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RESUMO

Muitos compostos naturais tém apresentado interessantes atividades bioldgicas e
farmacolégicas, sendo considerados alvos importantes e uma das maiores fontes de
novos farmacos, usados diretamente ou indiretamente, como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Dos compostos vegetais com potencial
biologico, os alcaloides presentes na familia Amaryllidaceae sdo especialmente
efetivos, como por exemplo, o alcaloide galantamina, um inibidor seletivo, reversivel
e competitivo da enzima acetilcolinesterase, sendo comercializado para o tratamento
da doenca de Alzheimer. Nenhum estudo de caracterizacdo quimica e biolégica da
planta Worsleya procera (Lem.) Traub (Amaryllidaceae) foi encontrado na literatura e
desta forma, com o objetivo de caracterizacdo fitoquimica desta planta, diversas
técnicas cromatograficas foram empregadas em seus extratos para o isolamento e
identificacdo dos alcaloides. Como resultado, foram isolados 19 alcaloides e uma
mistura de dois alcaloides epimeros (18 e 19) a partir das partes aéreas de W.
procera: 3-epimacronina (1), albomaculina (2), licorina (3), galantina (4), tazetina (5),
hippeastrina (6), O-metillicorenina (7), 7-metoxi-O-metillicorenina (8), homolicorina
(9), 8-O-desmetilhnomolicorina (10), trisfaeridina (11), haemantamina (12), 8-O-
desmetil-O-metillicorenina (13), ismina (14), 6-O-metilpretazetina (15), pretazetina
(16), alcaloide com esqueleto do tipo haemantamina (17), haemantidina (18), 6-
epihaemantidina (19), 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (20) e N-fomilismina (21),
onde suas estruturas foram elucidadas através da técnica de RMN de 'H uno e
bidimencional e em comparagdo com dados da literatura. O alcaloide 8-O-desmetil-
2a-hidroxihomolicorina (20) é relatado pela primeira vez a partir de fonte natural.
Nove alcaloides isolados (Tazetina, 3-epimacronina, albomaculina, licorina,
galantina, hippeastrina, O-metillicorenina, 7-metoxi-O-metillicorenina e 8-O-
desmetilhomolicorina) foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana,
apresentando todos atividade fraca, quando comparado ao controle posivito. A
técnica de CG-EM mostrou ser uma técnica rapida e eficiente de identificacdo de

alcaloides, uma vez que, os resultados das andlises dos extratos da planta



W.procera verificaram que os alcaloides majoritarios eram os alcaloides com
esqueleto do tipo homolicorina, esqueleto com tipo licorina e esqueleto do tipo

tazetina, o que foi confirmado pelas massas totais dos alcaloides obtidos.

PALAVRAS-CHAVES: Amaryllidaceae, Alcaloides, Worsleya procera, Fitoquimica,
RMN de 'H, CG-EM.



ABSTRACT

Many natural compounds have shown interesting biological and pharmacological
activities and are considered important targets and one of the largest sources of new
drugs, used directly or indirectly as a starting point for developing new drugs. Of plant
compounds with biological potency, the alkaloids present in the Amaryllidaceae
family are especially effective, for example, the alkaloid galanthamine, a selective,
reversible and competitive inhibitor of the enzyme acetylcholinesterase and is
marketed for the treatment of Alzheimer's disease. No study of chemical and
biological characterization of the plant Worsleya procera (Lem.)Traub
(Amaryllidaceae) was found in the literature and thus, for the purpose of
phytochemical characterization of this plant, various chromatographic techniques
were used in their extracts for the isolation and identification of alkaloids. As a result,
19 alkaloids and a mixture of two epimers alkaloids (18 and 19) were isolated from
the aerial parts of W. procera: 3-epimacronine (1), albomaculine (2), lycorine (3),
galanthine (4), tazettine (5), hippeastrine (6), O-methyllycorenine (7), 7-methoxy-O-
methyllycorenina  (8), homolycorine (9), 8-O-demethylhomolycorine (10),
trisphaeridine (11), haemanthamine (12), 8-O-demethyl-O-methyllycorenine (13),
ismine (14), 6-O-methylpretazettine (15), pretazettine (16), alkaloid with skeleton type
haemanthamine (17), haemanthidine (18), 6-epihaemanthidine (19), 8-O-demethyl-
2a-hydroxyhomolycorine (20) e N-fomylismine (21), where their structures could be
elucidated by the *H NMR technique one- and two-dimensional, in compared with
literature data. The alkaloid 8-O-demethyl-2a-hydroxyhomolycorine is reported for the
first time from natural source. Nine isolated alkaloids (Tazettine, 3-epimacronine,
albomaculine, lycorine, galanthine, hippeastrine, O-methyllycorenine, 7-methoxy-O-
methyllycorenina and 8-O-demethylhomolycorine) were evaluated for antimicrobial
activity, with all weak activity when compared to posivito control.The GC-MS
technique proved to be a rapid and efficient technical alkaloids identification, since

the analysis results of W.procera plant extracts found that the majority were alkaloids



with skeleton homolicorina type, skeleton lycorine type and skeleton tazetina type,
which was confirmed by the total mass of alkaloid obtained.

KEYWORDS: Amaryllidaceae, Alkaloids, Worsleya procera, Phytochemistry, 'H
NMR, GC-MS.
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1. INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

O emprego pelo homem de produtos naturais vem desde seus primérdios,
principalmente na busca pelo alivio de algumas enfermidades através da ingestao
de ervas e folhas (VIEGAS et al, 2006). Relatos do uso de plantas sdo encontrados
em todas as culturas, como no caso da utilizacdo da espécie Papaver somniferum
pela Civilizagdo Suméria ha aproximadamente 4000 a.C., por suas propriedades
soniferas e analgésicas (PINTO et al, 2002; THEIS e LERDAU, 2003).

Evidéncias arqueoldgicas mostram que Nozes de bétele (Areca catechu L.),
uma planta que contém substancias psicoativas, eram mascadas no Timor ha
aproximadamente treze mil anos, e artefatos no Equador datam o uso de folhas de

coca ha cerca de cinco mil anos atras (PINTO et al, 2002).

Na Grécia antiga, o filosofo e médico grego Hipdcrates, utilizava espécies
vegetais, como as cascas e folhas do salgueiro (Salix alba) para o tratamento de
febre, e para aliviar as dores do parto. E extratos de plantas eram empregados em
execucdes, como no caso de Sdcrates, que morreu apols a ingestdo de uma bebida
a base de cicuta, que continha a coniina (Conium maculatum) (VIEGAS et al, 2006;
MACIEL et al, 2007; AWAN et al, 2016).

Na cultura indigena, as cascas secas da espécie Cinchona succiruna eram
utilizadas para o tratamento de alguns tipos de febre, e varias espécies de Strychnos
e Chondodendron americanas e africanas, eram utilizadas para produzir o curare,
cuja funcdo era produzir flechas envenenadas para caca e pesca. Os indios sul-
americanos utilizavam largamente rapés e bebidas alucinégenas, principalmente em
suas praticas religiosas, como as sementes de Piptedemia peregrina (Leguminosae)
que eram torradas e moidas para a producdo do rapé, cujo principio ativo € a
bufotenina (PINTO A. C., 1995; MACIEL et al, 2007).
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Em meados do século XVI, o médico suico Paracelso, considerado pai da
fisico-quimica, foi o primeiro a propor a extracdo de produtos naturais bioativos a
partir de fontes vegetais. Somente a partir do século XIX, com o desenvolvimento
da quimica farmacéutica, o uso de plantas como medicamentos passou a envolver
0 isolamento de compostos ativos, principalmente &cidos organicos e alcaloides
(PINTO et al, 2002; HOSTETTMANN et al, 2003; VIEGAS et al, 2006; MACIEL et al,
2007).

O primeiro composto isolado foi o alcaloide morfina (Figura 1), da espécie
Papaver somniferum, realizado pelo pesquisador Friedrich Wilhelm Sertirner em
1806. Este foi um acontecimento marcante, sendo a primeira demonstracéo
cientifica que a atividade biolégica de uma planta poderia ser atribuida a uma
substancia isolada a partir dela, o principio ativo (VIEGAS et al, 2006;
HOSTETTMANN et al, 2003; PATRIDGE et al, 2016).

Desde entdo, diversos outros compostos com potencial farmacolégico foram
isolados, como a aconitina, com propriedade amebicida, emetina um agente
antiemético, atropina que detém acao anticolinérgica e digitoxina, com propriedade
cardiotdnica (MACIEL et al, 2007). Sendo um marco histérico importante o
isolamento da quinina das cascas de Cinchona succiruna em 1820, por Pierre J.
Pelletier e Joseph B. Caventou, que durante quase trezentos anos foi a Unica
substancia eficaz contra a malaria (Figura 1) (PINTO et al, 2002, VIEGAS et al,
2006; BARREIRO e FRAGA, 1999).

H N-Me

MeO
o

HO OH

Morfina Quinina

Figura 1 - Estrutura quimica dos alcaloides morfina e quinina, isolados a partir de plantas.
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Normalmente, as substancias as quais sdo atribuidas as funcdes terapéuticas,
sdo metabdlitos secundérios produzidos pelas plantas e compreendem uma
diversificada gama de estruturas quimicas complexas, cujo namero total em plantas
foi estimado acima de 500 mil (LUCKNER, M., 1990; MARIENHAGEN e BOTT,
2013).

Os metabdlitos secundarios ndo estdo diretamente ligados ao crescimento,
desenvolvimento e reproducdo das plantas, e sim, sdo biossintetizados em
detrimento de alguns aspectos ecoldgicos e evolutivos, como para protecdo da
planta contra radiacdo ultravioleta e agentes de defesa contra herbivoros, insetos,
bactérias e fungos (DEMAIN e FANG, 2000; MANACH et al, 2004,
MARIENHAGEN e BOTT, 2013). Podem ser classificados de acordo com suas vias
biossintéticas e incluem, resumidamente, os compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides (LUCKNER, M., 1990).

Como muitos destes compostos naturais tém apresentado interessantes
atividades biologicas e farmacolégicas, eles sdo vistos como alvo importante e uma
das maiores fontes de novos farmacos. Dentre os quais, os alcaloides tém
se mostrado especialmente efetivos, como exemplo, podem-se citar os alcaloides da
vinca, vimblastina e vincristina, extraidos da Catharenthus roseus e a camptotecina,
extraida de Camptothea acuminata, utilizados no tratamento do cancer (GUERRA e
NODARI, 2003; VIEGAS et al, 2006; NEWMAN e CRAGG, 2016; YUAN et al, 2016).

Em uma revisdo recente, Newman e Gragg, demonstraram a importancia dos
produtos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos. Verificam que nas
Ultimas décadas, aproximadamente 50% dos medicamentos utilizados na clinica,
provinham direta ou indiretamente de estudos de produtos naturais, incluindo nesta
porcentagem vacinas e produtos bioldgicos. Considerando-se apenas a terapia dos
processos tumorais e infecciosos, estas porcentagens sao ainda maiores (NEWMAN
e CRAGG, 2016).

Dentre os medicamentos comercializados atualmente, que provém de forma
direta ou indireta de produtos naturais, pode-se citar o medicamento Artemether

(Artemotil®), que é um potente antimalarico derivado da artemisinina (Figura 2),
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isolada pela primeira vez de Artemisia annua L. (Asteraceae) em 1972. Esta espécie
de planta é utilizada na medicina tradicional chinesa ha 1700 anos, onde desde o
isolamento da artemisinina, extensos estudos, principalmente na area de quimica
farmacéutica e quimica organica levaram ao desenvolvimento deste medicamento.
Inclusive em 2015, a pesquisadora Youyou Tu, ganhou o Prémio Nobel em Medicina
pela sua devocdo em descobrir a artemisinina (YUAN et al, 2016; AWAN et al,
2016).

O &cido salicilico, ilustrado na figura 2, comercializado sob a forma de acido
acetilsalicilico (Aspirina®), isolado das cascas do Salgueiro-branco (Salix alba),
espécie de planta usada no século XIX no tratamento da malaria, € um dos
medicamentos mais conhecidos e vendidos por todo o mundo, por suas
propriedades analgésica, antitérmica e anti-inflamatéria (BALUNAS e KINGHORN,
2005; MACIEL et al, 2007).

Pode-se citar ainda, a galantamina (Figura 2) (Reminyl®) isolada na Russia na
década de 1950, de Galanthus worowii Lorisnk (Amaryllidaceae), aprovado para o
tratamento da doenca de Alzeimer, por inibir a enzima aceticolinesterase. E o
medicamento Tiotropium (Spiriva®), utilizado no tratamento da doenca pulmonar
obstrutiva cronica, onde atua como broncodilatador e € baseado no ipratropium
(Figura 2), um derivado da atropina que foi isolada de Atropa belladonna L.
(Solanaceae) (MACIEL et al, 2007).

CL
COOH

Artemisinina Acido salicilico Galantamina Atropina

Figura 2 - Compostos isolados de plantas utilizados no desenvolvimento de medicamentos.

A fitoquimica representa a area dentro da quimica responsavel pela obtencao

e descricdo dos constituintes produzidos pelas plantas. Os estudos fitoquimicos
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compreendem as etapas de extracdo, isolamento, elucidacdo estrutural e
identificacdo dos constituintes quimicos da planta, permitindo identificar a espécie
vegetal, bem como analisar e caracterizar fracbes de substancias ativas, 0 que
permite um grande avan¢o nas pesquisas de novos farmacos (OLIVEIRA et al,
2006).

Esta area é a mais antiga dentro da quimica brasileira, e o isolamento de
componentes presentes nas plantas, a descoberta de suas atividades biolégicas,
bem como seus mecanismos de acdo continuam sendo um dos maiores desafios

dos profissionais de fitoquimica, quimica farmacéutica, bioquimica e farmacologia.

1.2 Familia Amaryllidaceae

As Amaryllidaceae representam uma familia de plantas monocotiledénicas, da
ordem das Asparagales, que ocorrem no continente Africano e em alguns paises da
América do Sul, como no Brasil. Alguns géneros ainda sdo encontrados na Australia,
Malasia, continente Europeu e no continente Asiatico (DAHEGREN et al, 1985;
BASTIDA et al, 2011; MARTINELLI e MORAES, 2013).

Segundo a classificacao atual da APG (Angiosperm Phylogeny Group), esta
familia de planta é composta por trés subfamilias: Agapanthoideae, Allioideae e
Amayllidoideae, antes consideradas separadamente como familia: Agapanthaceae,
Alliaceae e Amaryllidaceae, respectivamente. Assim, € comum 0 uso do nome
Amaryllidaceae para representar somente a subfamilia Amaryllidoideae, que é
conhecida pelo grande potencial biolégico de seus constituintes (CHASE et al,
2009).

Incialmente identificada por James St. Hilaire, em 1805, hoje compreende
74 géneros e cerca de 1100 espécies, sendo no Brasil encontrado em todas as
regides com 134 espécies representantes (BASTIDA et al, 2011; MARTINELLI e
MORAES, 2013; BOZKURT-SARIKAYA et al, 2013; DUTILH e OLIVEIRA, 2014).
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A familia Amaryllidaceae é conhecida pela beleza de suas flores, sendo muito
utilizadas na ornamentacédo e pelo seu alto valor medicinal. Algumas espécies sao
empregadas pelo homem desde a antiguidade. Relatos apontam o uso dessas
plantas por Hipdcrates no quarto século a.C. no tratamento do cancer, empregando
0 Oleo extraido da espécie Narcissus poeticus L. (PETTIT et al, 1986; BASTIDA et
al, 2011).

As tribos Zulu, sul-africanas, utilizavam varias espécies de Amaryllidaceae
para diversas doencas, como afeccdes da pele, dor de cabeca, doencas venéreas e

urinarias, inchacos, artrites e contusées em geral (HUTCHINGS et al, 1996).

Muitas espécies sdo empregadas na medicina popular, como por exemplo, a
espécie Crinum glaucum usada como antiespasmodico, espécies do género
Cyrtanthus usadas para dor de cabeca, tosse crbnica e cistite; e as espécies do
género Gethyllis para flatuléncias e indigestdo (ELGORASHI e STADEN, 2004;
KOORBANALLY et al, 2000; OKPO e ADEYEME, 1998).

A espécie Lycoris radiata é amplamente conhecida na medicina tradicional
chinesa para o tratamento da poliomielite. Na América Central, flores de Crinum
amabile, sdo utilizadas como expectorantes e seus bulbos utilizados para tratar
contusdes, devido ao seu efeito anti-inflamatério (MORTON, J.F., 1981; JIN, Z,
2013).

No Brasil, espécies do género Hippeastrum séo popularmente utilizadas sob a
forma de suco obtido de seus bulbos, como purgativo, emético e para doencas
respiratorias. E algumas ainda, como a espécie H. psittacinum sdo indicadas para
tosse e como estimulante sexual (CORREA, M. P., 1984; LORENZI e MATOS, 2002;
ALBUQUERQUE et al, 2007; SILVA et al, 2012).

No continente africano, o uso de plantas na medicina tradicional é maior,
principalmente espécies de Amaryllidaceae, que sdo amplamente distribuidas neste
continente, devido a falta de medicina convencional e ao problema sécio econémico
que atinge grande parte da populagéo, o que faz com que os individuos procurem a
medicina tradicional ao invés de um médico profissional (NAIR e VAN STADEN,
2013).
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Assim, na Africa, espécies do género Crinum, como C. macowanii e C.
bulbispermum sé&o utilizadas para o tratamento de problemas reumaticos, artrite e
doencas sexualmente transmissiveis. Espécies do género Clivia sdo utilizadas
durante o parto, para problemas de fertilidade, infeccdes urinarias e picadas de
cobras. A espécie Amaryllis beladona € indicada como antiespasmodico e
antitumoral (NAIR e VAN STADEN, 2013).

Como a maioria dessas plantas ndo sdo estudadas quanto ao efeito toxico,
algumas espécies, como a espécie Boophane distichia causou a morte por

intoxicagdo entre algumas etnias africanas (NAIR e VAN STADEN, 2013).

Assim, a partir do uso histérico e popular dessas plantas, diversos estudos
fitoquimicos e biolégicos mostraram que compostos isolados a partir de
Amaryllidaceae apresentam propriedades intrinsecas com grande potencial
farmacoldgico, como atividade antiparasitaria (OSORIO et al, 2010; KAYA et al,
2011; GIORDANI et al, 2012), antitumoral (MCNULTY et al, 2007; MCNULTY et al,
2009), anticolinesterasica (BOZKURT-SARIKAYA et al, 2013; IANNELLO et al,
2014), hipotensiva (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000), dentre outras.

Este valor medicinal das espécies de Amaryllidaceae (subfamilia
Amaryllidoideae) é atribuido principalmente a presenca de alcaloides isoquinolilicos
peculiares na sua constituicdo, sendo esses alcaloides objeto de intensas
investigacfes nos ultimos 200 anos (PIGNI et al, 2010; BASTIDA et al, 2011,
BOZKURT-SARIKAYA, 2013).

1.2.1 Alcaloides presentes em Amaryllidaceae

Uma caracteristica particular da familia Amaryllidaceae (subfamilia
amaryllidoideae) é a presenca de alcaloides isoquinolinicos de estrutura peculiar,
encontrados quase que exclusivamente nessa subfamilia, sendo raros em outras
espécies vegetais (BASTIDA et al, 2011).
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Desde o isolamento do alcaloide licorina em 1877, da espécie Lycoris radiata,
esta familia tem sido estudada quanto ao seu conteudo alcaloidico, sendo
considerada uma das 20 familias de planta mais importantes quando se trata de seu
conteudo de alcaloides (BASTIDA et al, 2006; JIN, Z, 2013).

Assim, como resultado de extensos estudos fitoquimicos até o momento,
cerca de 500 alcaloides com diversas estruturas e ampla gama de atividades
biologicas tém sido isolados da familia Amaryllidaceae, sendo que das espécies

existentes ainda restam muitas por serem investigadas (JIN, Z, 2013).

Extensos estudos biossintéticos na década de 1950, utilizando precursores
marcados, demonstraram que os alcaloides de Amaryllidaceae eram derivados do
metabolismo dos aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina, os quais formavam o
intermediario norbeladina, representando a transicdo do metabolismo primério e
secundario (BARTON e COHEN, 1957; BASTIDA et al, 2006; BASTIDA et al, 2011).

Como ilustrado na figura 3, o aminoécido L-fenilalanina é incorporado como
aldeido protocatecuico, o que implica na perda pelo aminoacido de dois atomos de
carbono e a introducdo de substituintes oxigenados no anel aromatico, via acido
cindmico, sendo a eliminagdo da amonia realizada pela enzima PAL. E 0 amino&cido
L-tirosina é incorporado como tirosina, depois de sofrer descarboxilagdo mediada
pela enzima Tyr-descarboxilase, onde a condensac¢éo do aldeido com a tirosina leva
a formacgédo da norbeladina (BARTON e COHEN, 1957; BASTIDA et al, 2006 e
BASTIDA et al, 2011).

Uma vez formado o intermediario chave, este é adequadamente metilado na
posicao 4’, formando a O—metilnorbeladina, para orientar os possiveis acoplamentos
fenol oxidativos intramoleculares que formam intermediarios adequados para a
conversao nos varios tipos de alcaloides de Amaryllidaceae (BARTON e COHEN,
1957; BASTIDA et al, 2006; BASTIDA et al, 2011).
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Figura 3 - Possiveis acoplamentos fenol oxidativos do precursor O-metilnorbeladina que origina todos

os tipos de esqueletos quimicos de alcaloides de Amaryllidaceae.

Desta forma, de acordo com a origem biossintética desses alcaloides, a partir
de um percussor comum, obtém-se diferentes esqueletos, que podem ser
classificados em nove grandes grupos, como demonstrado na figura 4, onde a
numeracgao esta de acordo com o modelo de Ghosal e o tipo de acoplamento que
origina cada tipo de esqueleto (GHOSAL et al, 1985; BASTIDA et al, 2011).
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Tazetina Montanina Galantamina

Figura 4 - Tipos de esqueletos de alcaloides de Amaryllidaceae.

Visto que a biossintese desses alcaloides € especifica, eles sdo quase que
exclusivos desta familia. Porém h& excecdes, tanto de alcaloides tipicos de outras
familias encontrados em espécies de Amaryllidaceae, como de alcaloides tipicos da
familia Amaryllidaceae encontrados em outras familias de plantas (BASTIDA et al,
2011).

Como no caso do isolamento de alcaloides do tipo mesembrano, geralmente
presentes em espeécies género Sceletium, pertencente a familia Aizoaceae. Onde
estudos fitoquimicos isolaram o alcaloide mesembrenol da espécie Crinum
oligathum, e o alcaloide mesembrenone, da espécie Narcissus pallidulus (DOPKE et
al, 1981; BASTIDA et al, 1989).
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Um acontecimento marcante, verificado em 2004, foi o isolamento por KAYA e
colaboradores (2004) dos compostos (-)capnoidine e (+)bulbocapnine a partir de
Galanthus nivalis, dado que foi a primeira vez que ocorreu alcaloides isoquinolinicos

classicos em membros de Amaryllidaceae.

Um exemplo de alcaloides tipicos de Amaryllidaceae encontrados em outras
familias, podemos citar o isolamento do alcaloide crinamina, um alcaloide do tipo
crinina que foi isolado da espécie Dioscorea dregeana, da familia Dioscoreaceae.
Bem como, alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina e narciclasina isolados da
espécie Hosta plantaginea (Asparagales) (MULHOLLAND et al, 2002; WANG et al,
2007). Porém estes acontecimentos séo raros, assim esses metabolitos secundarios
tipicos desta familia de plantas pode ser uma ferramenta de grande interesse em

estudos quimiotaxondémicos.

Os alcaloides com esqueleto do tipo licorina e homolicorina sdo 0s grupos
mais comuns em Amaryllidaceae, sendo a licorina, o alcaloide mais abundante nesta
familia de planta. Este alcaloide é reportado por apresentar diversas atividades
bioldgicas, dentre as quais se destacam a atividade antitumoral, principalmente por
inibir o crescimento celular e induzir a apoptose de células tumorais. Além disso,
exerce efeitos antivirais, analgésicos e hipotensivos, e detem atividade
antiparasitaria, emética, anti-inflamatoria, dentre outras (BASTIDA et al, 2006;
LAMORAL-THEYS et al, 2010; BASTIDA et al, 2011; GIORDANI et al, 2012).

Com a descoberta do alcaloide galantamina, o interesse nesses alcaloides
cresceu exponencialmente, tanto no aspecto fitoquimico, quando na avaliacdo de
suas atividades bioldgicas. Isso se da, devido ao fato de que este alcaloide € um
potente inibidor seletivo da enzima acetilcolinesterase (AChe), sendo o primeiro
alcaloide tipico de Amaryllidaceae a ser utilizado comercialmente como
medicamento, com o nome de Razadyne® e Reminyl®, utilizados para o tratamento
da doenca de Alzheimer (WILLIAMS et al, 2011; BASTIDA et al, 2011; JIN, Z, 2013;
ANDRADE et al, 2014).

Em uma reviséo recente, NAIR e colaboradores (2016) mostraram o grande

potencial dos alcaloides de Amaryllidaceae no tratamento do céncer, por induzir a
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apoptose celular, principalmente os alcaloides pancratistatina, narciclasina, crinina e

licorina.

A identificacdo do contetudo alcaloidico de uma planta, bem como a
identificacdo de novos nucleos quimicos, 0s quais sao frequentemente associados a
propriedades farmacoldgicas especificas podem levar ao entendimento de uma
relagdo estrutura — atividade. Esta ferramenta poderd ser util para o
desenvolvimento de anélogos sintéticos com o objetivo de ampliar o niamero de
moléculas disponiveis para avaliacdo farmacologica (IEVEN et al, 1982;
BRUNETON et al, 2001; HOHMANN e FORGO, 2005).

1.3 Espécie Worsleya procera (Lem.) Traub

O género Worsleya, representado somente pela espécie Worsleya procera
(Lem.) Traub (Figura 5), € endémica do Brasil, sendo encontrada apenas na Serra
de Araras, na cidade de Petropolis, no Rio de Janeiro, e desde 1983 esta incluida
da lista oficial brasileira de espécies da flora ameacadas de extingdo (MARTINELLI e
MORAES, 2007; MARTINELLI e MORAES, 2013; DUTILH e OLIVEIRA, 2014).

Conhecida popularmente como “Imperatriz do Brasil” ou “Rabo-de-galo” foi
inicialmente descrita por Duchartre em 1863, e devido a suas caracteristicas
peculiares, sugerem-se uma linhagem evolutiva independente dentro da familia
Amaryllidaceae, o que faz com que seja diferente dos outros géneros, sendo,
portanto, um género monotipico (MARTINELLI e MORAES, 2007; MARTINELLI e
MORAES, 2013).

Nenhum estudo fitoquimico ou biolégico foi encontrado na literatura sobre
esta espécie e como o potencial farmacol6gico da familia Amaryllidaceae é elevado,

um estudo quimico e bioldgico desta planta torna-se necessario.



Figura 5 - Espécie Worsleya procera.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar no aspecto fitoquimico a planta Worsleya procera (Lem.) Traub,
através do isolamento e da identificacdo dos alcaloides presentes no seu extrato
bruto, seguido de avaliagdo de atividade antimicrobiana de alguns alcaloides

isolados.

2.2 Objetivos Especificos

- Coletar a planta Worsleya procera (Lem.) Traub;

- Obter os extratos brutos das partes aéreas da planta Worsleya procera

(Lem.) Traub (folhas e caule), através de maceracdo em metanol;

- Realizar a extragdo dos alcaloides presentes nos extratos brutos, utilizando

solventes organicos;

- Isolar e purificar os alcaloides dos extratos organicos, a partir de diferentes
métodos cromatograficos, como cromatografia liquida em coluna, cromatografia
liguida a vacuo, cromatografia em camada delgada preparativa e cromatografia

liquida de alta eficiéncia;

- Comparar, identificar e elucidar as estruturas dos alcaloides através das
técnicas: cromatografia em camada delgada comparativa, cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear, dicroismo

circular e cristalografia de Raios-X;

- Avaliar a atividade antimicroniana de alguns alcaloides isolados frente as

bactérias bucais.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Solventes utilizados

Os solventes utilizados foram: Metanol (MeOH), metanol deuterado (CD3;0OD),
acetato de etila (AcOEt), acetona (Me,CO), diclorometano (CH,Cl,), cloroférmio
deuterado (CDCI3) n-hexano (n-Hex), éter dietilico, agua destilada, solucdo de acido
sulfarico (H2S04) 2% (v/v), hidroxido de aménio (NH,OH), dimetilsulféxido (DMSO).

3.2 Cromatografia em Camada Delgada

Neste trabalho, foram utilizadas as técnicas de cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC), para analises apenas qualitativas de misturas
complexas, e a cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP), com a
finalidade de isolamento e purificagdo das amostras.

Em ambos os casos, cromatofolhas ou placas de vidro contendo silica gel 60
G/UV254(20 x 20) eram colocadas dentro de cubas de eluicdo, saturadas com
NH,OH, contendo as fases moveis, escolhidas de acordo com cada amostra.
Posteriormente, estas placas eram analisadas sob radiacdo UV nos comprimentos
de onda de 254 nm e 366 nm e reveladas pelo reagente de Dragendorff, para

avaliar a presenca de alcaloides.

No caso da CCDP, a substancia desejada era removida da silica através da
imersdo da mesma em 100% de AcOEt, seguida de dez minutos do ultrassom. Onde
0 sobrenadante era filtrado com a utilizacdo de um filtro para seringa, de porosidade
de 0,45y, e secado com a ajuda de um compressor de ar. Sendo este procedimento
repetido com as solugdes de AcCOEt:MeOH nas concentragcdes de 20%, 40% e 60%

de MeOH respectivamente.
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3.3 Cromatografia Liquida em Coluna e Cromotografia Liquida a Vacuo

Para isolar e purificar os alcaloides presentes nos extratos organicos foram
utilizadas as técnicas de Cromatografia Liquida em Coluna (CLC) e Cromatografica
Liquida a Vacuo (CLV). Para tanto, foram empregadas colunas de vidro de diversos
comprimentos e diametros, preenchidas por uma fase estacionaria, composta de
silica 60 ACC (70-90 mesh, Silice) ou Sephadex LH — 20, onde as fases moveis

foram escolhidas de acordo com analises de CCDC da amostra.

A CLV é uma variante da CLC, em que a coluna de vidro é acoplada a um
Kitassato conectado a uma bomba de vacuo, onde o vacuo gerado na coluna

propicia a eluicdo da fase movel e consequentemente dos constituintes.

3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Neste trabalho, foi utilizada a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para a separagao de misturas de alcaloides. Para tanto,
foi utilizado como fase moével uma mistura isocratica de agua:metanol:acetonitrila
(8:1:1+1% TFA), com fluxo de 7 mL min™?, e como fase estacionaria uma coluna
semi-preparativa (Agilent Eclipse XDB-C18 - 9,4 x 250 mm), com tamanho de
particula de 5um e leitura nos comprimentos de onda de 270 e 290 nm.

Especificacdo do equipamento: equipamento Agilent de bomba binéaria
modelo G1361A-1260 prep pump, coluna Agilent Eclipse XDB-C18, 5um, 9,4 x 250
mm (semi-prep), acoplado a um detector 1260 MWD VL, G1365D e coletor de
fracbes 1260 FC-PS, modelo G1364B.
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3.5 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Apbs o processo de extracao dos alcaloides da planta W. procera, os extratos
obtidos foram analisados por Cromatografica Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG — EM), permitindo desta forma a identificacdo inicial dos alcaloides
presentes nestes extratos.

Desta forma, uma aliquota de cada extrato foi enviada para a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Barcelona, sob supervisao do Prof. Dr. Jaume Bastida,
gue apresenta uma biblioteca digital com mais de 200 alcaloides de Amaryllidaceae
caracterizados, o que facilita as analises comparativas dos resultados obtidos.

Especificacdo do equipamento: cromatégrafo CG — 17 A 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 pm). Programacéo da temperatura: 100 — 180 °C a 15 °C min™,
1 minuto em 180 °C, 180 — 300 °C a 5 °C min™, 40 minutos a 300 °C. Temperatura
no injetor: 280 °C. Fluxo de gas: 0,8 mL/min com gas hélio.

3.6 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Os alcaloides isolados a partir dos extratos enriquecidos em alcaloides foram
analisados pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H), a fim de

elucidar suas estruturas quimicas, permitindo desta forma a sua identificacao.

Inicialmente, as amostras foram solubilizadas em metanol deuterado (CD3;0OD)
ou cloroférmio deuterado (CDCI3), e posteriormente enviadas para o equipamento de
RMN de *H.

Especificagcdo do equipamento: Varian 400 MHz, com sonda de 5 mm ATB
BroaBand *H/*°F/X.
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3.7 Dicroismo Circular

Alguns alcaloides isolados foram enviados para a Espanha, sob supervisao

do Prof. Dr. Jaume Bastida para analise de dicroismo circular (DC).

Especificacdo do equipamento: espectrofotdmetro Jasco-J-810 (Easton, MD,
USA). Analise realizada em MEOH.

3.8 Coleta e identificacao da planta

A coleta da planta foi feita no dia 20 de Julho de 2014, no Estado do Rio de
Janeiro, na cidade de Petrépolis, pelo Prof. Dr. Warley de Souza Borges (UFES),
sendo esta autorizada pelo SISBIO (n. 41717), pois ocorreu dentro da Area de

Preservacdo Ambiental de Petropolis.

As partes aéreas de seis individuos da planta Worsleya procera (Lem.) Traub
(folha e caule) foram coletadas e levadas para o Estado do Espirito Santo, no
municipio de Vitoria. Na tabela 1 podem-se observar as massas de cada parte da

planta fresca que foi coletada.

A identificagdo da planta foi feita pela Profa. Dra. Luciana Dias Thomaz, e
uma exsicata foi depositada no Herbario da UFES sob a sua supervisdo. Numero de
excicata: 35307.

Tabela 1 — Massa de cada parte da planta Worsleya procera (Lem.) Traub coletada na cidade de

Petropolis - Rio de Janeiro.

Partes da Planta Peso (Kg)

Caule 3,817

Folhas 1,558
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3.9 Obtencéo dos extratos brutos

Inicialmente, as partes da planta Worsleya procera (Lem.) Traub frescas
(caule e folhas) foram trituradas separadamente em liquidificador, utilizando o
solvente MeOH. Em seguida, foram filtradas em papel filtro e as solu¢des resultantes
secas em um evaporador rotatério, com pressao reduzida e banho de aquecimento

funcional a uma temperatura de 40 °C.

As tortas resultantes deste processo foram submetidas a maceracdo com
MeOH por um periodo de 48 horas. Apés este periodo, foram filtradas em papel filtro
e as solucdes resultantes, foram secas como mencionado anteriormente, sendo este

processo repetido por mais duas vezes.

Os extratos brutos resultantes (extrato bruto do caule e extrato bruto das
folhas) foram devidamente pesados, para que a porcentagem de rendimento fosse

calculada.

3.10 Extracao acido-base dos extratos

Os extratos brutos obtidos (extrato bruto do caule e extrato bruto da folha)
foram separadamente submetidos a extracdo acido-base para a obtencdo dos
extratos organicos enriquecidos em alcaloides, de acordo com a figura 6.

Desta forma, cada extrato bruto foi inicialmente acidificado com a adicéo de
uma solucdo de H,SO,4 2% (v/v), até que o pH atingisse 2 — 3. As solucbes
acidas resultantes, foram quatro vezes particionadas com 300 mL do solvente éter
dietilico e AcOEt respectivamente, por um procedimento denominado particdo
liquido-liquido, onde a fase aquosa foi separada da fase organica através da

utilizacdo de um funil de separagéo.



Extrato Bruto

Fase Etérea
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— Ressuspensdo com solugéo de H,SO,, 2% viv
—— Partigdo com Eter dietilico (4X)

Descartada

Evaporacéo do solvente

Fase Aquosa

—— Particdo com AcOEt (4X)

Fase Acetato acida

Extrato Acetato acido

Fase Aquosa

— Adicéo de NH,OH até pH 9-11
—— Particdo com n-Hex

Fase

n-Hex

Fase Aquosa

Evaporagéao do solvente

— Partigdo com AcOEt

Extrato n-Hex

Evaporacéo do solvente

Fase AcOEt Fase Aquosa

— Partigdo com AcOEt-MeOH (3:1)

Extrato AcOEt

Evaporag&o do solvente

Fase AcOEt-MeOH Fase Aquosa

Extrato AcOEt-MeOH Descartada

Figura 6 - Esquema da extracdo acido-base realizada com cada extrato bruto obtido das partes

aéreas da planta W. procera.

As fases aquosas remanescentes, foram adicionadas NH;OH, até que o pH

atingisse 9 - 10. Em seguida, essas fases foram transferidas para um funil de

separacédo e particionadas varias vezes com 300 mL do solvente n-Hex, até reacéo

negativa de alcaloides frente ao reagente de Dragendorff.



43

As fragbes hexanicas resultantes foram filtradas em papel filtro com a adigcao
de sulfato de sédio anidro e secas com a ajuda de um evaporador rotatério sobre
pressdo reduzida e banho a 40 °C. Assim, os extratos hexanicos obtidos foram
transferidos para frascos e devidamente pesados e os rendimentos foram calculados

com base no peso de seus respectivos extratos brutos.

Nas fases aquosas remanescentes, foi realizado o mesmo procedimento de
particdo descrito para a fragdo hexanica, porém com os solvente AcOEt e uma

solucédo de AcOEt:MeOH (3:1), respectivamente.

Assim, a partir deste procedimento, foram obtidos quatro extratos organicos
do caule (extrato acetato de etila acido, extrato hexanico, extrato acetato de etila e
extrato acetato:metanol) e quatro extratos organicos da folha (extrato acetato de etila

acido, extrato hexanico, extrato acetato de etila e extrato acetato:metanol).

3.11 Obtencéo dos alcaloides

ApoOs a realizacdo da extracdo acido-base, os extratos obtidos do caule e da
folha foram analisados pela técnica de CCDC e CG-EM, e a partir dos resultados
obtidos, optou-se por trabalhar somente com o extrato hexanico e extrato acetato de
cada parte da planta. Uma vez que, os extratos acidos e os extratos ACOEt-MeOH

apresentaram baixa concentracdo de alcaloides.

Assim, 0s extratos hexanicos e os extratos acetato do caule e das folhas
foram submetidos a diferentes processos cromatograficos, a fim de isolar seus

constituintes.



44

3.11.1 Caule

3.11.1.1 Extrato hexanico do Caule

O extrato hexanico da amostra de caule foi inicialmente submetido a uma CLV
(didmetro da coluna: 4 cm e altura de silica: 5,5 cm), no qual foi empregado um
gradiente de solventes como fase mdvel. Assim, utilizou-se quatro litros dos
solventes n-Hex e AcOEt (100% de n-Hex até 100% de AcOEt), seguido de trés
litros dos solventes AcOEt e MeOH (100% de AcOEt até 60% de MeOH).

Como ilustrado na figura 7, desta coluna resultaram quatro fragbes, que foram
unidas de acordo com andlises comparativas dos tubos obtidos, através da técnica
de CCDC, denominadas como H1 - C, H2 - C, H3 - C e H4 - C, sendo as duas

Gltimas descartadas, ja que apresentaram teste negativo frente ao reagente de

Dragendorff.
Extrato n-Hex Caule
1,639
CLv
Gradiente de solvente
H1-C H2-C H3-C H4-C
64,9 mg 945,6 mg 128,9 mg 63,8 mg
CCDP
n-Hex:MeOH:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO —— CLC
(2:2:1:1:1) MeOH:CH,Cl, (4:1) 0,6 L Negativo Negativo
MeOH:CH,Cl, (9:1) 0,1 L g
Coingosto 1 MeOH-CH.CL. (191) 0.2 L Dragendorff Dragendorff
9 M MeOH 0,1 L
Cristais precipitados
Composto 2
3,9mg
H2.1-C || H2.2-C " H2.3-C ” H2.4-C | | H25-C ” H2.6-C ” H2.7-C " H2.8-C |
12,8 mg 35,2mg 90,2 mg 253 mg 95,6 mg 4153 mg 135mg 85,9 mg
Negativo Negativo Negativo Negativo
Dragendorff Dragendorff Dragendorff Dragendorff

Figura 7 - Esquema da CLV realizada com o extrato n-Hex do caule de W. procera.
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e FracdoH1-C

Para a separacgéo dos alcaloides desta fracao, esta foi submetida a uma CCDP
(Figura 7), onde a fase movel utilizada foi escolhida ap6s analises de CCDC da
referente amostra. Este procedimento resultou no isolamento do composto 1,

analisado pela técnica de RMN de *H.

e FracdoH2-C

Para o isolamento dos alcaloides presentes na fracdo H2-C, inicialmente, foi
feita uma CLC (didmetro da coluna: 2 cm e altura de silica: 25 cm), onde as
proporcdes de solventes se basearam em anélises de CCDC desta amostra. Apés a
realizacdo da coluna, foi observada a formacdo de cristais em alguns tubos de
recolhimento de amostra, estes foram analisados por RMN de *H, mostrando ser o
composto 2. Como demonstrado na figura 7, este procedimento resultou em oito
fracOes, unidas de acordo com similaridade das analises de CCDC dos tubos obtidos,
denominadas de H2.1-C a H2.8-C.

Todas as fracfes obtidas foram analisadas por CCDC, sendo as fracfes H2.1 -
C, H2.2 - C, H2.3 - C e H2.8 - C descartadas, ja que apresentaram teste negativo

frente ao reagente de Dragendorff.

» Fracao H2.4 - C: Como ilustrado na figura 8, esta fracdo foi submetida a uma
CCDP, onde foi observado o isolamento de trés compostos (compostos 3, 4 e 5).
Sendo estes analisados por RMN de *H.



Figura 8 - Esquema da CCDP submetida na fracdo H2.4 - C.

H2.4-C
25,3 mg
CCDP
n-Hex:AcOEt:MeOH:CH,Cl,:Me,CO:n-Hex
- (4:2:1:1:1)
Composto 3 Composto 4 Composto 5
2,4 mg 6,1 mg 2,5mg
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» Fracdo H2.5 - C: A partir desta fracdo, foram isolados cinco compostos

(compostos 2, 3, 6, 7 e 8), como ilustrado na figura 9, sendo todos analisados pela

técnica de RMN de H.

H25-C
95,6 mg
L CCDP - n-Hex:AcOEt:MeOH:Me,CO
(3:2:1:1)
Composto 2 Composto 3 Composto 6 Composto 7 Composto 8
9.8 mg 3.7mg 2,5mg 8,1 mg 7,1 mg

Figura 9 - Esquema da CCDP realizada com a amostra H2.5 - C.

» Fragdo H2.6 - C: Para o isolamento dos alcaloides desta fragéo, esta foi

submetida inicialmente a uma CLC, (diametro da coluna: 1,5 cm e altura de silica: 31,5

cm), resultando em quatro fragdes, como ilustrado na figura 10. Apos a realizacdo da

coluna, foi observado a formacdo de cristais em alguns tubos de recolhimento de

amostra, estes foram analisados pela técnica de RMN de 'H, comprovando ser o

composto 2.
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H26-C
415,3 mi
CLC (Silica)
n-Hex:AcOEt:MeOH:Me,CO (3:2:1:1) 0,42 L
o o n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl,:MeOH (2:2:1:1) 0,06 L
C”Stca's prec;plgados 1 AcOEtn-Hex:Me,CO:CH,:Cl,:MeOH (2:1:1:1) 0,1 L
%’S‘;O;g ACOEt:Me,CO:MeOH (2:1:1) 0,12 L
MeOH:AcOEt:Me,CO (2:1:1) 0,12 L
MeOH:Me,CO (2:1) 0,09 L
MeOHO,1L

H26.1-C H2.6.2-C H2.6.3-C H2.6.4-C
10,2 mg 100,3 mg 226,7 mg 10,1 mg
CCDP
n-Hex:AcOEt:MeOH:Me,CO

Shephadex - LH - 20

Negativo (4:2:1:1) MeOH i
Negativo
Dragendorff ,——\ Draggendorff
Composto2e 9 Composto 7
30,2 mg 3,1 mg

H2.6.3.1-C H26.32-C H2.6.3.3-C
CLAE | | 26,7 mg | | 15,3 mg | 148,8 m;
CCDP |

. MeOH:n-Hex:AcOEt:Me,CO
Negativo (4:2:2:2) Negativo
| Composto 2 Composto 9 | Dragendorff o Dragendorff

16,2 mg 9 mg Composto 10
1,8 mg

Figura 10 - Esquema cromatografico realizado com a fragcao H2.6 - C.

v' Fracdo H2.6.2 - C: Esta fracdo foi submetida a uma CCDP, sendo isolado o
composto 7 e uma mistura do composto 2 e 9 (Figura 10). A mistura de alcaloides foi
entdo separada, utilizando a metodologia CLAE. Para tanto, foi utilizado como fase
movel uma mistura isocratica de agua:metanol:acetonitrila (8:1:1+1% TFA), com fluxo
de 7 mL min, e como fase estacionaria uma coluna semi-preparativa (Agilent Eclipse
XDB-C18 - 9,4 x 250 mm), com tamanho de particula de 5um e leitura nos

comprimentos de onda de 270 e 290 nm.

v' Fracdo H2.6.3 - C: Como ilustrado na figura 10, esta fracdo foi inicialmente
submetida & uma CLC, utilizando sephadex LH-20 como fase estacionéria (diametro
da coluna: 2,3 cm e altura de sephadex LH-20: 56 cm), e fase mével o solvente MeOH,
onde obteve-se trés fracdes, denominadas H2.6.3.1 - C, H2.6.3.2 - C e H2.6.3.3 — C.
Sendo que a primeira e a Ultima foram descartadas, ja que apresentaram teste

negativo frente ao Reagente de Dragendorff.
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*» Fragdo H2.6.3.2 - C: Esta fragéo foi submetida a uma CCDP, sendo isolado

o composto 10 (Figura 10), analisado por RMN de *H uno e bidimensional (NOESY).

» Fracao H2.7 - C: Foi empregada a técnica de CCDP, para o isolamento dos
constituintes desta fracdo. Sendo isolado o composto 2, analisado por RMN de 'H,

como demonstrado na figura 11.

H2.7-C
13,5 mg
CCDP - n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:MeOH
(2:2:2:1)
Composto 2
1,1mg

Figura 11 - Esquema da CCDP executada com a amostra H2.7 - C.

» Fracao H2.8 - C: Ao analisar a amostra H2.8 — C pela técnica de CCDC, foi
observado que esta, apresentava alcaloides, porém continha muita impureza, assim,
optou-se por submeté-la a uma CLC, utilizando como fase estacionaria a sephadex
LH-20 (diametro da coluna — 2 cm e altura de shephadex — 32 cm), e como fase movel
utilizou-se somente o solvente MeOH. Apés analises de CCDC dos tubos obtidos da
coluna, obteve-se duas fracbes denominadas H2.8.1 - C e H2.8.2 - C . Ambas, foram
submetidas separadamente a uma nova sephadex LH — 20 (diametro da coluna: 2 cm
e altura de shephadex: 32 cm), originando respectivamente quatro e trés fragcdes, que

estdo em processo de analise por CG — EM (Figura 12).
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H2.8-C
85,9 mg
—— Shephadex - LH - 20
H28.1-C H2.8.2-C
46,7 mg 32,9 mg
Shephadex - LH-20 — —— Shephadex - LH - 20

4 fracdes 3 fragdes

Figura 12 - Esquema do sistema cromatografico realizado com a fracdo H2.8 - C.

3.11.1.2 Extrato acetato de etila do caule da planta

Ao adicionar o solvente MeOH ao extrato acetato da parte caule, houve a
formacdo de um precipitado branco, este foi separado do sobrenadante e enviado

para analise de RMN de *H, mostrando ser o composto 3.

O sobrenadante remanescente foi submetido a uma CLV (Figura 13),
utilizando como fase estacionaria a silica (diametro da coluna: 4 cm e altura de
silica: 5,5 cm), e como fase movel um sistema gradiente de solventes, de uma fase

madvel menos polar para uma fase mével mais polar.

Assim, inicialmente, utilizou-se 800 mL dos solventes n-Hex e AcOEt (100%
de n-Hex até 50% de AcOEt), em seguida, foram empregados 2,8 L dos solventes n-
Hex, AcOEt e CH,Cl,, onde se manteve constante a concentracdo de AcOEt (50%
da solucéo), sendo alterado as proporcdes de n-Hex e CH,Cl; (100% de n-Hex até
100% de CH,CIl,), o que resultou em uma solucéo final composta de AcOEt:CH,Cl,
(1:1), em seguida foi acrescentado a esta solucdo o solvente MeOH até que a fase

movel fosse composta de 100% deste solvente, onde foram gastos 6L de solvente.

Desta coluna, resultaram seis fragdes Al - C — A6 - C, unidas de acordo com
similaridade das analises de CCDC dos tubos de recolhimento de amostra. Onde as
fragcbes Al - C, A4 - C e A5 - C foram descartadas, pois apresentaram teste negativo

frente ao Reagente de Dragendorff.



Extrato AcOEt Caule
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4429
Precipitado branco
Composto3 | ~ CLv
672,2 mg Gradiente de solvente

Al-C A2-C A3-C A4-C A5-C A6-C
100,2 mg 1309,9 mg 857,1 mg 62,9 mg 28,3 mg 58,3 mg

Negativo Negativo Negativo

Dragendorff Dragendorff Dragendorff

Figura 13 - Esquema da CLV realizada com o extrato AcCOEt do caule de W. procera.

e Fracdo A2-C

Como ilustrado na figura 14, esta fracdo foi inicialmente submetida a uma

CLC, utilizando com fase estacionaria a silica (diametro da coluna: 2 cm e altura de

silica: 31 cm).

Apbés o procedimento, foi observado que alguns tubos de recolhimento

apresentavam um precipitado branco. Estes foram analisados pela técnica de RMN

de 'H demonstrando ser o composto 3.

Desta coluna, resultaram oito fracbes (A2.1 - C — A2.8 - C), sendo todas
analisadas pela técnica de CCDC. As fracbes A2.2 - C, A25 - C e A26 - C
apresentaram teste positivo para alcaloides ao serem reveladas com Reagente de

Dragendorff.
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A2-C
139
CLC
n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl, (4:2:1:1) 0,72 L
n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl,:MeOH (40:20:10:10:1) 0,35 L

n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl,:MeOH (40:20:10:10:2) 0,35 L
n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl,:MeOH (40:20:10:10:3) 0,35 L

Precipitado branco n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl,:MeOH (40:20:10:10:4) 0,35 L
Composto3 L n-Hex:AcOEt:Me,CO:CH,Cl,:MeOH (8:4:2:2:1) 0,35 L
15,3 gramas n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (8:4:4:1) 0,35 L

n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (6:4:4:1) 0,15 L
n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (4:4:4:1) 0,13 L
AcOEt:Me,CO::n-Hex:MeOH (4:4:2:1) 0,11 L
AcOEt:Me,CO:MeOH (4:4:1) 0,18 L
ACOEt:Me,CO:MeOH (3:3:1) 0,07 L
ACOEt:MeOH (4:1) 0,1 L

ACOEt:MeOH (2:1) 0,09 L

MeOH 0,05 L
A21-C A22-C A23-C A24-C A25-C A26-C A27-C A28-C
70,1 mg 32,4 mg 110,3 mg 92,9 mg 160,3 mg 155,7 mg 157,9 302,7 mg
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Dragendorff Dragendorff Dragendorff Dragendorff Dragendorff

Figura 14 - Esquema ilustrando a CLC realizada com a amostra A2 - C.

» Fracdo A2.2 - C: Esta fracdo foi submetida a uma CCDP, onde resultou no

isolamento do composto 11, analisado por RMN de *H, como ilustrado na figura 15.

A22-C
32,4 mg

CCDP - n-Hex:CH,CI2:AcOEt:Me,CO
(20:2:1:1)

Composto 11
1.8mg

Figura 15 - Esquema da CCDP efetuada na fragdo A2.2 - C.

» Fracado A2.5 - C: A técnica de CCDP foi empregada nesta fracdo (Figura 16),
a fim de isolar os seus constituintes, onde péde-se observar o isolamento de quatro

compostos (composto 4, 6, 7 e 8) e uma mistura dos compostos 2 e 9.
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A25-C
160,3 mg

—— CCDP - n-Hex:CH,CI2:AcOEt:Me,CO
(3:2:1:1)
| Composto 2 e 9 | | Composto 4 | | Composto 6 | | Composto 7 | | Composto 8
4.2 mg 32,4 mg 4,3 mg 10 mg 4,7 mg

Figura 16 - Esquema ilustrando a CCDP feita com a amostra A2.5 - C.

» Fracao A2.6 - C: Esta fracdo foi submetida a uma CCDP (Figura 17), sendo

isolado seis compostos (compostos 2, 6, 7, 10, 12 e 13), analisados pela técnica de

RMN de *H.

A26-C
155,7 mg

CCDP - n-Hex:CH,Cl,:AcOEt:Me,CO

(3:2:1:1)
Composto 2 Composto 6 Composto 7 Composto 10 Composto 12 Composto 13
4,9 mg 1,4 mg 2,6 mg 7,2mg 4,3 mg 2,2mg

Figura 17 - Esquema da CCDP realizada com a fracdo A2.6 - C.

e Fracdo A3-C

Como ilustrado na figura 18, a fragdo A3 - C foi inicialmente submetida a uma
CLC (diametro da coluna: 2 cm e altura de silica: 28 cm), onde foi empregado um
gradiente de solventes como fase movel, de uma fase movel menos polar para uma

fase moével mais polar. Para tanto, foram utilizados os solventes n-Hex, CH,Cl,,

AcOEt, Me,CO e MeOH.

Desta coluna, resultaram oito fragdes, unidas de acordo com as analises de

CCDC dos tubos de recolhimento de amostra.
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A3-C
857,1 mg
CLC
Gradiente de solventes
A31-C " A32-C ” A33-C ” A34-C | | A35-C " A36-C ” A37-C ” A38-C
39,1 mg 50,8 mg 129,6 mg 95,8 mg 78,8 mg 161,5 mg 416 mg 78,7 mg
Negativo Negativo Negativo
Dragendorff Dragendorff Dragendorff

Figura 18 - Esquema da CLC empregada na fracdo A3 - C.

» A3.1 - C: Apos analise de CCDC desta fracao, optou-se por fazer uma CCDP
(Figura 19), onde foi observado o isolamento de quatro compostos (compostos 1, 11,
14 e 15).

A31l-C
39,1 mg
—— CCDP - n-Hex:CH,CI2:AcOEt:Me,CO
(16:4:1:1)
Composto 1 Composto 11 Composto 14 Composto 15
3,3mg 2,9 mg 4,4 mg 2,7 mg

Figura 19 - Esquema exemplificando a CCDP realizada com a amostra A3.1 - C.

» A3.3 - C: Como ilustrado na figura 20, esta fracao foi submetida a uma CCDP,
no qual foi observado o isolamento de quatro composto (Composto 2, 4, 6 e 10).

Todos analisados pela técnica de RMN de *H.
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A33-C
129,6 mg
—— CCDP - n-Hex:CH,Cl,:AcOEt:Me,CO
(3:2:1:1)
Composto 2 Composto 4 Composto 6 Composto 10
4,9 mg 8 mg 4mg 6,1 mg

Figura 20 - Esquema da CCDP feita com a fragédo A3.3 - C.

» A3.5 - C: Para o isolamento dos alcaloides presentes nesta fracdo, foi
escolhida a técnica de CCDP, como ilustrado na figura 21. O que resultou, no

isolamento de trés compostos (compostos 7, 16 e 17), analisados por RMN de *H.

A35-C
78,8 mg
CCDP - n-Hex:CH,Cl,:AcOEt:Me,CO
(62:1:1)
Composto 7 Composto 16 Composto 17
1,6 mg 1,7mg 2mg

Figura 21 - Esquema demonstrando a CCDP realizada com a fragcdo A3.5 - C.

» A3.6 - C: Esta fracdo foi submetida a uma CCDP (Figura 22), onde pode-se
observar o isolamento de quatro compostos (compostos 1, 5, 14 e 16), sendo todos

analisados pelas técnica de RMN de *H.
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A36-C
161,5 mg
—— CCDP - n-Hex:CH,Cl,:AcOEt:Me,CO
(10:2:1:1)
Composto 1 Composto 5 Composto 14 Composto 16
2,1 mg 14,3 mg 2,5mg 26,7 mg

Figura 22 - Esquema ilustrando a CCDP empregada com a amostra A3.6 - C.

» A3.7 - C: Esta fracdo foi submetida a uma CCDP, cuja fase mével foi
composta por n-Hex:CH,Cl,:AcOEt:Me,CO:MeOH (8:8:1:1:0,5), onde resultou em
duas fracBes puras que estdo em processo de andlise por RMN de 'H uno e

bidimensional.

e Fracdo A6-C

Apés andlise de CCDC desta fragdo, optou-se pela técnica de CCDP para o
isolamento de seus constituintes, resultando no isolamento do composto 16, como

demonstrado na figura 23.

A6-C
58,3 mg

CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt:MeOH
(3:3:2:1:0,5)

Composto 16
5,2mg

Figura 23 - Esquema detalhando a CCDP realizada com a fragédo A6 - C.
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3.11.2 Folhas

3.11.2.1 Extrato hexanico das folhas da planta

O extrato hexanico das folhas foi inicialmente submetido a uma CLC
(diametro de coluna: 1,5 cm e altura da silica: 30 cm), resultando em oito fracdes,
unidas de acordo com similaridade das analises de CCDC dos tubos de

recolhimento de amostra (Figura 24).

Extrato n-Hex Folhas

243 mg

CLC (Silica)

n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (5:2:2:1) 0,4 L

n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (3:2:2:1) 0,11 L

—  n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (2:2:2:2) 0,08 L

AcOEt:Me,CO:MeOH (2:2:2) 0,04 L

AcOEt:MeOH (1:1) 0,04 L

MeOH:AcOEt (3:2) 0,05 L

MeOH:ACOEt (3:1) 0,04L

MeOHO0,1L
H1-F || H2-F || H3-F || H4 -F || H5-F || H6 - F || H7-F || H8-F
21,8 mg 424 mg 8.8 mg 30,6 mg 42,2 mg 37,2mg 252 mg 9.8 mg

Negativo Negativo
Dragendorff Dragendorff

Figura 24 - Esquema cromatografico realizado para o isolamento dos alcaloides do extrato n-Hex das

folhas de W. procera.

e Fracdo Hl1-F

Apbs andlises de CCDC desta fracdo, optou-se por realizar uma CCDP, cuja
fase mobvel foi composta pelos solventes n-Hex:AcOEt:CH,Cl;:Me,CO:MeOH
(24:4:4:3:1). Este processo resultou em duas fracdes puras, que estdo em processo
de analise por RMN de *H uno e bidimensional.
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e FracdoH2-F

Foi adicionado o solvente MeOH a fracdo H2 — F, e apds um periodo de 48
horas foi observado a formacao de cristais, estes foram separados do sobrenadante

e analisados pela técnica de RMN de *H, mostrando ser o composto 1.

O sobrenadante foi submetido a uma CCDP, como ilustrado na figura 25,

resultando novamente no isolamento do composto 1.

H2-F
42,4 mg
Cristais precipitado CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
Composto 1 (18:2:2:1)
15,8 mg e
Composto 1
8,1 mg

Figura 25 - Esquema da CCDP feita com a fracdo H2 - F.

e HA-F

A técnica empregada para o isolamento dos alcaloides da fracdo H4 - F foi a
CCDP, em que foi isolado uma mistura dos compostos 2 e 9 e o composto 8 (Figura
26). Os alcaloides da mistura foram separados pela técnica de CLAE, como

mencionado anteriormente para a fragdo H2.6.2 - C.
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H4-F
30,6 mg
- CCDP - n-Hex:AcOEt:CH,Cl,Me,CO
(12:2:2:1,5)
Compostos 2 e 9 Composto 8
15,5 mg 2,6 mg
CLAE
Composto 2 Composto 9
8,1 mg 4,3 mg

Figura 26 - Esquema ilustrando o processo cromatografico empregado com a amostra H4 - F para o

isolamento dos alcaloides desta fragao.

e H5-F

Ao analisar a fracdo H5 - F quanto a presenca de alcaloides, utilizando a
técnica de CCDC, pdde-se observar a presenca de somente um alcaloide.

Desta forma, com a utilizacdo do solvente MeOH conseguiu-se cristalizar 30,9
mg deste composto, que ao ser analisada por RMN de *H, mostrou ser o composto

2. Estes cristais foram enviado para analise por cristalografia de Raio-X.

e H6-F

A fracdo H6 - F foi submetida a uma CCDP, para o isolamento de seus

constituintes, como ilustrado na figura 27, sendo isolado os compostos 2 e 10.
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H6 - F
37,2 mg
| CCDP - n-Hex:AcOEt:CH,Cl,Me,CO:MeOH
(9:2:2:2:0,5)
Composto 2 Composto 10
3,2 mg 4,4 mg

Figura 27 - Esquema ilustrando a CCDP feita com a fracéo H6 - F.

e H7-F

Para o isolamento do alcaloide presente nesta fracdo, foi empregada a

técnica de CCDP (Figura 28), isolando-se o composto 5.

H7-F
20,2 mg
CCDP - n-Hex:AcOEt:CH,Cl,Me,CO:MeOH
(9:2:2:1,5:0,5)
Composto 5
5 mg

Figura 28 - Esquema da CCDP executada com a amostra H7 - F, a fim de isolar seus constituintes.

3.11.2.2 Extrato acetato de etila das folhas da planta

O extrato acetato de etila da parte folha da planta, foi submetido a uma CLC,
utilizando a silica como fase estacionaria (diametro da coluna: 2 cm e altura de
silica: 36 cm), no qual as fases moveis empregadas estéo ilustradas na figura 29.
Esta coluna resultou em cinco fra¢des, unidas de acordo com anélises de CCDC dos

tubos de recolhimento de amostra obtidos.
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Extrato AcCOEt Folhas

1589
CLC
n-Hex:AcOEt:MeOH:Me,CO:CH,Cl, (1:1:1:1:1) 0,8 L
MeOH:CH,Cl,:n-Hex:AcOEt:Me,CO (3:2:1:1:1) 0,2L
. . MeOH:CH,Cl,:AcOEt:Me,CO (3:1:1:1) 0,12 L
Cristais precipitados MeOH:AcOE (3:1) 0,08 L
Composto 3 (8mg) MeOH:AcOEt (4:1) 0,1L
Composto 10 (6,1 mg) MeOH:ACOE (5:1) 0,06 L
MeOH:AcOEt (6:1) 0,07 L
MeOH:AcOEt (7:1) 0,16 L
MeOH:CH,Cl, (7:1) 0,16 L
MeOH 0,8 L
Al-F | | A2-F | | A3-F | | AL-F | | AS-F
227,2 mg 90,5 mg 80,3 mg 383,8 mg 400,2 mg

Figura 29 - Esquema mostrando a CLC realizada com o extrato AcOEt das folhas de W. procera.

e Fracdo Al-F

Para o isolamento dos constituintes desta fracdo, o primeiro procedimento
cromatografico escolhido foi a CLC (diametro da coluna: 1,5 cm e altura de silica: 23
cm), como demonstrado na figura 30. Deste processo resultaram trés fracdes (Al.1 -
C,Al.2 - Ce Al.3 - C), porém somente a fracdo Al.1 - C apresentou teste positivo

frente ao Reagente de Dragendorff.

» Fracdo Al.1 - C: Esta fracdo foi submetida a uma CCDP, cuja fase mével

escolhida esta detalhada na figura 30, sendo isolados os alcaloides 11 e 14.



Al-F
227,2 mg

CLC

n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO (4:2:1:1) 0,35 L
n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO:MeOH (40:20:10:10:3) 0,08 L
n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO:MeOH (40:20:10:10:6) 0,08 L
n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO:MeOH (4:2:1:1:1) 0,09 L
n-Hex:AcOEt:MeOH:CH,Cl,:Me,CO (6:4:3:2:2) 0,08 L
n-Hex:AcOEt:MeOH:CH,Cl,:Me,CO (2:2:2:1:1) 0,08 L
MeOH: n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO (2:1:1:1:1) 0,06 L
MeOH:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO (2:1:1:1) 0,05 L
MeOH:CH,CI,:Me,CO (2:1:1) 0,04 L

MeOH:Me,CO (1:1) 0,04 L

MeOH 0,05 L

All-F

34,3 mg

Al2-F
60,8 mg

AL3-F
77.4mg

CCDP

n-Hex:Me,CO:CH,CI,

(6:2:1)

Composto 11
3,1 mg

Composto 14
1mg

Negativo
Dragendorff

Negativo
Dragendorff
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Figura 30 - Esquema do procedimento cromatografico escolhido para o isolamento dos alcaloides

e Fracdo A2-F

presentes na fracdo Al - F.

A fracdo A2 - F foi submetida a uma CCDP, para o isolamento dos alcaloides

presentes nesta amostra. Assim, como ilustrado na figura 31, foram isolados o

composto 4 e uma mistura do composto 18 e 19.

Figura 31 - Esquema ilustrando a CCDP realizada com a amostra A2 - F.

A2-F
90,5 mg

CCDP

n-Hex:ACOEt:CH,Cl,:Me,CO:MeOH

(6:4:3:3:1)

Composto 4
24,7 mg

Compostos 18 e 19
3,1 mg
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e Fracdo A3-F

Foi adicionado o solvente MeOH a esta fracdo, e apds o periodo de 72 horas,
houve a formacéo de cristais, estes foram separados do sobrenadante e analisados

pela técnica de RMN de *H, mostrando ser o composto 3.

O sobrenadante foi analisado por CCDC, e a técnica escolhida para a

separacao dos seus constiuintes foi a CCDP, ilustrada na figura 32.

A3-F
80,3 mg
Cristais precipitados ) ] )
Composto 3 CCDP - n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH
10,7 mg (4:2:1:1)
Composto 2 Composto 7 Composto 10
3,5mg 3,6 mg 12,4 mg

Figura 32 - Esquema da CCDP realizada com a amostra A3 - F.

e Fracdo Ad-F

O procedimento cromatografico escolhido para a separacdo dos constituintes
desta fracdo foi a CLC (Figura 33), utilizando a silica como fase estacionaria
(diametro da coluna: 1,5 cm e altura de silica: 32 cm). Apdés o procedimento
cromatografico, houve a formacéo de cristais em um dos tubos de recolhimento de

amostra, estes foram analisados por RMN de *H, mostrando ser o composto 3.

A partir desta coluna, foi originada oito fracbes, unidas de acordo com
similaridade dos tubos de recolhimento de amostra, denominadas de A4.1 - F a
A4.8 - F. As fragbes A4.1 - F, A4.3 - F e A4.8 - F foram descartadas, ja que
apresentaram teste negativo frente ao Reagente de Dragendorff. A fracdo A4.2 - F
foi enviada diretamente para anélise de RMN de 'H, j& que pela anélise de CCDC
desta fracdo, pode-se observar que esta apresentava somente uma substancia,

sendo constatado ser o composto 11.
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Ad-F
3388 m

CLC

n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (4:2:1:1) 0,44 L

n-Hex:AcOEt:Me,CO:MeOH (3:2:2:1) 0,07
. . Me,CO:n-Hex:AcOEt:MeOH (3:2:1:1) 0,07 L

C”Stca's p’ect'p';ados _ Me,COm-Hex:MeOH (5:1:1) 0,14 L

%rggo;g Me,CO:CH,Cl,:MeOH (5:1:1) 0,07 L

Me,CO:CH,Cly:MeOH (7:2:1) 0,1 L

Me,CO:MeOH (6:1) 0,13L

Me,CO:MeOH (4:1) 0,12 L

Me,CO:MeOH (2:1) 0,18 L

MeOH 0,18 L
| A41-F || A42-F || Ad3-F | | A44-F || A45-F || AdB-F || A4T-F || A48-F |
11,3 mg 2 mg 15,7 mg 28,5 mg 71,3 mg 80,8 mg 57,7mg 52,4 mg
Negativo Negativo Negativo
Dragendorff Composto 11 Draggendorff Dragendorff

Figura 33 - Esquema ilustrando a CLC realizada com a fragdo A4 — F.

» Fracdo A4.4 - F. Esta fracdo foi submetida a uma CCDP (Figura 34),
acarretando no isolamento de quatro compostos (composto 4, 6, 7 e 8), sendo todos
analisados pela técnica de RMN de *H.

Ad4-F
28,5 mg
CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(10:3:2:1)
Composto 4 Composto 6 Composto 7 Composto 8
2,5mg 1,1 mg 2,6 mg 1,3mg

Figura 34 - Esquema demonstrando a CCDP feita com a amostra A4.4 - F.

» Fracao A4.5 - F: Apds analise de CCDC desta fracéo, foi decidido a utilizagéo
da técnica de CCDP, para o isolamento de seus constituintes. Este processo, resultou
no isolamento de uma mistura dos compostos 2 e 9 e 0os compostos isolados 7, 10 e
13 (Figura 35).
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A45-F
71,3 mg
CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(10:3:2:1)
Composto 2 e 9 Composto 7 Composto 10 Composto 13

7,1 mg 2,1 mg 32,1 mg 4,3 mg

Figura 35 - Esquema da CCDP empregada para o isolamento dos alcaloides da fragdo A4.5 - F.

» Fracao H4.6 - F: Para o isolamento do alcaloide presente nesta fracéo, foi
empregada a técnica de CCDP, isolando-se o composto 10, como ilustrado da figura
36.

A46-F
80,8 mg

CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(8:3:2:1)

Composto 10
26,9 mg

Figura 36 - Esquema da CCDP realizada com a fracdo H4.6 - F.

» Fracao H4.7 — F: Foi empregada a técnica de CCDP para o isolamento dos
constituintes desta fracdo, como demonstrado na figura 37, resultando no isolamento

dos compostos 10 e 20, analisados por RMN de *H.

ALT-F
57,7 mg

CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(8:3:2:1)

Composto 10
2,9 mg

Composto 20
1,1 mg

Figura 37 - Esquema mostrando a CCDP feita com a amostra H4.7 - F.
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e Fracdo A5-F

O procedimento escolhido para a separacdo dos constituintes desta fracao foi
a CLC, utilizando a silica como fase estacionaria (diametro de coluna: 1,5 cm e
altura de silica: 33 ,5 cm), ilustrada na figura 38. ApOs a realizacdo da coluna, foi
observada a formacéo de cristais em alguns tubos de recolhimento de amostra,
estes foram analisados por RMN de *H, mostrando ser o composto 5.

Deste processo cromatografico, resultaram seis fracfes, unidas apds analises
comparativas dos tubos de recolhimento de amostra, utilizando a técnica de CCDC.
As fragOes foram denominadas de A5.1 - F a A5.6 - F, sendo a fragdo A5.1 - F
descartada pela auséncia de alcaloides, uma vez que apresentou teste negativo

frente ao Reagente de Dragendorff.

400,2 mg
CLC
n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO:MeOH (6:4:3:3:1) 0,57 L
n-Hex:AcOEt:CH,Cl,:Me,CO:MeOH (6:4:3:3:3) 0,09 L
n-Hex:AcOEt:MeOH:CH,Cl,:Me,CO (6:4:4:3:3) 0,1 L
o n-Hex:Me,CO:MeOH:AcOEL:CH,CI, (3:3:2:1:1) 0,11 L
Crisais precipitados  ——|——  Me,COm-Hex:MeOH:ACOEt (4:3:2:1) 0,1 L

9‘2p mg Me,CO:n-Hex:MeOH (4:2:2) 0,08 L
Me,CO:MeOH:n-Hex (4:2:1) 0,07 L
Me,CO:MeOH (2:1) 0,12 L
Me,CO:MeOH (3:2) 0,15 L
MeOH:Me,CO (3:1) 0,08 L
MeOH 0,05 L

A51-F | A52-F | | A53-F | | A54-F | | A55-F | | A5.6-F |
9,2 mg 16,3 mg 70,7 mg 16,6 mg 175,5 mg 50,4 mg

Negativo
Dragendorff

Figura 38 - Esquema do procedimento cromatogréafico empregado na fracdo A5 - F, onde foi

realizado uma CLC gerando seis fragdes.

» Fracao A5.2 - F: Para o isolamento dos alcaloides presentes nesta fragao, foi
empregada a técnica de CCDP, ilustrada na figura 39. O que resultou, no isolamento

do composto 21 e de uma mistura dos compostos 1 e 14.
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A5.2-F
16,3 mg
CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(18:2:2:1)
Compostos 1 e 14 Composto 21
6.8 mg 3,2mg

Figura 39 - Esquema da CCDP realizada com a fracdo A5.2 - F.

» Fracao A5.3 - F: Ao adicionar o solvente MeOH a esta fracdo, e deixa-la em
repouso por um periodo de 48 horas, ocorreu a formacgéo de cristais. Estes foram
separados do sobrenadante, e enviados para andlise de RMN de *H, indicando ser o
composto 5. O sobrenadante remanescente foi analisado por CCDC, e desta forma
foi escolhida a técnica de CCDP para o isolamento de seus constituintes, como
ilustrado na figura 40, sendo isolados os compostos 5, 11, 14 e mais um que esta

em processo de anélise por RMN de *H uno e bidimencional.

AS.3-F
70,7 mg
Cristais precipitado
'Scésmpgoggg > CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,; AcOEt
10,7 mg (18:2:2:1)
Composto 5 Composto 11 Composto 14 ~
6,1 mg 1mg 1,4 mg 1 fragdo

Figura 40 - Esquema ilustrando a CCDP realizada com a fracdo A5.3 - F.

» Fracdo A5.4 - F:. O procedimento cromatografico empregado para a
separacao dos constituintes desta fracao, foi a técnica de CCDP (Figura 41), que

resultou no isolamento do composto 14.
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A5.4-F
16,6 mg

CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(10:2:2:1)

Composto 14
4,9 mg

Figura 41 - Esquema da CCDP feita com a fracdo A5.4 - F.

» Fracdo A5.5 — F: Esta fragdo foi submetida a uma CCDP, que culminou no
isolamento de quatro compostos (compostos 1, 5, 14 e 16) (Figura 42), sendo todos

analisados pela técnica de RMN de *H.

A55-F
175,5 mg
CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt
(8:2:2:1)
Composto 1 Composto 5 Composto 14 Composto 16
4 mg 10,1 mg 2,7mg 5,6 mg

Figura 42 - Esquema exemplificando a CCDP realizada com a amostra A5.5 — F.

> Fracdo A5.6 — F: A partir desta fragdo, isolou-se dois compostos, utilizando a
técnica de CCDP, ilustrada na figura 43. Assim foi isolado o composto 16 e mais um

que esta em processo de anélise pela técnica de RMN de *H uno e bidimensional.

AL.6-F
50,4 mg

CCDP - n-Hex:Me,CO:CH,Cl,:AcOEt:MeOH
(6:6:4:2:1)

Composto 16

4mg 1 fracdo

Figura 43 - Esquema ilustrando a CCDP feita com a fracdo A5.6 - F.
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3.12 Avaliacao de atividade antimicrobiana

Nove alcaloides isolados a partir de W. procera (Tazetina, 3-epimacronina, 8-
O-desmetilhomolicorina, galantina, licorina, albomaculina, O-metillicorenina, 7-
metoxi-O-metillicorenina e hippeastrina) foram avaliados quanto a atividade

antimicrobiana frente a algumas bactérias bucais.

Todos os ensaios foram realizados utilizando-se cepas provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC): Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus salivarius (ATCC 25975),
Enterococcus faecalis (ATCC 4082), Lactobacillus casei (ATCC 11578),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717).

Os valores de concentracao inibitéria minima (CIM) dos alcaloides isolados de
W. procera foram determinados em triplicata pelo método de microdiluicdo, em
microplacas com 96 pocos (TPP, EUA) (RIOS e RECIO, 2005). As amostras foram
dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO), seguido da diluicdo em caldo de soja
triptica (Difco) para bactérias aerdbias e Schaedler Caldo (Difco), suplementado com
hemina (5,0 pg/mL) e vitamina K (10,0 pyg/mL) para as bactérias anaerdbias, com a

finalidade de atingir concentragdes variando de 400 a 0,195 ug/ mL.

A concentracdo de DMSO final foi de 4% (v/v), e esta solucéo foi usada como
controle negativo. O inéculo foi ajustado para cada organismo a fim se obter uma
concentragcdo de células de 5 x 10s unidades formadoras de colbnias por mL, de
acordo com o National Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS)
(NCCLS, 2003). O dicloridrato de clorexidina foi utilizado como controle positivo, e as
concentragcbes variaram de 0,115 uyg/mL a 59,0 pg/ mL. Foram realizados os
controles de esterilidade dos caldos, do dicloridrato de clorexidina, da amostra, do
controle da cultura (indculo) e do controle do DMSO.

As microplacas (96 po¢os) com 0s micro-organismos aerobios foram fechados
com um vedante de placa estéril e incubados aerobicamente a 37 °C durante 24

horas. Os micro-organismos anaerobios foram fechados com um vedante de placa
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estéril e incubados de 48 a 72 horas numa camara anaerdbia (Don Whitley
Scientific), com 5% a 10% de H;, 10% de CO,, 80% a 85% de N,, a 37 °C. Logo
depois, resazurina (30 yL) em solugéo aquosa (0,01%) foi adicionada para indicar
viabilidade de micro-organismos. Os valores de CIM foram determinados a partir da
concentracdo mais baixa dos alcaloides, capaz de inibir o crescimento de micro-

organismos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimentos dos extratos

A metodologia empregada para a extracdo dos alcaloides da espécie W.
procera, esta de acordo com outros autores e mostra ser uma técnica eficiente. Uma
vez gque, consegue-se eliminar muitas impurezas, através do extrato acido, obtendo
desta forma, extratos basicos enriquecidos em alcaloides (DE ANDRADE et al, 2011,
DE ANDRADE et al, 2012; GUERRIERI et al, 2015).

Assim como, demonstrado na metodologia, foram obtidos dois extratos brutos
a partir das partes aéreas da planta W. procera (Lem.) Traub (Extrato bruto das
folhas e extrato bruto do caule). A tabela 2 detalha o rendimento desses extratos, em
comparacao com a massa das partes frescas da planta e a massa dos respectivos

extratos.

Tabela 2 - Massa dos extratos brutos de cada parte da planta e os respectivos rendimentos.

Parte da Planta Massa da planta Massa extrato Rendimento (%)
fresca (KQ) bruto (g)
Caule 3,817 148,826 3,8990
Folhas 1,558 48,274 3,0984

A partir de cada extrato bruto, foram obtidos quatro extratos (extrato acetato
acido, extrato hexanico, extrato acetato e extrato acetato:metanol). Estes foram
devidamente pesados, e o0 seu rendimento foi calculado com base na massa do

extrato bruto que os originou, sendo o resultado representado na tabela 3.
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Tabela 3 - Massa dos extratos de cada parte da planta e os respectivos rendimentos com base no

extrato bruto.

Parte da Massa Extratos orgéanicos Massa dos extratos | Rendimento
Planta extrato organicos(g) (%)
bruto (g)
Extrato acetato acido 4,3301 2,9095
Extrato hexanico 1,6394 1,1015
Caule 148,826
Extrato acetato 4,4285 2,9756
Extrato AcOEt:MeOH 4,9694 3,3390
Extrato acetato acido 1,5251 3,1592
Extrato hexanico 0,2433 0,504
Folhas 48,274
Extrato acetato extracéo 1,582 3,2771
Extrato AcOEt:MeOH 5,7073 11,8227
42 CG-EM

Atualmente, a técnica de CG - EM é empregada por diversos pesquisadores
para analise inicial dos extratos de plantas da familia Amaryllidaceae e provou ser
uma técnica util na identificacdo e quantificacdo relativa de alcaloides desta familia
(IANNELLO et al, 2014; GUERRIERI et al, 2015; SEBBEN et al, 2015; DE
ANDRADE et al, 2015; SHAWKY et al, 2015; CORTES et al, 2015; RAZIK et al,
2016; GUO et al, 2016).

Como demonstrado pela pesquisadora Torras-Claveria e colaboradores, estes
autores estudaram 106 espécies do género Narcissus (Amaryllidaceae) usadas na
ornamentagédo e identificaram pela técnica de CG — EM, 62 diferentes alcaloides
(TORRAS-CLAVERIA et al, 2014).

Desta forma, os extratos da planta W. procera foram inicialmente analisados

pela técnica de CG — EM e o0s espectros obtidos foram comparados com uma base
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de dados, que apresenta mais de 200 alcaloides de Amaryllidaceae caracterizados,
sendo possivel assim, a identificacdo da maioria dos alcaloides quanto ao tipo de
esqueleto, e alguns ainda, sua identificacdo foi completa, como mostrado nas

tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Resultado da anélise de CG - EM do extrato acetato e extrato hexanico das folhas da

planta Worsleya procera (Lem.) Traub.

FOLHA
Extrato acetato Extrato hexanico
Porcentagem Alcaloides Porcentagem
Alcaloides (%) (%)
Tipo homolicorina 0,77 Tipo homolicorina 0,3
Tipo homolicorina 0,22 Tipo homolicorina 0,6
Galantindol 0,12 Dehydroungwedine 0,1
Tipo homolicorina 0,20 Tazetina 18,1
Dehidroungwedina 0,21 ND 0,5
Tazetina 38,31 Galantina 1,8
ND 15,92 Licorina 0,4
Galantina 10,78 Tipo homolicorina 0,5
Licorina 11,07 3-Epimacronina 31,5
Tipo homolicorina 0,49 8-O-desmemetilhomolicorina 7,9
Tipo homolicorina 19,96 Albomaculina 33,4
Tipo homolicorina 1,87 2-O-Acetillicorina 0,3
Tipo homolicorina 0,09 NC 1,9
- - Tipo homolicorina 0,1
- - ND 2,8
TOTAL 100,00 TOTAL 100,00

* ND: alcaloide ndo definido na base de dados utilizada.
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Tabela 5 - Resultado da andlise de CG - EM do extrato acetato e extrato hexanico do caule da planta

Worsleya procera (Lem.)Traub.

CAULE
Extrato acetato Extrato hexanico
Alcaloides Porcentagem (%) Alcaloides Porcentagem (%)
Ismine 2,8 Tipo homolicorina 2,1
Trisferidina 0,1 Tipo homolicorina 5,4
ND 0,2 Tipo homolicorina 1,0
ND 4,4 Tazetina 5,4
Tipo homolicorina 0,3 Galantina 51
Galantindol 4,7 Licorina 0,8
Tipo homolicorina 0,3 Tipo homolicorina 17,8
ND 0,1 3-Epimacronina 3,0
Assoanine 0,0 Albomaculina 58,8
ND 2,3 Tipo homolicorina 0,2
Tazetina 31,4 ND 0,1
Galantina 40,1 ND 0,2
Licorine 51 ND 0,1
Tipo homolicorina 0,6 - -
Tipo homolicorina 4,4 -
Tipo homolicorina 2,7 - -
Tipo homolicorina 0,4 - -
ND 0,1 - -
Tipo homolicorina 0,0 - -
TOTAL 100,0 TOTAL 100,0

* ND: alcaloide ndo definido na base de dados utilizada.
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Pode-se observar, que os alcaloides majoritarios presentes nas partes aéreas
da planta W. procera sdo os alcaloides galantina, 3-epimacronina, albomaculina,
tazetina. Vale ressaltar, que a analise de CG-EM do extrato acetato caule foi feita

apos a precipitacao inicial de 672,2 mg do alcaloide licorina.

Estes alcaloides s&o tipicos da familia Amaryllidaceae, encontrados em
muitos artigos de fitoquimica, que trabalham com esta familia (BASTIDA et al, 2006;
BERKOV et al, 2009; GIORDANI et al, 2011; BASTIDA et al, 2011; SARIKAYA et al,
2013; DE ANDRADE et al, 2014).

4.3 Compostos isolados

Neste trabalho foram empregados diversos processos cromatogréaficos, a fim
de isolar os alcaloides presentes nos extratos da planta W. procera. Desta forma,
foram isolados 19 alcaloides e uma mistura de dois alcaloides epimeros (18 e 19),
todos analisados pela técnica de RMN de *H. Além de seis fracdes puras que estdo

em processo de analise por RMN de *H uno e bidimensional.

A partir dos espectros obtidos, em comparagcdo com os dados da literatura,
foram identificados como (Figura 44): 3-epimacronina (1), albomaculina (2), licorina
(3), galantina (4), tazetina (5), hippeastrina (6), O-metillicorenina (7), 7-metéxi-O-
metillicorenina (8), homolicorina (9), 8-O-desmetilhomolicorina (10), trisfaeridina (11),
haemantamina (12), 8-O-desmetil-O-metillicorenina (13), ismina (14), 6-O-
metilpretazetina (15), pretazetina (16), haemantatidina (18), 6-epihaemantidina (19),
8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (20) e N-formilismina (21). O composto 17 foi
identificado com o esqueleto tipo haemantamina, contudo, sua configuracdo exata

nao foi completamente elucidada.
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2 R;=R,=Me; R;=OMe; R;=0; Rs=H 6 1 R;=0; R,=H 12 R;+R,=H

7 R;=R,=Me; R3=Rs=H; R,=OMe 5 R;=H; R,=0OH 18 R;=H; R,=OH
8 R;=R,=Me; R3=R;=OMe; Rs=H 15 R,;=OMe; Ry=H 19 R;=OH; R,=H
9 R;=R,=Me; R3=Rs=H; R4=0 16 R;= OH; R,=H

10 R;=Me; Ry=R;=R,=Rs=H
13 R;=Me; R,=R;=Rs=H; R,=OMe
20 R;=Me; R,=H; Ry=H; R,=0; Rg=OH

3 4 11 14 Ry=H
21 R;=CHO

Figura 44 - Estrutura dos alcaloides isolado a partir da espécie W. procera.

4.3.1 Composto 3

O composto 3 foi o alcaloide isolado em maior proporgdo neste trabalho,
totalizando em 733,1 mg de solido branco amorfo. Este composto foi analisado pela
técnica de RMN de *H. A partir do espectro obtido, e em comparagdo com os dados
da literatura, conclui-se que se tratava do alcaloide licorina (Ci17H19NOy)
(LIKHITWITAYAWUID et al, 1993), conforme ilustrado nas figuras 45 e 46.

O espectro de RMN de 'H obtido para este composto apresentou algumas
carateristicas importantes, que incluem: dois hidrogénios singletos p-orientados, em
6,64 ppm e 6,88 ppm, atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-10; a presenca de um
hidrogénio oléfinico, em 5,54 ppm, correspondendo ao hidrogénio da posi¢cdo H-3 e
um sinal do grupamento metilenodioxifenila, em 5,91 ppm (dubleto) — 5,90 ppm

(dubleto), apresentando uma constante de 1,1 Hz, caracteristico deste grupo.
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Ainda, pode-se observar os sinais dos hidrogénios benzilicos da posi¢éo 6 (H-
6a e H-6B), como dubletos, em 3,53 e 4,11 ppm, que acoplam entre si por uma
constante de acoplamento de aproximadamente 14 Hz. Vale ressaltar, que ocorre
um maior desblindamento dos hidrogénios 3 das posicGes 6 e 12 em relacdo aos
seus homodlogos a, devido ao efeito do par de elétrons no atomo de nitrogénio
(BASTILA et al, 2011).

Constatou-se também, uma constante de acoplamento (J) de magnitude de
10,8 Hz, entre os H-4a e o H-10b, coerente com o acoplamento trans-diaxial destes
hidrogénios, que confirma a juncéo trans dos anéis B/C de alcaloides com esqueleto
do tipo licorina (BASTIDA et al, 2011).

A figura 47 ilustra a precipitacdo do alcaloide licorina, decorrente da coluna

cromatografica, realizada com a amostra A2-C.

Figura 47 — Precipitagdo do alcaloide licorina obtido por fracionamento em coluna.

A tabela 6 compara os deslocamentos e as multiplicidades dos hidrogénios do
composto 3, com os deslocamentos previamente publicado do alcaloide licorina
(LIKHITWITAYAWUID et al, 1993), confirmando a estrutura proposta.
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Tabela 6 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 3, e do alcaloide licorina.

PoSiCAo dos o expel-'imental do alcaloide 6 previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) LICORINA (ppm)
CD;0D, 400 MHz DMSO -d6, 300 MHz
H-1 4,46 sl 4,27 sl
H-2 4,16 m 3,97 sl
H-3 554 m 5,37 sl
H-4a 2,87 d (10,8) 2,60 d (10,6)
H - 6a 3,563dl(13,9) 3,32d (14,4)
H- 6B 4,11 d (14,1) 4,02 d (14,4)
H-7 6,64 s 6,68 s
H- 10 6,88's 6,81s
H-10b 2,70 dI (10,8) 2,50 m
H- 11a/B 2,52-2,67m 2,44 m
H- 12a 2,43 q(8,9) 2,19 ddd (14,4; 8,6; 1,5)
H-128 3,33m 3,19 dd (14,4; 7,5)
OCH,0 591d-5,90d (1,1) 594s-5096s

Alcaloides com esqueleto do tipo licorina, sdo considerados derivados do

acoplamento fenol

oxidativo

intramolecular

orto-para’, do precursor O-

metilnorbaledina (Figura 48). Estudos de sintese de licorina e derivados, utilizando
L-Tyr marcada (Tritio) na posi¢cdo 2B, concluiram que, este alcaloide é formado a
partir do alcaloide norpluvina, com inversao de configuragdo, passando por um
intermediario epdxido, ja que a licorina apresenta um grupamento hidroxila, também
na posicao 23 (BASTIDA et al, 2006; BASTIDA et al, 2011).
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Figura 48 — Parte da biossintese de alcaloides com esqueleto do tipo licorina.

A licorina é o alcaloide mais abundante da familia Amaryllidaceae, descrito
em muitas espécies de planta pertencentes a esta familia (BASTIDA et al, 1992;
HOHMANN et al, 2002; CABEZAS et al, 2003; PIGNI et al, 2010; BASTIDA et al,
2011; DE andrade et al, 2012; SARIKAYA et al, 2013; LEE et al, 2014%, SEBBEN et
al, 2015; ORTIZ et al, 2016).

Diversos estudos de atividade biologica foram realizados com este composto,
demonstrando que a licorina apresenta muitos efeitos bioldgicos, principalmente,
guando se trata de efeitos antitumorais (CAMPBELL et al, 1998; HOHMANN et al,
2002; KAIA et al, 2004; MCNULTY et al, 2009; LAMORAL-THEYS et al, 2010;
BERKOV et al, 2011; JIN, Z., 2013; HE et al, 2015).

Este alcaloide também exibe atividade antirretroviral e antiviral (SZLAVIK et
al, 2004; HE et al, 2013), atividade antiparasitaria contra Trichomonas vaginalis
(VIEIRA et al, 2011; GIORDANI et al, 2012) e contra Plasmodium falciparum
(CAMPBELL et al, 1998; CAMPBELL et al, 2000; NAIR et al, 2000), atividade
antibacteriana contra Escherichia cole e Staphylococcus aureus (LEE et al, 2014%),

além de exercer efeitos neuropretetores (LI et al, 2013).
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4.3.2 Composto 4

Foram isolados 79,8 mg do composto 4, a partir do fracionamento
cromatografico dos extratos do caule e das folhas de W. procera, sendo analisado

pela técnica de RMN de *H, como ilustrado na figura 49.

O espectro de RMN de 'H obtido para este composto, apresentou
caracteristicas de alcaloides com esqueleto do tipo licorina, como a presenca de
dois hidrogénios aromaticos em 6,85 e 6,62 ppm, um hidrogénio olefinico, em 5,60
ppm e dois hidrogénios dubletos, em 3,50 e 4,15 ppm, acoplando entre si por uma
constante de acoplamento de aproximadamente 14 Hz.

Ao comparar o espectro deste composto, com o espectro do alcaloide licorina,
verificou-se algumas diferencas, como a presenca de trés grupamentos metoxilas,
dois aromaticos, em 3,88 e 3,84 ppm, e um alifatico, em 3,51 ppm, inexistentes no

alcaloide licorina. Além, da auséncia do grupamento metilenodioxifenila.

Desta forma, a partir dos deslocamentos dos hidrogénios obtidos deste
composto, em comparacdo com dados da literatura, concluiu-se que se tratava do
alcaloide galantina (C19H2sNO,4) (BASTIDA et al, 1990).

A tabela 7 detalha os deslocamentos e as multiplicidades dos hidrogénios do
composto 4, com os deslocamentos do alcaloide galantina, previamente publicado
(BASTIDA et al, 1990). Pode-se observar que ocorre um maior desblindamento dos
hidrogénios 6B e 128 em comparacdo com seus homologos a, caracteristico de

alcaloides, com este tipo de esqueleto (BASTIDA et al, 2011).
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Tabela 7 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 4, e do alcaloide galantina.

Posicio dos o expel.'imental do alcaloide 6 previamente publicado da
hidrogenios isolado (ppm) GALANTINA (ppm)
CDCl3, 400 MHz CDCl; 200 MHz
H-1 4,46 s 455s
H-2 3,84 overlap 3,72 m
H-3 5,60 sl 5,55 sl
H - 4a 2,72s 2,65s
H - 6a 3,50d (14) 3,40 dI (14)
H- 6B 4,15 d (13,9) 4,05d (14)
H-7 6,62 s 6,52's
H-10 6,85 s 6,78 s
H-10b 2,72's 2,65s
H-11a/B 2,569 -2,66m 2,45-2,60m
H-12a 2,31q(8,7) 2,25dd (8,2; 16,4)
H-128 3,35m 3,35 ddd (6; 10; 16,4)
OMe 3,88s 3,78s
OMe 3,84s 3,74 s
OMe 3,551s 340s

Na biossintese do alcaloide galantina, o intermediario norpluvina, passa por

uma metilacdo, levando ao alcaloide pluvina, esta, por sua vez, é hidroxilada na
posicao 2 por um mecanismo de inversédo de configuragdo, similar ao observado na
biossintese do alcaloide licorina, onde uma posterior metilagdo da posi¢ao dois, leva
a formacgéo do alcaloide galantina (BASTIDA et al, 2011) (Figura 50).
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Figura 50 - Parte da biossintese do alcaloide galantina.

Como obteve-se cristais da galantina, estes foram enviados para andlise de
cristalografia de Raios-X, confirmando a configuracdo absoluta deste alcaloide,
como ilustrado na figura 51. Sendo a primeira vez, descrito estudos de cristalografia

de Raios-X para este composto.

Figura 51 - Andlise por cristalografia do alcaloide galantina.
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A galantina foi isolada a partir de muitas espécies da familia Amaryllidaceae
(HERRERA et al, 2001; SARIKAYA et al, 2013; EMIR et al, 2016) e estudos de
atividade biolégica realizados para este alcaloide, monstram que a galantina
apresenta atividade hipotensiva (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000), atividade
inibidora da enzima acetilcolinesterase (AChE) (SARIKAYA et al, 2013), atividade
antiparasitaria contra Plasmodium falciparum e Trypanosoma brucei rhodesiense
(HERRERA et al, 2001) e atividade citotoxica moderada (BERKOV et al, 2011).

4.3.3 Composto 5

O composto 5 foi isolado a partir do caule e das folhas de W. procera,
totalizando 57,9 mg, apresentando-se como um sdlido branco, e como cristais.

Sendo analisado pela técnica de RMN de *H, como observado nas figuras 52 e 53.

ApoOs a analise do espectro deste composto, em comparacdo com dados da
literatura, foi-se indentificado o alcaloide tazetina (C1gH2:NOs) (GHOSAL et al, 1984).

Alcaloides, com esqueleto do tipo tazetina, apresentam algumas
caracteristicas principais em seus espectros de RMN de 'H, como a presenca do
grupamento NMe entre 2,4 — 2,5 ppm, e do grupo metilenodiéxifenila entre as
posices C-8 e C-9 (BASTIDA et al, 2011).

No espectro do composto 5 pode-se observar a presenca das caracteristicas
mencionadas, e a presenca de alguns sinais importantes, como dois hidrogénios
singletos, em 6,85 e 6,49 ppm, atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-7,
respectivamente. Um sinal, integrando para trés hidrogénios em 3,46 ppm,
caracteristico do grupamento OMe alifatico e a presenca de dois hidrogénios
olefinicos, em 5,61 ppm, como um duplo duplo dubleto, correspondente ao H-1, e

em 6,14 ppm, como um duplo tripleto, correspondendo ao H-2 (Figuras 52 e 53).
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Ainda, pode-se verificar os sinais dos hidrogénios da posi¢cdo 12, como
dubletos, em 2,68 ppm, atribuido ao H-12a, e em 3,31 ppm, correspondente ao H-
12B3, que acoplam entre si por uma constante de acoplamento de 10,6 Hz, e os
sinais dos hidrogénios benzilicos da posicdo 6, em 4,63 e 4,95 ppm, atribuidos aos
H-6a e H-63, respectivamente (Figura 52 e 53).

A figura 54 ilustra cristais de tazetina, decorrentes da coluna cromatogréfica
da amostra A5-F.

Figura 54 - Cristais de tazetina obtidos da coluna cromatografica, realizada com a amostra A5-F.

A tabela 8 detalha os deslocamentos e as multiplicidades dos hidrogénios do
composto 5, com os deslocamentos do alcaloide tazetina, previamente publicado,
confirmando assim, a estrutura proposta (GHOSAL et al, 1984).
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Tabela 8 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 5, e do alcaloide tazetina.

Posicao dos

hidrogénios

& experimental do alcaloide
isolado (ppm)
CDCl3, 400MHz

O previamente publicado da

TAZETINA (ppm)
CDCl3, 90 MHz

H-1 5,61 ddd (10,4; 1,9; 1,5) 5,60 ddd (10,5; 2; 1,5)
H-2 6,14 dt (10,4; 1,5) 6,15 ddd (10,5; 2; 1,2)
H-3 4,13 m 4,13 m

H - 4a 2,87 m 2,83 m

H - 4a 2,23 m 2,20m

H - 4B 1,62 ddd (13,6; 10,1; 2.4) 1,60 m

H - 6a 4,63 d (14,8) 4,65 d (14,7)

H - 6B 4,95 dd (14,7; 0,6) 4,95 dd (14,7; 0,5)
H-7 6,49 s 6,50 sl

H-10 6,85s 6,85s

H - 12a 2,68 d (10,6) 2,65 d (10,5)

H-128 3,31d (10,6) 3,30d (10,5)
NMe 2,40 s 2,40 s

OCH,0 5,89s 5,90s
OMe 3,46 s 3,45s

Alcaloides, com esqueleto do tipo tazetina, sdo considerados derivados do

acoplamento fenol oxidativo para-para’ do precursor O-metilnorbeladina (BASTIDA

et al, 2011). Estudos de biossintese de Sprekelia formosissima demonstraram que

ocorre uma conversao dos esqueletos do tipo haemantamina para os esqueletos do

tipo tazetina, passando pela rota biossintética haemantamina - 6-epihaemantidina —

haemantidina - pretazetina, como ilustrado na figura 55 (WILDMAN e BAILEY,
1968; BASTIDA et al, 2011).
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Figura 55 — Parte da rota biossintetica dos alcaloides com esqueleto do tipo tazetina.

A tazetina representa um alcaloide amplamente isolado a partir de espécies
da familia Amaryllidaceae (BASTIDA et al, 1995; BRINE et al, 2002; HOHMANN et
al, 2002; CABEZAS et al; 2003; BERKOV et al, 2007; GIORDANI et al, 2011; DE
ANDRADE et al, 2012; LEE et al, 2014). Porém, foi verficado que € um artefato da
extracdo da pretazetina (BASTIDA et al, 2011; DE ANDRADE et al, 2012).

Estudos de atividade bioldgica realizado com este alcaloide, verificaram que o
mesmo, apresenta atividade antiproliferativa frente a células neoplasicas
(HOHMANN et al, 2002), atividade antiparasitaria contra Trichomonas vaginalis
(VIEIRA et al, 2011) e efeitos hipotensivos (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000).

4.3.4 Composto 1

Foram isolados 34,7 mg do composto 1, a partir do fracionamento
cromatografico dos extratos do caule e das folhas de W. procera, sendo analisado

pela técnica de RMN de *H, como ilustrado na figura 56 e 57.
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As caracteristicas principais do espectro de RMN de 'H obtido para este
composto incluem: dois hidrogénios singletos p-orientados, em 7,51 e 6,74 ppm; um
sinal em 6,04 ppm (dubleto) — 6,02 ppm (dubleto), integrando para dois hidrogénios
(J — 1,2 Hz), caracteristico do grupamento metilenodioxifenila; a presenca de dois
sinais de olefinas, em 5,95 ppm, como um dubleto (J — 10,4 Hz), e em 5,47 ppm,
como um duplo tripleto (J — 10,4; 1,8). Além de dois sinais, em 2,52 e 3,42 ppm,
como singletos, integrando para trés hidrogénios, representando os grupamentos

NMe e OMe, respectivamente.

A partir destas observacgdes, conclui-se que o composto 1 € um alcaloide com
esqueleto do tipo tazetina, porém nao foi detectado os sinais correspondente aos
hidrogénios da posicdo 6, o que levou a suposicdo que este alcaloide apresentava

uma carbonila nesta posicéo.

Assim, ao comparar os deslocamentos e as multiplicidades do composto 1,
com dados da literatura, pdde-se constatar que era o alcaloide 3—epimacronina
(C18H10NOs) (KIHARA et al, 1987).

Nas ampliacBes da figura 57, observar-se as multiplicidades dos hidrogénios
das posi¢cdes H-11, H-12a e H-12[3, todos como um duplo dubleto. Onde o H-11,
corresponde ao sinal em 4,45 ppm (Ji1,128 — 11,0 Hz € Ji1,12¢ — 7,7 Hz), 0 H-128,
representado pelo sinal em 3,18 ppm (Jizg,11 — 10,8 Hz € Ji2p,12¢ — 10,2 Hz) e 0 H-
12q, atribuido ao sinal em 2,79 ppm ( Ji2¢,128 — 9,9 € J120,11— 7,8).

A tabela 9 compara os deslocamentos e as multiplicidades do composto 1,
com o0s deslocamentos previamente publicados do alcaloide 3-epimacronina

(KIHARA et al, 1987), onde pode-se observar que se trata do mesmo composto.
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Tabela 9 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 1, e do alcaloide 3-

epimacronina.

PoSiCAo dos 6 experimental do alcaloide 6 previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) 3-EPIMACRONINA (ppm)
CD;0D, 400 MHz CDCl3, 100 MHz
H-1 5,47 dt (10,4; 1,8) 5,44 ddd (10; 2; 2)
H-2 5,96 d (10,4) 5,97 d (10)
H-3 4,15 m 4,12 m
H - 4a 3,12m 3,10 m
H - 4a 1,71 ddd (13,3; 9,7; 1,9) 1,70 m
H- 4B 2,55m 2,55 m
H-7 751s 7,52s
H-10 6,74 s 6,73 s
H-11 4,45 dd (11,0; 7,7) 4,43 dd (11; 8)
H - 12a 2,79dd (9,9; 7,8) 2,76 dd(10; 8)
H- 128 3,18 dd (10,8; 10,2) 3,16 dd (11; 10)
NMe 252s 250s
OCH,0 6,04 d-6,02d (1,2) 6,01s
OMe 342s 3,40s

A 3—epimacronina € um alcaloide descrito em muitas espécies de plantas da
familia Amaryllidaceae (VILADOMAT et al, 1990; BRINE et al, 2002; HOHMANN et
al, 2002; BERKOV et al, 2009; GIORDANI et al, 2011; DE ANDRADE et al, 2012;
LEE et al, 2014).

Estudos de citotoxicidade frente a linhagens de células tumorais, verificaram
gque a 3-epimacronina apresenta atividade citotOxica moderada, contra células
tumorais Molt 4 (células neoplasicas humanas de linfoide) (WENIGER et al, 1995). E
estudos de atividade inibidora da enzima AChE (acetilcolinesterase), constataram
que este alcaloide exibe fraca atividade inibidora desta enzima (KULHANKOVA et al,
2013).
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4.3.5 Composto 15

O composto 15 foi isolado a partir do fracionamento cromatografico do extrato
acetato do caule de W. procera, totalizando 2,7 mg. Sendo analisado pela técnica de

RMN de *H, como ilustrado nas figuras 58 e 59.

A partir do espectro obtido, e em comparagdo com os dados da literatura,
conclui-se que se tratava do alcaloide 6-O-metilpretazetina (C19H23NOs), isolado pela
primeira vez, por CABEZAS e colaboradores, no ano de 2003 (CABEZAS et al,
2003).

A 6-O-metilpretazetina € um alcaloide com esqueleto do tipo tazetina, € no
espectro de RMN de 'H é observa-se caracteristicas que definem este esqueleto,
como a presenca de dois hidrogénios singletos, em 6,77 ppm e 6,75 ppm,
correspondente aos hidrogénios aromaticos das posicbes H-7 e H-10,
respectivamente; dois hidrogénios olefinicos, em 5,53 ppm, como um duplo tripleto,
atribuido ao H-1 e, um em 5,87 ppm, como um dubleto, correspondendo ao H-2.

Além da presenca de dois sinais caracteristicos do grupamento OMe alifatico,
em 3,55 e 3,42 ppm, e a presenca de um sinal em 2,48 ppm, integrando para trés
hidrogénios, que corresponde ao grupamento NMe, pode-se observar o sinal
referente ao hidrogénio da posi¢do H-6, em 5,58 ppm, como um singleto, uma vez

gue ndo acopla com nenhum hidrogénio.

A tabela 10 detalha os deslocamentos e as multiplicidades observadas para
este composto, em comparacdo com o0s deslocamentos do alcaloide 6-O-
metilpretazetina, previamente publicado (CABEZAS et al, 2003), confirmando a

estrutura proposta.

O alcaloide 6-O-metilpretazetina € incomum na familia Amaryllidaceae. Foi
isolado por poucos pesquisadores da area de fitoquimica (CABEZAS et al, 2003;
LEE et al, 2014).
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Tabela 10 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 15, e o alcaloide 6-O-

metilpretazetina.

Posicao dos

hidrogénios

6 experimental do alcaloide
isolado (ppm)
CD;OD, 400MHz

& previamente publicado da
6-O-METILPRETAZETINA
(ppm) CDCls, 500 MHz

H-1 5,53 dt (10,4; 1,7) 5,51 dt (10; 2)
H-2 5,87 dl (10,2) 5,86 dI (10,5)
H-3 4,15 m 4,14 m
H-4a 2,93 m 2,915l
H - 4a 2,50 m 2,49 m
H - 4B 1,75m 1,74 ddd (13,5; 9,5; 2)
H-6 558s 5,56 s
H-7 6,77 s 6,75 s
H-10 6,75 s 6,73 s
H-11 4,25 dd (11,2; 7,5) 4,23 dd (11; 7,5)
H - 12a 2,99 dd (11; 9,7) 2,98t (10,5)
H-12B 2,65 dd (9,8; 7,7) 2,64 dd (10; 7,5)
NMe 2,48 s 247s
OCH,0 5,91d-5,90d (1.4) 5,89 d—5,88d (1,5)
OMe 3,43 s 341s
OMe 3,55s 3,53s

Nenhum estudo de atividade bioldgica foi descrito, na literatura, para este

alcaloide. Porém, em 2015, MASI e colaboradores (2015), isolaram da espécie

Narcissus jonquilla quail, o alcaloide jonquailine, epimero do alcaloide 6-O-

metilpretazetina, diferenciando somente da disposicdo do grupamento OMe da

posicdo C-6, e verificaram que o mesmo, apresenta atividade contra algumas

linhagens de células tumorais resistentes.
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4.3.6 Composto 16

Foram isolados 43,2 mg do composto 16, a partir do fracionamento
cromatografico dos extratos do caule e das folhas de W. procera, sendo analisado

pela técnica de RMN de *H, como ilustrado na figura 60 e 61.

No espectro de RMN de *H obtido para este composto, podem-se observar
alguns sinais importantes, que incluem: dois hidrogénios singletos, em 6,74 e 6,83
ppm, caracteristico de hidrogénios aromaticos; dois sinais de hidrogénios olefinicos,
em 5,50 ppm, como um duplo tripleto (J — 10,4 e 1,7 Hz), e em 5,85 ppm, como um
dubleto (J - 10,5 Hz); assim como, dois sinais singletos, integrando para trés
hidrogénios, em 3,41 e 2,47 ppm, caracteristicos dos grupamentos OMe e NMe,

respectivamente.

Ao comparar 0 espectro deste composto, com o0 espectro do alcaloide 6-O-
metilpretazetina, pode-se observar grande semelhanca, diferenciando somente pela
auséncia de um grupamento OMe alifatico. Desta forma, concluiu-se que se tratava,

novamente, de um alcaloide com esqueleto do tipo tazetina.

Na tabela 11, verificam-se os deslocamentos dos hidrogénios do espetro de
RMN de 'H, obtido para este composto, em comparacdo com dados da literatura,
onde é possivel assim, caracteriza-lo como sendo o alcaloide pretazetina
(C18H21NOs) (ZHANG et al, 2006).

Este alcaloide é descrito em muitas espécies de plantas da familia
Amaryllidaceae (BASTIDA et al, 1987; HOHMANN et al, 2002; PAGLIOSA et al,
2010; GIORDANI et al, 2011; DE ANDRADE et al, 2012). Estudos de atividade
bioldgica, demonstram que a pretazetina apresenta atividade antiparasitaria contra
Trichomonas vaginalis (VIEIRA et al, 2011) e atividade antiviral contra o virus Herpes
simplex tipo | (RENARD-NOZAKI et al, 1989). Além de exercer atividade citotoxica
frente diferentes linhagens de células tumorais (WENIGER et al, 1995; ZUPKO et al,
2009; BERKOV et al, 2011).
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Tabela 11 — Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 16, e do alcaloide pretazetina.

Posicao dos

hidrogénios

& experimental do alcaloide
isolado (ppm)
CD;0D, 400MHz

O previamente publicado da
PRETAZETINA (ppm)
CDCls, 400 MHz

H-1 5,50 dt (10,4; 1,7) 5,52 d (10,4)

H-2 5,85 d (10,5) 5,89 d (10,8)

H-3 4,12 -4,18 m 4,14 -4,18m
H—-4a 291-2,99m 3,01 -2,96 m
H - 4a 2,48 -2,53m 2,48 -2,55m
H- 4B 1,75 ddd (13,2; 9,6; 2) 1,77 dd (11,2; 10)

H-6 6,07 s 6,13 s

H-7 6,74 s 6,77 s
H-10 6,83 s 6,87 s
H-11 4,32 dd (11; 7,5) 4,43 dd (11,2; 7,2)
H-12a 291-2,99m 2,96-3.01lm
H- 128 2,63 dd (9,7; 7,6) 2,67 dd (9,6; 8)

NMe 247s 2,50s
OCH,0 590s 5,93s

OMe 341s 3,44 s

4.3.7 Composto 9

O composto 9 foi isolado a partir do caule e das folhas de W. procera,

totalizando 9,0 mg, e apresentou-se como um sdlido branco amorfo. Sendo

analisado pela técnica de RMN de *H, como observado na figura 62.
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Apés a andlise do espectro deste composto, em comparacdo com dados da
literatura, foi identificado como sendo o alcaloide homolicorina (CigH21NOy)
(BASTIDA et al, 1987).

Alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina, apresentam carateristicas nos
espectros de RMN de 'H que os definem, como: dois hidrogénios singletos para-
orientados, a presenca de um singleto entre 2,0 - 2,2 ppm, integrando para trés
hidrogénios, caracteristico do grupamento NMe. Ao contrario, dos esqueletos do tipo
licorina, ocorre um maior desblindamento do hidrogénio 12a, em relacdo ao
hidrogénio 123, como consequéncia do par de elétrons cis no &tomo de nitrogénio 6
(BASTIDA et al, 2011).

Normalmente, alcaloides desta série, apresentam juncéo cis dos anéis B/C, o
gue € congruente com a pequena constante de acoplamento observada entre os
hidrogénios (H-1 e H-10b), e apresentam uma constante grande, entre os H-4a e H-
10b (J=10 Hz), consistente com a relacéo trans-diaxial destes hidrogénios (BASTIDA
et al, 2011).

No espectro da homolicorina (Figura 62), pode-se observar ainda, dois
singletos integrando para trés hidrogénios, em 3,95 e 3,93 ppm, caracteristico do
grupamento OMe aromético, e um hidrogénio olefinico, em 5,51 ppm, como um
multipleto. Vale ressaltar que os alcaloides com grupo lactona, como a homolicorina,
ocorre um maior desblindamento do H-7, em relacdo ao H-10, devido a influencia da
carbonila na posicao 6 (BASTIDA et al, 2011).

A homolicorina € um alcaloide muito comum em Amaryllidaceae, encontrado
em diversas espécies de planta desta familia (BASTIDA et al, 1990; CODINA et al,
1993; LABRANA et al, 1999; DE ANDRADE et al, 2012; LEE et al, 2014). Este
alcaloide foi descrito por possuir atividade antirretroviral (SZLAVIK et al, 2004) e
atividade antitumoral (NAIR et al, 2012; HE et al, 2015). Além de exercer efeitos
hipotensivos (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000).

Na tabela 12, pode-se observar os deslocamentos e as multiplicidades do
alcaloide homolicorina, previamente publicado, em comparagdo com o0 composto 9

(BASTIDA et al, 1987), confirmando a estrutura composta.
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Tabela 12 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 9, e do alcaloide homolicorina.

105

Posicao dos 6 experimental do alcaloide O previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) HOMOLICORINA (ppm)
CDCl3, 400MHz CDCl3, 200 MHz
H-1 4,80 m 4,81 ddd (4,2; 1,8; 1,7)
H-2 2,48 -2,55m 2.49m
H-3 5,51m 55m
H-4a 2,66 -2,82m 2,72 dd (9,6; 1,8)
H-7 7,56 s 7,57 s
H- 10 7,03 s 6,99 s
H - 10b 2,66 -2,82m 2,64 dd (9,6; 1,8)
H-11a/B 2,59 -2,64m 2,61-2,67m
H- 12a 3,18 sl 3,14 ddd (9,2; 5,3; 14,1)
H- 128 2,279 (9,3) 2,24 dd (18; 9,2)
NMe 2,02s 2,00s
OMe 3,95s 3,96s
OMe 3,93s 3,95s

Alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina, sdo considerados derivados
do acoplamento fenol oxidativo intramolecular orto-para’, do precursor O-
metilnorbeladina, resultando na formacédo do alcaloide norpluviina, como ilustrado na
figura 63 (BASTIDA et al, 2006; BASTIDA et al, 2011).

Posteriormente, a norpluviina é oxidada na posi¢cdo C-6, e sofre uma ruptura
da ligacdo C-6 com o &tomo de nitrogénio, seguida de uma rotacdo de 180°. A
formacao da licorenina, um alcaloide com grupo hemiacetal, seguida da oxidacdo da
posicdo C-6, leva a formacédo do alcaloide homolicorina, pertencente ao grupo das
lactonas (Figura 63) (BASTIDA et al, 2011).
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Figura 63 - Parte da biossintese de alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina.

4.3.8 Composto 2

Foram isolados 117,0 mg do composto 2, a partir do fracionamento
cromatografico dos extratos do caule e das folhas de W. procera, e apresentou-se
como cristais. Sendo analisado pela técnica de RMN de *H, como ilustrado na figura
64 e 65.

As caracteristicas principais encontradas no espectro deste composto
incluem: um hidrogénio aroméatico, em 6,77 ppm, como um singleto; um hidrogénio
olefinico, em 5,47 ppm, como um multipleto; a presenca de um sinal, como um
singleto, em 2,03 ppm, integrando para trés hidrogénios, caracteristico do grupo
NMe e de trés sinais, em 3,90, 3,97 e 3,87 ppm, integrando para trés hidrogénios,

caracterizando os grupamentos OMe aromaticos.

Quando comparado ao espectro de RMN de 'H do alcaloide homolicorina,
observou-se que diferenciavam apenas pela presenca de um grupo OMe aromatico.
Desta forma concluiu-se que se tratava de um alcaloide com esqueleto do tipo

homolicorina.
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Ao comparar os deslocamentos dos hidrogénios do composto 2, com dados

da literatura, constatou-se que se tratava do alcaloide albomaculina (C19H23NOs) (DE

ANDRADE et al, 2014), como demonstrado na tabela 13.

Tabela 13 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 2, e do alcaloide albomaculina.

0 experimental do alcaloide

O previamente publicado da

Posicao dos )
hidrogénios isolado (ppm) ALBOMACULINA (ppm)
CDCls, 400 MHz CDCls, 400 MHz
H-1 4,66 m 4,68 m
H - 2a/B 253-2,58m 255-2,6m
H-3 5,47 m 5,48 m
H - 4a 2,70d (9,6) 2,72 d (10)
H-10 6,77 s 6,78 s
H - 10b 2,61 dd (9,6; 1,9) 2,63 d (10)
H-11a/p 244 -251m 2,45-2,53m
H - 12a 3,11 ddd (9,6; 6,7; 3,2) 3,13 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
H-12p 2,21q(9,3) 2,234 (9,6)
NMe 2,03s 2,05s
7 - OMe 3,97 s 3,99s
9 - OMe 3,90 s 391s
8 - OMe 3,87s 3,89s

Como obteve-se cristais da albomaculina (Figura 66), este composto foi

enviado para andlise de cristalografia de Raios-X, confirmando a configuracéo

absoluta deste alcaloide, como ilustrado na figura 67. Sendo a primeira vez, descrito

estudos de cristalografia de Raios-X para este composto.
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Figura 66 - Cristais do alcaloide albomaculina, obtidos por coluna cromatogréfica.

Figura 67 - Andlise por cristalografia do alcaloide albomaculina.

A albomaculina foi descrita em poucas espécies de Amaryllidaceae, e
nenhum estudo biologico foi encontrado na literatura para este composto (DE
ANDRADE et al, 2014).

Este alcaloide foi isolado em 2007, pelo pesquisador WANG e colaboradores,
a partir da espécie Hosta plantaginea (Lam.) Aschers, da familia Liliaceae, sendo
este, um acontecimento raro, o isolamento de alcaloides tipicos da familia
Amaryllidaceae encontrados em outras familias de plantas (WANG et al, 2007;
BASTIDA et al, 2011).
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4.3.9 Composto 6

O composto 6 foi isolado tanto do caule, quanto das folhas de W. procera,

totalizando 13,3 mg, sendo analisado pela técnica de RMN de *H.

Ao analisar o espectro obtido deste composto (Figuras 68 e 69), concluiu-se
gue se tratava de um alcaloide com esqueleto do tipo homolicorina. O espectro de
RMN de H apresentou dois hidrogénios singletos p-orientados, em 7,48 e 6,94 ppm;
a presenca um sinal caracteristico de olefina, em 5,67 ppm, e um sinal, como um
singleto, integrando para trés hidrogénios, em 2,06 ppm, caracterizando o
grupamento NMe.

N&o foi detectado sinal do grupamento OMe aromatico, como nos alcaloides
homolicorina e albomaculina, e sim, a presenca de um sinal, em 6,07 ppm (dubleto)
— 6,06 ppm (dubleto) (J - 1,2 Hz), caracteristico do grupo metilenodioxifenila, entre
as posicoes C-8 e C-9 (BASTIDA et al, 2011).

Ao comparar os deslocamentos dos hidrogénios deste composto, com dados
da literatura, concluiu-se que se tratava do alcaloide hippeastrina (C17H17NOs), como
demonstrado na tabela 14 (ALMANZA et al, 1996).

Nos esqueletos do tipo homolicorina, quando ocorre substituicdo da posicao
C-2 pelos grupos OH, OMe ou AcO, esta substituicdo geralmente apresenta
disposicéo a. Desta forma, no espectro do alcaloide hippeastrina, que apresenta um
substituinte hidroxila (OH) na posicdo C-2, pode-se observar um sinal, em 4,39 ppm,
referente ao hidrogénio H-23 (BASTIDA et al, 2011).

A hippeastrina € um alcaloide tipico da familia Amaryllidaceae, descrito em
variadas espécies desta familia (ALMANZA et al, 1996; BERKOV et al, 2007;
PAGLIOSA et al, 2010; LEE et al, 2014). Estudos de atividade biolégica deste
composto levavam ao conhecimento, que a hippeastrina possui atividade antiviral e
antiparasitaria (VIEIRA et al, 2011; He et al, 2013; e HE et al, 2015). Além de
exercer efeitos neuroprotetores (LI et al, 2013) e atividade citotdxica fraca (BERKOV
et al, 2011).
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Tabela 14 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 6, e do alcaloide hippeastrina.

Posicao dos & experimental do alcaloide & previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) HIPPEASTRINA (ppm)
CDCl; 400MHz CDCl; 500 MHz
H-1 4,60 sl 4,58 sl
H-2B 4,39 m 4,38 sl
H-3 5,67 sl 5,63 sl
H - 4a 2,66 d (9,3) 2,62d (9,5)
H-7 7,48 s 7,45s
H-10 6,94 s 6,92's
H-10b 2,89dl (9,1) 2,85dd (9,5; 2,5)
H-11a/p 2,48 - 2,56 m 2,48 m
H-12a 3,16 m 3,13 ddd (10; 8; 3)
H-128 2,26 g (9,3) 2,23 ddd (10; 9; 9)
NMe 2,06 s 2,03s
OCH,0 6,07 d - 6,06 d (1,2) 6,04 d-6,02d (1,5)

4.3.10 Composto 7

Foram isolados 33,7 mg do composto 7, a partir do fracionamento
cromatografico dos extratos do caule e das folhas de W. procera, e apresentou-se

como um sélido branco. Sendo analisado pela técnica de RMN de *H, como ilustrado
na figura 70 e 71.
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No espectro de RMN de 'H, podem-se observar algumas caracteristicas
importantes, que incluem: dois sinais, como singletos, em 6,88 e 6,78 ppm,
correspondendo aos hidrogénis arométicos p-orientados; um sinal caracteristico de
olefina, em 5,48 ppm; a presenca de trés sinais referentes ao grupo OMe, dois
aromaticos, em 3,88 e 3,86 ppm, e um alifatico, em 3,53 ppm; e um sinal, integrando
para trés hidrogénios, em 2,09 ppm, atribuido ao grupamento NMe.

A partir destes dados, caracterizou-se o composto 6, como sendo pertencente
aos alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina. Porém, foi observado um sinal
de hidrogénio singleto, em 5,52 ppm, caracteristico de hidrogénio da posicdo C-6,

guando a mesma esta substituida por um grupo oxigenado (BASTIDA et al, 2011).

Desta forma, ao comparar os dados do espectro de RMN de *H obtido, com
os dados da literatura, concluiu-se que se tratava do alcaloide O-metillicorenina
(C19H25NOy4), que pertence ao grupo dos alcaloides hemiacetais, apresentando um
subsituinte OMe na posicdo C-6, em disposicdo a, uma vez que, alcaloides
pertencentes a este grupo, apresentam geralmente esta caracteristica (CODINA et
al, 1993; BASTIDA et al, 2011).

O alcaloide O-metillicorenina foi isolado de muitas familias de Amaryllidaceae
(CODINA et al, 1993; LABRANA et al, 1999; DE ANDRADE et al, 2012; LEE et al,
2014). Na literatura estd descrito que este alcaloide exibe atividade antibacteriana,
contra Escherichia cole e Staphylococcus aureus (LEE et al, 2014°), além de exercer
efeitos neuroprotetores (LI et al, 2013).

A tabela 15 compara os deslocamentos e as multiplicidades do composto 7,
com os deslocamentos previamente publicados do alcaloide O-metillicorenina

(CODINA et al, 1993), onde pode-se observar que se trata do mesmo composto.

Pode-se observar que ocorre um maior desblindamento do hidrogénio H-10,
em comparagdo com o H-7, diferentemente do que ocorre com o alcaloide
homolicorina da série lactona, que apresentam uma carbonila na posicdo C-6.
(BASTIDA et al, 2011).
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Tabela 15 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 7, e o alcaloide O-

metillicorenina.

Posicao dos 0 experimental do alcaloide 6 previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) O-METILLICORENINA (ppm)
CDCl3, 400MHz CDCl3, 50 MHz
H-1 4,27 d (5,8) 4,29 dl (5,8)
H - 2a 2,35m 2,35m
H-2B 2,62m 2,65m
H-3 5,48 sl 5,50 dI (2,2)
H - 4a 2,74 d (9) 2,77 dd (9,3; 2,6)
H- 6B 552s 554 s
H-7 6,78 s 6,80s
H-10 6,88 s 6,93 s
H-10b 2,42 d (9,5) 2,44 dd (9,3; 1,8)
H-11a/p 2,44 -250m 2,38—-255m
H-12a 3,13 m 3,15ddd (9,2; 5,3; 4,1)
H- 128 2,219 (9,3) 2,23 dd (18;9,2)
NMe 2,09s 2,10s
OMe 3,88s 3,89s
Ome 3,86 s 3,88 s
OMe 3,53s 3,55s

4.3.11 Composto 8

O composto 8 foi isolado a partir do caule e das folhas de W. procera,

totalizando 15,7 mg, sendo analisado pela técnica de RMN de *H, como ilustrado na

figura 72.
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Ao comparar 0 espectro deste composto, com o espectro do alcaloide O-
metillicorenina, verificou-se grande semelhanga, como a presenca do grupo NMe,
em 2,10 ppm e de um hidrogénio singleto, em 5,58 ppm, caracteristico de hidrogénio

da posicao C-6, quando esta se encontra substituida.

Pode-se observar no espectro de RMN de 'H obtido para este composto
(Figura 72), a presenca de quatro grupamentos OMe, trés arométicos, em 3,92, 3,86
e 3,85 ppm e um alifatico, em 3,53 ppm, e de somente um hidrogénio singleto

aromatico, em 6,83 ppm.

Ao analisar os deslocamentos de todos os hidrogénios observados no
espectro do composto 8, e compara-los com dados da literatura, concluiu-se que se
tratava do alcaloide 7-metoxi-O-metillicoreinina (C,oH27NOs), como demonstrado na
tabela 16 (DE ANDRADE et al, 2014). Diferenciando da O-metillicorenina, somente

pela presenca do grupamento OMe aromatico na posi¢ao C-7.

Este alcaloide foi isolado pela primeira vez no ano de 2012, pelo pesquisador

LUO e colaboradores (2012) e nenhuma atividade bioldgica foi relatada na literatura.
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Tabela 16 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 8, e o alcaloide 7-metoxi-O-

metillicorenina.

Posicao dos 0 experimental do alcaloide O previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) 7-METOXI-O-METILLICORENINA
CDCl3, 400MHz (ppm) CD3OD, 500MHz
H-1 4,42 d (5,9) 4,40 dI (6,5)
H - 2a 2,65 ddt (19,7; 6; 3) 2,67 ddt (19; 6,5; 3)
H-2B 2,27-2,37m 2,29 dt (19,5; 3)
H-3 5,58s 5,55 sl
H - 4a 2,87 m 2,92 dl (10)
H- 6B 551s 552s
H- 10 6,83s 6,85s
H—10b 2,45-2,55m 2,47 dd (10; 2)
H- 11a/B 2,45-2,55m 2,49-2,58m
H - 12a 3,25 sl 3,22 ddd (10,5; 7,5; 3)
H-1283 2,45-255m 2,42 m
NMe 2,10 s 2,11s
OMe 3,92s 3,89s
OMe 3,86s 3,87s
Ome 3,85s 3,82s
OMe 3,53s 3,51s

4.3.12 Composto 10

Foram isolados 99,9 mg do composto 10, a partir do fracionamento
cromatografico dos extratos do caule e das folhas de W. procera, sendo analisado

pela técnica de RMN de *H uno e bidimensional.
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As caracteristicas principais encontradas no espectro deste composto incluem
(Figuras 73 e 74): dois hidrogénios aromaticos singletos, em 7,59 ppm e 7,02 ppm;
um hidrogénio olefinico, em 5,51 ppm, como um multipleto; a presenca de um sinal,
como um singleto, em 2,02 ppm, integrando para trés hidrogénios, caracteristico do
grupo NMe e de dois sinais, como singletos, integrando para trés hidrogénios, em
3,95 e 2,02 ppm, representando os grupamentos OMe e NMe, respectivamente.

A partir das ampliacdes observadas na figura 74, pode-se verificar o sinal do
H-10b, em 2,69 ppm, como um duplo dubleto, apresentando duas constantes de
acoplamento, uma de 9,7 Hz, devido ao acoplamento com o H-4a, coerente com 0
acoplamento trans-diaxial observado em esqueletos do tipo homolicorina, e uma em
1,8 Hz, pelo acoplamento com o H-1. E a ampliacdo do H-4a, como um dubleto, pelo
acoplamento com o H-10b (J- 10 Hz) (BASTIDA et al, 2011).

Assim, a partir da observacdo de todos os sinais dos hidrogénios do espectro
de RMN de 'H deste composto, em comparacdo com dados da literatura, conclui-se
que o composto 10 poderia ser o alcaloide 8-O-desmetilhomolicorina ou 9-O-
desmetilhomolicorina, uma vez que, apresentam deslocamentos quimicos muito
préoximos (BASTIDA et al, 1987% LATVALA et al, 1995).

Geralmente, compostos que apresentam substituinte OMe aromatico e OH
nas posi¢cées C-8 e C-9, a confirmacgdo da posicdo do grupo OMe aromético s6 é
possivel através da técnica de RMN de 'H bidimensional NOESY (Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY), onde pode-se obter informacBes sobre a

proximidade especial dos hidrogénios da molécula (BASTIDA et al, 2011).

Pode-se observar na figura 75, que o hidrogénio aromético da posicédo H-10
apresentou correlacdo NOESY com os hidrogénios correspondentes ao grupamento
OMe amotéatico, com o hidrogénio da posicdo H-10b e com o grupo NMe,

confirmando que o grupo OMe encontrava-se na posi¢ao C-9.

Desta forma, a partir do espectro de RMN de *H uno e bidimensional deste
composto, pode-se concluir que o composto 10 era o alcaloide 8-O-
desmetilhomolicorina, que apresenta um grupo OH na posicdo C-8 (LATVALA et al,
1995).
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Na tabela 17, pode-se observar os deslocamentos e as multiplicidades do

composto 10 (C,17H19NO4), em comparacado com dados da literatura para o composto

alcaloide 8-O-desmetilhomolicorina (BASTIDA et al, 1987), confirmando a estrutura

proposta.

Tabela 17 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 10, e o alcaloide 8-O-

desmetilhomolicorina.

Posicao dos 0 experimental do alcaloide O previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) 8-O-DESMETILHOMOLICORINA
CDClj3, 400MHz (ppm) CDCl3, 400 MHz
H-1 4,77 m 4,78 m
H -2 (2H) 2,58-2,63m 2,59 m
H-3 5,50 m 5,50 d (2,4)
H - 4a 2,76 dlI (10) 2,73 dd (9,7; <1)
H-7 7,59 s 7,60s
H-10 7,02s 6,98 s
H - 10b 2,69 dd (9,7; 1,8) 2,63 dd (9,7; 2,0)
H - 11 (2H) 2,47 -2,55m 2,50 m
H- 12a 3,18 ddd (9,6; 6,3; 3,8) 3,14 ddd (10; 6,6; 3,4)
H- 128 2,26 q (9,4) 2,25dd (18,8; 9,4)
NMe 2,02s 2,00s
OMe 3,95s 3,95s

A 8-O-demetilhomolicorina € um alcaloide relatado em muitas espécies de

plantas da familia Amaryllidaceae (BASTIDA et al, 1990, LABRANA et al, 1999,
BERKOV et al, 2007, DE ANDRADE et al, 2012, BOZKURT-SARIKAYA et al, 2013).

Estudos de atividade bioldgica relatam que este composto exibe atividade
citotoxica fraca (WENIGER et al, 1995, BERKOV et al, 2011), efeitos hipotensivos
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000) e efeitos neuroprotetores (LI et al, 2013).
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4.3.13 Composto 13

O composto 13 foi isolado a partir do caule e das folhas de W. procera,

totalizando 6,5 mg, sendo analisado pela técnica de RMN de *H uno e bidimensional.

Ao analisar o espectro de RMN de *H obtido deste composto, verificou-se que
se tratava de um alcaloide com esqueleto do tipo homolicorina, com alguns sinais
caracteristicos (Figura 76): dois hidrogénios singletos p-orientados, 6,84 e 7,01 ppm;
um sinal caracteristico de olefina, em 5,53 ppm; a presenca de dois sinais referentes
ao grupo OMe, um aromatico em 3,87 ppm e um alifatico em 3,52 ppm e a presenca
do grupamento NMe, em 2,18 ppm.

A OMe alifatica foi atribuida a posicdo C-6, visto que, o0 espectro deste
composto apresenta um hidrogénio singleto em 5,48 ppm, caracteristico de
hidrogénio da posicdo C-6, quando a mesma esta substituida por um grupo
oxigenado. Vale ressaltar, que ocorre um maior desblindamento do hidrogénio H-10,
em comparacdo com o H-7, caracteristico de alcaloides da série hemiacetal, como o
alcaloide O-metillicorenina (BASTIDA et al, 2011).

Assim como, o alcaloide 8-O-desmetilhomolicorina, 0 composto 13 apresenta
somente um grupo OMe aromatico, desta forma, para a confirmacdo da posicao
deste grupo, foi realizada uma anélise de RMN de *H bidimensional NOESY. Pode-
se observar na figura 77, que o hidrogénio aromatico da posicdo H-10 apresentou
correlacdo NOESY com os hidrogénios correspondentes ao grupamento OMe
aromatico, com o hidrogénio da posi¢cdo H-10b e com o grupo NMe, confirmando
gue este grupamento encontra-se na posicdo C-9, sendo a posi¢cao C-8 substituida

por uma hidroxila (OH).

Assim, a partir do espectro de RMN de 'H uno e bidimensional deste
composto, em comparacdo com dados da literatura, foi caracterizado como sendo o
alcaloide 8-O-desmetil-O-metillicorenina (C1gH23NO4) (WANG et al, 2007).

A tabela 18 detalha os deslocamentos e as multiplicidades observadas para
este composto (13), e do alcaloide 8-O-desmetil-O-metillicorenina, confirmando a
estrutura proposta (WANG et al, 2007).
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Tabela 18 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 13, e o alcaloide 8-O-desmetil-

O-metillicorenina.

Posicao dos ® experimental do & previamente publicado da
hidrogénios alcaloide isolado (ppm) 8-O-DESMETIL-O-METILLICORENINA
CDCl3, 400MHz (ppm), CDCl3, 500 MHz
H-1 4,30 dI (6) 4,29 dl (5,5)
H-2 2,60 -2,69m 2,65m
H-2 2,30-2,40m 2,34 m
H-3 5,53 m 5,52 dl (2,0)
H - 4a 291 m 2,90 m
H-6 548s 5,47 s
H-7 6,84 s 6,83 s
H-10 7,01ls 7,01s
H-10b 2,60—-2,69m 2,59 m
H—11 (2H) 2,50 - 2,57 m 2,52 m
H-12a 3,31m 3,29 m
H-128 2,30-2,40m 2,34 m
NMe 2,18 s 2,17 s
OMe 3.87s 3,88s
OMe 3,52s 351s

Este alcaloide foi isolado apenas uma vez, pelo pesquisador WANG e
colaboradores (2007), da espécie Hosta plantaginea (Lam.) Aschers, da familia
Liliaceae. Desta forma, este trabalho relata o isolamento deste composto, pela
primeira vez, a partir de uma espécie de planta da familia Amaryllidaceae, e nenhum

estudo bioldgico foi relatado para este alcaloide.
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4.3.14 Composto 20

O composto 20 foi isolado a partir das folhas de W. procera, onde isolou-se
1,1 mg, sendo analisado pela técnica de RMN de *H uno e bidimensional. A partir do
espectro de RMN de 'H obtido para este composto, em comparacdo com dados da
literatura, pode-se observar que o composto 20 apresentava grande semelhanca
com o alcaloide 9-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (BASTIDA et al, 1990%).

No espectro representado na figura 78, podem-se observar alguns sinais
importantes, como: dois hidrogénios singletos p-orientados, em 7,58 e 6,99 ppm,
atribuidos aos hidrogénios aromaticos das posicoes H-7 e H-10, respectivamente; a
presenca de um sinal em 2,03 ppm, caracteristico do grupamento NMe e de um sinal

em 3,95 ppm, referente ao grupamento OMe aromatico.

Pode-se observar ainda, as multiplicidades de alguns sinais na figura 79,
como os sinais dos hidrogénios H-4a e H-10b, onde o sinal em 2,70 ppm, foi
atribuido ao H-4a, como um dubleto, que apresenta uma constante de acoplamento
de aproximadamente 10 Hz com o H-10b, coerente com o acoplamento trans-diaxial
observada para estes hidrogénios em esqueletos do tipo homolicorina, e o sinal em
2,89 ppm, correspondente ao H-10b (Jigp4a— 9,7 Hz, J1op.1 — 2,0 Hz) (BASTIDA et al,
2011).

Para a confirmacdo da posicdo da OMe aromatica, o composto 20 foi
analisado pela técnica de RMN de *H bidimensional NOESY. Pode-se observar na
figura 80, que o hidrogénio aromatico da posicdo H-10 apresentou correlacéo
NOESY com os hidrogénios correspondente ao grupamento OMe amotético,
confirmando que este grupo encontrava-se na posicdo C-9, diferentemente do que
ocorre para o composto 9-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina, que apresenta o grupo
OMe na posicao C-8. As estruturas quimicas destes compostos estédo representadas

na figura 81.

Assim, foi proposto que este composto é o alcaloide 8-O-desmetil-2a-
hidroxihomolicorina (C17H19NOs), sendo isolado pela primeira vez a partir de uma

fonte natural.
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Figura 81 - Estrutura do alcaloide 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina (I) e do alcaloide 9-O-

desmetil-2a-hidroxihomolicorina (I1).

Assim como o alcaloide hippeastrina, a 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina
apresenta um substituinte hidroxila (OH), na posicdo C-2, sendo o sinal em 4,39
ppm, atribuido ao H-2B, visto que, nos esqueletos do tipo homolicorina, quando
ocorre substituicdo da posigcao C-2 pelos grupos OH, OMe ou AcO, esta geralmente
apresenta disposicao a (BASTIDA et al, 2011).

A tabela 19 compara os deslocamentos e as multiplicidades obtidas para o
composto 20, em comparagdo com o alcaloide 9-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina,
uma vez que, a substituicdo do grupo OMe aromético para o C-9, como observado
na 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina, ndo altera de maneira significativa os
deslocamentos dos sinais (BASTIDA et al, 1990%).

Como este estudo relata o isolamento deste composto pela pela primeira vez,
nenhuma atividade bioldgica foi encontrada na literatura, somente para o alcaloide 9-
O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina, que apresenta atividade citotoxica moderada
(WENIGER et al, 1995; BERKOV et al, 2011; LI et al, 2013).
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Tabela 19 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 20, e o alcaloide 9-O-desmetil-

2a-hidroxihomolicorina.

& experimental do alcaloide O previamente publicado da
Posicao dos isolado (ppm) 9-O-DESMETIL-2a-
hidrogénios CDCl3, 400MHz HIDROXIHOMOLICORINA
(ppm) CDCls, 200 MHz
H-1 4,62 m 4,59 dl (1)
H-2pB 4,39 m 4,28 1l (1)
H-3 5,67 m 5,68 sl
H - 4a 2,70dl (9,7) 2,66 dl (9,7)
H-7 7,58 s 7,47 s
H-10 6,99 s 6,95s
H-10b 2,89dd (9,4; 2,1) 2,83dd (9,7; 1,0)
H-11 (2H) 2,50-2,56m 2,50-2,60m
H-12a 3,17 ddd (10,2; 6,2; 3,9) 3,17 ddd (9,7; 7,4; 2,5)
H-128 2,289 (9,4) 2,31dd (18,5; 9,7)
NMe 2,03s 2,08 s
OMe 3,95s 3,95s

4.3.15 Composto 12

O composto 12 foi isolado a partir do caule de W. procera, em um total de 4,3

mg. Sendo analisado pela técnica de RMN de *H e dicroismo circular (DC).

As caracteristicas principais encontradas no espectro deste composto incluem

(Figura 82): dois hidrogénios singletos p-orientados, em 6,47 e 6,83 ppm; um sinal,
em 5,89 ppm (dubleto) - 5,88 ppm (dubleto) (J — 1,4 Hz), integrando para dois

hidrogénios, caracteristico do grupamento metinelodidxifenila e um sinal, como um

singleto, em 3,36 ppm, referente ao grupo OMe alifdtico. Nas ampliacdes
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observadas na figura 83 verifica-se os sinais referentes aos hidrogénios da posicao
6, como dubletos, em 4,33 e 3,71 ppm, que acoplam entre si, por uma constante de

acoplamento de 16,8 Hz.

A partir das analises de RMN de 'H obtidas, concluiu-se que tratava de um
alcaloide da série crinano (5,10b-etanofenantridina), representado pelos esqueletos
do tipo haemantamina e crinina. Estes esqueletos podem ser diferenciados pela
disposicédo da ponte (5,10b-etano) correspondente aos carbonos C-11 e C-12, na
qual, uma disposicao a, caracteriza alcaloides com esqueleto do tipo haemantamina,
e uma disposicdo [, caracteriza alcaloides com esqueleto do tipo crinina. A
determinacdo da configuracdo absoluta da ponte 5,10b-etano nestes alcaloides é
realizada através do espectro de dicroismo circular (CD) (BASTIDA et al, 2011).

Nos espectros de RMN de *H destes esqueletos, quando se utiliza o solvente
CDCl3, pode-se prever a configuracao do substituinte da posi¢cao C-3, de acordo com
as constantes de acoplamento observadas entre os hidrogénios olefinicos H-1 e H-2
e o0 hidrogénio da posi¢ao H-3 (BASTIDA et al, 2011).

Na figura 83, pode-se observar os sinais referentes aos hidrogénios
olefinicos, em 6,43 ppm, como um dubleto, atribuido ao hidrogénio H-1, que
apresenta uma constante de acoplamento de magnitude de 10,1 Hz com o
hidrogénio da posicdo H-2; e em 6,38 ppm, como um duplo duplo dubleto, que
apresenta uma constante de acoplamento de 10 Hz com o H-1; uma de 4,7 Hz com
o hidrogénio da posicdo H-3 e uma de menor magnitude (J - <1 Hz) com o

hidrogénio da posicédo H-4p.

A constante de acoplamento de magnitude de aproximadamente 5 Hz que o
hidrogénio da posicdo H-2 apresenta com o H-3, € uma caracteristica observada
guando o substituinte C-3 apresenta uma relacao trans com a ponte (BASTIDA et al,
2011).
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Desta forma, ao comparar os deslocamentos e as multiplicidades dos

hidrogénios deste composto, com dados da literatura, foi proposto que o composto
12 era o alcaloide haemantamina (C;9H24NO,4) (PABUCCUOGLU et al, 1989), como

demonstrado na tabela 20.

Tabela 20 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 12, e o alcaloide

haemantamina.

Posicéao 0 experimental do alcaloide O previamente publicado da
dos isolado (ppm) HAEMANTAMINA (ppm)
hidrogénios CDClj3, 400MHz CDCl3, 360 MHz
H-1 6,43 d (10,1) 6,36 d (10)
H-2 6,38 ddd (10; 4.7; <1) 6,25 dd (10; 5)
H-3 3,86 m 3,82 m
H - 4a 2,01-2,17m 2,11 ddd (13,7; 13,6; 4,2)
H- 4B 2,01-217m 1,96 ddd (13,7; 4,6; <1)
H - 4a 3,35-3,42m 3,25 dd (13,6; 4,6)
H - 6a 3,71d (16,9) 3,72.d (16,8)
H- 6B 4,33 d (16,8) 4,25d (16,8)
H-7 6,47 s 6,41s
H-10 6,83 s 6,74 s
H - 1lendo 3,99 ddd (6,6; 3,2; 1,1) 3,96 dd (6,7; 3,3)
H — 12endo 3,35-3,42m 3,3dd (13,9; 6,7)
H - 12exo 3,27 dd (14; 3,1) 3,19 dd (13,9; 3,3)
OCH,0 5,89d—5,88d (1,4) 5,81d-5,82d(1,3)
OMe 3,36s 3,36s

Para a confirmacdo da configuracdo absoluta do composto 12, o mesmo foi

analisado pela técnica de dicroismo circular. Os espectros de CD obtidos, a partir

dos alcaloides da série crinano, se caracterizam por duas bandas antipodais (efeito
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Cotton positivo e negativo), em cerca de 290 e 245 nm, onde a forma do espectro
esta relacionada a estereoquimica destes alcaloides, sendo que os espectros dos
enantibmetros (tipo crinina e tipo haemantamina) sdo a imagem especular, um do
outro, ocorrendo a inversdo do efeito Cotton de positivo para negativo e vice-versa
(DEANGELIS e WILDMAN, 1969; WAGNER et al, 1996).

Na figura 84, pode-se observar um efeito Cotton positivo em 293 nm e um
negativo em 242 nm, caracteristico de esqueletos do tipo haemantamina
(configuragdo da ponte em a), confirmando assim, a estrutura proposta
(DEANGELIS e WILDMAN, 1969).

293 nm

242 nm

Figura 84 - Analise por dicroismo circular do composto 12.

Estudos de biossintese concluiram que alcaloides da série crinano, séo
derivados do acoplamento fenol oxidativo para-para’ do precursor O-
metilnorbeladina, assim como, os alcaloides com esqueleto do tipo tazetina. Sendo
gque as séries enantioméricas (tipo haemantamina e tipo crinina), ndo sao
interconversiveis (BASTIDA et al, 2011) (Figura 85).
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Figura 85 - Biossintese dos alcaloides da série crinano.

O alcaloide haemantamina foi isolado a partir de muitas espécies de planta da
familia Amaryllidaceae (BASTIDA et al, 1987; LABRANA et al, 1999; HERRERA et
al, 2001°; HOHMANN et al, 2002; CABEZA et al, 2003; OSORIO et al, 2010;
GIORDANI et al, 2011; GUO et al, 2016).

Diversos estudos de analise biologica ja foram relatados para este alcaloide,
mostrando que a haemantamina apresenta atividade antitumoral (MCNULTY et al,
2007; BERKOV et al, 2011; NAIR et al, 2012), atividade antiproliferativa (HOHMANN
et al, 2002; JIN, Z, 2013; HAVELEK et al, 2014; HE et al, 2015), atividade
antirretroviral (SZLAVIK et al, 2004), atividade antiparasitaria contra Entamoeba
histolytica e Plasmodium falciparum (HERRERA et al, 2001°) e contra
Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e
Leishmania donovani (OSORIO et al, 2010; KAYA et al, 2011). Aléem de efeitos
hipotensivos (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000).
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4.3.16 Composto 17

Foram isolados 2,0 mg do composto 17, a partir do fracionamento
cromatografico do caule da planta W. procera. Sendo posteriormente, analisado pela

técnica de RMN de *H e dicroismo circular.

No espectro representado na figura 86, pode-se observar que se tratava de
um alcaloide da série crinano, com algumas caracteristicas principais, que incluem: a
presenca de dois sinais correspondente aos hidrogénios singletos p-orientados, em
6,49 e 6,84 ppm, atribuidos aos hidrogénios das posicbes H-7 e H-10
respectivamente; e a presenca de um sinal referente ao grupamento

metinelodidxifenila, como dois dubletos (J — 1,2 Hz), em 5,90-5,88 ppm.

Na figura 87, verifica-se as ampliacdes referente aos hidrogénios da posicao
benzilica C-6, em 3,79 ppm, como um dubleto, atribuido ao H-6a, e em 4,42 ppm,
como um dubleto, correspondendo ao H-6B, que acoplam entre si, com uma
constante de acoplamento de 16,8 Hz. Além, dos sinais correspondentes aos
hidrogénios olefinicos, em 6,58 ppm, como um dubleto, correspondendo ao H-1 (J1»
—9.70 Hz), e em 5,95 ppm, como um duplo dubleto, referente ao H-2 (Jo; — 10.0 Hz
e J,3 — 5.2 Hz). Onde a constante de acoplamento de aproximadamente 5 Hz entre
os H-2 e H-3, € uma caracteristica observada quando o substituinte C-3 apresenta
uma relagao trans com a ponte (BASTIDA et al, 2011).

Pode-se notar, que a principal diferenca observada no espectro do composto
17, em comparagdo com o espectro da haemantamina, anteriormente mencionado,

€ a auséncia do sinal do grupamento OMe na posi¢éo C-3.

Para a confirmacdo da configuracdo absoluta deste alcaloide, e assim,
caracteriza-lo como pertencente ao esqueleto do tipo haemantamina ou crinina, o

mesmo foi analisado pela técnica de dicroismo circular, como ilustrado na figura 88.
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O composto 17 apresentou efeito Cotton positivo em 294 nm e negativo em
242 nm, caracteristicas que estdo de acordo com os encontrados para alcaloides
com esqueleto do tipo haemantamina, com configuracdo da ponte em a (Figura 88)
(DEANGELIS e WILDMAN, 1969).

294 nm

0

CD [mdeg]

242mm

4 L 1

Figura 88 - Analise por dicroismo circular do composto 17.

Desta forma, a partir das caracteristicas dos espectros de RMN de *H e de
dicroismo circular, do composto 17, em comparacdo com dados da literatura, foi
possivel atribuir a este composto como pertencente ao esqueleto do tipo

haemantamina.

Ao comparar os deslocamentos obtidos deste composto, com dados da
literatura (Tabela 21), pode-se observar grande semelhanca com o alcaloide
vittatina, ilustrado na figura 89 (C17H19NO3) (PABUCCUOGLU et al, 1989). Porém,

novas analises serdo realizadas para a elucidacao completa deste alcaloide.

Figura 89 - Estrutura quimica do alcaloide vittatina.
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Tabela 21 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 17, e o alcaloide vittatina.

Posicao dos

hidrogénios

0 experimental do alcaloide
isolado (ppm)
CDCl;, 400MHz

O previamente publicado da
VITTATINA (ppm)
CDCls, 360 MHz

H-1 6,58 d (9,7) 6,44 d (10)
H-2 5,95 dd (10; 5,2) 6,06 dd (10; 5,2)
H-3 4,35 m 4,46 m
H - 4a 1,92 m 1,85 ddd (13,5; 13,5; 4,1)
H - 4B 2,88'm 2,58 ddd (13,5; 4,5; <1)
H-4a 3,89 m 3,87 m
H - 6a 3,79d (16,8) 4,07 d (16,2)
H - 6B 4,42 d (16,7) 4,71 d (16,2)
H-7 6,49 s 6,53 s
H-10 6,84 s 6,87 s
H—-11engo 2,09m 2,15 m
H—-11c0 2,18 m 2,32 m
H - 12¢ndo 3,38 m 3,17 m
H— 12440 3,92m 3,95 m
OCH,0 5,90d-5,88d (1,2) 595s

O alcaloide vittatina foi amplamente relatado a partir de espécies de
Amaryllidaceae (BASTIDA et al, 1995; HERRERA et al, 2001; CABEZAS et al,
2003; DE ANDRADE et al, 2011; KULHANKOVA et al, 2013; EMIR et al, 2016).

Estudos de atividade biologicas para este alcaloide demonstraram que a vittatina,

apresenta atividade citotoxica (KAYA et al, 2004), atividade contra a enzima

butirilcolinesterase (BuChE) (EMIR et al, 2016), atividade antibacteriana contra

Staphylococcus aureus e Escherichia coli (EVIDENTE et al, 2004). Além de possuir
efeitos analgésicos (BASTIDA et al, 2011).
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4.3.17 Composto 18 e 19

Os compostos 18 e 19 foram isolados como uma mistura de epimeros, a partir
do fracionamento cromatografico das folhas de W. procera, onde isolou-se 3,1 mg

dos mesmos, sendo analisados pela técnica de RMN de *H e dicroismo circular.

A partir do espectro de RMN de 'H, pode-se notar que estes compostos
pertenciam aos esqueletos do tipo crinano, onde as caracteristicas principais
observadas foram (Figura 90 e 91): quatro sinais de hidrogénios singletos p-
orientados, em 6,97 e 6,81 ppm, atribuidos aos hidrogénios das posicées H-7, e em
6,80 e 6,77 ppm, correspondendo aos hidrogénios da posicdo H-10; dois sinais,
integrando para dois hidrogénios, em 5,93 e 5,91 ppm, caracteristico do grupamento
metilenodioxifenila; e dois sinais, integrando para trés hidrogénios, em 3,38 e 3,35
ppm, atribuido aos grupamentos OMe alifatico, atribuidos as posi¢cdes C-3. Além, da
observacdo de um multipleto, integrando para quatro hidrogénios, na regidao de
olefinas, sendo atribuido aos hidrogénios H-1 e H-2 (BASTIDA et al, 2011).

Na figura 86, observa-se as ampliacfes referentes aos sinais dos hidrogénios
das posicdes H-4a e H-4a. Onde o sinal do H-4a, aparece como um duplo dubleto,
devido ao acoplamento com o H-4a (J - 13,2 Hz), e ao acoplamento com o H-4B (J -
13,6 Hz). E o H-4qa, aparece como um duplo dubleto de dubleto, apresentando trés

constantes de acoplamento (Jaq4g - 13,6 HZ, J4q4a- 13,3 HZ, Jsq3- 4,4).

O hidrogénio H-4a, nos esqueletos da série crinano, é sempre axial e
contrario a ponte (5,10b-etano). A constante de acoplamento de grande magnitude,
observada entre os H-4a e H-4a, é congruente com uma relagao trans-diaxial destes
hidrogénios. E a pequena constante observada entre os H-4a e H-3, indica que os
mesmos, ndo possuem relacao trans-diaxial. Desta forma, pode-se concluir que o H-
3 esta em disposi¢ao equatorial, com relagéo cis com a ponte, e o substituinte (OMe)

em posicao axial, com relacéo trans com a ponte (BASTIDA et al, 2011).
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Devido a auséncia dos sinais referentes a posi¢do C-6, que nos esqueletos da
série crinano aparecem sempre como um dubleto, apresentando uma constante de
acoplamento de magnitude de aproximadamente 16 Hz, foi atribuido que os
compostos 18 e 19 eram substituidos na posicdo C-6 pela hidroxila (OH), onde

aparecem como uma mistura de epimeros no espectro de RMN de *H.

Segundo BASTIDA e colaboradores, a mistura de epimeros é comum para
alcaloides da série crinano que apresentam um substituinte OH na posi¢cdo C-6,
sendo estes epimeros de dificil separacéo, até pela técnica de HPLC (BASTDA et al,
2011).

Para a confirmacao da configuracdo absoluta desses alcaloides, estes foram
enviados para analise de dicroismo circular, onde apresentaram efeito Cotton
positivo em 290 nm e negativo em 245 nm, caracteristicas que estado de acordo com
os encontrados para alcaloides com esqueleto do tipo haemantamina (configuracéo
da ponte em a), como observado na figura 92 (DEANGELIS e WILDMAN, 1969).

8
290 nm

€D [mdeg) 0

245nm

Figura 92 - Analise por dicroismo circular, dos compostos 18 e 19.

Assim, a partir dos dados obtidos dos compostos 18 e 19, em comparacgao
com dados da literatura, foram caracterizados como sendo os alcaloides epimeros
haemantidina (C16H17NOs) e 6-epihaemantidina (C16H17NOs) (PABUCCUOGLU et al,
1989), como observado na tabela 22.
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Tabela 22 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 18 e 19, e os alcaloides

haemantidina e 6-epihaemantidina.

Posicao dos

Hidrogénios

® experimental dos alcaloides
isolados (18 e 19) (ppm)
CDCl3, 400MHz

© previamente publicado da
HAEMANTIDINA e
6-EPIHAEMANTIDINA
(ppm) CDCl3, 500 MHz

H-1 6,39 — 6,44 m 6,33 d (10,1)
H-2 6,32 -6,39m 6,27 dd (10,1; 4,8)
H-3 3,85-3,91m 3,85m
H - 4a 2,37 ddd (13,6; 13,2; 4,4) / 2,14 | 2,36 ddd (13,5; 13,5; 4,3) / 2,21 ddd
—-2,23m (13,7; 13,7; 4,3)
H - 4p 2,14-223m/2,05m 2,12 ddd (13,5; 4,3; <1) / 2,00 ddd
(13,7; 4,5; <1)
H-4a 3,68dd (13,2;5)/3,34—-3,40m 3,56 dd (13,5; 4,3) /3,20 m
H - 6a ---15,09 s ---15,02s
H - 6B 580s/--- 5,69s/--
H-7 6,97s/6,81s 6,94s/6,79 s
H-10 6,80s/6,77 s 6,70s/6,73 s
H — 11endo 3,93-3,97m 3,92m
H — 12endo 4,25 dd (14,2; 6,8) / 3,64 m 4,20 dd (14,1; 6,9) / 3,30 m
H — 12exo 3,02 dd (14,2;1,9)/ 3,26 dd 2,96 dd (14,1;2,7) /3,20 m
(14,2; 2,9)
OCH,0 593s/591s 5,83d(1,3) /5,86 d (1,3)
OMe 3,38s/3,35s 3,32s/3,28s

Estes alcaloides foram isolados em mistura por diversos pesquisadores da

area de produtos naturais a partir espécies de planta da familia Amaryllidaceae
(HERRERA et al, 2001%; HERRERA et al, 2001°; HOHMANN et al, 2002; DE
ANDRADE et al, 2012; LEE et al, 2014%). Segundo dados da literatura, estes
compostos apresentam atividade antiproliferativa (HOHMANN et al, 2002; JIN, Z,
2013; HAVELEK et al, 2014; HE et al, 2015) e atividade antiparasitaria contra
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Trypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma cruzi (HERRERA et al, 2001%
HERRERA et al, 2001° ) e contra Plasmodium falciparum (HERRERA et al, 2001°).

4.3.18 Composto 11

Foram isolados 14 mg do composto 11, a partir do fracionamento
cromatografico do caule e das folhas de W. procera. Sendo analisado pela técnica
de RMN de *H.

A partir do espectro obtido (Figura 93 e 94), em comparacdo com dados da
literatura, foi atribuido que o composto 11, era o alcaloide trisfaeridina (C14HgNO>)
(SUAU et al, 1990).

A trisfaeridina apresenta sinais caracteristicos em seu espectro de RMN de
'H, que incluem (Figura 93): um sinal do grupamento metilinodiéxifenila, que integra
para dois hidrogénios, em 6,17 ppm; seis sinais na regido dos hidrogénios
aromaticos e um sinal, em 9,10 ppm, como um singleto, integrando para um
hidrogénio, atribuido ao hidrogénio da posicdo C-6. Aos hidrogénios singletos para-

orientados, em 7,93 e 7,35 ppm, foram atribuidos as posi¢cdes H-10 e H-7.

Nas ampliacbes ilustradas na figura 94, pode-se observar os sinais dos
hidrogénios aromaticos, que apresentam constantes de acoplamento caracteristicas
de anel benzénico 1,2-dissubstituidos, como o sinal em 8,38 ppm, como um duplo
dubleto, atribuido ao H-1, devido ao acoplamento orto com o H-2 (J;2 - 8,1) e ao
acoplamento meta com o H-3 (J13 - 1,5 Hz), e o sinal em 7,63 ppm, como um duplo
duplo dubleto, corresponde ao H-2, devido ao acoplamento deste hidrogénio, com o
H-1 (J21 - 8,2 Hz), com 0 H-3 (J23 - 7,0 Hz) e com 0 H-4 (J,4 - 1,4 ppm).
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Os hidrogénios das posicbes H-3 e H-4, apresentaram as mesmas
caracteristicas dos hidrogénios H-1 e H-2. Sendo o sinal em 8,14 ppm, como um
duplo dubleto, atribuido ao H-4 (J43 - 8,2 Hz € J4, - 1,2 Hz) e o sinal em 7,69 ppm,
como um duplo duplo dubleto, atribuido ao hidrogénio da posi¢do H-3 (Js4 - 8,2 Hz,
J3o-7,0Hz e J31 -1,4 Hz).

Na tabela 23, pode-se verificar a comparacdo dos deslocamentos e
multiplicidades observados no espectro de RMN de 'H do composto 11, em
comparacdo com o alcaloide trisfaeridina, previamente publicado, confirmando a
estrutura proposta (SUAU et al, 1990).

Tabela 23 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 11, e o alcaloide trisfaeridina.

Posicao dos ® experimental do alcaloide O previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) TRISFAERIDINA (ppm)
CDCl3, 400MHz CDCl3, 200 MHz
H-1 8,38dd (8,1; 1,4) 8,36 dddd (8; 1,8; 1; 1)
H-2 7,63 ddd (8,2; 6,9; 1,4) 7,61 ddd (8; 7; 1,7)
H-3 7,69 ddd (8,2; 6,9; 1,4) 7,67 ddd (7; 7; 1,8)
H-4 8,14 dd (8,1; 1,2) 8,11 ddd (7;1,7; 1)
H-6 9,10 s 9,06 s
H-7 7,35s 7,32s
H-10 7,93 s 7,89 s
OCH,0 6,17 s 6,15s

A trisfaeridina € um alcaloide comum na familia Amaryllidaceae, encontrado
em muitas espécies pertencentes a esta familia (BRINE et al, 2002; CABEZA et al,
2003; HOHMANN et al, 2002; GIORDANI et al, 2011; DE ANDRADE et al, 2012;
LEE et al, 2014%). Estudos de atividade biolégica com este alcaloide, comprovaram
que apresenta citotoxicidade frente a linhagens de células tumorais (ZUPKO et al,
2009) e atividade antirretroviral (SZLAVIK et al, 2004).
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4.3.19 Composto 14

O composto 14 foi isolado a partir do caule e das folhas de W. procera,
totalizando 16,9 mg, sendo posteriormente analisado pela técnica de RMN de *H
(Figura 95 e 96).

O espectro de RMN deste composto apresentou algumas caracteristicas
importantes, como a presenca do grupamento metilenodiéxifenila, em 6,00 ppm; a
presenca de um sinal, como um singleto, em 2,75 ppm, integrando para trés
hidrogénios, caracteristico do grupamento NMe.

Desta forma, ao comparar os deslocamentos e multiplicidades encontrados
para o composto 14, com dados da literatura, conclui-se que se tratava do alcaloide
ismina (C1sH1sNO3) (SUAU et al, 1990).

Este composto, assim como o alcaloide trisfaeridina, apresenta dois
hidrogénios singletos p-orientados, correspondendo aos hidrogénios H-7 e H-10, em
7,02 e 6,68 ppm, respectivamente. Além de, quatro hidrogénios caracteristicos de
anel benzénico 1,2-dissubstituidos, correspondendo ao hidrogénio da posi¢cao H-1,
em 7,00 ppm, como um duplo dubleto (J;» - 7,4 Hz, J13- 1,6 Hz), da posi¢cdo H-2,
em 6,83 ppm, como um duplo duplo dubleto (J21- 7,4 Hz, Jo3- 7,4 Hz e Jy4 - 1,1
Hz), da posi¢cao H-3, em 7,30 ppm, como um duplo duplo dubleto (Jz4- 8,1, J3,- 7,4
e J31- 1,6 Hz), e da posicdo H-4, em 6,74 ppm (Ja3 - 8,2, Ja2 - 1,0 Hz).

Ainda, pode-se observar a presenca de dois sinais como dubletos, atribuidos
aos hidrogénios da posicdo C-6, que apresentam uma constante de acoplamento
entre si de magnitude de aproximadamente 12 Hz, como pode ser verificado na

ampliacdo deste sinal, na figura 96.

Na tabela 24, estdo representados todos os deslocamentos e multiplicidades
dos hidrogénios obtidos do composto 14, comparados aos deslocamentos do
alcaloide ismina, previamente publicado (SUAU et al, 1990), onde pode-se observar

que se trata do mesmo composto.
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Tabela 24 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (&) do composto 14, e o alcaloide ismina.

Posicao dos 0 experimental do alcaloide | & previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) ISMINA (ppm)
CDCl3, 400MHz CDCl3, 200 MHz
H-1 7,00 dd (7,3; 1,6) 6,98 dd (7,3; 1,7)
H-2 6,83 ddd (7,4; 7,3; 1,1) 6,81 ddd (7,3; 7,3; 1,1)
H-3 7,30 ddd (8,1; 7,4; 1,6) 7,28 ddd (8; 7,3; 1,7)
H-4 6,74 dd (8,1; 1) 6,73 dd (8,1; 1,1)
H-6 4,27 d (12) 4,26 d (12)
H-6 4,21d (12) 4,20 d (12)
H-7 7,02s 7,00 s
H-10 6,68 s 6,67 s
OCH,0 6,00 s 5,99s
NMe 2,75s 2,73 s

Em estudos de biossinte do alcaloide ismina, demonstra que o mesmo, é
derivado do acoplamento fenol oxidativo para-para’ do precurssor O-
metilnorbelladina, sendo um produto de transformacdo da série crinano-

haemantamina (Figura 97).
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O alcaloide ismina foi isolado a partir de muitas espécies de Amaryllidaceae
(HOHMANN et al, 2002; CABEZA et al, 2003; BERKOV et al, 2007°; BERKOV et al,
2009; DE ANDRADE et al, 2012; LEE et al, 2014%). Estudos de atividade bioldgica
para este composto demonstram que a ismina possui efeitos hipotensivos
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al, 2000) e atividade inibidora da enzima AChE (LEE
et al, 2014%).

4.2.20 Composto 21

O composto 21 foi isolado a partir do fracionamento cromatografico das folhas
de W. procera, onde isolou-se 3,2 mg, sendo analisado pela técnica de RMN de *H,
onde pode-se observar que 0 mesmo apresentava-se como uma mistura de

isdmeros (Figuras 98 e 99).

No espectro de RMN de 'H deste composto, podem-se observar alguns
sinais importantes do isbmero em maior propor¢gdo, como: seis hidrogénios
aromaticos, dois hidrogénios singletos p-orientados e quatro hidrogénios
apresentando constantes de acoplamento caracteristicas de anel benzénico 1,2-

dissubstituido, e um grupamento metilenodioxifenila, em 599 ppm.
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Na regido dos alifaticos, encontramos um sinal, integrando para trés

hidrogénios, caracteristico do grupo NMe e dois sinais, como dubletos,
caracterizando um grupo metileno isolado. Desta forma, foi sugerido que este
composto era analogo da ismina, anteriormente mencionada, diferenciando pelo

maior desblindamento do grupo NMe, em 2,93 ppm, em que na ismina esta em 2,75

ppm, e por um sinal em 8,13 ppm, inexistente no alcaloide ismina.

Assim, ao comparar os deslocamentos desses isdmeros, pode-se concluir

que se tratava do alcaloide N-formilismina (C16H1sNO4) (UNVER et al, 2001), como

desmonstrado na tabela 25.

Tabela 25 - Deslocamentos dos hidrogénios em ppm (8) do composto 21, e do alcaloide N-

formilismina, onde os deslocamentos da esquerda se referem ao isdbmero em maior proporcao.

Posicao dos O experimental do alcaloide O previamente publicado da
hidrogénios isolado (ppm) N-FOLMILISMINA (ppm)
CDCl3, 400MHz CDCl3, 200 MHz
CHO 8,14s/7,95s 8,13s/7,94s
H-1 7,31dd (7,5; 1,7) 7,31dd (7,5; 1,5)
H-2 7,38 td (7,4; 1,4) 7,371d (7,5; 1,3)
H-3 7,43 td (7,6; 1,8) 7,43 1td (7,6; 1,6) / 7,44 td (7,6; 1,5)
H-4 7,22dd (7,6;1,3)/ 7,24 dd (6,6; | 7,21dd (7,8;1)/7,24dd (7,5; 1,5)
1,7)
H-7 7,02s/7,04s 7,03 s
H-10 6,56s/6,55s 6,55s
H-6 4,35d (12,2) / 4,46 d (12) 4,33d(12,4) /4,45 d (12,2)
H-6 4,30d (12,2) /4,23 d (12) 4,30d (12,4) / 4,23 d (12,2)
OCH,0 6,00s/5,98s 599s/597s
NMe 293s/3,19s 292s/3,18s

A N-formilismina foi isolada pela primeira vez, no ano de 2001, por UNVER e

colaboradores,

a partir

da espécie Galanthus plicatus subsp. byzantinus
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(Amaryllidaceae) e nenhum outro relato de isolamento e de atividade bioldgica deste

composto, foi encontrado na literatura (UNVER et al, 2001).

4.4 Avaliacao de atividade antimicrobiana

Nove alcaloides isolados a partir da espécie W.Procera [3-epimacronina (1),
albomaculina (2), licorina (3), galatina (4), tazetina (5), hippeastrina (6), O-
metillicorenina (7), 7-metoxi-O-metillicorenina (8) e 8-O-desmetilhomolicorina (10)]

foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana frente algumas bactérias bucais.

Na tabela 26 pode-se observar os valores de concentracdo inibitéria minima
(CIM) a partir da concentragdo mais baixa dos alcaloides, capaz de inibir o

crescimento de micro-organismos.

Todos os alcaloides testados apresentaram atividade muito fraca frente as
bactérias testadas. Pode-se observar que a CIM dos alcaloides foram de 200 — 400
pg/mL, muito superior a CIM do controle positivo (clorexidina).
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Tabela 26 — Resultado da atividade antimicrobiana dos alcaloides testados: 3-epimacronina (1),

albomaculina (2), licorina (3), galatina (4), tazetina (5), hippeastrina (6), O-metillicorenina (7), 7-

Microorganismos

metoxi-O-metillicorenina (8) e 8-O-desmetilhomolicorina (10).

4

10

Clorexidina

Streptococcus
mutans (ATCC
25175)

>400

400

>400

>400

>400

400

400

>400

400

0,922

Streptococcus mitis
(ATCC 49456)

400

400

400

400

400

400

400

200

400

3,688

Streptococcus
sobrinus

(ATCC 33478)

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

0,922

Streptococcus
sanguinis (ATCC
10556)

400

400

>400

>400

400

400

400

200

400

0,922

Streptococcus
salivarius (ATCC
25975)

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

400

>400

0,922

Enterococcus
faecalis (ATCC
4082)

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

1,844

Lactobacillus casei
(ATCC 11578)

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

0,922

Aggregatibacter
actinomycetemcomi
tans (ATCC 43717)

>400

>400

>400

>400

>400

400

>400

>400

400

0,460

* Concentracdes expressas em pg/mL.

45 Resumo dos resultados

Como resultado do fracionamento cromatografico das partes aéreas da

espécie Worsleya procera, foram isolados 19 alcaloides e uma mistura dos

alcaloides 18 e 19:

- Licorina e galantina (alcaloides com esqueleto do tipo licorina);

- Tazetina, 3-epimacronina, 6-O-metilpretazetina e pretazetina (alcaloides com

esqueleto do tipo tazetina);
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- Homolicorina, albomaculina, hippeastrina, O-metillicorenina, 7-metoxi-O-
metillicorenina, 8-O-desmetilhomolicorina, 8-O-desmetil-O-metillicorenina e 8-O-

desmetil-2a-hidroxihomolicorina (alcaloides com esqueleto do tipo homolicorina);

- Haemantamina, composto 17, haemantidina e 6-epihaemantidina (alcaloides

com esqueleto do tipo haemantamina);

- Trisfaeridina, ismina e N-fomilismina (considerados produtos de catabolismo

do esqueleto crinano).

As estruturas desses alcaloides foram elucidadas através das técnicas de
RMN de *H uno e bidimensional e de dicroismo circular, em comparacdo com dados

disponiveis na literatura.

A tabela 26 detalha as massas totais dos alcaloides obtidos a partir das partes
aéreas da planta W. procera , onde pode-se observar que os alcaloides isolados em
maior  proporcdo foram os alcaloides licorina, albomaculina, 8-O-
desmetilhomolicorina, galantina e tazetina, respectivamente. Sendo estes compostos

pertencentes aos alcaloides com esqueleto do tipo licorina, homolicorina e tazetina.
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Tabela 27 - Massas totais dos alcaloides obtidos a partir das partes aéreas da planta W. procera.

Composto Alcaloide isolado Massa obtida (mQ)

Caule Folha Total
1 3-epimacronina 7,3 27,4 34,7
2 Albomaculina 71,3 45,7 117
3 Licorina 693,6 39,5 733,1
4 Galantina 46,5 33,3 79,8
5 Tazetina 16,8 41,1 57,9
6 Hippeastrina 12,2 11 13,3
7 O -metillicorenina 25,4 8,3 33,7
8 7-metdxi-O- 11,8 3,9 15,7

metillicorenina
9 Homolicorina 9,0 4,3 13,3
10 8-O-desmetillicorenina 15,1 84,8 99,9
11 Trisfaeridina 4,7 6,1 14,0
12 Haemantamina 4,3 - 4,3
13 8-O-desmetil-O- 2,2 4,3 6,5
metillicorenina
14 Ismina 6,9 10 16,9
15 6-O-metilpretazetina 2,7 - 2,7
16 Pretazetina 33,6 9,6 43,2
17 Tipo haemantamina 2,0 - 2,0
18 Haemantidina - 3,1 3,1
19 6-epihaemantidina
20 8-0O-desmetil-2a- - 1,1 1,1
hidroxihomolicorina

21 N-formilismina - 3,2 3,2
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5. CONCLUSOES

Este trabalho relata o primeiro estudo fitoquimico realizado com a espécie de
planta Worsleya procera (Amaryllidaceae), onde pode-se observar o isolamento de

diversos alcaloides isoquinolinicos, tipicos desta familia de plantas.

O alcaloide 8-O-desmetil-2a-hidroxihomolicorina foi isolado pela primeira vez
a partir de uma fonte natural e o alcaloide 8-O-desmetil-O-metillicorenina foi descrito
somente em uma espécie representante da familia Liliaceae, desta forma, este
trabalho relata o isolamento deste composto pela primeira vez de uma espécie de

planta da familia Amaryllidaceae.

A técnica de CG-EM mostrou ser uma técnica rapida e eficiente de
identificagdo de alcaloides, visto que, os resultados das andlises dos extratos da
planta W.procera verificaram que os alcaloides majoritarios eram os alcaloides com
esqueleto do tipo homolicorina, esqueleto do tipo licorina e esqueleto do tipo

tazetina, coerente com as massas totais dos alcaloides isolados.

A andlise de atividade antimicrobiana mostrou que os alcalodes testados
apresentam atividade muito fraca frente as bactérias bucais utilizadas para a

realizacdo do teste.
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