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RESUMO

O interesse pelo estudo da familia Amaryllidaceae esta relacionado ao seu relevante
potencial quimico e biologico que tem apresentado ao longo dos anos. O trabalho
em questdo, tem por objetivo o isolamento e a caracterizagdo dos alcaloides
presentes em duas espécies brasileiras, o Hippeastrum diniz-cruziae (folhas, bulbos
e raizes) e o Hippeastrum glaucescens (bulbos). Inicialmente foi realizada uma
extracdo acido-base nos extratos metanolicos e particdo liquido-liquido das partes
vegetais, obtendo-se as fracbes de AcCOEt acido e fracdes enriquecidos em
alcaloides. Esses extratos foram analisados por CG-EM e detectaram para o
Hippeastrum diniz-cruziae 39 alcaloides conhecidos e 24 compostos né&o
identificados pela biblioteca de alcaloides, para o Hippeastrum glaucescens foram
detectados 12 alcaloides conhecidos e 9 compostos desconhecidos. Esses extratos
obtidos foram submetidos a variadas técnicas cromatograficas de separacéo, a fim
de isolar e purificar os mesmos. Como resultado, foram isolados 5 alcaloides de
Hippeastrum diniz-cruziae: cruzinina (I), 7-deoxi-narciclasina (Il), licorina (Il),
pseudolicorina (IV) e ungiminorina (V), sendo a cruzinina um alcaloide inédito do tipo
homolicorina, elucidado por meio de CG-EM, RMN uni e bidimensional, Dicroismo
Circular e, principalmente, Cristalografia de Raios-X. Este composto apresentou uma
caracteristica uUnica dentro dos alcaloides de Amaryllidaceae, evidenciada pela
estereoquimica das posicbes H-1 e H-10b. Os fracionamentos do Hippeastrum
glaucescens levaram a obtencdo de 20 alcaloides: 2a-7-dimetéxihomolicorina N-
oxido (VI), 7-Metoxi-O-metillicorenina  N-0xido (VII), Candimina N-6xido (VIII),
albomaculina N-6xido (I1X), 2a-metoxihomolicorina (XX), 2a-hidroxihomolicorina
(XXI), albomaculina (XXII), 2a-hidroxialbomaculina (XIlI), 2a,7-dimetéxihomolicorina
(XIV), 7-Metoxi-O-metillicorenina (XV), candimina (XVI), hippeastrina (XVII),
haemantidina (XVIII), 6-epihaemantidina (XIX), 11-hidroxivitatina (XX), tazetina (XXI),
pretazetina (XXII), 3-epimacronina (XXIII), trisfaeridina (XXIV) e ismina (XXV), sendo
os compostos (XI), (XVIII), (XIX) e (XXII) obtidos em trés misturas. Os compostos
(vI), (vll) e (VII) foram isolados pela primeira vez nesse trabalho, sendo
identificados por RMN de 'H e massas de alta resolucdo, sendo necessario para a
sua completa elucidacéo estrutural as demais analises de RMN e/ou massas de alta
resolucdo. Estudos anteriores do Hippeastrum glaucescens indicaram relevante

potencial alcaloidico e biolégico, com potencial inibitério da enzima



acetilcolinesterase. Para o Hippeastrum diniz-cruziae este € o0 primeiro estudo
fitoquimico realizado. Neste sentido, estas evidéncias conferem grande relevancia
na continuacdo dos respectivos estudos quimicos e biolégicos com ambas as

espécies.

Palavras-chave: Amaryllidaceae; Hippeastrum diniz-cruziae; Hippeastrum
glaucescens; Alcaloides; RMN; CG-EM.



ABSTRACT

The interest in the study of the Amaryllidaceae family is related by yours relevant
chemical and biological potential that has presented over the years. The objective of
this work is the isolation and characterization of alkaloids present in two Brazilian
species, Hippeastrum diniz-cruziae (leaves, bulbs and roots) and Hippeastrum
glaucescens (bulbs). Initially, an acid-base extraction was performed in the
methanolic extracts and liquid-liquid partition of the vegetal parts, obtaining the acid
AcOEt and alkaloid enriched fractions. These extracts were analyzed by GC-MS and
indicated to Hippeastrum diniz-cruziae 39 known alkaloids and 24 unidentified
compounds. For Hippeastrum glaucescens 12 known alkaloids and 9 unknown
compounds were identified. These extracts were subjected to various
chromatographic separation techniques in order to isolate and purify these
compounds. As a result, 5 Hippeastrum diniz-cruziae alkaloids were isolated:
cruzinine (l), 7-deoxy-narciclasine (ll), licoryne (lll), pseudolycorine (IV) and
ungiminorine (V), with cruzinine being an unpublished alkaloid of the type
homolicorin, elucidated by GC-MS, one and two-dimensional NMR, Circular
Dichroism and, mainly, X-ray Crystallography. This compound presented a unique
characteristic within Amaryllidaceae alkaloids, evidenced by the stereochemistry of
positions H-1 and H-10b. Fractions of Hippeastrum glaucescens resulted in 20
alkaloids: 2a-7-dimethoxyhomolicorine N-oxide (VI), 7-Methoxy-O-methylillorenine N-
oxide (VII), Candimine N-oxide (VIIl), N-oxide albamaculine (IX), 2a-
methoxyhomolycorine (XX), 2a-hydroxyhomolycorine (XXI), aloomaculine (XXII), 2a-
hydroxyalbomaculine (XIIl), 2a, 7-dimethoxyhomolycorine (XIV), 7-Methoxy-O-
methyllicorine (XV), candimine (XVI), hyppeastrine (XVII), haemantidine (XVIII), 6-
epihaemantidine (X1X), 11-hydroxyvitatine (XX), tazetine (XXI), pretazetine (XXII), 3-
epimachrine (XXIII), trisfaeridine (XXIV) and ismine (XXV), compounds (XI), (XVIII),
(XIX) and (XXII) being obtained in three mixtures. The compounds (VI), (VII) and
(VIII) were isolated for the first time in this study, being identified by *H NMR and high
resolution masses. for the compound (VII) also high resolution masses. Previous
studies of Hippeastrum glaucescens have indicated relevant alkaloid and biological
potential, with potential inhibitory enzyme acetylcholinesterase. For Hippeastrum
diniz-cruziae this is the first phytochemical study performed, and its previous report

has reported its high moebicide power and low toxicity. In this sense, this evidence



gives great relevance in the continuation of the respective chemical and biological

studies with the respective species.

Keyword: Amaryllidaceae; Hippeastrum diniz-cruziae; Hippeastrum glaucescens;
Alkaloids; NMR; CG-MS.
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1. INTRODUCAO
1.1 Produtos Naturais

A natureza tem servido como fonte de recursos e melhoria de vida para
humanidade desde tempos muito antigos, despertando continuamente o interesse
por produtos de origem natural'. Neste contexto, as plantas desempenham um papel
decisivo na medicina tradicional, comprovando historicamente seu valor como fonte
de moléculas com potencial terapéutico, uma vez que, ainda representam um

importante reservatério para a identificacdo de novas substancias?.

Os primeiros isolamentos de substancias puras do reino vegetal, conforme
Pinto e colaboradores (2002)%, deu-se no inicio do século XVIII. Através dos
trabalhos de extracdo de acidos e de bases organicas foram possiveis identificar os
compostos morfina (1804), quinina e estricnina (1820)* (Figura 1). Entretanto, a
origem correta da descoberta dessas substancias se torna de dificil determinacao,
pois extratos de plantas com alcaloides em sua composicéo sao utilizados desde os

primérdios da civilizacdo, como medicamentos, venenos e pocdes méagicas®.

H N-Me
N
\ |
O ]
Morfina Quinina Estricnina

Figura 1 Estrutura quimica dos alcaloides morfina, quinina e estricnina.

As propriedades quimicas e biolégicas observadas pelas plantas devem-se,
principalmente, aos metabolitos secundarios. Estes metabdlitos sdo produzidos
pelas mesmas tendo como exemplos as substancias denominadas de alcaloides,
flavonoides, acidos fendlicos, terpendides, saponinas, entre outras®. Até o momento,
ndo se conhece em detalhes a verdadeira fungcdo da maioria destes metabdlitos nas
plantas, ainda que algumas fun¢gbes desempenhadas por estes compostos estejam
bem definidas. Dentre estas se podem destacar as funcdes de regulacdo do

crescimento vegetal e a criacdo de mecanismos de protecao e defesa’.

Quimicamente, esses metabolitos apresentam uma grande diversidade

estrutural e tém servido de inspiracdo para a descoberta e desenvolvimento de
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novos compostos biologicamente ativos, especialmente desde a segunda metade do
século passado até os dias atuais'. Estudos de Newman e Cragg (2016)® apontam
que cerca de 65% dos farmacos aprovados no periodo 1981 a 2014 possuem uma
origem direta ou indireta de produtos obtidos do estudo de fontes naturais e do seu

metabolismo.

Dentre os medicamentos atualmente comercializados em clinica, oriundos
direta ou indiretamente de produtos naturais, cita-se como exemplos mais comuns a
morfina (Dimorf®), comercializada sob a forma de sulfato de morfina pentaidratada, e
indicada como analgésico; a quinina (Monotrean®), comercializada sob a forma de
cloridrato de quinina e indicada para o tratamento de malaria e reumatismo; o acido
salicilico (Aspirina®), comercializado sob a forma de &cido acetilsalicilico e utilizado
como analgésico, antitérmico e anti-inflamatério; o paclitaxel (Taxol®), utilizado no
tratamento do cancer; a galantamina (Razadyne® e Reminyl®), comercializada sob a
forma de bromidrato de galantamina e utilizada para o tratamento paliativo da
Doenca de Alzheimer (DA); entre outras’. As estruturas quimicas dos trés Gltimos

produtos naturais citados estao representados na Figura 2.

HO
O
0]

Acido Salicilico Paclitaxel

Galantamina

Figura 2. Estrutura quimica das substancias Acido salicilico, paclitaxel e galantamina.

Importante ressaltar que, embora desafiador e complexo, o processo de
obtencdo de um medicamento comercializado oriundo de uma fonte natural, desde a
sua caracterizagdo até estudos clinicos, apresenta um futuro bastante promissor
devido aos avancos cientificos e tecnoldgicos, especialmente na area de analise
instrumental, bem como em biologia molecular. Neste sentido, os produtos de origem

natural seguirdo sendo as fontes mais importantes de obtencdo de moléculas
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farmacologicamente ativas®.
1.2 Familia Amaryllidaceae

A familia Amaryllidaceae foi identificada inicialmente por Jaume St. Hilaire em
1805, e é composta por uma grande variedade de plantas monocotiledéneas,
pertencentes a ordem Asparagales'®, distribuidas ao longo das regifes temperadas e
tropicais do globo terrestre™ e possuindo um significativo interesse comercial,

ornamental e na medicina tradicional?,

Os primeiros relatos do uso popular de espécies da familia Amaryllidaceae
datam da época do médico grego HipOcrates, onde se utilizavam exemplares de
Narcissus poeticus L. para o tratamento de tumores uterinos™>*. Outros géneros de
Amaryllidaceae foram comumente utilizados por tribos africanas e asiaticas,
principalmente para o tratamento de doencas venéreas, parasitarias e enfermidades
neurodegenerativas™®. Ainda assim, existem relatos de utilizagdo no tratamento de
doencas respiratorias, urinarias e problemas gastrointestinais, além de dores de
cabeca, febre, hematomas, inchacos, fraturas, entre inimeras outras®®. A familia
Amaryllidaceae estd considerada como uma das 20 familias de plantas mais
importantes como fonte de agentes terapéuticos, sendo este potencial devido a
presenca de seus alcaloides, que apresentam caracteristicas estruturais exclusivas

para esta familia**’.

Segundo catalogo, a familia Amaryllidaceae compreende aproximadamente 73
géneros e cerca de 1.600 espécies. Dentre estas, foram identificadas ao longo do
territrio brasileiro cerca de 19 géneros e 144 espécies, sendo 66 endémicas'®'°. De
acordo com a ultima revisdo taxondmica, a familia Amaryllidaceae é composta por
trés subfamilias: Agapanthoideae, Allioideae e Amaryllidoideae, antigamente
conhecidas como familias Agapanthaceae, Alliaceae e Amaryllidaceae,
respectivamente?’. Neste sentido, convém ressaltar que a antiga denominacéo de
familia e alcaloides de Amaryllidaceae se refere, portanto, apenas aos compostos
alcaloidicos isolados de espécies da subfamilia Amaryllidoideae; no entanto, o uso
do termo genérico “Amaryllidaceae” para caracteriz a-los ainda  persiste na
literatura mais recente. Sendo assim, seguir-se-a utilizando-se o termo familia e
alcaloides de Amaryllidaceae na presente revisao, para se referir aos compostos

oriundos de espécie da subfamilia Amaryllidoideae.
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1.2.1 Genéro Hippeastrum Herb.

O género Hippeastrum, pertencente a tribo Hippeastreae, apresenta
aproximadamente 70 espécies distribuidas em toda América Latina, especialmente
no Brasil, onde podem ser encontrados em diferentes biomas, tais como a
Amazbnia, a Mata Atlantica, o Cerrado, a Caatinga, o Pampa e o Pantanal.
Catalogos mais recentes de espécies do género Hippeastrum apontam a existéncia

18,21,22. Por

de aproximadamente 33 espécies brasileiras, sendo 24 endémicas
apresentar divergéncias taxon6micas, especialmente com o género Amaryllis, o
Bureau de Taxonomia estabeleceu que Amaryllis deve ser especifico de espécies de
origem africano e o género Hippeastrum Herb. é essencialmente americano®. Os
estudos fitoquimicos desse género tiveram inicio em 1950, os quais foram dedicados
a caracterizacdo quimica dos compostos; com o passar dos anos, tiveram lugar
estudos mais aprofundados a respeito das propriedades bioldégicas dos mesmos,

indicando um grande potencial bioldgico para este género de plantas®*%.

Em estudo de de Andrade e colaboradores (2016)%°, foram analisados os
alcaloides presentes em nove espécies brasileiras do género Hippeastrum através
de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e
seguidos de teste de atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase, pelo ensaio
de Ellman modificado. Foram identificados um total de 36 alcaloides nas espécies
avaliadas, pertencentes a sete diferentes esqueletos basicos, e demonstrando
importantes resultados no que se refere a inibicio de AChE (Enzima
Acetilcolinesterase). As espécies Hippeastrum papilio e Hippeastrum glaucescens
apresentaram os melhores valores de inibicdo frente a enzima, por apresentarem
uma porcentagem relativa por CG-EM bastante consideravel do alcaloide
galantamina. As espécies Hippeastrum vittatum e Rhodophiala bifida também
mostraram efeitos inibitorios notaveis frente a enzima avaliada, e foi observado a
presenca do composto majoritario montanina nos extratos enriquecidos em
alcaloides. Neste sentido, as evidéncias apresentadas neste trabalho sugerem a

existéncia de novos esqueletos basicos para a modulacao deste alvo bioldgico.

N&o obstante, ao se comparar a quantidade de estudos com espécies
americanas com estudos em espécies europeias e asiaticas, as de origem
americano sdo ainda pouco avaliadas®*. Em especial, o género Hippeastrum,

importantes compostos bioativos foram isolados de suas espécies no Brasil. Como
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exemplo, o alcaloide candimina, isolado de Hippeastrum morelianum (Coletado em
S&o Paulo), apresentou citotoxicidade para o parasita Trichomonas vaginalis®’. A
montanina, j& comentada anteriormente?®, havia sido purificada anteriormente de
Hippeastrum vittatum (coletada no Rio Grande do Sul, Brasil) e avaliada frente a
alvos biologicos/farmacologicos. Montanina apresentou importante atividade
inibitéria da enzima AChE? e atividades do tipo antidepressiva, anticonvulsiva e
ansiolitica, em modelos in vivo, com administracdo intraperitoneal®®. A licorina,
alcaloide comumente isolados em espécies desse género, apresentou acao
antioxidante®® e também frente ao parasita Trichomonas vaginalis®®. Assim, é

evidente o potencial bioldgico dos alcaloides encontrados no género Hippeastrum?®.
1.2.1.1 Hippeastrum diniz-cruziae Dutilh & Semir

A espécie Hippeastrum diniz-cruziae Dutilh & Semir é endémica do Brasil,
possuindo distribuicdo geografica restrita aos arredores da Serra da Canastra,
situada na regido Sudeste (MG). A espécie foi identificada por um grupo de
pesquisadores em 2013, e recebeu a denominacdo em homenagem pdostuma a Dra.
Neuza Diniz da Cruz, pesquisadora em citogenética do Instituto Agrondmico e da
Universidade de Campinas®. O tipo de vegetacdo caracteristico dessa regido é o
cerrado e a planta se prolifera no solo entre afloramentos rochosos, geralmente em
pequenos grupos de individuos, florescendo predominantemente em novembro®®. A

espécie H. diniz-cruziae é apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Hippeastrum diniz-cruziae Dutilh & Semir.(Fonte: Arquivo pessoal)

A espécie Hippeastrum diniz-cruziae foi estudada recentemente por ROSA
(2017)*, identificando-se por CG-EM uma composicdo alcaloidica na qual
predominantemente se observou derivados do esqueleto bésico licorina (98,76%) e
apenas minoritariamente derivados de homolicorina (1,24%). Diante desses dados,
foi investigada a sua atividade anti-Acanthamoeba castellanii in vitro, juntamente
com outras 11 espécies de Amaryllidaceae. A fracdo enriquecida em alcaloides de
bulbos da espécie destacou-se por apresentar 100% de inibicdo sobre as culturas do
protozoario citado, na concentracdo de 2000 pg mL™. Apresentou, além disso, o
menor ICsy dentre as espécies avaliadas. Nao obstante, também demonstrou baixa
citotoxicidade sobre as células MDCK, 5 a 7% nas concentracbes de 250, 500 e
1000 pg mL™, e a maior seletividade (IS 7,00). Com base nessas informacées, pode-
se afirmar que a espécie H. diniz-cruziae € um excelente alvo de pesquisa para
descoberta de novos compostos biologicamente ativos sobretudo, com poder

amebicida®".
1.2.1.2 Hippeastrum glaucescens (Mart.) Herb.

O Hippeastrum glaucescens também conhecido em algumas regides como
Lirio do Mato e Acucena®?, pode ser encontrado em alguns estados das regides
nordeste, centro-oeste, sudeste e sul, com dominios fitogeograficos da Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. E considerada erva daninha
bulbosa, ocorrendo geralmente em populacdes isoladas e com poucos individuos®,

representada na Figura 4.



37

Figura 4. Hippeastrum glaucescens (Mart.) Herb. (Fonte: Arquivo pessoal)

Estudos fitoquimicos realizados por Hofmann Jr. e colaboradores (2003 e
2004)%***> em Hippeastrum glaucescens coletado no Rio Grande do Sul, levaram ao
isolamento dos alcaloides licorina, tazetina e pretazetina. No entanto, nem todas
fracdes purificadas em alcaloides foram submetidas a isolamento®. Para esse
género, conforme de Andrade e colaboradores (2012)%, foram relatados os
seguintes alcaloides: licorina, pretazetina, 3-epi-macronina, 3-epi-deoxitazetina,
deoxitazetina, trisferidina, galantamina, N-formilnorgalantamina, sanguinina, N-
dimetillgalantamina,  3-epi-norgalantamina, narvedina, anidrogalantamina e

hippeastrina.

Em 2016, os niveis de galantamina da espécie H. glaucescens foram avaliados
por CG-EM?®, como ja mencionado, e apresentaram um alto contetido relativo deste
alcaloide, chegando a valores de 65.15% nos extratos de folhas e 55.30% no extrato
dos bulbos. Isto indica uma biossintese direcionada pela espécie do sul brasileiro
para o componente em questdo. Com base nessa composi¢cdo, 0s extratos foram
testados como inibidores da enzima acetilcolinesterase, via ensaio de Ellman
modificado®®, apresentando, em conjunto com Hippeastrum papilio, os melhores
valores de ICsp (0,33 ug mL™ e 0.49 pg mL™ para bulbos e folhas, respectivamente).
Assim, e devido a aprovacéo do alcaloide galantamina pela FDA para o tratamento
clinico da Doenca de Alzheimer, os alcaléides do tipo galantamina tém sido os

componentes mais comumente estudados a nivel biolégico dentro da familia
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Amaryllidaceae.
1.2.2 Alcaloides de Amaryllidaceae

A familia Amaryllidaceae esta4 caracterizada pela presenca de alcaloides,
tipicos e exclusivos de suas espécies, 0s quais tém sido caracterizados em todos 0s
géneros estudados até o presente’*. O conceito de alcaloide é bastante amplo,
sendo por vezes de dificil definicdo. Alcaloides se caracterizam como bases
nitrogenadas, geralmente apresentando o atomo de nitrogénio em um estado de
oxidacdo negativo, que provém do metabolismo direto ou indireto de aminoacidos e,

além disso, possui distribuicdo reduzida na natureza®"*®.

Os alcaloides de Amaryllidaceae neste sentido se caracterizam como derivados
isoquinolinicos e, como dito anteriormente, sdo biossintetizados exclusivamente por
espécies da familia Amaryllidaceae. Desde o isolamento da licorina em 1877, o

interesse por novos alcaloides segue em crescente expansao™*.

Ao longo dos anos, os alcaloides desta familia apresentaram uma significativa
diversidade estrutural e relevantes propriedades bioldgicas. Estas substancias
representam um grande potencial na busca de novos compostos biologicamente
ativos®®. A familia Amaryllidaceae est4d entre as 20 mais importantes familias
produtoras de alcaloides e apresentam atualmente cerca de 500 compostos
conhecidos®’.

Os alcaloides de Amaryllidaceae sao formados a partir dos aminoacidos L-

fenilalanina e L-tirosina, que déo origem ao intermediario comum aos alcaloides

7

denominado norbeladina (Figura 5). O mesmo € metilado especificamente na
posicao 4’, originando a 4-O-metilnorbeladina. Esta, por sua vez, sofre acoplamentos
fendlicos oxidativos e os orienta, originando os diferentes esqueletos basicos de

alcaloides de Amaryllidaceae'®**.
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Figura 5. Estrutura quimica dos aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina e o intermediario norbeladina.

Assim, os diferentes acoplamentos fendlicos oxidativos sdo 0s responsaveis
por originar os diferentes esqueletos basicos: acoplamento fenol oxidativo orto-para’
origina os esqueletos do tipo licorina e homolicorina; para-para’origina os esqueletos
do tipo crinina, haemantamina, tazetina, narciclasina e montanina; por ultimo, o
acoplamento para-orto’ origina o esqueleto do tipo galantamina'®*° (Figura 6). A
numeracdo dos distintos esqueletos basicos esta baseada em sua biossintese e

segue o modelo porposto por Ghosal e colaboradores (1985)*.
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O-metilnorbeladina

Ortho-paer para-para’ para-ortho’

Tipos Tipos Tipos
Licorina Crinina Galantamina
Homolicorina Haemantamina

Tazetina

Narciclasina

Montanina

Figura 6. Acoplamento fendlico oxidativo em alcaloides de Amaryllidaceae.

Os estudos quimicos em alcaloides ao longo destes mais de cem anos e o
constante isolamento destes esqueletos basicos permite considerar que o0s
alcaloides oriundos da familia Amaryllidaceae podem ser divididos em 9 séries ou
esqueletos basicos, a saber: norbeladina, licorina, homolicorina, haemantamina,
crinina, tazetina, montanina, narciclasina e galantamina, representados na Figura 7.
Derivados de norbeladina sdo considerados como representantes do esqueleto base
que Ihe da o nome, no entanto sdo 0s Unicos derivados que nao apresentam

acoplamento fendlico oxidativo®?.
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Montanina OH O
Narciclasina Galantamina

Figura 7. Esqueletos tipicos de alcaloides de Amaryllidaceae.

Importante ressaltar que outros esqueletos tém sido apontados como novos
nacleos dentro da familia Amaryllidaceae, devido as mais recentes investigacoes.

Como exemplo, podemos citar 0s esqueletos tipo plicamina, gracilina e

17,40

licosinina™ """, apresentadas na Figura 8.

OMe

MeO l O

MeO CH,OH

Gracilina OH Licosinina

Plicamina

Figura 8. Novos esqueletos tipicos propostos.

Os alcaloides de Amaryllidaceae conforme dito anteriormente, tém

demonstrado diversas atividades bioldgicas, onde se pode destacar as atividades
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antitumorais, antivirais, antiparasitarias e distintas atividades neurodegenerativas.
Outros esqueletos béasicos, como licorina e narciclasina, sdo conhecidos como
agentes antitumorais. Os esqueletos tipo crinina e homolicorina apresentam,
geralmente, potencial antiparasitario*>**3%%2 As atividades mencionadas e outras ja
descritas segue impulsionando uma série de estudos, sendo evidenciada pelas mais
de 1.297 publicagbes nos ultimos 10 anos, conforme verificado pela base dados

Web of Science (pesquisado por Amaryllidaceae)®.
1.3 Outros metabdlitos

Embora os alcaloides presentes na familia Amaryllidaceae tenham sido motivo
de investigagdo ao longo dos anos, outras classes de compostos como chalconas,
cromonas e flavonoides (Figura 9) também foram relatados para essa familia, sendo

a Ultima classe, encontrada em algumas espécies do género Hippeastrum**#44°,

S
By b or
(@]
Chalconas Cromonas Flavonoides

Figura 9. Esqueleto base dos flavonoides.

Nesse sentido, a identificacdo e o isolamento de outras classes de compostos
para a familia Amaryllidacae confere a familia um grande potencial quimico e

bioldgico ainda a ser explorado.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Realizar o estudo fitoquimico dos extratos das folhas, bulbos e raizes da
espécie Hippeastrum diniz-cruziae Dutilh & Semir e dos bulbos de Hippeastrum

glaucescens (Mart.) Herb., pertencentes a familia Amaryllidaceae.

2.2 Especificos
¢ Realizar a coleta dos materiais vegetais;

e Obter o extrato bruto metandlico das partes coletadas de Hippeastrum diniz-

cruziae e Hippeastrum glaucescens;
e Fazer extracdo acido-base dos extratos brutos obtidos;

e Analisar os extratos brutos e fracdes enriquecidas em alcaloides por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

e [solar e purificar os alcaloides;

e |dentificar e/ou elucidar os alcaloides conhecidos e inéditos isolados

principalmente por CG-EM e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).


http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do;jsessionid=D5C95434741030D729FFAD2A1971EBD4?id=37559-1&back_page=
http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do;jsessionid=D5C95434741030D729FFAD2A1971EBD4?id=26506-1&back_page=
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais, técnicas e equipamentos em geral

3.1.1 Solventes e Reagentes

e Comerciais: n-hexano (n-Hex), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH),
cloroférmio (CHCI3), acetona (Me,CO) e diclorometano (CH,Cl;) de diferentes
marcas, analiticamente puros e/ou purificados através de processos de destilacédo
fracionada. Solventes de grau CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia): n-
Hex, AcOEt, acetonitrila (ACN), isopropanol e MeOH (Panreac). Solvente para uso
em RMN (Ressonancia Magnética Nuclear): Metanol (CD3OD) e Cloroférmio (CDCI3)
deuterados (Sigma Aldrich). Outros reativos: Dragendorff (composi¢do: subnitrato
basico de bismuto, &cido acético glacial, iodeto de potassio e agua destilada,
utilizado como revelador para alcaloides), sulfato de sédio anidro, hidroxido de
amonio (NH4OH) e &cido sulfarico (H2SO,).

3.1.2 Técnicas

e Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): cromatofolhas de
aluminio (0,20 mm) recobertas com silica gel 60 G/UV,54 Macherey-Nagel (20 x 20
cm), analisadas sob radiagéo da luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de
254 e 366 nm em camara da Camag e pelo revelador Dragendorff, seguidas de
aguecimento com soprador térmico (Black Decker). A cromatografia foi realizada em
uma cuba de vidro com tampa e atmosfera de amdnia, visando analisar e comparar
os fatores de retencdo (Rf) dos constituintes quimicos de uma amostra (extrato ou

fracao).

e Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP): cromatofolhas de
aluminio (utilizadas na CCDC) cortada em tamanhos variados, conforme peffil
cromatografico da amostra. Cromatoplacas de vidro (0,25 mm) recobertas com silica
gel 60 G/UVys4 Macherey-Nagel (20 x 20 cm). Cromatoplaca de vidro (0,25 mm)
recobertas com silica gel 60 F/UVy54 Merck (10 x 10 cm). Sendo analisadas através
de luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e pelo revelador
Dragendorff, seguidas de aquecimento. A cromatografia foi realizada em uma cuba

de vidro com tampa e atmosfera de aménia, visando isolar e/ou purificar as
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substancias de interesse. A aplicacdo das amostras foram realizadas com o auxilio
de um capilar, a uma distancia de 3 cm da base da placa. As manchas foram
removidas das placas com o auxilio de espatulas de aco inox e imersas em AcOEt
(grau CLAE) e mantidas em banho ultrassom por 20 minutos, sendo posteriormente
filtradas com filtro de porosidade de 0,45 pm (GHP Acrodisc 13 mm), sendo repetido
esse processo por trés vezes e outras duas vezes com AcOEt:MeOH (CLAE) na
proporcao 4:1. O solvente foi removido em evaporador rotatorio e 0S compostos

isolados foram armazenados a vacuo em um dessecador por 24 horas.

e Cromatografia Liquida em Coluna (CLC): funil e colunas de placa sinterizada com
alturas (a) e diametros variadas (¢). Fase estacionaria: Silica gel 60 (63-200 um,
Merck); Silica gel 60 ACC (70-90 mesh, Silice) e Sephadex™ LH-20 GE Healthcare.

e Cromatografia Liquida a vacuo (CLV): colunas de vidro com placa porosa
sinterizada (alturas e diametros variados) sobre kitassato acoplado a bomba de
vacuo Buchi. Fase estacionéaria Silica gel 60 ACC (6-35 um, Chromagel-SDS) e
Silica gel 60 ACC (70-90 mesh, Silice).

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): equipamento Agilent G1311C-
1260 de bomba quaternéria, acoplado a detector UV-Vis com arranjo de diodos
(DAD), modelo G1315D-1260. Com sistema analitico e semi-preparativo de fase
normal e fase reversa: Fase normal - coluna Zorbax Rx-Sil (4,6 x 250mm S um) para
modo analitico e Zorbax Rx-Sil (9,4 x 250mm 5 pm) para modo semi-preparativo.
Fase reversa - Ace C18 (4,6 x 250 mm 5 um) para modo analitico e coluna Zorbax

Eclipse XDB-C18 (9,4 x 250mm 5 um) para modo semi-preparativo.

3.1.3 Equipamentos

e Trituragdo do material vegetal: liquidificador Arno.

e Evaporagdo dos solventes: evaporador rotatério Buchi R-3 e Fisatom 801,
acoplado a bomba de vacuo Vacuum Pump V-700 — Buchi, com controlador de

pressao Vacuum Controller V-850 — Buchi.

e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM):
cromatografo CG-17A - Shimadzu, modelo GC-EM-QP 5000, operando no modo de
impacto eletrénico (El) a 70 eV, com coluna apolar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25



46

pum). Temperatura no injetor: 280°C. Fluxo de gas: 0,8 mL/min com gas hélio.
Cromatografo Agilent 6890N, MSD5975 inerte XL, operando no modo El a 70 eV
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), com coluna (30 m x 0,25 mm x 0,25

pum). Temperatura no injetor: 280°C. Fluxo de gas: 0,8 mL/min com gas hélio.

¢ Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): espectrometro Varian Agilent 400 MHz,
com sonda 5 mm ATB BroaBand *H/*°F/X. Espectrometro Bruker 400 MHz Avance IlI
(Billerica, MA, USA). Espectrébmetro Varian Mercury 400 MHz. Realizando-se RMN
'H, RMN *3C, espectros bidimensionais (NOESY, HSQC, HMBC e COSY). Os
deslocamentos quimicos (&) sdo indicados em ppm, as constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz) e ao TMS usado como padrao interno € atribuido 6=0.

e Cristalografia de Raios-X: aparelho Bruker D8 Venture (Karlsruhe, Alemanha),

intensidades coletadas em monocromador e tubo de Cobre.

e Dicroismo Circular: espectrofotbmetro Jasco J-810 (Easton, MD, USA), com
campo de varredura de 200-300 nm e registrados em MeOH.

e Massas de Alta Resolucdo: espectrometro de massa 9,4 T FT-ICRMS Solarix
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Espectrometro de massa Agilent
Technologies (Santa Clara, CA), (HR-ESI-MS) obtidos em LC / MSD-TOF (2006).

Com injecédo direta da amostra solubilizada em metanol.

3.2 Coleta e identificacdo das espécies Hippeastrum diniz-cruziae e

Hippeastrum glaucescens

Folhas (400g), bulbos (1.0009g) e raizes (600g) do Hippeastrum diniz-cruziae
Dutilh & Semir foram coletados no dia 29/11/2014 no Parque Nacional da Serra da
Canastra — Minas Gerais (MG) e uma exsicata depositada no Herbario VIES da
UFES com o registro de numero 39497. Os bulbos (6.500g) do Hippeastrum
glaucescens (Mart.) Herb. foram coletados no dia 12/08/2015 no Parque Nacional do
Caparaé — MG e uma exsicata depositada no Herbario VIES da UFES com o registro
de numero 39498, sob a supervisdo da Professora Doutora Luciana Dias Thomaz.
Sendo ambas as espécies identificadas pela botanica Dra. Renata Souza de Oliveira

da Universidade de Sao Paulo.
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3.3 Obtencéo dos extratos brutos

As partes vegetais de cada espécie foram submetidas individualmente a um
processo de trituracdo em liquidificador, seguidas de maceracao e filtragdo com o
auxilio de papel de filtro. Apos, as tortas vegetais foram novamente submetidas a
quatro ciclos de maceracdo em MeOH para bulbos e raizes. Para folhas, o processo
foi repetido apenas trés vezes. Em ambos casos, cada processo foi intercalado por
intervalos de 72 horas. Ao final de cada ciclo e inicio do préximo, os macerados
alcodlicos foram filtrados com o auxilio de papel filtro. Os filtrados foram reunidos e
evaporados em evaporador rotatorio de pressao reduzida, a temperatura de 40 °C,
obtendo-se os extratos brutos metandlico DCF, DCB, DCR e GB (Esquema 1). Para
os bulbos de Hippeastrum glaucescens, o processo de maceracéao foi realizado com
o0 auxilio do banho de ultrassom e uma aliquota de cada extrato obtido foram

separadas para analise por CG-EM.

Material
Vegetal

-Separacdo: Folhas, Bulbos e Raizes
-Trituragdo
- Maceragdo com MeOH
3x72h 4x72 h 4x72 h
T Tttt T \ T Tttt T \ Tttt \
! Folhas ! ! Bulbos ! ! Raizes !
\ e e e e _ 1 \ e e e 1 \ e e e 1
- Filtragdo - Filtragdo - Filtragdo
+ Evaporacgéo + Evaporacgéo + Evaporagéo do solvente
[ Extrato Bruto ] [ Extrato Bruto ] [ Extrato Bruto ]
DCF ‘ pce | DCR
GB

Esquema 1. Preparacéo dos extratos brutos metandlico DCF, DCB, DCR e GB.
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3.4 Purificacdo dos extratos brutos

Os extratos DCF, DCB, DCR e GB foram acidificados separadamente com
solucdo de H,SO, a 2% (v/v) até atingirem um pH entre 2-3 e posteriormente
submetidos a processo de particdo liquido-liquido. Inicialmente, utilizou-se éter
etilico (Et,0) (3x200 mL) para cada extrato bruto, no intuito de retirada de
substancias neutras, lipofilicas e resinosas. Posteriormente, esta mesma particao foi
repetida com auxilio AcOEt (Tabela 1). Sendo esse processo também conhecido
como processo de limpeza, ja que permite a retirada de substancias sem interesse,
permitindo que a fracdo aquosa esteja enriquecida em alcaloides. A fase etérea foi
entdo descartada e a fase ACOEt e a fase aquosa armazenadas conforme

representada no Esquema 2.
3.5 Extracao dos alcaloides

A fracdo aquosa acida, foi alcalinizada com NH,OH 25% (v/v) até pH 10 e
extraida inicialmente com n-Hex, seguida de AcOEt, (ambos até teste negativo para
alcaloides, utilizando o reagente Dragendorff em CCDC). A fracdo aquosa
remanescente, foi extraida por uUltima vez com uma mistura de AcCOEt:MeOH na
proporcao 3:1, estando representado as quantidades de extracdes realizadas e os
volumes utilizados na Tabela 1.

Tabela 1. Particdes realizadas nos extratos brutos das folhas (F), bulbos (B) e raizes (R) de

Hippeastrum diniz-cruziae (DC) e Hippeastrum glaucescens (G).

Particdo
] DCF DCB DCR GB
Realizada
AcOEt Acido 3x200 mL 3x250 mL 3x150 mL 4x200 mL
n-Hex 18x200 mL 16x250 mL 12x150 mL 22x200 mL
AcOEt Basico 12x200 mL 10x250 mL 9x150 mL 15x200 mL
AcOEt:MeoH 3x200 mL 3x200 mL 3x150 mL 3x 150 mL

As fracOes obtidas do processo de extracdo foram secas com sulfato de sédio
anidro, filtradas e evaporadas, com auxilio de evaporador rotatério, originando
dezesseis fragOes, representadas no Esquema 2. Todas as fragcdes obtidas foram
armazenadas por 72 horas em dessecador a vacuo, sendo posteriormente

calculados os seus rendimentos.
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Extrato
Bruto

*Ressuspensdo em H,SO, 2% (v/v)
(DCF, DCB, DCR e GB).

*pH 2-3

*Particdo/ Et,0

Fase
Fase Aquosa
Etérea

‘Descartada ) -Particdo/ AcOEt

DCFLA* (533,6 mg)| ' Extrato
DCBLA (846,3 mg) AcOEt "NH,OH 25% (v/V), pH ~10
DCRLA (402,0 mg) Acido 1 -Particdo/ n-Hex

GBLA (4.354,2 mQ)

""""" ‘ -Filtragao/evaporagao

Fase
Aquosa

DCFH* (60,8 mg)
DCBH (211,1 mg)
DCRH (19,2 mg)

GBH (2.685,6 mg)| ~-------~

Extrato

n-Hex -Particdo/AcOEt

Se—— =

-Filtragao/evaporagao

DR Fase
DCFA* (87,5 mg) ' Extrato Aquosa
DCBA (738,8 mg) ' ACOEL
DCRA (1.026,9 mg) [~
GBA (2.712,7 mg) \

1

]

|
) ' -Particdo/AcOEt:MeOH
Béasico !

_________ J -Filtragao/evaporagao

DCFAM* (1.286,9mg)| | Extrato Residuo

1

DCBAM (5911 mg) ! AcOEt:
DCRAM (3.527,5mg) (' MeOH
GBAM (6.709,6 mq) M e __~

Aquoso

-Descartado

Se—— =

Esquema 2. Extracéo acido-base dos extratos brutos de F, B e R. *(LA) Limpeza AcOEt, (H) n-Hex,
(A) AcOEt e (AM) AcOEt:MeOH.

3.6 Fracionamento cromatografico

As fracdes acetato de etila 4cido, acetato de etila basico, n-hexano e acetato
de etila:metanol de ambas as espécies foram analisados por CG-EM, afim de tracar
o perfil dos alcaloides presentes em cada extrato. Os resultados obtidos foram
comparados com os espectros de massas e indices de retencédo de Kovats (IR) da
biblioteca de alcaloides do professor Doutor Jaume Bastida da Universidade de
Barcelona — Espanha.

As fracbes analisadas do Hippeastrum diniz-cruziae (DCFH, DCFA, DCBH,
DCBA, DCBAM, DCRH e DCRA) indicaram a presenca de diversos alcaloides
conhecidos, assim como, de compostos nao identificados pela biblioteca de
alcaloides. As fracbes DCFLA, DCBLA, DCRLA, DCFAM e DCRAM néo indicaram
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alcaloides em sua composi¢cao ou para algumas, indicaram apenas tracos de poucos
alcaloides, optando-se por ndo seguir estudando essas fracdes. Sendo realizado
testes por CCDC, utilizando como revelador o reagente Dragendorff para a
confirmacédo. Apenas as fracbes DCRH e DCBAM que embora apresentaram

alcaloides em sua composic¢ao, ndo foram mais estudadas até o momento.

As analises realizadas por CG-EM do Hippeastrum glaucescens (GBLA, GBH
e GBA) indicaram um perfil alcaloidico relevante nos seus extratos, dando-se entéo
continuidade aos seus estudos, a fracio GBAM por apresentar parte de seus

compostos presentes em outros extratos, optou-se por ndo seguir o seu estudo.

As fracOes positivas em alcaloides foram analisadas individualmente por
CCDC (observando-se o Rf dos constituintes quimicos sob luz UV 254 nm e 365 nm
e revelados com reagente Dragendorff.), variando-se a propor¢cdo e 0s solventes
utilizados, analisando-se também a solubilidade e o peso de cada amostra, para que
assim, pudesse ser determinado o tipo de fracionamento cromatogréafico para cada

amostra.

Em algumas subfracbes dos extratos ACOEt &cido e n-Hex do Hippeastrum
glaucescens foram observados apds andlise por CCDC (reveladas com reagente
Dragendorff) uma coloracdo divergente do tipicamente observado (coloragéao
alanranjada) para alguns compostos. Conforme aumentava o tempo de realizagcao
das CCDC, aumentava a intensidade da coloracdo desses compostos, 0S mesmos

foram isolados e também submetidos a analise de RMN.
3.6.1 Folhas de Hippeastrum diniz-cruziae
3.6.1.1 Fragdo n-Hex — DCFH

O extrato hexanico das folhas foi ressuspendido em aproximadamente 3,0 mL de
MeOH e apresentou-se uma cristalizacdo espontanea, sendo entdo separado 0s

cristais do sobrenadante, conforme Esquema 3.
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DCFH
(60,0 mg)
* Ressuspensdo em MeOH

» Cristalizag&o espontanea
+ CCDC

DCFH.C DCFH.S
(46,0 mg) (12,0 mg)

.....

............................

Esquema 3. Divisdo do extrato hexanico das folhas de Hippeastrum diniz-cruziae.

X/
L X4

X/
L X4

Os cristais foram solubilizados em 1,0 mL de MeOH e submetido a analise de
CG-EM e posteriormente foi solubilizado em 4,8 mL de CD3;0OD e enviados

para analise de RMN e o composto isolado foi denominado composto (1).

O sobrenadante foi solubilizado em MeOH:AcOEt (2:8) e submetido a CLAE,
sendo seu perfil cromatografico realizado em sistema analitico de fase normal
com volume de injecdo de 10 pL; fluxo de 0,75 mL/min com fase movel n-
Hex:AcOEt (iniciando em 50:50, aumentando 10% de MeOH em 17 min até
30 min) e a separacdo em sistema semi-preparativo de fase normal, volume
de injecdo 50 pL; fluxo de 1,0 mL/mim com mesma fase mével do sistema
analitico (leitura no comprimento de onda de 254 nm) (Esquema 4). O
fracionamento originou oito fracbes, que foram analisadas por CCDC e
testadas com reagente de Dragendorff, obtendo-se seis fracdes positivas
(DCFH.S 2 a DCFH.S 7).
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DCFH.S
(12,0 mg)
* CLAE: semi-preparativo de fase normal

*n-Hex:EtOAc (50:50); em 17 min n-Hex:
AcOEt:MeOH (45:45:10) até 30min; fluxo de
1,0 mL/min; volume de inje¢é@o 50 pL;

*«CCDC
» Evaporacéo
* Dessecador
(T TTT T T T (T TTE T T
I 2 Fracbes ‘: | 6 Fracdes E
| ¢ : : () !

_____________

« RT*: 14 min RT: 15 min * RT: 19 min * RT: 20 min * RT: 23 min «RT: 27 min

DCFH.S2 | DCFH.S3 | DCFH.S4 | DCFH.S5 | DCFH.S6 | DCFH.S7
(3.8 mg) (2,4 mg) (1,8 mg) (0.8 mg) (1.1 mg) (1,5mg)

H Composto
S (O N—

Esquema 4. Fracionamento cromatogréfico do extrato DCFH por CLAE. * Tempo de Retencéo.

% As fracdes DCFH.S 2 e DCFH.S 3 foram solubilizadas em 4,8 mL de CD3;0D
e enviadas para andlise de RMN, indicando tratar-se do composto (I), as

demais fragfes positivas foram reunidas em uma Unica fracdo por apresentar-
se em misturas de alcaloides.

O Esquema 5 resume o composto obtido por cristalizacdo espontanea e do

fracionamento de DCFH.S que foi analisado por CG-EM e pela técnica de RMN
de 'H.

Composto
DCFH

-—— -

Composto

(1

Esquema 5. Composto isolado e identificados na fragdo DCFH.
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3.6.1.2 Frag&o AcOEt - DCFA
O extrato acetato das folhas foi solubilizado em aproximadamente 1,5 mL de MeOH

e submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou 87
aliguotas de aproximadamente 2,0 mL cada, que foram analisadas por CCDC e
posteriormente reunidas por comparacdo e semelhancga, resultando em quatro
fracOes, sendo duas positivas para alcaloides (DCFA 2 e DCFA 3), verificadas pelo
teste com reagente de Dragendorff. Ap6s a remocdo do solvente em evaporador
rotatério as fragbes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs e

posteriormente pesadas, sendo representado seu fracionamento no Esquema 6.

DCFA
(85,5 mg)
* CLC: Sephadex
*a=58cm, $2cm

* MeOH / 87 aliquotas de ~2 mL

*CCDC
« Evaporagdo . CCDC
| 2Fracédo E .\ 2Fracbes |
| ¢ : | () :
« Evaporacao
*» Dessecador
* Aliquota: * Aliquota:
21-37 38-59
pum—
DCFA 2 DCFA 3
(36,8 mg) (24,5 mg)
Composto
®)

Esquema 6. Fracionamento cromatogréafico do extrato DCFA por CLC.

% A fracdo DCFA 2 foi solubilizado em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
46 aliquotas de aproximadamente 1,5 mL cada, que foram analisadas por

CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
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em trés fragOes, sendo apenas uma positiva (DCFA 2.3), verificadas pelo teste
com reagente de Dragendorff. Apds a remocdo do solvente em evaporador
rotatério as fracbes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs
e posteriormente pesadas (Esquema 7). As fracdo positiva obtida néo foi
fracionadas novamente, sendo submetida uma aliquota a analise de CG-EM,
gue possibilitou a identificagdo dos compostos (1), (2), (3) e (4) .

DCFA 2
(36,8 mg)
» CLC: Sephadex

ca=20cm, ¢ 1,5cm
* MeOH / 46 aliquotas de ~1,5 mL

*«CCDC
» Evaporacao

_————_--Ll

[P E I ——

[ERN
T
=
QD
O
Q:
o

1
I
!
1
1

_____________

» Evaporacao
» Dessecador

_____________

* Aliquota:
24-46

Compostos

(1),(2),(3).(4)

Esquema 7. Fracionamento cromatografico do extrato DCFA por CLC.

% As fracdo DCFA 3 néo foi fracionada novamente, sento entdo uma aliquota
submetida a analise de CG-EM, identificando-se o composto (5), conforme

Esquema 6.

O Esquema 8 resume os compostos identificados por CG-EM das fra¢des que
nao foram finalizadas de DCFA.
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Compostos
DCFA

Identificados

Compostos

(1).(2).(3).(4).(5)

Esquema 8. Compostos identificados na fracdo DCFA.

3.6.2 Bulbos de Hippeastrum diniz-cruziae
3.6.2.1 Fracao n-Hex — DCBH

O extrato hexanico dos bulbos foi ressuspendido em aproximadamente 2,0
mL de MeOH, ocorrendo uma precipitacdo espontanea, sendo entdao separado o
sobrenadante do precipitado, estando dispostos no Esquema 9.

DCBH.S 2
(210,9 mg)

» Ressuspensdo em MeOH
* Precipitagdo espontanea
+ CCDC

DCBH.P DCBH.S
(25,0 mg) (184,4 mg)

Esquema 9. Separacdo do extrato hexanico dos bulbos de Hippeastrum diniz-cruziae.

% O precipitado apresentou resultado negativo para alcaloide (por andlise de
CCDC) e néo foi possivel a elucidacdo estrutural desse composto através de
analise de RMN.

% O sobrenadante foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e

submetido a um fracionamento por CLC utilizando com fase estacionéaria
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Silica-gel 60 (63-200 um, Merck) e fase moével AcOEt:MeoH em eluicédo
gradiente. O fracionamento originou 833 aliquotas, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em dezessete fracBes, sendo oito positivas para alcaloides (DCBH.S 2,
DCBH.S 4, DCBH.S 6, DCBH.S 8, DCBH.S 10, DCBH.S 12, DCBH.S 15 e
DCBH.S 17) que foram fracionadas novamente, outras quatro fragdes
positivas (DCBH.S 9, DCBH.S 11, DCBH.S 13 e DCBH.S 16) foram reunidas
em uma unica fracdo e submetida a analise por CG-EM e cinco fracdes
negativas, verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Apos a
remocao do solvente em evaporador rotatério as fracdes foram armazenadas
em um dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas, sendo

representado seu fracionamento no Esquema 10.

*Aliguota —mm—

23-45 DCBH.S 2
(25,9 mg)
DCBH.S * Aliquota
(184,4 mg) 100-132 DCBH.S 4
(6,5 mg)
* Aliquota —_—
136-163 DCBH.S 6
(80:20) 600 | * CLC: Silica-gel (63-200 um) ] (6,0 mg)
(70:30)300 | *a=425cm, ¢ 1,5cm s Aliguota S——oH®————~/
(60:40) 100 \°* Gradiente AcOEt:MeOH / mL 187-240 DCBH.S 8
(50:50) 200 [« 833 aliquotas (14,9 mg)
(30:70) 150 *Aliquota \_____/J
. S
(0:100) 400 a1.056 DCBH.S 9
. 5,7m
« Evaporagédo - Aliquota ( 9)
» Dessecador SR
____________ RIS RN 257-349 DCBH.S 10
 SFracdes | 12Fragdes - Aliquota | #33M9)
! - ! ! * ! )
N e e e e e N e e e e e 350'408 DCBHS 11
* Aliquota (5,8 mg)
409-569 )
DCBH.S 12
42,8 m
* Aliquota ( 9)
S
h70-677 DCBH.S 13
* Aliquota (7,2 mg)
733-833 )
DCBH.S 15
* Aliquota (15,2 mg)
R
00837 [ pCcBH.S 16
« Aliquota (8.8 mg)
S
fiRR DCBH.S 17
(6,8 mg)

Esquema 10. Fracionamento cromatogréafico do extrato DCBH por CLC.
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% A fragdo DCBH.S 2 foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (7:3) e submetida ao fracionamento por CCDP, com fase movel
AcOEt:n-Hex:CH,Cl,MeOH(4:4:1:1), sendo suas fracbes  obtidas
apresentadas no Esquema 11. Os compostos obtidos foram analisados por
CCDC e os positivos submetidos a andlise de RMN e CG-EM, identificando-
se 0s compostos (6), (7) e (8).

DCBH.S 2
(25,9 mg)
« CCDP
* Vidro 20x20

* AcOEt:n-Hex:CH,Cl,MeOH
(4:4:1:1) 90 mL

* CCDC
» Evaporacao
' 5Fragdo ! i 2Fracdes |
| Q] ! | (+) :
____________ * Extracéo/Filtracao
» Evaporacéo
* CCDC
* Dessecador
pu—
DCBH.S 2.2 DCBH.S 2.3
(1,0 mg) (1,5 mg)
Compostos : Composto
(6).(7).(8) ®)

Esquema 11. Fracionamento cromatogréafico da fracdo DCBH. S 2 por CCDP.

% A fracdo DCBH.S 4 foi solubilizada em MeOH e submetida ao fracionamento
por CLAE em sistema analitico de fase-reversa, com fase movel ACN:MeoH
(80:20), eluicdo isocratica com fluxo 1,0 mL/min; volume de injec&o de 20 pL;
corrida de 15 minutos, sendo suas fragfes obtidas apresentadas no Esquema
12. Os compostos obtidos foram analisados por CCDC e o positivo submetido

a analise de CG-EM, sendo denominado composto (9).
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DCBH.S 4
(6,5 mg)
« CLAE: Sistema analitico fase reversa

* ACN:MeoH (80:20); fluxo 1,0 mL/min ; volume
de injecao de 20 pL; corrida de 15 minutos.

{ » Evaporacéo I_
* CCDC (CoTTTmeT TR
____________ i 1FracOes :
' ~ \ ' |
! 2Fragdio ! | *) :
\ _ \ |
N E _) _____ S « Evaporacao
* CCDC
* RT: 3 min

Composto

)

Esquema 12. Fracionamento cromatogréfico da fragdo DCBH.S 4 por CLAE.

% A fragdo DCBH.S 6 foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (7:3) e submetida ao fracionamento por CCDP, com fase movel
AcOEt:n-Hex:CHCI3:MeOH:Me,CO (3:3:1:1:2) sendo suas fracdes obtidas

apresentadas no Esquema 13.

DCBH.S 6
(6,0 mg)
* CCDP
* Aluminio 20x20
* AcOEt:n-Hex:CHCIl3:MeOH:Me,CO
(3:3:1:1:2) 90 mL
.ccoc [ _.
» Evaporacao

*)

____________

1
1
] ]
' 5Fragdo |
| Q] L
N e . « Extracao/Filtracao
« Evaporacéo
* CCDC
» Dessecador

* RMN
* CG-EM

DCBH.S 6.3 DCBH.S 6.6
(1.0 mg) (1.2mg)

Esquema 13. Fracionamento cromatografico da fracdo DCBH. S 6 por CCDP.
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% A fracdo DCBH.S 8 foi solubilizada em MeOH e submetida ao fracionamento
por CLAE em sistema semi-preparativo de fase-reversa, com fase movel
Isopropanol (100), eluicdo isocratica com fluxo de 1,5 mL/min; volume de
injecdo de 50 pL; corrida de 15 minutos, sendo suas fracdes obtidas
apresentadas no Esquema 14. Os composto obtidos foram analisado por
CCDC e o positivo submetidos a analise de CG-EM, sendo identificados os
compostos (9), (10), (11), (12), (13) e (14).

DCBH.S 8
(14,9 mg)
» CLAE: Sistema semi-preparativo de fase-reversa

« Isopropanol (100); fluxo de 1,5 mL/min; volume
de injecao de 50 pL; corrida de 15 minutos.

{- Evaporagdo  ______ l ______
*CCDC ! !
jmmm b ‘ . 1lFragdo !
! 3Fragbes ! : (+) !
! ) ! [

_____________

» Evaporacéo
*«CCDC

« Dessecador
* RT: 6 min

DCBH.S 8.1
(3,5mg)

--------

(9),(10),(11),(12),
(13),(14)

Bersrerssrsrsssrssressssareresrnranannnnant

Esquema 14. Fracionamento cromatografico da fragdo DCBH.S 8 por CLAE.

% A fracdo DCBH.S 10 foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (7:3) e submetida ao fracionamento por CCDP, com fase movel
AcOEt:n-Hex:CH,Cl,MeOH:Me,CO (4:1:2:2:1) sendo suas fracbes obtidas
apresentadas no Esquema 15. Os compostos obtidos foram analisados por
CCDC e os positivos enviados para analise de RMN e CG-EM, tratando-se
dos compostos (9), (16), (17), (18), (19) e (20).
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DCBH.S 10
(23,3 mg)
* CCDP

* Aluminio 20x20
* AcOEt:n-Hex:CH,Cl,MeOH:Me,CO (4:1:2:2:1)

90 mL
* Eluicdo 2x
* CCDC
s Evaporagdio |
T T T T T T T ' "~ >
' 2Fragdes E i 2 Fragbes !
: ) ! . () !

« Extracao/Filtracao
» Evaporacao

* CCDC

» Dessecador

—L

DCBH.S 10.2 DCBH.S 10.3
(1.4 mg) (1,0 mg)
- @
Compostos Compostos
(9).(15),(16),(17) (19).(20)
e (18)

Esquema 15. Fracionamento cromatogréfico da fragdo DCBH.S 10 por CCDP.

s A fracdo DCBH.S 12 foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (7:3) e submetida ao fracionamento por CCDP, com fase movel
AcOEt:MeOH:CH,Cl,:Me,CO  (5:1:2:2) sendo suas fracOes obtidas
apresentadas no Esquema 16. Os compostos obtidos foram analisados por

CCDC e o positivo enviado para analise CG-EM, indicando-se 0s compostos
(9). (10), (21).
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DCBH.S 12
(42,8 mg)

* CCDP

« 2 Cromatoplacas Aluminio 20x20

* ACOEt:MeOH:CHCl,:Me,CO
(5:1:2:2) 90 mL

{- ccbe

———____L:Evaporacéo = ______l______
I 2 Fragéo E ' 1 Fragao !
| ¢ ! | (+) :

__________________________

« Extracao/Filtracao

« Evaporacéo
* CCDC

« Dessecador

DCBH.S 12.3
(4,2 mg)

Compostos
(9).(10),(21)

Esquema 16. Fracionamento cromatogréfico da fragdo DCBH.S 12 por CCDP.

% A fracdo DCBH.S 15 foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (7:3) e submetida ao fracionamento por CCDP, com fase movel
AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH:Me,CO (2:1:2:2:2) e 60 gotas de NH,OH sendo
suas fracBes obtidas apresentadas no Esquema 17. Os compostos obtidos

positivos foram enviados para analise de RMN, sendo identificado nessa
fracdo o composto (Il).
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DCBH.S 15
(15,2 mg)
« CCDP
» Aluminio 20x20

* AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH:Me,CO
(2:1:2:2:2) 80 mL

* CCDC [
* Evaporagéo (TTTTTTT T )
o m--h- T . , 2Fragbes !
, O Fragoes ! ! €] !
| (_) 1 |
. ! - Extrac3o/Filtragio
 Evaporagéo
*CCDC
* Dessecador
* RMN

* CG-EM

DCBH.S 15.5 DCBH.S 15.6

(1,2 mg)

(1,3 mg)

Composto

1

Esquema 17. Fracionamento cromatogréfico da fragdo DCBH.S 15 por CCDP.

s As fracbes DCBH.S 9, DCBH.S 11, DCBH.S 13 e DCBH.S 16, foram reunidas
em uma Unica fracao e foi submetida a analise de CG-EM, podendo observar-
se 0s compostos (7), (20), (22) e (23).

7

% Afracdo DCBH.S 17 foi solubilizada em MeOH e submetida ao fracionamento
por CLAE em sistema semi-preparativo de fase-reversa, com fase moével
ACN:MeoH (80:20), eluicdo isocratica com fluxo de 1,0 mL/min; volume de

injecdo de 20 pL; corrida de 15 minutos, sendo suas fragbes obtidas
apresentadas no Esquema 18.
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DCBH.S 17
(6,8 mg)
» CLAE: Sistema semi-preparativo de fase-reversa

ACN:MeoH (80:20); fluxo de 1,0 mL/min; volume
de injecdo de 20 pL; corrida de 15 minutos.

» Evaporacao
* CCDC
(TTTTT T T T (T TTT T \
' 2 Fragao ‘: , 2Fracbes !
0 A
» Evaporacao
* CCDC

* Dessecador

* RT: 5 min * RT: 3,5 min
RMN

* CG-FM
DCBH.S 17.0 DCBH.S 17.2
(1,5mog) (1,1 mg)

Esquema 18. Fracionamento cromatografico da fragdo DCBH.S 17 por CLAE.

O Esquema 19 resume o0s compostos identificados por CG-EM dos

fracionamentos de DCBH.

Compostos
DCBH

| Identificados '
: e isolado 1
1

* RMN * CG-EM
Composto Compostos
(1 (6).(7).(8).(9),(10),(11),

(12),(13),(14),(15),(16),
(17),(18),(19),(20),(21),
(22).(23)

Esquema 19. Compostos isolados e identificados na fracdo DCBH.
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3.6.2.2 Frag&o AcOEt - DCBA

O extrato acetato dos bulbos de Hippeastrum diniz-cruziae foi solubilizado em
aproximadamente 1,5 mL de MeOH e submetido a um fracionamento por CLC
utilizando como fase estacionaria Silica-gel 60 ACC (70-90 mesh, Silice) e fase
movel gradiente de AcOEt:MeOH:n-Hex:CH,CH,:Me,CO:NH,OH (Tabela 2).

Tabela 2. Fase mével gradiente utilizada CLC da fracao DCBA.

Fase movel Volume (mL)
AcOEt:MeOH:n-Hex:CHZCH2:MeZCO:(NH4+) 2,5:1,25:3,75:1,25:1,25:(3 mL) 800
AcOEt:MeOH:n-Hex:CH,CH::Me,CO:(NH,4 ") 2,25:2,25:3,5:1:1:(2,58 mL) 200
AcOEt:MeOH:n-Hex:CHZCHZ:MeZCO:(NHI) 1,75:4,25:3,:0,5:0,5:(2,16 mL) 100
AcOEt:MeOH:n-Hex:CH,>CH>:Me,CO:(NH,") 1,5:5,25:2,75:0,25:0,25:(1,74 mL) 300
AcOEt:MeOH:n-Hex:CHZCHZ:MeZCO:(NHI) 1,25:6,25:2,:0,25:0,25:(1,32 mL) 200
AcOEt:MeOH:n-Hex:CH,>CH>:Me,CO:(NH,") 0,75:7,25:1,8:1,0 (0,9 mL) 200
AcOEt:MeOH:n-Hex:CHZCHZ:MeZCO:(NHI) 0,25:8,25:1,4:0,5:0,5:(0,48 mL) 200
MeOH (100%) 600

O fracionamento originou 736 aliquotas, que foram analisadas por CCDC e
posteriormente reunidas por comparacao e semelhanca, resultando em sete fracées,
sendo quatro positivas (DCBA.S 1 a DCBA.S 4), verificadas pelo teste com reagente
de Dragendorff. Durante o fracionamento ocorreu a cristalizagcdo espontanea em
diversas aliquotas coletadas, que foram separados do sobrenadante e enviadas para
analise de RMN, identificando-se tratar-se dos compostos (I), (lll) e (IV). Apés a
remocao do solvente em evaporador rotatorio as fragdes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas, sendo representado seu

fracionamento no Esquema 20.

% Uma aliquota de aproximadamente 25,0 mg do extrato DCBA restante do
fracionamento realizado foi foi submetida a um fracionamento por CCDP com
mesma fase mével AcOEt:MeOH:n-Hex:CH,CH,:Me,CO:NH,OH (2:1:3:1:1:10
gotas), resultando em treze fragdes, sendo onze positivas, verificadas pelo

teste com reagente de Dragendorff (Esquema 20). As amostras positivas e

% com massa superior a 1,0 mg foi enviada para analise de RMN, sendo

isolados e identificados dois compostos (IV) e (V).
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DCBA
[ (735,7 mQ) }

* CCDP (25,0 mg) * CLV (718,0 mg)

* Aluminio 20x20 « Silica-gel (70-90 mesh)
n-Hex:CH,CH,: cea=42cm,$ 1,5cm
Me,CO:NH,OH * Gradiente AcCOEt:MeOH:
(2:1:3:1:1) n-Hex:CH,CH,:Me,CO:NH,OH.

» Evaporacéo

 Extracao/Filtragao
» Dessecador

11 Fragdes
)

_____________

DCBA 1 prep.
(0,5 mg) — ,
<z H

Y

* 736 aliquotas
DCBA 2 prep.

(2,4 mg)

(1,5 mg)

DCBA 3 prep.
« Dessecador

» Evaporacéo {

DCBA 4 prep. .
(0,6 mg) i 3 Fragdes

Y
N

_____________

*)
DCBAS5prep. | = ‘tmmmmmmmmm-=t 0 Nemmmmopeomeo
03 mg) |

* Ali + Aliquot « Ali . Ali
DCBA 6 prep. Aliquota Iquota Aliquota Aliquota

(2,7 mg) 1-100 101-111 112-169 170-380

DCBA 7 prep.
(2,8 mg) [ DCBAS1 ] DCBA 2 I DCBA.S 3 ] DCBA.S 4 ]
<

Y
AN

(229,4 mq) (15,4 mqg) (141,8 mg) | (181,6 mg)

Y
J

DCBA prep. 8
(1,5 mg)

4 N\ ~
DCBA 11 prep. DCBA.C1 DCBA.C3 | DCBA.C4
(0,7 mg) ) o (1015 mg) (9’2 mg) (8,4 mg)
- AL

DCBA 12 prep.
(1,5 mg)

A4

_/

’’’’’’’

A4
N

Composto Composto Composto
DCBA 13 prep. (1) ) ()

(12,3 mg)

Esquema 20. Fracionamento cromatografico do extrato DCBA por CLC.

« A fracdo DCBA.S 1 foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase mével MeOH. O fracionamento originou
149 aliquotas de aproximadamente 2,0 mL cada, que foram analisadas por

CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
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em quatro fracdes, sendo duas positivas (DCBA.S 1.2 a DCBA.S 1.3),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Apds a remocao do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. A fracdo DCBA.S
1.2 foi submetida a uma CLC conforme descritas no Esquema 21, a outra
fracdo positiva (DCBH.S 1.3) nao foi fracionada novamente, sendo enviada

para analise de CG-EM, podendo identificar-se a presenca do composto (10).

DCBAS 1
(229,4 mg)
« CLC: Sephadex

*a=58cm, ¢ 2,5cm
* MeOH / 149 aliquotas de ~2,0 mL

* CCDC
* Evaporacgao
* Dessecador
(TTTTT T T \ (TTTTTTTT TS
, 2Fragbes ! . 2FracGes E
: () : : *) :
* Aliquota: * Aliquota:
35-55 56-69
DCBA.S 1.2 DCBA.S 1.3
(100,5 mg) (17,8 mg)
*CLC
* Sephadex
*a=43cm, $ 3,0cm Composto
* MeOH (10)
* 29 aliquotas ~2,0 mL i
*CCDC
» Evaporacao
*» Dessecador
a

Esquema 21. Fracionamento cromatografico da fracdo DCBA.S 1 e DCBA.S 1.2 por CLC.4

% Afracdo DCBA.S 1.2 foi solubilizado em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e
filtrada com o auxilio de uma seringa e filtro de 0,20 um e entdo submetido a
um fracionamento isocratico por CLC, utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH20 e fase mével MeOH. O fracionamento originou 29 aliguotas
de aproximadamente 2,0 mL cada, que foram analisadas por CCDC e

posteriormente reunidas por comparacao e semelhanca, resultando em quatro
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fracOes, sendo duas positivas (DCBA.S 1.2.2 e DCBA.S 1.2.3), verificadas
pelo teste com reagente de Dragendorff. Ap6s a remocdo do solvente em
evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um dessecador a
vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracbes obtidas positivas
(Tabela 3) ndo foram fracionadas novamente, sendo enviadas uma aliquota
de cada para andlise de CG-EM, identificando-se os compostos (9), (10), (13),
(17), (21), (24) e (25) da fracdo DCBA.S 1.2.2 e (9), (10), (25) e (26) da fracéo
DCBH.S 1.2.3.

Tabela 3. Fragfes obtidas do fracionamento por CL de DCBA.S 1.2.

Fracéo / Técnica Fase Mdvel Aligquotas )
. - . Frac6es Obtidas
Subfracéo Cromatogréfica (Proporgéo) mL o
Positivas (mg)
CLC MeOH (100) 6-17 DCBA.S 1.2.2 (80,6)
Sephadex 18-28 DCBA.S 1.2.3 (15,0)
DCBA.S 1.2

a=43cm, ¢ 3cm
29 aliquotas ~2 mL
4 fracBes

X/
L X4

A fracdo DCBA.S 2 foi solubilizado em aproximadamente 0,5 mL de MeOH e
submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
59 aliguotas de aproximadamente 1,0 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em quatro fragOes, sendo trés positivas (DCBA 2.1, DCBA 2.2 e DCBA 2.3),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Ap6s a remocdo do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracdes positivas
obtidas néao foram fracionadas novamente (Esquema 22), sendo uma aliquota
de cada enviadas para analise de CG-EM, identificando-se 0os compostos
(10), (27), (28), (29) e (30).
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DCBA 2
(15,4 mg)
» CLC: Sephadex

*a=30cm, ¢ 2,0cm
* MeOH / 59 aliquotas de ~1,0mL

« CCDC
» Evaporacao
* Dessecador
____________ T _____\|
1] | A |
' 1Fracdo ! : 3 Fracbes !
| ] : . (+) !
. Q] . N .
* Aliquotas: * Aliquotas: * Aliquotas:
1-13 14-23 24-28
DCBA 2.1 DCBA 2.2 DCBA 2.3
(4,4 mg) (4,7 mg) (2,8 mg)
Compostos Compostos Compostos
(27),(28),(29) (10,30) (10,28)

Esquema 22. Fracionamento cromatografico da fragdo DCBA 2 por CLC.

% A fracdo DCBA.S 3 foi solubilizado em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e
submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
93 aliquotas de aproximadamente 1,5 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em quatro fracbes, sendo duas positivas (DCBA.S 3.2 e DCBA.S 3.3),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Ap6s a remocdo do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracdes positivas
obtidas néao foram fracionadas novamente (Esquema 23), sendo uma aliquota
de cada enviadas para analise de CG-EM, verificando-se os alcaloides (9),
(24), (31), (32), (33), (34), (35), (36) e (37).
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DCBA.S 3
(141,8 mq)
* CLC: Sephadex

*a=58cm, ¢ 2,5cm
* MeOH / 93 aliquotas de ~1,5 mL

*CCDC

» Evaporacao
* Dessecador

_——_————l_ _——_———_—-_____

I 2 Fragdes ‘: I 2 Fragdes E
| ©) : | (+) |
* Aliquotas: * Aliquotas:
36-49 50-79
DCBA.S 3.2 DCBA.S 3.3
(60,6 mg) (4,9 mg)
Compostos Composto
(24,31,32,33) (9,34,35,36)

Esquema 23. Fracionamento cromatografico da fragdo DCBA.S 3 por CLC.

% A fracdo DCBA.S 4 foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
64 aliguotas de aproximadamente 1,5 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacédo e semelhanca, resultando
em duas fracdes, sendo apenas uma positiva (DCBA.S 4.2), verificadas pelo
teste com reagente de Dragendorff. Apds a remocdo do solvente em
evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um dessecador a
vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. A fracdo positiva obtida nao foi
fracionada novamente (Esquema 24), sendo uma aliquota submetida a

analise de CG-EM, identificando-se dois compostos o (28) e o (37).
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DCBA.S 4
(181,6 mq)
* CLC: Sephadex

*a=43cm, ¢ 3,0cm
* MeOH / 64 aliquotas de ~1,5 mL

*CCDC

» Evaporacao
* Dessecador

_————_—r_____J

) i

_________________________

« Aliquotas:
43-75

DCBA.S 4.2
(3.4 mg)

Composto
(28,37)

Esquema 24. Fracionamento cromatogréfico da fragdo DCBA.S 4 por CLC.

O Esquema 25 resume os compostos isolados dos fracionamentos de DCBA que
foram identificados pelas técnicas de RMN e/ou CG-EM e 0s compostos

identificados por CG-EM de fracdes que nao foram finalizadas.

Compostos
DCBA

| Identificados '
: e Isolados 1
1

S

« RMN * CG-EM
Compostos
Compostos (9),(10),(13),(17),(21),(24),
(mn,Lavy,v) (25),(26),(27),(28),(29),

(30),(31),(32),(33),
(34),(35),(36),(37)

Esquema 25. Compostos isolados e identificados na fracdo DCBA.
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3.6.3 Raizes de Hippeastrum diniz-cruziae
3.6.3.1 Fracdo AcOEt - DCRA

A fracdo acetato de etila das raizes foi solubilizada em aproximadamente 2,0
mL de MeOH e submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como
fase estacionaria Sephadex LH20 e fase mdvel MeOH. O fracionamento originou
116 aliquotas de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram analisadas por CCDC e
posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando em cinco
fracOes, destas quatro foram positivas (DCRA 1 até DCRA 4), verificadas pelo teste
com reagente de Dragendorff. Apds a remocao do solvente em evaporador rotatorio
as fracoes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs e
posteriormente pesadas. As fracbes positivas ndo foram fracionadas novamente,
sendo uma aliquota de cada enviadas para analise de CG-EM, possuindo seus

compostos identificados representados no Esquema 26.

DCRA
[ (990,7 mg) }

* CLC: Sephadex
*a=58cm, ¢ 2,0cm
* MeOH / 116 aliquotas de ~2,5 mL

*CCDC
* Evaporacéo
* Dessecador
:I 1 Fracéo E :I 4 FracOes E
: ©) ! : (+) !
* Aliquota: * Aliquota: * Aliquota: * Aliquota:
1-20 21-30 31-49 50-68
DCRA1 DCRA 2 DCRA 3 DCRA 4
(130,1 mg) (351,4 mg) (358,9 mg) (65,6 mg)
- Compostos Co-mpos;os Co-mpos;os
P (10.CHEY) E (9),10),(12),(13),19), i (1),(9),(10),12),(13),
(24)'(30)’(33)’(36)’(38)’ (16)Y(17),(21)’(30),(35)’ -\.
(39).(40),(41),(42), (36),(40),(42),(43),(45), i
(43),(44) (46),(47) i

Esquema 26. Fracionamento cromatografico da fragdo DCRA por CLC.
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O Esquema 27 resume 0s compostos identificados por CG-EM de fragbes
gue néo foram finalizadas de DCRA.

Compostos
(9),(10),(12),(13),(16),(17),
(19),(21),(24),(30),(33),
(35),(36),(38),(39),(40),
(41),(42),(43),(44),(45),
(46),(47)

I
Compostos 1
DCRA .

Esquema 27. Compostos identificados na fracdo DCRA.

3.6.4 Bulbos de Hippeastrum glaucescens
3.6.4.1 Fracdo AcOEt acida - GBLA

O extrato acetato acido dos bulbos foi solubilizado em aproximadamente 2,5
mL de MeOH e submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como
fase estacionaria Sephadex LH20 e fase mével MeOH. O fracionamento originou
174 aliguotas de aproximadamente 3,0 mL cada, que foram analisadas por CCDC e
posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando em quatro
fragcOes, sendo trés positivas (GBLA 2, GBLA 3 e GBLA 4), verificadas pelo teste com
reagente de Dragendorff. Apés a remocéo do solvente em evaporador rotatério as
fracBes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente

pesadas, sendo representado seu fracionamento no Esquema 28.

GBLA
(4.350,2 mq)

* CLC: Sephadex
ca=46cm,d2cm
* MeOH / 174 aliquotas de ~3 mL

«CCDC cepe
. D
*Bvaporagdo | ______
____________ ! \
! ~ ) ! 3 Fracbes
! 1 Fracéao ! ' ( S !
: (') : I\ _____________ !
____________ » Evaporacao
» Dessecador
* Aliquota: « Aliquota: « Aliquota:
29-64 65-90 91-174

GBLA 2 GBLA3 GBLA 4
(1.636 mg) (1.745 mg) (477,0 mg)

Esquema 28. Fracionamento cromatografico do extrato GBLA por CLC.
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% A fracdo GBLA 2 foi solubilizada em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
152 aliquotas de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em quatro fragcoes, sendo trés positivas (GBLA 2.2, GBLA 2.3 e GBLA 2.4),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Apdés a remocgao do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracdes positivas
obtidas foram submetidas a CLC e CLV conforme descritos no Esquema 29.

GBLA 2
(1.636 mQ)
» CLC: Sephadex

*a=33cm,$2cm
» MeOH / 152 aliquotas de ~2,5 mL

* CCDC
» Evaporacéo *CCDC
(ST TTTET T \ (TTTTTTE T TS
. 1lFragdo ! i\ 3 Fracgdes E
| Q) : : (+) !
* Evaporagdo
» Dessecador
* Aliquota: * Aliquota: * Aliguota:
59-86 87-116 117-152
GBLA 2.2 GBLA 2.3 GBLA 2.4
(462,8 mQ) (744,7 mq) (40,0 mg)
*CLC * CLV (70-90 mesh) *CLC
« Silica-gel (70-90 mesh) * Silica-gel * Sephadex
*a=54cm, ¢ 2cm ea=4cm, ¢ 2,5cm *a=33cm, ¢ 1cm
* Gradiente de AcOEt:n- « Gradiente de AcOEt:n- * MeOH
Hex:CH,Cl,:MeOH Hex:CH,Cl,:MeOH » 20 aliquotas
« 23 aliquotas * 34 aliquotas ~2,5mL
* CCDC * CCDC * CCDC
« Evaporacao  Evaporacéo » Evaporacao
» Dessecador » Dessecador » Dessecador
""""""" N I"—"' =TT TN I""' TTT T TN ,"""""'\ ,""" TTT TN ,""" TTT TN
4Fragbes 1 | 4Fragdes i ! 2Fragdes 1 ! 2Frages 1 ' 1Fragdo 1 ! 1Frag&o
(O J S O I T © A N 0 N N © N S A O B
) ’ U ’ ’ N !

Esquema 29. Fracionamento cromatografico da fracdo GBLA 2, GBLA 2.2, GBLA 2.3 e GBLA 2.4 por
CLC e CLV.
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% GBLA 2.2: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 1,5 mL de
MeOH:AcOEt (7:3) e posteriormente submetida ao fracionamento por CLC
com silica gel 60 ACC (70-90 mesh, Silice) e fase movel de AcOEt:n-
Hex:CH,Cl,:MeOH em eluicdo gradiente (Esquema 29). As 23 aliquotas
obtidas foram analisadas por CCDC e posteriormente reunidas por
comparacao e semelhanca, resultando em trés fracdes positivas com o
reagente Dragendorff (GBLA 2.2.1, GBLA 2.2.2 e GBLA 2.2.5). A fracdo GBLA
2.2.1 e GBLA 2.2.2 foram submetidas a CCDP, descritos na Tabela 4 e a
fracdo GBLA 2.2.5 ndo foi mais fracionada, sendo enviada uma aliquota para
andlise de CG-EM, identificando-se o composto (48).

Tabela 4. Fracionamentos cromatograficos realizados nas fragdes GBLA 2.2, GBLA 2.2.1 e GBLA

2.2.2 e 0s compostos isolados e/ou identificados.

Continua
2
Fracéo / Técnica Fase Movel Aligquotas FracOes Obtidas 2
Subfracdo Cromatogréfica (Proporgéo) mL Positivas (mg) %‘
)
GBLA22 CLC AcOEt:n-Hex:CH,Cl;:MeOH 1 GBLA 2.2.1 (29,3) (48)
Silica gel (70-90 (0:100:0:0) 100 2-3 GBLA 2.2.2 (45,6)
mesh) (10:90:0:0) 100 5-6 GBLA 2.2.5 (210,0)
a=54cm,$2cm (20:80:0:0) 50
23 aliquotas (30:70:0:0) 50
8 fragOes (40:60:0:0) 50

(40:50:5:5) 100
(40:40:10:10) 300
(40:30:15:15) 300
(40:20:20:20) 200
(40:10:30:20) 300
(40:0:40:20) 100
(30: 0:50:20) 100
(0: 0:50:50) 150
(0:0:0:100) 150

GBLA.
CCDP AcOEt:n-Hex:CHCI3:MeOH
2.2.1 . GBLA 2.2.1.1 (6,0)
(Aluminio 20x20) (1:1:1:1) 60
2 fragbes*
GBLA.
AcOEt:n-Hex:CH,Cl;:MeOH GBLA2.2.2.1(54)
222 CCDP
(2:1:1,5:1,5) 60 GBLA2.2.2.2 (11,4)

(Vidro 20x20)




2 fracdes*

75

* As fracBes obtidas foram analisadas por CCDC e as positivas foram enviadas para andlise de RMN.

final

% GBLA 2.3: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 2,0 mL de MeOH e

posteriormente submetida ao fracionamento por CLV com silica gel 60 ACC (70-

90 mesh, Silice) e fase moével de AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH em eluicdo

gradiente (Esquema 30). As 34 aliquotas obtidas foram analisadas por CCDC e

posteriormente reunidas por comparacao e semelhanca, originando duas fracdes
positivas com o reagente Dragendorff (GBLA 2.3.3 e GBLA 2.3.4), sendo

realizados posteriormente os procedimentos cromatogréaficos descritos na Tabela

5.

Tabela 5. Fracionamentos cromatogréaficos realizados nas fracdes GBLA 2.3, GBLA 2.3.3 e GBLA

2.3.4 e compostos isolados.

continua
2
Fracdo/ Técnica Fase Mével Aliquotas FracOes Obtidas 2
Subfracdo Cromatografica (Proporgéo) mL Positivas (mg) §'
O
CLC
GBLA2.3 Silicagel (ACC (70- AcOEt:n-Hex:CH,Cl;:MeOH  15-17 GBLA 2.3.3 (314,3)
90 mesh) (0:100:0:0) 100 18-34 GBLA2.3.4 (38,3)
a=4cm, $25cm (20:80:0:0) 100
34 aliquotas (30:70:0:0) 50
4 fracOes (32:68:0:0) 50

(34:66:0:0) 50
(36:64:0:0) 50
(38:62:0:0) 100
(40:60:0:0) 50
(40:58:1:1) 50
(40:56:2:2) 50
(40:55:2.5:2.5) 50
(40:50:5.0:5.0) 75
(40:45:7.5:7.5) 75
(40:40:10:10) 100
(40:35:12.5:12.5) 100
(40:30:15:15) 200
(40:25:17.5:17.5) 200
(40:20:20:20) 300
(40:17.5:22.5:20) 150



(40:15.5:24.5:20) 100
(40:13.5:26.5:20) 50
(40:11.5:28.5:20) 50
(40:9.5:30.5:20) 50
(40:7.5:32.5:20) 50
(40:5.5:34.5:20) 50
(40:3.5:36.5:20) 50
(40:0:40:20) 50
(35:0:45:20) 50
(30:0:50:20) 50
(20:0:50:30) 50
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GBLA. CLC MeoH 10-29 GBLA 2.3.3.2 (297,2)
2.3.3 Sephadex (200)

a=23cm, ¢ 2cm

29 aliquotas

2 fragbes
GBLA. CCDP CHCI3:MeOH GBLA2.3.4.1.1 (4.0) (XXir)
2.34 (Aluminio 20x10) (8,5:1,5) 60 GBLA 23.4.1.2 (2,0)

2 fragbes*
* As fragBes obtidas foram analisadas por CCDC e as positivas foram enviadas para analise de RMN.

.final

s GBLA 2.3.3.2: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 1,0 mL de

MeOH e posteriormente submetida ao fracionamento por CLV com silica
gel 60 ACC (70-90 mesh,

Hex:CH,Cl,:MeOH em eluicdo gradiente (Tabela 6). O fracionamento

Silice) e fase movel

de AcOEt:n-

originou 23 aliquotas que foram analisadas por CCDC e posteriormente

reunidas por comparacdo e semelhanca, originando cinco fragdes
positivas com o reagente Dragendorff (GBLA 2.3.3.2.1, GBLA 2.3.3.2.2,
GBLA 2.3.3.2.3, GBLA 2.3.3.25 e GBLA 2.3.3.2.6), sendo realizados

posteriormente os procedimentos cromatograficos descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Fracionamentos cromatograficos realizados nas fracdes GBLA 2.3.3.2 e (GBLA 2.3.3.2.1,
GBLA2.3.3.2.2, GBLA 2.3.3.2.3 e GBLA 2.3.3.2.6) e compostos isolados.

continua
bS]
Fracéo / Técnica Fase Movel Aliquotas FracGes Obtidas 2
Subfracdo  Cromatografica (Proporgéo) mL Positivas (mg) g'
@)
GBLA2.3.32 CLV AcOEt:n- 1-9 GBLA2.3.3.2.1 (39,5)
Silica gel (70-90 Hex:CH:Cl,:MeOH 10-15 GBLA2.3.3.2.2 (202,2)
mesh) (0:100:0:0) 50 16-17 GBLA2.3.3.2.3 (16,0)
a=7cm, $3cm (10:90:0:0) 50 18-19 GBLA 2.3.3.2.5* (6,1)
23 aliquotas (20:80:0:0) 50 20-23 GBLA2.3.3.2.6 (19,7)
5 fracdes (30:70:0:0) 50
(40:60:0:0) 50
(40:50:5:5) 50
(40:40:10:10) 50
(40:30:15:15) 100
(40:20:20:20) 150
(40:10:30:20) 150
(40:0:40:20) 100
(30:0:50:20) 100
(0:0:50:50) 150
(0:0:0:100) 200
GBLA. CCDP ACOELN- GBLA 2.3.3.2.1.1 (1,8)
23891 (Vidro 20x20) podsssa o GBLA 2.3.3.2.1.2 (9,4)
((50:25:12,5:12,5) 60
2 fragbes**
GBLA. CcLV AcOEt:n- 13-14 GBLA2.3.3.2.2.2
2.3.3.2.2 Silica gel (70-90 Hex:CH,Cl;:MeOH 15-21 (134,0)
mesh) (0:100:0:0) 25 GBLA2.3.3.2.2.3
a=5cm,$2cm (20:80:0:0) 25 (54,2)

21 aliquotas

3 fragBes

(30:70:0:0) 25
(40:60:0:0) 25
(50:50:0:0) 25
(60:40:0:0) 25
(70:30:0:0) 25
(80:20:0:0) 25
(90:10:0:0) 25
(100:0:0:0) 50
(80:10:5:5) 50
(70:10:10:10) 100



CCDP
(Aluminio 20x20)

2 fracBes**

CCDP
(Aluminio 20x20)

5 fragBes**

(60:10:15:15) 100
(50:10:20:20) 100
(30:10:30:30) 100
(20:10:35:35) 100
(10:10:40:40) 150
(5:5:45:45) 100

(0:0:0:100) 100

AcOEt:n-Hex:CHCIl3:MeOH

(1:1:1:1) 60

AcOEt:n-Hex:CHCI3;:MeOH
(1:1:1:1) 60
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GBLA2.3.3.2.3.1 (7,9)
GBLA2.3.3.2.3.2 (1,0)

GBLA2.3.3.2.6.1 (1,2)
GBLA2.3.3.2.6.2 (1,2)
GBLA 2.3.3.2.6.3 (1,2)
GBLA2.3.3.2.6.4 (2,1)
GBLA2.3.3.2.6.5 (1,0)

* Nao fracionada, pois possui mesmo perfil cromatogréafico por CCDC que a fracdo GBLA 2.3.3.2.6. ** As fracOes

obtidas foram analisadas por CCDC e as positivas foram enviadas para analise de RMN.

final

s GBLA 2.3.3.2.2.2 e GBLA 2.3.3.2.2.3: Retirou-se 45,0 mg da amostra

GBLA 2.3.3.2.2.2 e posteriormente ambas as amostras foram solubilizadas

em aproximadamente 0,5 mL de MeOH:CHCI; (3:2) e entdo submetidas

aos fracionamentos por CCDP com fase movel de n-Hex:CHCl3:MeOH

(0,5:8,5:1), sendo ambas colocadas na mesma cuba cromatografica com

80 mL de eluente, sendo suas fracdes obtidas apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Fracionamentos cromatograficos realizados nas fracbes GBLA 2.3.3.2.2.2 e GBLA

2.3.3.2.2.3 e compostos isolados.

continua
Técnica Fase Mével je)
[%2]
Fracao / Subfragao Cromatografi (Proporc¢ao) Fracdes Obtidas S
€
ca mL Positivas (mg) 8
CCDP n- GBLA 2.3.3.2.2.2.1 (1,6)
GBLA 2.3.3.2.2.2 (Vidro 20x20) Hex:CHxCly: GBLA 2.3.3.2.2.2.2 (13,0)
6 fracGes* MeOH GBLA 2.3.3.2.2.2.3 (1,8)
(5:8,5:1) 80 GBLA2.3.3.2.2.2.4 (2,2)

GBLA 2.3.3.2.2.2.5 (3,4)
GBLA 2.3.3.2.2.2.6 (7,7)
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GBLA2.3.3.2.2.3 CCDP n- GBLA 2.3.3.2.2.3.1 (2,9)
(Vidro 20x20) Hex:CHCly: GBLA 2.3.3.2.2.3.2 (1,5)
2 fracBes* MeOH
(5:8,5:1) 80

* As fragGes obtidas foram analisadas por CCDC e as positivas foram enviadas para andlise de RMN.

final

% GBLA 2.4: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
20 aliquotas de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em duas fracles, sendo apenas uma positiva (GBLA 2.4.1), verificadas pelo
teste com reagente de Dragendorff. Apds a remocdo do solvente em
evaporador rotatério as fragbes foram armazenadas em um dessecador a
vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. A fracdo positiva foi submetida a

uma CLV sendo descrita na Tabela 8.

Tabela 8. Fracionamentos cromatograficos realizados nas fragbes GBLA 2.4, 2.4.1 e 2.4.1.2 e

compostos isolados.

continua
S
Fracao / Técnica Fase Mével Aliquotas ) 2
. o . Fracdes Obtidas o
Subfracéo Cromatogréafica (Proporgédo) mL o I=
Positivas (mg) 8

CLC MeOH 1-7 GBLA2.4.1 (25,5)
GBLA 2.4 Sephadex (200)
a=33cm, ¢ 1lcm
20 aliquotas
2 fracBes
GBLA24.1 CLC MeOH 4-8 GBLA2.4.1.2 (13,9)
Sephadex (100)

a=22cm, ¢ 1cm

24 aliquotas



80

3 fracdes

GBLA2.4.1.2 CCDP AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH GBLA2.4.1.2.1 (2,9)
(Aluminio 15x20) (2:1:1,5:1,5) 60 GBLA2.4.1.2.2 (3,3)
4 fracBes* GBLA2.4.1.2.3(1,7)

GBLA2.4.1.2.4 (3,4)

* As fragBes obtidas foram analisadas por CCDC e as positivas foram enviadas para andlise de RMN.

final

% A fracdo GBLA 3 foi solubilizado em aproximadamente 2,0 mL de MeOH e
filtrada com o auxilio de uma seringa e filtro de 0,20 um e entdo submetido a
um fracionamento isocratico por CLC, utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH20 e fase mével MeOH. O fracionamento originou 83 aliquotas
de aproximadamente 2,0 mL cada, que foram analisadas por CCDC e
posteriormente reunidas por comparacao e semelhanca, resultando em quatro
fracOes, sendo apenas uma positiva (GBLA 3.3), verificadas pelo teste com
reagente de Dragendorff. Apés a remocdo do solvente em evaporador
rotatério as fragcdes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs
e posteriormente pesadas. A fracdo positiva obtidas foi submetidas a CLV

conforme descrita no Esquema 30.
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GBLA 3
(1.745 mgq)
» CLC: Sephadex

*a=33cm,$2cm
» MeOH / 83 aliquotas de ~2,0 mL

* CCDC
« Evaporacao *CCDC

_—————- e

:I 1 Fragéo
| (+)

____________

:I 3 Fraclbes
| ©)

_____________

» Evaporagao
* Dessecador

« Aliquota:
87-116

GBLA 3.3

(748,3 mg)

s CLV

« Silica-gel ((70-90 mesh)
ca=5cm, p2cm

* Gradiente de AcOEt:n-Hex:MeOH
* 60 aliquotas

*«CCDC

» Evaporacao

» Dessecador
TS (T T TTT T
' 3 Fragdes ' 2 Fragbes

1 1
O S CO R

Esquema 30. Fracionamento cromatogréfico da fragdo GBLA 3 por CLC e de suas subfragdes.

% GBLA 3.3: Aamostra foi solubilizada em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e
posteriormente submetida ao fracionamento por CLV com silica gel 60 ACC
(70-90 mesh, Silice) e fase moével de AcOEt:n-Hex:MeOH em eluicédo
gradiente (Esquema 30 e Tabela 9). As 60 aliquotas obtidas foram analisadas
por CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca,
resultando em duas fracdes positivas (GBLA 3.3.3 e GBLA 3.3.4) que nao
foram fracionadas novamente, sendo realizadas analises por CG-EM. Na
fracdo GBLA 3.3.3 foram identificados os compostos (35), (49), (50) e (51) e
na fracdo GBLA 3.3.4: (52), (53),(54), (55) e (56).
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Tabela 9. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo GBLA 3.3.

Fracéo / Técnica Fase Mével Aliquotas FracBes Obtidas
Subfracédo Cromatogréfica (Proporcéo) mL Positivas (mg)
GBLA 3.3 CLv AcOEt:n-Hex:MeOH 51-58 GBLA 3.3.3 (167,8)

Silica gel (70-90 mesh)

a=5cm,d2cm

22 aliquotas
5 fracBes

(0:100:0) 100
(20:80:0) 100
(30:70:0) 100
(40:60:0) 200
(50:50:0) 100
(60:40:0) 100
(70:30:0) 100
(80:20:0) 50
(90:10:0) 50
(100:0:0) 150
(80:15:5) 50
(80:10:10) 100
(80:5:15) 50
(80:0:20) 50
(75:0:25) 50
(70:0:30) 50
(65:0:35) 100
(60.0:40) 100
(0:0:100) 200

59 GBLA 3.3.4 (52,0)

s A fracdo GBLA 4 foi solubilizado em aproximadamente 2,0 mL de MeOH e

filtrada com o auxilio de uma seringa e filtro de 0,20 um e entdo submetido a

um fracionamento isocratico por CLC, utilizando como fase estacionaria

Sephadex LH20 e fase mével MeOH. O fracionamento originou 32 aliquotas

de aproximadamente 3,0 mL cada, que foram analisadas por CCDC e

posteriormente reunidas por comparacao e semelhanca, resultando em quatro

fracOes, sendo apenas uma positiva (GBLA 4.2), verificadas pelo teste com

reagente de Dragendorff. Ap6s a remocdo do solvente em evaporador

rotatorio as fracdes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs

e posteriormente pesadas. A fracdo positiva obtida foi submetida a CLV
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conforme descrita no Esquema 31.

GBLA 4
(477,0 mqg)
» CLC: Sephadex

*a=33cm,¢p2cm
* MeOH / 32 aliquotas de ~3 mL

*CCDC
* Evaporagéo * CCDC

1 3 Frac0bes i :I 1 Fragéo
| () : : *)

_____________

1
I
!
1
1

* Evaporagdo
* Dessecador

* Aliquota:
28-29

GBLA 4.2
(396,2 mQ)

s CLV

« Silica-gel (6-35 pum)
ca=4cm,d2cm

* Gradiente de AcOEt:n-Hex:MeOH
» 27 aliquotas

*CCDC
» Evaporacao
» Dessecador

Esquema 31. Fracionamento cromatogréfico da fragdo GBLA 4 por CLC e de sua subfracgao.

% GBLA 4.2: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e
posteriormente submetida ao fracionamento por CLV com silica gel 60 ACC
(6-35 um, Chromagel-SDS) e fase mével de AcOEt:n-Hex:CHCIl3:MeOH em
eluicdo gradiente (Esquema 31). As 27 aliquotas obtidas foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em sete fragdes positivas (GBLA 4.2.1 a GBLA 4.2.7) que foram fracionadas
por CLC conforme descrito na Tabela 10.
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Tabela 10. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo GBLA 4.2, GBLA 4.2.1 a GBLA 4.2.7.

continua
Fracéo / Técnica Fase Mével Aliquotas )
. FracBes Obtidas
Subfracdo Cromatogréfica (Proporgéo) mL .
Positivas (mg)
CLv AcOEt:n-Hex:CH2Cl>:MeOH 1 GBLA4.2.1(16,4)
GBLA 4.2 Silica gel (6-35 pm) (20:80:0:0) 40 2 GBLA4.2.2 (79,4)
a=4cm,$2cm (30:70:0:0) 40 3 GBLA 4.2.3 (60,2)
27 aliquotas (40:60:0:0) 40 4-5 GBLA4.2.4 (36,8)
8 fragdes (50:50:0:0) 40 6-7 GBLA 4.2.5 (40,2)
(60:40:0:0) 40 8 GBLA4.2.6 (19,9)
(70:30:0:0) 40 9-12 GBLA4.2.7 (52,3)

(80:20:0:0) 40
(90:10:0:0) 40
(100:0:0:0) 80

(85:5:5:5) 50
(77,5:7,5:7,5:7,5) 100
(70:10:10:10) 100
(62,5:12,5:12,5:12,5) 100
(55:15:15:15) 100
(47,5:17,5:17,5:17,5) 100
(40:20:20:20) 200
(40:17,5:22,5:20) 100
(40:15,5:24,5:20) 100
(40:13,5:26,5:20) 100
(40:11,5:28,5:20) 40
(40:9,5:30,5:20) 40
(40:0:40:20) 40
(20:0:50:30) 40
(10:0:50:40) 40
(0:0:50:50) 200
(0:0:0:100) 100

GBLA4.2.1 CLC MeOH 0-2 GBLA4.2.1.1 (5,31)
Sephadex (100) 3-8 GBLA4.2.1.2 (2,94)
a=25cm, ¢ 1cm 9-27 GBLA 4.2.1.3 (6,05)
27 aliquotas ~1,5 mL
3 fragOes

GBLA4.2.2 CLC MeOH 1-8 GBLA4.2.2.1 (14,4)
Sephadex (100) 9-14 GBLA4.2.2.2 (39,1)
a=255cm,$2cm 15-24 GBLA4.2.2.3(12,5)

39 aliquotas ~2,0 mL
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4 fragdes

GBLA4.2.3 CLC MeOH 1-12 GBLA 4.2.3.1 (38,4)
Sephadex (100) 13-18 GBLA4.2.3.2 (3,9)
a=21lcm, ¢ 2cm 19-36 GBLA 4.2.3.3 (4,75)
36 aliquotas ~2,5 mL
3 fracdes

GBLAA4.2.4 CLC MeOH 15-19 GBLA 4.2.4.1 (6,4)
Sephadex (100) 20-28 GBLA4.2.4.2 (9,2)

a=l14cm, ¢ 1lcm
43 aliquotas ~2,0 mL

4 fracles
GBLA4.2.5 CLC MeOH 6-35 GBLA 4.2.5.2** (38,5)
Sephadex (100)

a=255cm, $2cm
35 aliquotas ~2,5 mL

2 fragBes
GBLA4.2.6 CLC MeOH 1-20 GBLA 4.2.6.1* (8,7)
Sephadex (100) 21-36 GBLA 4.2.6.2** (6,3)

a=255cm,$2cm
36 aliquotas ~2,0 mL

2 fragBes
GBLA4.2.7 CLC MeOH 1-24 GBLA 4.2.7.1* (39,1)
Sephadex (100) 25-36 GBLA 4.2.7.2* (11,4)

a=24cm,$ 1,5cm
36 aliquotas ~2,5 mL

2 fragBes

* N&o fracionadas, pois possuem compostos com o perfil cromatografico semelhante o de fragdes fracionadas.
** N&do fracionadas novamente, foram submetidos a analise de CG-EM as fraces GBLA 4.2.5.2 e GBLA 4.2.6.2.

final
< GBLA 4.2.1.1, GBLA 4.2.1.2, GBLA 4.2.1.3, GBLA 4.2.2.1, GBLA 4.2.2.2,
GBLA 4.2.2.3, GBLA 4.2.3.1, GBLA 4.2.3.2, GBLA 4.2.3.3, GBLA4.2.4.1 e

GBLA 4.2.4.2: Foram solubilizadas em aproximadamente 0,5 mL de

MeOH:CHCI; (1:1) e entdo submetidas aos fracionamentos por CCDP com
fase mével AcOEt:CHCI3;:MeOH (1:1:1) e AcOEt: n-Hex:CH.ClI, (5:2,5:2,5),
sendo suas fracdes obtidas apresentadas na Tabela 11. Os compostos
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positivos obtidos foram analisados por CCDC e enviados para analise de
RMN e/ou CG-EM.

Tabela 11. Fracionamento cromatografico realizado nas fragcbes: GBLA 4.2.1.1, GBLA 4.2.1.2, GBLA
4.2.1.3,GBLA4.2.2.1, GBLA4.2.2.2, GBLA4.2.2.3, GBLA 4.2.3.1, GBLA 4.2.3.2, GBLA 4.2.3.3, GBLA
4.2.4.1 e GBLA 4.2.4.2 e os compostos isolados.

continua
2
Fracéo / Técnica Fase Mével . ) @
Subfracdo Cromatografica (Proporcéo) mL Fra(;(.)(?s Obtidas E‘
Positivas (mg) 8
CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl, GBLA4.2.1.1.3(1,0) (A)
GBLA4.2.1.1 (Aluminio 10x10) (2:1:1) 40
3 fragbes
GBLA4.2.1.2 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl; GBLA4.2.1.2.2 (1,6) (A)
(Aluminio 10x10) (2:1:1) 40
3 fragbes
GBLA4.2.1.3 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl; GBLA4.2.1.3.3(1,2)
(Aluminio 9x7,5) (2:1:1) 40 GBLA4.2.1.3.4 (0,7)
4 fracdes
GBLA4.2.2.1 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl, GBLA4.2.2.1.2 (1,2) (A)
(Aluminio 10,5x20) (2:1:1) 40 GBLA 4.2.2.1.3 (2,0) (H)
Eluicdo 2x GBLA4.2.2.1.4 (1,6)
9 fragcBes GBLA4.2.2.1.5(1,7)
GBLA4.2.2.1.9 (1,6) (B)
GBLA4.2.2.2 CCDP AcOEt:CHCl3:MeOH GBLA4.2.2.2.1 (12,6) (E)
(Aluminio 10,5x20) (1:1:1) 60 GBLA4.2.2.2.2 (4,4) (©)
Eluicdo 4x GBLA 4.2.2.2.3 (3,3)
10 fragdes GBLA4.2.2.2.4 (2,1) (D)
GBLA4.2.2.2.5(2,9) (D)
GBLA4.2.2.2.6 (1,7)
GBLA4.2.2.2.7 (3,2) (G)
GBLA4.2.2.3 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl, GBLA 4.2.2.3.2 (9,5) (E)
(Aluminio 10x20) (2:1:1) 40
Eluicdo 3x

6 fracGes



GBLA4.2.3.1 CCDP
(2 placas de Aluminio 10x20)
Eluicdo 3x

8 fracbes

AcOEt:n-Hex:CH,Cl,
(2:1:1) 40

GBLA4.2.3.1.1 (15,5)
GBLA4.2.3.1.2 (5,9)
GBLA4.2.3.1.7 (5,7)
GBLA4.2.3.1.8 (2,0)
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(F)

GBLA4.2.3.2 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl, GBLA 4.2.3.2.1 (1,5) (F)
(Aluminio 13x10) (2:1:1) 40
4 fracdes
GBLA 4.2.3.3 CCDP AcOEt:n-Hex:CH.Cl> GBLA4.2.3.3.1(1,1)
(Aluminio 13x10) (2:1:1) 40 GBLA4.2.3.3.2(1,8)
5 fragBes
GBLA4.2.4.1 CCDP AcOEt:CHCI3:MeOH GBLA4.2.4.1.1 (2,2)
(Aluminio 10x20) (2:1:1:1) 40
10 fracdes
GBLA4.2.4.2 CCDP AcOEt:CHCI3:MeOH GBLA4.2.42.2 (1,1)
(Aluminio 10x10) (1:1:1:1) 40 GBLA4.2.4.25(1,5)
9 fracdes GBLA 4.2.4.2.8 (0,8)
GBLA4.2.4.2.9 (0,7)
GBLA 4.2.4.2.10 (1,0)
final

% GBLA 4.25.2 e GBLA 4.2.6.2: essas fragbes ndo foram fracionadas

novamente, possuindo uma aliquota de cada submetida a analise por CG-EM,

identificando-se o composto (57) da primeira fracdo e os compostos (58),(59)

da segunda.
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O Esquema 32 resume 0s compostos isolados dos fracionamentos de GBLA
que foram identificados pela técnica de RMN e os compostos identificados por CG-

EM de fracbes que ndo foram finalizadas.

Compostos
GBLA

I Isolados e '
: Identificados 1
]

«RMN / * CG-EM
CG-EM
Compostos Compostos
(XXI1),(A),(B).(C), (35),(48),(49),(50),(51),
(D).(E).(F).(G).(H) (52),(53),(54),(55),(56),

(57),(58),(59)

Esquema 32. Compostos isolados e identificados na fracdo GBLA.

3.6.4.2 Fracao n-Hex — GBH

O extrato hexanico dos bulbos foi ressuspendido em aproximadamente 2,0 mL de
MeOH e ocorreu precipitagdo de um sélido amarelo, que foi separado do

sobrenadante (Esquema 33).

GBH
(2.682 mQ)

* Ressuspensédo em MeOH
* Precipitacéo espontanea
+ CCDC

GBH.P GBH.S
(386,2 mQ) (2.259 mq)

Esquema 33. Separacao do extrato hexénico dos bulbos de Hippeastrum glaucescens.




89

% O precipitado foi solubilizado em MeOH:AcOEt (8:2) e realizado CCDC e
indicou uma mistura de alcaloides. Sendo entdo submetido ao fracionamento
por CCDP conforme representado no Esquema 34, sendo isolado os
compostos (XII), (XIII) e (XIV).

GBH.P
(386,2 mg)

» CCDP (40,0 mg)
« Vidro 20x20
AcOEt:n-Hex:CHClI,:MeOH
(2°1°1:1:1) 60 ml

» Extragao/Filtragao

» Evaporagéao

» Dessecador

() (+)

__________________________

) 4
GBH.P 1 GBH.P 2 GBH.P 3*
(3,5mg) (2,2 mg) (1,6 mg)
\\§

Composto Composto
(X (XIV)

Esquema 34. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo GBH.P. (*Reunida com GBH.S 2.3 e

GBH.S 3.4 e submetida a CLV para purificacao).

+ O sobrenadante foi entdo solubilizado em aproximadamente 2,0 mL de MeOH
e submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
134 aliquotas de aproximadamente 5,0 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em trés fragbes positivas (GBH.S 1, GBH.S 2 e GBH.S 3), verificada pelo
teste com reagente de Dragendorff. Apés a remocdo do solvente em
evaporador rotatorio as fracdes foram armazenadas em um dessecador a
vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas, estando resumido seu

fracionamento no Esquema 35.
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GBH.S
(2.259 mgq)
*CLC
* Sephadex
ea=45cm, ¢ 2,5cm
* MeOH
+ 134 aliquotas ~5,0 mL

_____________
|l
I
!
1
1
_____________

» Evaporacao
* Dessecador

« Aliquota: « Aliquota: « Aliguota:
1-49 50-128 129-134

GBH.S 1 GBH.S 2 GBH.S 3
[ (48,4 mg) } [ (2.052 mg) } [ (45,6 mg) }

Esquema 35. Fracionamento cromatografico da fragdo GBH.S por CLC.

% A fracdo GBH.S1 foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
40 aliquotas de aproximadamente 3,0 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em quatro fracdes, sendo duas positivas (GBH.S 1.2 e GBH.S 1.3),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Ap6s a remocdo do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracdes positivas

obtidas foram submetidas a CCDP conforme descritas no Esquema 36.
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GBH.S 1
(48,4 mg)
» CLC: Sephadex

*a=19cm, ¢ 1,5cm
*» MeOH / 40 aliquotas de ~2,0 mL

* CCDC
« Evaporacao *CCDC
(TTTTTTET TS \ (T T T T
, 2Fracbes ! 1 2 Fragdes E
I ) : : (+) !
* Aliquota: » Evaporagio
59-86 * Dessecador
* Aliquota: * Aliquota:
8-18 19-29
GBH.S 1.2 GBH.S 1.3
92 O maA) 7 20 m A~
« CCDP + CCDP
* Vidro 20x20 cm * 2 placas Vidro10x10 cm
» AcOEt:n-Hex:CHCl,:Me,CO » AcOEt:n-Hex:CHCl,:Me,CO
(2:1:1:1:1) 60 mL (2:1:1:1:1) 50 mL
« CCDC * CCDC
» Evaporacéo » Evaporacéo
« Dessecador » Dessecador
T TTT T o \ TTTTTTT T y T T T T T \ (T TTT T e \
. 3Fracoes ! | 2Fracbes !, 3Fracdbes ! | 2Fracbes !
| ¢ Vo *) b ¢ Vo *) !

_____________________________________

Esquema 36. Fracionamento cromatografico da fragdo GBH.S 1 por CLC e de suas subfragdes.

% GBH.S 12 e GBH.S 1.3: As amostras foram solubilizadas em
aproximadamente 0,5 mL de MeOH:CHCI; (1:1) e posteriormente submetida a
fracionamentos por CCDP com fase movel de AcOEt:n-Hex:CHCI,;:Me,CO
(2:1:1:1:1) com eluicdo na mesma cuba cromatografica, sendo suas fracdes
obtidas apresentadas na Tabela 12. Os compostos obtidos foram analisados

por CCDC e enviados para analise de RMN.
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Tabela 12. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo GBH.S 1.2 e GBH.S 1.3 e compostos

isolados.
2
Fragdo/  Técnica Fase Mével ) 2
) FracBes Obtidas a
Subfracdo Cromatogréfica (Proporgéo) mL o £
Positivas (mg) o
]
GBH.S 1.2 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCI,:Me,CO GBH.S51.2.3(1,4)
(Vidro 20x20) (2:1:1:1:1) 60 GBH.S 1.2.4 (3,7)
5 fracBes
GBH.S 1.3 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCl,:Me>CO GBH.S 1.3.2 (0,8)
(2 placas de vidro 10x10) (2:1:1:1:1) 60 GBH.S 1.3.4 (2,0)
5 fragBes

s A fracdo GBH.S 2: 40,0 mg da fracao foi solubilizada em aproximadamente

0,5 mL de MeOH:AcOEt (1:1) e submetido a técnica de CCDP com fase movel
Hex:AcOEt:CH,Cl,:MeOH (1:2:1:1) que resultando em nove fracdes que
foram analisadas por CCDC e posteriormente enviadas para analise de RMN.
Para o restante da fracao foi realizado um fracionamento em CLV com silica
gel 60 ACC (6-35 um, Chromagel-SDS) e eluicdo gradiente com n-
Hex:AcOEt:CH,Cl,:MeOH. O fracionamento originou 32 aliquotas que foram
analisadas por CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e
semelhanca, resultando em sete fracdes que revelaram a presenca de
alcaloides (GBH.S2.1clv a GBH.S2.7clv) através do teste com reagente

Dragendorff conforme resumido no Esquema 37.



GBH.S 2
(2.052 mg)

* CLV (2.007 mg)

« Silica-gel (6-35 pum)

ca=6cm, ¢ 5cm

« Gradiente de AcOEt:n-Hex:MeOH
« 32 aliquotas

* CCDP (45,0 mg)

« Vidro 20x20 cm

* AcOEt:n-Hex:CHCIl,:MeOH
(2:1:1:1) 60 mL

« CCDC *+ CCDC

» Evaporacéo (oo T \

+ Dessecador 1 7Fragcbes !
________________________ : *) :

' 4 Fracoes * Evaporacao

- +
\_____E_) _____ SN (__) _____ , » Dessecador
« Aliguota: « Aliquota: « Aliquota: « Aliquota: « Aliguota: « Aliquota: * Aliquota:
1-10 11-13 14-15 16-21 22-29 30-31 32
GBH.S2.1clv [GBH.S2.2clv [GBH.S2.3clv| GBH.S2.4clv [GBH.S2.5clv| GBH.S2.6¢clv| GBH.S2.7clv
(48,3 mg) (91,8 mg) (403,3 mQ) (782,7 mQ) (18,9 mg) (68,5 mqg) (77,4mqQ)
- CLC: Sephadex | « CLC: Sephadex | * CLC: Sephadex | + CLC: Sephadex |~ €CPP - CCDP « CCDP
.a=20cm, «a=20cm, «a=44cm, «a= 88 cm « Aluminio . Vldr'o‘e . 2 placas
«®d15cm «P2cm «®25cm <®2cm ’ 20x20 aluminio 20x20 Vidro 20x20
« MeOH « MeOH « MeOH « MoOH * ACOEt:CHClz: |+ ACOEt:CHCls: « CHCl3:
+ 15 aliquotas + 14 aliquotas « 59 aliquotas » 71 aliquotas CHZ_CI_Z:MeOH CHZ_CI_Z:MeOH CH>Cl:MeOH
de ~2,0 mL de ~2.0 mL de ~2.5mL de -2 mL (0,5:7:1:1,5) 60 ml [(0,5:7:1:1,5) (6:1:3)
' ' « Eluicdo 2x 70 mL 70
mL
o TTT T T TTTT y Tt TTT T vTTTTTTTTTTTE T T Tttt T VoTTT TR TT TR T TTT TR T TTTE T TTT T T \
| 2Fracbes | 3Fracbes |, 2FracBes | 3Fracbes |, 6Fragcdes | 7Fragdes | 9Fragdes |
| ) | ) | ) | ) | ) | (+) | (+) |

i 1Fracbes
]

G

'
3 Fragbes |

() )

Esquema 37. Fracionamento cromatografico da fragdo GBH.S 2 por CLC e de suas subfragfes
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realizado por CCDP séo representadas na Tabela 13.
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% .GBH.S 2: As fracOes obtidas através do fracionamento cromatografico

Tabela 13. FracBes obtidas do fracionamento por CCDP da amostra GBH.S2 e 0s compostos

isolados.
2
Fracéo / Técnica Fase Mével ) 1%
) Fragdes Obtidas S
Subfragao Cromatogréfica (Proporcéo) mL . =
Positivas (mg) o)
O
GBH.S 2 CCDP AcOEt:n- GBH.S 2.1prep (7,1) (Xt
(Vidro 20x20) Hex:CHCI;:MeOH GBH.S 2.2prep (6,0) (XIV)
9 fracdes (2:1:1:1) 60 mL GBH.S 2.3prep (2,7)*
GBH.S 2.4prep (1,9) (IX)
GBH.S 2.7prep (2,7) (XX1)

* Reunida com GBH.P 3 e GBH.S 3.4 e submetida a CLV para purificacéo.

% GBH.S 2.1clv, GBH.S 2.2clv, GBH.S 2.3clv e GBH.S 2.4clv: As amostras
foram solubilizadas em aproximadamente 1,0 mL de MeOH, posteriormente

foram realizados os fracionamentos isocréatico por CLC utilizando como fase

estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. As fracbes positivas

obtidas sdo descritas na Tabela 14.

Tabela 14. Fracionamento cromatografico realizado nas Fra¢fes: GBH.S 2.1clv, GBH.S 2.2clv, GBH.S
2.3clv e GBH.S 2.4clv.

continua
Fracdo / Técnica Fase Mével Aligquotas . )
- FragcGes Obtidas
Subfragdo Cromatografica (Proporg¢éo) mL o
Positivas (mg)

GBH.S 2.1clv CLC MeOH 1-9 GBH.S 2.1.1clv (27,6)

Sephadex (100) 10-15 GBH.S 2.1.2clv (13,2)

a=20cm,$ 1,5cm

15 aliquotas ~2,5 mL

2 fracBes
GBH.S 2.2clv CLC MeOH 1-5 GBH.S 2.2.1clv (37,0)

Sephadex (200) 6-9 GBH.S 2.2.2clv (42,9)

a=20cm, ¢ 2cm 10-14 GBH.S 2.2.3clv (8,4)



GBH.S 2.3clv

GBH.S 2.4clv

14 aliquotas ~3,0 mL

3 fracbes

CLC

Sephadex

a=44cm, ¢ 2,5cm
59 aliquotas ~4,0 mL

3 fracdes

CLC

Sephadex

a=88cm, ¢ 2cm

71 aliquotas ~5,0 mL

4 fracOes

MeOH 12-44
(100) 45-59
MeOH 15-58
(100)

GBH.S 2.3.2clv (378,0)
GBH.S 2.3.3clv (8,8)

GBH.S 2.4.2clv (679,1)

95

final

% GBH.S 2.1.1clv, GBH.S 2.1.2clv, GBH.S 2.2.1clv, GBH.S 2.2.2clv, GBH.S

2.2.3clv. e GBH.S 2.3.3clv: As amostras foram solubilizadas em

aproximadamente 0,5 mL de MeOH:CHCI3(1:1) e entdo submetidas a

fracionamentos por CCDP sendo suas fragdes obtidas sdo descritas na

Tabela 15. Os compostos obtidos foram analisados por CCDC e enviados

para analise de RMN.

Tabela 15. Fracionamento cromatogréfico realizado nas fragdes: GBH.S 2.1.1clv, GBH.S 2.1.2cly,
GBH.S 2.2.1clv, GBH.S 2.2.2clv, GBH.S 2.2.3clv e GBH.S 2.3.3clv e compostos isolados.

continua
e
Fracéo / Técnica Fase Movel . _ 2
. Fracdes Obtidas a
Subfragdo Cromatogréfica (Proporg¢éo) mL o £
Positivas (mg) o)
)
CCDP AcOEt:n-Hex:CH2Cl2:MeOH GBH.S 2.1.1.1clv (15,0)
GBH.S 2.1.1clv (Aluminio 20x20) (2:1:1,5:1,5) 50 GBH.S 2.1.1.2clv (1,7)
4 fragdes GBH.S 2.1.1.3clv (1,8)
GBH.S 2.1.1.4clv (2,6)
GBH.S 2.1.2clv CCDP AcOEt:n-Hex:CH2Cl2:MeOH GBH.S 2.1.2.1clv (8,0)  (XXV)

(Aluminio 20x10)
2 fragOes

(2:1:1,5:1,5) 50

GBH.S 2.1.2.2clv (1,1)



GBH.S 2.2.1clv

GBH.S 2.2.2clv

GBH.S 2.2.3clv

GBH.S 2.3.3clv

CCDP
(Aluminio 20x20)
4 fragdes

CCDP
(Vidro 20x20)
3 fracBes

CCDP
(Aluminio 10x20)
3 fragBes

CCDP
(Aluminio 20x20)
3 fragBes

AcOEt:n-Hex:CHCl3:MeOH
(1:1:1:1) 50

AcOEt:n-Hex:CHCl3:MeOH
(2:1:1:1) 60

AcOEt:CHCI3:MeOH
(2:1:1:1) 60

AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH
(2,5:0,5:1:1) 50
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GBH.S 2.2.1.1clv (15,4)
GBH.S 2.2.1.2clv (1,4)
GBH.S 2.2.1.3clv (1,7)
GBH.S 2.2.1.4clv (0,8)

GBH.S 2.2.2.1clv (15,0)
GBH.S 2.2.2.2clv (1,0)
GBH.S 2.2.2.3clv (1,5)

GBH.S 2.2.3.1CLV (2,1)
GBH.S 2.2.3.2CLV (1,6)
GBH.S 2.2.3.3CLV (2,2)

GBH.S 2.3.3.1clv (3,2)
GBH.S 2.3.3.2clv (2,3)
GBH.S 2.3.3.3clv (1,4)

final

% GBH.S 2.3.2clv e GBH.S 2.4.2clv: As amostras foram solubilizadas em

aproximadamente 1,0 mL de MeOH e submetidas ao fracionamento por

CLV com silica gel 60 ACC (70-90 mesh, Silice) e eluicao gradiente com n-

Hex:AcOEt:CHCI3;:MeOH. Sendo as aliquotas que analisadas por CCDC e

posteriormente reunidas por comparacéo e semelhanca e testadas com o

com reagente Dragendorff conforme descrito na Tabela 16.

Tabela 16. Fracionamento cromatografico realizado na fragdo GBH.S 2.3.2clv e GBH.S 2.4.2clv

continua
Fracéo / Técnica Fase Mével Aligquotas ]
. . . Fracdes Obtidas
Subfracéo Cromatogréfica (Proporgéo) mL o
Positivas (mg)

CLv AcOEt:n-Hex:CHCl;:MeOH  6-9 GBH.S 2.3.2.2clv (103,7)
GBH.S 2.3.2clv  Silica gel (70-90 mesh) (0:100:0:0) 50 10-11 GBH.S 2.3.2.3clv* (186,4)

a=18cm, ¢ 1,5cm (50:50:0:0) 100 12-13 GBH.S 2.3.2.4clv (38,3)

23 aliquotas (75:25:0:0) 100 14-23 GBH.S 2.3.2.5clv (31,4)

5 fracBes (100:0:0:0) 50

(50:25:25:0) 50
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(40:25:25:10) 100
(35:25:25:15) 100
(30:25:25:20) 100
(25:25:25:25) 100
(50:0:25:25) 100
(50:0:0:50) 100
(0:0:0:100) 100

GBH.S 2.4.2clv.  CLC AcOEt:n-Hex:CHCI3:MeOH  4-5 GBH.S 2.4.2.3clv (637,8)
Silica gel (70-90 mesh) (0:100:0:0) 100 6 GBH.S 2.4.2.4clv (33,3)
a=6cm,d4cm (0:75:25:0) 200 7 GBH.S 2.4.2.5clv* (30,6)
8 aliquotas (25:50:25:0) 200 8 GBH.S 2.4.2.6¢lv* (29,1)
6 fracoes (25:25:25:25) 300

(50:0:25:25) 200
(75:00:0:25) 200
(50:0:0:50) 300

(0:10:0:100) 300

* Fracionamento n&o realizado, pois possui compostos com o perfil cromatogréfico semelhante o de fragdes
fracionadas.

final

% GBH.S 2.3.2.2clv, GBH.S 2.3.2.4clv, GBH.S 2.3.2.5clv, GBH.S 2.4.2.3clv e
GBH.S 2.4.2.4clv : As amostras foram solubilizadas em aproximadamente
1,0 mL de MeOH:AcOEt (6:4) e fracionadas por CCDP conforme descrito

na Tabela 17, e as fracdes positivas foram submetidas a analise de RMN.

Tabela 17. Fracionamento cromatografico realizado nas fragdes: GBH.S 2.3.2.2clv, GBH.S 2.3.2.4clv,
GBH.S 2.3.2.5clv, GBH.S 2.4.2.3clv e GBH.S 2.4.2.4clv e compostos isolados.

continua
e
Tecnica Fase Movel ) 2
Fracdo / Subfracéo . . Fragdes Obtidas a
Cromatogréfica (Proporg¢éo) mL - £
Positivas (mg) o)
)
CCDP AcOEt:n- GBH.S 2.3.2.2.1clv (11,7) (XV)
GBH.S 2.3.2.2clv (Vidro 20x20) Hex:CHCl3;:MeO GBH.S 2.3.2.2.4clv (1,2)
5 fracdes H GBH.S 2.3.2.2.5clv (12,1)
(1:1:1:1) 60
GBH.S 2.3.2.4clv CCDP AcOEt:n- GBH.S 2.3.2.4.1clv (2,9)
(Vidro 20x20) Hex:CHCl3:MeO GBH.S 2.3.2.4.2clv (8,4) (XXT1)

4 fracbes H GBH.S 2.3.2.4.3clv (3,9)



GBH.S 2.3.2.5clv

GBH.S 2.4.2.3clv

GBH.S 2.4.2.4clv

CCDP
(Aluminio 20x20)

1 fracéo

CCDP (45,0 mg)
(Vidro 20x20)
6 fracbes

CCDP
(Vidro 20x20)
4 fracBes

(1:1:1:1) 60

AcOEt:n-
Hex:CHCIl3:MeO
H

(1:1:1:1) 50

AcOEt:n-
Hex:CHCl3:MeO
H

(2:1,5:1:0,5) 60

AcOEt:n-
Hex:CHCIl3:MeO
H

(1:1,5:1:0,5) 60

GBH.S 2.3.2.4.4clv (3,5)

GBH.S 2.3.2.5.1clv (4,3)

GBH.S 2.4.2.3.1clv (1,4)
GBH.S 2.4.2.3.2clv (2,1)
GBH.S 2.4.2.3.3clv (1,1)
GBH.S 2.4.2.3.4clv (7,2)
GBH.S 2.4.2.3.5clv (7,0)
GBH.S 2.4.2.3.6¢lv (1,3)

GBH.S 2.4.2.4.2clv (1,1)
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(XXI)

GBH.S 2.4.2.4.1clv (12,4)

GBH.S 2.4.2.4.1clv (2,5)

final

< GBH.S 2.5clv. GBH.S 2.6¢clv e GBH.S 2.7clv: As amostras foram solubilizadas

em aproximadamente 0,5 mL de MeOH:AcOEt (6:4) e entdo submetidas a

fracionamentos por CCDP sendo suas fracfes obtidas descritas na Tabela 18.

Os compostos positivos obtidos foram analisados por CCDC e enviados para
analise de RMN.

Tabela 18. Fracionamento cromatogréafico realizado nas fragdes: GBH.S 2.5clv, GBH.S 2.6¢clv e

GBH.S 2.7clv e compostos isolados.

continua
2
Fracéo / Fase Mével ] @
. . . Fragdes Obtidas o
Subfracéo Cromatogréafica (Proporgéo) mL - £
Positivas (mg) o
)
CCDP AcOEt:CHCI3:CH,Cl;:MeOH GBH.S 2.5.2clv (0,8)
GBH.S 2.5clv (Aluminio 20x20) (0,5:7:1:1,5) 60 GBH.S 2.5.3clv (0,7)
9 fracBes GBH.S 2.5.6¢lv (3,4) (D)
Eluicédo 2x GBH.S 2.5.10clv (1,0)

GBH.S 2.5.11clv (0,64)



GBH.S 2.6¢lv

GBH.S 2.7clv.

CCDP AcOELt:CHCI3:CH2Cl>:MeOH

(Vidro e Aluminio (0,5:7:1:1,5) 70

20x20)
12 fracdes

CCDP CHCl3:CH:Cl2:MeOH

(2 de Vidro 20x20) (6:1:3) 70

13 fragdes

GBH.S 2.5.12clv(1,2)

GBH.S 2.6.1clv (1,86)
GBH.S 2.6.2clv (3,84)
GBH.S 2.6.4clv (1,4)

GBH.S 2.6.5¢clv (8.8)

GBH.S 2.6.10clv (1,6)
GBH.S 2.6.11clv (1,6)
GBH.S 2.6.12clv (1,7)

GBH.S 2.7.1 (15,3)
GBH.S 2.7.2 (4.8)
GBH.S 2.7.3 (2,0)
GBH.S 2.7.4 (1,0)
GBH.S 2.7.7 (1,6)
GBH.S 2.7.10 (7,7)
GBH.S 2.7.11 (1,6)
GBH.S 2.7.12 (9.7)
GBH.S 2.7.13 (3,2)

99

(IX)

(VD)

final

s GBH.S 2.61clv, GBH.S 2.6.5clv, GBH.S 2.7.2clv e GBH.S 2.712clv: As fracdes

foram purificadas através de um fracionamento isocratico por CLC utilizando

como fase estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH e suas aliquotas

reunidas por

comparacdo e semelhanca e

testadas com

Dragendorff, sendo suas fra¢des obtidas representadas na Tabela 19.

reagente

Tabela 19. Fracionamento cromatografico realizado nas fra¢bes: GBH.S 2.61clv, GBH.S 2.6.5clv,
GBH.S 2.7.2clv e GBH.S 2.712clv e compostos isolados.

continua
8
= - Fase Mével . %
Fracao /N Técnica B (Proporc&o) Aliquotas Fracoes Obtidas S
Subfragéo Cromatografica o c
mL Positivas (mg) o
o
CLv MeOH 3-6 GBH.S 2.6.1.3clv (2,9)
GBH.S 2.6.1clv Sephadexa= 13 cm, ¢ 1cm (100)
9 aliquotas de ~1 mL, 3 fracdes
GBH.S 2.6.5clv. CLV MeOH 2-4 GBH.S 2.6.5.2clv (6,7) (v
Sephadexa= 14 cm, ¢ 1,5 cm (100)
8 aliquotas de ~1 mL, 3 fragbes
GBH.S 2.7.2clv. CLV MeOH 3-9 GBH.S 2.7.2.2clv (3,9) v1)
Sephadexa= 13 cm, ¢ 1cm (1200)
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11 aliquotas de ~1 mL, 2 fra¢Bes

GBH.S 2.7.12clv CLV MeOH 2-3 GBH.S 2.7.12.2 (2,7) (v
Sephadexa= 14 cm, ¢ 1,5 cm (100)
7 aliguotas de ~1 mL, 2 fracdes

final

% A fracdo GBH.S 3 foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (6:4) e submetido a um fracionamento por CCDP com fase

movel AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH (2:1:1:1), sendo suas fracdes descritas no

GBH.S 3
(45,6 mg)

+ CCDP (40,0 mg)

« Vidro 20x20

* AcOEt:n-Hex:CHCI,:MeOH
(2:1°1°1-1) 80 ml

Esquema 38.

*Evaporagdo  ______l______

« Extracdo/Filtragdo
» Dessecador

_____________

GBH.S 3.1 GBH.S 3.4 GBH.S 3.8
(19,9 mg) (1,0 mg) (9,3 mg)

Esquema 38. Fracionamento cromatogréfico da fragdo GBH.S 3 por CCDP. (* Juntada com GBH.P 3

©)

e GBH.S 2.3 por apresentar o mesmo composto e submetida a CLV para purifica¢éo).

s As fracbes GBH.S 3.1 e GBH.S 3.8 foram purificadas através de um
fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase estacionéria
Sephadex LH20 e fase mdével MeOH, originando-se 13 aliquotas cada
uma, que foram analisadas por CCDC e reunidas por comparacao e
semelhanca, originando trés e duas fracdes respectivamente, as fracbes
positivas (GBH.S 3.1.2 e GBH.S 3.8.1) foram submetidas a dois novos
fracionamentos para purificacdo de seus compostos, conforme descrito na
Tabela 20. Os compostos positivos obtidos foram analisados por RMN
e/ou CG-EM.
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Tabela 20. Fracionamento cromatogréfico realizado nas fragdes: GBH.S 3.1, GBH.S 3.8.

final
S
[%2]
. ~ Técnica Fase Mével Aligquotas ~ . o
Fracdo / Subfragdo Cromatogréfica (Proporcéo) mL Frac;c_)e_s Obtidas g-
Positivas (mg) 5
O
CLC MeOH 6-11 GBH.S3.1.2 (15,4)
GBH.S 3.1 Sephadex (100) 12-13 GBH.S 3.1.3(0,8)
a=1lcm,$lcm
13 aliquotas de ~1,5
mL
3 fragBes
GBH.S3.1.2+ GBA CCDP n-Hex:AcOEt:CHCl3 GBH.S3.1.2.1(3,9) (XXIV)
4.3.1 (4.2mg) (Aluminio 20x20) (2:1:1) 60 GBH.S 3.1.2.2 (1,8)
Eluicdo 3x GBH.S 3.1.2.3 (9,9) F)
4 fragdes GBH.S3.1.2.4(1,2) ©
GBH.S 3.8 CLC MeOH 1-2,6-12 GBH.S 3.8.1 (6,5)
Sephadex (100) 3,5 GBH.S 3.8.2(2,1)
a=1lcm,$1lcm
13 aliquotas ~1,5
mL
2 fragBes
GBH.S 3.8.1 CCDP n-Hex:AcOEt:CHCl3 GBH.S 3.8.1.3 (2,0)
(2 de Vidro 15X15)  (1:1:2) 60 GBH.S 3.8.1.4 (3,7) (E)
4 fracles

% GBH.S 3.4, GBH.S 2.3prep e GBH.P_3: As fracBes foram reunidas apés

analise por CCDC e entdo purificadas através de um fracionamento

isocratico por CLC utilizando como fase estacionaria Sephadex LH20 e
fase moével MeOH, originando-se 7 aliquotas de aproximadamente 2,0 mL,
gue foram analisadas por CCDC e reunidas por comparacao e
semelhanca, originando duas fragcbes, sendo uma positiva
(1.GBH.S3.4+S2.3prep+P3). Essa fragao foi submetida a uma CLC com
fase estacionaria silica gel 60 ACC (70-90 mesh, Silice) e fase mével n-

Hex:AcOEt:CHCI; gradiente, sendo representada na Tabela 21.
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Tabela 21. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo: GBH.S 3.4+GBH.S 2.3prep+GBH.P 3

e compostos isolados.

Fragéo / Técnica Fase Movel Aliquotas . %
(Proporcéo) Fracdes Obtidas S
Subfragao Cromatogréfica . £
mL Positivas (mg) 8
CLC MeOH 2-3 1.GBH.S3.4+S2.3prep+P3
GBH.S3.4+S2.3 Sephadex (1200) (5,2)
prep+P3 a=13cm, ¢ 1cm
7 aliquotas de
2,0 mL
2 fracBes
1.GBH.S3.4+S2. CLC AcOEt:CHCIs:M 1-5 1.GBH.S3.4+S2.3prep+P3.
3prep+P3 Silica gel (70-90 eOH 1(1,0)
mesh) (100:0:0) 5 6-9 1.GBH.S3.4+S2.3prep+P3.
a=7cm, $ 0,5 (80:20:0) 10 2(1,9)
cm (0:80:20) 10 10-12 1.GBH.S3.4+S2.3prep+P3. (XXI1)
14 aliquotas (0:70:30) 10 3(1,7)
4 fragdes (0:0:100) 20 13-14 1.GBH.S3.4+S2.3prep+P3.
4(1,3)
final

O Esquema 39 resume 0s compostos isolados dos fracionamentos de GBH que

foram identificados pelas técnicas de RMN e/ou CG-EM.

Compostos
GBH

I

! 1
: Isolados :
I\ . )
1
* RN Co-£u
Compostos
(VD,(vin,(1X), (X1, Compostos
(XI, (XIV), (XV),(XVII), (C).(B).(F)

(XX, (XX, (XXIV),

(XXV)

Esquema 39. Compostos isolados e identificados na fracdo GBH.
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3.6.4.3 Fracao AcOEt - GBA

O extrato acetato basico dos bulbos foi solubilizado em aproximadamente 2,5
mL de MeOH e submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como
fase estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
110 aliquotas de aproximadamente 4,0 mL cada, que foram analisadas por CCDC e
posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando em quatro
fracbes positivas (GBA 1, GBA 2, GBA 3 e GBA 4), verificadas pelo teste com
reagente de Dragendorff. Ap6s a remocao do solvente em evaporador rotatorio as
fracGes foram armazenadas em um dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente

pesadas, sendo representado seu fracionamento no Esquema 40.

GBA
[ (2.712 mq) }

* CLC: Sephadex (1.949 mg)
*a=46cm,p 2cm

* MeOH / 110 aliquotas

de ~4,0 mL

_————_--Ll

» Evaporacéo
* Dessecador

* Aliquota: * Aliquota: « Aliquota: « Aliquota:
1-36 37-61 62.79 80-110

GBA1l GBA 2 GBA3 GBA 4
(109,5 mg) (1.637 mQ) (38,0 mg) (30,0 mg)

Esquema 40. Fracionamento cromatografico do extrato GBA por CLC.

s A fracdo GBA 1 foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase mével MeOH. O fracionamento originou
39 aliguotas de aproximadamente 1,5 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacédo e semelhanca, resultando
em trés fragBes, sendo duas positivas para alcaloides (GBA 1.1e GBA 1.2),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Apés a remocdo do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fragcdes positivas

obtidas foram submetidas a CLC e CCDP conforme descritas no Esquema 41.
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GBA1l
(106,5 mg)
» CLC: Sephadex
*a=20cm, ¢ 1,.5cm

* MeOH
» 39 aliquotas de ~1,5 mL

* CCDC
« Evaporacao *CCDC
(TTTTTTET TS \ (T T T T
. 1lFragdo ! 1 2 Fragdes E
| ) : : (+) !
» Evaporagao
* Dessecador
« Aliquota: * Aliquota:
1-17 18-26
GBA 11 GBA 1.2
(38,9 mg) (50,7 mg)
e CLV * CCDP
* Sephadex * Vidro 20x20
ea=20cm,$ 1,5cm * CHCI3:MeOH
* MeOH (8,5:1,5) 60 mL
+ 13 aliquotas ~1,0 mL
*CCDC * CCDC
» Evaporacao » Evaporacéo
* Dessecador * Dessecador

T N

I

Esquema 41. Fracionamento cromatografico da fragdo GBA 1 por CLC e de suas subfragdes.

% GBA 1.1: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
posteriormente submetida a um fracionamento isocréatico por CLC utilizando
como fase estacionaria Sephadex LH20 e fase mével MeOH, resultando em
treze aliqguotas que foram analisadas por CCDC e posteriormente reunidas
por comparacdo e semelhanca, originando duas fragées, sendo uma positiva
(GBA1.1.2 — 28,5 mg), que foi submetida analise de CG-EM, identificando-se
0s compostos (60), (61), (63) e (64).

% GBA 1.2: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:AcOEt (6:4) e submetido a um fracionamento por CCDP com fase
movel CHCI;:MeOH (8,5:1,5), sendo suas fracdes obtidas descritas na Tabela
22.
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Tabela 22. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo: GBA 1.2 e compostos isolados.

(=}
Fragéo / Técnica Fase Movel ) g
. FracOes Obtidas o
Subfragao Cromatografica (Proporgéo) mL - IS
Positivas (mg) o
(&)
CCDP CHCl3:MeOH GBA1.2.1 (15,5)
GBA1.2 (Vidro 20x20) (8,5:1,5) 60 GBA1.2.2(1,3)
4 fracBes GBA1.2.3 (1,0)

GBA1.2.4 (2,1)

s A fracdo GBA 2 foi solubilizada em aproximadamente 2,0 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLV utilizando como fase
estacionaria Silica gel 60 ACC (6-35 um, Chromagel-SDS) e fase movel
gradiente AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH. O fracionamento originou 31 aliquotas,
gue foram analisadas por CCDC e posteriormente reunidas por comparacao e
semelhanca, resultando em dez fracfes, sendo oito positivas (GBA 2.2, GBA
2.4 a GBA 2.10), verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Apds a
remocéao do solvente em evaporador rotatério as fragdes foram armazenadas
em um dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracdes
positivas obtidas foram submetidas a variadas técnicas cromatograficas

conforme descritas no Esquema 42.
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GBA 2
(1.636 mgQ)
» CLV: Silica gel (6-35 um)
*a=55cm, ¢ 5cm

* MeOH
« 31 aliquotas

* CCDC
« Evaporacao *CCDC

_—————- e

:I 2 FracoOes
| ©)

_____________

| 8 Fracgdes
| (+)

____________

* Evaporagdo
* Dessecador

* Aliquota: * Aliquota: * Aliquota: * Aliquota: * Aliquota: « Aliquota: | Aliquota: * Aliquota:
11-14 17-20 21-22 23-24 25-28 29 30 31

[ GBA 2.2 }GBAZA }GBAZ.S ]GBAZ.G }GBAZ.? }GBAZ.S ]GBAZ.Q ]GBAZ.lO}

(31,0 mg) |(630,9 mg) |(145,6) mg [(40,3mg) [(278,3mg) |(11,1 mg) [(184,1 mg) |(28,6 mQ)
+ CLV: « CLC: - CLC: » CLC:
+ CCDP i - CCDP - CCDP - - CCDP
« Aluminio Silica-gel Sephadex « Aluminio Sephadex « Aluminio Sephadex « Aluminio
20x20 *a=4cm, »a=45cm, 20x20 - a= 80 cm, 20x20 *a=45cm, « 20x20
- AcOEtn-He | P2¢€m ch2emAcOEEnHe [ P2CM *n-Hex $250m . ACOEtn-Hex
- * AcOEt:n-Hex | « MeOH * MeOH * MeOH .
CHCIl3:MeOH CHCla:MeOH . . |CHCIz:MeOH . CHCl3:MeOH . CHCl3:MeOH
(L:1:1:1) aMe + 48 aliquote (:11:1) + 44 aliquotas (0,5:8,5:1) * 43 aliquotas (1:1:1:1)
» 25 aliauotas | de ~3.0 mL e de ~2.0 mL T de ~2.0 mL

P L T T e e =TIy npuip g RN RSP s gistou SRR DU,

5Fragdes, 1Fracdo, 2Fracles, 3Fragcdes, 3 Fragﬁes:l 2 Fragées:l 2 Fragées:l 2 FracOes

M (GO RN SO (GO ) " (GORN (+) ,i

1Fra(;éo:l 4 Fragbes :I 1Fragéo:l 1 Fragdo :I 1Fragao:l 1 Fragdo
O N N O I : ORN ORE O CRE

Esquema 42. Fracionamento cromatografico da fracdo GBA 2 por CLV e de suas subfracdes.

% GBA 2.2, GBA 2.6, GBA 2.8 e GBA 2.10: As amostras foram solubilizadas em
aproximadamente 0,5 mL de MeOH:AcOEt (6:4) e entdo submetidas a
fracionamentos por CCDP sendo suas fracGes obtidas descritas na Tabela 23.
Os compostos obtidos foram analisados por CCDC e enviados para analise
de RMN.
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Tabela 23. Fracionamento cromatografico realizado nas fracdes: GBA 2.2, GBA 2.6, GBA 2.8 e GBA

2.10 e compostos isolados.

Fracéo / Técnica Fase Mével ) %
Fraces Obtidas S
Subfragao Cromatogréfica (Proporcéo) mL o £
Positivas (mQ) 8
CCDP AcOEt:n- GBA2.2.1 (6,4)
GBA2.2 (Aluminio 20x20) Hex:CHCl3;:MeOH GBA2.2.2(2,0)
6 fracbes (1:1:1:1) 60 GBA2.2.3 (2,1)
GBA2.2.4 (1,8)
GBA2.25(2,1)
GBA 2.6 CCDP AcOEt:n- GBA 2.6.1 (3,5)
(Aluminio 20x20) Hex:CHCI3;:MeOH GBA2.6.2 (4,1)
4 fracdes (1:1:1:1) 60 GBA2.6.4 (1,5)
GBA2.8 CCDP n-Hex:CHCIl3:MeOH GBA2.8.1 (2,5) (XXI)
(Aluminio 20x20) (0,5:8,5:1) 60 GBA2.8.2(2,5) (XX11)
2 fragbes
GBA 2.10 CCDP AcOEt:n- GBA 2.10.1 (1.0) (XXV)
(Aluminio 20x20) Hex:CHCl3:MeOH GBA 2.10.2 (4.7) (XXT1)
3 fracbes (1:1:1:1) 60

s GBA 2.4: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 1,5 mL de MeOH e

entdo submetidas ao fracionamento por

CLV utilizando como fase

estacionaria Silica gel 60 ACC (6-35 um, Chromagel-SDS) e fase moével
gradiente AcOEt:n-Hex:CH,Cl,:MeOH. O fracionamento originou 26 aliquotas,
gue foram analisadas por CCDC e posteriormente reunidas por comparacao e
semelhanca, resultando em cinco fragbes, sendo apenas uma positiva (GBA
2.4.3), verificada pelo teste com reagente de Dragendorff. Apds a remoc¢éo do
solvente em evaporador rotatério as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. A fracdo positiva foi
submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase

estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH, sendo suas fracdes obtidas
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descritas na Tabela 24.

Tabela 24. Fracionamento cromatografico realizado na fragdo: GBA 2.4 e GBA 2.4.3.

Fracéo / Técnica Fase Movel Aliquotas FracGes Obtidas
Subfragao Cromatografica (Proporcéo) mL Positivas (mg)
GBA2.4 cLv AcOEt:n-Hex:CHCl3:MeOH  11-15 GBA 2.4.3 (557,3)

Silica gel (6-35 um)  (0:100:0:0) 100

a=4cm,d2cm (10:90:0:0) 100

25 aliquotas (20:80:0:0) 50

5 fraces (30:70:0:0) 50

(40:60:0:0) 50
(50:50:0:0) 50
(60:40:0:0) 50
(70:30:0:0) 50
(80:20:0:0) 100
(90:10:0:0) 150
(100:0:0:0) 250
(97,5:0:2,5:0) 200
(95:0:5:0) 200
(92,5:0:7,5:0) 200
(90:0:10:0) 200
(87,5:0:12,5:0) 200
(85:0:15:0) 250
(82,5:0:17,5:0) 200
(80:0:20:0) 100
(77,5:0:22,5:0) 100
(75:0:25:0) 50
(50:0:25:25) 50
(25:0:25:50) 50
(0:0:50:50) 50
(0:0:0:100) 100

GBA24.3 CLC MeOH 1-4 GBA 2.4.3.1 (6,6)
Sephadex (100) 5-14 GBA 2.4.3.2 (141,2)
a=27cm, ¢ 2cm 15-23 GBA 2.4.3.3 (373,2)
27 aliquotas ~ 5,0 mL 24-27 GBA2.4.3.4 (14,9)

4 fracdes
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o GBA 2431 e GBA 2.4.3.4: As amostras foram solubilizadas em
aproximadamente 0,5 mL de MeOH:AcOEt (6:4) e entdo submetidas a

fracionamentos por CCDP sendo suas fracGes obtidas descritas na Tabela 25.
Os compostos obtidos positivos foram analisados por CCDC e enviados para
anélise de RMN.

Tabela 25. Fracionamento cromatografico por CCDP realizado nas fracdes: GBA 2.4.3.1 e GBA

2.4.3.4 e compostos isolados.

]
Fragéo / Técnica Fase Movel ) g
. FracOes Obtidas o
Subfragao Cromatogréfica (Proporgéo) mL - £
Positivas (mg) o
O
GBA243.1 CCDP CHCIl3:MeOH GBA2.4.3.1.1 (1,6)
(Aluminio ) (9:1) 60 mL GBA2.4.3.1.2 (1,8)
Eluicdo 2x
3 fracBes
GBA 2434 CCDP CHCIl3:MeOH GBA2.4.3.4.2 (6,4)
(Aluminio ) (9:1) 60 mL GBA 2.4.3.4.4 (3,7)
Eluigao 2x GBA 2.4.3.4.5 (1,8)
5 fracBes

%+ GBA 2.4.3.2 e GBA 2.4.3.3: As amostras foram solubilizadas em

aproximadamente 1,0 mL de MeOH e submetida a um fracionamento

isocratico por CLC utilizando como fase estacionaria Sephadex LH20 e
fase mével MeOH, originando-se 55 e 50 aliquotas respectivamente, que
foram analisadas por CCDC e reunidas por comparacao e semelhanca,
originando trés (GBA 24.3.2.2, 2.4.3.2.3 e GBA 2.4.3.2.4) e quatro (GBA
2.4.3.3.2 a GBA 2.4.3.3.5) fracOes positivas, sendo elas representadas na
Tabela 26.



Tabela 26. Fracionamento cromatografico realizado nas frac6es: GBA 2.4.3.2 e GBA 2.4.3.3.
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Fracdo / Subfragéo Técnica ] Fase Movel Aliquotas FracBes Obtidas

Cromatogréfica (Proporcéo) mL
Positivas (mg)

GBA24.3.2 CLC MeOH 16-34 GBA 2.4.3.2.2 (89,9)
Sephadex (100) 35-45 GBA 2.4.3.2.3 (20,6)
a=44cm, ¢ 2,5cm 56-55 GBA2.4.3.2.4 (11,7)
55 aliquotas de ~2,5 mL
4 fracBes

GBA24.33 CLC MeOH 8-17 GBA2.4.3.3.2(9,2)
Sephadex (100) 18-36 GBA 2.4.3.3.3 (67,6)
a=80cm, ¢ 2cm 37-49 GBA 2.4.3.3.4 (246,7)
50 aliquotas de ~ 3,0 mL 50 GBA 2.4.3.3.5 (29,8)

5 fragcBes

< GBA 24322 GBA 24323 e GBA 2.4.3.2.4: As amostras foram

solubilizadas em aproximadamente 0,5 mL de MeOH:AcOEt (6:4) e entao

submetidas a fracionamentos por CCDP sendo suas fracdes obtidas descritas

na Tabela 27. Os compostos obtidos foram analisados por CCDC e enviados

para analise de RMN.

Tabela 27. Fracionamento cromatogréfico realizado nas fragbes: GBA 2.4.3.2.2, GBA 2.4.3.2.3 e GBA

2.4.3.2.4 e compostos isolados.

continua
2
Fracgéo / Técnica Fase Movel . 2
. . . Frac8es Obtidas o
Subfracéo Cromatogréfica (Proporgéo) mL . £
Positivas (mg) o
o
GBA24.3.2.2 CCDP (50,0 mg) n- GBA2.4.3.2.2.1(9,1) (XV)
(Vidro 20x20) Hex:CHCl3z:MeO GBA2.4.3.2.2.2 (20,4) (XIV)
3 fracBes H
(0,5:1:8,5) 60 mL
GBA2.4.3.2.3 CCDP AcOEt:n- GBA2.4.3.2.3.1(6,8)

(Aluminio 20x20 )

2 fragcBes

Hex:CHCI3:MeO
H



GBA2.4.3.24

CCDP

(Aluminio 20x20 )

3 fracbes

(1:1:1:1) 50 mL

CHCl3:MeOH
(8,5:1,5) 50 mL

GBA2.4.3.2.4.1 (2,6)
GBA2.4.3.2.4.2 (2,3)

111

X)

final

s GBA 2.4.3.3.2, GBA 2.4.3.3.3, GBA 2.4.3.3.4 e GBA 2.4.3.3.5: As amostras

foram solubilizadas em aproximadamente 0,5 mL de MeOH:AcOEt (6:4) e

entdo submetidas a fracionamentos por CCDP sendo suas fracdes obtidas

descritas na Tabela 28. Os compostos obtidos foram analisados por CCDC e

enviados para analise de RMN.

Tabela 28. Fracionamento cromatografico realizado nas fracdes: GBA 2.4.3.3.2, GBA 2.4.3.3.3, GBA
2.4.3.3.4 e GBA 2.4.3.3.5 e compostos isolados.

continua
2
Fracgéo / Técnica Fase Movel . i 2
. Fragcdes Obtidas a
Subfragdo Cromatogréfica (Proporg¢éo) mL o I=
Positivas (mg) o
@)
GBA2.4.3.3.2 CCDP CHCl3:MeOH GBA2.4.3.3.2.1(1,9)
(Vidro 20x20) (8,5:1,5) 50 mL GBA2.4.3.3.2.2(2,2)
4 fracdes GBA2.4.3.3.2.3(1,1)
GBA2.4.3.3.3 CCDP CHCl3:MeOH GBA2.4.3.3.3.1 (9,4) (X)
(Vidro 20x20) (8,5:1,5) 50 mL GBA 2.4.3.3.3.2 (3,6) (XVI)
3 fracbes GBA 2.4.3.3.3.3(2,7) (vnn
GBA2.4.3.3.4 CCDP (120 mg) CHCIl3:MeOH GBA2.4.3.3.4.1(1,9)
(2 Placas de (8,5:1,5) 50 mL GBA2.4.3.3.4.2 (28,1) (XVI)
Vidro 20x20 ) GBA 2.4.3.3.4.3 (10,5)
4 fracBes GBA2.4.3.3.4.4(4,1)
GBA2.4.3.3.5 CCDP AcOEt:n-Hex:CHCI;:MeOH  GBA 2.4.3.3.5.1 (4,1)

(Aluminio 20x20)

(2:1:1:) 50 mL

GBA2.4.3.3.5.2 (6,7)
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6 fracdes GBA 2.4.3.3.5.3 (3,7) XV
GBA2.4.3.3.5.5 (3,5)
GBA 2.4.3.3.5.6 (4,8) (XVII),(XIX)
final

< GBA 2.5, GBA 2.7 e GBA 2.9: As amostras foram solubilizadas em
aproximadamente 1,0 mL de MeOH e posteriormente submetidas um
fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH20 e fase mével MeOH, as suas aliquotas foram analisadas
por CCDC e posteriormente reunidas por comparacdao e semelhanca,
originando as fragdes descritas na Tabela 29.

Tabela 29. Fracionamento cromatografico realizado nas fragdes: GBA 2.5, GBA 2.7 e GBA 2.9.

continua
. . Técnica Fase Movel Aliquotas . i
Fracdo / Subfracéo . . Fracdes Obtidas
Cromatogréfica (Proporcéo) mL o
Positivas (mg)
GBA2.5 CLC MeOH 1-29 GBA 2.5.1 (100,3)
Sephadex (100) 30-48 GBA 2.5.2 (34,9)

a=45cm, ¢ 2cm
48 aliquotas de ~1,5 mL

2 fragBes

GBA2.7 CLC MeOH 1-26 GBA 2.7.1 (78,0)
Sephadex (100) 27-35 GBA 2.7.2.s (58,6)
a=80cm, ¢ 2cm 27-35 GBA 2.7.2.c (80,0)*
44 aliquotas de ~ 2 mL
4 fracles

GBA2.9 CLC MeOH 13-19 GBA 2.9.2 (38,9)
Sephadex (100) 20-43 GBA 2.9.3 (102,6)

a=44cm,$ 2,5cm
43 aliquotas de ~2 mL

3 fragBes

* Cristais formados da fracdo GBA 2.7.2
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% GBA 2.5.1, GBA 2.5.2, GBA 2.7.1, GBA 2.7.2, GBA 2.9.2 e GBA 2.9.3: As

amostras foram solubilizadas em aproximadamente 0,5 mL de MeOH:CHCl;

(7:3) e entdo submetidas a fracionamentos por CCDP sendo suas fracfes

obtidas descritas na Tabela 30. Os compostos obtidos foram analisados por

CCDC e enviados para analise de RMN.

Tabela 30. Fracionamento cromatografico realizado nas fragfes: GBA 2.5.1, GBA 2.5.2, GBA 2.7.1,

GBA2.7.2, GBA2.9.2 e GBA 2.9.3 e 0s compostos isolados.

Fracéo /
Subfracédo

Técnica
Cromatogréfica

Fase Mével
(Proporgéo) mL

FracOes Obtidas
Positivas (mQ)

Composto

GBA25.1

GBA25.2

GBA2.7.1

GBA2.7.2

GBA2.9.2

GBA2.9.3

CCDP (50 mg)
(Vidro 20x20)
6 fracbes

CCDP
(Vidro 20x20)
6 fracGes

CCDP

(2 Placas
Aluminio 20x20 )
7 fracBes

CCDP
(Aluminio 20x20 )
4 fracdes

CCDP
(Aluminio 20x20 )
4 fracdes

CCDP (50,0 mg)
(Vidro 20x20)
4 fracdes

AcOEt;:CHCI3;:MeOH
(1:7:2) 60 mL

AcOEt:CHCl3:MeOH
(1:7:2) 60 mL

n-Hex:CHCIl3:MeOH
(0,5:8,5:1) 60 mL

n-Hex:CHCl3:MeOH

(0,5:8,5:1) 60 mL

n-Hex:CHCl3:MeOH
(0,5:8,5:1) 60 mL

CHCl3:MeOH
(9:1) 60 mC

GBA2.5.1.1 (12,3)
GBA2.5.1.2 (6,0)
GBA2.5.1.5 (1,3)
GBA2.5.1.6 (8,1)

GBA2.5.2.1 (1,0)
GBA2.5.2.2 (5,0)
GBA2.5.2.3 (1,4)
GBA2.5.2.4 (6,1)

GBA2.7.1.1 (1,1)
GBA2.7.1.2 (4,6)
GBA2.7.1.4 (3,4)
GBA2.7.1.5 (6,2)

GBA2.7.2.1 (10,0)
GBA2.7.2.2 (13,1)
GBA2.7.2.3 (2,8)
GBA2.7.2.4 (8,6)

GBA2.9.2.1 (4,2)
GBA2.9.2.2 (15,4)

GBA2.9.3.1 (3,3)
GBA2.9.3.2 (2,7)
GBA2.9.3.3(2,2)

(XD), (X111

(XX)

(XI1)
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% A fragcdo GBA 3 foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetida a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
37 aliguotas de aproximadamente 2,5 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em trés fragbes, sendo apenas uma positiva para alcaloides (GBA 3.2),
verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Ap6s a remocédo do
solvente em evaporador rotatorio as fracbes foram armazenadas em um
dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fragdo positiva
foi submetida CCDP conforme descritas no Esquema 43.

GBA3
(38,0 mg)
» CLC: Sephadex
*a=20cm, ¢ 1,5cm

* MeOH
« 37 aliquotas de ~2,5 mL

* CCDC
» Evaporacéo *CCDC
(T TTTTTTTTE T \ (T TTTTT T EE TS
,  2Fragédo ! ! 1 Fragao E
| ¢ : : *) !
» Evaporacao
» Dessecador
* Aliquota:
10-26
GBA 3.2
(29,3 mg)
* CCDP
¢ Aluminio 20x20
* CHCl;:MeOH
(9:1) 60 mL
*«CCDC
» Evaporacéo
+» Dessecador
4 Fracles

I
m
=
QD
O
n
o

Esquema 43. Fracionamento cromatogréfico da fragdo GBA 3 por CLC e de suas subfracdes.

% GBA 3.2: A amostra foi solubilizada em aproximadamente 0,5 mL de
MeOH:CHCI; (7:3) e posteriormente submetida a um fracionamento por

CCDP com fase moével CHCI;:MeOH (9:1) sendo suas fragBes obtidas
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descritas na Tabela 31. Os compostos isolados foram analisados por CCDC e
0s positivos enviados para analise de RMN.

Tabela 31. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo: GBA 3.2 e compostos isolados.

) Fase Mével ) 9
Fracéo / Técnica Frac8es Obtidas 2
. (Proporgéo) . <3
Subfracao Cromatografica L Positivas (mg) £
" 8
CCDP CHCl3:MeOH GBA3.2.1(11,9) (XVI),(XVI)
GBA3.2 (Aluminio 20x20) (9:1) 60 GBA3.2.2 (3,5)
Eluigéio 3x GBA3.2.4 (2,1)
8 fragbes GBA3.2.6 (2,3)

% A fragdo GBA 4 foi solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de MeOH e
submetido a um fracionamento isocratico por CLC utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH20 e fase movel MeOH. O fracionamento originou
71 aliguotas de aproximadamente 2,0 mL cada, que foram analisadas por
CCDC e posteriormente reunidas por comparacdo e semelhanca, resultando
em quatro fracdes, sendo duas positivas para alcaloides (GBA 4.1, GBA 4.3 e
GBA 4.4), verificadas pelo teste com reagente de Dragendorff. Apds a
remocao do solvente em evaporador rotatorio as fracbes foram armazenadas
em um dessecador a vacuo por 48 hs e posteriormente pesadas. As fracdes
positivas foram submetidas a CCDP conforme descritas no Esquema 44.
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GBA 4
(30,0 mg)
» CLC: Sephadex
*a=1l4cm, ¢ lcm

* MeOH
» 71 aliquotas de ~2 mL

* CCDC
« Evaporacao *CCDC
(T TTT T T TTTTS \ (TTTTT T TTTTTY \
E 2 Fracbes | ' 2 Fracgao !
. ©) ! | +) :
* Evaporacao
» Dessecador
* Aliguota: * Aliquota:
50-60 61-71
GBA 4.3 GBA 4.4
(9.0 mg) (4.9 mg)
* CCDP « CCDP
* Aluminio 10x10 * Aluminio 10x10
* n-Hex:ACO * CHCl;:MeOH
Et:CH,Cl,:MeOH (9:1) 40 mL
(1:2:1:1) 40 mL
* CCDC *CCDC
» Evaporacéo » Evaporacao
*» Dessecador * Dessecador
(T TTTTTTTE \ /2 Vi \ Tt TTT T \
\ 2Fracado | , lFragcdo | 2Fragdo ! i\ 2 Fragao |
: ) : | () ' ) : : ©) |

Esquema 44. Fracionamento cromatografico da fracdo GBA 4 por CLC e de suas subfraces..

% GBA 4.3 e GBA 4.4: As amostras foram solubilizadas em aproximadamente
0,5 mL de MeOH:CHCl;3 (7:3) e posteriormente submetida a um fracionamento
por CCDP, sendo suas fracdes obtidas descritas na Tabela 32. Os compostos

isolados foram analisados por CCDC e enviados para analise de RMN.
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Tabela 32. Fracionamento cromatografico realizado na fracdo: GBA 4.3 e GBA 4.4 e compostos
isolados.
] Fase Mével ] o
Fracéo / Técnica Fracdes Obtidas 2
. (Proporgéo) o <3
Subfragao Cromatografica L Positivas (mg) IS
m 8
CCDP n-Hex:ACO GBA4.3.1 (4,4)
GBA 4.3 (Aluminio 10x10) Et:CH.Cl,:MeO GBA 4.3.2 (2,0)
3 fracbes H
(1:2:1:1) 40 mL
GBA4.4 CCDP CHCl3:MeOH GBA4.4.1(1,1)
(Aluminio 10x10) (9:1) 40 ML GBA4.4.3 (1,4)
4 fragbes GBA 4.4.4 (1,0)

O Esquema 45 resume os compostos isolados dos fracionamentos de GBH que

foram identificados pelas técnicas de RMN e/ou CG-EM e 0s compostos

identificados por CG-EM na fracdo que néo foi finalizada.

|

Compostos
GBA

Isolados e
Identificados

* RMN

Compostos

VI, (X), (X1), (XI1), (X1,
(XIV),(XV),(X1),(XVII),
(XVI),(XIX),(XX),(XXI),
XX, (XX, (XXV)

* CG-EM

Compostos
(60),(61),(62),(63)

Esquema 45. Compostos isolados e identificados da fracdo GBA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compostos identificados

A identificacdo de compostos quimicos presentes nas espécies Hippeastrum
diniz-cruziae e Hippeastrum glaucescens, foi possibilitada através da andlise por
CG-EM. O acoplamento do espectrébmetro de massas ao cromatografo gasoso
permite a medicdo da relacdo massa/carga (m/z) dos ions na fase gasosa que, por
sua vez, fornece informagées sobre a abundancia de cada espécie idnica®’. Dessa
forma, juntamente com a biblioteca de alcaloides desenvolvida na Universidade de
Barcelona, foi possivel identificar diversos compostos conhecidos, assim como

sugerir possiveis compostos inéditos em diversas fracdes analisadas.

Através das extracdes acido base realizadas em ambas espécies, foi possivel
a purificacdo dos extratos brutos metandlicos, que em conjunto com as particdes
liquido-liquido, permitiu a obtencdo de fracdes concentradas em compostos de
interesse, denominadas enriquecidas. Embora as fracfes &acidas ndo sejam
denominadas enriquecidas, as mesmas foram submetidas a andlise por CG-EM a
fim de obter o perfil quimico de todas as fracdes obtidas no processo de extragao.

N&o obstante, se faz necessario ressaltar que todas as tabelas de CG-EM
serdo revisadas antes da versao final desse trabalho, pois necessita-se de um novo

padrao de comparacdao (indices de Kovats) para todas as analises realizadas.
4.1.1 Hippeastrum diniz-cruziae

A partir das analises de CG-EM das fracbes AcOEt acido e das fracdes
enriquecidas de Hippeastrum diniz-cruziae, que até o momento nao foram
quimicamente estudadas, verificou-se um total de 39 alcaloides identificados pela
biblioteca de alcaloides e 24 n&o identificados (Tabela 33). Os bulbos indicaram a
maior concentracdo de compostos presentes na planta, sendo esses alcaloides
principalmente do tipo licorina. O alcaloide homolicorina foi 0 mais abundante na
fracdo n-Hex das folhas e nas raizes o alcaloide galantina foi o0 mais abundante para
a fracdo AcOEt. Para a fracdo n-Hex, o composto mais abundante foi um metabolito
desconhecido. A tabela com as demais informacdes de CG-EM para esses extratos

encontra-se no Anexo A.1.
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As fragcbes DCFLA, DCBLA, DCRLA, DCFAM e DCRAM apresentaram
apenas tracos ou nao indicaram presenca de alcaloides em sua composi¢ao, sendo
confirmadas pela analise por CCDC, conforme descrito anteriormente, optando-se
por ndo seguir o seu estudo. A fracdo n-Hex das raizes e AcOEt:MeOH dos bulbos
embora apresente compostos relevantes, nao foi realizado o seu fracionamento.

Tabela 33. Compostos identificados por CG-EM nas frac6es AcOEt acido e das fracdes enriquecidas

de Hippeastrum diniz-cruziae.

continua

Hippeastrum diniz-cruziae Folhas (%) Bulbos (%) Raizes (%)
Compostos LA H A AM i LA H A AM | LA H A AM
Tipo Licorina
Pseudolicorina - - - - - - 19,65 Tra - - 0,87
3,4-Dihidro-1-acetillicorina - - - - - 085 - - - - -
Licorina - - - - - 155 215 - - - -
Assoanine - - - - - 033 - - - - -
Sternbergina - - - - - Tra - - - - -
1-O-Acetil-caranine - - - - - 091 - - - - -
Dihidrolicorina - - - - - - - - - 3,7
Anidrolicorina - - - Trai - 288 Tra 1595 - - -
2-O-Acetillicorina - - - - - 2,06 - - - - 10,8
11,12-Dehidroanidrolicorina - - - Trai - 22,00 6,14 3258: - 0,55 -
1-O-Acetillicorina - - - - - 0,36 - - - - -
Hippamina - - - - - 11,50 - - - - -
Hippadina - - - - - 0,29 4,29 - - - 2,44
Galantina - - - - - 021 0,33 - - - 79,37
Oxoassoanine Tra 8,98 - - - 084 346 - - - -
Ungiminorina - - - - - 7,66 - - - - -

Tipo Haemantamina/Crinina

Crinamina - - - - - - Tra - - - -
8-O-Demetilmaritidina - - - - - 59 057 072 - - -
11-Hidroxivitatina - - - - - - 1,57 - - - -
Vitatina (crinina) - - - - - 5,60 - - - - -
11-oxohaemantamina - - - - - - - 10,51 ¢ - - -
Hippeastidina - - - - - Tra - - - - -

Tipo Tazetina
Tazetina - 0,85 - - - - - - - - -

Tipo Homolicorina
Tipo Homolicorina - 80,31 - - - Tra - - - - -
8-O-Demetilhomolicorina - 9,69 - - - - 0,95 - - - -
2-Hidroxihomolicorina - - - - - - Tra 3,60 - - -
Tipo Galantamina
Galantamina - - - - - 2,78 6,71 - - - -
Licoramina - - - - - 12,86 23,8 - - - -




Licoraminona
3-O-acetilsanguinina

Tipo Montanina

Pancracine

2-O-Metilpancracine (Montanina)

Tipo Mesembranona

6-Epimensembranol (NP)
Narciclasina

Trisfaeridina

Qutros tipos

Galantidol

O-Metiltiramina

Hordenina

N-Metiltiramina

Tiramina

Né&o identificados

Desconhecido (O-Metiltiramina)
Desconhecido (m/z 223)
Desconhecido (m/z 148)
Desconhecido (m/z 315)
Desconhecido ( 11,12-Dehidrolicorina)
Desconhecido (m/z 203)
Desconhecido (m/z 361)
Desconhecido (Deacetilcantabricina)
Desconhecido (Norpluvine)
Desconhecido (O-Metilnorberladina)
Desconhecido (O-Metillicorinina)
Desconhecido (Papiramina)
Desconhecido (m/z 264)
Desconhecido (m/z 228)
Desconhecido (m/z 224)
Desconhecido (8-O-
Demetilhomolicorina)

Desconhecido (Pseudolicorina)
Desconhecido (m/z 278)
Desconhecido (Phenanthridina)
Desconhecido (Dihidro-1-acetillicorina)
Desconhecido (m/z 294)
Desconhecido (m/z 280)
Desconhecido (Tipo homolicorina)

Desconhecido (O-Demetillicoramin)

Tra

Tra

0,39
0,43

5,63

0,17

4,75
Tra
0,35
4,03
0,39

2,07

Tra

0,11

Tra

Tra
0,56

0,90

2,75
0,81

Tra

0,34
1,29

5,27
0,19

0,82
3,82

0,26
13,08

0,86

7,64
0,77
13,11

120

*Tracos (Tra): <0,05

final
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4.1.2 Hippeastrum glaucescens

Na literatura encontra-se trés estudos para o Hippeastrum glaucescens; o de
Hoffmann e colaboradores (2003 e 2004)**%, que relata o isolamento de licorina,
tazetina e pretazetina, sendo os dois ultimos também isolados nesse estudo; o
trabalho de Andrade e colaboradores (2012)%, onde a anélise de CG-EM dos bulbos
evidenciaram a presencga dos alcaloides licorina, pretazetina, 3-epimacronina, 3-
epideoxitazetina, deoxitazetina, trisfaeridina, galantamina, N-formilnorgalantamina,
sanguinina, N-dimetillgalantamina, 3-epinorgalantamina, narvedina,
anidrogalantamina e hippeastrina®; e um Uultimo estudo do mesmo autor, onde
relata-se os alcaloides ja mencionados 3-epimacronina, trisfaeridina e hipeastrina,
porém ressalta-se a presenca do alcaloide galantamina como composto majoritario,
conforme de ANDRADE e colaboradores (2016)?°. Nesta particularidade, as
condicdes edafoclimaticas das diferentes localidades de coleta (Rio grande do Sul e
Minas Gerais) exercem um papel crucial no conteddo quimico das espécies, como ja

demostrado em outras investigaces™®.

As andlises de CG-EM da fracdo AcOEt acido e das fracdes enriquecidas de
Hippeastrum glaucescens evidenciaram a presenca de 12 compostos identificados
pela biblioteca de alcaloides e outros 9 compostos ndo identificados (Tabela 34).
Apresentando-se como maiores constituintes dos bulbos os alcaloides do tipo
homolicorina. A fracdo AcOEt &cido para essa espécie apresentou compostos
identificados pela biblioteca e compostos desconhecidos, optando-se por também
realizar o seu estudo. Para a fracdo AcOEt:MeOH foi identificado 3 compostos;
desses, apenas um menos abundante ndo foi identificado nas outras fracoes,
elegendo-se por ndo dar-se continuidade ao seu estudo. A tabela com as demais
informacdes de CG-EM para esses extratos encontra-se no Anexo A.2 Foram
verificados posteriormente que 4 desses compostos desconhecidos da fragdo AcOEt
acido (m/z 226, m/z 256, m/z 270 e m/z 272) indicaram ser flavonoides e suas

estruturas ainda estdo em processo de elucidagéo.



Tabela 34. Compostos identificados

Hippeastrum glaucescens.
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na fracdo AcOEt acido e das fracBes enriquecidas de

Hippeastrum glaucescens

Compostos

LA

Bulbos (%)

AM

Tipo Licorina
11,12-Dehidroanidrolicorina

Tipo Haemantamina/Crinina

Haemantamina

Tipo Tazetina
Epimacronina

Tazetina

Tipo Homolicorina
Homolicorina

Nerinina
8-O-Demetilhomolicorina
2-Metoxi-8-O-demetilhomolicorina
Candimina
2-Hidroxihomolicorina
Narciclasina
Trisfaeridina

Outros tipos

Galantidol

Né&o identificados

Desconhecido (Tipo Homolicorina)

Desconhecido (2-Metoxihomolicorina)

Desconhecido (m/z 139)
Desconhecido (Tipo Homolicorina)
Desconhecido ( 2-Metoxipratosina)
Desconhecido m/z (270)
Desconhecido (m/z 272)
Desconhecido (m/z 226)
Desconhecido (m/z 256)

21,02
0,39
10,57
0,13

Tra

Tra

0,73

21,23
33,25
1,57
0,53

1,68
0,79

1,75
44,01
0,60
0,39

Tra

Tra

3,79
46,89

Tra

0,15

0,55

Tra

42,31

0,57
15,07
0,73

7,03

0,18
6,08
27,19

*Tragos (Tra): <0,05

4.1.3 Fragdes néo finalizadas

Neste trabalho foram empregados diversos processos cromatograficos,

visando o isolamento dos alcaloides presentes nos extratos de Hippeastrum diniz-

cruziae e Hippeastrum glaucescens. Entretanto, para algumas fracées de ambas as

espécies ndo foram possiveis suas finalizacdes, enviando-se uma aliquota de cada

fragdo para analise de CG-EM. Dessa forma, foi possivel detectar para o



123

Hippeastrum diniz-cruziae um total de 47 compostos (entre identificados e nao
identificados pela biblioteca de alcaloides, nos extratos analisados anteriormente),

gue foram numerados de (1) a (47) e estao descritos no Anexo A.3.

As analises para as fragbes de Hippeastrum glaucescens levaram a deteccao
de 17 metabolitos (entre identificados e nao identificados pela biblioteca de
alcaloides, nos extratos analisados anteriormente) numerados de (48) a (63),

estando representados no Anexo A.4.

4.2 Compostos isolados
4.2.1 Alcaloides

Diversos compostos pertencentes a classe dos alcaloides isoquinolinicos tém
sido comumente isolados das espécies da familia Amaryllidaceae. Outros
compostos, mesmo apresentando um baixo niumero de relatos, também possuem
caracterizacao estrutural bem fundamentada na literatura. Nesse sentido, somente
0s compostos inéditos isolados nesse trabalho serdo discutidos e os conhecidos
possuirdo 0s seus dados espectrais comparados com os da literatura. Essa
comparacdo de dara pelos artigos publicados, assim como pelos trabalhos
académicos publicados, que realizaram uma discussao abrangente dos mesmos

compostos.

Nesse trabalho, foram obtidos 25 compostos, pertencentes a classe dos
alcaloides isoquinolinicos; para o Hippeastrum diniz-cruziae, foram isolados 5
compostos, com esqueletos do tipo homolicorina, narciclasina e licorina; para o
Hippeastrum glaucescens, foram isolados 16 alcaloides e 4 alcaloides em mistura,

com esqueletos do tipo homolicorina, haemantamina/crinina, tazetina e narciclasina.

A partir das anélises dos espectros de RMN de '*H em comparacdo com os
dados da literatura foram identificados os compostos 7-deoxi-narciclasina (ll), licorina
(M), pseudolicorina (IV) e ungiminorina (V) do Hippeastrum diniz-cruziae e
albomaculina N-Oxido (IX), 2a-metoxihomolicorina (XX), 2a-hidroxihomolicorina
(XXI), albomaculina (XXIl1), 2a-hidroxialbomaculina (XIII), 2a,7-dimetoxihomolicorina
(XIV), 7-Metoxi-O-metillicorenina (XV), candimina (XVI), hippeastrina (XVII),
haemantidina (XVIII), 6-epihaemantidina (X1X), 11-hidroxivitatina (XX), tazetina (XXI),
pretazetina (XXII), 3-epimacronina (XXIII), trisfaeridina (XXIV) e ismina (XXV) do
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Hippeastrum glaucescens. Também foram isolados 4 alcaloides pela primeira vez,
no qual, as andlises de RMN de 'H e massas de alta resolucdo levaram a
determinacdo dos alcaloides: Cruzinina (I) do Hippeastrum diniz-cruziae, 2a-7-
dimetoxihomolicorina N-6xido (VI), 7-Metoxi-O-metillicorenina N-6xido (VII) e
Candimina N-6xido (VIII) do Hippeastrum glaucescens. Possuindo suas estruturas
representadas na Figura 10. Os novos N-oxidos isolados necessitam de analise de
RMN *C e bidimensional para sua completa elucidacdo estrutural, assim como, a

analise de massas de alta resolucdo para o composto (VII).
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Figura 10. Estruturas dos alcaloides obtidos de Hippeastrum diniz-cruziae e Hippeastrum glaucescens.
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4.2.1.1 Compostos inéditos
4.2.1.1.1 Composto |

O composto (I) foi obtido a partir da fragdo n-Hexano das folhas de
Hippeastrum diniz-cruziae, principalmente por cristalizacdo espontanea, sendo
obtido cerca de 50,0 mg do composto. O produto foi solubilizado em MeOH e
analisado inicialmente por CG-EM (Figura 11)

100

75
50
25

0

wz: 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350

Figura 11. Espectro de massas do composto (I).

Inicialmente, o espectro de massas indicou tratar-se de um alcaloide derivado
do ndcleo homolicorina. Os alcaloides derivados de homolicorina apresentam o
fragmento m/z 109 como pico base, devido a fragmentacdo por mecanismo de retro
Diels-Alder que ocorre no anel C (Figura 12). Essa fragmentagdo que caracteriza o
nacleo C, determina a existéncia de dupla ligacdo na posicdo 3 e auséncia de
substituinte na posicdo 2. Entretanto, os valores obtidos no indice de retencao,
dentro da metodologia de CG-EM, néo indicaram tratar-se do alcaloide homolicorina,

apenas pertencente a série homolicorina.

m/z 82

— + -H

MeN% : MeN%
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Figura 12. Tipica fragmentacéo do esqueleto tipo homolicorina.

Neste sentido, desenvolveu-se a completa analise do composto (I) por RMN.
As principais caracteristicas espectrais do espectro de RMN-H' (Figura 14) podem
ser resumidas: (a) dois hidrogénios singletos com orientacdo para (p) com
deslocamentos em 8,55 e 7,48 ppm, correspondentes as posi¢cdes H-10 e H-7 do
nacleo homolicorina, estando esses hidrogénios mais desblindados que o
tipicamente observado para essa série; (b) um hidrogénio olefinico em 5,21 ppm,
tipico da posicdo H-3 do esqueleto homolicorina; (c) dois singletos em 3,86 e 3,83
ppm, com integragdo para trés hidrogénios cada, referentes aos grupos OMe
aromaticos; (d) um singleto atribuido ao grupo NMe em 2,46 ppm, igualmente

apresentando integracéo de trés hidrogénios.

As anélises preliminares por CG-EM e RMN de 'H apresentaram
caracteristicas plausiveis e adequadas para o esqueleto homolicorina, assim como,
o padrdo de fragmentacdo observado por CG-EM*. Entretanto, algumas diferencas
notéveis foram constatadas. O deslocamento para o hidrogénio aromatico em 8,55 é
extremamente atipico para o esqueleto homolicorina. Esse hidrogénio apresentou
correlacdo de NOESY (Figura 15) com o sinal referente ao grupo NMe, ainda, o
espectro COSY *H-'H (Figura 16) corrobora a constatacdo através do acoplamento

entre os hidrogénios 10 e 10b, indicativo de tratar-se da posi¢céo H-10.

Neste sentido, uma analise da conformacdo do referente alcaloide foi
desenvolvida, atendo-se as ressonancias atribuidas as posi¢cées H-1, H-10b e H-4a.
Tipicamente, 0 esqueleto homolicorina apresenta os hidrogénios das posi¢cdes H-10b
e H-4a em disposicéo trans di-axial, sendo caracterizado no espectro de RMN de *H
pela constante de Jig4a ~ 9.5.2* Diferentemente, no caso do composto (I), a
constante entre H-10b e H-4a foi de Jiop4a = 4.5, indicando, portanto, que a
disposicdo trans di-axial estava ausente neste composto. Outra caracteristica
atipica, novamente uma constante de 4.5 Hz observada entre H-1 e H-10b, sendo

que o esperado para este nuicleo seria de aproximadamente 2.0 Hz*.

O estudo por NOESY foi extremamente importante para a caracterizagédo do
composto (I). As constantes de acoplamento de 4.5 Hz, observado para as posi¢coes
H-1, H-10b e H-4a, indicaram uma fusdo dos anéis B e C diferente do tipicamente
observado para este esqueleto base. Neste sentido, a analise do espectro de

NOESY evidenciou correlacdes entre as posi¢bes H-1, H-10b e H-4a, indicando,
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portanto, proximidade espacial entre estes hidrogénios.

A orientacdo [ para o H-4a é bastante conservada dentro do grupo das
homolicorinas (Figura 13 B), devido a biossintese deste esqueleto base, a partir do
esqueleto licorina®®. Neste sentido, a Unica conformacdo possivel, que suporta os
dados espectrais observados, apresenta a estrutura do alcaloide homolicorina
mostrando as posi¢bes H-1, H-10b e H-4a p-orientadas (Figura 13 A), sendo esta

caracteristica considerada Unica dentro dos alcaloides de Amaryllidaceae

A auséncia dos hidrogénios da posicao 6 e a presenca do carbono em 166.9
ppm, que € caracteristico de um carbono carboxilico, confirma-se a série lactona
para esse composto. Os 18 carbonos observados no espectro de 3C (Figura 19) sdo
condizentes com a estrutura proposta, possibilitando através das analises de HSQC
(Figura 17) e HMBC (Figura 18) a correta assinalagéo de todos os sinais. Na tabela
35 possui 0 resumo das atribuicbes dos sinais com base nos dados de RMN uni e

bidimensionais realizados.

Figura 13. (A) alcaloide cruzinina (H-1 e H-10b (3 -orientado); (B) alcaloide homolicorina (H-1 e H-10b

a-orientado); (C) Projecdo ORTEP e “capped sticks” do alcaloide cruzinina.
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Tabela 35. Dados espectrais de RMN uni e bidimensional do composto (1).
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Posicéo Ho& H & (J em Hz) COSsY NOESY HSQC HMBC
1 4,89 ddd (9.2, 6.8, 4.5) H2a, H2B, H10b H2B, H4a, H10b 77,6d C6, Cl0a
2a 1,97 ddt (17.5, 9.2, 3.6) H1, H2B, H3, H4a H2B, H3
305t
dddd (17.5, 6.8,
B 2,55 H1, H2a, H3, H4a H1, H2a, H3
3.6, 2.8)
115.8
3 5,19 brs H2a, H2B, H4a, H11a/B H2a, H2B, H1la/B
d
141.2
4
s
4a 3.03 brs HS3, H2a, H2f, H10b, H1, H10b, H128,NMe 70,6d C4
H11la/B
166.9
6
S
118.9
6a
S
112,9 C6, Cé6a, C8, C9,
7 7,46 S 8-OMe
d Cl0a
154.9
8
s
149.2
9
S
112,12 Cé6a, C8, C9,
10 8,53 s H10b H10b, 9-OMe, NMe
d C10a, C10b
136.1
10a
s
C1, C2, C4a,
10b 3,77 brt (4.5) H1, H4a, H10 H1, H4a, H10, N\Me 35,7d
Cl0a
2,34-
11la/B m H3, H4a, H12a, H12f H3, H12a, H12f3 2951
2,48
12a 3,30 m H11la/B, H12B H11la/B, H123 C4, C4a
57,2t
B 2,25 dt (9.6, 8.8) H11la/B, H12a H4a, H1la/B, H12a C11, NMe
8-OMe 3,85 s (3H) H7 56.4q C8
9-OMe 3,81 s (3H) H10 56.4q C9
NMe 2,46 s (3H) H4a, H10b, H10 40.2q C4a, C12

Devido a auséncia de

evidencias espectrais comparativas para este

composto, as analises de DC e de difratometria de Raios-X (Figura 13 C) foram

realizadas para o composto (I).
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O espectro de DC obtido para o composto (I) (Figura 20) mostrou absor¢des
maximas a 245, 276 e 299 nm, apresentando um efeito Cotton positivo, negativo e
positivo, respectivamente, os quais foram antipodais em relacdo ao tipicamente
observado para os derivados de homolicorina, com a fusédo cis dos anéis B/C, e as
posicbes H-1 e H-10b ca-orientadas. Ainda assim, a difratometria de Raios-X foi

realizada sendo, portanto, inequivoca a caracterizagdo do composto (I), sendo

denominado cruzinina.
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Figura 20. Espectro de DC do alcaloide cruzinina e compara¢éo com o alcaloide homolicorina.

Para finalizar o estudo, a andlise de massas de alta resolucdo (Figura 21),
estabelecida por ESI no modo negativo resultado para o ion [M-H]" da cruzinina, foi
de m/z 314.13979, calculado para a formula molecular C13H20NO4 (314.13978). Este

resultado também foi adequado para a estrutura quimica proposta.

309.17071
11.16861|
SN { 314.13979
| 316.11901

[P VIR | Jt e j | "
310 312 314 316 318 320 m/z

S

%300 302 304 306 308

Figura 21. Espectro de massas de alta resolucdo para o composto (I).
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4.2.1.1.2 Composto VI

O composto (VI) foi obtido a partir da fracdo n-Hexano dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtido cerca de 6,0 mg do composto. O produto foi

solubilizado em CDCl; e analisado por RMN de *H (Figura 22).

Inicialmente o espectro de RMN *H apresentou caracteristicas condizentes
com os alcaloides derivados de homolicorina®®. As principais caracteristicas
observadas no espectro incluem: (a) um hidrogénio singleto com deslocamento em
7,12 ppm, atribuido a um hidrogénio aromatico da posi¢cao H-10; (b) um singleto em
5,88 ppm, integrando para um hidrogénio, atribuido a posicéo olefinica H-3; (c) um
singleto em 4,24 ppm, com integragéo para um hidrogénio, referente a substituicdo
da posicdo 2; (d) trés singletos em 4,00, 3,97 e 3,88 ppm, integrando para trés
hidrogénios cada, referentes portanto aos grupos OMe aromaético; (e) um singleto em
3,49, com integracdo para trés hidrogénios, atribuido a um grupo OMe alifatico; (f)
um singleto em 3,02 ppm referente ao grupo NMe, com valor mais desblindado do
gue o tipicamente observado para esta série, apresentando integracdo para trés

hidrogénios,

Geralmente, os derivados de homolicorina que estdo substituidos por trés
OMe aromaticos apresentam substituicdo nas posicdes 8 e 9 e o terceiro na posicao
7, ndo estando assim, a posicao 10 substituida. Eles podem apresentar-se com a
série lactona ou hemiacetal, nesse sentido, a auséncia dos hidrogénios da posicéo
6, sugere que o composto € pertencente a série das lactonas. A desblindagem do
hidrogénio da posicdo 2 indica uma substituicdo nessa posicéo e foi atribuida ao

grupo OMe alifético.

O grupo NMe encontra-se mais desblindado que o tipicamente observado
para a série homolicorina e essa desblindagem observada para o composto (VI)
ocorre possivelmente quando o nitrogénio do grupo NMe encontra-se ionizado, o
gue sugere-se que 0 composto possa estar na forma de sal ou na forma de N-

6xido***!. Podendo ser confirmada por espectroscopia de massas de alta resolucéo.
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As caracteristicas espectrais observadas demonstraram-se uma semelhanca
consideravel com o alcaloide 2a-7-dimetoxihomolicorina descrito por GIORDANI e
colaboradores (2011)°, contudo com os sinais mais desblindados. Nesse sentido, o
composto isolado indica-se tratar do alcaloide 2a-7-dimetoxihomolicorina N-6xido,
fazendo-se necessario a realizacdo das demais analises de RMN (**C, COSY,
NOESY, HSQC e HMBC) para a completa elucidagéo estrutural. Sendo assim, os
hidrogénios assinalados até o momento para o composto (VI), encontram-se na
Tabela 36.

Tabela 36. Alguns dados de RMN de 'H do composto (VI).

Estrutura Posicao Composto (VI)
(6 emppm,J emHZ)
1 4,85 m
2B 4,24 m
3 5,88brs
4a -
10 7,12 s
10b -
1lla -
118 -
12a -
12B 2,04 m
2-OMe 3,49 s
7-OMe 4,00s
8-OMe 3,88s
9-OMe 3,97 s
NMe 3,02s
CDCl3
Solvente (400MHz)

A andlise de massas de alta resolucdo indicou: para o ion com m/z [M+H]"
392.17040 foi calculado CyoH26NO;" 392.17093 conforme representado na Figura
23. Neste sentido, a andlise de massas de alta resolucdo indicou, que 0 composto
(VI) corresponde ao alcaloide 2a-7-dimetdéxihomolicorina N-6xido. Sendo obtido pela

primeira vez nesse estudo.

*1041 40215233
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l 1216.06473
| TR TN Y N L P

200 400 600 800 1000 1200




140

Figura 23. Espectro de massas de alta resolucdo do composto (VI).

4.2.1.1.3 Composto VI

O composto (VII) foi isolado a partir da fracdo n-Hexano dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtido cerca de 9,4 mg do composto. O produto foi
solubilizado em CDCl; e analisado por RMN de *H (Figura 24).

Inicialmente o espectro de RMN *H apresentou caracteristicas similares com
os alcaloides do tipo homolicorina®®. As principais caracteristicas espectrais
observadas para esse composto podem ser resumidas em: (a) um hidrogénio com
deslocamento em 7,20 ppm, atribuido a um hidrogénio aromético da posicdo H-10;
(b) um multipleto em 5,74 ppm, integrando para um hidrogénio, atribuido a posi¢cao
olefinica H-3; (c) um singleto em 5,59 ppm com integracdo para um hidrogénio; (d)
trés singletos em 3,92, 3,90 e 3,85 ppm, integrando para trés hidrogénios cada,
atribuido aos trés grupos OMe no anel aroméatico; (e) um singleto em 3,53, com
integracdo para trés hidrogénios, atribuido a um grupo OMe alifatico; (f) um singleto
em 3,00 ppm referente ao grupo NMe, mais desblindado que o tipicamente

observado, igualmente apresentando integragao de trés hidrogénios.

A substituicdo do anel aromatico foi constatada pela presenca dos grupos
OMe aromaticos, atribuindo-se dessa forma, conforme observado para os derivados
de homolicorina, dois OMe referentes as posicdes 8 e 9 e o terceiro na posicao 7,
nao possuindo assim, substituicdo na posicdo 10. Referente a substituicdo da
posicdo 6, sugere-se para os derivados de homolicorina a série lactona ou
hemiacetal, assim, a presenca de um singleto em 5,59 ppm é um indicativo que o
composto em questdo, é pertencente a série hemiacetal, possuindo como
substituinte o grupamento OMe.

O deslocamento quimico do grupo NMe em 3,00 ppm € indicativo conforme
descrito na literatura que nitrogénio do grupo NMe encontra-se ionizado®*>.
Possuindo dessa forma um maior deslocamento no espectro do que o habitualmente
observado. Nesse sentido, sugere-se que o composto esteja na forma de sal ou na
forma de N-Oxido. Contudo, para a inequivoca determinacdo, faz-se necessario a

andlise de espectroscopia de massas de alta resolucao.
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Essas caracteristicas espectrais foram congruentes para o alcaloide 7-metoxi-
O-metil licorenina, descrito por de ANDRADE et al. (2014)°?, entretanto, com alguns
sinais mais desblindados. Dessa forma, sugere-se que o composto isolado seja o
alcaloide 7-metoxi-O-metil licorenina N-6xido, sendo necessario a analise de massas
de alta resolucdo para a sua confirmacao. A tabela de deslocamentos de RMN de *H
esta representada na Tabela 37 e para a sua completa elucidacdo estrutural
necessita-se da realizacdo das demais analises de RMN (**C, COSY, NOESY,
HSQC e HMBC).

Tabela 37. Dados de RMN de 1H do composto (VII).

Estrutura Posicéo Composto (VII)
(6 emppm,J em HZ)
1 4,50 brd (5.2)
2a 2,54-2.62 m
2B 2,38 m
3 5,74 br d (2.4)
4a 2,67m
6P 5,59 s
10 7,20s
10b 2,54-2,62 m
11(2H) 2,54-2,62m
MeO 12a 3,38 m
128 2,33m
6-OMe 3,53s
7-OMe 3,92s
MeO ! 8-OMe 3.87s
OMe OMe 9-OMe 3,90 s
NMe 3,00s
Solvente CDCl

(400MHz)
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4.2.1.1.4 Composto VIl

O composto (VIII) foi isolado a partir da fracdo acetato de etila dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtido cerca de 2,7 mg do composto. O produto foi
solubilizado em CDCl; e analisado por RMN de *H (Figura 25).

A anélise de RMN 'H inicialmente apresentou caracteristicas adequadas com
os alcaloides pertencente a série homolicorina'®. As principais caracteristicas
observadas no espectro incluem: (a) um hidrogénio singleto com deslocamento em
6,94 ppm, atribuido a um hidrogénio aromatico da posi¢cdo H-10; (b) um singleto
largo em 6,06 ppm, integrando para dois hidrogénios atribuido ao grupo OCH,0 do
anel aromatico; (c) um singleto em 5,97 ppm com integracédo para um hidrogénio,
atribuido a ao hidrogénio olefinico H-3; (d) um singleto largo em 4,31 ppm,
integrando para um hidrogénio, atribuicdo considerada adequada para a posicao 2
substituida; (e) um singleto em 4,14 ppm com integracdo para trés hidrogénios,
referentes portanto aos grupos OMe aromatico; (f) um singleto com integracéo para
trés hidrogénios em 3,03 ppm, atribuido ao grupo N-Me, mais desblidado que o

tipicamente observado.

Para os alcaloides do tipo homolicorina que s&o substituidos no anel
aromatico pelo grupo OCH,0, encontra-se tipicamente o hidrogénio da posi¢do 10
ndo substituido, sugerindo dessa forma, que a posi¢cédo 8 esteja substituida. Nesse
sentido, a identificacdo do grupo OMe na regido de metoxilos aromaticos, indica o
mesmo como O substituinte. A substituicio ou ndo da posicdo 6 para esses
derivados indica a série lactona ou hemiacetal, assim, devido a auséncia de
hidrogénios da posicdo 6, sugere-se pertencer a série das lactonas. A desblidagem
para a posicdo 2 € evidenciada pela substituicAo nessa posicdo e nao sendo
observado o grupo OMe alifatico, sugere-se que o substituinte da posicdo 2 seja um

grupamento OH.

Para o grupo NMe que foi observado em 3,00 ppm é indicativo que o
nitrogénio encontra-se ionizado, sugerindo que o composto possa estar na forma de
sal ou na forma de N-6xido*®*!. Necessitando-se da anélise de massas de alta

resolucao para a sua confirmacéao.
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As caracteristicas espectrais de RMN de *H demonstrou-se uma semelhanca
consideravel com o alcaloide candimina descrito por GIORDANI e colaboradores
(2011)*°, porém com os sinais mais desblindados, principalmente o grupo NMe.
Nesse sentido, 0 composto isolado indica-se tratar do alcaloide candimina N-oOxido,
fazendo-se necessario a realizacdo das demais andlises de RMN (**C, COSY,
NOESY, HSQC e HMBC) para a completa elucidagao estrutural. Sendo assim, 0s
hidrogénios assinalados até o momento para o composto (VIII), encontram-se na
Tabela 38.

Tabela 38. Alguns dados de RMN de 1H do composto (VIII).

Estrutura Posicédo Composto (VIII)
(6 em ppm, Jem
HZ)
1 461brs
2B 431m
3 5.97 brs
4a -
10 6.94 s
10b -
11(2H) -

12a -

128 2.28m
7-OMe 413s
OCH-0 6.03s

NMe 3,08s

CDCl3
Solvente (400MH?)

A estrutura do alcaloide candimina N-6xido (VIII) pode ser confirmada através
da andlise de massas de alta resolugdo. Para o fon com m/z [M+H]" 362,12344 foi
calculado C1gH20NO-" 362,12343 conforme representado na Figura 26.

Intens
x108]
157 :
] 3621234 72323938
1.0
0.5
] 536.23514
1 1084.35517
D.U_ . lll |I|l il |.| L L., li! . . . . ; .
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura 26. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto (VIII).
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4.2.1.2 Compostos conhecidos
4.2.1.2.1 Composto Il — 7-Deoxi-trans-dihidronarciclasine

O composto (Il) foi isolado a partir da fracdo acetato de etila dos bulbos de
Hippeastrum diniz-cruziae (cristalizacdo espontanea), sendo obtido cerca de 8,4 mg
do composto. O produto foi solubilizado em CD3;OD e analisado inicialmente por
RMN 'H, ndo sendo possivel a sua identificacdo, foram realizadas as demais
analises bidimensionais, encontrando-se 0s espectros e a Tabela de dados
bidimensionais no Anexo A.5, ap0s a sua identificacdo realizou-se a comparacéo dos
seus dados espectrais com a literatura® (Tabela 39 e Figura 27). Sendo necessario
a realizacdo da analise de RMN de 'H para o composto (lll), em mesmo solvente
que a literatura.

Tabela 39. Dados de RMN de 1H do composto (I) em comparacdo com a literatura (PETTIT e
MELODY, 2005).

7-deoxi-
Estrutura Posicéo Composto (1) trans-narciclasine
(6 em ppm, J em HZ)
la 2,26 dt (13.6, 3.2) 2,12m
1B 1,85 ddd (13.6, 12.8, 3.2) 1,64 m
2 4,09 q (3.2) 3,30 m
3 3,91t (3.2) 3,69m
4 3,88dd (10.0, 3.2) 3,69 m
4a 3,48 dd (12.8, 10.0) 3,86m
7 7,39 s 6,91 m
10 6,89 s 6,91 m
10b 3,05ddd (12.8, 12.8, 3.2) 2,86 m
OCH-0 6,04 s 6,05m
CDsOD CDCl;

Slverie (400MH2) (300MH2)
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Figura 27. Espectro de RMN 1H dos compostos (II) em mistura e amplia¢cdes (CD3;OD - 400 MHz).

4.2.1.2.2 Composto lll = licorina

O composto (Ill) foi obtido da fracdo n-Hexano e acetato de etila dos bulbos
de Hippeastrum diniz-cruziae, sendo no ultimo, em forma de cristais, foram obtidos
cerca de 11,5 mg do composto. O produto foi solubilizado em CD3;OD e analisado
por RMN *H (Tabela 40 e Figura 28), sendo seus dados espectrais comparados com
a literatura>*
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Tabela 40. Dados de RMN de 1H do composto (Ill) em comparacdo com a literatura
(LIKHITWITAYAWUID et al., 1993).

Estrutura Posicéo Composto () Licorina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4,46 s 4,27 s
20 4,16 brs 3,97 s
3 554s 537s
4a 2,87 d (10.5) 2,60d (10.6)
6a 3,54 d (14.4) 3,32d (14.4)
6B 4,12 d (14.4) 4,02 d (14.4)
7 6,63 s 6,68 s
10 6,88 s 6,81 s
10b 2,71d (10.5) 2,50 m
11 (2H) 2,53-2,66 m 2,44 m
12a 2,44 q (8.8) 2,19 ddd (14.4; 8.6; 1.5)
128 3,34m 3,19 dd (14.4; 7.5)
OCH0 591brl 5,94s-596s
CDsOD DMSO-Dg
selzriz (400MH?2) (300MH2)

5.910
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6.638

5.541
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Figura 28. Espectro de RMN 'H do composto (lll) e amplia¢cdes (CD30OD - 400 MHz).

4.2.1.2.3 Composto IV — pseudolicorina

O composto (1V) foi obtido a partir da fragcdo n-Hexano e acetato de etila dos

bulbos de Hippeastrum diniz-cruziae, sendo no ultimo em forma de cristais, foram
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obtidos cerca de 11,8 mg do composto. O produto foi solubilizado em CD3OD e
analisado por RMN 'H (Tabela 41 e Figura 29), sendo seus dados espectrais

comparados com a literatura®®.
Tabela 41. Dados de RMN de 1H do composto (IV) em comparagdo com a literatura (LLABRES et al.,
1986).

Estrutura Posicéo Composto (IV) Pseudolicorina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4,46 s 4,85brs
2a 4,15brs 4,50t
3 553s 5,60t
4a 2,87 br d (10.8) 3,02brd
6a 3,55d (14.4) 3,68brd
6B 4,11 d (14.4) 4,16d
7 6,71 brs 6,71s
10 6,85s 6,89 s
10b 2,71d (10.8) 2,74 brd
11 (2H) 2,53-2,65m 2,6-2,7m
12a 2,43 ¢ (8.8) 3,37 dd
128 3,34m 3,37 dd
8-OMe 3,82s 3,84 s
CDsOD CDCI3/CDsOD
SEMErE (400MHz) (200MHz)

3.822

3.553
3.518
3.349

3

— 6.857
——6.717

_~4.155
~4.119

——4.468

1.00=
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Figura 29. Espectro de RMN 'H do composto (IV) e ampliagdes (CD30OD - 400 MHz).
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4.2.1.2.4 Composto V —ungiminorina

O composto (V) foi obtido a partir da fracdo acetato de etila dos bulbos de
Hippeastrum diniz-cruziae, sendo obtidos cerca de 2,4 mg do composto. O produto
foi solubilizado em CD3OD e analisado por RMN *H (Tabela 42 e Figura 30), sendo

seus dados espectrais comparados com a literatura®’.

Tabela 42. RMN de 'H do composto (V) em comparacdo com a literatura (INGKANINAN, 2000).

Estrutura Posicéao Composto (V) Ungiminorina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4,72 brs 4,69 s
2 3,70 brt (2.8) 3,69m
3 4,62 brs 4,60 brd
4a 4,17 br dd (11.6, 4.4) 4,09m
6a 3,78 m 3,69 m
68 4,24 brd (13.2) 4,15 brd (12.9)
7 6,82 s 6.78 s
10 6,96 s 6.93 s
10b 2,89 d (11.6) 2.84brd (11.3)
1 5,78 brd (1.2) 5.75brd (1.7)
12a 3,78 m 3.69m
128 4,24 br d (13.2) 4.15brd (12.9)
2-OMe 3,46 s 3.44s
OCH,0 5,94 d (1.2) 592s
CD30OD CD3;0OD
SOERE (400MHz) (600MHz)

DCBA 2

3721
-—3.714
3.707

2

5.951
"\-5.938
5.786
5.783

< .

6.963
6.822
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-—4.627
=L 4

4
4
4

_ _3.807

- 3776
\3.714

_ 2918
~\-2.889

B (3 P il

& & P & & &'y 34 & i
o o o o N o o o N o < -
i N R ~ ~N o =
: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : :
72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28

5.0 4.8
f1 (ppm)

Figura 30. Espectro de RMN 1H do composto (V) e amplia¢cdes (CD30OD - 400 MHz).
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4.2.1.2.5 Composto IX —albomaculina N-6xido

O composto (IX) foi obtido a partir da fracdo n-Hexano dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtido cerca de 17,2 mg do composto. O produto
foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN 'H (Tabela 43 e Figura 31), sendo
seus dados espectrais comparados com a literatura®®. A estrutura também foi
comprovada pela analise de espectrometria de massas de alta resolucao,
observando-se o ion com m/z [M+H]" 362.15980 (calculado C19H24NOg" 362.15982),
possuindo seu espectro de massas no Anexo A.6.

Tabela 43. Dados de RMN de ‘H do composto (IX) em comparagdo com a literatura (OLIVEIRA,
2017).

Estrutura Posicéo Composto (IX) Albomaculina N-6xido
(6 emppm,J emH2Z)
1 4,74 s 4,76 s
2 (2H) 2.58-2.69 m 2,71-2,59 m
3 5.75s 5,76 s
4a 3.80 brd (9.2) 3,80 brd
10 7.21s 7,23 s
10b 3.73dd (9.6, 2.0) 3,74 dd (9,6; 2,0)
1lla 3,01-3,08 m 3,01-3,11 m
118 2.61-2.66 m 2,59-2,71 m
12a 3.69-3,70 m 3,65-3,72 m
128 3.42-3,52 m 3,42-3,52 m
7-OMe 3.97s 3,99s
8-OMe 3.87s 3,88s
9-OMe 3.97s 3,98 s
NMe 3.01s 3,00s
Solvente CDCl CDCl

(400MHz) (400MHz)
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Figura 31. Espectro de RMN 'H do composto (IX) e ampliagdes (CDCl; - 400 MHz).

4.2.1.2.6 Composto X — 2a-metoxihomolicorina
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O composto (X) foi obtido a partir da fracdo acetato de etila dos bulbos de

Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 12,0 mg do composto. O produto
foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN 'H (Tabela 44 e Figura 32) sendo

seus dados espectrais comparados com a literatura®®.

Tabela 44. Dados de RMN de 'H do composto (X) em comparagdo com a literatura (OLIVEIRA,

2017).

Estrutura Posicéo Composto (X) 2a-metoxihomolicorina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4.86d (4.4) 4,78 d (4,8)
2B 421 m 4,14 s
3 5.65s 557s
4a 2.89brs 2,79s
7 7.57s 7,50 s
10 6.97 s 6,87 s
10b 2.89 brs 2,79s
11 (2H) 2.46-259m 2,34-2,53 m
12a 3.19 m 3,06-3,13 m
128 2.30q(9.6) 2,20 (9,2)
2-OMe 3.50s 3,44 s
8-OMe 3.93s 3,86s
9-OMe 3.94s 3,87s
NMe 2.06s 1,97 s
Solvente CDCls CDCls
(400MH?z) (400MH?z)
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Figura 32. Espectro de RMN "H do composto (X) e ampliacdes (CDCl; - 400 MHz).

4.2.1.2.7 Composto Xl — 2a-hidroxialbomaculina

O composto (XI) foi obtido em mistura com o alcaloide 2a-hidroxialbomaculina
a partir da fracdo acetato de etila dos bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo
obtidos cerca de 6,0 mg do composto. O produto foi solubilizado em CDCl; e
analisado por RMN 'H (Tabela 45 e Figura 33), sendo seus dados espectrais

comparados com a literatura®®.



Tabela 45. Dados de RMN de H do composto (XI) em comparacdo com a literatura (JEFFS et al.,

1985).

Estrutura Posicéo Composto (XI) 2a-hidroxihomolicorina
(6 em ppm, J em HZ)

1 4,72 br d (4.8) 463 brs

2B 4,52 m 4,40 br s

3 5,59 brs 572brs
4a 2,76 br d (8.4) 3,02 m
7 7,55s 7,50s
10 6,95s 7,07 s
10b 2,91 brd (8.4) 3,32 m

11 (2H) 2,44-2,54 m 2,50- 2-60 m

12a 3,16 ddd (9.6, 8.0, 2.8) 3,20m
128 2,28 q(9.6) 2,30 m
8-OMe 3,94s 3,96 s
9-OMe 3,94s 3,92s
NMe 2,05s 2,09s
Solvente CRCly CBCl

(400MH?z) (250MH?z)
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Figura 33. Espectro de RMN 1H do composto (XI) em mistura e ampliagdes (CDCl; - 400 MHz).
4.2.1.2.8 Composto Xll —albomaculina

O composto (XII) foi obtido a partir da fragdo n-Hexano e acetato de etila dos
bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 17,2 mg do composto.
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O produto foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN 'H (Tabela 46 e Figura

34), sendo seus dados espectrais comparados com a literatura®.

Tabela 46. Dados de RMN de *H do composto (XIl) em comparacdo com a literatura (de ANDRADE et

al., 2014).
Estrutura Posicéo Composto (XII) albomaculina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4,67 brs 4,68 m
2 (2H) 2,57-2,58 m 2,55-2,60 m
3 5,48 s 5,48 m
4a 2,72 brd (9.4) 2,72d (10,0)
10 6,79 s 6,78 s
10b 2,63d (9.4) 2,63d (10,0)
11 (2H) 2,45-2,52 m 2,45- 2-53 m
12a 3,13 ddd (9.2, 6.8, 3.6) 3,13 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
128 2,23 (9.2) 2,234 (9,6)
7-OMe 3,99s 3,99s
8-OMe 3,88s 3,89s
9-OMe 391s 3,91s
OMe © NMe 2,055 2,055
Solvente CDCl3 CDCl3
(400MHz) (400MHz)
SN ‘
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Figura 34. Espectro de RMN "H do composto (XIl) e ampliacdes (CDCy; - 400 MHz).
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4.2.1.2.9 Composto Xlll — 2a-hidroxialbomaculina

O composto (XIIl) foi obtido a partir da fracdo n-Hexano e em mistura na
fracéo acetato de etila dos bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca
de 9,5 mg do composto. O produto foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN
'H (Tabela 47 e Figura 35), sendo seus dados espectrais comparados com a

literatura®® .

Tabela 47. Dados de RMN de 1H do composto (XIlI) em comparacdo com a literatura (OLIVEIRA,
2017).

Estrutura Posicéo Composto (XIII) 2a-hidroxialbomaculina

(6 em ppm, J em HZ)

1 4,60 br d (4.8) 4,54d (4.8)
2B 4,48 m 4,42 br s
3 559 brs 553s
4a 2,76 br d (9.0) 2,68d (9.2)
10 6,76 s 6,70's
10b 2,90 br d (9.0) 2,83d(9.2)
11(2H) 2,42-2,52 m 2,36-2,46 m
120 3,15 ddd (9.6, 8.0, 2.8) 3,04-3,13m
128 2,28 q (9.6) 2,20 q(9.2)
7-OMe 3,91s 3,935
8-OMe 3,88 s 3,82s
9-OMe 3,99 3,85
NMe 2,09's 2,02's
CDCls CDCls
seleriz (400MH2) (400MH2)
GBH.S 2.5.6 CL g 8 ":4
777 spagosmsas
77 §¥3R%RE2LE
RN

6.761

o

1.00=

1.531
1.17<
1.284

293,
aoF
1.51=

5.0
f1 (ppm)

N4 2371

Figura 35. Espectro de RMN *H do composto (XIll) e ampliacdes (CDCl; - 400 MHz).
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4.2.1.2.10 Composto XIV - 2a,7-dimetoxihomolicorina

O composto (XIV) foi obtido a partir da fragdo n-Hexano e acetato de etila dos
bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 28,6 mg do composto.
O produto foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN *H (Tabela 48 e Figura
36), sendo seus dados espectrais comparados com a literatura®.

Tabela 48. Dados de RMN de ‘H do composto (XIV) em comparacdo com a literatura (GIORDANI et
al., 2011).

2a,7-
Estrutura Posicéo Composto (XIV) dimetéxihomolicorina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4,72 d (4.4) 4,73d (4,5)
28 4.16 m 4,18 m
3 5.60 brs 5,62 brs
4a 2.83brs 2,83s
10 6.75s 6,74 s
10b 2.83brs 2,83s
1la 2,51br dd (9.2, 2.0) 2,52 br dd (9,0; 2,0)
118 2,45 br d (9.2) 2,46 brd (9,0)
MeO 12a 3.14 ddd (9.5, 8.4, 2.4) 3,14 ddd (9,5; 8,0; 2,5)
128 2,27 q (9.5) 2,27 q (9,5)
2-OMe 3.47s 3,49 s
MeO 7-OMe 3.98s 4,00 s
8-OMe 3.86s 3,88s
9-OMe 3.89s 3,90 s
NMe 2.07s 2,08s
CDCls CDCl3

SopEe (400MH?2) (500MHz)
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Figura 36. Espectro de RMN "H do composto (XIV) e ampliacdes (CDCl; - 400 MHz)..

4.2.1.2.11 Composto XV = 7-metoxi-O-metillicorenina

O composto (XV) foi isolado a partir da fracdo n-Hexano e acetato de etila dos
bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 11,1 mg do composto.
O produto foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN *H (Tabela 49 e Figura

37), sendo seus dados espectrais comparados com a literatura®.

Tabela 49. Dados de RMN de 1H do composto (XV) em comparagdo com a literatura (de ANDRADE
et al., 2014).



7-metoxi-O-

Estrutura Posicéo Composto (XV) metillicorenina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4.43 br d (6.0) 4,40 br d (6.5)
2a 2.62 ddt (19.2, 6.0, 3.2) 2,67 ddt (19.0, 6.5, 3.0)
2B 2.30dt (19.2, 3.2) 2,29 dt (19.5, 3.0)
3 5.58 brs 5,55 brs
4a 2.77 br d (8.0) 2,92 br d (10.0)
6B 5.48 br s 552s
10 6.76 s 6,85s
10b 2.40-2.48 m 2,47 dd (10.0, 2.0)
11(2H) 2.38-2.50 m 2,49- 2-58 m
12a 3.15m 3,22 ddd (10.5, 7,5, 3.0)
128 2.26 q(9.2) 2,42 m
6-OMe 3.53s 3,51s
7-OMe 3.92s 3,89s
8-OMe 3.84s 3,82s
9-OMe 3.86s 3,87s
NMe 2.05s 2,11s
CDCl3 CD;0D
Solvente (400MH?2) (500MHz)

GBA 2.4.3.2.2.1

/5585
5.486
5.481

/3.923
3.866
\3.846

3.534

~
")
<
~

—3.151

é

~ \2.758
~2.627
/2,465

——2.267

< &4 & & S 'S P e N
S S o S N 10 S) o S - & < =}
— - — LR ) — - oM o ™
T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 37. Espectro de RMN *H do composto (XV) e ampliacdes (CDCls - 400 MHz).
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4.2.1.2.12 Composto XVI - candimina

O composto (XVI) foi isolado a partir da fragéo acetato de etila dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 31,6 mg do composto. O produto
foi solubilizado em CDCI; e analisado por RMN *H (Tabela 50 e Figura 38), sendo
seus dados espectrais comparados com a literatura™.

Tabela 50. Dados de RMN de *H do composto (XVI) em comparacdo com a literatura (GIORDANI et
al., 2011).

Estrutura Posicéo Composto (XVI) Candimina
(6 em ppm, J em HZ)
1 4.50 brd (1.2) 4.50 br d (1.5)
2B 4.36m 4.37 dt (4.0, 1.5)
3 5.66m 5,63 m
4a 2.67d(9.2) 2.63d (9.5)
10 6.69 s 6.68 s
10b 2.88.dd (9.2, 2.0) 2.85dd (9.5, 2.0)
11(2H) 2,49-2.54 m 2.42-2,55m
12a 3.18m 3.15 ddd (9.5, 8.0, 3.0)
128 2.28(9.2) 2.24.dd (9.5, 9.0)
7-OMe 413s 4.13s
OCH-0 6.03s 6.03s
NMe 212s 2.09s
Solvente CDCl, CDCl,

(400MH?Z) (500MHz)
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Figura 38. Espectro de RMN "H do composto (XVI) e ampliacdes (CDCl - 400 MHz).

4.2.1.2.13 Composto XVII — hippeastrina

O composto (XVII) foi obtido em mistura com o alcaloide candimina a partir da
fracdo acetato de etila dos bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca
de 15,5 mg do composto. O produto foi solubilizado em CDCI; e analisado por RMN
'H (Tabela 51 e Figura 39), sendo seus dados espectrais comparados com a
literatura (ALMANZA et al., 1996).

Tabela 51. Dados de RMN de 'H do composto (XVII) em comparacdo com a literatura (ALMANZA et
al., 1996).

Estrutura Posicéo Composto (XVII) hipeastrina
(6 em ppm, J em HZ)
1 459 brs 462brs
2B 4,35 m 4,38 brs
3 5,65brs 5,63 brs
4a 2,65m 2,62d(9,5)
7 7,47s 7,45s
10 6,94 s 6,92s
10b 2,88 m 2,85dd (9,5; 2,5)
11(2H) 2,47-2,53 m 2,48 m
12a 3,15m 3,13 ddd (10,0; 8,0; 3,0)
128 2,21-229 m 2,23 ddd (10,0; 9,0; 9,0)
OCH;0 6,07 br 2d (1.2) 6,04 2d (1,5)
NMe 2,10s 2,03s
CDCls; CDCl3
Solvente (400MH?2) (500MH?2)
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Figura 39. Espectro de RMN 'H do composto (XVII) obtido em mistura e ampliagées (CDClI; - 400
MH2z).

4.2.1.2.14 Composto XVIII e XIX — haemantidina e 6-epihaematidina

Os compostos (XVIII) e (XIX) foram obtidos em uma mistura de epimeros a
partir da fragcdo acetato de etila dos bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo
obtido cerca de 3,5 mg do composto. Os produtos foram solubilizados em CDClI; e
analisados por RMN 'H (Tabela 52 e Figura 40), sendo seus dados espectrais
comparados com a literatura®*. Sendo necessario para a confirmacédo da
configuracdo absoluta desses alcaloides a realizacdo da andalise de DC, pois 0s
esqueletos diferem-se entre si, pela orientacdo da ponte (5, 10b-etano), sendo

haemantamina (a) e crinina (B).
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Tabela 52. Dados de RMN de 'H dos composto (XVIII) e (XIX) em comparacdo com a literatura

(PABUCCUOGLU et al, 1989).

Compostos haemantidina e 6-
Estrutura Posicéo (XV) e (XIX) epihaemantidina
(6 em ppm, J em HZ)
1 6,30-6,39 m 6,33d(10.1)
2 6,30-6,39 m 6,27 dd (10.1, 4.8)
3 3,85-3,88 m 3,85m
4a 2,14-2,23 m/ 2,37 ddd 2,21 ddd (13.7, 13.7, 4.3)/
(13.6, 13.2, 4.4) 2,36 ddd (13.5, 13.5, 4.3)
2,00 ddd (13.7, 4.5, <1)/
4B 2,05m/214-2.23m 212 ddd (13.5, 4.3, <1)
4a 3.60dd (135, 4.5)/3.24- 456 44 (135: 4.3)/3,20m
3,32 m
6a --/5,10s ---/5,02s
6B 581s/-- 5,695/ -
7 6,96s/6,80 s 6,94s/6,79 s
10 6,75s/6,78 s 6,70s/6,73 s
11-endo 3,89-3,93 m 3,92m
12-endo 3,32 ?(’ff 4%_3523 dd 330m/4,20dd (14.1, 6.9)
3,00 dd (14.0, 2.0)/ 3,24
12-ex0 dd (14.0, 2.8) 2,96 dd (14.1,2.7)/ 3,20 m
OCH,0 591d(1.2)/592d(1.2) 5,83d(13)/586d(1.3)
OMe 3,33s/3,36s 3,28s/3,32s
Solvente Dl Cocy
(400MHz) (500MHz)

GBA 2.4.3.3.5.F

5.922
- 5.894
5813

6.801

,6.961
—— /-6.788
N\ 6.759

6.304

=

5.103

%

—
<+
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4.13%
4 1.00=

1.01=
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58 56 54 52 50 48 4.6 44
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30 28 26 24
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42 40 38 36 34 32 22 20 18
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Figura 40. Espectro de RMN 'H dos compostos (XVIII) e (XIX) em mistura e ampliacées (CDClI; - 400

MHz).
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4.2.1.2.15 Composto XX — 11-hidroxivitatina

O composto (XX) foi isolado a partir da fragdo acetato de etila dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 6,1 mg do composto. Os produtos
foram solubilizados em CDCl; e analisados por RMN 'H (Tabela 53 e Figura 41),
sendo seus dados espectrais comparados com a literatura®. Faz-se necessario para
a confirmacédo da configuracdo absoluta desse alcaloide a realizacdo da andlise de
DC.

Tabela 53. Dados de RMN de "H do composto (XX) em comparacéo com a literatura (EVIDENTE et
al, 1986).

Estrutura Posicédo Composto (XX) 11-Hidroxivitatina
(6 em ppm, J em HZ)
1 6,40 d (10.0) 6,41d (9,9)
2 6,36 dd (10.0, 4.8) 6,19 dd (9.9, 4.8)
3 4,40 ddd (4.4, 4.4, 1.6) 4,28 ddd (4.8, 4.8, 1,5)
4a 2,25 ddd (13.6, 13.6, 4.4) 2,28 ddd (13.6, 13.6, 4.8)
4B 1,94 ddd (13.6, 4.8, 1.2) 1,85 ddd (13.6, 4.8, 1.5)
4a 3,37-3,44 m 3,47 dd (13.6, 4.8)
6a 3,74d (17.0) 3,84d (16.9)
6B 4,33d (17.0) 4.35d (16.9)
7 6,49 s 6,56 s
10 6,84 s 6,94 s
11 3,99 ddd (6.8, 3.6, 1.2) 3,98 dd (7.0, 3.7)
12-endo 3,27 dd (14.0, 3.2) 3,20 dd (13.6, 3.7)
12-exo 3,37-3,44 m 3,50 dd (13.6, 7.0)
OCH0 5,89 d(1.2), 5.90d (1.2) 5,89s
Solvente CDCls CbsOD
(400MHz) (270MH?z)

GBA 2.5.2.4.D

g

L
100~ ————————— 680
6492
_6.404
6367
200:  S————— 5908
4403
—~4.332

1.05¢
1184
1.041
2,031
1.04

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 30 28 26 24 22 2
f1 (ppm)

T T T T T
74 72 7.0 6.8 6.6

Figura 41. Espectro de RMN 'H do composto (XX) e ampliagdes (CDCI3 - 400 MHz).
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4.2.1.2.16 Composto XXI| — tazetina

O composto (XXI) foi obtido a partir da fracdo n-Hexano e acetato de etila dos
bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo na ultima em forma de cristais, obteve-
se cerca de 22,6 mg do composto. O produto foi solubilizado em CDCIl3; e analisado
por RMN H (Tabela 54 e Figura 42), sendo seus dados espectrais comparados com
a literatura®.

Tabela 54. Dados de RMN de ‘H do composto (XXI) em comparacdo com a literatura (GHOSAL et al.,
1984).

Estrutura Posicéo Composto (XXI) tazetina
(6 em ppm, J em HZ)
1 5.60 dt (10.4, 2.0) 5,60 ddd (10.5, 2.0, 1.5)
2 6.14 d (10,0) 6.15 ddd (10.5, 2.0, 1.2)
3 4.13 ddd (2.0, 6.0, 12.8) 4.13m
4a 2.86brs 2.83m
4a 2.22m 2.20m
4B 1.63 ddd (2.4, 10.0, 13.6) 1.60m
6a 4.63 d (14.8) 4.65d (14.7)
6B 4.95d (14.8) 4.95 dd (14.7, 0.5)
7 6.50 s 6.50 s
10 6.85s 6.85s
12a 2,68 d (10.4) 2.65 d (10.5)
128 3.30d (10.4) 3.30d (10.5)
3-OMe 3.46s 3.45s
! 6 OCH;0 5,90 s 5.90s
NMe 240s 2.40s
Solvente CDCls CDCls
(400MH?z) (90MH?z)
GBA 2.7+2.8.2.C.2 3 § E g s § § E g § S
TIIIIRS ST

5.897

NaaNNaNNANNA

6.852

.
o~ o a & ITRSB
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N2 N ‘ I
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I =1 I3
| T = 3
hA ~ —
& & LU & ) & iy P L L &5 s
3 3 S 3 = 3 3 = = S 2 I C 3
——————————— ——
74 7.2 70 68 6.6 64 6.2 60 58 56 54 52 50 48 4. 4.?1 (4.2 )4.0 3.8 36 34 3.2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2 1.0
ppm

Figura 42. Espectro de RMN *H do composto (XXI) e ampliagdes (CDCl; - 400 MHZz).
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4.2.1.2.17 Composto XXIl — pretazetina

O composto (XXII) foi isolado a partir da fracdo acetato de etila 4cido e basico
e da fracdo n-Hexano dos bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca
de 8,2 mg do composto. O produto foi solubilizado em CDCI3; e analisado por RMN
'H (Tabela 55 e Figura 43), sendo seus dados espectrais comparados com a
literatura®.

Tabela 55. Dados de RMN de 'H do composto (XXII) em comparacdo com a literatura (ZHANG et al,
2006).

Estrutura Posicéo Composto (XXII) Pretazetina
(6 em ppm, J em HZ)
1 5,52 d (10.4) 5,52 d (10.4)
2 5,89 d (10.8) 5,89 d (10.8)
3 4,13-4.18 m 4,14-4,18 m
4a 2,95-3,00 m 2,96-3,01 m
4a 2,49-2,66 m 2,48-2,55 m
48 1.78 ddd (13.2, 9.6, 2.0) 1,77 dd (11.2, 10.0)
6 6,11 s 6,13 s
7 6,76 s 6,77 s
10 6,86 s 6,87 s
11 4,33 dd (11.2, 7.6) 4,43 dd (11.2, 7.2)
12a 2,95-3,00 m 2,96-3,01 m
128 2,67 dd (9.6, 8.0) 2,67 dd (9.6; 8.0)
OMe 3,43 s 3,44 s
OCH-0 592s 5,93s
NMe 2,52s 2,50s
Solvente CDCls CDCls
(400MHz) (400MHz)
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Figura 43. Espectro de RMN *H do composto (XXII) e ampliagdes (CDCl; - 400 MHz).

4.2.1.2.18 Composto XXIll - 3-epimacronina

O composto (XXIII) foi a partir da fracdo n-Hexano dos bulbos de Hippeastrum
glaucescens, sendo obtidos cerca de 2,7 g do composto. O produto foi solubilizado
em CDCl; e analisado por RMN *H (Tabela 56 e Figura 44), sendo seus dados
espectrais comparados com a literatura (KIHARA et al., 1987).



Tabela 56. Dados de RMN de "H do composto (XXIIl) em comparacdo com a literatura (KIHARA et al.,

1987).

Estrutura Posicao Composto (XXIII) 3-epimacronina
(6 em ppm, J em HZ)
1 5,49 br d (10.0) 5,44 ddd (10,0; 2,2)
2 5,95 d (10.0) 5,97 d (10,0)
3 4.151t(8.0) 4,12m
4a 3.12brs 3,10 m
4a 1.71m 1,70 m
4B 2,56 m 2,55 m
7 7,52s 7,52s
10 6,75 s 6,73 s
11 4,46 dd (11.2, 8.0) 4,43 dd (11,0; 8,0)
12a 3,17t (10.0) 3,16 dd (11,0; 10,0)
128 2,79 dd (10.0, 8,0) 2,76 dd (10,0; 8,0)
3-OMe 343s 340s
OCH0 6,03 brs 6,01s
NMe 252s 2,50 s
Solvente CDCls CDCls
(400MHz) (100MH?z)
GBH.S 2.7 ] o
§
1333 VRN
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Figura 44. Espectro de RMN 'H do composto (XXII) e ampliacdes (CDCl; - 400 MHz).
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4.2.1.2.19 Composto XXIV —trisfaeridina

O composto (XXIV) foi obtido a partir da fragdo n-Hexano dos bulbos de
Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 3,9 mg do composto. O produto
foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN 'H (Tabela 57 e Figura 45), sendo

seus dados espectrais comparados com a literatura®’.

Tabela 57. Dados de RMN de 'H do composto (XXIV) em comparagdo com a literatura (SUAU et al.,
1990).

Estrutura Posicéo Composto (XXIV) trisfaeridina
(6 em ppm, J em HZ)
1 8,37 dd (8.0, 1.5) 8,36 dddd (8.0, 1.8, 1.0, 1,0)
2 7,63 ddd (8.0, 7.0, 1.5) 7,61 ddd (8.0, 7.0, 1.7)
3 7,69 ddd (8.0, 7.0, 1.5) 7,67 ddd (7.0, 7.0, 1,8)
4 8,14 d (8.0, 1.5) 8,11 ddd (7.0, 1.7, 1.0)
6 9,10 s 9,06 s
7 7,34s 7,32s
10 7,92s 7,89 s
OCH,0 6,17 s 6,15s
Solvente CDCls CDCls
(400MHz) (200MH?z)

GBH.S 3.1.2.1
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Figura 45. Espectro de RMN *H do composto (XXIV) e ampliacdes (CDCl; - 400 MHz).
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4.2.1.2.20 Composto XXV —ismina

O composto (XXV) foi isolado a partir das fracdes n-Hexano e acetato de etila dos
bulbos de Hippeastrum glaucescens, sendo obtidos cerca de 9,0 mg do composto. O
produto foi solubilizado em CDCl; e analisado por RMN *H (Tabela 58 e Figura 46),
sendo seus dados espectrais comparados com a literatura®’.

Tabela 58. Dados de RMN de 'H do composto (XXV) em comparacdo com a literatura (SUAU et al.,
1990).

Estrutura Posicéo Composto (XXV) ismina
(6 em ppm, J em HZ)
1 6,98 dd (7.6, 1.6) 6,98 dd (7.3, 1.7)
2 6,82 ddd (7.6, 7.2, 1.2) 6,81 ddd (7.3, 7.3, 1.1)
3 7,30 ddd (8.0, 7.2, 1.6) 7,28 ddd (8.0, 7.3, 1.7)
4 6,74 d (8.0, 1.0) 6,73d (8.1, 1.1)
6 4,27 d (12.0) 4,26 d (12.0)
6 4.20 d (12.0) 4.20d (12.0)
7 7,02s 7,00 s
10 6,68 s 6,67 s
OCH0 6,00 s 5,99s
NMe 2,75s 2,73 s
OH CDCl3 CDCls;
Solvente (400MH2) (200MH2)
GBH.S 2.1.2.A § § ~
RN
VoMY
LS
N2
'\\. h
g  2zdsg Z = E)
70 65 60 55 ‘ as 40 35 30 25

5.0
f1 (ppm)

Figura 46. Espectro de RMN 'H do composto (XXV) e ampliages (CDCl; - 400 MHz).
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4.2.2 Flavonoides

Alguns compostos apresentaram coloracdo divergente do tipicamente
observado (coloracéo alaranjada) apos serem analisados por CCDC (reveladas com
reagente Dragendorff). Conforme aumentava o tempo de realizacdo das mesmas,
aumentava a intensidade da coloracdo dos (Figura 47). Esses compostos foram
solubilizados em CDCl; e analisados por RMN de 'H. No entanto, ndo foi possivel
até o presente momento a sua completa caracterizacdo. Os mesmos foram também
avaliados por CG-EM.

Figura 47. CCDC das subfracdes de AcOEt &cido de Hippeastrum glaucescens revelada com

reagente Dragendorff.

A analise de CG-EM destes 8 compostos isolados evidenciaram que 4 ja
haviam sido detectados no extrato AcOEt acido, apresentando fragmentacdes: m/z
270, m/z 272, m/z 226 e m/z 256. Embora o CG-EM da fracdo n-Hex néo tivesse
evidenciado sua presenca (devido a sua concentracdo), trés destes compostos
foram também isolados da fracdo n-Hex. Esses compostos foram denominados de
composto (A) até composto (H) e estao representados na Tabela 60.

Através das andlises realizadas e comparagdo com a literatura®®®, esses

compostos demonstram pertencer a classe dos flavonoides (alguns do tipo flavan).
Embora ndo sejam comumente isolados para o género Hippeastrum, eles estao

descritos na literatura para alguns géneros da familia®.
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Esses compostos obtidos ainda estdo em processo de identificacdo e até o
momento, pode-se sugerir a estrutura para 3 destes (Figura 48); contudo, para a
inequivoca identificacdo dos mesmos, faz se necessario a analise de RMN
bidimensional e a comparacdo dos dados com a literatura. Dessa forma, serdo
realizadas as suas discussdes ao final de sua completa elucidagcdo. Os compostos
propostos sdo: 4°,7-Dihidroxi-8-metilflavan (C), 7-Hidroxi-3",4-metilenodioxiflavan (E),
3’,7-Dihidroxi-4"-metoxiflavan (F), possuindo seus espectros de massas obtidos por
CG-EM e RMN de 'H no Anexo A.7.

(F)

Figura 48. Estruturas dos flavonoides propostos para os compostos (C), (E) e (F).
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4.3 Resumo dos resultados

Nesse trabalho, foram identificados por CG-EM para os extratos obtidos da
extracao acido base do Hippeastrum diniz-cruziae um total 39 alcaloides conhecidos
e detectados 24 desconhecidos, possuindo diferentes tipos de esqueletos e sendo a
fracdo dos bulbos a mais rica em alcaloides, conforme Figura 49. As andlises para
as fracdes nao finalizadas evidenciaram a presenca de ainda mais compostos,

ressaltando-se que essas analises serdo revisadas com um novo indice de kovats.

25
20
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3 7 Raizes
0 m T I T I T
o2 o 2 v ] o 2 & &
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Figura 49. Compostos identificados das fracdes AcOEt &cido e fragcdes enriquecidas das Folhas,

Bulbos e Raizes de Hippeastrum diniz-cruziae.

A pesquisa realizada levou ao isolamento para o Hippeastrum diniz-cruziae de
5 compostos, desses 1 alcaloide € inédito, denominado cruzinina, sendo realizada a
sua completa elucidacéo estrutural por CG-EM, RMN uni e bidimensional, Dicroismo
Circular e, principalmente, Cristalografia de Raios-X. Este composto apresentou uma
caracteristica unica dentro dos alcaloides de Amaryllidaceae, evidenciada pela
estereoquimica das posicoes H-1 e H-10b. Os demais alcaloides isolados e tipos de

esqueleto pertencentes estdo descritos na Tabela 59.

Para o Hippeastrum glaucescens foram detectado por CG-EM nos extratos
obtidos da extracdo acido base um total de 12 alcaloides conhecidos e 9 néo
identificados pela biblioteca de alcaloides, possuindo diferentes tipos de esqueletos

conforme Figura 50. As andlises para as fracbes ndo finalizadas evidenciaram a
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presenca de ainda mais compostos, ressaltando-se que essas analises serdo

revisadas com um novo indice de kovats.
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Figura 50. Compostos identificados da fragdo AcOEt &cido e fracdes enriquecidas dos Bulbos de

Hippeastrum glaucescens.

A pesquisa realizado levou a obtencéo para o Hippeastrum glaucescens de 20
compostos (4 obtidos em mistura) e 3 sédo relatados pela primeira vez: 2a-7-
dimet6xihomolicorina N-6xido, 7-Metoxi-O-metillicorenina N-6xido e Candimina N-
oxido. Sendo necesséario para o alcaloide Metoxi-O-metillicorenina N-Oxido a
realizacdo de massas de alta resolucéo, assim como, para ambos 0s compostos as
analise de RMN de **C e bidimensionais, para as suas completas elucidacées
estruturais. Os demais alcaloides obtidos e tipos de esqueleto pertencentes estao

descritos na Tabela 59 .

Tabela 59. Compostos obtidos do Hippeastrum diniz-cruziae.

continua

() Alcaloides Massa (mg) Fracdes

Hippeastrum diniz-cruziae

Tipo homolicorina

0] Cruzinina 50,0 DCFH.C, DCFH.S 2, DCBH.S 3

Tipo narciclasina

(I)  7-deoxi-trans-narciclasine 8,4 DCBA.C4

Tipo licorina
(1 Licorina 11,5 DCBA.C 1, DCBH.S 155




(IV)  Pseudolicorina
(V)  Ungiminorina

11,8
2,4
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DCABA.C3, DCBA 12
DCBA 12prep.

Hippeastrum glaucescens

Tipo homolicorina

(VI)  2a-7-dimetéxihomolicorina N-6xido 6,0 GBH.S 2.7.3, GBH.S 2.7.2.2clv
(VIl)  7-Metoxi-O-metillicorenina N-6xido 9,4 GBH.S 2.6.5.2clv, GBH.S 2.7.12.2clv
(VI)  Candimina N-6xido 2,7 GBA2.4.3.3.3.3
(IX)  Albomaculina N-6xido 17,2 GBH.S 2.4prep., GBH.S 2.7.1clv
(X)  2a-metoxihomolicorina 12 GBA243.24.1,GBA24333.1
(XI)  2a-hidroxihomolicorina (Mistura) 6,0 GBA25.1.2
(XI)  Albomaculina 23,7 GBH.P1, GBH.S 2.1prep., GBA 2.7.2.2
(XN  2a-hidroxialbomaculina 9,5 GBH.S 2.5.6, GBA2.5.1.2
(XIV)  2a,7-dimetoxihomolicorina 28,6 GBH.P2, GBH.S 2.2prep., GBA 2.4.3.2.2.2
(XV)  7-Metoxi-O-metillicorenina 111 GBH.S 2.3.2.2.1clv, GBA2.4.3.2.2.1
(XVI) Candimina 31,6 GBA2.4.3.3.3.2, GBA2.43.3.4.2, GBA3.2.1
(XVIl) Hippeastrina (Mistura) 15,5 GBA2.4.3.3.3.5.3, GBA3.2.1
Tipo haemantaminalcrinina
(XVIIl) Haemantidina (Mistura) 3,5 GBA2.4.3.3.55.6
(XIX) 6-epihaemantidina (Mistura) 3,5 GBA2.4.3.3.5.5.6
(XX) 11-Hidroxivitatina 6.1 GBA2.5.2.4
Tipo tazetina
(XXI) Tazetina 226 GBH.S 2.3.2.4clv, GBH.S 2.4.2.3.5clv, GBA
2.8.1, GBA2.10.2
(XXI) Pretazetina 8,2 GBLA 2.3.4.1.1, GBH.S JUNT.3, GBA 2.8.2
(XXI11) 3-Epimacronina 2,7 GBH.S 2.7prep.
Tipo narciclasina
(XXIV) Trisfaeridina 3,9 GBH.S3.1.21
Outros tipos
(XXV) Ismina 9,0 GBH.S 2.1.2.1clv, GBA 2.10.1

final

Foram isolados outros 8 compostos da espécie Hippeastrum glaucescens,

gue indicaram tratar-se de flavonoides (Tabela 60), no qual, todos esses compostos

estdo em processo de anadlise a fim de determinar suas estruturas quimicas.
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Tabela 60. Flavonoides isolados da espécie Hippeastrum glaucescens.

Massa

Compostos Fracdo
(mg)

Flavonoides
Flavonoide m/z 226 (A) 3,8 GBLA 4.2.1.1.3, GBLA4.2.1.2.2, GBLA 4.2.2.1.2
Flavonoide m/z 226 (B) 1,6 GBLA 4.2.2.1.9
Flavonoide m/z 256 (C) 6,8 GBLA 4.2.2.2.2, GBH.S3.1.24
Flavonoide m/z 256 (D) 5,0 GBLA 4.2.2.2.4, GBLA 4.2.2.2.5
Flavonoide m/z 270 (E) 25,8 GBLA 4.2.2.2.1, GBLA4.2.2.3.2, GBH.S3.8.1.4
Flavonoide m/z 272 (F) 17,3 GBLA 4.2.3.1.2, GBLA4.2.3.2.1, GBH.S3.1.2.3
Flavonoide m/z 284 (G) 3,2 GBLA 4.2.2.2.7

Flavonoide m/z 286 (H) 2,0 GBLA4.2.2.1.3
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5. CONCLUSAO

As espécies brasileiras Hippeastrum diniz-cruziae e Hippeastrum glaucescens
(familia Amaryllidaceae) apresentaram capacidade de biossintese de uma ampla
variedade estrutural, dentro do grupo dos alcaloides de Amaryllidaceae. Estas
espécies podem ser consideradas fontes de alcaloides de Amaryllidaceae,

especialmente dos esqueletos tipo licorina e homolicorina;

A espécie Hippeastrum diniz-cruziae apresentou uma biossintese dentro do
grupo dos derivados de homolicorina absolutamente Unica, com uma importante
variacdo na configuragcdo absoluta no acoplamento oxidativo fendlico. A
caracterizacdo do composto cruzinina atraves de estudos de RMN e difratometria de
Raio-X confirma uma estereoquimica incomum para as posicées C-1 e C-10b no
nacleo fundamental dos derivados de homolicorina. Nao obstante, a espécie H.
diniz-cruziae foi capaz de biossintetizar um derivado de narciclasina, esqueleto-tipo

relativamente incomum dentro do género Hippeastrum.

O estudo quimico para a espécie Hippeastrum glaucescens determinou a
presenca de alguns compostos inéditos derivados N-6xido. Mesmo aplicando-se
metodologia comumente detalhada para estudos anteriores em alcaloides de
Amaryllidaceae, esta espécie forneceu trés bases inéditas e uma ja determinada
derivadas de N-Oxido, algo relativamente incomum nos estudos até a presente data.
Os experimentos de RMN e massas de alta resolucdo foram determinantes para as
estruturas propostas, mesmo que estudos de RMN 2D devem corroborar esta
caracterizacdo. Ainda assim, 22 alcaloides sao relatados pela primeira vez para esta
espécie neste presente estudo. Nao obstante, derivados fendlicos foram isolados
aplicando-se extracao para alcaloides. Mesmo ndo sendo comum a purificacdo de
alguns polifendis a partir de fragcdes enriquecidas em alcaloides, é digno de relato a
presenca substancial destes metabdlitos para a espécie H. glaucescens. Os estudos
espectrais até o presente indicam tratar-se de derivados de flavonoides para estes

polifenais.

Dentro do presente estudo, evidencia-se a importancia das técnicas
instrumentais, especialmente o CG-EM e o RMN, para o estudo quimico em

alcaloides de Amaryllidaceae. A partir destas técnicas, foi possivel a determinagéo
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da grande variedade estrutural dos metabolitos presentes nas espécies H. diniz-
cruziae e H. glaucescens. Assim, as caracterizacbes até o presente alcancadas
somadas as confirmacdes que seréo obtidas proximamente, revelam uma importante
fonte de compostos naturais oriundos destas espécies para futuros estudos de
atividade biolégicas, dentro dos mais variados alvos biolégicos comumente
aplicados aos alcaloides de Amaryllidaceae.
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Anexo A.l. Dados de CG-EM das fracdes AcOEt acido e fracdes enriquecidas de Hippeastrum diniz-cruziae

Tabela 61. Dados de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria dos compostos identificados nas fragoes AcOEt acido e fragbes enriquecidas de

Hippeastrum diniz-cruziae.

continua
Hippeastrum diniz-cruziae
Compostos RT M EM
Tipo Licorina
Pseudolicorina 25.44 289 228(100), 229(66), 289(29), 270(21), 288(20), 230(10), 214(8), 254(8), 252(7), 147(7)
3,4-Dihidro-1-acetillicorina 29.13 331 330(100), 331(41), 254(30), 270(28), 272(23), 253(50)
Licorina 30.07 287 226(100), 227(75), 268(20), 287(16), 250(15), 147(14), 186(14), 119(10), 91(10), 77(8)
Assoanine 27.51 267 266 (100), 267(48), 250(29), 222(15), 251(11), 180(8), 193(6), 192(6), 126(4), 191(4)
Sternbergina 29.52 331 228(100), 229(79), 331 (23), 270(22), 230(15), 242(14), 252(11), 272(8), 254(8), 271(8)
1-O-Acetil-caranine 26.63 313 226(100), 252(90), 227(51), 313(42), 253(20), 250(13), 271(11), 224(9), 43(9), 270(8)
Dihidrolicorina 24.90 289 288(100), 289(32), 147(5), 272(5), 290(5), 270(4), 226(4), 119(4), 214(3), 91(3)
Anidrolicorina 26.30 251 250(100), 251(41), 192(20), 191(15), 252(9), 193(8), 248(8), 163(7), 96(7), 125(6)
2-O-Acetillicorina 31.41 329 268(100), 250(89), 269(86), 226(66), 252(59), 270(39), 227(30), 251(27), 240(24), 222(23)
11,12-Dehidroanidrolicorina 27.99 249 248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
1-O-Acetillicorina 29.57 329 226(100), 227(71), 268(23), 329(22), 240(10), 269(9), 256(7), 211(60), 266(39)
Hippamina 28.91 301 226(100), 227(91), 71(25), 85(19), 250(18), 125(18), 228(14), 252(14), 268(12), 301(12)
Hippadina 29.90 263 263(100), 262(28), 177(24), 150(18), 264(17), 131(16), 75(11), 178(10), 205(10), 175(7)
Galantina 29.99 317 242(100), 243(87), 284(23), 345(19), 266(17), 244(13), 268(11), 43(10), 256(10), 252(7)
Oxoassoanine 33.43 281 281(100), 280(35), 238(22), 282(20), 236(16), 266(13), 194(11), 223(10), 139(10), 220(9)
Ungiminorine 32.35 317 212(100), 268(97), 214(82), 299(57), 242(53), 250(44), 224(44), 240(39), 147(25), 225(24)

Tipo Haemantamina/Crinina




Crinamina

8-O-Demetilmaritidina
11-Hidroxivitatina
Vitatina (crinina)
11-oxohaemantamina
Hippeastidina

Tipo Tazetina

Tazetina

Tipo Homolicorina
Homolicorina
8-O-Demetilhomolicorina
2-Hidroxihomolicorina
Tipo Galantamina
Galantamina

Licoramina
Licoraminona
3-O-acetilsanguinina
Tipo Montanina
Pancracine
2-O-Metilpancracine (Montanina)

Tipo Mesembranona

6-Epimensembranol (NP)
Tipo Narciclasinaa
Trisfaeridina

Outros tipos

Galantidol
O-Metiltiramina

Hordenina

28.01

26.37
29.21
25.79
22.25
27.99

26.40

30.28
28.56
27.49

24.66
24.97
2531
27.64

23.54
28.06

23.08

22.70

24.18

6.53
8.35

273

273
287
271
299
319

331

315
301
332

287
289
287
273

287
301

201

223

281

151
165

272(100), 181(46), 240(37), 153(34), 128(31), 211(30), 115(30), 212(27), 226(26), 214(24)

201(100), 273(89), 189(70), 230(40), 157(36), 56(35), 202(33), 175(32), 129(32), 174(29)
258(100), 181(27), 128(19), 259(17), 211(16), 115(16), 186(16), 153(13), 214(11), 223(11)
271(100), 187(80), 199(79), 115(45), 128(42), 56(40), 228(36), 157(36), 200(32), 173(30)
271(100), 270(26), 272(18), 256(8), 238(7), 172(6), 224(6), 185(5), 210(5), 226(5)
319(100), 233(89), 234(61), 218(48), 288(46), 232(45), 206(37), 246(31), 217(27), 304(25)

247 (100), 331(32), 70(28), 115(25), 298(226), 211(20), 230(18), 201(16), 316(16), 227(14)

109, (100), 108(30), 110(95), 178(39), 94(35), 82(33), 81(28), 93(22), 150(19), 77(16)
109(100), 108(30), 110(78), 164(42), 94(40), 82(33), 81(26), 93(25), 77(20), 121(18)
125(100), 96(33), 124(8), 126(8), 80(3), 151(3), 82(3)

286(100), 216(67), 287(66), 174(55), 128(43), 115(43), 165(40), 152(38), 244(38), 153(35)
288(100), 115(16), 44(15), 202(12), 154(10), 187(10), 42(9), 189(8), 188(8)

286(100), 287(64), 202(42), 218(32), 159(32), 187(30), 188(30), 174(27), 42(26), 128(24)
256(100), 315(83), 254(63), 218(55), 189(53), 255(45), 272(41), 43(40), 226(35), 181(31)

287(100), 204(30), 203(26), 214(25), 286(24), 243(24), 270(20), 199(19), 232(17), 360(17)
301(100), 270(84)

290(100), 291(87), 218(68), 200(45), 219(41), 201(32), 291(18)

223(100), 222(52), 138(31), 167(26), 224(20), 164(15), 166(15), 127(13), 139(13), 153(12)

281(100), 262(31), 264(19), 194(16), 102(15)

121(100), 122(78), 65(45), 73(24), 32(20), 44(12), 31(7)
58(100), 30(7), 42(6), 77(5), 59(4), 51(3), 44(2), 78(2), 91(2), 57(1)
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N-Metiltiramina

Tiramina

Né&o identificados

Desconhecido (Derivado O-Metiltiramina)
Desconhecido (m/z 223)

Desconhecido (m/z 148)

Desconhecido (m/z 315)

Desconhecido (Derivado 11,12-Dehidrolicorina)
Desconhecido (m/z 203)

Desconhecido (m/z 361)

Desconhecido (Derivado Deacetilcantabricina)
Desconhecido (Derivado Norpluvine)
Desconhecido (Derivado O-Metilnorberladina)
Desconhecido (Derivado O-Metillicorinina)
Desconhecido (Derivado Papiramina)
Desconhecido (m/z 264)

Desconhecido (m/z 228)

Desconhecido (m/z 224)

Desconhecido (Derivado 8-O-Demetilhomolicorina)
Desconhecido (Derivado Pseudolicorina)
Desconhecido (m/z 278)

Desconhecido (Derivado Phenanthridina)
Desconhecido (Derivado Dihidro-1-acetillicorina)
Desconhecido (m/z 294)

Desconhecido (m/z 280)

Desconhecido (Tipo homolicorina)

Desconhecido (Derivado O-Demetillicoramina)

10.06
13.93

42.48
20.28
20.43
21.80
24.04
25.80
26.43
26.61
27.09
27.78
28.16
28.29
29.03
29.77
29.88
30.92
32.20
31.80
31.88
32.20
32.86
33.21
26.36
25.33

190

151 107(100), 94(36), 150(31), 77(29), 108(10), 91(9), 39(8), 65(8), 51(6), 79(5)
137 108(100), 137(59), 121(33), 109(21), 39(20), 107(18), 42(13), 31(10), 44(8)

122(100), 121(29), 43(22), 107(17), 55(14), 109(13), 95(11)

223(100), 253(45), 254(44), 297(43), 152(28), 224(23), 153(17), 296(16), 222(15), 165(15)
148(100), 119(80), 223(46), 284(41), 300(387), 242(35), 215(26), 280(25), 224(22), 241(21)
315(100), 211(73), 185(62), 188(53), 298(38), 223(27), 212(27), 186(24), 316(22), 77(20)
252(100), 250(48), 253(43), 166(15), 251(15), 224(14), 254(12), 194(10), 192(10), 139(9)
203(100), 175(71), 190(55), 202(36), 157(338), 151(27), 159(25), 128(25), 145(23), 142(230)
361(100), 213(70), 161(69), 376(48), 343(36), 362(32), 150(29), 128(24), 215(23), 185(20)
204(100), 275(82), 187(77), 203(68), 202(61), 176(52), 145(50), 188(47), 161(47), 115(44)
228(100), 229(62), 273(60), 272(35), 230(15), 274(14), 214(13), 186(12), 213(10), 185(9)
137(100), 166(35)

109(100), 108(16), 110(9), 43(5), 70(4), 58(3), 81(3), 44(3), 71(3), 191(2)

272(100), 120(75), 304(71), 286(69), 262(52), 316(44), 115(40), 261(40), 91(39), 181(39)
264(100), 265(61)

228(100), 252(39), 270(28), 210(17), 222(16), 214(16), 288(14), 194(14), 213(13), 110(13)
224(100), 225(50), 250(24), 166(23), 281(13), 299(13), 226(13), 165(11), 191(6)

109(100), 108(25), 110(7), 42(3), 66(0,8), 164(0,6), 44(0,3), 52(0,3)

228(100), 229(78), 252(11), 41(9), 111(9), 82(9), 91(6), 77(5), 115(4)

278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)
238(100), 239(70), 192(35)

330(100), 270(45), 331(43), 271(33), 272(27)

294(100), 295(83), 296(15), 221(12), 250(10), 237(10), 279(10), 194(9), 148(7), 251(6)
280(100), 281(72), 236(25), 282(14), 251(11), 194(11), 220(10), 139(8), 266(8), 238(7)
109(100), 108(26), 41(10)

274(100), 275(24), 44(41), 173(17), 131(14), 91(13), 145(12), 77(12), 160(12), 174(11)

final
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Anexo A.2. Dados de CG-EM das fracGes AcOEt acido e fracdes enriguecidas de Hippeastrum glaucescens

Tabela 62. Dados de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria dos compostos identificados nas fragbes AcOEt 4cido e fragBes enriquecidas de

Hippeastrum glaucescens.

continua

Hippeastrum glaucescens

Compostos RT M* EM
Tipo Licorina
11,12-Dehidroanidrolicorina 24.01 249 248(100), 249(62), 190(25), 250(13), 81(5)
Tipo Haemantamina/Crinina
Haemantamina 24.35 272 272(100), 214(16), 301(140, 240(13), 273(12), 211(11), 242(10), 226(9), 128(7), 155(7)
Tipo Tazetina
Epimacronina 26.79 329 245(100), 201(74), 329(31), 244(26), 197(23), 314(21), 255(21), 246(16), 225(16), 241(15)
Tazetina 24.55 331 247(100), 331(34), 298(21), 70(16), 115(15), 201(15), 248(15), 316(14), 199(13), 71(13)
Tipo Homolicorina
Homolicorina 25.94 315 109(100), 108(20), 110(7), 82(2), 94(2), 81(1), 178(1), 77(1), 93(1), 92(1)
Nerinina 26.77 347 109(100), 108(19), 110(7), 82(2), 94(2), 81(1), 93(1), 193(1), 221(1), 77(1)
8-O-Demetilhomolicorina 28.56 301 109(100), 108(30), 110(78), 164(42), 94(40), 82(33), 81(26), 93(25), 77(20), 121(18)
2-Metoxi-8-O-demetilhomolicorina 28.42 331 139(100), 124(61), 140(9), 94(3), 179(2), 81(2), 141(1), 136(<1), 144(<1), 173(<1)
Candimina 30.69 345 125(100), 96(31), 126(9), 124(7), 95(3), 81(2), 77(2), 68(<1)
2-Hidroxihomolicorina 27.84 332 125(100), 96(28), 124(14), 139(9), 126(8), 94(5), 178(3), 81(2), 77(2), 82(2)



Outros tipos

Galantidol

Trisfaeridina

Né&o identificados

Desconhecido (Tipo Homolicorina)
Desconhecido (Derivado 2-Metoxihomolicorina)
Desconhecido (m/z 139)

Desconhecido (Tipo Homolicorina)
Desconhecido (Derivado 2-Metoxipratosina)
Desconhecido m/z (270)

Desconhecido (m/z 272)

Desconhecido (m/z 226)

Desconhecido (m/z 256)

22.86
19.21

26.68
28.53
29.21
26.73
27.51
23.60
24.82
17.21
23.22

281
223

192

281(100), 263(44), 231(26), 264(22), 252(19), 190(14), 131(9), 115(9), 164(9), 232(8)
223(100), 222(38), 138(23), 224(16), 165(8), 167(7), 137(7), 139(6), 166(4)

109(100), 108(19), 110(7), 82(3), 94(2), 91(1), 66(<1), 80(8), 122(<1), 420<1)

139(100), 124(67), 140(9), 96(7), 94(5), 178(2), 81(2), 77(2), 82(1), 95(1)

139(100), 124(55), 140(9), 125(4), 94(3), 96(3), 81(1), 95(1), 193(1), 221(1)

109(100), 108(13)

309(100), 294(66), 310(18), (278(13)

148(100), 270(85), 147(43), 135(30), 271(15), 89(14), 149(10), 91(8), 65(8), 161(7)
272(100), 150(81), 135(45), 137(30), 162(17), 273(17), 107(16), 77(15), 147(12), 123(14)
226(100), 104(44), 225(25), 77(17), 135(17), 211(15), 227(14), 91(14), 78(13), 209(13)
256(100), 120(92), 137(78), 121(26), 150(26), 79(18), 108(12)

final
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Anexo A.3. Dados de CG-EM das fragdes néao finalizadas de Hippeastrum diniz-cruziae

Tabela 63. Dados de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria das fra¢cdes néo finalizadas de Hippeastrum diniz-cruziae.

continua

Hippeastrum diniz-cruziae

Fracdes nao finalizadas

Compostos RT % M* EM
DCFA 2.3
O-Metiltiramina (1) 6.53 21,21 151 121(100), 122(78), 65(45), 73(24), 32(20), 44(12), 31(7)
Galantamina (2) 21.05 29,55 287 286(100), 216(67), 287(66), 174(55), 128(43), 115(43), 165(40), 152(38), 244(38), 153(35)
O-metilnorbeladina (3) 24.03 42,89 273 137(100), 121(22), 91(13), 65(11), 107(10), 138(9), 81(9), 79(8), 93(7), 122(7)
Hordenina (4) 7.68 6,33 165 58(100), 30(7), 42(6), 77(5), 59(4), 51(3), 44(2), 78(2), 91(2), 57(1)
DCFA 3
1-O-(3"-acetoxibutanoil)licorina (5) 2078 100 415 226(100), 227(66), 250(42), 268(25), 65(19), 207(19), 77(19), 251(18), 192(16), 165(15)
DCBH.S 2.2
Desconhecido (m/z 248) (6) 2552 54,30 248(100), 349(47), 276(33), 318(26), 249(15), 96(11), 142(11), 350(9), 334(6), 94(6)
Tazetina (7) 2433 1,43 331 247(100), 331(25), 70(21), 298(20), 201(20), 248(17), 230(163), 227(15), 211(14), 115(13)
Desconhecido (m/z 148) (8) 23.46 44,26 148(100), 270(83), 147(41), 135(32), 271(14), 149(10), 89(10), 161(7), 136(6), 91(5)



DCBH.S 2.3

Desconhecido (m/z 248) (6)
DCBH.S 4.1
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
DCBH.S 8.1

Desconhecido (m/z 278) (10)
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
Hippamina (11)

Ungiminorina (12)
Desconhecido (m/z 264) (13)
Desconhecido (Hippadina) (14)
DCBH.S 10.2

Hippeastidina (15)
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
Haemantamina (16)

Licorina (17)

Desconhecido (m/z 335) (18)
DCBH.S 10.3

Hippadina (19)

Desconhecido (Derivado 11,12-Dehidroanidrolicorina) (20)

DCBH.S 12.3
Desconhecido (m/z 278) (10)
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)

2-O-Metilpancracine (Montanina) (21)

DCBH.S 9,11, 13, 16

Desconhecido (Derivado 11,12-Dehidroanidrolicorina) (20)

Vitatina (Crinina) (22)

Desconhecido (Derivado Acetil-caranina) (23)

25.59

27.75

29.79
25.86
26.74
29.97
30.33
28.08

23.79
24.10
24.18
25.97
23.97

29.71
24.09

29.81
26.56
26.77

24.09
23.78
24.51

100

100

44,22
38,05
1,02
0,83
15,34
0,51

Tra

0,47

1,11
42,71
55,65

18,60
81,40

60,69
24,94
14,36

18,09
62,24
17,73

249

249
301
317

319
249
272
287

263

249
301

271

194

248(100), 349(47), 276(33), 318(26), 249(15), 96(11), 142(11), 350(9), 334(6), 94(6)

248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)

278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)
248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
226(100), 227(78), 250(26), 282(20), 301(20), 147(12), 252(12), 251(9), 211(8), 271(6)
268(100), 299(58), 212(54), 242(49) 214(44), 250(36), 224(24), 225(22), 240(20), 316(17)
264(100), 265(56), 178(11), 266(9), 206(79), 206(7), 150(5), 177(4), 103(4), 89(4
262(100), 263(70), 203(13), 204(12), 102(11), 202(9), 150(7), 101(7)

319(100), 233(62), 288(40), 234(34), 318(26), 232(24), 320(20), 290(19), 55(197), 291(192)
248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
272(100), 181(18), 273(18), 240(15), 242(15), 211(14), 214(10), 186(10), 115(9), 212(9)
226(100), 227(66), 268(20), 286(17), 250(16), 147(8), 119(5), 228(9), 269(54)

335(100), 304(40), 286(31), 316(21), 336(18), 120(18), 292(15), 320(13), 262(11), 260(10)

263(100), 262(28), 177(24), 150(18), 264(17), 131(16), 75(11), 178(10), 205(10), 175(7)

252(100), 250(48), 253(43), 166(15), 251(15), 224(14), 254(12), 194(10), 192(10), 139(9)

278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)
248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
301(100), 270(83), 257(36), 223(34), 226(29), 115(29), 252(28), 185(28), 229(225), 197(19)

252(100), 250(48), 253(43), 166(15), 251(15), 224(14), 254(12), 194(10), 192(10), 139(9)
271(100), 187(80), 199(79), 115(45), 128(42), 56(40), 228(36), 157(36), 200(32), 173(30)
123(100), 226(53), 252(53), 313(41), 77(23), 124(12), 314(11), 139(10), 224(9), 393(8)



Tazetina (7)

DCBA.S1.2.2
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
2-O-Metilpancracine (Montanina) (21)
Licorina (17)

Desconhecido (m/z 264) (13)
Desconhecido (m/z 294) (24)
Desconhecido (m/z 224) (25)
Desconhecido (m/z 278) (10)
DCBA.S1.2.3
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
Desconhecido (m/z 278) (10)
Desconhecido (m/z 226) (26)
Desconhecido (m/z 224) (25)
DCBA.S1.3

Desconhecido (m/z 278) (10)
DCBA 2.1

Licoramina (27)

Desconhecido (m/z 315) (28)
Desconhecido (Derivado N-maritidina) (29)
DCBA 2.2

Dehidrolicorina (30)
Desconhecido m/z 278 (10)
DCBA 2.3

Desconhecido (m/z 315) (28)
Desconhecido m/z 278 (10)
DCBA.S 3.2

Desconhecido (Derivado O-Demetillicoramina) (31)

23.34

27.69
24.15
29.75
32.35
30.62
29.84
31.73

27.72
31.78
29.76
29.85

31.8

24,68

26.11

12.26

26.09
31.83

26.10
31.81

22.34

1,93

10,21
2,60
9,33
1,71
0,10
5,50

70,52

2,74
74,62
20,39

2,22

100

83,43

10,31

6,24

83,33
16,66

16,74
83,25

4,16

331

249

301
287

289

195

247 (100), 331(32), 70(28), 115(25), 298(226), 211(20), 230(18), 201(16), 316(16), 227(14)

248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
301(100), 270(83), 257(36), 223(34), 226(29), 115(29), 252(28), 185(28), 229(225), 197(19)
226(100), 227(75), 268(20), 287(16), 250(15), 147(14), 186(14), 119(10), 91(10), 77(8)
264(100), 265(56), 178(11), 266(9), 206(79), 206(7), 150(5), 177(4), 103(4), 89(4

294(100), 295(83), 296(15), 221(12), 250(10), 237(10), 279(10), 194(9), 148(7), 251(6)
224(100), 225(50), 250(24), 166(23), 281(13), 299(13), 226(13), 165(11), 191(6)

278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)

248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)
226(100), 227(78), 44(35), 18(28), 28(24), 28(21), 147(18), 268(16), 119(15), 111(14)
224(100), 225(50), 250(24), 166(23), 281(13), 299(13), 226(13), 165(11), 191(6)

278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)
288(100), 115(16), 44(15), 202(12), 154(10), 187(10), 42(9), 189(8), 188(8)
315(100), 211(73), 185(62), 188(53), 298(38), 223(27), 212(27), 186(24), 316(22), 77(20)

44(100), 108(41), 42(39), 91(29), 120(29), 107(28), 77(27), 121(21), 65(20), 149(15)

288(100), 289(32), 147(5), 272(5), 290(5), 270(4), 226(4), 119(4), 214(3), 91(3)
278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)

315(100), 211(73), 185(62), 188(53), 298(38), 223(27), 212(27), 186(24), 316(22), 77(20)
278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)

274(100), 275(24), 44(41), 173(17), 131(14), 91(13), 145(12), 77(12), 160(12), 174(11)



8-O-demetilmaritidina (32)
Desconhecido (m/z 294) (24)
Desconhecido (m/z 344) (33)
DCBA.S 3.3
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
11-Hidroxivitatina (34)
Hamaine (35)
Pseudolicorina (36)

DCBA.S 4.2
2-Hidroxihomolicorina (37)
Desconhecido (m/z 315) (28)
DCRA 1

Desconhecido (m/z 294) (24)
Desconhecido (m/z 344) (33)
Desconhecido (m/z 278) (10)
DCRA 2

Desconhecido (Derivado 2-O-Metiltiramina) (38)

O-Demetillicoramina (39)
Anidrolicorina (40)
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)

Desconhecido (Derivado 2-O-Metilpancracine) (41)

Desconhecido (Derivado 6-Epimensembranol) (42)

Hippadina (19)
Dehidrolicorina (30)
Pseudolicorina (36)
Galantina (43)

Ungminorina (12)
Desconhecido (m/z 264) (13)

22.54
30.62
27.44

27.75
29.16
29.19
30.88

33.73
26.10

32.6
27.45
31.82

7.30
23.32
24.33
25.90
26.09
26.62
28.10
28.63
28.97
29.70
30.03
30.39

94,10
Tra

1,72

0,68
24,62
24,82
49,86

0,57
99,42

0,87
66,8
35,31

2,52
1,78
2,13
14,49
0,23
0,21
1,85
23,99
6,35
1,21
6,21
13,52

273

249
287
287
289

332

331
251
249

263
289
289
317
317

196

201(100), 273(89), 189(70), 230(40), 157(36), 56(35), 202(33), 175(32), 129(32), 174(29)
294(100), 295(83), 296(15), 221(12), 250(10), 237(10), 279(10), 194(9), 148(7), 251(6)
344(100), 345(36), 59(19), 77(19), 75(16), 135(11), 115(10), 193(7), 253(6), 91(6)

248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
258(100), 181(27), 128(19), 259(17), 211(16), 115(16), 186(16), 153(13), 214(11), 223(11)
258(100), 181(31), 223(29), 115(25), 128(24), 153(24), 224(23), 211(18), 152(18), 259(18)
228(100), 229(66), 289(29), 270(21), 288(20), 230(10), 214(8), 254(8), 252(7), 147(7)

125(100), 96(33), 124(8), 126(8), 80(3), 151(3), 82(3)
315(100), 211(73), 185(62), 188(53), 298(38), 223(27), 212(27), 186(24), 316(22), 77(20)

294(100), 295(83), 296(15), 221(12), 250(10), 237(10), 279(10), 194(9), 148(7), 251(6)
344(100), 345(36), 59(19), 77(19), 75(16), 135(11), 115(10), 193(7), 253(6), 91(6)
278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)

122(100), 121(94), 93(33), 65(18),123(6), 63(4), 62(3), 66(3), 64(1), 182(<1)

274(100), 275(69), 188(7), 174(5), 175(5), 115(4), 258(4), 77(2), 182(1), 256(<1)
250(100), 251(41), 192(20), 191(15), 252(9), 193(8), 248(8), 163(7), 96(7), 125(6)
248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
301(100), 270(91), 223(24), 198(18), 115(17), 188(15), 229(135), 269(12), 242(10), 300(9)
291(100), 290(90), 218(51), 175(45), 292(27), 145(9)

263(100), 262(28), 177(24), 150(18), 264(17), 131(16), 75(11), 178(10), 205(10), 175(7)
288(100), 289(32), 147(5), 272(5), 290(5), 270(4), 226(4), 119(4), 214(3), 91(3)

228(100), 229(66), 289(29), 270(21), 288(20), 230(10), 214(8), 254(8), 252(7), 147(7)
243(100), 242(88), 319(18), 316(16), 244(15), 268(14), 298(14), 300(12), 266(11), 224(11)
268(100), 299(58), 212(54), 242(49) 214(44), 250(36), 224(24), 225(22), 240(20), 316(17)
264(100), 265(56), 178(11), 266(9), 206(79), 206(7), 150(5), 177(4), 103(4), 89(4)



Desconhecido (m/z 294) (24)
Desconhecido (m/z 344) (33)
Desconhecido (m/z 289) (44)
Desconhecido (m/z 278) (10)
DCRA3

O-Metiltiramina (1)

Anidrolicorina (40)
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)
2-O-Metilpancracine (Montanina) (21)

Haemantamina (16)

Desconhecido (Derivado 6-Epimensembranol) (42)

Pancracina (45)

Hamaine (35)

Licorina (17)

Dihidrolicorina (30)
Pseudolicorina (36)

Assoanine (46)

Galantina (43)

Ungminorina (12)
Desconhecido (m/z 264) (13)
Desconhecido (Metilpseudolicorina) (47)
Desconhecido (m/z 278) (10)
DCRA 4
11,12-Dehidroanidrolicorina (9)

30.52
25.79
26.56
29.83

7.29
24.33
25.88
26.09
26.24
26.63
27.22
27.39
28.03
28.60
28.98
29.29
29.72
30.05
30.37
30.99
29.82

27.77

Tra
2,11
0,85
22,4

0,12
2,26
3,55
1,35
0,38
0,50
0,45
0,72
64,00
0,80
1,06
3,72
4,69
6,73
3,35
Tra

6,09

Tra

151
251
249
301
272

287
287
287
289
289
267
317
317

249

197

294(100), 295(83), 296(15), 221(12), 250(10), 237(10), 279(10), 194(9), 148(7), 251(6)
344(100), 345(36), 59(19), 77(19), 75(16), 135(11), 115(10), 193(7), 253(6), 91(6)
289(100), 272(23), 270(19), 227(17), 92(13), 161(12), 201(12), 105(11), 162(11), 256(10)
278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)

121(100), 122(78), 65(45), 73(24), 32(20), 44(12), 31(7)
250(100), 251(41), 192(20), 191(15), 252(9), 193(8), 248(8), 163(7), 96(7), 125(6)
248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)
301(100), 270(83), 257(36), 223(34), 226(29), 115(29), 252(28), 185(28), 229(225), 197(19)
272(100), 181(18), 273(18), 240(15), 242(15), 211(14), 214(10), 186(10), 115(9), 212(9)
291(100), 290(90), 218(51), 175(45), 292(27), 145(9)

287(100), 288(22), 243(19), 286(18), 199(16), 223(15), 185(15), 214(14), 242(9), 244(7)
258(100), 181(31), 223(29), 115(25), 128(24), 153(24), 224(23), 211(18), 152(18), 259(18)
226(100), 227(75), 268(20), 287(16), 250(15), 147(14), 186(14), 119(10), 91(10), 77(8)
288(100), 289(32), 147(5), 272(5), 290(5), 270(4), 226(4), 119(4), 214(3), 91(3)

228(100), 229(66), 289(29), 270(21), 288(20), 230(10), 214(8), 254(8), 252(7), 147(7)
266(100), 267(46), 268(6), 208(6), 104(3), 77(1), 86(<1)

243(100), 242(88), 319(18), 316(16), 244(15), 268(14), 298(14), 300(12), 266(11), 224(11)
268(100), 299(58), 212(54), 242(49) 214(44), 250(36), 224(24), 225(22), 240(20), 316(17)
264(100), 265(56), 178(11), 266(9), 206(79), 206(7), 150(5), 177(4), 103(4), 89(4

242(100), 243(88), 286(34), 302(23), 284(22), 244(17), 240(10)

278(100), 279(71), 235(30), 263(21), 178(18), 177(13), 150(13), 280(12), 236(11), 151(11)

248(100), 249(60), 190(23), 95(22), 191(10), 81(10), 163(8), 250(8), 123(8), 189(6)

final
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Anexo A.4. Dados de CG-EM das fracdes néao finalizadas de Hippeastrum glaucescens

Tabela 64. Dados de Cromatografia Gasosa acoplada & Espectrometria das fragcdes nao finalizadas de Hippeastrum glaucescens.

continua
Hippeastrum glaucescens FragGes nao finalizadas
Compostos RT % M EM
GBLA2.25
Desconhecido (m/z 107) (48) 2111 100 - 107(100), 204(25), 144(25), 75(18), 77(15), 89(13), 59(8), 108(8), 159(8), 172(7)

GBLA3.3.3



Desconhecido (Derivado Nerinina) (49)

Licorenina (35)

8-O-demetilhomolicorina (50)

Desconhecido (m/z 329) (51)

GBLA3.34

Nerinina (52)

8-O-demetilhomolicorina (53)

Ungerine (54)

Desconhecido (Derivado 2-metoxihomolicorina) (55)
Desconhecido (m/z 139) (56)

GBLA4.25.2

Desconhecido (m/z 150) (57)

GBLA4.2.6.2

Desconhecido (m/z 361) (58)

Desconhecido (m/z 203) (59)

GBA1.1.2

Desconhecido (Derivado Nerinina) (60)
Desconhecido (Derivado 2-hydroxihomolicorina) (61)
Desconhecido (Derivado 2-metoxihomolicorina) (62)
Desconhecido (m/z 247) (63)

25.72
26.39
30.82
26.58

30.82
30.82
32.61
32.72
33.46

28.48

26.54
25.92

26.38
32.60
33.42
28.24

0,98
42,52
54,07

2,40

12,88
14,42
0,10
4,90
67,68

100

80,25
19,75

23,69
Tra
76,01
0,28

317
301

347
301
329

199

109(100), 108(19), 110(7), 82(2), 94(2), 81(1), 93(1), 193(1), 221(1), 77(1)

109(100), 108(15), 110(8), 94(6), 221(5), 81(2), 82(2), 330(2), 42(2), 31(1)

109(100), 108(21), 110(8), 94(4), 81(3), 82(3), 42(2), 93(2), 107(1), 67(1)

329(100), 268(81), 44(66), 264(44), 296(44), 266(44), 252(39), 311(38), 236(38), 154(34)

109(100), 108(22), 110(8), 94(4), 81(4), 82(3), 42(2), 93(2), 107(1), 67(1)
109(100), 108(21), 110(8), 94(4), 81(3), 82(3), 42(2), 93(2), 107(1), 67(1)
124(100), 139(96), 125(30), 96(24), 42(11), 78(10), 65(10), 53(8), 140(8), 94(8)
139(100), 124(67), 140(9), 96(7), 94(5), 178(2), 81(2), 77(2), 82(1), 95(1)
139(100), 124(55), 140(9), 125(4), 94(3), 96(3), 81(1), 95(1), 193(1), 221(1)

150(100), 135(81), 77(67), 107(55), 137(49), 162(49), 272(46), 131(31), 147(29), 207(24)

361(100), 213(6), 161(60), 376(46), 343(30), 362(25), 215(16), 128(13), 115(12), 229(12)
190(100), 175(81), 129(27), 189(27), 145(26), 202(26), 203(18), 191(12), 105(11), 43(10)
109(100), 108(19), 110(7), 82(2), 94(2), 81(1), 93(1), 193(1), 221(1), 77(1)
125(100), 96(56)
139(100), 124(67), 140(9), 96(7), 94(5), 178(2), 81(2), 77(2), 82(1), 95(1)
247(100), 70(79), 42(68), 152(63), 71(62), 153(53), 77(52), 63(47), 115(45), 89(34)

final
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Anexo A.5. Dados de RMN uni e bidimensional do composto (ll)

Tabela 65. Dados espectrais de RMN uni e bidimensional do composto (Il). *Deslocamento conforme literatura, sendo necessario a anélise de Bc para

realizar a comparacéo.



Posicio H O H 6 (Jem Hz) COSY NOESY HSQC HMBC
la 2,26 dt (13.6,3.2) H1p, H2, H10b H1p, H2, H10, H10b 281t
1 1,85 ddd (13.6,12.8, 3.2) Hla, H2, H10b H1pB, H2, H4a, H10, H10b -
2 4.09 q(3.2) Hla, H15, H3 Hla, H18, H3 68.8 t -
3 391 £(3.2) H2, H4 H2, H4 714t -
4 388 dd (10.0, 3.2) H3, 4a H4a, H10b 69.6 t -
4a 348 dd (12.8, 10.0) H4, H10b H1pB, H4, H10Db, 54,7 -
6 - - - - 164,4* -
6a - = - - 122.7 s -
7 7,39 s H10 - 103.6 s -
8 - = - - 146.6 s -
9 - - - - 151,8 -
10 6,89 s H7, H10b Hla, H1B 103.4 s Cé6a, C8
10a - - - - 138,1* -
10b 3.05 ddd (12.8,12.8, 3.2) Hla, H1p, H4a, H10 Hla, H1g H4, H4a 33.6 q -
OCH:0 6,04 brd - - 101.7 s C8

201
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Figura 51. Espectro de RMN 'H do composto (ll) e amplia¢des (CD3;OD, 400 MHz).
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Figura 52. Espectro de COSY *H-"H do composto (I1) (CD;OD, 400 MHz).
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Figura 53. Mapa de contornos HSQC do composto (Il) (CD;0D, 400 MHz).

2.0

1.5

1.0

20

30

40

50

60

r70

80

90

r100

r110

r120

f1 (ppm)

204



s

HMBC

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220

9.0

T T T T T T T T

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f2 (ppm)

T T T T T T T

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

205



206

Figura 54. Mapa de contornos HMBC do composto (II) (CDs;0D, 400 MHz).
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Figura 55. Espectro de NOESY "H-"H do composto (Il) (CD;0D, 400 MHz).



Anexo A.6. Espectro de massas de alta resolucdo do composto (IX)

Figura 56.
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Anexo A.7. Espectros de massas e de RMN de *H dos compostos (A) até

(H)

Figura 57. Espectro de massas do composto (A).
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Figura 58. Espectro de RMN *H do composto (A).
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Figura 59. Espectro de massas do composto (B).
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Figura 60. Espectro de RMN *H do composto (B).
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Figura 61. Espectro de massas do composto (C).
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Figura 62. Espectro de RMN *H do composto (C).
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Figura 63. Espectro de massas do composto (D).
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Figura 64. Espectro de RMN *H do composto (D).
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Figura 65. Espectro de massas do composto (E).
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Figura 66. Espectro de RMN *H do composto (E).
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Figura 67. Espectro de massas do composto (F).
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Figura 68. Espectro de RMN "H do composto (F).
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Figura 69. Espectro de massas do composto (G).
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Figura 70. Espectro de RMN *H do composto (G).
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Figura 71. Espectro de massas do composto (H).
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Figura 72. Espectro de RMN *H do composto (H).
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