustra a estrutura quimica do composto 8.

Tabela 19: Comparacgéo entre os 6 do composto 8 e albomaculina (400 MHz)

Posicao Composto 8 Albomaculina
(6 em ppm, Jem Hz) (DE ANDRADE et al., 2014)
1 4,68 brs 4,68 m
2 (2H) 2,57 m 2,55-2,60 m
3 549 brs 5,48 m
4a 2,73 brd (9,0) 2,72 d (10,0)
10 6,80 s 6,78 s
10b 2,64 br d (9,0) 2,63 d (10,0)
11 (2H) 2,48-2-50 m 2,45-2-53 m
12a 3,14m 3,13 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
128 2,24 m 2,239 (9,6)
7-OCHj; 3,99s 3,99s
8-OCHj; 3,89s 3,89s
9-OCHj; 391s 391s
NMe 2,05s 2,05s
Solvente CDCl; CDCl;

OMe O

Figura 41: Estrutura quimica do alcaloide albomaculina (8)

A albomaculina (8) foi isolada pela primeira vez em 1956, a partir da planta
Haemanthus albomaculatus (BRIGGS et al., 1956) e poucos resultados de testes
biolégicos envolvendo esse alcaloide encontram-se descritos na literatura (WANG,
et al., 2007).
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4.2.1.8 - Composto 9

O composto 9 foi identificado em mistura com o alcaloide albomaculina (8)
nos extratos acetato de etila e hexano das hastes florais e no extrato hexano dos
bulbos de Hippeastrum canastrense, totalizando em 36,7 mg. A mistura contendo o
composto 9 foi solubilizada em cloroférmio deuterado (CDCl3) para analise de RMN
H.

Conhecendo-se os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da albomaculina
(8), € possivel distinguir e identificar quais sinais pertecem aos hidrogénios do
composto 9, e nesse sentido, o espectro de RMN *H do composto 9 apresentou
como caracteristicas principais: (a) dois hidrogénios singletos relativos a hidrogénios
aromaticos para orientados em 7,56 e 7,01 ppm; (b) dois singletos em 3,95 e 3,94
ppm, integrando para 3 hidrogénios cada, atribuido a dois grupos OCHs; no anel
aromatico; (c¢) um singleto em 2,01 ppm referente ao grupo NCHs, apresentando

igualmente integracao para 3 hidrogénios (figura 42).

Diante das informacdes extraidas do espectro de RMN *H do composto 9,
sugere-se que 0 mesmo possui esqueleto do tipo homolicorina da classe das
lactonas, devido a auséncia de hidrogénios na posicao 6. A comparagcdo entre 0s
deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio do composto 9 e o alcaloide
homolicorina descrito anteriormente no item 4.1.1, permitiu designar o composto 9

como o alcaloide homolicorina (tabela 20).

Tabela 20: Comparacéo entre os 6 do composto 9 e homolicorina (200 MHz)

- Composto 8 Homolicorina
Posicdo (6em ppm,Jem Hz) (BASTIDA et al., 1987)
1 4,80 dd (4,4; 2,2) 4,81 ddd
2 (2H) 2,50m 249 m
3 550 m 550 m
4a 2,76 br d (10,0) 2,72 dd (10,0)
7 7,56 s 7,57s
10 7,01s 6,99 s
10b 2,68 br d (10,0) 2,64 dd (10,0)
11 (2H) 2,55-2-63 m 2,60- 2-70 m
12a 3,16 ddd (9,5; 6,7; 3,6) 3,14 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
12 2,259 (9,5) 2,24 ddd (9,6)
8-OCHj 3,95s 3,96 s
9-OCHg3; 3,94 s 3,95s
NMe 2,01s 2,00s

Solvente CDCl; CDCl,4
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Para o isolamento do alcaloide homolicorina (9) (figura 43) foi utilizado a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando como eluente a fase
movel acida agua:metanol:acetonitrila (80:10:10+1%TFA), eluida isocraticamente, e
como fase estacionaria coluna semi-preparativa C-18 (Agilent Eclipse). Foi utilizado
um fluxo de 7 mL.min™ e a leitura foi realizada no comprimento de onda de 270 e
290 nm. Observou-se dois sinais ho cromatograma com o0s tempos de retencdo em
10,580 e 9,397 minutos. Apds isolar os produtos, ambos foram analisados por RMN
'H, confirmando os compostos presentes na mistura previamente discutida. Ainda,
constatou-se que o alcaloide homolicorina (9) € o composto com o0 tempo de
retencdo de 9,397 minutos (figura 44).

Figura 43: Estrutura quimica do alcaloide isolado homolicorina (9)

180 I\

9,397 min \ 10,580 min
|

1409 |
|
il
\
\

|

Figura 44: Cromatograma do isolamento do composto 9 por CLAE.
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O isolamento de 9 por CLAE, forneceu 11,3 mg de um solido branco, e o
espectro RMN *H esta disposto na figura 45. Todos os deslocamentos quimicos do

espectro estdo congruentes com a descri¢cdo do alcaloide na literatura.

Estudos realizados por Szlavik e colaboradores (2004) indicam que o
alcaloide homolicorina apresenta alta atividade antirretroviral, e também atividade
citotdxica contra células fibroblasticas nao-tumorais (WENIGER et al., 1995).
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4.2.1.9 - Composto 11

O composto 11 foi isolado dos extratos acetato de etila e hexano das hastes
florais e do extrato acetato de etila dos bulbos, totalizando em 7,7 mg de um sélido
branco. O composto foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDCl3) para anélise
de RMN *H (figura 46).

As principais caracteristicas do espectro de RMN 'H incluem: (a) um
hidrogénio singleto em 6,58 ppm, correspondente a um hidrogénio aromatico; (b)
dois singletos largos em 6,04 e 5,99 ppm, integrando para um hidrogénio cada,
atribuidos ao grupo OCH,O no anel aromatico; (¢) um singleto, integrando para 3
hidrogénios, referente a um grupo OCH3; no anel aromatico em 4,11 ppm; (d) um
dubleto largo em 3,32 ppm intgrando para um hidrogénio; (e) um quadrupleto em
2,87 ppm, integrando para um hidrogénio.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 11, indicam que a estrutura desse
alcaloide é do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a auséncia de
hidrogénios na posicdo 6. O espectro de RMN *H evidencia a presenca de apenas
um hidrogénio aromatico, sugerindo uma substituicdo no anel aromético por uma
metoxila. Nesse sentido foram realizadas as analises de RMN NOESY e COSY *H-
'H para confirmar a posicdo do substituinte, onde espectro de NOESY *H-'H
evidenciou a correlacdo do hidrogénio aromatico com o hidrogénio da posi¢do 10b
em aproximadamente 2,51 ppm, levando a indicacdo de que a posicdo nao
substituida no anel aromético é a posicdo 10, e ainda, o espectro COSY 'H-'H
corrobora a constatacéo através do acoplamento explicito entre os hidrogénios 10 e
10b.

O espectro de COSY 'H-'H (figura 47) também mostrou um acoplamento
grande entre os hidrogénios com deslocamentos quimicos em 3,32 e 2,51 ppm (J ~
9,5 Hz), enquanto no espectro de NOESY *H-'H (figura 48), estes ndo apresentaram
correlacdo. Assim, atribuiu-se os hidrogénios 4a e 10b em 3,32 e 2,51 ppm,

respectivamente, confirmando a estereoquimica e a posicéo trans di-axial entre eles.



126

COMPOSTO 11

Y61'C
861°C
814°¢C
1¢S'C
LLS'C
W [ ® mwm.NW
RPN V68T
o I 86v°C .
o _fnnnﬂ 85T~ o mmw.m/
o 8 s~ z.m mmw.m\
RS Al g 088°¢C
oS 5" 206'C
- T A v60°€
G89°C ~ '
L N sz 3 moH.m
o - g 02T
| ZET i.
LPT°E
T 90€'€
'3 ! 0€€’e
| E
90Ty — P 5!
P L
L
1 O !
1 O “
(i
o U —
w_ l._
o1 88V'G—
w_ l._
Coa
1
ERRCTN
O cc0'9-
18 ! €09 M
| —
_\I -
1
' = ! U9 — ———————
-

=

L

HCE T

H6'0 [

HO'T |

A£0T |
NET |

6°0 |
10 |

46 44 42 40 3.8 36 34 3.2 3.0 28 26 24 22 20 1.8
f1 (ppm)

4.8

70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 5.0

7.2

7.4

Figura 46: Espectro de RMN 'H do composto 11 e ampliagdes (CDCls, 25 °C, 400 MHz)



127

OCHs
10 OCH20

L A A

COMPOSTO 11
COosy

2 «@>) 30

. R _ _ ol
=,

---------- ~- I35

Q

) < o=o] 5.5

e mmmmm e
! \d
I 4
1
! 1
1 1
! 1
! 1
1 1
1 1 \
1 1 o
1 1
1 |
1 1 o]
1 1 o
1 1 &)
1 1
1 1
1 1
! 1
1 1
1 1
1 1 5
1 1
1 1
! 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
! 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
! 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
! 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
! 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 | .
! 1
1 1 00
1 1 o
N &
|
L L L — T T
N ) ) n EN
=) « =) =} n
f1 (ppm)

Figura 47: Espectro de COSY "H-'H do composto 11 (CDCls, 25 °C, 400 MHz)



12
10 OCH,0 OCH,
3
4 2 :
S 6 D B N
OMe O COMPOSTO 11, __
NOESY

J 8

5.5

6.0

6.5

-7.0

L e B B B B B B B B e e |
72 70 68 66 64 6.2 6.0 58 56 54 52 SfOZ (4.8 ) 46 44 42 40 38 36 34 3.2 3.0 28 26 24
ppm

Figura 48: Espectro de NOESY 'H-'H do composto 11 (CDCls, 25 °C, 400 MHz)

f1 (ppm)

128



129

A auséncia do sinal do grupo NCH3; no espectro de hidrogénio do composto
11, comum em compostos com esqueleto homolicorina, e também o deslocamento
quimico atipico dos hidrogénios 4a e 128, norteou uma investigacdo de alcaloides
com caracteristicas semelhantes. De fato, os deslocamentos dos hidrogénios no
espectro de RMN do composto 11 mostraram-se consideravelmente similares aos
deslocamentos dos hidrogénios do alcaloide normasonina, descrito pela primeira vez
por Kreh e Matusch em 1995. O espectro de 11 diferencia-se principalmente pela

substituicdo da posicao 7 da estrutura por um grupamento metoxila (tabela 21).

Tabela 21: Comparacéo entre os 6 do composto 11 e o alcaloide hormasonina (400 MHz)

Posicao Composto 11 Normasonina
(6 em ppm, J em Hz) (KREH e MATUSCH, 1995)
1 4,73 brs 4,85m
2 (2H) 2,58 m 2,62m
3 549 br s 5,64 m
4a 3,32 brd (9,5) 5,50 br d (9,3)
7 - 7,52s
10 6,58 s 7,11s
10b 2,51 dd (9,5; 1,6) 2,66 d (9,7)
11 (2H) 2,47-2,52 m 2,52m
12a 3,12 ddd (10,8; 7,2, 4,0) 3,15 ddd (10,8; 6,8; 4,3)
128 2,87 9 (9,0) 2,89 dd (18,6; 8,6)
7-OCH; 4,11s -
OCH,0 6,01 brs 6,05 d (5,01)
Solvente CDCl; CDCl;

Diante das informacgfes extraidas dos espectros de RMN uni e bidimensionais
do composto 11, foi proposto que o mesmo se trata do alcaloide denominado 7-
metoxinormasonina (figura 49). Esta estrutura ndo possui, até o presente momento,
dados publicados na literatura, logo foram realizadas as demais analises de RMN
bidimensionais para a elucidacdo adequada do composto preconizado (tabela 22,
figuras 50, 51 e 52).

OMe O

Figura 49: Estrutura quimica do alcaloide 7-metoxinormasonina (11)
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Tabela 22: Resumo dos dados espectrais de Ressonania Magnética Nuclear uni e bidimensionais do alcaloide 7-metoxinormasonina (11)

Posicéo 8 el-|l~naHz) COSsY NOESY HSQC HMBC
1 4,73 brs H-2, H-3, H-4a, H-10b H-2, H-10b 74,6 CH
2 (2H) 2,47-2,52 m H-1, H-3 H-1, H-3 31,1 CH, C-4
3 5,49 brs H-1, H-2, H-4a, H-11 H-2, H-11 115,1 CH
4 139,0C
4a 3,32 brd (9,5) H-1, H-3, H-10b H-11, H-128 58,6 CH
6
6a 110,6 C
7 146,7C
8 137,8C
9 153,1C
10 6,58 s H-10b H-10b 102,5CH C-6a, C-8, C-9, C-10b
10a
10b 2,51dd (9,5; 1,6) H-1, H-4a, H-10 H-1, H-10b 44,4 CH C-4a, C-6a, C-10
11 (2H) 2,58 m H-3, H-12qa, H-128 H-4a, H-12a, H-128 29,6 CH,
12a 3,12 ddd (10,8; 7,2, 4,0) H-11, H-128 H-11, H-128 43,4 CH, C-4,C-4a
128 2,87 g (9,0) H-11, H-12a H-4a, H-11, H-12a 43,4 CH,
7-O-Me 411s 60,8 CHj3 C-7
OCH,0 6,01 brs 102,0 CH, C-8,C-9
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A estrutura do alcaloide 7-metoxinormasonina (11) foi confirmada pela analise
de espectrometria de massas de alta resolucéo. O ion observado com m/z [M+H]"
316,11944 (calculado C;7H;1sNOs 316,32797) conforme ilustrado na figura 53.

Intens.
x108 |

2.5

316.11944

2.0

31817148

0.5

330.13520

} 335.25739 33810170
0.0 T ll' e 'k' -y T SN WY e A A 'L' 'l.l Y VO .J. . 'l' -
325 3150 7S 3200 3225 3250 3275 330.0 3325 3350 WE  mz

Figura 53: Espectro de massas de alta resolu¢cdo da 7- metoxinormasonina (11)
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4.2.1.10 - Composto 12

O fracionamento dos extratos acetato de etila das hastes florais e dos extratos
acetato de etila e hexano dos bulbos de Hippeastrum canastrense levou ao
isolamento de 14,3 mg do composto 12, que se apresentou como um solido branco.
O composto foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDCI3) para andlise de RMN
'H (Figura 54).

As principais caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a)
dois singletos referente a dois hidrogénios aromaticos em 7,57 e 6,92 ppm; (b) um
sinal em 4,21 ppm, referente a um hidrogénio da posi¢cdo 2 substituida; (c) um
singleto largo em 3,94 ppm, integrando para 6 hidrogénios, atribuido a dois grupos
OCHg3 no anel aromatico; (d) um singleto integrando para 3 hidrogénios em 3,50
ppm referente a um grupo OCHjs alifatico; (e) um singleto em 2,03 ppm referente ao

grupo NCHgs, apresentando igualmente integragcao para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 12, indicam que este composto
possui esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a auséncia de
hidrogénios na posicdo 6. Ainda, verifa-se a substituicdo no anel aromatico por dois
grupos OCHgz, sendo localizadas nas posicbes 8 e 9, que é caracteristico dos
alcaloides pertencentes ao tipo homolicorina. A terceira metoxila identificada no
espectro de hidrogénio de 12 foi atribuida a posicdo 2 da estrutura, uma vez que
estd na regido de metoxilas alifaticas e ainda, o hidrogénio desta posicdo esta
consideravelmente desblindado se comparado aos hidrogénios do alcaloide

homolicorina.
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Verificou-se uma apreciavel semelhanca das caracteristicas do espectro de
RMN 'H do composto 12 com os deslocamentos teéricos do alcaloide homolicorina,
onde o espectro de 12 diferencia-se apenas pela substituicdo que ocorre na posi¢cao
2 da estrutura (tabela 23). Este diferencial revela um composto conhecido e
denominado 2a-metoxihomolicorina. No entanto, este alcaloide foi identificado
somente pelo estudo de massas e do padrao de fragmentacao por CG-EM em 2014
por De Andrade e colaboradores. Assim sendo, o alcaloide 2a-metoxihomolicorina

(12) foi isolado pela primeira vez no presente trabalho (figura 55).

Tabela 23: Comparac¢éo entre os 6 do composto 12 e homolicorina (200 MHz)

Posicao Composto 12 Homolicorina
(6em ppm,Jem Hz) (BASTIDA et al., 1987)
1 4,85 (4,1) 4,81 ddd 4,2; 1,8, 1,7)
2 4,21 br s (B) 2,49 m (2H)
3 5,64 brs 550m
4a 2,84 brs 2,72 dd (9,6; 2,0)
7 7,56 s 757s
10 7,01s 6,99 s
10b 2,84 brs 2,64 dd (9,6; 1,8)
11 (2H) 2,44- 2-58 m 2,60-2-70 m
12a 3,14 m 3,14 ddd (9,2; 5,3; 4,1)
128 2,26 9 (9,7) 2,24 dd (18,0; 9,2)
2-OCH; 3,50s -
8-OCHjs 3,94s 3,96 s
9-OCHj; 3,94s 3,95s
NMe 2,03s 2,00s
Solvente CDCl; CDCl;

Figura 55: Estrutura quimica do alcaloide 2a-metoxihomolicorina (12)
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A estrutura do alcaloide 2a-metoxihomolicorina (12) foi confirmada pela
analise de espectrometria de massas de alta resolucédo. O ion observado com m/z
[M+H]" 346,16506 (calculado C19H24sNOs 346,39701) conforme ilustrado na figura 56.

As demais andlises para a completa caracterizacdo do composto estdo em

andamento.
Intens.
X108 |
346.16506
154
1.0
4
i 368.14705
05
38420580
376.17567
‘ l 3011069 \
00 : | — v " 1 Il \l{ lnl.l Ll | 1 : | Ihl.ll_ lll
kY3 3850 385 %0 365 370 375 380 mz

Figura 56: Espectro de massas de alta resolucao da 2a-metoxihomolicorina (12)
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4.2.1.11 - Composto 13

O fracionamento do extrato acetato de etila das hastes florais e de
Hippeastrum canastrense levou ao isolamento de 2,3 mg do composto 13, que se
apresentou como um solido branco. O composto foi solubilizado em cloroférmio
deuterado (CDCl;) para analise de RMN *H (figura 57).

As principais caracteristicas dos sinais no espectro de RMN *H incluem: (a)
dois singletos referente a dois hidrogénios aromaticos em 7,60 e 7,06 ppm; (b) um
singleto em 3,97 ppm, integrando para 3 hidrogénios, atribuido a um grupo OCHgz no
anel aromético; (c) um singleto em 2,04 ppm referente ao grupo NCHj3, apresentando

igualmente integracao para 3 hidrogénios.

As informacdes obtidas no espectro de RMN *H do composto 13, indicam que
este composto possui esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a
auséncia de hidrogénios na posicdao 6. Nota-se que 0 composto apresenta as
caracteristicas tipicas do alcaloide homolicorina, porém destaca-se que o anel
aromatico encontra-se deficiente de um grupo metoxila. Esta constatacdo leva a

possibilidade de dois isdbmeros de posicao (figura 58).

Figura 58: Estrutura quimica dos isdmeros de posi¢éo 8- e 9-O-desmetilhomolicorina,
respectivamente
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Para determinar a posicdo do grupo OCHg, efetuou-se a analise de RMN
NOESY unidimensional, onde observou-se a correlacdo entre o hidrogénio da
posicdo 10 com a metoxila aromatica, comprovando a proximidade entre eles (figura
59). Logo, a auséncia de outros substituintes no anel aromatico sugere que a
posicdo 8 possui uma hidroxila. Os dados de RMN *H do composto 13 foram entdo
comparados com a literatura (Tabela 24) e concluiu-se que o composto 13 trata-se
do alcaloide 8-O-desmetilhomolicorina (figura 60).

Tabela 24: Comparac¢édo entre os 6 do composto 13 e 8-O-desmetilhomolicorina (400 MHz)

Posicao Composto 13 8-O-desmetilhomolicorina
(6 em ppm,Jem Hz) (JEFFS et al., 1985, LATVALA et al., 1995)
1 4,78 m 4,77 brs
2 (2H) 2,61brs 2,59 m
3 552 brs 553 brs
4a 2,81 brd (10,0) 2,73 dd
7 7,61s 759 s
10 7,06 s 7,08 s
10b 2,74 brd (10,0) 2,63 dd
11 (2H) 2,61m 2,50 m
12a 3,21 m 3,26 m
128 2,30 dd (18,7;9,5) 2,25dd
9-OCHj; 3,97 s 3,97s
NMe 2,04s 2,06 s
Solvente CDCl; CDCl;

Figura 60: Estrutura quimica de 8-O-desmetilhomolicorina (13)

Estudos recentes indicam que o alcaloide 8-O-desmetilhomolicorina
apresentou atividade neuroprotetora contra estresse oxidativos em uma linhagem de
neuroblatoma humano testada (LI, et al., 2013), enquanto apresenta-se inativo
quanto ao efeito de inibicdo da enzima acetilcolinesterase em ensaios in vitro (LEE,
et al., 2014).
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Figura 59: Espectro de NOESY 1D do composto 13 e ampliagédo (CDs;0D, 25 °C, 400 MHz)
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4.2.1.12 — Composto 15

O composto 15 foi isolado dos extratos acetato de etila das hastes florais,
assim como dos extratos acetato de etila e hexano dos bulbos de Hippeastrum
canastrense, totalizando 7,4 mg do composto. O solido amarelado foi solubilizado
em cloroférmio deuterado (CDCls) para andlise de RMN 'H, onde as principais
caracteristicas observadas incluem (figura 61): (a) Um singleto em 7,78 ppm, na
regido de hidrogénios aromaticos; (b) um sinal em 4,18 ppm, referente a um
hidrogénio da posicdo 2 substituida; (c) trés singletos em 4,00, 3,91 e 3,88 ppm,
integrando para 3 hidrogénios cada, atribuidos a trés grupos OCH;z; no anel
aromatico; (d) um singleto integrando para 3 hidrogénios em 3,48 ppm referente a
um grupo OCHjs alifatico; (e) um singleto em 2,09 ppm referente ao grupo NCHs,

apresentando igualmente integracao para 3 hidrogénios.

Os dados obtidos no RMN *H do composto 15, indicam que a estrutura desse
composto possui esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas, devido a
auséncia de hidrogénios na posicéo 6. Tipicamente, compostos do tipo homolicorina
gue possuem trés grupos OCHj; aromaticos, apresentam as substituicbes nas
posicdes 7, 8 e 9 do anel. A quarta metoxila identificada no espectro de hidrogénio
de 15 foi atribuida a posicdo 2 da estrutura, uma vez que o sinal encontra-se na
regido de metoxilas alifaticas e ainda, o hidrogénio desta posicdo esta
consideravelmente desblindado se comparado aos hidrogénios do alcaloide

homolicorina.
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A comparacdo entre os deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio
do composto 15 e o alcaloide descrito na literatura por Giordani e colaboradores

(tabela 25), permitiu confirmar que o composto isolado é o alcaloide 2a,7-
dimetoxihomolicorina (figura 62).

Tabela 25: Comparacéo entre os 6 do composto 15 e 2a,7-dimetoxihomolicorina (500 MHz)

Posic&o Composto 15 2a,7-dimetoxihomolicorina
(0 em ppm,Jem Hz) (GIORDANI et al., 2014)
1 4,74 brd (4,4) 4,73 d (4,5)
2B 4,18 m 4,18 m
3 5,62 brs 5,62 brs
4a 2,86 brs 2,83s
10 6,78 s 6,74 s
10b 2,86 brs 2,83s
lla 2,52br dd (9,0; 2,0)
118 2,42- 2-57 (2H) m 2,46 br d (9.0)
12a 3,16 brt (9,6) 3,14 ddd (9,5; 8,0; 2,5)
128 2,28 q (9,6) 2,27 q(9,5)
2-OCHs 3,48 s 3,49 s
7-OCHs 4,00 s 4,00s
8-OCHj3 3,88s 3,88s
9-OCHj3 391s 3,90s
NMe 2,09s 2,08 s
Solvente CDCl, CDCl;

OMe O

Figura 62: Estrutura quimica de 2a,7-dimetoxihomolicorina (15)

O alcaloide 2a,7-dimetoxihomolicorina foi isolado pela primeira vez por
Giordani e colaboradores em 2014, portanto, até o presente momento ndo existem

dados de ensaios biolégicos e aplicacdes para 0 composto.



146

4.2.1.13 - Compostos 16 e 17

Os compostos 16 e 17 foram identificados somente em mistura, obtida do
extrato acetato de etila das hastes florais com um peso de 4,9 mg. A mistura foi

solubilizada em cloroférmio deuterado (CDCls) para anélise de RMN *H (figura 63).

Diante de um espectro de RMN 'H de uma mistura de compostos, é
necessario que um sinal associado a apenas um hidrogénio de uma das estruturas
seja escolhido como referéncia, a fim de normatizar qual a area abaixo da curva
corresponde a integracdo de 1H. Nesse sentido, foi escolhido o singleto em 7,56
ppm como padrdo. Este, e os demais sinais relacionados a essa estrutura, foram
estabelecidos como sinais de hidrogénios do composto 16. Consequentemente, 0s

demais sinais no espectro de RMN *H da mistura pertencem ao composto 17.

O espectro de RMN *H mostra que os sinais correspondentes ao composto 17
apresentaram cerca de 80% da integracdo do sinal escolhido como parametro de
1H. Desta forma, distingui-se entre as estruturas dos compostos presentes na

mistura.

As principais caracteristicas verificadas relacionadas ao composto 16 incluem:
(a) dois hidrogénios singletos para orientados em 7,56 e 6,97 ppm; (b) dois singletos
em 3,95 e 3,94 ppm, integrando para 3 hidrogénios cada, atribuido a dois grupos
OCH3 no anel aromético; (c) um singleto em 2,10 ppm referente ao grupo NCHs,
apresentando igualmente integracdo para 3 hidrogénios. Enquanto as principais
caracteristicas dos sinais pertencentes ao composto 17 incluem: (a) um singleto em
6,79 ppm na regido de hidrogénios aromaticos; (b) trés singletos em 4,00 e 3,92 e
3,89 ppm, integrando para 3 hidrogénios cada, atribuido a trés grupos OCHj; no anel
aromatico; (c) um singleto em 2,06 ppm referente ao grupo NCH3, apresentando

integracao para 3 hidrogénios.
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As informagfes extraidas do espectro dos compostos 16 e 17, indicam que
ambas as estruturas possuem esqueleto do tipo homolicorina da série das lactonas,
devido a auséncia de hidrogénios nas posicdes 6 de cada composto. Nota-se
também, que os dois compostos possuem uma substituicdo na posicédo 2, uma vez
gque os hidrogénios desta posicdo estdo consideravelmente desblindados se
comparados aos hidrogénios, da mesma posicdo, do alcaloide homolicorina.
Ademais, a auséncia de metoxilas alifaticas no espectro sugere que o substituinte

em ambas as estruturas seja um grupamento hidroxila.

O espectro de RMN 'H revela ainda, que o composto 16 possui duas
substituicbes no anel aromatico, localizadas tipicamente nas posicdes 8 e 9 em
compostos do tipo homolicorina. Enquanto o composto 17 apresenta trés grupos

OCHg3 aromaticos, posicionados habitualmente em 7, 8 e 9 no anel.

A comparacdo entre os deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio
do composto 16 e o alcaloide descrito por Jeffs e colaboradores em 1985 (tabela
26), permitiu propor que o composto 16 trata-se do alcaloide 2a-hidroxihomolicorina
(figura 64).

Tabela 26: Comparacgéo entre os 6 do composto 16 e 2a-hidroxihomolicorina (250 MHz)

Posicao Composto 16 2a-hidroxihomolicorina
(6 em ppm, J em Hz) (JEFFS et al., 1985)
1 4,72 brd (4,7) 4,63 brs
2B 4,53m 4,40 br s
3 5,61m 572 brs
4a 2,76 brd (9,0) 3,02m
7 7,56 s 7,50 s
10 6,98 s 7,07 s
10b 2,93 m 3,32m
11 (2H) 2,45- 2-53 m 2,50- 2-60 m
12a 3,17 ddd (10,5; 7,8; 3,2) 3,20 m
128 2,27 q (10,5) 2,30 m
8-OCHj3 3,95s 3,96 s
9-OCHj; 394s 392s
NMe 2,10s 2,09s

Solvente CDCly CDCl;
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Figura 64: Estrutura quimica do alcaloide 2a-hidroxihomolicorina (16)

A comparacdo entre os deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio
do composto 17 e o alcaloide descrito por Shitara e colaboradores em 2014 (tabela
27), permitiu determinar o composto 17 como o alcaloide 2a-hidroxialbomaculina
(figura 65). Alguns sinais demonstraram uma pequena diferenca no deslocamento
qguimico, o que pode ter sido causado pela diferenca de solventes utilizados na

andalise.

Tabela 27: Comparacéo entre os 6 do composto 17 e 2a-hidroxialbomaculina (400 MHz)

Posicao Composto 17 2a-hidroxialbomaculina
(6emppm,JemHz) (SHITARA etal., 2014)
1 4,61 brd (4,7) 4,73 brs
23 4,49 m 4,60 m
3 561m 585brs
4a 2,76 br d (9,0) 3,93m
10 6,79 s 712s
10b 2,93 m 3,58d
11 (2H) 2,45-2-53 m 2,75m
12a 3,17 ddd (10,5; 7,8; 3,2) 3,29 m
128 2,27 q (10,5) 3,88 m
7-OCH; 3,92s 3,93s
8-OCHj3 3,89s 3,84s
9-OCH; 4,00s 3,98s
NMe 2,06 s 2,72s

Solvente CDCly CDs0D
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OMe O

Figura 65: Estrutura quimica do alcaloide 2a-hidroxialbomaculina (17)

Apesar de conhecido ha décadas, existem poucos estudos biologicos
concernentes ao alcaloide 2a-hidroxihomolicorina. Estudos recentes em busca de
novos farmacos contra a malaria, uma doenca muito presente em paises mais
pobres, apontam que o alcaloide 2a-hidroxihomolicorina ndo possui efeito
antimaldrico significativo (CEDRON, et al.,2013).

O alcaloide 2a-hidroxialbomaculina foi isolado pela primeira vez por Shitara e
colaboradores em 2014, portanto, até o presente momento ndo existem dados de

ensaios biolégicos e aplicacdes para o0 composto.

4.2.1.14 - Composto 18

O composto 18 foi identificado em apenas uma fracdo do extrato hexano das
hastes florais de H. canastrense com um peso de 1,4 mg de um soélido branco. O
composto foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDCls) para andlise de RMN *H
(figura 66).

As principais caracteristicas do espectro de RMN 'H incluem: (a) dois
hidrogénios singletos em 7,50 e 6,92 ppm, correspondente a um hidrogénio
aromatico; (b) dois dubletos integrando para dois hidrogénios em 6,07 ppm,
atribuidos a um grupo OCH,0O no anel aromético; (c) um singleto, integrando para 3

hidrogénios, referente a um grupo NCH3 no anel aromético em 2,03 ppm;
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Devido a auséncia de sinais de hidrogénio na posi¢cdo 6 do composto, admite-
se gque 0o mesmo pertence ao grupo de alcaloides com esqueleto do tipo
homolicorina da série das lactonas. Ainda, uma rapida investigacdo de alcaloides
com caracteristicas semelhantes foi realizada, permitindo a suposicdo de que o
composto 18 encaixa-se ao perfil do alcaloide masonina descrito por Kreh e
colaboradores em 1995 (tabela 28).

A posicéo trans di-axial entre os hidrogénios das posicoes 4a e 10b foi

confirmada através do calculo da constante de acoplamento (J4a 100 ~ 10 HZ).

Tabela 28: Comparacéo entre os 6 do composto 18 e o alcaloide masonina (400 MHz)

Posicao Composto 18 Masonina
(6emppm, Jem Hz) (KREH e MATUSCH, 1995)
1 4,75 m 4,75 m
2 (2H) 2,59 m 2,60 m
3 5,49 br d (2,4) 5,50 brd (2,2)
4a 2,70 br d (10,0) 2,74 m
7 7,50 s 7,49 s
10 6,92 s 6,96 s
10b 2,62 br dd (10,0; 1,7) 2,74 m
11 (2H) 2,49 m 2,50 m
12a 3,13 ddd (9,6; 6,6; 3,7) 3,18 ddd (7,4, 6,3; 4,2)
12pB 2,23q(9,6) 2,27 dd (18,7; 9,2)
OCH,0 6,07 2d (1,3) 6,07 2d
NCHs; 2,03s 2,06 s
Solvente CDCly CDCl,

De fato, os deslocamentos dos hidrogénios no espectro de RMN do composto
18 mostraram-se consideravelmente similares aos deslocamentos dos hidrogénios
do alcaloide masonina, porém diante da baixa qualidade do espectro de hidrogénio,
optou-se por realizar a andlise de RMN bidimensional HSQC para confirmagédo da

estrutura do composto (figura 67).
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As informacdes extraidas do mapa de contornos HSQC do composto 18, em
comparacdo com os dados de **C do alcaloide masonina (tabela 29), confirma a

estrutura do composto (figura 68).

Tabela 29: Comparacéo entre os 0 de 3¢ do composto 18 e o alcaloide masonina (100 MHz)

o Composto 18 Masonina

POSICa0 (5 om ppm)  (KREH e MATUSCH, 1995)

1 77,1 77,3

2 30,8 31,1

3 115,1 115,6

4a 66,3 66,8

7 109,7 109,7

10 108,4 108,6

10b 44,2 43,8

11 27,5 27,9

12 56,3 56,3

OCH,0 102,0 102,0

NCH3 43,4 43,5

Solvente CDCl,4 CDCl,4

Figura 68: Estrutura quimica do alcaloide masonina (18)

A masonina foi isolada pela primeira vez em 1958 por Boit e Werner,
entretanto, ndo existem muitos estudos bioldgicos associados ao composto. Gude e
colaboradores (1988) relatam que a masonina atua como indutora de
hipersensibilidade tardia em animais sendo, portanto, um dos compostos
responsaveis pela irritacdo que ocorre na pele decorrentes do manuseio da planta

Narcissus pseudonarcissus.
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4.2.1.15 - Composto 19

O fracionamento do extrato hexano das hastes florais de Hippeastrum
canastrense levou a identificacdo do composto 19 em uma subfragdo com massa de
1,7 mg. O solido branco foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDCls) para
anélise de RMN *H, onde as principais caracteristicas observadas incluem (figura
69): (a) dois singletos em 7,54 6,84 ppm, correspondente a dois hidrogénios
aromaticos; (b) dois dubletos em 6,05 ppm, integrando para dois hidrogénios,
atribuidos ao grupo OCH,O no anel aromatico; (c) um dubleto largo em 3,32 ppm
intgrando para um hidrogénio; (e) um quadrupleto em 2,88 ppm, integrando para um

hidrogénio.

Devido a auséncia de sinais de hidrogénio na posicdo 6 do composto, admite-
se gque 0 mesmo pertence ao grupo de alcaloides com esqueleto do tipo
homolicorina da série das lactonas. A auséncia do sinal do grupo NCH3 no espectro
de hidrogénio do composto 19, comum em compostos com esqueleto homolicorina,
e também o deslocamento quimico atipico dos hidrogénios 4a e 123, norteou uma
investigagdo de alcaloides com caracteristicas semelhantes. Desta forma, a
comparacdo entre os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do alcaloide
normasonina, isolado pela primeira vez por Kreh e Matusch (1995) possibilitou
confirmar que o composto 19 encaixa-se ao perfil deste alcaloide (tabela 30). Ainda,
a posicao trans di-axial entre os hidrogénios das posicdes 4a e 10b foi confirmada
através do calculo da constante de acoplamento (Ja 100 ~ 10 Hz).

Tabela 30: Comparacgéo entre os 6 do composto 19 e o alcaloide normasonina (400 MHz)

Posic&o Composto 19 Normasonina
(6 em ppm, J em Hz) (KREH e MATUSCH, 1995)
1 4,84 m 4,85 m
2 (2H) 2,63 m 2,62m
3 552m 5,64 m
4a 3,32 br d (10,0) 5,50 br d (9,3)
7 7,54 s 7,52s
10 6,84 s 7,11 s
10b 2,55 dd (10,0; 2,5) 2,66 d (9,7)
11 (2H) 252m 2,52m
12a 3,13 ddd (11,2; 7,6; 3,8) 3,15 ddd (10,8; 6,8; 4,3)
12p 2,88 g (8,5) 2,89 dd (18,6; 8,6)
OCH;0 6,05 2d (1,0) 6,05 d (5,01)

Solvente CDCl, CDCl,
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Kreh e colaboradores relatam que a ocorréncia de alcaloides derivados da
homolicorina sem o grupo NCH3 sdo raros de serem encontrados, uma vez que a
biossintese destes, utilizam como precursores compostos N-metilados. Os autores
acreditam que derivados N-desmetilados podem estar presentes em muitas
espécies da familia Amaryllidaceae, porém em quantidades infimas. De fato, uma
pesquisa rapida na literatura revelou que, até o presente momento, 0 composto foi
isolado somente por Kreh e Mastusch, onde 12 Kg de material vegetal fresco
originou apenas 27 mg do composto. Portanto, ndo existem estudos de possiveis
atividades biologicas concernentes a este produto isolado, e a figura 70 ilustra a

estrutura quimica do alcaloide.

Figura 70: Estrutura quimica do alcaloide normasonina (19)

4.2.1.16 — Composto 20

O composto 20 foi identificado em diferentes fracdes hexano dos bulbos de
Hippeastrum canastrense, porém foi isolado somente de uma subfracdo com massa
de 1,0 mg. O composto foi solubilizado em cloroférmio deuterado (CDCl3) para
anélise de RMN 'H (figura 71), onde as principais caracteristicas dos sinais no
espectro de RMN 'H incluem: (a) um hidrogénio singleto em 6,77 ppm,
correspondente a um hidrogénio aromético; (b) um singleto em 6,14 ppm, integrando
para um hidrogénio; (c) dois singletos em 3,99 integrando para 3 hidrogénios, e
outros dois em 3,87 e 3,86 ppm, integrando para 6 hidrogénios, atribuido a trés
grupos OCH3z no anel aromatico; (d) um singleto em 2,05 ppm referente ao grupo

NCH3, apresentando integracao para 3 hidrogénios.
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O singleto em 6,14 ppm identificado no espectro de RMN *H do composto 20,
é tipicamente detectado em estruturas do tipo homolicorina pertencentes a classe
hemiacetal, sendo atribuido ao hidrogénio da posicdo 6 (JEFFS e HAWKSWORTH
et al., 1963). A auséncia de metoxilas alifaticas sugere que o subtituinte na posi¢ao 6
seja um grupo hidroxila. O espectro de hidrogénios do composto também revela trés
grupos OCHs no anel aromatico. Tipicamente, compostos do tipo homolicorina que
possuem trés grupos metoxilas aromaticas, apresentam essas substituicdes nas

posicdes 7, 8 e 9 do anel.

Verificou-se uma semelhanca consideravel entre o espectro de RMN *H do
composto 20 com os deslocamentos tedricos do alcaloide nerinina descrito de forma
completa por DE ANDRADE et al. em 2014 (tabela 31), e portanto, estabeleceu-se

que o0 composto em questéo trata-se do alcaloide nerinina (figura 72).
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Tabela 31: Comparacgédo entre os 6 do composto 20 e nerinina (400 MHz)

Posicao Composto 20 Nerinina
(6em ppm,Jem Hz) (DE ANDRADE et al., 2014)
1 4,52br dd (5,6;1,2) 4,52 ddd (5,6;2,0;1,0)
2a 2,65 ddt (19,1; 6,6; 3,3) 2,65 ddt (19,2; 6,0; 2,8)
2B 2,34 m 2,34 dt (19,2; 2,5)
3 547 m 547 m
da 2,74 br d (10,0) 2,73d (9,6)
68 6,14s 6,14s
10 6,77 s 6,77 s
10b 2,42 br d (10,3) 2,41 dd (9,6; 1,5)
11 (2H) 2,43-2,48 m 2,44-2-51'm
12a 3,14m 3,14m
128 2,249 (9,2) 2,249(9,2)
7-OCHjs 3,99s 3,99s
8-OCHjs 3,87s 3,87s
9-OCHj 3,86s 3,86s
NMe 2,05s 2,06 s
Solvente CDCl; CDCls

Figura 72: Estrutura quimica do alcaloide nerinina (20)
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N&do foram encontradas informacfes concernentes a possiveis atividades

bioldgicas do alcaloide nerinina.
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4.2.2 - Compostos com esqueleto do tipo licorina
4.2.2.1 - Composto 10

O composto 10 foi obtido do fracionamento dos extratos acetato de etila das
hastes florais e bulbos da espécie Hippeastrum canastrense. Foram isolados cerca
de 190 mg do composto, que se apresentou como um solido branco amorfo. Para
anéalise de RMN *H, foram solubilizados 5 mg do composto em metanol deuterado
(CDs0D), onde o espectro de RMN *H apresentou como principais caracteristicas
(figura 73): (a) dois singletos relativos a hidrogénios aromaticos p-orientados em
6,88 e 6,64 ppm; (b) um sinal em 5,91 ppm integrando para dois hidrogénios,
referente a um grupo OCH,O no anel aromatico; (c) um sinal na regido de
hidrogénios olefinicos em 5,54 ppm; (d) dois dubletos em sistema a,b em 4,11 e 3,54

ppm, integrando para um hidrogénio cada, atribuidos aos hidrogénios da posi¢éo 6.

A apresentacdo do espectro de hidrogénio do composto 10 sugere gque este,
possui esqueleto do tipo licorina, uma vez que os compostos desse tipo englobam
caracteristicas muito peculiares tais como: auséncia de grupo NCHg, sinais dubletos
em sistema a,b com constante de acoplamento de grande magnitude (J = 14,0 Hz),
presenca de apenas um hidrogénio olefinico e ainda hidrogénios aromaticos p-
orientados. Ainda, os hidrogénios H-1 e H-2 encontram-se desblindados,
evidenciando que os carbonos das posi¢cdes 1 e 2 possuem ligagdo com atomos
eletronegativos, e na auséncia de metoxilas, atribui-se grupos hidroxilas a estas

posicoes.

Os hidrogénios B orientados das posicoes 6 e 12, encontram-se mais
desblindados que os seus homdlogos a, e segundo Bastida e colaboradoes (2006),
isto ocorre devido a relagéo cis com o par de elétrons livre do atomo de nitrogénio
na estrutura. Ainda, a grande constante de acoplamento observada entre os
hidrogénios 4a e 10b (J = 10,8 Hz), é indicativa de acoplamento trans-diaxial,

confirmando a jungéo trans dos anéis B e C dos esqueletos desse tipo.
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Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do composto 10 foram
comparados com dados da literatura (tabela 32), de tal maneira que foi proposto que

0 composto isolado trata-se do alcaloide licorina (figura 74).

Tabela 32: Comparacéo entre os ¢ do composto 10 e licorina (300 MHz)

Posicao Composto 10 Licorina
(6em ppm,JemHz) (LIKHITWITAYAWUID et al., 1993)
1 4,46 br s 4,27 br s
2 (2H) 4,17 br s 3,97 brs
3 5,54 br s 537brs
da 2,88 d (10,8) 2,60 d (10,6)
6a 3,54 d (14,0) 3,32d (14,4)
68 4,11 (14,1) 4,02 d (14,4)
7 6,64 s 6,68 s
10 6,88 s 6,81s
10b 2,71d (10,8) 2,50m
11 (2H) 2,53-2,67m 2,44 m
12a 2,44 q (8,9) 2,19 ddd (14,4; 8,6; 1,5)
128 3,34 m 3,19dd (14,4; 7,5)
OCH,0 591brs 595s
Solvente CD;0D DMSO-dg

Figura 74: Estrutura quimica do alcaloide licorina (10)

A licorina (10) foi o primeiro alcaloide de Amaryllidaceae isolado e € 0 mais
abundante, presente em praticamente todas as espécies da familia. Existem
inimeros estudos a respeito das atividades biologicas que este apresenta
(MCNULTY et al., 2009), entre elas: atividade antiviral contra virus da gripe (HE, QlI,
TIAN et al., 2012), antifungica contra Candida albicans (EVIDENTE, ANDOLFI,
ABOU-DONIA et al., 2004), antimalarica (SENER, ORHAN e SATAYAVIVAD, 2003)
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e anticancer (LUO et al., 2012). Além dessas atividades, licorina também é usada
em semissintese como precursor de alcaloides com atividades contra Trypanosoma
brucei brucei e Plasmodium falciparum (TORIIZUKA et al, 2008; CEDRON, et al.,
2010), e Trichomonas vaginalis (GIORDANI et al., 2012).

4.2.2.2 — Composto 14

O composto 14 foi obtido do fracionamento do extrato acetato de etila das
hastes florais Hippeastrum canastrense. Foram isolados 1,5 mg do composto, que
se apresentou como um sélido branco, que foi solubilizado em metanol deuterado
(CD30D) para anélise de RMN *H (figura 75).

As principais caracteristicas do espectro de RMN 'H incluem: (a) dois
singletos relativos a hidrogénios aromaticos para orientados em 6,95 e 6,59 ppm; (b)
um sinal na regido de hidrogénios olefinicos em 5,43 ppm; (c) dois dubletos em
sistema a,b em 4,07 e 3,52 ppm, integrando para um hidrogénio cada, atribuidos aos
hidrogénios da posicdo 6; (d) um singleto em 3,87 ppm, integrando para 3

hidrogénios e atribuido ao grupo OCHz no anel aromético.

O espectro de hidrogénio do composto 14 sugere que possui esqueleto do
tipo licorina, uma vez que englobam caracteristicas tipicas de esqueletos desse tipo,
tais como: auséncia de grupo NCHjs;, sinais dubletos em sistema a,b com constante
de acoplamento de grande magnitude (J = 14,0 Hz), presenca de apenas um

hidrogénio olefinico e ainda hidrogénios aromaticos para orientados.

Diferentemente do alcaloide licorina, o espectro de 14 ndo apresenta 0 grupo
OCH,0 no anel aromético, e a presenca de apenas uma metoxila aromatica na
estrutura, leva a possibilidade de dois isébmeros de posicdo (figura 76). Pode-se
destacar também que ha apenas um substituinte no anel C do composto, uma vez
gque somente um hidrogénio da regido encontra-se mais desblindado, enquanto

outros dois hidrogénios aparecem na regiao mais blindada do espectro.
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Figura 76: Estrutura quimica dos isbmeros de posi¢cédo 8- e 9-O-desmetilpluviina,

respectivamente

Tipicamente, os hidrogénios B orientados das posi¢cdes 6 e 12, encontram-se
mais desblindados que os seus homdlogos a, e segundo Bastida e colaboradoes
(2006), isto ocorre devido a relagdo cis com o par de elétrons livre do atomo de
nitrogénio na estrutura. Ainda, a constante de acoplamento calculada entre os

hidrogénios 4a e 10b (J ~ 11 Hz) confirma a relacao trans-diaxial entre eles.

No intuito de confirmar a posicdo da metoxila aromatica, foi realizada analise
de RMN NOESY (figura 77), no qual o espectro demonstrou correlacdo entre o
hidrogénio da posicéo 10 e os hidrogénios da metoxila aromatica, indicando que na
a metoxila encontra-se na posi¢cdo nove. Ao comparar os deslocamentos quimicos
exibidos no espectro de 14 com o alcaloide 8-O-desmetilpluviina (tabela 33),
constatou-se que o composto se trata do alcaloide norpluviina (8-O-desmetilpluviina)

e a figura 78 ilustra sua estrutura quimica.
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Tabela 33: Comparagdo entre os 6 do composto 14 e norpluviina (400 MHz)

Posicao Composto 14 Norpluviina
(6 em ppm, Jem Hz) (LAMORAL-THEYS et al., 2009)
1 4,78 m 4,26 dd (5,9; 1,0)
2a 2,51-2,66 m 2,62 m
2B 2,31-2,45m 2,33 m
3 5,43 brd (2,4) 5,39d (2,2)
4da 2,91d(11,1) 2,76 d (9,9)
6a 3,52d (14,0) 3,50 d (14,5)
68 4,07 (14,0) 4,13 d (14,5)
7 6,59 s 6,64 s
10 6,95s 6,74 s
10b 2,58 d (11,6) 2,66 d (9,9)
11 (2H) 2,51-2,66 m 259 m
12a 2,31-2,45m 2,37 m
12pB 3,34 m 3,34 m
Solvente CD3;0D CDCl;

Figura 78: Estrutura quimica do alcaloide norpluviina (14)
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4.2.3 - Compostos com esqueleto do tipo galantamina
4.2.3.1 - Composto 1

O composto 1 foi obtido do fracionamento dos extratos acetato de etila das
hastes florais e bulbos da espécie Hippeastrum canastrense. Foram isolados 2,6 mg
do composto, que se apresentou como um solido branco amorfo, que foi solubilizado

em cloroférmio deuterado (CDCls) para anélise de RMN *H (figura 79).

As principais caracteristicas do espectro de RMN 'H incluem: (a) dois
dubletos relativos a hidrogénios aromaticos o-orientados (J = 8,0 Hz) em 6,66 e 6,56
ppm; (b) na reagido de hidrogénios olefinicos foram observados um dubleto em 6,07
ppm, e um duplo dubleto em 6,01 ppm, ambos integrando para um hidrogénio; (c)
dois dubletos em 4,09 e 3,68 ppm (J ~ 14,5 Hz) referentes aos hidrogénios da
posicdo 6; (d) um sinal em 2,40 ppm integrando para 3 hidrogénios, atribuidos a um

grupo NCHs.

A apresentacdo do espectro de hidrogénio do composto 1 sugere que este,
possui esqueleto do tipo galantamina, uma vez que 0s compostos desse tipo
englobam caracteristicas muito peculiares tais como: duas olefinas, hidrogénios

aromaticos orto orientados, e a presenca de grupo NCHs.

Destacam-se dois sinais de hidrogénios bastante desblidandos em 4,62 e
4,17 ppm, indicando que os carbonos dessas posicbes estdo ligados a atomos
eletronegativos, atribuindo portando, os hidrogénios das posi¢des 1 e 3, e ainda, a
auséncia de metoxilas aromaticas na estrutura indicam que as substituicbes

alifaticas e aromaticas sejam grupos hidroxilas.
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O composto 1 foi entdo identificado como sanguinina (figura 80) e os dados

de RMN *H foram congruentes com os encontrados na literatura para esse alcaloide

(tabela 34).

Tabela 34: Comparagéo entre os 6 do composto 1 e sanguinina (250 MHz)

Posicao Composto 1 Sanguinina
(6 em ppm, J em Hz) (MARY et al., 1998)

1 4,62 brs 4,52 brs
2a 2,11 dd (14,0) 2,10 ddd (16,0; 5,0; 3,0)
2B 2,65 br d (14,0) 2,49 br d (16,0)

3 4,17 br t (4,6) 4,15 br t (4,5)

4 6,01 dd (10,1; 4,9) 5,91 dd (10,5; 5,0)
4da 6,07 d (10,4) 6,11 d (10,5)

6 4,09 d (15,0) 4,06 d (15,0)

6’ 3,68 d (14,6) 3,64 d (15,0)

7 6,67 d (8,1) 6,57 d (8,0)

8 6,56 d (8,0) 6,52 d (8,0)
1lla 1,59 br dd (13,2; 3,7) 1,65 br d (14,5)
118 2,02 brd (13,2) 2,05 m
12a 3,07 (13,3) 3,01 br d (14,5)
128 3,29 br t (13,6) 3,22 brt (12,5)

NCH; 240s 2,38d
Solvente CDCl, CDs0D

Figura 80: Estrutura quimica do alcaloide Sanguinina (1)

A estrutura da sanguinina diferencia-se da estrutura do alcaloide galantamina
apenas pela substituicho do grupo metoxila aromatico por um grupo hidroxila
aromatico. E conhecido que a galantamina apresenta grande atividade inibitoria
frente & enzima acetilcolinesterase, e por esta razdo € utilizada no tratamento
paliativo da doenca de Alzheimer. Estudos relatam que sanguinina apresenta-se
ainda mais potente que a galantamina (HOUGHTON et al., 2006), tornando-se

assim, um dos alcaloides de Amaryllidaceae mais promissores da atualidade.
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4.2.4 - Compostos com esqueleto do tipo narciclasina
4.2.4.1 — Composto 21

O fracionamento do extrato acetato de etila dos bulbos de Hippeastrum
canastrense levou ao isolamento de 1,0 mg do composto 21, que foi solubilizado em
CDClspara anélise de RMN *H (figura 81). As principais caracteristicas encontradas
no espectro incluem: (a) um singleto em 9,10 ppm atribuido ao hidrogénio da
posicdo 6 devido a proximidade com o atomo de nitrogénio; (b) dois singletos em
7,35 e 7,93 ppm integrando para um hidrogénio cada, atribuidos a dois hidrogénios
aromaticos para orientados; (c) um singleto integrando para dois hidrogénios em
6,18 ppm referente ao grupo OCH,0O no anel aromatico;

O espectro do composto 21 apresentou-se muito distinto, uma vez que todos
0S seus sinais aparecem com deslocamentos na regido mais desblindada do
espectro. Diante deste fato, foi realizada uma investigacdo de alcaloides com
caracteristicas semelhantes, constatando que o composto exibe uma grande
similaridade com um alcaloide descrito por Suau e colaboradores em 1990. Apos
comparar os deslocamentos quimicos do espectro de 21 com a literatura (tabela 35),
verificou-se que o composto em questdo se trata do alcaloide trisfaeridina (figura
82).

Tabela 35: Comparacéo entre os 6 do composto 21 e trisfaeridina (200 MHz)

. Composto 21 Trisfaeridina
POSIGA0 5 om ppm, J em H2) (SUAU et al., 1990)

1 8,39 dd (8,1; 1,5) 8,36 dddd (8,0; 1,8; 1,0; 1,0)

2 7,63 ddd (8,4; 7,0; 1,5) 7,61 ddd (8,0; 7,0; 1,7)

3 7,69 ddd (8,2; 7,0; 1,5) 7,67 ddd (7,0; 7,0; 1,8)

4 8,15 dd (8,0; 1,5) 8,11 ddd (7,0; 1,7; 1,0)

6 9,10 s 9,06 s

7 7,35s 7,32s

10 7,93s 7,89s
OCH,0 6,18 s 6,15s

Solvente CDCl; CDCl,4
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Figura 82: Estrutura quimica do alcaloide trisfaeridina (21)

Estudos evidenciam que a trisfaeridina (21) apresenta atividade antirretroviral,
porém com baixa seletividade e baixo indice terapéutico (SZLAVIK et al., 2004). Em
estudo realizado por Zupkdé e colaboradores (2009) o alcaloide demonstrou
moderada atividade antitumoral frente a linhagem de células de linfoma. O alcaloide
ja foi sintetizado com bons rendimentos (cerca de 70%) (BANWELL et al., 2004;
PORTELA-CUBILLO et al.,, 2008), apresentando, uma boa alternativa para a
obtencdo do composto.

4.3 — Avaliacédo da atividade citotoxica dos extratos e alcaloides isolados

Os extratos brutos das hastes florais (H) e bulbos (B), bem como os extratos
enriqguecidos em alcaloides acetato de etila e hexano de ambas as partes de
Hippeastrum canastrense (HA, HH, BA e BH) e ainda, os alcaloides sanguinina (1),
7-metoximasonina (3), hipeastrina (4), candimina (5), 2-O-metilcandimina (6), 7-
metoxi-O-metillicorenina (7), albomaculina (8), licorina (10), 7-metoxinormasonina
(11), 2a-metoxihomolicorina  (12), 8-O-desmetilhomolicorina  (13), 2a,7-
diMetoxihomolicorina (15), masonina (18), normasonina (19) e nerinina (20) isolados
neste trabalho foram submetidos a ensaios biologicos para analisar a citotoxicidade
em células normais de fibroblastos da linhagem L929 e células tumorais das
linhagens de carcinoma hepatocelular Hep G-2, adenocarcinoma em glandulas
mamarias MCF-7 e carcinoma pancreatico humano MIAPaCa-2 e os valores de 1Csg
calculados estdo apresentados na tabela 36.



Tabela 36: Resultados de ICs, dos ensaios bioldgicos realizados nos extratos e em compostos isolados de Hippeastrum canastrense

Extrato/Alcaloide

Extrato bruto hastes (H)
Extrato acetato de etila das hastes (HA)
Extrato hexano das hastes (HH)
Extrato bruto dos bulbos (B)
Extrato acetato de etila dos bulbos (BA)
Extrato hexano dos bulbos (BH)
Sanguinina (1)
7-metoximasonina (3)
Hipeastrina (4)
Candimina (5)
2-O-metilcandimina (6)
7-metoxi-O-metillicorenina (7)
Albomaculina (8)
Licorina (10)
7-metoxinormasonina (11)
2-O-metilhomolicorina (12)
8-O-desmetilhomolicorina (13)
2a-7-dimetoxihomolicorina (15)
Masonina (18)
Normasonina (19)
Nerinina (20)

Etoposideo (Controle positivo)

L929 Hepatocelular em glandulas mamarias pancreéatico humano
Hep G-2 MCF-7 MIAPaCa-2
(ICs0) (ICs0) (ICs0) (ICs0)
120,80 pg.mL T 20,55 pg.mL 51,28 pg.mL | 2250 pg.mL |
18,00 pg.mL™* 6,05 pug.mL* 17,24 pg.mL™ 9,10 pg.mL™
286,80 ug.mL™ 74,33 pg.mL* 117,20 ug.mL™ 90,70 ug.mL™
122,50 yg.mL™ 16,94 pg.mL* 25,96 ug.mL™ 23,40 ug.mL™
139,90 pg.mL™ 11,90 pug.mL™ 3,20 pg.mL* 8,00 ug.mL™
123,70 pg.mL™* 11,61 pg.mL™ 24,99 pg.mL™ 24,10 pg.mL™
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
54,40 pM 48,05 pM 84,45 puM 46,50 UM
35,50 UM 17,20 uM 26,21 UM 16,90 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
109,00 pM 44,39 uM 67,91 pM 52,30 puM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
>200 uM >100 uM >100 uM >100 uM
179,70 pM 5,30 uM 62,64 UM 16,90 pM
105,77 pg.mL™ 1,90 pg.mL™ 29,43 pg.mL™ 6,90 pg.mL™

Fibroblastos

Carcinoma

Adenocarcinoma

Carcinoma
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Os extratos brutos das hastes florais (H) e bulbos (B) de Hippeastrum
canastrense, apresentaram efeito de citotoxicidade préximos ao do controle positivo
em células normais de fibroblastos, entretanto, expressaram maior ICso em células
tumorais, exceto para células de adenocarcinoma em glandulas mamarias, no qual o
extrato B foi mais citotoxico que o controle positivo. Ambos os extratos foram mais
citotéxicos em células de carcinoma hepatocelular (20,6 ug.mL™ e 16,9 pg.mL™,

respectivamente).

O extrato acetato de etila das hastes florais (HA) expressou uma toxicidade
importante para todas as linhagens de células ensaiadas, porém pequena
seletividade entre as células normais e tumorais. Os extratos enriquecidos em
alcaloides dos bulbos (BH e BA), evidenciaram uma seletividade superior aos
extratos das hastes florais, inclusive maiores que a do controle positivo,
especialmente em células de cancér de mama. O extrato BA apresentou menor
valor de ICsp em células de adenocarcinoma em glandulas mamarias, enquanto BH

em células de carninoma hepatocelular.

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade evidenciam que os alcaloides
sanguinina (1), 7-metoximasonina (3), 2-O-metilcandimina (6), 7-metoxi-O-
metillicorenina  (7), albomaculina (8), 7-metoxinormasonina (11), 2a-
metoxihomolicorina (12), 8-O-desmetilhomolicorina (13), 2a,7-diMetoxihomolicorina
(15), masonina (18), normasonina (19) e nerinina (20) ndo apresentaram efeito
citotoxico nas linhagens de células ensaiadas, sendo maiores que 100 pM para

células cancerosas e maiores que 200 uM para células normais de fibroblastos.

Os alcaloides hipeastrina (4), candimina (5) e licorina (10), apresentaram
efeito citotbxico em todas as linhagens de células testadas. Estes compostos
expressaram maior citotoxicidade em células normais de fibroblastos do que o
controle positivo. Os menores valores de ICso para a hipeastrina (4) e candimina (5)
foram observados para a linhagem de carcinoma pancreatico humano (46,50 uM e
16,90 pM, respectivamente), enquanto o alcaloide licorina (10) apresentou menor
valor de ICso para as células de carcinoma hepatocelular. Observou-se ainda, a
seletividade do efeito citotoxico em células de cancer em relagéo as células normais
de fibroblastos, exceto para a hipeastrina (4) em células de adenocarcinoma em

glandulas mamarias. A licorina (10) apresentou efeitos de citotoxicidade similares



177

aos do controle positivo nos ensaios com células normais de fibroblastos e de

adenocarcinoma em glandulas mamaérias.

4.4 — Resumo dos resultados

Nesse trabalho, foram identificados 40 alcaloides das fracbes hexano e
acetato de etila dos bulbos e hastes florais da espécie H. canastrense, possuindo
diferentes tipos de esqueletos: 19 compostos do tipo homolicorina, 7 compostos do
tipo licorina, 5 compostos do tipo galantamina, 4 compostos do tipo haemantamina,
3 compostos do tipo narciclasina, e ainda 2 compostos do tipo tazetina. A figura 83
representa em porcentagem os tipos de esqueletos dos compostos identificados na

espécie em questao.

Esqueleto dos compostos identificados em
Hippeastrum canastrense

H Esqueleto homolicorina

H Esqueleto galantamina

H Esqueleto narciclasina

M Esqueleto licorina

i Esqueleto haemantamina

L Esqueleto tazetina

Figura 83: Esqueletos dos compostos identificados em Hippeastrum canastrense
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O desenvolvimento da pesquisa levou ao isolamento de 21 alcaloides:
sanguinina, hipeastrina, candimina, 7-Metoxi-O-metillicorenina, albomaculina,
homolicorina, licorina, 8-0O-desmetilhomolicorina, norpluviina, 2a,7-
diMetoxihomolicorina, 2a-Hidroxihomolicorina, 2a-Hidroxialbomaculina, masonina,
normasonina, nerinina, trisfaeridina, 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina, 7-
metoximasonina, 2-O-metilcandimina, 7-metoxinormasonina e 20-

metoxihomolicorina, onde os cinco ultimos foram isolados pela primeira vez.

A licorina é o composto majoritario da espécie Hippeastrum canastrense J.
Dutilh & R. S. Oliveira, pois foram isolados cerca de 190 mg do composto, enquanto
os alcaloides trisfaeridina e nerinina foram os alcaloides isolados em menor
guantidade (1,0 mg). A figura 84 ilustra as massas dos alcaloides isolados da

espécie em questao.
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Massa dos alcaloides isolados de Hippeastrum canastrense (mg)

188,4

30,1 30,8 30,7 29,8

Figura 84: Massa dos alcaloides isolados de Hippeastrum canastrense (mg)
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Os extratos brutos das hastes florais e bulbos, assim como os extratos
enriquecidos em alcaloides acetato de etila e hexano de ambas as partes, e ainda
15 alcaloides isolados de Hippeastrum canastrense foram avaliados quanto a
citotoxicidade em células normais de fibroblastos da linhagem L929 e células
tumorais das linhagens de carcinoma hepatocelular Hep G-2, adenocarcinoma em
glandulas mamarias MCF-7 e carcinoma pancreético humano MIAPaCa-2. Apenas
os alcaloides hipeastrina, candimina e licorina apresentaram efeito citotdxico
importantes nas linhagens de células ensaiadas (figura 85), enquanto os extratos
brutos de Hippeastrum canastrense apresentaram notavel citotoxicidade em células
tumorais, principalmente em células de carcinoma hepatocelular. Os extratos
enriqguecidos em alcaloides HA, BA e BH expressaram um relevante potencial
citotoxico em células tumorais, sendo os extratos dos bulbos mais seletivos (figura
86).

Valores de IC., de alcaloides de
Hippeastrum canastrense (uM)

M| 929 HHepG-2 MMCF-7 WMIAPaCa-2
179,7

Hipeastrina Candimina Licorina Etoposideo

Figura 85: Valores de ICsy de alcaloides de Hippeastrum canastrense (UM)
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Valores de ICg, dos extratos de Hippeastrum canastrense (ug.mL1)

H]1929 HEHepG-2 EMMCF-7 &MIAPaCa-2

286,8

H HA HH B BA BH Etoposideo

Figura 86: Valores de ICs, dos extratos de Hippeastrum canastrense (ug.mL™)
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5 — CONCLUSAO

As espécies da familia Amaryllidaceae possuem um grupo especifico de
alcaloides que demonstram uma ampla variedade de atividades biologicas. O estudo
dessas espécies é de grande relevancia na busca de novos compostos a serem

empregados como agentes terapéuticos.

A investigacdo do conteudo alcaloidico dos bulbos e hastes florais da espécie
Hippeastrum canastrense, uma espécie da familia Amaryllidaceae endémica do
Brasil e, até o presente momento ndo estudada, revelou um perfil alcaloidico
extenso e diversificado. A espécie apresentou-se como uma fonte de alcaloides,
especialmente de compostos com esqueletos do tipo homolicorina.

Os resultados obtidos nesse trabalho encorajam a avaliacdo dos compostos

isolados para os mais variados alvos farmacéuticos.
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ANEXO A

Eluentes utilizados nos fracionamentos por CLC
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Tabela A;: Sistema de eluicdo no fracionamento de HA por CC

Fase movel | Volume (mL)
100% AcOEt 250
95% AcOEt + 5% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
90% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
80% AcOEt + 20% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
70% AcOEt + 30% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
60% AcOEt + 40% CH,Cl,:MeOH (1:1) 500
50% AcOEt + 50% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
30% AcOEt + 70% CH,Cl,:MeOH (1:1) 200
20% AcOEt + 80% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
10% AcOEt + 90% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
100% AcOEt 100
100% MeOH 200

Tabela A;: Sistema de elui¢édo no fracionamento de HH por cromatografia liquida em coluna

Fase movel | Volume (mL)
Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH (10:6:6:8:3) + 4 Gotas de NH,OH 850
Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH (2:3:3:4:5) + 4 Gotas de NH,OH 170
CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH (3:3:4:6) + 4 Gotas de NH,OH 160
CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH (1:1:1:4) + 4 Gotas de NH,OH 210

Tabela A;: Sistema de eluigdo no fracionamento de BH por cromatografia liquida em coluna

Fase movel | Volume (mL)
Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH (12:6:6:12:1) + 6 Gotas de NH,OH 925
Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH (1:1:3:6:6) + 6 Gotas de NH,OH 85
100% MeOH 300

Tabela A;: Sistema de elui¢@o no fracionamento de BH1 por cromatografia liquida em coluna

Fase mével Volume (mL)
Hex:AcOEt (4:1) 10
Hex:AcOEt (3:2) 10
Hex:AcOEt (2:3) 20
Hex:AcOEt (3:7) 10
Hex:AcOEt (1:4) 10
Hex:AcOEt (1:9) 10

100% AcOEt 20

AcOEt:MeOH (9:1) 10
AcOEt:MeOH (4:1) 10
AcOEt:MeOH (7:3) 10
AcOEt:MeOH (3:2) 10
AcOEt:MeOH (1:1) 20
AcOEt:MeOH (2:3) 10
AcOEt:MeOH (3:7) 10
AcOEt:MeOH (1:4) 10
AcOEt:MeOH (1:9) 10
100% MeOH 30
MeOH:H,O:NH,OH (8:1:1) 40
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Tabela As: Sistema de eluicdo no fracionamento de BH1.1 por CC

Fase movel | Volume (mL)
100% AcOEt 50
90% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 50
80% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 20
70% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 20
60% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 30
50% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
40% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 50
30% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 50
20% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 30
10% AcOEt + 90% CH,Cl,:MeOH (1:1) 20
CH,Cl,:MeOH (1:1) 40
50% CH,Cl,:Me,CO (1:1) + 50% MeOH 100
100% MeOH 100

Tabela Ag: Sistema de elui¢é@o no fracionamento de BH3 por cromatografia liquida em coluna

Fase movel | Volume (mL)
100% AcOEt 50
Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH (12:6:6:12:1) + 6 Gotas de NH,OH 860
CH,Cl,:AcOEt:MeOH (1:1:3) 100
100% MeOH 100
MeOH:H,O:NH,OH (2:1:1) 100

Tabela A;: Sistema de elui¢é@o no fracionamento de BA2 por cromatografia liquida em coluna

Fase movel Volume (mL)
Hex:CH,Cl,: Me,CO:MeOH (6:3:3:10 gotas) + 6 Gotas de NH,OH 595
Hex:CH,Cl,: Me,CO:MeOH (6:3:3:20 gotas) + 6 Gotas de NH,OH 680
Hex:CH,Cl,: Me,CO:MeOH (6:3:3:24 gotas) + 6 Gotas de NH,OH 138
Hex:CH,Cl,:Me,CO:AcOEt:MeOH (1:1:1:1:1) + 6 Gotas de NH,OH 206
AcOEt:MeOH (1:1) 200
100% MeOH 200

Tabela Ag: Sistema de eluigdo no fracionamento de BA2.3 por CC

Fase movel Volume (mL)
100% AcOEt 70
95% AcOEt + 5% CH,Cl,:MeOH (1:1) 70
90% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 70
80% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
70% AcOEt + 10% CH,CI,:MeOH (1:1) 100
60% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
50% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
40% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 200
30% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
20% AcOEt + 10% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
10% AcOEt + 90% CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
CH,Cl,:MeOH (1:1) 100
CH,Cl>:MeOH (3:2) 100
CH,Cl>:MeOH (7:3) 100
CH,Cl,:MeOH (4:1) 100
CH,Cl>:MeOH (9:1) 100
100% MeOH 100
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Tabela Ag: Sistema de eluicdo no fracionamento de BA2.4 por CC

Fase movel | Volume (mL)
100% Hex 20
90% Hex + 10% AcOEt 20
80% Hex + 20% AcOEt 20
70% Hex + 30% AcOEt 20
60% Hex + 0% AcOEt 10
50% Hex +50% AcOEt 15
40% Hex + 60% AcOEt 15
30% Hex + 70% AcOEt 15
20% Hex + 80% AcOEt 15
10% Hex + 90% AcOEt 15
100% AcOEt 15
97,5% AcOEt + 2,5% MeOH 20
95% AcOEt + 5% MeOH 20
92,5% AcOEt + 7,5% MeOH 20
90% AcOEt + 10% MeOH 20
87,5% AcOEt + 12,5% MeOH 20
85% AcOEt + 15% MeOH 20
82,5% AcOEt + 17,5% MeOH 20
80% AcOEt + 20% MeOH 20
77,5% AcOEt + 22,5% MeOH 20
75% AcOEt + 25% MeOH 20
72,5% AcOEt + 27,5% MeOH 20
70% AcOEt + 30% MeOH 20
67,5% AcOEt + 32,5% MeOH 20
65% AcOEt + 35% MeOH 20
62,5% AcOEt + 37,5% MeOH 20
60% AcOEt + 40% MeOH 20
57,5% AcOEt + 42,5% MeOH 20
55% AcOEt +45% MeOH 20
52,5% AcOEt + 47,5% MeOH 20
50% AcOEt + 50% MeOH 20
47 5% AcOEt + 52,5% MeOH 10
45% AcOEt + 55% MeOH 10
42 5% AcOEt + 57,5% MeOH 10
30% AcOEt + 60% MeOH 10
37,5% AcOEt + 62,5% MeOH 10
35% AcOEt + 65% MeOH 10
32,5% AcOEt + 67,5% MeOH 10
30% AcOEt + 70% MeOH 70
27,5% AcOEt + 72,5% MeOH 70
25% AcOEt + 75% MeOH 70
22,5% AcOEt + 77,5% MeOH 70
20% AcOEt + 80% MeOH 100
17,5% AcOEt + 82,5% MeOH 100
15% AcOEt + 85% MeOH 100
12,5% AcOEt + 87,5% MeOH 100
10% AcOEt + 90% MeOH 100
7,5% AcOEt + 92,5% MeOH 100
5% AcOEt + 95% MeOH 100
2,5% AcOEt + 97,5% MeOH 100
100% MeOH 100




199

ANEXO B

Sistemas de solventes em CCDP, fatores de retencao e

rendimento em massa dos compostos isolados.
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Tabela B;: Sistemas de eluicao de solventes, fatores de retencao e rendimentos em massa dos compostos isolados das fracdes de HA

Fracso Massa Técnica Fase movel Compostos Reativo para Massa Compostos
mg romatogréfica solados/Siglas ragendor mg isolados
& (mg) C afi Isolados/Sigl f D dorff (mg) isolad
HA1A 0,29 + 1,1 Composto 1
HA1B 0,25 + 1,0 -
Hex:CH,Cl,: Me>,CO AcOEt:MeOH HA1C 0,15 + 1,2 Composto 2
HAL 216 CCDP (12:6:6:8:3) + 5 gotas de NH,OH HA1D 0.10 + 1.0 -
HAL1E 0,70 + 1,0 -
HA1F 0,03 + 5,5 -
. . . HA2A 0,95 + 4,7 Composto 3
HAZ o ccop Hex: Mezéloll.%?gEt.MeOH HA2B 0.90 1.4 Composto 4
’ . HA2C 0,88 - 1,4 Composto 5
HA2D 0,82 - 1,0 -
. . . HA3A 0,51 + 1,9 Composto 3
HA3 288 ccDP Hex: Me?(c794%9gE"MEOH HA3B 0.14 + 2.9 Composto 5
T HA3C 0,17 - 0,5 -
HA4A 0,49 + 2,4 Composto 3
Hex:CHCl,: Me,CO:AcOEt:MeOH HA4B 0,41 - 0,8 -
HA4 247 ccop (6:4:3:4:2) + 3 gotas de NH4OH HA4C 0.33 + 0.9 Composto 6
HA4D 0,06 + 0,5 Composto 5
HASA 0,76 + 1,4 Composto 7
HA5B 0,65 + 2,7 Compostos 8e 9
HAS5C 0,55 + 11,9 Composto 6
Hex:CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH HA5D 0,39 + 2,3 Composto 5
HAS 733 CcoP (6:4:3:4:2) + 6 gotas de NH,OH HASE 0,29 + 2,5 Composto 10
HASF 0,25 0,6 -
HASG 0,13 - 0,5 -
HASH 0,05 - 2,5 -
HABA 0,61 + 0,5 Composto 7
HAG6B 0,50 + 4,0 Composto 8
Hex:CHCl,: Me,CO:AcOEt:MeOH HA6C 0,46 + 7,0 -
HAG 644 CcoP (12:6:6:8:3) + 4 gotas de NH,OH HA6D 0,40 + 2.4 Composto 6
HAGE 0,32 - 0,1 -
HAGF 0,28 + 2,0 -




Continuacao da tabela B;

HA7

HA8

HA9

HA10

HAll

41,1

82,7

88,5

64,3

15,9

CCDP

CCDP
(Corrida 2x)

CCDP

CCDP
(Corrida 2x)

CCDP
(Corrida 2x)

Hex:CH,Cly: Me,CO:AcOEt:MeOH
(12:6:6:8:3) + 5 gotas de NH4OH

Hex:CH.Cl,: Me2CO:AcOEt:MeOH
(12:6:6:4:3) + 4 gotas de NH4,OH

Hex:CHCly: Me,CO:AcOEt:MeOH
(6:4:3:4:2) + 3 gotas de NH4OH

Hex:CHCly: Me,CO:AcOEt:MeOH
(6:4:3:4:2) + 4 gotas de NH4OH

Hex:CHCly: Me,CO:AcOEt:MeOH
(12:6:6:8:3) + 5 gotas de NH4OH

HA7A
HA7B
HA7C
HA7D
HATE
HATF
HA7G
HA8A
HA8B
HA8C
HA8D
HABE
HA8F
HA9A
HA9B
HA9C
HA10A
HA10B
HA10C
HA10D
HA10E
HA11A
HA11B
HA11C
HA11D
HA11lE

0,83
0,77
0,73
0,62
0,58
0,43
0,15
0,93
0,83
0,73
0,34
0,31
0,24
0,84
0,78
0,69
0,46
0,37
0,30
0,26
0,13
0,72
0,66
0,41
0,32
0,20

+ + + + 0+ 4+ + + o+

+

+ + + 4+ ++++ o

15
1,9
2,3
0,7
14
4,9
1,2
3,5
2,0
15,9
15
2,3
15
3,5
1,0
2,7
1,7
1,6
4,9
2,8
1,0
1,7
1,6
4,9
2,8
1,0

Composto 8
Composto 11
Composto 12

Composto 13
Composto 14

Composto 15

Composto 11
Composto 15
Compostos 16 e 17
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Tabela B,: Sistemas de eluicao de solventes, fatores de retencao e rendimentos em massa dos compostos isolados das fracdes de HH

Fracao

Peso
(mg)

Técnica
Cromatogréfica

Fase movel

Compostos
Isolados/Siglas

Rt

Reativo para
Dragendorff

Peso
(mg)

Compostos
isolados

HH1

HH2

HH3

HH4

HH5

HH6

39,0

36,2

65,7

28,9

23,6

108,2

CCDP

CCDP

CCDP

CCDP

CCDP

CCDP

Hex: CH2Cl,: Me2CO:AcOEt:MeOH
(10:6:10:8:3) + 4 gotas de NH,OH

Hex : CH2Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH
(6:3:3:4:1) + 4 gotas de NH,OH

Hex : CH2Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH
(12:8:6:14:1) + 4 gotas de NH,OH

Hex : CH2Cl2: Me2CO:AcOEt:MeOH
(12:6:6:8:1) + 4 gotas de NH4OH

Hex : CH2Cl>: Me,CO:AcOEt:MeOH
(6:3:3:4:1) + 4 gotas de NH4OH

Me,CO:AcOEt:MeOH
(1:1:4) + 4 gotas de NH,OH

HH1A
HH1B
HH1C
HH1D
HH1E
HH1F
HH2A
HH2B
HH2C
HH2D
HH2E
HH2F
HH3A
HH3B
HH3C
HH3D
HH4A
HH4B
HH4C
HH4D
HH4E
HH4F
HH4G
HH5A
HH5B
HH5C
HH5D
HHSE
HHSF
HH5G
HH5H
HH6A
HH6B

0,78
0,74
0,70
0,52
0,09
0,02
0,82
0,70
0,66
0,52
0,08
0,00
0,74
0,60
0,01
0,82
0,65
0,42
0,32
0,28
0,24
0,01
0,53
0,84
0,79
0,77
0,35
0,19
0,14
0,09
0,04
0,55
0,81

+ + + 4

+ o+ + 0+ o+

+

+ 0+ + o+

+ +

14,3
2,1
1,7
2,1
3,5
3,5
1,0
1,7
14
3,8
11
1,0
8,1

24,0
7,1
3,9
1,0
1,2
12
1,3
15
3,5
1,7
1,0
15
11
15
14
2,1
1,6
1,3
3,9

15,7

Composto 7
Composto 18
Composto 3

Composto 3
Compostos 8e 9

Compostos 8e 9
Composto 11
Composto 6

Composto 19

Composto 11

Compostos 8e 9
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Tabela Ba: Sistemas de eluicao de solventes, fatores de retencdo e rendimentos em massa dos compostos isolados das fracdes de BH

Peso Técnica Fase movel Compostos Reativo para  Peso Compostos
Fracdo (mg) Cromatogréfica Isolados/Siglas f Dragendorff (mQ) isolados
BH1.1.1A 0,62 - 1,0 -

Hex: CH2Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH

BH1.1.1 17,5 CCDP DI BH1.1.1B 0,12 - 1,0 -
(14:1:1:4:20 gotas) + 2 gotas de NHsOH BH11.1C 002 + 15 i
BH1.1.2 4,9 i Precipitado da CC BH1.1.2 - + 4,9 Compostos 3e 18
BH1.1.3A 0,42 + 4,0 Composto 7
Hex: CH2Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH BH1.1.3B 0,30 + 0,8 Composto 3
BH1.13 112 CChP (12:8:6:14:1) + 4 gotas de NH,OH BH1.1.3C 0,22 + 1,0 -
BH1.1.3D 0,08 + 1,0 -
BH1.1.3E 0,00 + 3,4 -
BH1.1.4A 0,75 + 4,0 Composto 7
ccop Hex: CH2Cl,: Me;CO:AcOEt:MeOH BH1.1.48, 0,58 * 38 Composto 8
BH1.1.4 37,9 (Corrida 2x) (12:8:6:6:1) + 4 gotas de NH,OH BH1.1.4B> 0,53 - 3,2 Compostos 8 e 20
©0:0: g 4 BH1.1.4C 0,45 - 11 Compostos 6 e 11
BH1.1.4D 0,02 + 1,1 -
Hex: CH,Clz: Me,CO:AcOEt:MeOH BH1.1.5A 0,64 + 0,7 -
BH1.15 80 CCDP (12:8:6:14:1) + 4 gotas de NH,OH BH1.1.5B 0,37 + 1,2 -
Hex: CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH BH1.1.6A 0,75 - 6,2 -
BH1.16 143 ccop (12:8:6:14:1) + 4 gotas de NH,OH BH1.1.68B 0,61 + 3.3 -
BH1.1.6C 0,51 + 2,2 -
BH1.2A 0,77 - 6,6 -
Me,CO:AcOEt:MeOH ' '
BH1.2 19,8 CCDP (1:1:4) + 4 gotas de NH4OH BH1.2B 0,60 + 6,5 -
BH1.2C 0,50 + 2,2 -
BH2A 0,80 + 2,8 Composto 7
BH2B 0,71 + 53 Compostos 3e 8
BH2C 0,63 + 2,5 Composto 8 e 20
BH2D 0,57 + 1,0 Composto 20
BH2 173 CCDP Hex: CH2Cl,: Me2CO:AcOEt:MeOH BH2E 0,50 + 0,5 Compostos 6 e 11
’ (Corrida 2x) (4:6:6:8:1) + 4 gotas de NH4OH BH2F 0,43 + 0,7 -
BH2G 0,30 + 0,6 -
BH2H 0,19 + 3,1 -
BH2I 0,06 + 1,3 -
BH2J 0,00 - 1,0 -




Continuacao da tabela B3
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BH3.1

BH3.2

BH3.3.1

BH3.3.2

BH3.4.1

7,6

11,4

25,1

64

)

35

[)

CCDP

CCDP

CCDP

CCDP
(Corrida 2x)

CCDP
(Corrida 2x)

Hex:CH.Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH

(3:1,5:1,5:3:0,25) + 6 Gotas de NH,OH

Hex:CH.Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH

(3:1,5:1,5:3:0,25) + 6 Gotas de NH,OH

Hex: CH.Clz: Me,CO:AcOEt
(3:1,5:1,5:3) + 6 gotas de NH,OH

Hex: CH.Clz: Me,CO:AcOEt
(3:1,5:1,5:3) + 6 gotas de NH,OH

Hex: CH,Cl,: Me,CO:AcOEt
(3:2:2:2)

BH3.1A
BH3.1B
BH3.2A
BH3.2B
BH3.2C
BH3.2D
BH3.2E
BH3.3.1A
BH3.3.1B
BH3.3.1C
BH3.3.1D
BH3.3.1E
BH3.3.1F
BH3.3.2A
BH3.3.2B
BH3.3.2C
BH3.3.2D
BH3.4.1A
BH3.4.1B
BH3.4.1C
BH3.4.1D
BH3.4.1E
BH3.4.1F
BH3.4.1G

0,56
0,47
0,70
0,68
0,54
0,45
0,36
0,76
0,69
0,46
0,33
0,19
0,10
0,56
0,49
0,44
0,38
0,75
0,67
0,60
0,50
0,40
0,28
0,03

+ + +

+ 4+ + + + + o+

1 + 1 1

+ +

4,5
15
2,2
1,0
1,0
11
2,0
2,4
3,2
0,7
1,0
1,7
1,4
4,9
7,4
7,0
6,3
2,1
4,3
2,7
0,9
1.9
0,7
1,1

Composto 7
Composto 3
Composto 7
Composto 3
Composto 8

Composto 8
Composto 15
Compostos 8e 9
Compostos 6 e 11
Composto 12

Composto 8




Tabela B,: Sistemas de eluicao de solventes, fatores de retencao e rendimentos em massa dos compostos isolados das fraces e subfracées de BA

Peso Técnica Fase movel Compostos Reativo para  Peso Compostos
Fracdo (mg) Cromatogréfica Isolados/Siglas f Dragendorff (mQ) isolados
BAppt 133,8 - Precipitado BAppt - + 133,8 Composto 10
BA1A 0,66 + 3,1 Composto 15
BA1B 0,31 - 2,3 -
Hex: CH,Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH BA1C 0,16 + 1,5 Composto 1
BAL 742 ccop (4:3:3:6:1) + 6 gotas de NH,OH BALD 0,09 + 1,2 -
BA1E 0,06 - 1,0 -
BA1F 0,00 + 3,1 -
BA2.1pptA 0,58 + 1,2 -
BA2.1ppt 450 CcCDP Hex: CH2Cl:AcOEt:MeOH BA2.1pptB 0,53 + 1,0 -
' (1:1:4:1) + 6 gotas de NHsOH BA2.1pptC 0,47 + 2,3 Compostos 6 e 11
BA2.1pptD 0,14 + 1,4 Compostos 12 e 15
Hex: CH2Cl,: Me,CO:AcOEt BA2.1A 0,55 + 1,0 -
BA21 167 ccop (6:3:3:3) + 6 gotas de NH,OH BA21.B 0.38 + 0.7 -
BA2.2A 0,82 + 1,8 -
BA2.2B 0,72 + 1,9 Composto 7
BA2.2C 0,62 + 0,5 -
Hex: CH2Cl,: Me,CO:AcOEt BA2.2D 0,57 + 2,5 Composto 3
BA2.2 224 ccop (6:3:3:4) + 6 gotas de NH,OH BA2.2E 0.49 + 0.6 -
BA2.2F 0,40 - 2,2 -
BA2.2G 0,13 - 1,0 -
BA2.2H 0,00 - 8,8 -
BA2.3ppt 46,4 - Precipitado BA2.3ppt - + 46,4 Composto 10
BA2.3.1A 0,77 + 6,7 Composto 7
BA2.3.1B 0,70 + 3,4 Composto 3
CCDP Hex: CH2Cl>: Me,CO:AcOEt:MeOH BA2.3.1C 0,64 i 24 Compostos 6 e 11
. 2C 120 2 . .
BA23.1 50,5 (Corrida 2x) (6:5:3:7:8 gotas) + 4 gotas de NH,OH BA2.3.1D 0,56 * 14,3 Composto 6
BA2.3.1E 0,30 + 57 Composto 5
BA2.3.1F 0,20 + 2,8 -
BA2.3.1G 0,01 + 10,4 -

205
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BA2.3.2

BA2.3.3

BA2.3.4

BA2.35

BA2.4ppt
BA2.4.1

BA2.5.1.1

BA2.5.2

19,6

21,9

41,3

18,2

57
1,6

305,9

45,5

CCDP
(Corrida 2x)

CCDP
(Corrida 2x)

CCDP
(Corrida 3x)

CCDP
(Corrida 2x)

CCDP
(Corrida 3x)

CCDP
(Corrida 2x)

Hex: CH.Cl,: Me,CO:AcOEt:MeOH

(6:5:3:7:8 gotas) + 4 gotas de NH,OH

Hex: CH2Cl,: Me2CO:AcOEt:MeOH

(6:5:3:7:8 gotas) + 4 gotas de NH,OH

Hex: CH2Cl,: Me2CO:AcOEt:MeOH

(6:5:3:7:8 gotas) + 4 gotas de NH,OH

Hex:CHCl,:AcOEt
(18:1:1)

Precipitado
Precipitado da CC

Hex: CH,Cl,: Me,CO:AcOEt
(3:2:1:1)

Hex: CH,Cl,:AcOEt:MeOH
(1:1:4:1)

BA2.3.2A
BA2.3.2B
BA2.3.2C;
BA2.3.2C;
BA2.3.2D
BA2.3.2E
BA2.3.2F
BA2.3.3A
BA2.3.3B
BA2.3.3C
BA2.3.3D
BA2.3.3E
BA2.3.4A
BA2.3.4B
BA2.3.4C
BA2.3.4D
BA2.3.4E
BA2.3.5A
BA2.3.5B
BA2.3.5C
BA2.3.5D
BAZ2.4ppt
BA2.4.1
BA2.5.1.1A
BA2.5.1.1B
BA2.5.1.1C
BA2.5.2A
BA2.5.2B
BA2.5.2C
BA2.5.2D
BA2.5.2E
BA2.5.2F
BA2.5.2G

0,84
0,66
0,53
0,40
0,21
0,18
0,02
0,86
0,71
0,55
0,43
0,05
0,60
0,46
0,35
0,03
0,02
0,58
0,45
0,06
0,02

0,26
0,03
0,00
0,80
0,74
0,64
0,52
0,15
0,11
0,05

++ + 4+ +++++++++

Co4+

+

+ + + + + 0

+

1,0
6,5
3,0
6,0
14
1,9
2,2
10,2
5,9
11
0,9
5,0
10,0
2,8
0,5
0,5
2,3
1,0
11
1,0
2,1
57
1,6
2,0
3,5
12,3
3,0
1,0
2,3
1,2
11
0,9
1,0

Composto 7
Composto 8
Composto 11

Composto 8
Composto 12
Compostos 7 e 12

Compostos 7 e 12

Composto 10
Composto 21

Composto 22




