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RESUMO

Composta por mais de 1600 espécies com distribuicdo mundial, a familia
Amaryllidaceae destaca-se pela producdo de alcaloides isoquinolinicos aos quais
séo atribuidas atividades biolégicas como: antitumoral, anti-inflamatoria, analgésica,
antimicrobiana e acao inibitoria e reversivel da enzima acetilcolinesterase. No Brasil,
até o momento, foram contabilizadas 141 espécies de Amaryllidaceae, das quais 62
sdo endémicas e algumas estdo ameacadas de extingdo como € o caso de
Worsleya procera (Lem.) Traub, Unica representante do género Worsleya. Esta
espécie ocorre exclusivamente no Estado do Rio de Janeiro (RJ) e até o momento
nao foram encontrados estudos fitoquimicos publicados para esta espécie. Com o
objetivo de realizar o estudo fitoquimico em alcaloides da espécie, foram coletadas
amostras das raizes de Worsleya procera (Lem.) Traub na Area de Protecio
Permanente da Regido Serrana de Petropolis (RJ) e apdés maceracao e extracao
acido-base obteve-se extratos enriquecidos em alcaloides. A andlise preliminar por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) identificou 12
compostos ja conhecidos além de outros 18 nédo identificados pela base de dados
cedida pelo Prof. Dr. Jaume Bastida da Universidade de Barcelona. Empregando-se
técnicas cromatograficas, espectroscopicas e espectométricas isolou-se e
identificou-se os alcaloides licorina, tazetina, 3-epimacronina, homolicorina,
albomaculina, ismina e trisfaeridina. As raizes de Worsleya procera sdo uma rica
fonte de alcaloides, especialmente de licorina e tazetina. A identificacdo destes
compostos pode contribuir para quimiotaxonomia da espécie bem como em
pesquisas envolvendo atividades biolégicas devido a quantidade de alcaloides
isolados.

Palavras - chave: Alcaloides isoquinolinicos. Amaryllidaceae. Worsleya.



ABSTRACT

Comprising more than 1600 species worldwide, the Amaryllidaceae family is
distinguished by the production of isoquinolinic alkaloids which are assigned
biological activities such as: antitumor, anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial
and reversible acetylcholinesterase inhibitory action. In Brazil, 141 species of
Amaryllidaceae have been described, of which 62 are endemic and some are
threatened of extinction, as is the case of Worsleya procera (Lem.) Traub, the only
representative of the genus Worsleya. This species occurs exclusively in the State of
Rio de Janeiro (RJ) and no published phytochemical studies have been found for this
species. In order to carry out the phytochemical study on alkaloids of the species,
samples of the roots of Worsleya procera (Lem.) Traub were collected in the
Permanent Protection Area of Petrépolis (RJ) and after maceration and acid-base
extraction, extracts enriched in alkaloids were obtained. Preliminary analysis by gas
chromatography coupled to a mass spectrometer (CG-MS) identified 12 compounds
already known, as well as other 18 non-identified by the University of Barcelona
database. Using chromatographic, spectroscopic and spectrometric techniques, it
was possible to isolate and identify the alkaloids lycorine, tazettine, 3-epimacronine,
homolycorine, albomaculine, ismine and trisphaeridine. The roots of Worsleya
procera are a rich source of alkaloids, especially of lycorine and tazettine. The
identification of these compounds may contribute to chemotaxonomy of this species
as well as in research involving biological activities due to the amount of isolated

alkaloids.

Keywords: Isoquinolinic alkaloids. Amaryllidaceae. Worsleya.
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1 - INTRODUCAO

Dentre os reinos existentes, Plantae é o principal contribuinte de metabdlitos
secundarios, compostos de ocorréncia restrita a grupos taxonémicos nao envolvidos
na manutencao da vida em nivel celular, mas com participacdo na interacao entre as
células e com o meio no qual o organismo esta inserido (YUNES, CECHINEL
FILHO, 2001; VERPOORTE, ALFERMANN, 2000; BARREIRO, BOLZANI, 2009).

Além de desempenharem importante papel na adaptacdo das espécies aos
diferentes ambientes, esses compostos possuem amplas atividades bioldgicas,
razdo pela qual a medicina popular emprega, ha séculos, plantas no tratamento das
mais variadas moléstias (BOURGAUD et al., 2001; DIAS, et al., 2012; HARVEY, et
al., 2015).

Muito do conhecimento popular relacionado as plantas medicinais passou de
geracdo em geracédo, porém o isolamento das primeiras substancias puras do reino
vegetal ocorreu entre os séculos XVIII e XIX. Os trabalhos daquela época se
caracterizaram, principalmente, pela extracédo e isolamento de acidos organicos e de
alcaloides (MONTANARI, BOLZANI, 2001). A morfina e quinina (Figura 1), isoladas
de Papaver somniferum e Cinchona calisaya, respectivamente, se consagraram
como farmacos eficazes empregados no tratamento de algumas doencas até os dias
atuais (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998; MONTANARI, BOLZANI, 2001). Em 1897,
Felix Hoffman sintetizou o &cido acetilsalicilico, principio ativo da Aspirina®, a partir
da salicina (Figura 1), produto natural isolado de Salix alba (salgueiro). Este fato foi

um marco nas pesquisas envolvendo produtos naturais (BRAGA, CASTILHO, 2011).

O desenvolvimento da quimica e da tecnologia aliados ao empenho de cientistas
proporcionaram um aumento consideravel nas pesquisas de produtos naturais, 0
que € constatado pelo numero crescente de publicagdes ao longo dos ultimos anos.
Entretanto, ainda existem muitas espécies vegetais a serem estudas (ORTHOLAND,
GANESAN, 2004; JIN, 2016; NEWMAN, CRAGG, 2016).
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HO OH

Morfina Quinina Salicina

Figura 1: Estrutura quimica das substancias isoladas de origem natural.

Inicialmente identificada por Jaume Saint-Hilaire em 1805 e atualmente composta
por mais de 1600 espécies com distribuicdo mundial, a familia Amaryllidaceae € uma
das 20 familias de plantas medicinais mais utilizadas no tratamento de diversas
doencas (DUTILH et al., 2013). Destacam-se pela producdo de alcaloides
isoquinolinicos a partir dos amino&cidos fenilalanina e tirosina (GURIB-FAKIM, 2006;
BASTIDA et al., 2011). Esta classe de alcaloides tem se mostrado especialmente
efetiva em suas atividades biolégicas, como a galantamina (Figura 2), isolada pela
primeira vez da espécie Galanthus woronovi em 1952 (IRWIN, SMITH, 1960;
HARVEY, 1995) e posteriormente empregada no tratamento da Doenca de
Alzheimer por sua atividade inibitoria e reversivel da enzima acetilcolinesterase
(MAELICKE et al., 2001).

OH
0 Q
MeO ! '
NMe

Figura 2: Estrutura quimica da galantamina.

Atividades antiparasitaria, antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria, analgésica e
antimicrobiana também foram atribuidas a este grupo molecular (NOZAKI et al.,
1989; TANKER et al., 1996; SENER et al., 2003; ELGORASHI, VAN STADEN, 2004;
SZLAVIK et al., 2004; ELDEEN et al., 2005; EVIDENTE, et al., 2009; OSORIO et al.,
2010; CHEESMAN, et al., 2012; NAIR et al., 2012; SONG et al., 2014; LIU et al.,
2015). Por esta razdo, o interesse no isolamento destes compostos a partir de
espécies de Amaryllidaceae é grande e, de acordo com Jin (2016), mais de 500

alcaloides ja foram isolados.
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Segundo dados do grupo de pesquisa do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (2017),
o Brasil possui flora composta por mais de 46 mil espécies de plantas e abriga a
maior biodiversidade do planeta. Até o momento, foram contabilizadas 141 espécies
de Amaryllidaceae, das quais 62 endémicas e muitas ameacadas de extingdo, como

€ o0 caso da Worsleya procera (Lem.) Traub (Figura 3), Unica representante do
género Worsleya (DUTILH et al., 2013; DUTILH, OLIVEIRA, 2015).

Figura 3: Exemplares de Worsleya procera (Lem.) Traub (Fotos: Orlando Graeff — reproducgéo
autorizada pelo autor).

Até o momento, ndo foram encontrados registros na literatura sobre o estudo
fitoquimico dessa espécie, 0 que torna esta pesquisa relevante, uma vez que 0s

alcaloides da familia Amaryllidaceae possuem elevado potencial farmacoldgico.

1.1 — ASPECTOS BOTANICOS

1.1.1 — Familia Amaryllidaceae

Pertencente a ordem Asparagales das monocotiledéneas, a familia Amaryllidaceae,
encontra-se distribuida mundialmente (Figura 4). H4 uma grande concentracédo de
espécies na Africa do Sul e em alguns paises da América do Sul e, por isso, estes
lugares sdo considerados centros de diversificagdo primaria e secundaria,
respectivamente (BASTIDA, et al., 2011; JIN, 2016).
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Figura 4: Distribuicdo mundial da familia Amaryllidaceae (ANGIOSPERM PHYLOGENY WEBSITE,
2016).

Algumas espécies possuem distribuicdo geografica muito restrita enquanto outras
podem ser encontradas em matas, campos, montanhas, restingas, brejos e sobre

pedras, em geral associadas a uma vegetacao herbacea (DUTILH et al., 2013).

Esta familia sofreu uma reclassificacdo taxondmica em 2009 quando Chase, Reveal
e Fay incorporaram as familias Alliaceae e Agapanthaceae a Amaryllidaceae e
instituiram trés novas subfamilias: Allioideae, Agapanthoideae e Amaryllidoideae.

Entretanto, ainda é comum se referir as espécies da subfamilia Amaryllidoedea

como Amaryllidaceae.

Os membros desta familia sdo ervas perenes ou bienais, eretas, bulbosas com
bulbos subterraneos ou superficiais, colo curto e alongado formado pela bainha das
folhas (Figura 5) que séo, geralmente, senescentes na época de floracao, filiformes,
eretas a obliquas, lineares a orbiculares, ascendentes, laminas paralelinérveas,
glabrosas com estdbmatos anomociticos e células mucilaginosas ou sacos alongados
com rafides. A influorescéncia é umbeliforme, raramente uniflora, com haste cheia
ou fistulosa, com bracteas na regido distal (DAHLGREN et al., 1985; DUTILH, 2005).

As flores sdo bissexuadas, actinomorfas ou zigomorfas, conspicuas ou néo,
pediceladas, raramente sésseis, possuem seis tépalas petaldides, dois verticilos,
anteras alongadas, unidas na base em um tubo nectarifero muito curto a longo,
cinco a seis estames, ovario supero ou infero, 6vulos (de um a muitos por l6culo),
estilete simples, fistuloso, estigma simples a trifido (DAHLGREN et al., 1985;
DUTILH, 2005).
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Figura 5: Algumas espécies pertencentes a familia Amaryllidaceae. llustracdo botanica de A-
Hippeastrum morelianum e B-Hippeastrum blossfeldiae (DUTILH, 2005). Fotos de C-Hippeastrum
hybridum; D-Eucharis grandiflora; E-Griffinia espiritensis; F-Sternbergia litea (Fotos: José Barbosa
Sodré — reproducao autorizada pelo autor).

Apresentam fruto capsula com poucas a muitas sementes por l6culo. As sementes
sdo globosas, irregularmente poliédricas, aplanadas, aladas, com ou sem arilo,
geralmente escuras a pretas devido a presenca de uma camada externa de

fitomelanina. Embrido cilindrico reto, endosperma presente (DUTILH, 2005).

1.1.2 — Worsleya procera

Popularmente conhecida como Imperatriz do Brasil, Amarilis azul ou Rabo-de-galo,
esta espécie € a Unica representante do género Worsleya. O nome Worsleya é
dedicado a Arthington Worsley (1861-1943) que estudou a planta em seu ambiente.
A espécie passou por diversas classificacbes taxon6micas (Quadro 1) até ser
classificada como Worsleya procera (Lem.) Traub (DUTILH, OLIVEIRA, 2015). No
entanto, os poucos trabalhos publicados ainda se referem a espécie como Worsleya

rayneri.

Quadro 1 - Sinbnimos relevantes de Worsleya procera

Basindmio Hippeastrum procerum Lem.
Heterotipico Amaryllis rayneri Hook. f.
Heterotipico Worsleya raineri (Hook.) Traub & Moldenke
Heterotipico | Worsleya rayneri (Hook. f.) Traub & Moldenke

Fonte: Dutilh, Oliveira (2015).
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E endémica do Brasil e ocorre exclusivamente no Estado do Rio de Janeiro em
Areas de Protecdo Permanente (APP) dentro dos limites da Area de Protecéo
Ambiental da Regido Serrana de Petropolis (APA Petrépolis) e na Reserva Biologica
Estadual de Araras (ReBio Araras) (Figura 6A) (MARTINELLI, 1984; DUTILH et al.,
2013).

Planta herbacea, rupicola ou saxicola. Cresce na face de encostas rochosas
expostas ao sol e a fortes ventos. Acumula material organico proveniente de detritos
carreados pelas chuvas das partes mais altas, porém € possivel encontrar espécies
desprovidas destes substratos (MARTINELLI,1984). Desenvolve-se em ambientes
xeréfitos em altitudes superiores a 1.000 m, forma ilhas de vegetacdo e vive em
comunidade com diversas espécies de Bromeliaceae, Gramineae entre outras, além
de um numero razoavel de liquens e musgos (Figura 6B e C) (MARTINELLI, 1984;
DE MORAES, 2009).

Oceano Atlantico

242408

Legenda
Amarylidaceae
- Worsleya mynan
Altimetria
- Max.: 2854
0 40 a0 160 Km | .
N — | Min.: -1

AaSI0W arsavw

Figura 6: Worsleya procera em seu habitat natural. A — Localizacdo das espécies de Worsleya
procera (DUTILH at al.,, 2013); B e C — Exemplares de Worsleya procera em seu habitat natural
(Fotos: Orlando Graeff — reproducéo autorizada pelo autor).
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Esta espécie encontra-se na lista de espécies ameacadas de extingdo (classificagdo
EM — em perigo de extin¢do), devido a reducdo de suas subpopulacdes atribuida,
principalmente, aos incéndios na regido e a remocao ilegal de exemplares para
comercializacdo, uma vez que ¢é considerada rara e atrai a atencdo de
colecionadores, pois sua aparéncia é inusitada e suas flores vistosas. Essa retirada
provoca mudancgas microclimaticas e favorece a invasdo de outras espeécies que
ocupam e destroem a vegetagcdo natural, inclusive da Worsleya procera
(MARTINELLI, 1984; MARTINELLI, DE MORAES, 2007; DE MORAES, 2009;
DUTILH et al., 2013; BRASIL, 2014; DUTILH, OLIVEIRA, 2015).

De Moraes (2009) observou durante suas pesquisas que esta espécie apresenta
boa capacidade de regeneracdo, pois possui grande quantidade de mucilagem,
bulbo alongado e habito clonal, caracteristicas que contribuem para a perpetuacédo
da espécie apds a incidéncia de fatores de declinio populacional. No entanto, o
tempo de geracdo estimado € de 5 a 10 anos (Figura 7) (DE MORAES, 2009;
DUTILH, 2013).

Figura 7: Plantulas de Worsleya procera sobre musgo em local onde ocorrera incéndio (Foto:
Orlando Graeff — reproducéo autorizada pelo autor).

Uma das principais formas de preservar esta espécie € a conservagao in-situ, ou
seja, protecdo de seu habitat. A conservacao ex-situ, também €& importante, desde
que realizada por instituicbes cientificas, que possam desenvolver pesquisas
voltadas para a propagacédo (MARTINELLI, DE MORAES, 2007).

A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas botanicas de Worsleya procera e

a prancha botanica encontra-se representada na Figura 8.



TABELA 1 - PRINCIPAIS CARACTERISTICAS BOTANICAS DE Worsleya procera.
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Parte da L. Dimensoes
Caracteristicas - =
planta Comprimento Largura Diametro
Delgado, revestlmerjto 13 a 15 cm
escamoso, coloracdo |
Bulbo . 0,5al1l5m - acima das
castanha afilando em .
o L raizes
direcdo ao apice.
Disticas, falcadas, 48a75cm
orientadas em uma Unica na porcao
Folhas s 1m ! -
direcdo, subcarnosas mediana
com linha marginal alva.
Longo, achatado, com
Pendunculo | duas margens crescendo 40 cm 2a5cm -
no apice do bulbo.
Quatro: duas externas e Externas:
T 15al17cm Externas:
Espata duas internas Internas: 3a5cm -
(mais estreitas). 75a10 cm
Pedicelos Trigonal. 7 a8cm - -
Ovario Muitos 6vulos. 1,3al15cm - -
Tipo umbela com 4 a 14
Inflorescéncia flores vistosas de 14 a 16 cm - -
coloracao lilas ou résea.
Lanceolados e agudos.
Tépalos Tubo dos tépalos muito 12 a15cm 3cm -
curto.
Anteras Albo-amareladas. - - -
Estigma Capitado ou trilobado. - - -
Eruto Tipo capsyla loculicida 8a1lcm 5a7cm )
com trés valvas.
Planas, subarredondadas
Sementes ; - - -
e nigrescentes.

Fonte: Adaptado de Martinelli (1984).

Esta espécie € diferente das demais pertencentes a familia Amaryllidaceae, visto
que apresenta algumas particularidades como isolamento geografico, grande
quantidade de mucilagem, bulbo aéreo, nimero de espatas igual a quatro e é
desprovida de paraperigbnio, o que sugere uma linha evolutiva independente dentro
da Amaryllidaceae (MARTINELLI, 1984; DUTILH et al., 2013).

Este fato foi reforcado pelas pesquisas realizadas por Merrow e colaboradores
(1999) que ao utilizarem a sistematica de classificagdo baseada na andlise cladistica
de plastidio rbcL e trnL-F tiveram dificuldade em classificar a espécie. Por esses

motivos, ela é considerada um paleoendemismo das formacdes campestres de

altitude do Estado do Rio de Janeiro e encontra um paralelo somente com espécies
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do género Griffinia com a qual compartilha maiores afinidades morfolégicas
(MERROW, 1999; DUTILH, 2005).

Figura 8: Prancha botanica de Worsleya procera (Lem.) Traub (Adaptado de SOUZA, 2012).

1.2 — ASPECTOS QUIMICOS
1.2.1 — Alcaloides de Amaryllidaceae

Alcaloides sdo uma classe de metabdlito secundario, biossintetizado principalmente
por plantas, que apresenta nitrogénio em sua composi¢cdo proveniente do
metabolismo dos aminoacidos (HENRIQUES et al., 2004; GURIB-FAKIM, 2006). A

quantidade produzida destes compostos pode variar dependendo, basicamente, do
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grau de desenvolvimento da planta, de sua localizacdo, da época do ano e da
composicao do solo (CODINA et al., 1993).

Segundo Wink (1988) a biossintese de alcaloides ocorre quando a planta € exposta
a diversos fatores como o predatismo. Hartmann (2007) observou que a
concentragcdo destes compostos era maior em partes da planta mais suscetiveis aos
ataques de herbivoros, uma vez que possuem gosto amargo e propriedades

repelentes e toxicas.

Esses compostos sdo facilmente encontrados nas angiospermas dicotiledoneas,
porém ocorrem em familias de monocotiledéneas como Colchicaceae e
Amaryllidaceae (GURIB-FAKIM, 2006). Esta distribuicéo restrita de alcaloides dentro
das familias botanicas constitui a base para quimiotaxonomia e ecologia quimica
(BOURGAUD et al., 2001).

Os alcaloides encontrados na familia Amaryllidaceae, especialmente, na subfamilia
Amaryllidoedeae, sdo do tipo isoquinolinicos e a maioria ndo é encontrada em outras
familias (BASTIDA et al.,, 2011). Muitos destes compostos, como licorina,
homolicorina, galantamina, narciclasina, crinina e seus derivados, possuem alto
potencial farmacoldégico e, portanto, sdo alvo de diversos estudos bioldgicos
(KILGORE, KUTCHAN, 2016).

Também denominados “alcaloides de Amaryllidaceae”, esta classe de compostos &
biossintetizada a partir dos aminoacidos L-fenilalanina (L-Phe) e L-tirosina (L-Tyr),
provenientes da via do acido chiquimico. Reacbes de eliminacdo, B-oxidacao,
condensacdo e redugcdo promovidas por enzimas produzem o intermediario chave
da biossintese dos alcaloides, a norbeladina (BASTIDA et al., 2011; JIN, 2016;
KILGORE, KUTCHAN, 2016).

A estrutura béasica deste composto pode ser representada como Ce-C1-N-C2-Ce.
Diversos estudos mostraram que L-Phe atua como precursor primario do fragmento
Ce-C1 correspondente ao anel A e a posicdo benzilica o em relagdo ao nitrogénio da

norbeladina. J& L-Tyr & precursor do fragmento Cs-C2-N correspondente ao anel C,



25

dois carbonos da cadeia lateral e o nitrogénio (heteroatomo) (Figura 9) (BASTIDA et
al., 2011; KILGORE, KUTCHAN, 2016).

L-Phe L-Tyr
/\ /ﬂ Precursor do
NH2 HO fragmento
Precursor do CeCzN
fragmento COOH COOH
Cg-Cy H,oN
Fenilalanina
ambdnia Tirosina
liase (PAL) descarboxilase
NH; Co,
R4
e i
N, » -
Rz Z “COOH @
P A HO CHO
R4=R,= H: Acido trans cindmico 3.4 - dihid b deid
_ Ll A - ,4 - dihidroxi-benzaldeido ) H,N
R4=0OH, R2—I-!. Acido para cumarico (aldeido protocatecuico) Sintase 2
R4= R,=0H: Acido cafeico Tiramina

H,O

HO

HO
o HO [ :}
HO N
HO SN H

Base de Schiff

i Redutase

HO

HO
N
HO
Cg-C»]—N-CQ-Ce

Norbeladina

Figura 9: Principais etapas da biossintese da norbeladina (Adaptado de Bastida et al.,, 2011;
KILGORE, KUTCHAN, 2016).

A norbeladina sofre uma metilagdo na posicdo 4’ resultando na 4’-O-
metilnorbeladina, considerada precursor universal dos alcaloides isoquinolinicos
(BASTIDA et al.,, 2006). Nesta posicdo o anel A é protegido da oxidagdo e
proporciona diferentes possibilidades de acoplamento oxidativo fendlico
intramolecular: orto-para’, para-para’ e para-orto’ (BASTIDA et al., 2006, JIN, 2016;
KILGORE, KUTCHAN, 2016).
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Os esqueletos resultantes podem ser classificados em nove tipos principais (licorina,
homolicorina, crinina, haemantamina, tazetina, narciclasina, montamina e
galantamina) a partir dos quais outros alcaloides isoquinolinicos sdo biossintetizados
(Figura 10) (BASTIDA et al., 2006; UNVER, 2007; KILGORE; KUTCHAN,2016).

HO

HO 4
jij\/H
N
HO
Norbeladina

l4‘-0-meti|transferase

HO

para’
MeO_4 \ % /

H
orto N

para

HO

orto'
4'-O-metilnorbeladina

©
E
<
s
MeO (cul
HO
l _~_OH
l MeO
_ HO N
Esqueletos do tipo:
Licorina l o
Homolicorina Esqueleto do tipo:
l Galantamina
Esqueletos do tipo:
Crinina
Haemantamina
Tazetina
Narciclasina
Montanina

Figura 10: Metilacdo da norbeladina e esqueletos basicos formados através dos diferentes
acoplamentos oxidativos fendlicos (Adaptado de Bastida et al., 2011).

Na literatura observam-se outras classificacdes de esqueletos dos alcaloides de

Amaryllidaceae, como a proposta por Jin (2016). Todas sdo embasadas nas vias
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biossintéticas, porém com diferencas nas interpretacdes, uma vez que ainda nao
foram esclarecidas todas as vias envolvidas na producéo dos diferentes tipos de
alcaloides isoquinolinicos isolados e identificados até o momento. Da mesma forma,
a sistematica de numeracao destes alcaloides ainda ndo é um consenso entre os

autores.

A sistematica de numeracdo adotada neste trabalho foi proposta por Ghosal e
colaboradores (1985) a fim de facilitar o estudo comparativo entre as diferentes

estruturas dos alcaloides isoquinolinicos isolados ao longo dos anos.

Desta forma, o anel A deve possuir a mesma numeracdo em todas as estruturas,
independente do tipo de esqueleto, com excecdo do alcaloide do tipo norbeladina
que apresenta o caractere (‘) ao lado de cada numero do anel (DE ANDRADE,
2014). Ja o anel C, deve ser numerado no sentido horéario, exceto nos alcaloides do
tipo homolicorina por razdes biossintéticas (DE ANDRADE, 2014). A posicao
benzilica ou a em relacdo ao heterodtomo é considerada posi¢éo 6 e a posicao livre
mais proxima do nitrogénio do anel pirrolidinico é considerada a posicdo 12 (Tabela
2) (DE ANDRADE, 2014). Os anéis B e D sao resultados dos acoplamentos
oxidativos fendlicos (BASTIDA et.al., 2006).

TABELA 2 — ESQUELETOS TIPO E NUMERACAO DOS ANEIS

(continua)
Grupo estrutural Esqu_eleto Relacdo dos anéis MIMEIEEED & estrutura
basico dos anéis
HO HO A
A 2
N-benzil-N- .
feniletilamina Norbeladina

Pirrol[d,e] fenantridina Licorina

2-benzopirano [3,4-9]

) Homolicorina
indol
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(concluséo)

Esqueleto ~ . Numeracao e estrutura
Grupo estrutural : Relac&o dos anéis e
tipo dos anéis
Fenantridina Narciclasina

5,10b-etano-
fenantridina (crinano)

Haemantamina
(ponte em a)

Crinina
(ponte em B)

2-benzopirano
[3,4-clindol

Tazetina

5,11-metano-
morfantridina

Montanina

Dibenzofurano

Galantamina

Fonte: Adaptado de De Andrade (2014).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Realizar o estudo quimico dos alcaloides das raizes de Worlseya procera (Lem.)
Traub.

2.2 — ESPECIFICOS

Determinar a melhor metodologia para o fracionamento dos extratos;

Determinar o rendimento de alcaloides nos extratos obtidos;

Extrair e purificar os alcaloides presentes nas fracdes obtidas;

Identificar os alcaloides isolados através da comparacdo dos resultados com os

disponiveis na literatura.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — MATERIAIS

3.1.1 - Solventes e reagentes

Solventes grau analitico (p.a.): acetato de etila (AcOEt), éter dietilico (Et2O) metanol
(MeOH), acetona (Me2CO), cloroférmio (CHCIs), diclorometano (CH2Clz2) e hexano

(Hex) de diferentes marcas comerciais.

Reagentes analiticos: sulfato de sédio anidro, hidroxido de aménio 25% (NH4OH),
acido sulftrico (H2S0s4), reagente de Dragendorff (subnitrato basico de bismuto,
acido acético glacial, iodeto de potassio, agua destilada).

Solventes deuterados (destinados as analises por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio — RMN de 'H): metanol (CD3OD) e cloroférmio (CDCIs) da marca Sigma
Aldrich.

3.1.2 — Consumiveis

e Cromatofolhas de aluminio 0,20 mm recobertas com silica gel 60 G/UV 254
da marca Macherey-Nagel (20 x 20 cm) para realizacdo de cromatografia em
camada delgada (CCD).

e Cromatoplacas de vidro 0,25 mm recobertas com silica gel 60 G/UV 254 da
marca Macherey-Nagel (20 x 20 cm) para realizagdo de cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP).

e Silica gel 60, 70-90 um para utilizagdo como fase estacionaria na
cromatografia liquida em coluna (CLC) da marca Agela Technologies.

e Sephadex LH-20 para realizagdo de cromatografia por excluséo (CE).
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3.1.3 - Equipamentos

e Liquidificador Arno®.

e Balanca analitica Shimadzu modelo AUY 220.

e Evaporador rotativo marca Buchi R-3, acoplado a bomba de vacuo Vacuum
pump V-700 Buchi, com controlador de pressao Vacuum Controller V-850
Buchi e banho ultra termostatico SL-152.

e Evaporador rotativo marca Fisatom, acopaldo & bomba de vacuo Vacuum
pump V-700 e banho termostatico Fisatom.

e Camara UV Camag (254 nm e 366 nm).

e Equipamento de ressonancia magnética nuclear Varian 400 MHz.

e Cromatografo gasoso CG-17A Shimadzu, modelo GC-EM QP 5000 acoplado

a espectrometro de massas (CG-EM).

3.2 - METODOS

3.2.1 — Coleta da planta

Seis exemplares da espécie Worsleya procera foram coletados no dia 20 de Junho
de 2014 (autorizacdo de coleta SISBIO n°® 41717 — Ministério do Meio Ambiente) na
Area de Protecdo Permanente (APP), dentro dos limites da Area de Protecio
Ambiental da Regido Serrana de Petropolis (APA Petropolis) no estado do Rio de

Janeiro, Brasil.

Uma exsicata (n° 35307) foi depositada no Herbario VIES da Universidade Federal

do Espirito Santo (UFES) sob a supervisédo da Prof2. Dr2. Luciana Dias Thomaz.

3.2.2 — Preparacéao do extrato bruto das raizes

As raizes foram trituradas em liquidificador juntamente com metanol e maceradas
exaustivamente com metanol (48 horas). Ao final deste periodo, realizou-se a
filtracdo e novamente adicionou-se metanol ao material retido no papel de filtro para

nova maceracao (48 horas). Este processo se repetiu da mesma forma por mais
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uma vez. Ao final da maceracdo, o material retido foi descartado e os filtrados
unificados e evaporados em evaporador rotativo obtendo-se o extrato bruto das

raizes.

3.2.3 — Preparacéo dos extratos enriquecidos com alcaloides

Ao extrato bruto obtido, adicionou-se solucédo de acido sulfarico 2% (v/v) até pH 2
para garantir que os alcaloides presentes fossem protonados e, portanto, solGveis
em solventes polares como agua destilada. Em seguida, realizou-se a particdo
liquido-liquido com éter dietilico (Et20) (3 X 150 mL) para remoc¢do de resinas
lipofilicas e neutras dentre outros compostos. Posteriormente, a fase etérea obtida

foi separada da fase aquosa acida em funil de separacéo e descartada.

A fase aquosa acidificada foi adicionado acetato de etila (3 X 150 mL). A fase
acetato de etila acida foi submetida a concentragdo em evaporador rotativo até
secura e armazenada para posterior confirmacdo da presenca de alcaloides. Ja a
fase aquosa acidificada resultante foi alcalinizada com solucdo de hidréxido de
amonio 25% (v/v) até pH 10 para desprotonacao dos alcaloides presentes tornando-

0s soluveis em solventes organicos como hexano e acetato de etila.

Adicionou-se a fase aquosa alcalinizada resultante, 250 mL de hexano e realizou-se
0 particionamento por varias vezes (18 x 250 mL) até que nas fases hexanicas
obtidas ndo fossem detectados alcaloides através da reacdo com reagente de
Dragendorff (Figura 11).

Bi(NO3)3 + 4 KI — K][Bils] + 3 KNO3
Bi®* + 41" — [Bil4]"
NR3 + H* — [HNRs]*
[HNRs]* + [Bila] — [Bila] [HNRs]* (produto vermelho a alaranjado)

Figura 11: Reagles envolvidas na deteccdo de alcaloides através do reagente de Dragendorff
(CSEKE et al., 2006).

A utilizagéo do reagente de Dragendorff baseia-se no fato do produto final ser um

precipitado vermelho a alaranjado possivel de ser visualizado nas placas de
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cromatografia em camada delgada (CCD). Outros reagentes comumente
empregados na identificacao de alcaloides por CCD (Meyer, Bertrand, Sonnenchein)
nao foram considerados devido a formacéo de precipitados de coloracdo branca, o
gue compromete a deteccao visual uma vez que as superficies das placas séo de

coloracao branca.

As fases hexanicas foram agrupadas e o solvente evaporado em evaporador rotativo
até secura. A fase aquosa alcalinizada resultante foi submetida ao particionamento
com acetato de etila utilizando-se 350 mL deste solvente (18 x 350 mL). O processo
foi repetido até que nas fases em acetato de etila ndo fossem mais detectados
alcaloides através da reacdo com reagente de Dragendorff. As fases em acetato de

etila foram agrupadas e o solvente evaporado em evaporador rotativo até secura.

Por fim, adicionou-se 200 mL de solugéo acetato de etila:metanol 3:1 a fase aquosa
alcalinizada e realizou-se o particionamento. Este procedimento foi realizado mais
duas vezes. As fases em acetato de etila:metanol 3:1 foram agrupadas e o solvente

evaporado em evaporador rotativo até secura.

Os extratos obtidos foram armazenados em dessecador sob vacuo por 48 horas,
posteriormente foram pesados e identificados como WPR-H (extrato hexanico),
WPR-ACA (extrato acetato de etila 4cido), WPR-AcB (extrato acetato de etila basico),
WPR-ACMOH (extrato acetato de etilametanol). Posteriormente, foram

armazenados em geladeira até o0 momento do fracionamento.

O fluxograma representado na Figura 12 resume as etapas de preparacdo dos

extratos.
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* Particdo com n-hexano

Extrato acido acetato

de etila (WPR-ACA) Fase aquosa alcalina

(3,9145 g)

* Particdo com acetato de etila

Fase orgénica

Evaporagéao do solvente ¢

Fase aquosa alcalina

Extrato hexanico
(WPR-H)
(2,9368 q)

Fase orgénica

Evaporagéao do solvente ¢

Extrato acetato de etila
(WPR-AcB) (6,9987 g)

+ Partigdo com
solugcdo acetato de
etila:zmetanol (3:1)

Residuo aquoso
alcalino

< Descarte >

Fase orgéanica

Extrato acetato-metanol
(WPR-AcMeOH)

(7,7210 g)

Figura 12: Processo de extracdo acido-base para obtencdo dos extratos enriquecidos com

alcaloides.
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3.2.4 — Andlise exploratdria de alcaloide

Foram realizados sucessivos testes para identificacdo de alcaloides por CCD nos
quatro extratos obtidos (WPR-H, WPR-AcA, WPR-AcB e WPR-AcMeOH). Dois
deles, WPR-H e WPR-ACB, apresentaram reacéo positiva para Dragendorff. Para os
demais, WPR-AcMeOH e WPR-ACA, apenas tracos de alcaloides foram verificados.

Desta forma, foi conduzida analise exploratéria de alcaloides para os extratos WPR-
H e WPR-AcB. Foram retidos 396,7 mg do extrato WPR-H e 310,5 mg do extrato
WPR-AcB e uma aliquota de, aproximadamente, 5 mg destes extratos foi enviada
para analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM) para identificacdo dos alcaloides presentes.

3.2.4.1 — Metodologia:

As amostras foram solubilizadas em metanol grau HPLC e injetadas pelo método
split 1:20 em cromatografo gasoso Shimadzu acoplado a espectrébmetro de massas
(CG-EM), coluna cromatogréfica apolar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
temperatura do injetor a 280 °C, programacao de temperatura 100 —180 °C a 15 °C
min-t, 1 min em 180°C, 180-300 °C a 5 °C min' e 40 min a 300 °C. O fluxo utilizado
foi de 0,8 mL.min? e hélio como gas de arraste. A técnica de fragmentacéo

molecular empregada foi impacto de elétrons a 70 eV.

Os dados obtidos foram comparados por similaridade com os disponiveis na
biblioteca de alcaloides do professor Dr. Jaume Bastida da Universidade de

Barcelona.

3.2.5 - Fracionamento cromatografico, purificacdo e isolamento dos alcaloides

3.2.5.1 — Extrato WPR-H (extrato hexanico)

De 2936,8 mg do extrato WPR-H foram retidos 396,7 mg. O restante (2540,1 mg) foi
solubilizado em metanol para realizacdo do fracionamento cromatografico. Durante a

solubilizac&o, observou-se a formacao de precipitado branco levemente amarelado.
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Este precipitado foi separado do sobrenadante, lavado, seco, pesado e enviado para
andlise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) resultando no
composto 1 (42,3 mg). A pureza do composto obtido foi verificada por cromatografia
em camada delgada (CCD) empregando-se camara de revelagcéo ultravioleta (UV)
nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de
Dragendorff.

O sobrenadante (2497,8 mg) foi adsorvido em quantidade suficiente de silica gel 60
(70-90 um) para formacdo da cabeca da coluna cromatogréfica. Foi realizado o
fracionado por cromatografia liquida a vacuo (CLV) conforme estabelecido por Coll e
Bowden (1986), empregando-se 120g de silica gel 60 (70-90 um), coluna
cromatografica de separacdo com 3 cm de didametro e fase mével com eluicdo em

gradiente de concentragao de solventes (Tabela 3).

TABELA 3 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-H

Hex AcOEt CHCl; MeOH Volume | Hex AcOEt CHClz MeOH Volume
(%) (%) (%) (%) (mb) | () (%) (%) (%) (mL)
100 0 0 0 200 10 50 40 0 200
90 10 0 0 200 5 50 45 0 200
80 20 0 0 200 0 50 50 0 200
70 30 0 0 200 0 99 0 1 200
65 35 0 0 200 0 98 0 2 200
60 40 0 0 200 0 97 0 3 200
55 45 0 0 200 0 96 0 4 200
50 50 0 0 200 0 95 0 5 200
48 50 2 0 200 0 94 0 6 200
46 50 4 0 200 0 93 0 7 200
44 50 6 0 200 0 92 0 8 200
40 50 10 0 200 0 91 0 9 200
37 50 13 0 200 0 90 0 10 200
32 50 18 0 200 0 85 0 15 200
29 50 21 0 200 0 80 0 20 200
26 50 24 0 200 0 75 0 25 200
20 50 30 0 200 0 70 0 30 200
16 50 34 0 200 0 50 0 50 1800
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Durante as andlises preliminares por cromatografia em camada delgada (CCD) para
definicdo das fases moveis a serem empregadas neste fracionamento observou-se
que, ao acrescentar solvente clorado como cloroformio ou diclorometano as fases
contendo 50% de acetato de etila, havia melhora na resolucdo cromatografica uma

vez que as manchas obtidas apresentaram-se bem definidas e separadas.

O fracionamento resultou em 44 aliguotas que, posteriormente, foram reunidas por
semelhanca através da comparacédo de seus perfis cromatograficos obtidos por CCD
obtendo-se quatro fragOes todas positivas para alcaloides (Figura 13). As fracoes
foram concentradas em evaporador rotativo até secura, armazenadas a vacuo em

dessecador por 48 horas e pesadas.

WPR-H
(2936,8 mq)

Aliquota retida WPR-H
(396,7 mg) (2540,1 mg)

WPR-H
Sobrenadante
(2497,8 mq)

Precipitado
(42,3 mg) (+)

cLv RMN-1H

WPR-H 1-16 WPR-H 17-36 WPR-H 37-136 WPR-H 137-176
(A) (343,4 mg)

(+)

(B) (271,0 mg)
(+)

(C) (1227,5 mg) (D) (565,4 mg)

) +) | composto1 |

Figura 13: Fracionamento de WPR-H.

3.2.5.1.1 — Fracionamento de WPR-H 1-16 (A)

A fracdo WPR-H 1-16 (A) foi fracionada por cromatografia liquida em coluna (CLC)
empregando-se 14,59 de silica gel 60 (70-90 um) e coluna de separacédo de 1 cm de

didmetro. Esta fracdo foi solubilizada previamente em metanol e adsorvida em silica
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gel 60 (70-90 um) em quantidade suficiente para formacdo da cabeca da coluna

cromatografica.

Analises preliminares por CCD para definicho das fases moéveis a serem
empregadas no fracionamento demonstraram que, ao acrescentar solventes
clorados em misturas contendo acetona, havia melhora na resolugéo cromatografica
(manchas bem definidas e separadas). Desta forma, as fases méveis empregadas

neste fracionamento seguiram conforme Tabela 4.

TABELA 4 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-H 1-16 (A)

Fase mével Volume (mL)
Hexano:acetona (4:1) 400
Hexano:acetona (1:1) 350
Hexano:acetona:diclorometano (2:1:1) 300
Acetona:diclorometano (1:1) 250
Acetona:diclorometano:metanol (1:1:1) 200

Coletou-se 150 aliguotas que foram agrupas por semelhanca, de acordo com o perfil
cromatografico observado por cromatografia em camada delgada (CCD), obtiveram-
se quatro subfracBes, das quais apenas uma reagiu com Dragendorff (A2). Esta
subfrac@o foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
utilizando-se sistema solvente composto por hexano, acetona e diclorometano nas
propor¢cdes 1:1:2. Das nove subfragcbes obtidas, apenas uma reagiu com
Dragendorff (A27) (Figura 14). ApoOs ser submetida a analise por RMN de 1H,

identificou-se o composto 2 (18,9 mg).

A pureza do composto 2 foi verificada por cromatografia em camada delgada (CCD)
empregando-se camara de revelacdo ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda

de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.



WPR-H 1-16 (A)
(343,4 mg)

CLC

CCD
I

A1 (57,4 mg) (-)

CCD
I

CCD
I

CCD
I

A2 (67,2 mg) (+)

Az (91,8 mg) (-)

A4 (80,7 mg) (-)

|
CCDP

— A21 (18,4 mg) (-)

— A22 (1,6 mg) (-)

— A23 (1,0 mg) (-)

L 1 A24 (2,5mg) (-)

- A25 (3,9 mg) (-)

—  A26 (7,8 mg) (-)

- A27 (18,9mq) (+)

— RMN-1H Composto 2

3.2.5.1.2 — Fracionamento de WPR-H 17-36 (B)

Figura 14: Obtencéo das subfragfes de WPR-H 1-16 (A).
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Ao solubilizar 271,0 mg de WPR-H 17-36 (B) com metanol para preparo da cabeca

da coluna cromatogréfica, observou-se precipitacdo espontanea de 64,5 mg de um

precipitado branco. Apds separacao do sobrenadante, o precipitado foi analisado por

CCD e apresentou resultado negativo para Dragendorff. O sobrenadante (206,5 mg)

foi submetido a separacdo por CLC empregando-se 12,2g de silica gel 60 (70-90

um) e coluna de separacao de 1 cm de diametro.

Analises preliminares por CCD para definicdo das fases moveis a serem utilizadas

neste fracionamento mostraram boa separacdo dos compostos quando as fases

moveis listadas na Tabela 5 foram empregadas.
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TABELA 5 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-H 17-36 (B)

Fase movel Volume (mL)
Hexano:acetona:diclorometano (2:1:1) 150
Hexano:acetona:diclorometano:metanol (3:3:1:2) 200
Acetona:metanol (1:1) 250

Coletou-se 83 aliquotas que foram agrupadas por semelhanca, de acordo com o
perfil cromatografico observado por CCD, trés subfracoes foram obtidas e duas

reagiram com Dragendorff (B2 e Bs) (Figura 15).

As subfracbes B2 e Bz foram submetidas a CCDP utilizando-se sistema solvente

composto por hexano, acetona, diclorometano e metanol (3:3:1:2).

Foram obtidas quatro subfracdes no total e duas delas foram positivas para
Dragendorff (B22 e Bs2). Apés serem submetidas a andlise por RMN de H,

identificaram-se dois compostos: 3 e 4 (19,2 mg e 28,9 mg, respectivamente).

WPR-H 17-36 (B)
(271,0 mg)

WPR-H 17-36 (B)
Sobrenadante

Precipitado B

CLC
| I ' |
CCD CCD CCD
| | |
B1 (110,4mg) (-) B2 (33,3 mg) (+) Bs (38,3mg) (+)
I I
CCDP CCDP
|: B21 (2,7 mg) (-) |: Bsl (11,5 mg) (-)
B22 (28,9 mg) (+) Bs2 (19,2 mg) (+)
T |
RMN-1H RMN-1H

|

Figura 15: Obtenc¢é&o das subfracfes de WPR-H 17-36 (B).
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A pureza dos compostos 3 e 4 foi verificada por cromatografia em camada delgada
(CCD) empregando-se camara de revelagéo ultravioleta (UV) nos comprimentos de

onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.1.3 — Fracionamento de WPR-H 37-136 (C)

A fracdo WPR-H 37-136 (C) foi solubilizada em metanol e, ap0s a preparacdo da
cabeca da coluna, foi submetida a separacdo por CLC utilizando-se 72,49 de silica
gel 60 (70-90 um) e coluna de separacdo de 2 cm de didametro. As analises
preliminares para definicdo das fases moveis a serem empregadas demostraram

melhor separagdo quando utilizadas as fases méveis descritas na Tabela 6.

TABELA 6 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-H 37-136 (C)

Fase mével Volume (mL)
Hexano:acetato de etila (2:1) 400
Hexano:acetato de etila:diclorometano (2:1:2) 450
Hexano:acetato de etila:diclorometano:metanol (2:1:2:1) 500
Acetona:diclorometano:metanol (2:2:1) 550
Acetona:metanol (1:1) 400
Metanol:agua destilada (2:1) 200

As 493 aliquotas obtidas foram reagrupadas em nove subfracfes, de acordo com o
perfil cromatogréfico apresentado (CCD). Destas, trés reagiram com Dragendorff (+)
(C1, C4 € Cy) (Figura 16).

As subfracdes Ci1 e C4 foram submetidas a nova CLC. As fases moveis empregadas,

guantidade de aliquotas e subfracfes geradas encontram-se descritas na Tabela 7.

A subfracdo Ci3, positiva para Dragendorff, foi submetida a CCDP empregando-se o
sistema solvente composto por hexano, acetato de etila, diclorometano, acetona e
metanol (1:2:2:1:1). Das cinco subfracfes obtidas, duas reagiram com Dragendorff
(C13.1 e C13.2). Apds serem submetidas a andlise por RMN de H, foi possivel

identificar dois compostos: 5 e 6 (10,7 mg e 2,7 mg, respectivamente) (Figura 16).
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TABELA 7 — DADOS DO FRACIONAMENTO DAS SUBFRAGOES C: E C4 DE WPR-H 37-136

Subfracéao Dados da CLC Fase movel utilizada/volume

Silica gel 60 (70-90 um): 16,5 g

Diametro da coluna: 1cm Hexano:acetato de etila (2:1) / 100 mL
WPR-H 37-136 N° aliquotas: 80 Hexano:acetato de etila:zmetanol (2:4:1) / 200 mL
Ci N° subfracdes geradas: 3 Hexano:acetato de etila:diclorometano:metanol
Subfrac¢des positivas para (1:2:1:1) / 200 mL

Dragendorff; 1 (C13)

Hexano:acetato de etila (2:1)/100 mL
Hexano:acetato de etila:acetona (4:2:1)/150 mL
Hexano:acetona:diclorometano:metanol
(2:1:2:1)/200 mL
Acetona:diclorometano:metanol (2:1:1)/200 mL
Acetona:metanol (1:1)/250 mL

Metanol:agua destilada (4:1)/100 mL

Silica gel 60 (70-90 um): 23,49
Didmetro da coluna: 1cm
WPR-H 37-136 N° aliquotas: 113
Cs N° subfracfes geradas: 8
Subfra¢des positivas para
Dragendorff; 1 (C43)

A subfracdo Cs3, positiva para Dragendorff, foi submetida a CCDP. O sistema
solvente empregado foi o mesmo adotado para a CCDP da subfracdo C13. Das trés
subfracbes obtidas, uma reagiu com Dragendorff (C43.2). ApOs ser submetida a
analise por RMN de H, identificou-se o composto: 5 (8,1 mg) (Figura 16).

A subfracdo Cr foi submetida & CCDP empregando-se sistema solvente composto
por acetato de etila, acetona e metanol (2:1:1). Obtiveram-se oito subfracées das
quais apenas uma reagiu com Dragendorff (C74). ApGs ser submetida a andlise por
RMN de H, identificou-se o composto 3 (14,6 mg) (Figura 16).

A pureza dos compostos 3, 5 e 6 foi verificada por cromatografia em camada
delgada (CCD) empregando-se camara de revelacdo ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.1.4 — Fracionamento de WPR-H 137-176 (D)

A amostra foi solubilizada em metanol e adsorvida em silica gel 60 (70-90 um) para
preparacdo da cabeca da coluna cromatografica. Em seguida, foi submetida a
separacdo por CLC utilizando-se 23,7g de silica gel 60 (70-90 um) e coluna de
separacdo de 1 cm de diametro. As analises preliminares para definicdo das fases
moveis a serem empregadas demostraram melhor separacdo quando utilizadas as

fases modveis descritas na Tabela 8.



Cil
73,6 mg) (-
( 20 C:3.1(10,7mg) (+) [~ RMN-H
— C1(323,6 mg) (+)[- CLC — Ci2
(89,6 mg) (-) Ci3.2(2,7mg) (+) |- RMN-1H
Ci3 - ccDp C13.3 (24,4 mg) (-)
— C2(23,4 mg) (-) (95,9 mg) (+)
C43.4 (21,6 mg) (-)
Cil
(13.8 ;] 90 C13.5 (17,6 mg) ()
— Cs (25,7 mg) (-) c
(83,2mg) () C3.1 (17,4 mg) (9
Ci3 |
WPR-H37-136 | ~ ( | Cod C.3.3 (19,8 mg) (-)
(C) (1227,5 mg) (37,7 mg) ()
— Cs (13,6 mg) (-) Ci5
(227,5 mg) (-)
Ci6 — C:1(6,2mg) ()
3,6 -
— Cs (36,8 mg) (-) (36m9 O —— Cs2 (15,6 mg) (-)
C47
(9,4 mg) (-) — C/3(8,1mg) (")
— C7 (98,6 mg) (+) 107 ) —] C4(46mg)(H) | RMN-H ~[ Composto 3 ]
— C/5 (17,0 mg) (-)
-— CCbPp ——
— Cs (39,4 mg) (-) —  C+6(1,4mg) (-)
— C/7(7.8mg) (")
L] Co (33,6 mg) () 1 C:8(11,0 mg) ()

Figura 16: Obtencéo das subfracdes de WPR-H 37-136 (C).
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TABELA 8 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-H 137-176 (D)

Hex AcOEt ?\AHGZS'HZ CH,Cl,  MeOH NH4OH a H,O0  Volume
(%) (%) o160 (%) (%) 3% (%) (%) (mL)
100 0 0 0 0 0 200
50 50 0 0 0 0 200
0 100 0 0 0 0 0 200
0 90 10 0 0 0 0 200
0 80 20 0 0 0 0 200
0 70 30 0 0 0 0 200
0 60 40 0 0 0 0 200
0 50 50 0 0 0 0 200
0 40 60 0 0 0 0 200
0 30 70 0 0 0 0 200
0 20 80 0 0 0 0 200
0 10 90 0 0 0 0 200
0 0 100 0 0 0 0 200
0 0 0 40 60 0 0 200
0 0 0 30 70 0 0 200
0 0 0 20 80 0 0 200
0 0 0 10 90 0 0 200
0 0 0 0 90 10 0 200
0 0 0 0 80 5 15 200
0 0 0 0 70 10 20 200

As 285 aliquotas obtidas foram reagrupadas com base no perfil cromatogréafico
verificado por CCD. Oito subfracdes foram obtidas, porém apenas uma reagiu com
Dragendorff (D15) (Figura 17).

A subfracdo Ds foi submetida a uma nova CLC utilizando-se o0 mesmo sistema de
eluicdo descrito na Tabela 8, 14,59 de silica gel 60 (70-90 um) e coluna de

separacdo de 1 cm de diametro.

As 215 aliquotas coletadas foram reagrupadas em oito subfragbes (Figura 17).
Observou-se formagao de cristal branco na subfracdo Ds2, cristal levemente
amarelado na subfragdo Ds7 e cristal branco na subfragdo Ds8 que apoés

confirmacdo da presenca de alcaloide (reacdo positiva com Dragendorff
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empregando-se CCD) foram enviados para andlise de RMN de 'H resultando nos
compostos 3, 7 e 6 (46,5mg, 13,1mg e 12,8mg, respectivamente).

1 D1(12,7 mg) (-)

— 1 D2(11,6 mg) (-)

— Dz (18,5 mg) () | Ds1 (30,9 mg)()

() (565.4 mg) —|Ds (247,4 ma) (+)[— CLC —|Ds3 (25,1 mg) (-)

Ds (32,5 ma) (-) | | Ds4 (13,2 mq) (-)

| Dr (42,2 mg) () | Ds5 (12,8 ma) (-) RMN-1H

—1 Ds (57,6 mg) (-) Ds6 (47,0 ma) (-)

Ds7 (13,1 mg) (+)

—1Ds8 (12,8 mg) (+) Composto
| 3

RMN-1H RMN-1H
I |

[ Composto 6 ][ Composto 7 ]

Figura 17: Obtencéo das subfragbes de WPR-H 137-176 (D).

A pureza dos compostos 3, 6 e 7 foi verificada por cromatografia em camada
delgada (CCD) empregando-se camara de revelacdo ultravioleta (UV) nos

comprimentos de onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.2 — Extrato WPR-ACB (extrato acetato de etila basico)

Durante a fase de concentracdo em evaporador rotativo do extrato WPR-AcB
(6,9987 mg) observou-se a precipitacdo espontanea de um solido branco levemente
amarelado. Este precipitado foi separado do sobrenadante, lavado, seco, pesado.
Apds a confirmacado da presenca de alcaloide (reacdo positiva com Dragendorff), foi

enviado para analise de RMN de 'H resultando no composto 1 (504,9 mg).

O sobrenadante obtido foi concentrado, seco e pesado (6,4938 mg). Foram retidos

310,5 mg deste extrato e o restante (6183,3 mg) foi ressuspendido em metanol para
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fracionamento cromatografico. Para isso, foi adsorvido em quantidade suficiente de
silica gel 60 (70-90 um) para formacdo da cabeca da coluna cromatografica. Em
seguida, iniciou-se o fracionamento por cromatografia liquida a vacuo (CLV),
empregando-se 250g de silica gel 60 (70-90 um), coluna cromatografica de
separacdo com 5 cm de didmetro e fase mdvel com eluicdo em gradiente de

concentracdo de solventes (Tabela 9).

TABELA 9 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-AcB

Hex AcOEt CHxCl>:MeOH Acetona MeOH Volume
(%0) (%0) 1:1 (%) (%0) (%0) (mL)
100 0 0 0 0 400
50 50 0 0 400
0 100 0 0 0 400
0 90 10 0 0 400
0 80 20 0 0 400
0 70 30 0 0 400
0 60 40 0 0 400
0 50 50 0 0 400
0 40 60 0 0 400
0 30 70 0 0 400
0 20 80 0 0 400
0 10 90 0 0 400
0 0 100 0 0 400
0 0 0 40 60 400
0 0 0 30 70 400
0 0 0 20 80 400
0 0 0 10 90 400
0 0 0 0 100 400

O fracionamento resultou em 18 aliquotas que, posteriormente, foram reunidas por
semelhanca através da comparacgdo de seus perfis cromatogréficos obtidos por CCD
obtendo-se seis fragcdes (Figura 18), quatro delas positivas para alcaloides (E, G, H e
). As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo até secura, armazenadas

a vacuo em dessecador por 48 horas e pesadas.
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WPR-AcB
(6,9987 mq)
WPR-ACB Precipitado RMN-1H

(6,4938 mg) (504,9 mg)
"

Aliquota retida WPR-ACB resultante
(310,5 mg) (6,1833 mg)

CLv

CCD CCD CCD CCD CCD

WPR-AcB
26-27 (H)
(1295,4 mg)
(+)

WPR-AcB
28-33 (1)
(1863,5 mq)
(+)

WPR-AcB WPR-AcB
3-13 (E)
(327,3 mg)

(+)

WPR-AcB
19-25 (G)
(253,5 mQ)
(+)

WPR-AcB
14-18 (F)
(205,0 mg)
()

34-35 (J)
(1060,6 mq)
)

Figura 18: Fracionamento de WPR-ACB.

3.2.5.2.1 — Fracionamento de WPR-AcB 3-13(E)

A fracdo WPR-AcB 3-13(E) foi solubilizada em metanol e submetida & cromatografia
por exclusdo (CE) empregando-se sephadex®, coluna de 2 cm de diametro e

metanol como eluente.

O fracionamento resultou em 75 aliquotas que, posteriormente, foram reunidas por
semelhanca através da comparacéo de seus perfis cromatogréficos obtidos por CCD
obtendo-se seis subfracbes das quais apenas uma apresentou resultado positivo

para alcaloide (Es) (Figura 19).

Esta subfracdo foi submetida a CCDP empregando-se o sistema eluente composto
por acetato de etila:diclorometano:acetona:metanol (1:1:1:1). Das cinco subfragfes
obtidas, apenas uma apresentou resultado positivo para alcaloide (Ei15). Apos

analise por RMN de 'H, constatou-se ser o composto 7 (5,7mg) (Figura 19).
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WPR-ACB 3-13
(E) (327,3 mg)

CE
L E1 (15,1 mg) (-) — E1l (32,7 mg) (-)
— E2 (54,1 mg) (-) — E12 (19,7 mg) (-)
| Es (69,7 mg) (-) CCDP E13 (9,3 mg) (-)

| Ea4 (45,4 mg) (-) — E14 (15,0 mg) (-)

— Es (39,2 mg) (-) |

—|Ee (102,7 mg) (+)|———

Figura 19: Fracionamento de WPR-AcB 3-13(E).

A pureza do composto 7 foi verificada por cromatografia em camada delgada (CCD)
empregando-se camara de revelacdo ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda
de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.2.2 — Fracionamento de WPR-AcB 19-25(G)

A fracdo WPR-AcB 19-25(G) foi solubilizada em metanol e submetida a
cromatografia por exclusdo (CE) empregando-se sephadex®, coluna de 2 cm de

didmetro e metanol como eluente.

O fracionamento resultou em 80 aliquotas que, posteriormente, foram reunidas por
semelhanca através da comparacédo de seus perfis cromatograficos obtidos por CCD
obtendo-se seis subfracGes das quais duas apresentaram resultado positivo para
alcaloide (G2 e Gs) (Figura 20).

Na subfragcdo G2 foi observada formacdo de cristal branco que apds andlise por

RMN de 'H constatou-se ser o composto 5 (8,0 mg) (Figura 20).

A subfragdo Ge foi submetida a CCDP utilizando-se como o0 sistema eluente

composto por acetato de etila:diclorometano:acetona:metanol (1:1:1:1).
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Das seis subfragBes obtidas, uma reagiu com reagente de Dragendorff (G36). Apds
andalise por RMN de 'H, constatou-se ser o composto 2 (7,7 mg) (Figura 20).

WPR-ACB 19-25
(G) (253,5 mg)

—| G: (88,7 mg) ()

— G2 (8,0 mg) (+) — RMN-H

— Gs (17,3 mg) () 1 Gs1 (18,8 mg) (-)

—1 G4 (22,4 mg) (-) —1Gs2 (12,4 mg) (-)

—1 Gs (37,7 mg) (-) —Gs3 (11,1 mg) ()

1 Ge (78,3 mg) (+) |- CCDP ——G.4 (10,3 mg) ()
| G35 (5,9mg) ()

Figura 20: Fracionamento de WPR-AcB 19-25(G).

A pureza dos compostos 2 e 5 foi verificada por cromatografia em camada delgada
(CCD) empregando-se camara de revelacao ultravioleta (UV) nos comprimentos de

onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.2.3 — Fracionamento de WPR-AcB 26-27(H)

A fracdo WPR-AcB 26-27(H) foi solubilizada em metanol e submetida a
cromatografia por exclusdo (CE) empregando-se sephadex®, coluna de 2 cm de

didmetro e metanol como eluente.

O fracionamento resultou em 150 aliquotas que, posteriormente, foram reunidas por
semelhanca através da comparacédo de seus perfis cromatograficos obtidos por CCD
obtendo-se quatro subfracbes das quais apenas uma apresentou resultado positivo

para alcaloide (H2) (Figura 21).
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Esta subfragéo foi submetida a uma CLC utilizando-se o sistema de eluigdo descrito
na Tabela 10, 45,0g de silica gel 60 (70-90 um) e coluna de separacdo de 2 cm de

diametro.

TABELA 10 — FASES MOVEIS ADOTADAS NO FRACIONAMENTO DE WPR-AcB 26-27(H)

Hex AcOEt CHxCl>:MeOH Acetona MeOH Volume
(%0) (%0) 1:1 (%) (%0) (%) (mL)
100 0 0 0 0 100
50 50 0 0 100
0 100 0 0 0 100
0 90 10 0 0 100
0 80 20 0 0 100
0 70 30 0 0 100
0 60 40 0 0 100
0 50 50 0 0 100
0 40 60 0 0 100
0 30 70 0 0 100
0 20 80 0 0 100
0 10 90 0 0 100
0 0 100 0 0 100
0 0 0 40 60 100
0 0 0 30 70 100
0 0 0 20 80 100
0 0 0 10 90 100
0 0 0 0 100 100

As 360 aliquotas coletadas foram reagrupadas em sete subfracdes das quais uma

apresentou resultado positivo para alcaloide (H25) (Figura 21).

A subfragéo positiva para alcaloides foi submetida a CCDP resultando em seis
subfracdes, das quais duas apresentaram resultado positivo para alcaloide (H25 e
H26). Apds andlise de RMN de 'H foram identificados os compostos 5 e 3 (2,1mg e

11,5mg, respectivamente) (Figura 21).
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WPR-ACB 26-27

(H) (1295,4 mg) — H21 (77,1 mg) (-)

— H22 (59,8 mg) (-)

CE —1 H25.1 (18,0 mg) (-)
— H1 (265,2 mg) (-) — 8 (1101 mg) () 1 H25.2 (22,0 mg) (-)
| H25 (98,8 mg) (+) |- CCDP —— H25.4 (2,1 mg) (+) |—
— Hs (104,7 mg) (-)
— H25.5 (11,5 mg) (+)
— Ha (266,4 mg) (-) — H26 (55,4 mg) () —‘
L{ H25.6 (11,8 mg) (-)

L— H27 (49,1 mg) (-)

RMN-1H

Composto 5

Figura 21: Fracionamento de WPR-AcB 26-27(H).

A pureza dos compostos 3 e 5 foi verificada por cromatografia em camada delgada
(CCD) empregando-se camara de revelacao ultravioleta (UV) nos comprimentos de

onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.2.4 — Fracionamento de WPR-AcB 28-33(l)

A fracdo WPR-AcB 28-33(l) foi solubilizada e submetida a cromatografia por
exclusdo (CE) empregando-se sephadex®, coluna de 2 cm de diametro e metanol

como eluente.

O fracionamento resultou em 250 aliquotas que, posteriormente, foram reunidas por
semelhanca através da comparacado de seus perfis cromatograficos obtidos por CCD
obtendo-se oito subfracdes das quais trés apresentaram resultado positivo para

alcaloide (I3, Is e le).

As trés subfracbes positivas para alcaloides foram submetidas a CLC,
separadamente. Os dados do fracionamento destas subfracdes encontram-se

descritos na tabela 11.
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TABELA 11 — DADOS DO FRACIONAMENTO DAS SUBFRAGOES I, Is E s DE WPR-ACB 28-33

Subfracéo Dados da CLC Fase movel utilizada/volume

o . Hexano:acetato de etila (2:1)/50 mL
S|_IA|ca gel 60 (70'90_“m)' 1759 Acetato de etila:diclorometano:acetona
Diametro da coluna: 1cm (2:2:1)/200 mL

WPR-AcB N° aliquotas: 110 Acetato de etila:diclorometano:acetona:

o A .
28-33-1, N subfraches geradas: 5 . metanol (2:2:1:1)/200 mL
Subfrac¢des positivas para Dragendorff: 1 Acetona:metanol (1:1)/100 mL

(133)

Hexano:acetato de etila (2:1)/50 mL

Silica gel 60 (70-90 um): 16,4 g Acetato de etila:diclorometano:acetona

Diametro da coluna: 1cm
p (2:2:1)/200 mL
- o .
WPR-AcB N allquota~s. 110 ) Acetato de etila:diclorometano:acetona:
28-33-1s  N°subfracdes geradas: 4 metanol (2:2:1:1)/200 mL

Subfrac¢des positivas para Dragendorff: 1

Acetona:metanol (1:1)/100 mL
(1s3)

- i Hexano:acetato de etila (2:1)/50 mL
S'.IA'C& gel 60 (70'90_”m)' 1699 Acetato de etila:diclorometano:acetona
Diametro da coluna: 1cm (2:2:1)/200 mL

WPR-AcB  Ne°aliquotas: 110 Haedi . .
28-33 -l N° subfracbes geradas: 5 ﬁﬁﬁﬁ cgg.ze.tigl.()j/%ooror;nl_etano.acetona.

ﬁ:gfragoes positivas para Dragendorff: 1 Acetona:metanol (1:1)/100 mL

As subfracdes positivas para alcaloides foram submetidas a CCDP empregando-se
como eluente o sistema composto por acetato de etila:diclorometano:acetona:
metanol (1:1:1:1).

Da subfracdo 133 obteve-se seis subfracbes das quais duas apresentaram-se
positivas para alcaloide (133.3 e 133.5). Apés andlise por RMN de 'H foi possivel
identificar os compostos 5 e 3 (4,5mg e 22,5mg, respectivamente) (Figura 22).

Ja a CCDP da subfracéo Is3 gerou quatro subfracfes das quais uma apresentou-se
positiva para alcaloide (Is3.4). Apés andlise por RMN de 'H foi possivel identificar o

composto 2 (2,2mgq) (Figura 22).

Foi observada na fragdo le4 a formagdo de um precipitado cristalino levemente
amarelado. Este precipitado foi separado, lavado, seco e pesado. Posteriormente foi

encaminhado para analise de RMN de H identificando-se o composto 7 (5,0 mg).



WPR-ACB 28-33 (1)
(1863,5 mg)

I
CE

l1 (195,2 mg) (-)

12 (197,7 mg) (-)

I3 (231,5 mg) (+)

l4 (228,6 mg) (-)

Is (219,7 mg) (+)

CLC —— |

l6 (227,9 mg) (+)

— 131 (18,7 mg) (-)

- 152 (21,6 mg) ()

—1 133 (70,9 mg) (+)

— CCDP —]

| cle ] 14(338mg) ()

L1 155 (55,0 mg) (-)

Is1 (38,6 mg) (-)

17 (281,0 mg) (-)

ls (280,4 mg) (-)

52 (46,4 mg) (-)

— 133.1 (7,5 mg) (-)

- 133.2 (9,8 mg) (-)

-—{ 133.3 (4,5 mg) (+)

| 153.4 (10,1 mg) (-)

L 133.5 (22,5 mg) (+)

L { 133.6 (6,0 mg) (-)

RMN-tH

RMN-1H

Composto 3

— 1s3.1 (10,2 mg) (-)

153 (40,1 mg) (+)

— 1s3.2 (12,5 mg) (-)

— CCDP —

Is4 (55,0 mg) (-)

1s3.3 (8,1 mg) (-)

ls1 (18,7 mg) (-)

1s3.4 (2,2 mg) (+)

l62 (21,6 mg) (-)

L CLC

l63 (70,9 mg) (-)

ls4 (33,8 mg) (+)

l65 (55,0 mg) (-)

lé4 precipitado (5,0 mg) (+)
__| le4 sobrenadante (28,8 mg) (-)

Figura 22: Fracionamento de WPR-AcB 28-33(l).
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L RMN-H Composto 7
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A pureza dos compostos 2, 3, 5 e 7 foi verificada por cromatografia em camada
delgada (CCD) empregando-se camara de revelagcdo ultravioleta (UV) nos

comprimentos de onda de 254 e 366 nm e, posteriormente, reagente de Dragendorff.

3.2.5.3 — Extrato WPR-AcMOH

ApOs sucessivos testes para identificacdo de alcaloides por CCD, o extrato WPR-
AcMOH néo apresentou reacdo positiva para Dragendorff. Desta forma, este extrato

nao foi fracionado.

3.2.5.4 — Extrato WPR-ACA

Apéds sucessivos testes para identificacdo de alcaloides por CCD, o extrato WPR-
AcA néo apresentou reagao positiva para Dragendorff. Desta forma, este extrato ndo

foi fracionado.

3.2.6 — ldentificacdo dos alcaloides por ressonéancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN-1H):

Os alcaloides isolados foram identificados por ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio comparando-se o0s espectros obtidos com os descritos na literatura.

As amostras foram pesadas e solubilizadas em metanol deuterado (CDsOD) ou
cloroformio deuterado (CDCls) conforme as carateristicas de solubilidade de cada
composto isolado. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de vidro
para ressonancia magnética nuclear e submetidas a analise em equipamento de
ressonancia magnética nuclear Varian 400 MHz com sonda 5 mm ATB BroaBand
TH/F/X.

De acordo com a massa da amostra pesada, foi estabelecido o numero de scans a
serem utilizados pelo equipamento. Para massas inferiores a 5 mg, foram
empregados 256 scans e massas entre a 5 mg e 8 mg foram empregados 128

scans.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — ANALISE EXPLORATORIA (CG-EM)

A analise exploratoria por CG-EM indicou a presenca de 18 alcaloides né&o
reconhecidos pela base de dados da biblioteca utilizada (Tabela 12). Destes, seis
exibiram um padrao de fragmentacdo cujo pico base apresenta m/z 109, resultado
do mecanismo de retro Diels-Alder no anel C sugestivo de alcaloides com esqueleto
do tipo homolicorina (Figura 23) (BASTIDA et al., 2006).

/
MeN. ~ o MeNo
— —

m/z 109 m/z 108
o+ o+
MeO \_‘ _C‘C) MeO _‘
MeO @) MeO 0
@]
m/z 206 m/z 178

Figura 23: Formacdo dos fragmentos m/z 109 em alcaloides com esqueleto tipo homolicorina
(Adaptado de BASTIDA et al., 2006).

Também se identificou padrbes de fragmentacdo sugestivos de alcaloides com
esqueleto do tipo haemantamina (Figura 24). No entanto, dependendo dos
substituintes presentes em diversas posi¢des e saturacdo do anel C outros padrées
de fragmentacao séo obtidos (BASTIDA et al., 2006).
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TABELA 12 - DADOS DE CG-EM DAS RAIZES DE Worsleya procera

. TR % (TIC) A DADOS DA FRAGMENTACAO OBTIDA POR .
Glecloie Min)  WPR-H  wpr.Ace M ESPECTROMETRIA%E MASSAS RIEFERENCIAS

Ismina? 19.29 0,18 0,69 257(35)  238(100), 211(6), 196(8), 168(6), 154(3), 106(4), 77(3) BERKOV et al., 2009
Trisfaeridina? 1953 0,10 - 223(100) 222(38), 167(8), 165(9), 164(14), 138(20), 137(9), 111(13) BERKOV et al., 2009
Galantindol 22.86 0,09 2,75 281(100) 280(7), 264(13), 263(17), 262(20), 252(15), 191(14), 132(8) UNVER et al., 2003
7-Metoxi-O-metillicorenina® ~ 24.02 0,60 - 361(<1)  330(8), 221(10), 191(2), 110(8), 109(100), 108(15), 94(2) DE ANDRADE et al., 2014
Tazetina® 25.05 33,77 31,31 331(31)  316(15), 298(23), 247(100), 230(12), 201(15), 181(11), 152(7) BERKOV et al., 2004
Galantina® 2650 1,48 9,52 317(22)  316(15), 298(10), 268(18), 243(96), 242(100), 228(8), 125(10) BASTIDA et al., 1990
Licorina® 26.60 0,10 47,61 287(31)  286(19), 268(24), 250(15), 227(79), 226(100), 211(7), 147(15) BERKOV et al., 2004
3-epimacronina® 27.01 14,63 - 329(78)  314(66), 255(71), 245(87), 225(68), 201(94), 139(78), 42(100) VILADOMAT et al., 1990
Homolicorina? 26.54 5,54 0,34 315(<1)  178(4), 110(9), 109(100), 108(70), 94(16), 93(10), 82(11), 81(14) BERKOV et al., 2008
Albomaculina? 2723 21,19 . 345(<1)  221(1), 193(1), 165(1), 110(10), 109(100), 108(25), 94(2), 82(3) SCHNOES et al., 1968
6-O-metillicorenina® 2268 917 - ) 300 (77), 191(22), 110(9), 109(100), 108(55), 94(15), 93(7), 81(13) BASTIDA et al., 2006
5,6 - Deidrobicolorina? 20.24 - 0,04 0 239(42), 238(100), 181(7), 180(27), 166(8), 152(13), 139(9) VILADOMAT et al., 1990
Desconhecido A 2815 1,92 1,23 ) 345(17), 261(100), 239(14), 230(11), 228(26), 227(13), 197(14) -
Desconhecido B 24.99 - 3,26 ©) 270(17), 241(18), 240(100), 238(71), 225(19), 210(50), 182(21) -
Desconhecido C 23.76 - 0,34 0 300(7), 191(17), 110(9), 109(100), 108(58), 94(11), 91(4), 81(12) -
Desconhecido D 25.98 - 0,46 0 257(100), 256(46), 247(68), 229(51), 227(62), 226(44), 225(71), 199(50) -
Desconhecido E 26.04 - 0,34 6 110(9), 109(100), 108(67), 94(14), 93(9), 82(10), 81(15), 80(6) -
Desconhecido F 27.89 - 0,64 © 389(6), 228 (5), 123 (6), 109(100), 108(58), 94(17), 93(13), 77(6) ;
Desconhecido G 27.17 - 1,37 6 110(7), 109(100), 108(61), 94(14), 93(7), 82(10), 81(9), 80(4), 79(4) -
Desconhecido H 20.22 - 0,08 6 126(6), 125(73), 124(6), 97(8), 96(100), 94(15), 80(10), 77(7) -
Desconhecido | 2688 0,18 ; © 299(5), 191(17), 110(9), 109(100), 108(60), 94(14), 93(9), 81(12) ;
Desconhecido J 27.48 0,27 - 6 264(11), 263 (13), 191(16), 177(19), 109(100), 108 (50), 94(22), 93 (13) -
Desconhecido K 2538 0,21 - © 297(100), 269(89), 268(82), 254(86), 237(35), 222(39), 194(30), 167(19) ;
Desconhecido L 16.16 0,11 - 0 345(10), 262(16), 261(100), 239(14), 230(10), 228(32), 225(13), 201(14) -
Desconhecido M 23.22 0,11 - 0 359(16), 344(15), 276(16), 275(100), 239(20), 228(30), 169(73), 131(12) -
Desconhecido N 24.01 1,00 - 0 258(47), 257(100), 256(55), 247(86), 229(59), 227(55), 225(95), 199(55) -
Desconhecido O 25.11 0,23 - ©) 313(85), 269(77), 270(34), 256(100), 241(95), 220(82), 212(22), 205(21) -
Desconhecido P 26.09 1,04 - 0 343(19), 286(20), 285(100), 255(38), 253(35), 241(26), 225(33), 197(27) -
Desconhecido Q 2757 0,16 ; © 358(14), 357(79), 327(30), 298(26), 283(13), 282(100), 266(16), 238(15) ;
Desconhecido R 29.91 7,92 - @) 414(100), 396(60), 329(74), 255(43), 213(64),145(52), 105(45), 91(48) -

Legenda: 2compostos identificados através dos dados de espectrometria de massas da biblioteca pertencente ao Dr. Jaume Bastida, Universidade de Barcelona.
bTR: Tempo de retencéo.
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- CHO' - CH,=NH O - O
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+
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- MeOH
o+ ‘ — » 0 O
OMe <O N -MeoH  (
+_ 0O t o
2 (e} 0 (0]

O O
< . m/z 225
o N \/\a—fl:l m/z 257

O
<o 6/
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- CH,=NMe
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Figura 24: Principais fragmentos em alcaloides com esqueleto do tipo haemantamina (BASTIDA et
al., 2006).

4.2 — TAXA DE RECUPERACAO CROMATOGRAFICA

Para conhecer a eficiéncia dos processos cromatograficos utilizados determinou-se
a taxa de recuperacdo cromatografica (Tabela 13). Todas as analises apresentaram

taxa de recuperacgao igual ou acima de 80%.

Para analises cromatograficas cujo principio de separacédo é a adsor¢cao, como CLV,
CLC e CCDP, esta taxa é considerada aceitavel uma vez que parte dos compostos
aplicados pode permanecer adsorvida a fase estacionaria (COLL; BOWDEN, 1986;
KAUFMAN et al., 2006).
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TABELA 13 — TAXA DE RECUPERACAO CROMATOGRAFICA

Fracao/subfracio Técnicg _ Massa aplicada Massa total Taxa d~e

cromatogréfica (mQ) recuperada (mg) recuperacao (%)

WPR-H CLV 2497.,8 2407,3 96,4

A CLC 343,4 297,1 86,5

Az CCDP 67,2 54,1 80,5

B CLC 206,5 182,0 88,1

B2 CCDP 33,3 31,6 94,9

Bs CCDP 38,3 30,7 80,2

C CLC 1227,5 1032,5 84,1

C1 CLC 323,6 259,1 80,1

Ci3 CCDP 95,9 77,0 80,3

C43 CCDP 55,5 45,3 81,6

Cs CCDP 98,6 81,7 82,9

D CLC 564,4 457,5 81,0

Ds CLC 247,4 201,4 81,4

WPR-AcB CLV 6183,3 5005,3 80,9

E CE 327,3 326,2 99,7

Es CCDP 102,7 824 80,2

G CE 253,5 252,4 99,6

Gs CCDP 78,3 66,2 84,5

H CE 1295,4 1294,1 99,9

Ha CLC 657,8 526,7 80,0

H25 CCDP 98,8 80,3 81,3

I CE 1863,5 1862,0 99,9

I3 CLC 231,5 200,0 86,4

133 CCDP 70,9 60,4 85,2

Is CLC 219,7 180,1 82,0

153 CCDP 40,1 33,0 82,3

ls CLC 227,0 200,0 88,2

Observou-se que as analises cuja técnica empregada foi cromatografia por excluséo
apresentaram maior taxa de recuperacdo. Isso se deve a nao adsorcdo dos
compostos pelas particulas de dextrano (componente da sephadex®). Com isso,
toda a amostra aplicada na cabeca da coluna tende a ser recuperada ao final
(COLLINS, 2011).
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4.3 — RENDIMENTO E COMPOSTOS ISOLADOS

Foram isolados sete alcaloides, que apds a comparacdo dos dados obtidos por
ressonancia magneética nuclear de hidrogénio com os disponiveis na literatura, foram
identificados como: licorina (1), trisfaeridina (2), tazetina (3), 3-epimcaronina (4),
hamolicorina (5), albomaculina (6) e ismina (7) totalizando 791,9 mg de alcaloides.
As fracOes e subfracbes das quais estes alcaloides foram isolados, bem como a
massa total obtida de cada um, encontra-se na Tabela 14. A massa total dos
extratos ricos em alcaloides obtidos a partir de 6,704 Kg de raiz de Worsleya procera
foi de 20,3166 g. O percentual total dos alcaloides isolados presentes nestes

extratos totalizaram 3,9%.

TABELA 14 — DADOS DOS ALCALOIDES ISOLADOS
(continua)

Fracao/ Massa %

Identificagao Alcaloide Estrutura Quimica Subfracio total (mg) alcaloide

OH

WPR-H

WPR-ACB 547,2 2,69

Composto 1 Licorina

A7
Composto 2 Trisfaeridina o O O Gs6 28,8 0,14

Bs2
C:A4
Ds2 1143 0,56
H25.5
133.5

Composto 3 Tazetina

3-

. , B22 28,9 0,14
epimacronina

Composto 4
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(concluséo)

Fracéo/ Massa %

Identificacao Alcaloide Estrutura Quimica Subfracio total (mg) alcaloide

Composto 5  Homolicorina G2 33,4 0,16

Composto 6  Almobaculina 15,5 0,08

Ei5 23,8

Composto 7 Ismina 0,12

Os dados que possibilitaram a identificacdo dos alcaloides isolados sdo mostrados a

seqguir.

4.3.1 — Composto 1

O espectro de RMN de 'H do composto 1 (Figura 25) apresentou um sinal em § 5,93
ppm caracteristico do grupo metilenodioxifenila (OCH20-Phe) em alcaloides. Nao

foram detectados sinais relacionados aos grupos metoxilas (OMe) e N-metila (NMe).

Os sinais observados em 46,66 e 66,91 ppm sdo caracteristicos dos hidrogénios
aromaticos na posi¢do para e correspondem as posi¢cdes 7 e 10 do anel A. Um
multipleto em 6 5,57 ppm indica a presen¢a de um unico hidrogénio olefinico na

molécula.

Dois sinais em & 3,56 e & 4,14 ppm com constante de acoplamento (2JusaHes) de

aproximadamente 14 Hz indicam hidrogénios geminais do sistema AB representados



61

pelos hidrogénios o e B da posicdo 6 (EVIDENTE et al.,, 1983; BASTIDA et al.,
2006).

Um dubleto em & 2,45 ppm com 2Jgem igual a 17,6 Hz, indica a presenca de mais

dois hidrogénios geminais na molécula, possivelmente os hidrogénios da posicdo 12.

No entanto, observou-se que devido ao uso de metanol deuterado (CDsOD), houve
sobreposicao de um dos sinais referente ao solvente (6 3,32 a 6 3,35 ppm) com o
sinal relacionado a um dos hidrogénios geminais. Por esta razdo, ndo se determinou
adequadamente a multiplicidade do sinal, tampouco a constante de acoplamento de
um dos dois hidrogénios. De acordo com a literatura, este problema pode ser
solucionado utilizando dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-Ds) como solvente ao
invés de CD3OD (BASTIDA et al., 2006).

Observou-se que os hidrogénios B das posicdes 6 e 12 encontram-se mais
desblindados do que aqueles da posicéo a. De acordo com as pesquisas realizadas
por Bastida e colaboradores (2006), este fato ocorre devido a relacdo entre o0s
hidrogénios p e o par de elétrons livres do nitrogénio, pois se encontram na posi¢ao

Cis.

Dois dubletos largos em & 2,89 e 6 2,73 ppm com 3J4a,100 igual a 10,8Hz demonstram
que a juncdo dos anéis B e C possui uma relagdo trans-diaxial entre os hidrogénios
da posicao 4a e 10b (BASTIDA et al., 2006).

Como néo foram identificados sinais para metoxilas, comumente encontradas em
alcaloides derivados de homolicorina, haemantamina, tazetina, galantamina e
montamina, hidroxilas podem estar presentes, uma vez que este grupo é
habitualmente encontrado no alcaloide com esqueleto do tipo licorina (BASTIDA et
al., 2006; BASTIDA et al., 2011). Os sinais em 6 4,49 e 6 4,19 ppm foram atribuidos

a hidrogénios proximos as hidroxilas.

Com base nos dados obtidos na andlise preliminar, na analise por RMN de 'H e de

acordo com a literatura (Tabela 15), o composto possui familiaridade com o alcaloide
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licorina (Figura 26). As diferencas no deslocamento quimico podem estar
relacionadas aos diferentes solventes deuterados empregados nesta analise e na
analise realizada por LIKHITWITAYAWUID e colaboradores (1993).

TABELA 15 - DADOS DE RMN de H (CD30OD, 400 mHz) DO COMPOSTO 1 COMPARADOS COM
A LITERATURA (LIKHITWITAYAWUID, et al., 1993) (DMSO-ds, 300 MHz).

Posicao dn (ppm) (J em Hz) Composto 1 dn (ppm) (J em Hz) literatura
H-1 4,491s 4,27 1s
H-2 4,19 m 3,971s
H-3 5,57 m 5371 s
H-4a 2,89 1d (10,8) 2,60 d (10,6)
H-60. 3,56 dd (13,9; 1,5) 3,32d (14,4)
H-60 4,14 d (14,2) 4,02 d (14,4)
H-7 6,66 s 6,68 s
H-10 6,91s 6,81s
H-10b 2,731d (10,8) 2,50 m
H-11la 2,56 -2,63m 2,44m
H-118 2,56 -2,63m 2,44 m
H-12a 2,45 dd (17,6; 9,2) 2,19 ddd (14,4; 8,6; 1,5)
H-123 3,32-3,35m 3,19 dd (14,4, 7,5)

OCH.0 5,93d (1,2) e 5,94 d (1,2) 594seb5,96s
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Figura 26: Estrutura quimica do alcaloide licorina (1).

Alcaloide majoritario dentre as espécies de Amaryllidaceae, licorina é insollvel na
maioria dos solventes organicos (EVIDENTE et al., 1983; BASTIDA et al., 2006).
Este composto € estavel em temperatura ambiente por, aproximadamente, trés anos
(REFAAT et al., 2012). Estudos relacionados a atividade biologica deste alcaloide

demonstraram multiplos efeitos farmacoldgicos (REFAAT et al., 2012).

Luo e colaboradores (2012) observaram uma atividade citotoxica in vitro maior para
licorina do que para o controle positivo (cisplatina) frente as células de leucemia
mieloide humana HL-60 e K562, células de carcinoma pulmonar A549, células de
hepatocarcinoma HepG2 e células do cancer de célon HT-29. Licorina quando
testada frente a linhagens celulares do epitélio brébnquico ndo tumorais, Beas-2B,

apresentou ICsp maior do que o indice apresentado para células tumorais.

Em pesquisa anterior, McNulty e colaboradores (2007) verificaram que a acdo da
licorina sobre as células de leucemia mieloide ocorre através da suspensao do ciclo
celular (mitose) e inducdo da apoptose. A acdo de inducdo da apoptose atribuida a
licorina esta relacionada ao grupo farmacoférico composto pelo anel C e aos dois
grupos hidroxilas presentes (MCNULTY et al., 2009).

Refaat e colaboradores (2012) verificaram um grande numero de estudos
envolvendo a avaliagcdo da acéo citotoxica da licorina frente a diferentes tipos de
canceres e concluiram que este alcaloide € um candidato em potencial no

tratamento de tumores malignos como os encontrados no pancreas e figado.



65

Atividade antimalaria in vitro foram observadas e descritas por Campbell e
colaboradores (1998), Likhitwitayawuid (1993), Sener e colaboradores (2003) e
Cedrén e colaboradores (2010). Os grupos hidroxilas localizados nos carbonos 1 e 2
e a dupla ligacdo entre os carbonos 3 e 4 parecem ser 0S responsaveis pela
atividade antiplasmaédica (CEDRON et al., 2010).

Bessa (2015) verificou atividade antiparasitaria contra as formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania infantum e contra a forma amastigota de
Trypanossoma cruzi. Licorina também €& empregada como precursor na

semissintese de alcaloides contra Trichomonas vaginalis (GIORDANI et al., 2012).

He e colaboradores (2012) observaram atividade antiviral contra influenza H5N1. De
acordo com os pesquisadores, licorina atua no bloqueio da replicacdo do RNA viral

suprimindo a sintese proteica.

O alcaloide assoanina (figura 27), derivado da licorina, mostrou-se o mais ativo
inibidor da enzima acetilcolinesterase dentre os alcaloides com esqueleto do tipo
licorina. Os estudos mostraram que este composto é quatro vezes mais potente do
gue o apresentado pelo alcaloide galantamina, empregado no tratamento da doenca
de Alzheimer (NAIR; VAN STADEN, 2012; REFAAT et al., 2012).

MeO O O
MeO N

Figura 27: Estrutura quimica do alcaloide assoanina.

Nair e Van Staden (2014) e Chinsembu (2016) mencionam 0 uso de espécies de
Amaryllidaceae ricas em licorina por tribos africanas no tratamento da tuberculose,

porém nao apresentam dados cientificos que atribuam a este alcaloide tal atividade.
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4.3.2 —= Composto 2

O espectro de RMN de 'H do composto 2 (Figura 28) apresentou-se com sinais na
parte mais desblindada. Um singleto em §6,18 ppm ([=2H) foi atribuido ao grupo
metilenodioxifenila (OCH20-Phe), largamente presente nos alcaloides de
Amaryllidaceae. Foram observados dois singletos e véarios desdobramentos de
sinais na regido do espectro correspondente aos hidrogénios aromaticos. Os
singletos indicam presenca de hidrogénios para orientados e apresentam
deslocamentos quimicos em 7,35 ppm e 7,93 ppm. Desta forma, atribuiu-se a estes
hidrogénios as posi¢cdes 7 e 10 do anel A, respectivamente.

De acordo com os desdobramentos dos sinais e as constantes de acoplamento, foi
possivel identificar hidrogénios que acoplam entre si na posicéo orto (3J entre 7 e 8
Hz, aproximadamente) e meta (3J entre 1 e 2 Hz, aproximadamente). Logo, concluiu-
se que a molécula possui outro anel aromatico (anel C) que contribui com os

hidrogénios das posicdes 1, 2, 3 e 4 da molécula em anélise.

N&o foram observados sinais sugestivos de grupos N-metila e metoxilas. Apenas um
singleto (J=1H) observado na regido mais desblindada do espectro em 59,09 ppm.
Atribuiu-se a este sinal o hidrogénio da posicdo 6, préximo ao atomo de nitrogénio
do anel B. Logo, foi possivel concluir que o anel B possui uma instauracdo entre o

carbono da posicédo 6 e o atomo de nitrogénio vizinho.

Esses resultados foram comparados com aqueles constantes na literatura (Tabela

16) o que possibilitou a identificacdo do composto 2 como trisfaeridina (Figura 29).
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TABELA 16 - DADOS DE RMN de H (CDCls, 400 mHz) DO COMPOSTO 2 COMPARADOS COM A
LITERATURA (CDCls, 200 MHz) (SUAU et al., 1990).

Posicao o1 (ppm) (J em Hz) Composto 2 Sn (ppm) (J em Hz) literatura
H-1 8,39dd (8,1; 1,5) 8,36 dddd (8,0; 1,8; 1,0; 1,0)
H-2 7,63 ddd (8,3; 7,0; 1,5) 7,61 ddd (8,0; 7,0; 1,7)
H-3 7,69 ddd (8,0; 7,0; 1,6) 7,67 ddd (7,0; 7,0; 1,8)
H-4 8,15dd (8,1; 1,1) 8,11 ddd (7,0; 1,7; 1,0)
H-6 9,09s 9,06 s
H-7 7,35s 7,32s
H-10 7,93 s 7,89s

OCH:0 6,18 s 6,15s

Figura 29: Estrutura quimica do alcaloide trisfaeridina (2).

Bastida e colaboradores (2006) classificaram a trisfaeridina como alcaloide derivado
do esqueleto do tipo narciclasina.

Ao contrario do alcaloide licorina, poucos estudos envolvendo atividades biologicas
foram encontrados na literatura para a trisfaeridina. Brine e colaboradores (2002)
realizaram estudo relacionado a atividade citotoxica para este alcaloide, porém néo
houve comprovacéo de atividade. Szlavik e colaboradores (2004) observaram que
trisfaeridina, homolicorina e haemantamina inibiram a replicagdo do virus HIV-1 in
vitro. A atividade antiviral da trisfaeridina também foi constatada por Oluyemisi e
colaboradores (2015) que apés conduzirem estudo para avaliacdo da atividade anti-
poliovirus através do método MTT concluiram que este alcaloide possui atividade

moderada contra o virus com ICso de 0,1427 pg/mL in vitro.
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4.3.3 - Composto 3

No espectro de RMN de 'H (Figura 30), identificou-se um sinal simples em § 5,90
ppm que integra para 2H, caracteristico do grupo metilenodioxifenila (OCH20-Phe),
outro em & 3,46 ppm que integra para 3H, caracteristico do grupo metoxila (OMe) e

outro em & 2,40 ppm que integra para 3H, caracteristico do grupo N-metila (NMe).

Singletos com & 6,50 e 6,85 ppm (J=1H) caracteristicos de hidrogénios aromaticos na

posicdo para, que podem ser atribuidos as posicdes 7 e 10 do anel A.

Dois dubletos largos em & 5,61 ppm ([= 1H) e 6,14 ppm (J= 1H) indicam a presenca
de hidrogénios olefinicos na molécula (anel C). A constante de acoplamento
calculada para estes dubletos foi de, aproximadamente, 10 Hz, o que permite
concluir que os hidrogénios acoplam entre si na configuracédo cis. A diferenca entre o
deslocamento quimico destes dois hidrogénios sugere que um deles se encontra
mais proximo de um elemento mais eletronegativo, como 0 oxigénio do grupo

metoxila.

A presenca de dois dubletos em sistema AX (8 4,96 ppm, |= 1H; & 4,65 ppm, [= 1H)
com constante de acoplamento grande (2Jgem = 14,7 Hz) permite concluir que os
hidrogénios acoplam entre si, 0 que caracteriza os hidrogénios da posi¢céo 6 (6o e
6p) do anel B.

Dois dubletos em & 3,31 ppm e & 2,68 ppm referem-se aos hidrogénios ligados a
carbono saturado 12a e 12B. A constante de acoplamento geminal de 10,6 Hz,
indica ocorrer acoplamento entre eles. Encontram-se mais blindados do que os
hidrogénios do sistema AX. Sendo assim, € possivel inferir que no anel B existe um
heterodtomo mais proximo dos hidrogénios capaz de diminuir a densidade eletronica

dos hidrogénios da posicao 6.

No entanto, o deslocamento quimico observado (3,31 e 2,68 ppm) também indica a
presenca de outro heterodtomo (menos eletronegativo do que o presente no anel B)

proximo aos hidrogénios da posicdo 12. Com base nos esqueletos estabelecidos
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para os alcaloides de Amaryllidaceae e nas analises preliminares (CG-EM), atribuiu-
se 0 oxigénio e o nitrogénio (do grupo NMe) como heteroatomos possiveis. Desta
forma, os hidrogénios localizados préoximos ao grupo NMe correspondem a posicao
12 (12 a e 12 B).

Também foram verificados multipletos com & 4,14 ppm (/= 1H), § 2,23 ppm (J= 1H) e
5 1,63 ppm (J= 1H) e um singleto largo em & 2,87 ppm (/= 1H) relacionados aos

hidrogénios das posicoes 3, 4o e 4p3 do anel C.

N&o foram encontrados sinais que pudessem ser atribuidos a posicdo 11, logo é
possivel inferir que esta posicdo contém um substituinte, que geralmente é uma
hidroxila. As posicdes 6a, 8, 9, 10a e 10b referem-se a carbonos quaternarios que

nao possuem hidrogénio, logo ndo sao detectados pela técnica adotada.

Os dados de RMN de 'H obtidos foram comparados com os disponiveis na literatura
(Tabela 17) e encontraram-se em conformidade com os obtidos para o alcaloide

tazetina (Figura 31).

Relata-se com muita frequéncia a presenca deste alcaloide na familia
Amaryllidaceae, principalmente nas espécies do género Narcissus (BASTIDA et al.,
2006). Contudo, sabe-se que a tazetina é, na verdade, um artefato de extracdo da
pretazetina (Figura 32) que sofre rearranjo durante o processo de extracdo acido-
base (HAUGWITZ et al., 1965; GHOSAL et al., 1984; BASTIDA et al., 2011).
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Figura 30: Espectro de RMN de 'H do composto 3 com expansdes (CDCls, 400 MHz).
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TABELA 17 - DADOS DE RMN de *H (CdCls, 400 mHz) DO COMPOSTO 3 COMPARADOS COM A
LITERATURA (CdCls, 100 MHz) (GHOSAL et al., 1984).

Posicao o1 (ppm) (J em Hz) Composto 3 S1 (ppm) (J em Hz) literatura

H-1 5,61 1d (10,4) 5,60 ddd (10,5; 2,0; 1,5)
H-2 6,14 | d (10,4) 6,15 ddd (10,5; 2,0; 1,2)
H-3 4,14 m 4,13 m

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

H-43 1,63 m 1,60 m
H-4a 2,871s 2,83 m
H-60. 4,96 d (14,7) 4,95 dd (14,7; 0,5)
H-6p 4,64 d (14,7) 4,65 d (14,7)
H-7 6,50 s 6,50 s

H-10 6,85s 6,85s

H-12a 3,31d (10,6) 3,30 d (10,5)

H-128 2,68 d (10,6) 2,65 d (10,5)

OCH:>0 590s 590s

3-OMe 3,46 s 3,45s

NMe 240s 2,40s

Figura 31: Estrutura quimica do alcaloide tazetina (3).
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Figura 32: Estrutura do alcaloide pretazetina.

Hohmann e colaboradores (2002) observaram resultado mediano (ICs0=7,85ug/mL)
para tazetina frente as linhagens de células L5178 de linfoma. J& Sener e
colaboradores (2003) avaliaram atividade antimalaria para alguns alcaloides, os
resultados mostraram que galantamina e tazetina apresentaram baixa atividade
contra o Plasmodium falciparum. Em 2010, McNulty e colaboradores realizaram
testes de atividade inibitéria da acetilcolinesterase empregando diversos alcaloides
de Amaryllidaceae. Tazetina ndo apresentou atividade inibitoria sobre esta enzima.
De Andrade e colaboradores (2012) realizaram ensaios biolégicos in vitro para
determinacdo de atividade antiparasitaria contra  Tryponossoma cruzi,
Trypanossoma brucei rhodesiense, Leishmania donovani e Plasmodium falciparum,
de diversos alcaloides, incluindo a tazetina. No entanto, os resultados ndo foram
significativos. Recentemente, Kaya e colaboradores (2017), avaliaram a atividade
anti-inflamatéria de alcaloides e extratos de Galanthus cilicicus. Apenas os extratos

obtidos apresentaram resultados satisfatorios e ndo a tazetina isolada.

A atividade larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti também foi testada por
Masi e colaboradores (2017). Dentre os alcaloides testados, tazetina apresentou

baixa taxa de mortalidade (20% em solucédo 0,1ug.mL ).
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4.3.4 - Composto 4

O espectro de RMN de H para o composto 4 (Figura 33) indicou um dubleto em &
6,03 ppm (] = 2H) caracteristico dos hidrogénios do grupo metilenodioxifenila; um
singleto que integra para 3 hidrogénios em & 3,42 e outro em $ 2,52 o0 que indica a

presenca do grupo metoxila e N-metila, respectivamente.

Os singletos (/] = 1H, cada) em & 7,51 ppm e & 6,75 ppm representam os dos
hidrogénios aromaticos na posicdo para (um em relagdo ao outro) das posicbes 7 e
10 do anel A. O sinal mais desblindado indica que um dos hidrogénios encontra-se
mais proximo de um elemento ou grupo mais eletronegativo como oxigénio ou

carbonila.

Identificou-se os dubletos relacionados aos hidrogénios olefinicos em 6 5,47 ppm e &
5,96 ppm correspondentes as posi¢cdes 1 e 2 do anel C que acoplam entre si com
8Jvic ~ 10 Hz. O sinal mais desblindado em 6 5,96 ppm indica que o hidrogénio desta

posicao esta préoximo a trés ligacdes de um atomo eletronegativo.

A auséncia de sinais relacionados aos hidrogénios da posicdo 6, a desblindagem
observada para o hidrogénio da posicdo 7 e as analises preliminares realizadas
reforcam a possibilidade da presenca de uma lactona no anel B. Com isso, conclui-

se que o0 composto 4 possui esqueleto do tipo tazetina.

Os sinais em 6 2,54 ppm, 6 1,71 ppm, & 3,12 ppm e & 4,15 ppm correspondem aos
hidrogénios ligados a carbonos saturados da posicdo 4 (4a e 4B3), 4a e 3 do anel C.
Apesar de estarem ligados a carbono saturado, 0s sinais encontram-se mais
desblindados devido a proximidade com atomo mais eletronegativo como o0 oxigénio
do grupo OMe, presente na posicao 3, e o nitrogénio do grupo NMe ligado a posicéo
4a.

Um duplo dubleto em 62,79 ppm e um duplo dubleto coalecido em & 3,18 ppm
indicam a presenca de hidrogénios geminais das posicbes 12a e 12B. Esta

afirmacao pode ser confirmada pela constante de acoplamento geminal calculada
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de, aproximadamente 10 Hz. Além disso, € possivel concluir que esses hidrogénios
acoplam com um hidrogénio vicinal (posi¢cdo 11) representado pelo duplo dubleto em
d 4,45 ppm. Apenas € possivel visualizar o duplo dubleto coalecido em 6 3,18 ppm

através da deconvolucao do espectro (Figura 34).

ApOs a comparacdo dos dados com os disponiveis na literatura (Tabela 18),
observou-se grande similaridade com o alcaloide 3-epimacronina (Figura 35).
Algumas diferengas na resolucdo dos sinais obtidos com os descritos na literatura

estdo relacionadas a frequéncia de operacdo do equipamento.

Poucos sao os estudos de atividade biol6gica com resultados significativos descritos
na literatura para este alcaloide. No entanto, ressalta-se o trabalho de Cortes e
colaboradores (2015) que realizaram docking molecular em busca de inibidores da
acetilcolinesterase a partir de extratos e alcaloides de Amaryllidaceae. Galantamina
foi utilizada como padrao de comparacgéo. Dos alcaloides testados, 3-epimacronina
apresentou boa interagdo com alguns residuos dos aminoacidos da enzima
acetilcolinesterase. Os autores reforcaram a necessidade de aprofundamento nos
estudos envolvendo derivados de 3-epimacronina, pois consideram sua estrutura
promissora no desenvolvimento de farmacos mais seletivos contra a doenca de

Alzheimer.
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Figura 34: Deconvolucéo do sinal em 6 3,18 ppm para o composto 4.

TABELA 18 - DADOS DE RMN de H (CDClz, 400 mHz) DO COMPOSTO 4 COMPARADOS COM A
LITERATURA (CDCls, 100 MHz) (KIHARA et al., 1987)

Posicao o1 (ppm) (J em Hz) Composto 4 o1 (ppm) (J em Hz) literatura

H-1 5,47 dt (10,4; 1,6) 5,44 ddd (10; 2; 2)
H-2 5,96 d (10,4) 5,97 d (10)
H-3 4,15m 4,12 m

H-4a 1,71 ddd (11,8; 9,6; 1,8) 1,70 m
H-4p3 254 m 2555m
H-4a 3,12 m 3,10 m
H-7 751s 7,52s
H-10 6,75 s 6,73 s
H-11 4,45 dd (11,0; 7,8) 4,43 dd (11; 8)

H-12a 3,18 dd (10,8; 9,6) 3,16 dd (11; 10)

H-128 2,79 dd (10,0; 7,8) 2,76 dd (10; 8)

OCH,0 6,03 d (7,0) 6,01s

OMe 3,42s 3,40 s
NMe 252s 250s

Figura 35: Estrutura quimica do alcaloide 3-epimacronina (4).
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4.3.5 - Composto 5

O espectro de RMN de 'H referente ao composto 5 (Figura 36) apresentou como
principais sinais, dois singletos ([ = 3H) caracteristicos de grupos metoxilas (8 3,96
ppm e & 3,94 ppm) e outro singleto (/] = 3H) correspondente ao grupo N-metila (&

2,02 ppm). Nao foram observados sinais relacionados ao grupo metilenodioxifenila.

Os hidrogénios aromaticos na posicdo para do anel A estdo representados pelos
singletos em & 7,56 ppm e & 7,04 ppm. Com base nestes deslocamentos, conclui-se
que existe um atomo mais eletronegativo proximo e no mesmo plano (periplanar) do
hidrogénio mais desblindado (BASTIDA et al, 2011). Na regido dos hidrogénios
olefinicos, identificou-se apenas um multipleto em & 5,52 ppm. Logo, ndo ha

hidrogénio olefinico vicinal a este.

Assim como observado para o composto 4, ndo foram detectados sinais
relacionados aos hidrogénios da posicdo 6. Desta forma, reforca-se a possibilidade
da presenca de uma lactona no anel B (BASTIDA et al., 2006). Com base nos dados
acima, nas analises preliminares e na literatura, concluiu-se que o composto é do

tipo homolicorina.

Segundo Bastida e colaboradores (2006), os alcaloides do esqueleto tipo
homolicorina da série lactona apresentam de dois a trés substituintes oxigenados no
anel aromatico. Desta forma, as metoxilas identificadas sdo os substituintes das
posicoes 8 e 9 do anel A.

E possivel observar um acoplamento com 3Jsa 100 = 18 Hz, 0 que indica uma relagéo
trans-diaxial entre os hidrogénios das posi¢cdes 4a e 10b (juncdo B/C) (BASTIDA et
al., 2006). Os sinais em & 3,18 ppm e 5 2,28 ppm referem-se aos hidrogénios 12a e
12, respectivamente. A diferenca entre os deslocamentos quimicos se deve ao fato
da relacdo cis entre o hidrogénio 12a e o par de elétrons livres do nitrogénio do
grupo N-metila (BASTIDA et al., 2011).
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Os hidrogénios 2a e 23 aparecem como multipleto em & 2,62 ppm. O mesmo ocorre

com os hidrogénios 1la e 11B (6 2,53 ppm). O multipleto em 4,80 ppm
corresponde ao hidrogénio da posicdo 1. Observa-se que muitos hidrogénios nao
ressoaram bem. Isso pode estar relacionado a caracteristica da molécula ou a
problemas no shimming, responsavel por eliminar a falta de homogeneidade no

campo magnético aplicado pelo equipamento de ressonancia magnética nuclear.

Com base nos dados obtidos e de acordo com a literatura (Tabela 19), identificou-se

0 composto 5 como homolicorina (Figura 37).

TABELA 19 - DADOS DE RMN de H (CDClz, 400 mHz) DO COMPOSTO 5 COMPARADOS COM A
LITERATURA (CDCls, 200 MHz) (BASTIDA et al., 1987)

Posicdo  &n (ppm) (J em Hz) Composto 5 Su (ppm) (J em Hz) literatura

H-1 4,80 m 4,81 ddd (4,2; 1,8; 1,7)
H-2a/B 2,62'm 2,49 m
H-3 5,52 m 5,50 m
H-4a 2,74 1d (18,0) 2,72 dd (9,6; 2,0)
H-7 7,56 s 7,57s
H-10 7,04s 6,99 s
H-10b 2,74 1d (18,0) 2,64 dd (9,6; 1,8)
H-11a/p 2,531 m 2,61—2,67m
H-120 3,18 s 3,14 ddd (9,2; 5,3; 4,1)
H-128 2,27 dd (18,4; 8,8) 2,24 dd (18,0; 9,2)
8-OMe 3,96 s 3,96 s
9-OMe 3,94s 3,955

NMe 2,02s 2,00s
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Figura 36: Espectro de RMN de *H do composto 5 com expansdes (CDCls, 400 MHz).
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Figura 37: Estrutura quimica do alcaloide homolicorina (5).

Muitas atividades bioldgicas séo atribuidas a homolicorina e seus derivados. Existem
relatos atividade inibitoria moderada no crescimento de uma variedade de tumores
tanto in vivo e in vitro e efeito hipotensor em ratos normotensos (ANTOUN et al.,
1993; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2000; FERNNELL; VAN STADEN, 2001).

Testes realizados por Szlavik e colaboradores (2004) comprovaram que
homolicorina efetivamente inibe a replicagdo do virus HIV-1 in vitro (ICs0=7,3 ug/mL)

e apresenta baixo indice terapéutico (IT = 1,8).

Dentre os derivados da homolicorina, a licorenina (Figura 38a) apresentou efeitos
vasodepressores em ratos quando administrada por via intra-arterial em
concentracbes entre 62,5 e 500 mg (MIYASAKA; HIRAMATSU, 1980). Ghosal e
colaboradores (1985) reportaram atividade analgésica para licorenina. A hipeastrina
(Figura 38b) mostrou atividade antifingica contra Candida albicans (EVIDENTE et
al., 2004).

MeN

OH
<o O O

)
B

Figura 38: Estruturas quimicas de derivados de homolicorina (a-licorenina, b-Hipeastrina).
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4.3.6 — Composto 6

Este composto apresentou espectro de RMN de 'H (Figura 39) com muitos sinais
semelhantes ao composto 5. No entanto, foi identificado mais um sinal simples com
& 3,99 ppm ([=3H) relacionado ao grupo metoxila mais desblindado (devido &
proximidade com um atomo mais eletronegativo) e apenas um sinal na regido dos

hidrogénios aromaticos.

Devido as semelhancas encontradas entre os espectros dos compostos 5 e 6, foi
possivel concluir que o alcaloide 6 é do tipo homolicorina, porém com mais uma
substituicdo no anel aromético (A). De acordo com Bastida e colaboradores (2006),
€ comum alcaloides do tipo homolicorina da série lactona apresentarem de dois a

trés substituintes no anel aromatico.

Conforme observado por Hawksworth e colaboradores (1965), a terceira metoxila
aromatica dos alcaloides do tipo homolicorina corresponderia a posi¢cao 7. Composto
semelhante foi encontrado por Bessa (2015) que realizou analises de RMN de *H uni
e bidimensionais a fim de verificar a posicdo da terceira metoxila encontrada e

constatou estar na posicao 7.

Uma vez que ndo existem na literatura informacdes acerca da possibilidade da
terceira metoxila encontrar-se na posicao 10, atribuiu-se a posicédo 7 para a terceira

metoxila encontrada.

Comparando os resultados constantes na literatura (Tabela 20) com os obtidos,

identificou-se o composto 6 como albomaculina (Figura 40).

Apesar do isolamento deste alcaloide ter ocorrido em 1956, somente em 2014 dados
de RMN de 'H uni e bidimensionais para este composto foram publicados (BRIGGS
et al., 1956; DE ANDRADE et al., 2014).
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TABELA 20 - Dados de RMN de 'H (CDCIz, 400 mHz) do composto 6 comparados com a literatura
(CDClIz, 400 MHz) (DE ANDRADE et al., 2014)

Posicédo  &n (ppm) (J em Hz) Composto 6 ou (ppm) (J em Hz) literatura

H-1 4,68 I m 468Im
H-20/p 2,55-2,60Im 2,55-2,601m
H-3 549 1m 5481 m
H-4a 2,70 1d (18,0) 2,72 d (10,0)
H-10 6,81 s 6,78 s
H-10b 2,701d (18,0) 2,63 d (10,0)
H-11a/B 2,45-2531Im 245-2531Im
H-12a 3,151s 3,13 ddd (9,6; 7,2; 3,6)
H-12p 2,25 q (9,6) 2,23 q(9,6)
7-OMe 3,99 s 3,99s
8-OMe 3,89s 3,89s
9-OMe 392s 391s
NMe 2,06 s 2,05s

Figura 40: Estrutura quimica do alcaloide albomaculina (6).

Poucos artigos que mencionam albomaculina estdo disponiveis na literatura. A
maioria data de 1956 a 1966. Relata-se o isolamento, sintese e degradacdo deste

composto.

Somente em 2007 houve um estudo de atividade bioldégica envolvendo este
alcaloide. Wang e colaboradores realizaram dois testes de atividade biolégica: um
para avaliacdo da atividade antiviral anti-TMV (virus do mosaico do tabaco) e outro
para avaliacdo da inibicdo da acetilcolinesterase. Albomaculina mostrou-se ativa

contra TMV e inativa na inibicdo da acetilcolinesterase.
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4.3.7 - Composto 7

O espectro de RMN de 'H referente ao composto 7 (Figura 41) ndo apresentou
sinais que pudessem estar relacionados a presenca de grupo metoxila. Um singleto
com 66,01 ppm com integracdo para 2H indica a presenca do grupo

metilenodioxifenila.

Semelhantemente ao ocorrido para o composto 2, foram observados Vvarios
desdobramentos de sinais na regido do espectro correspondente aos hidrogénios
aromaticos. Foi possivel identificar hidrogénios que acoplam entre si na posicao orto
e meta devido a magnitude de suas constantes de acoplamento. Desta forma, os

hidrogénios das posi¢fes 1, 2, 3 e 4 encontram-se em outro anel aromético (anel C).

Um singleto em 2,75 ppm (J=3H) indica a presenca do grupo N-metila, mais
desblindado do que normalmente é encontrado nos alcaloides de Amaryllidaceae.
Isso indica a presenca de atomo mais eletronegativo ou ligacBes insaturadas
proximas a ele. Com isso, foi possivel verificar que proximo ao grupo N-metila

encontra-se o anel aromatico C.

Dois dubletos em 4,28 ppm (J=1H) e 4,21 ppm ([=1H) com constante de 12,0 Hz
indicam que os hidrogénios sdo geminais e acoplam entre si. Logo, estes
hidrogénios encontram-se na posicdo 6 ja que ndo existem mais sinais que
pudessem direcionar para hidrogénios presentes no anel D, que neste caso ndo esta

presente na molécula.

Foram observados sinais simples correspondentes aos hidrogénios aromaticos com
6 7,02 e 6 6,68 ppm logo foi possivel constatar que na molécula existem hidrogénios
aromaticos para orientados presentes no anel A (posi¢cdes 7 e 10). O hidrogénio com
sinal em 7,02 ppm apresenta-se mais desblindado devido a proximidade com atomo

mais eletronegativo.

Como a posigéo 6 possui dois hidrogénios e um dos hidrogénios para orientados do

anel A encontra-se mais desblindado, concluiu-se que a molécula ndo possui anel B.
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Atribuiu-se a presenca de uma hidroxila na posicdo 6 o fato da desblindagem do

sinal referente ao hidrogénio com 6 7,02 ppm (hidrogénio da posicao 7).

Comparando os resultados constantes na literatura (Tabela 21) com os obtidos,

identificou-se o composto 7 como ismina (Figura 42).

Com relacdo a diferenca entre os deslocamentos dos hidrogénios geminais da
posicdo 6, Bastida e colaboradores (2006) explicaram que devido a rotacao restrita
em torno da ligacéo biarilica, os hidrogénios desta posicdo ndo sdo magneticamente

equivalentes.

TABELA 21 - Dados de RMN de *H (CDCIs, 400 mHz) do composto 7 comparados com a literatura
(CDCls, 200 MHz) (SUAU et al., 1990).

Posicéo S1 (ppm) (J em Hz) Composto 7 &1 (ppm) (J em Hz) literatura

H-1 7,00 dd (7,4; 1,6) 6,98 dd (7,3; 1,7)

H-2 6,83 ddd (7,4; 7,4; 1,1) 6,81 ddd (7,3; 7,3; 1,1)

H-3 7,30 ddd (8,1; 7,4; 1,6) 7,28 ddd (8,1; 7,3; 1,7)

H-4 6,75 dd (8,1; 1,1) 6,73 dd (8,1; 1,1)

H-60. 4,28 d (12,0) 4,26 d (12)

H-66 4,21d (12,0) 4,20 d (12)

H-7 7,02's 7,00's

H-10 6,68 s 6,67s
OCH.0 6,01s 5,99 s

NMe 2,75s 2,73 s
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Figura 42: Estrutura quimica do alcaloide ismina (7).

Estudos realizados mostraram que ismina era produto de transformacdo da série
crinina-haemantamina. Um ano depois, foi verificado que este alcaloide também
poderia ser obtido naturalmente durante etapas posteriores a biossintese da
narciclasina (FUGANTI; MAZZA, 1972; FUNGATI, 1973).

Pesquisas mostram que ismina possui efeito hipotensor significativo sobre a presséo
arterial em ratos normotensos (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2000) e atividade
citotoxica contra linhagens de células humanas de hepatocarcinoma HepG2 e
linfoma Molt 4 (WENIGER et al., 1995).
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5 — CONCLUSAO

Os métodos empregados para a extracdo e isolamento dos alcaloides foram
satisfatorios. Observou-se melhor separacdo dos compostos quando a técnica de

cromatografia em coluna aberta foi intercalada com a cromatografia por exclusao.

Licorina e tazetina sdo os alcaloides mais abundantes nas raizes da espécie
pesquisada. Além destes compostos, foram isolados 3-epimacronina, homolicorina,

albomaculina, ismina e trisfaeridina.

As analises realizadas por CG-EM demonstraram que as raizes da espécie
Worsleya procera sdo uma rica fonte de alcaloides que podem ser empregados
como protétipos em sinteses e modelagem molecular em busca de substancias

ativas mais seletivas, além de contribuir para quimiotaxonomia da espécie.
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