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RESUMO

Plantas da familia Amaryllidaceae s&do amplamente utilizadas na medicina
popular no tratamento de diversas doencas. Estudos tém mostrado que a atividade
biologica destes vegetais esta relacionada a presenga de alcaloides
tetraisoquinolinicos, embora outros compostos n&o alcaloidicos também tenham sido
encontrados. O género Hippeastrum encontra-se distribuido predominantemente na
Ameérica do Sul sendo que no Estado do Rio Grande do Sul foram relatadas seis
espécies nativas: H. glaucescens, H. striatum, H. papilium, H. reginae e H.
breviflorum. A espécie estudada neste trabalho, H. breviflorum, foi coletada na
regidao de Aparados da Serra (RS) e separada em dois grupos de acordo com a
coloracéo das flores (vermelhas ou brancas). O material vegetal de ambos os grupos
foi separado em bulbos, folhas, raizes, frutos e flores e submetido ao método
classico para extracdo de alcaldides. Empregando-se cromatografia em camada
delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos obtidos verificou-se
que os dois grupos vegetais sdo idénticos qualitativamente para um mesmo extrato
testado. Foram isolados dez produtos de H. breviflorum sendo que sete compostos
tiveram suas estruturas determinadas através do uso de técnicas de ressonancia
magnética nuclear, de espectrometria de massas e de cromatografia. As outras trés
substancias apresentaram-se em quantidade insuficiente para analise. A partir das
folhas de H. breviflorum foram isolados dois compostos identificados como
etilcafeato e p-hidroxibenzaldeido, nos frutos foram encontrados os flavondides
rutina e quercetina e nos bulbos foram isolados os alcaldides licorina, HB1 e HB5,
estes dois ultimos inéditos denominados de breviflorina A e beviflorina B. Os extratos
e produtos isolados foram avaliados quanto as atividades anticolinesterasica,
antioxidante e antiviral. Apenas o extrato de bulbos apresentou atividade
anticolinesterasica, sendo esta atividade também detectada para os compostos
breviflorina A e breviflorina B. Dentre os compostos e extratos testados quanto a
atividade antioxidante frente a DPPH, etilcafeato, quercetina e rutina foram os
produtos mais ativos. O composto etilcafeato apresentou inibigdo do virus da Herpes

equivalente ao controle positivo aciclovir.

Palavras chave: Hippeastrum breviflorum, Amaryllidaceae, alcaldides, fitoquimica.
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ABSTRACT

Plants belonging to the Amaryllidaceae family are widely used in folk medicine
for treating many diseases. Many studies have demonstrated that biological activities
can be attributed to the presence of tetraisoquinolinic alkaloids, although other non-
nitrogenous constituents have also been found. The Hippeastrum genera is
predominantly spread in South America. Six species were related in Rio Grande do
Sul State: H. glaucescens, H. striatum, H. papilium, H. reginae e H. breviflorum. The
studied specimen of this work, H. breviflorum, was harvested in Aparados da Serra
(RS) and separated in two groups according to the flower’s color (red or white). Both
groups were separated in bulbs, leaves, roots, fruits and flowers and submitted to a
classic alkaloid’s extraction method. Both groups of extracts, when analyzed by thin
layer chromatography and high performance liquid chromatography were found to be
qualitatively identical for the same tested extract. Ten compounds were isolated from
H. breviflorum and seven had their chemical structures determined by use of nuclear
magnetic resonance, mass spectrometry and chromatography. The other three
substances had insufficient quantity for analysis. From the plant's leaves two
compounds were identified as ethylcaffeate and p-hydroxybenzaldehyde, from fruits
were found the flavonoids quercetin and rutin and from bulbs were isolated lycorine,
HB1 and HB5. These last ones were inedited and denominated as breviflorina A end
breviflorina B. The extracts and isolated products were valued by
acetylcholinesterase inhibitory, antioxidant and antiviral activities. Only the bulb’s
extract presented acetylcholinesterase inhibitory activity, this activity was also
detected for the compounds breviflorina A e breviflorina B. Among the tested
compounds and extracts tested to DPPH antioxidant activity ethylcaffeate, quercetin
and rutin were the most actives. Ethylcaffeate showed Herpes virus inhibition similar
to the acyclovir positive control.

Key words: Hippeastrum breviflorum, Amaryllidaceae, alkaloids, phytochemistry.
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INTRODUCAO GERAL







A humanidade, ao longo dos anos selecionou apenas cerca de 300 vegetais
para sua alimentacao e, a partir de um pouco mais de 100, obteve principios ativos
puros para o tratamento de doengas (PINTO et al., 2002). Estes numeros sdo bem
modestos quando se esta diante de uma diversidade de aproximadamente 250.000
especies de plantas superiores sendo que destas estima-se que entre 35.000 e
70.000 sao utilizadas na medicina popular (PHILLIPSON, 1999).

As plantas — como parte da alimentagcdo ou em preparagcdes medicinais — tém
sido usadas para curar ou prevenir doengas ao longo da historia. Fésseis indicam
que ha 60.000 anos atras os vegetais ja eram utilizados pelo homem para fins
medicinais. Atualmente, as plantas constituem uma parte integrante da terapéutica
de quase 65% da populagdo mundial. Na Africa do Sul, mais de 60% da populacéo
consulta um dos 200.000 curandeiros tradicionais em preferéncia ou em adicdo aos
médicos ocidentais principalmente nas areas rurais (ELGORASHI et al., 2003). No
Brasil, muitas pessoas preferem usar as plantas medicinais aos medicamentos
devido ao seu menor custo e por acreditarem serem estas mais eficazes e com
menor incidéncia de efeitos colaterais (VANDEBROEK et al., 2004).

Nos ultimos anos, varios estudos tém demostrado a importancia dos produtos
naturais no ambito farmacéutico. Estima-se que no periodo de 1981 a 2002
aproximadamente 50% dos farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) norte-americano sdo de origem vegetal ou derivados destes através
de sintese ou semi-sintese. Dentre os farmacos aprovados, verificou-se que 79%
dos agentes antibacterianos, 71% dos antivirais e 51% dos agentes antineoplasicos

sao produtos de origem natural ou seus derivados (NEWMAN et al., 2003).

Desta forma, as plantas podem ser consideradas como uma importante fonte
de farmacos com diversas atividades farmacoloégicas ou de protétipos para o
desenvolvimento destes (LIKHITWITAYAWUID et al., 1993; OKETCH-RABAH et al.,
1999; PHILLIPSON, 2003).

Datam do inicio do século XIX, os primeiros trabalhos envolvendo o

isolamento de alcalbides realizados por Derosne e Serturner (HENRIQUES et al.,



2003). Em 1838, a pereirina obtida das cascas do pau-pereira, talvez tenha sido o

primeiro alcaldide a ser isolado no Brasil (PINTO et al., 2002).

Desde entdo, um grande numero de plantas tem sido investigado quanto ao
seu conteudo alcaloidico conduzindo a um maior numero de estruturas conhecidas e
a uma maior compreensao das rotas de biossintese e distribuicdo destes compostos
nos vegetais (BRUNETON, 1991; CORDELL et al., 2001).

Os alcaldides tém demonstrado diversas atividades biologicas, apresentando
com isso, um grande potencial no descobrimento de novos farmacos e no seu
posterior desenvolvimento (BRUNETON, 2001; CORDELL et al., 2001). No final do
século 20, estimou-se que dos 119 compostos derivados de vegetais empregados
isoladamente na terapia, 54 eram alcaldides (FARNSWORTH et al., 1985).

Em revisdo descrita por CORDELL e colaboradores (2001) foi relatado o
isolamento de 448 alcaldides a partir de 192 espécies pertencentes a 34 géneros de
Amaryllidaceae. Apenas no ano de 2001, 14 novos alcaldides foram isolados de

espécies desta familia (JIN et al., 2002).

A familia Amaryllidaceae pertence a um grupo pequeno e uniforme de
Monocotiledéneas (ELGORASHI et al.,, 2003) as quais sao, na sua maioria,
empregadas em ornamentagcdao (HEYWOOD, 1993; NAIR et al., 2005). Existem
também relatos de emprego popular de diversas espécies desta familia no
tratamento de tumores e algumas doencas cardiacas e pulmonares (DOPKE et al.,
1995; LOUW et al., 2002).

Dados da literatura demonstram que a atividade biologica e os efeitos toxicos
de plantas da familia Amaryllidaceae séo devidos a presenga de alcaldides (IEVEN
et al., 1982; BRUNETON, 2001). Estes compostos isolados de espécies de
Amaryllidaceae tém demonstrado um grande potencial farmacoldgico e diversos séo
os estudos que reportam o interesse dessa classe de substancias na terapia contra
o cancer, como antivirais, antimalaricos e analgésicos (MARTIN, 1987; LEWIS,
1990; GABRIELSEN et al., 1992; LIKHITWITAYAWUID et al., 1993; CAMPBELL et
al., 1998).



Homero, em seu poema épico "A Odisséia", descreve o uso de uma planta
denominada "moly" como antidoto contra uma pogao utilizada pela feiticeira Circe.
Ha evidéncias de que esta pocido seria um extrato de Datura stramonium e o
antidoto Galanthus nivalis, um vegetal da familia Amaryllidaceae que contém
galantamina ('PLAITAKIS & DUVOISIN apud HEINRICH & TEOH, 2004). Este
alcaloide, inicialmente obtido do vegetal Galanthus woronowi, € um potente inibidor
seletivo da acetilcolinesterase sendo utilizado no tratamento da doenga de Alzheimer
e atualmente comercializado com o nome de Razadyne (HARVEY, 1995; MORAES-
CERDEIRA et al., 1997; HOWES et al., 2003).

No Rio Grande do sul, foram encontrados até o momento 6 géneros
pertencentes a esta familia: Crinum (1 espécie), Alstroemeria (1 espécie),
Habranthus (5 a 6 espécies), Zephyranthes (3 a 4 espécies), Rodophiala (1 espécie)

e Hippeastrum (6 espécies).

As espécies do género Hippeastrum sdo conhecidas popularmente como
lirios, agucenas (SCHULTZ, 1990; JOLY, 2002), tulipas (LORENZI & MATOS, 2002),
cebola-do-mato, cebola-berrante (HEGNAUER, 1963) e entre os floricultores pelo
nome de "amaryllis" (DAHLGREN et al., 1985). Diversas espécies do género séo
cultivadas como ornamentais como H. adventum, H. bifidum, H, elegans, H.
puniceum, H. reginae e H. striatum (DAHLGREN et al., 1985).

Apesar dos numerosos estudos sobre esta familia, trabalhos envolvendo a
caracterizagdo quimica das espécies de Amaryllidaceae nativas do Estado do Rio
Grande do Sul sdo raros. Assim, € possivel que muitas espécies ainda estejam por
serem estudadas e testadas na busca de novos compostos com importantes

atividades farmacologicas.

' PLAITAKIS, A.; DUVOISIN, R. C. Homer's moly identified as Galanthus nivalis L.: physiologic
antidote to stramonium poisoning. Clinical Neuropharmacology, v. 6, p. 1-5, 1983 apud HEINRICH,
M.; TEOH, H. L. Galanthamine from snowdrop — the development of a modern drug against
Alzheimer’s disease from local Caucasian knowledge. Journal of Ethnopharmacology, v. 92, p. 147-
162, 2004.



Até o momento, estudos envolvendo o vegetal Hippeastrum breviflorum Herb.

nao foram encontrados na literatura.



OBJETIVOS







Considerando-se que varios alcaldides com importantes atividades bioldgicas
tém sido isolados de espécies da familia Amaryllidaceae e que, no Rio Grande do
Sul, foram encontradas 6 espécies do género Hippeastrum e apenas H. glaucescens
foi recentemente pesquisada (HOFMANN JUNIOR, 2002; HOFMANN JUNIOR et al.,
2003), torna-se relevante conhecer a composi¢cao quimica de outras espécies -
neste estudo Hippeastrum breviflorum Herb. - as quais podem representar uma

potencial fonte de novas moléculas bioativas.

Assim, o0 objetivo geral deste trabalho foi o de isolar e identificar compostos
presentes em bulbos, folhas, raizes, frutos e flores de Hippeastrum breviflorum Herb.
uma das espécies da familia Amaryllidaceae nativas do Estado do Rio Grande do
Sul.

Os objetivos especificos incluem:

- Coleta do material vegetal e sua correta identificagéo;

- Obtencao dos extratos vegetais e fragdes enriquecidas e determinagéo do
seu rendimento;

- Isolamento dos constituintes de interesse;

- Caracterizacao e identificacdo dos produtos isolados, através da
realizacdo de testes especificos e aplicacdo de técnicas de
espectroscopia;

- Determinagcdo de um sistema para cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para analise destes compostos;

- Verificacdo da variagdo da composi¢cao quimica e comparagao do perfil
cromatografico da espécie em fungao da coloragao das flores observada;

- Realizacdo de ensaios in vitro para a avaliacdo das atividades
anticolinesterasica, antioxidante e antiviral dos extratos vegetais e dos

produtos isolados promissores.
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As publicagbes utilizadas no embasamento desta revisdo bibliografica foram
localizadas através das seguintes bases de dados: SCIENCE DIRECT (1950/2005),
SCIRUS FOR SCIENTIFIC INFORMATION, THIEME-CONNECT (1999/2005), WEB
OF SCIENCE/CAPES (1945/2005). Nestas bases nao foram encontradas

referéncias de estudos quimicos em Hippeastrum breviflorum.

1.1 ASPECTOS BOTANICOS

I.1.1 A familia Amaryllidaceae

A familia Amaryllidaceae compreende 51 géneros (MEEROW et al., 2000), 14
tribos (MEEROW et al., 2000) e aproximadamente 870 espécies (JUDD et al., 1999).

As plantas pertencentes a esta familia sdo herbaceas perenes, possuem
ovario infero, com bulbos ou sdo raramente dotadas de rizoma como nos géneros
Scadoxus, Cryptostephanus e Clivia (DAHLGREN et al., 1985; MEEROW &
SNIJMAN, 1998).

A familia Amaryllidaceae ocorre principalmente na Africa do Sul e em alguns
paises da América do Sul, regides que sao consideradas centros de diversificagao
primaria e secundaria desta familia, respectivamente (MEEROW & SNIJMAN, 1998;
ITO et al., 1999). Alguns géneros da familia podem ser encontrados na Australia,
Malasia, Mediterraneo e Asia (ITO et al., 1999). Atualmente, suas espécies
encontram-se na América do Sul (28 géneros), Africa (19 géneros) e, menos
freqUentemente, na regidao do Mediterraneo (8 géneros) (DAHLGREEN et al., 1985;
MEEROW & SNIJMAN, 1998). Em certos locais, os vegetais estdo sendo
ameacgados de extingdo principalmente pela coleta indiscriminada e destruicdo do
seu habitat natural, sendo que na Franga algumas espécies sao protegidas por
legislacao especifica (EVANS, 2002; FENNEL et al., 2003; ZAHREDDINE et al.,
2004).

A familia esta pouco representada no Brasil. Somente os géneros Amaryllis,
Hippeastrum, Crinum, Alstroemeria, Clivia, Zephyranthes, Haemanthus, Eucharis,
Habranthus, Worsleya, Griffinia (MEEROW et al., 1999; JOLY, 2002) e Rodophiala

13



(CASTILHOS, 2004) foram relatados, sendo encontrados preferencialmente em

campos e alguns em caatingas (SCHULTZ, 1990).
I.1.2 Classificacdes infrafamilia em Amaryllidaceae

Existe grande discordancia na inclusdo de certos géneros na familia
Amaryllidaceae. Sendo assim, classificagbes infrafamilia foram elaboradas por

diversos autores (Figura 1.1).

Em 1963, TRAUB (Zapud MEEROW et al., 2000) incluiu Alliaceae,
Hemerocallidaceae e Ixioliriaceae, as quais possuem ovario supero, como
subfamilias. Na subfamilia Amarylloideae foram inseridas duas infrafamilias

Amarylloidinae e Pancratioidinae totalizando 12 e 4 tribos, respectivamente.

DAHLGREN e colaboradores, em 1985, através da integracdo de
caracteristicas morfolégicas, quimicas e citolégicas, seguiram parte da classificagéo
proposta por TRAUB. Consideraram como pertencentes a familia apenas os géneros
da subfamilia Amarylloideae e eliminaram qualquer classificagcdo acima do nivel de

tribo, reconhecendo somente 9 tribos.

MEEROW em 1995 (apud MEEROW et al., 2000), sugeriu que trés novas

tribos fossem incluidas: Eustephieae, Calostemmateae e Hymenocallideae.

Em 1996, MULLER-DOBLIES & MULLER-DOBLIES (*apud MEEROW et al.,

2000), reconheceram 10 tribos (entre elas Calostemmateae) e 19 subtribos.

TRAUB, H. P. Genera of the Amaryllidaceae. American Plant Life Society, La Jolla, CA apud
MEEROW, A. W.; GUY, C. L,; LI, Q.; YANG, S. Phylogeny of the american Amaryllidaceae based on
nrDNA ITS sequences. Systematic Botany, v. 25, p. 708-726, 2000.

*MEEROW, A. W. Towards a phylogeny of the Amaryllidaceae. In: RUDALL, P. J.; CRIBB, P. J.;
CUTLER, D. F.; HUMPHRIES, C. J. Monocotyledons: systematics and evolution. Royal Botanical
Garden, Kew. 1995 apud MEEROW, A. W.; GUY, C. L,; LI, Q.; YANG, S. Phylogeny of the american
Amaryllidaceae based on nrDNA ITS sequences. Systematic Botany, v. 25, p. 708-726, 2000.

*MULLER-DOBLIES, D.; MULER-DOBLIES, U. Tribes and subtribes and some species combinations
in Amaryllidaceae J. St.-Hil. Emend Dahigren and al. Feddes Repertiorum, v. 107, p. 1-9, 1996 apud
MEEROW, A. W.; GUY, C. L,; LI, Q.; YANG, S. Phylogeny of the american Amaryllidaceae based on
nrDNA ITS sequences. Systematic Botany, v. 25, p. 708-726, 2000.
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Traubia
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Figura I.1: Classificagdo do género Hippeastrum de acordo com diferentes autores.

Mais recentemente, MERROW & SNIJMAN (1998) reconheceram 14 tribos,

com 2 subtribos apenas na tribo Amaryllideae.

Devido as divergéncias taxondmicas existentes na familia, tém-se utilizado
técnicas de analise filogenética como uma nova ferramenta para esclarecer e definir
a posicao dos géneros na familia Amaryllidaceae (MERROW et al., 1999).

[.1.3 O género Hippeastrum

O género Hippeastrum é quase que exclusivamente Sul-americano (FABRIS,
1968) com distribuicdo desde o México e as Antilhas até a Argentina (DAHLGREN et
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al., 1985) possuindo aproximadamente 70 espécies (JUDD et al., 1999). No Brasil,
encontra-se principalmente na parte leste do pais e na regido dos Andes em paises
como Bolivia e Peru (MEEROW & SNIJMAN, 1998).

No Estado do Rio Grande do Sul, foram encontradas 6 espécies nativas
Hippeastrum glaucescens, H. striatum, H. vittatum, H. papilium, H. reginae e H.

breviflorum.

Diversas classificagdes subgenéricas ou seccionais tém sido propostas para o
género Hippeastrum, porém estas sdo ainda pouco consistentes (MEEROW &
SNIJMAN, 1998).

[.1.4 A espécie Hippeastrum breviflorum Herb.

O vegetal H. breviflorum é uma espécie nativa da regido nordeste do Estado
do Rio Grande do Sul, sendo frequentemente encontrada em lugares alagados
(INSTITUTO PLANTARUM, 2005).

O vegetal apresenta folhas linear-lanceoladas, apice atenuado, base
canaliculado-cbncava. Escapo multifloro, cerca de 1 m de altura, cilindrico,
glaucescente. Pedicelos do comprimento da espata ou maiores, eretos,
subtetragonos. Flores em numero de seis, inodoras; perigbnio campanulado, com
até 5 cm; tubo breve, com estrias avermelhadas externamente, a face interna com
cilios esverdeados evidentes; tépalas internas obovadas, acuminadas, de borda
ondulada, brancas, com uma estria central amarelo-esverdeada e estrias purpureas
que se diluem em direcdo ao apice, este agudo e sem a estria central evidente;
estames avermelhados; anteras oblongas, amareladas; estilete da cor dos

filamentos do estame e um pouco mais longo que estes (SEUBERT, 1855).
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|.2 ESTUDOS QUIMICOS EM AMARYLLIDACEAE

[.2.1 Alcalbides de Amaryllidaceae

Alcaldides sdao mais comuns em Dicotiledbneas quando comparados a
Monocotiledéneas. Alcaldides de diferentes tipos podem ser encontrados em
Monocotiledéneas, entretanto os mais importantes sdo os presentes em plantas das
familias Amaryllidaceae e Colchicaceae, sendo que o0s pertencentes a primeira

apresentam grande interesse taxonémico (DAHLGREEN et al., 1985).

Os alcaloides de Amaryllidaceae provavelmente possuem fungéo de protecao
no vegetal uma vez que, em outras familias da ordem Liliiflorae, verifica-se a
ocorréncia de saponinas esteroidais enquanto que nas espécies desta familia, estas
estdo ausentes (DAHLGREN et al., 1985).

Os estudos envolvendo alcaléides de Amaryllidaceae tiveram inicio no século
XIX com o isolamento da licorina de Narcissus pseudonarcissus. Porém, apenas em
1950, estes foram retomados com maior intensidade (COOK & LOUDON, 1952;
HENDRICKSON, 1965; GHOSAL et al., 1988) principalmente devido as potenciais
atividades antiviral e antitumoral deste grupo de compostos (EVIDENTE et al.,
2004). Desde entao, diversas espécies da familia foram analisadas quanto ao seu
conteudo alcaloidico (CORDELL et al., 2001).

Recentemente, verificou-se que os alcaldéides de Amaryllidaceae ndo sao
exclusivos dos membros desta familia. Como exemplos podemos citar os alcaldides
mesembrol, egonina e amisina, os quais foram isolados de plantas desta familia e
também sdo encontrados em espécies de Aizoaceae (GHOSAL et al., 1985; PHAM
et al., 1999) e crinamina isolada de Dioscorea dregeana (Dioscoriaceae)
(MULHOLAND et al., 2002). Capnoidina também foi encontrada em espécies da
familia Fumariaceae e bulbocapnina em espécies de Papaveraceae, Fumariaceae e
Laureaceae. Estes dois alcaldides isoquinolinicos além de n&o serem exclusivos de
Amaryllidaceae possuem nucleo fundamental diferente das observadas até o
momento (KAYA et al., 2004).
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[.2.1.1 Classificacao

Os alcaldides de Amaryllidaceae sao derivados da fenilalanina e da tirosina e
possuem como estrutura basica o nucleo tetraidroisoquinolinico (BRUNETON,
2001). Em 1998, HOSHINO classificou estes compostos de acordo com 7 nucleos
principais, para os quais os alcaldides representativos s&o: licorina [1], crinina [2],
narciclasina [3], galantamina [4], tazetina [5], licorenina [6] e montanina [7].
Recentemente, alguns autores introduziram outros trés esqueletos baseados na
estrutura dos alcaldides gracilina [8], galantindol [9] e plicamina [10], totalizando 10
nucleos fundamentais (Figura 1.2) (NOYAN et al., 1998; UNVER et al., 1999; UNVER
et al., 2003).

[.2.1.2 Localizacao no vegetal

Estes compostos estdo presentes em todo o vegetal, porém ocorrem
predominantemente nos bulbos (BRUNETON, 2001). Ocorre uma variagao
importante no teor de alcaldides conforme o estagio de desenvolvimento da planta e
parte relacionada (GHOSAL et al., 1984; ELGORASHI et al., 2002; ELGORASHI et
al., 2003). As diferencas no conteudo e teor de alcaldides também podem ser
grandes quando comparadas diferentes espécies pertencentes a um mesmo género
(ELGORASHI et al., 2003).

Para a espécie Narcissus confusus observou-se que embora os alcaldides
estejam mais concentrados nos bulbos, as partes aéreas contém a maior quantidade
destes compostos quando comparadas as partes subterrdneas. Neste estudo,
sugere-se que os alcaldides sao acumulados preferencialmente nos bulbos durante
o periodo vegetativo e sdo progressivamente transportados para as partes aéreas
até o final do periodo ontogénico correspondente a senescéncia floral (LOPEZ et al.,
2003).
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Figura I.2: Alcaldides representativos dos 10 nucleos fundamentais de Amaryllidaceae.

1.2.1.3 Origem biossintética

Os alcaldides de Amaryllidaceae constituem um subgrupo caracteristico de
alcaléides derivados da tirosina e da fenilalanina os quais se originaram de um

mesmo precursor biossintético denominado norbeladina.
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A Dbiossintese destes alcaldides deriva de um acoplamento oxidativo
intramolecular que envolve o alcaldide norbeladina, um precursor do tipo CgC2-N-
C+1Cs. A unidade CgC; € originaria da molécula de tirosina e a C¢C4 € proveniente de

uma molécula de fenilalanina.

A fenilalanina é primeiramente convertida a acido cinamico e, em seguida,
hidroxilada a acido caféico. Ocorre entao, a perda de dois carbonos formando o 3,4-
diidroxibenzaldeido que, por condensacdo com a molécula de tiramina proveniente
da descarboxilagdo da tirosina, conduz a formagdo de norbeladina, e,
posteriormente, a 4-O-metilnorbeladina (Figura 1.3) (BRUNETON, 2001). Esta
molécula € considerada o precursor universal desta classe de alcaldides
(EICHHORN et al., 1998).

A partir de 4-O-metilnorbeladina podem ocorrer diferentes acoplamentos:
para-orto’, orto-para’ ou para-para’ e, dependendo destas formas de ligagdo podem
existir diferentes grupos de estruturas conhecidas: galantamina, (p-0’), licorina (o-p’),
crinina (p-p’). Verificam-se também rearranjos secundarios como ocorre na tazetina
(BRUNETON, 2001; HOFMANN JUNIOR, 2002).

[.2.1.4 Alcaloides em espécies de Hippeastrum

Mais de 50 alcaloides diferentes ja foram isolados de espécies pertencentes
ao género Hippeastrum. Dentre as espécies nativas do Estado do Rio Grande do
Sul, apenas Hippeastrum vittatum e Hippeastrum glaucescens ja foram
guimicamente investigadas. Dentre as espécies estudadas quanto ao seu conteudo

alcaloidico podemos relatar as seguintes:
Hippeastrum afafiuca Phil.: licorina [1], homolicorina [11], maritidina [12],

hipeastidina [13], epi-homolicorina [14] (PACHECO et al., 1978), haemantamina [15],
11-hidroxi-1,2-diidromaritidina [16] (MARTIN, 1987).
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Figura 1.3: Formagao do precursor O-metilnorbeladina na biossintese dos alcaldides de
Amaryllidaceae.

Hippeastrum aulicum Herb. var. robustum: licorina [1], montanina [7], 2-O-
acetilicorina [17], ambelina [18], clidantina [19], galantina [20], narcissidina [21],
neruscina (desoxilicorenina) [22], norpluvina [23], pseudolicorina [24] (WILDMAN,
1968).

Hippeastrim auriculatum: pseudolicorina [24] (KRISHNA RAO et al., 1972).

Hippeastrum bicolor: licorina [1], haemantamina [25] (MARTIN, 1987).
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Hippeastrum bifidum Herb.: licorina [1] (WILDMAN, 1960).

Hippeastrum brachyandrum Baker: licorina [1], licorenina [6], ambelina [18],
crinamidina [26], narcissidina [21], undulatina [27] (WILDMAN, 1968).

Hippeastrum candidum Herb.: licorina [1], candimina [28] (WILDMAN, 1968).

Hippeastrum equestre Herb.: licorina [1] (MARTIN, 1987; DOPKE et al., 1995),
tazetina [5] (KRISHNA RAO et al., 1972; DOPKE et al., 1995; PHAM et al., 1999),
galantamina [4], galantina [20], haemantamina [25] (MARTIN, 1987), hipeastrina [29],
famina [30] (DOPKE et al., 1995), ismina [31], 11-hidroxivitatina [32], 9-O-
desmetilomolicorina [33], pretazetina [34], 3-epimacronina [35] (PHAM et al., 1997),
3-O-desmetiltazetina [36], egonina [37], tazetadiol [38] (PHAM et al., 1999),
pseudolicorina [24] (KRISHNA RAO et al., 1972), N-metilcrinasiadina [39], 8,9-
metilenodioxifenantridina [40] (LEWIS, 1997).

Hippeastrum glaucescens (Mart.) Herbert: licorina [1], tazetina [5], pretazetina [34]
(HOFMANN JUNIOR et al., 2003).

Hippeastrum johnsonii: licorina [1], tazetina [5], pseudolicorina [24] (FUGANTI,
1975).

Hippeastrum puniceum Lam.: cavinine [41] (MARTIN, 1987), 11-hidroxivitatina [32],
3-O-acetilnarcissidina [42], vitatina [43] (QUIRION & HUSSON, 1991).

Hippeastrum rutilum Herb.: licorina [1], galantamina [4], homolicorina [11],
haemantamina [25], hipeastrina [29] (WILDMAN, 1960).

Hippeastrum solandriflorum Herb.: licorina [1], ismina [31], vitatina [43], hamaina [44],
ungeremina [45] (BASTIDA et al., 1996).

Hippeastrum vittatum L. Herb.: licorina [1], tazetina [5], hipeastrina [29], vitatina [43]
(BOIT, 1956), homolicorina [11], haemantamina [25] (BOIT, 1956; WILDMAN, 1960),

pratorina (hipadina) [46] (EL MOHGAZI et al., 1975; ALl et al., 1981), pancracina
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(hipagina) [47] (EL MOHGAZI et al., 1975; ALl et al., 1984), hipacina, rilistina [48] (EL
MOHGAZI et al., 1975), hipafina (GRUNDON, 1987), ismina [31], vitacarbolina [49],
O-metilismina [50] (YOUSSEF, 2001).

Alguns alcaldides foram isolados de espécies hibridas de Hippeastrum como:
licorina [1], tazetina [5], haemantamina [25], hipeastrina [29] (WILDMAN, 1968;
HOSHINO, 1998), montanina [7], 11-hidroxivitatina [32], vitatina [43], pancracina [47]
(HOSHINO, 1998), crinina [2], galantamina [4], ambelina [18], galantina [20],
narcissidina [21], crinamidina [26], povelina [51], hipamina [52], pluvina [53],
anapovina, hipavina (WILDMAN 1968).

Na Figura 1.4 estdo apresentadas as estruturas dos alcaldides isolados de

espécies pertencentes ao género Hippeastrum.

Licorina [1] Ry=0OH, R,=H, R3=H, R4+Rs=CH,
2-O-acetilicorina [17] R4=OH, R,=CH,CHj3, R3=H, R4+R5s=CH,
Galantina [20] R4=0OH, R,=R4=Rs=CHj3, R3;=H

Norpluvina [23] Ry=0OH, R,=H, R;=H, R4= CH3, Rs=H
Pseudolicorina [24] R4=0OH, R,=H, R3;=H, R4=H, Rs=CH3;
Pratorina [46] R1=R,=R3;=H, R4+Rs=CH,

Hipamina [52] R1=OH, R,=CH3, R3=H, R4+Rs=CH,

Pluvina [53] R1=0OH, R,=H, R3=H, R4=Rs=CH3;

o
0 S
<O _ N*
Narcissidina [21] R4= OH Ungeremina [45]

3-O-acetilnarcissidina [42] R1=OCH,CHj

Figura I.4: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Hippeastrum.
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o) O
< O NHCH
o) Chs

CH,OR
Haemantamina [25] R1=BOCHj3, R,=H Ismina [31] R=H
Hamaina [44] Ry=0OH, R,=H O-metilismina [50] R=CH3;

Crinina [2] Ri=R,=R3=R,=Rs=Rs=R;=Rg=H A'?

Maritidina [12] R{=R,=CHs, Rs=R,=Rs=H R¢=BOH, R,=Rs=H A'?

Ambelina [18] Ri=R,=H, R3=OCHs, R=Rs=H, Rs=CH3, R;=OH, Rg=H A'?
Hipeastidina [13] R{=R,=CH3, R;=R4=Rs=H Rg=aOCHjs, R;=H, Rz=OH A"
11-hidroxi-1,2-diidromaritidina [16] R{=R,=CHs, R;=R;=Rs=H Rs=pOH, R;=OH, Rs=H
11-hidroxivitatina [32] R1=R,=R;=R,=Rs=H, Rs=BOH, R;=OH, Rg=H A'?

Vitatina [43] R1=R,=R3;=R,=Rs=H, Rs=BOH, R;=Rg=H A'?

Povelina [51] R1=R,=H, R;=OCHj3, R:=Rs=R¢=R;=Rg=H A"

1 OR 5
LY 7 \e
O N— .
$ | y
L, H,C 5'\O /2. CH,
Crinamidina [26] R1=R,=H Vitacarbolina [49]

Undulatina [27] R4=CHjs;, R=H
Cavinina [41] R4=CHj;, R,=OH

Figura 1.4 continuacdo: Estrutura dos alcaldides isolados de espécies do género
Hippeastrum.
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Galantamina [4] R1=BOH,R,=R3=CH3; Epi-homolicorina [14]
Clidantina [19] R1=BOCH3,R2=H, R3=CH3

Licorenina [6] R1=R,=CHj3, R3=H, R4=OH, Rs=Rs=R;=H

Homolicorina [11] R1=R,=CHj3, R3=H, R4+R5=0, Re¢=H, R;=H

Neruscina [22] R1=R,=CH3;, R3=R4=R5=R¢=R;=H

Candimina [28] R1+R,=CH,, R3=0OCH3;, R4+R5=0, R¢=OH, R,=H
Hipeastrina [29] R1+R,=CH,, R3=H, R4+R5s=0, R¢=H, R;,=OH
9-0O-desmetilomolicorina [33] Ry=H, R,=CH3, R3=H, R4+Rs=0, Rs=H, R,=H

OCH;
CH;0
o
< O N
[¢) \R1 CH3O

CH;0 N

Famina [30] Ry= /\)ko_cH3 Rilistina [48]

N-metilcrinasiadina [39] R{=CH3;

T

Figura 1.4 continuacdo: Estrutura dos alcaldides isolados de espécies do género
Hippeastrum.
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8,9-metilenodioxifenantridina [40] Montanina [7] R41=BOCHj;, R,=6:OH
Pancracina [47] R=¢OH, R,=BOH

Tazetina [5] R1=BOCHj3,R,=OH, R3=H
Pretazetina [34] R{=BOCH;,R,=pH, R;=BOH
3-epimacronina [35] R{=BOCH3;,R,=H, R;=H
3-O-desmetiltazetina [36] R{=fOH,R,=OH, R3=H

Figura 1.4 continuacdo: Estrutura dos alcaldides isolados de espécies do género
Hippeastrum.

1.2.2 Flavondides

Embora os alcaldides sejam os compostos com maior importancia do ponto
de vista quimico nesta familia, alguns trabalhos relatam o isolamento de flavondides.
As flavanas 7-hidroxi-3',4'-metilenodioxiflavana [54], 7-glicosiloxi-3',4'-
metilenodioxiflavana [55], 7,4'-diidroxi-3'-metoxiflavana [56] e 7-metoxi-2'-hidroxi-
4' 5'-metilenodioxiflavana [57] foram isoladas a partir dos bulbos de Zephyranthes
flava (GHOSAL et al., 1985) e 7,4’-diidroxi-8-metilflavana [58] a partir de Pancratium
littorale (Figura 1.5) (IOSET et al., 2001). Outros compostos fendlicos como
flavanonas e chalconas também foram isolados de Crinum bulbispermum e
Pancratium maritimum (YOUSSEF et al., 1998; RAMADAN et al., 2000; TRAM et al.,
2002).

O teor de flavondides totais para a espécie Crinum bulbispermum foi
determinado em 0,13%, sendo 0,07% de canferol-3-O-xilosideo. Outra flavana, 4'-
hidroxi-7-metoxiflavana, com anel pirano nao substituido foi encontrada nos bulbos

de C. americanum e em tragos nos bulbos de C. moorei e C. augustum. Este
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composto € raramente encontrado na natureza e pode ser utilizado como marcador
para estas espécies (TRAM et al., 2002).

Posicéao
Ne Flavana
R R, Rs R4 Rs
[54] 7-hidroxi-3',4'-metilenodioxiflavana OH H H OCH-,0
[55]  7-glicosiloxi-3',4'-metilenodioxiflavana OGli H H OCH.0
[56] 7.,4'-diidroxi-3'-metoxiflavana OH H OH OCHs; H

[57] 7-metoxi-2'-hidroxi-4',5'-etilenodioxiflavana OCH; H OH OCH,0
[58] 7,4'-diidroxi-8-metilflavana OH CHs; H OH H

Figura I.5: Flavanas identificadas em espécies da familia Amaryllidaceae.
Gli= glicose

Nas pétalas de algumas espécies de Hippeastrum, pelargonidina [59], uma
antocianidina, foi encontrada como sendo o flavondéide majoritario. Tragos dos
flavondis canferol [60] e quercetina [61] também foram isolados desta parte do
vegetal (Figura 1.6) (HRAZDINA, 1988).

Pelargonidina [59] Canferol [60] R1=R2=R3=R4=0H, Rs=H
Quercetina [61] R1=R;=R3=R4=Rs=0H

Figura I.6: Estrutura da pelargonidina e dos flavonois canferol e quercetina.

27



[.2.3 Outros metabdlitos

Trés cromonas, eugenina, 5,7-diidroxi-2,8-dimetilcromona e noreugenina
foram obtidas dos bulbos de Crinum moorei (TRAM et al., 2002).

Triterpenos foram encontrados em Ammocharis coranica e em espécies do
género Crinum (KOORBANALY et al., 2000).

Ha relatos do isolamento de outros compostos nao alcaloidicos, pertencentes
ao metabolismo primario dos vegetais como alcoois, alcanos, hidroxicetonas, acidos
graxos e seus esteres, carboidratos, acidos, ésteres (FENNEL et al., 2001; TRAM et
al., 2002) e lectinas (FENNEL et al., 2001; VERMANI & GARG, 2002).

28



1.3 MATERIAIS E METODOS

[.3.1 Metodologia geral

Os solventes e reagentes empregados no desenvolvimento deste trabalho

foram de grau p.a. e procedéncia Merck, Nuclear, Vetec, Quimex e Synth.

Para as cromatografias em coluna e liquida a vacuo, utilizou-se gel de silica

60 de procedéncia Merck, com tamanhos de particulas 63-200 pm.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
em cromatofolhas de gel de silica 60 F254 Merck e em placas de vidro com medidas
10 x 20 cm e 20 X 20 cm, preparadas manualmente com auxilio de conjunto
Desaga, tendo como adsorvente gel de silica GFzs4 Merck, em espessura de 0,25

mm e 0,5 mm para placas analiticas e preparativas, respectivamente.

Os cromatogramas foram observados sob luz ultravioleta (254 e 366 nm) e

apos nebulizagao com reagente de Dragendorff ou cloreto de aluminio.
[.3.2 Reagentes especificos

Os reativos especificos empregados para alcaldides foram Mayer
(tetraiodomercurato de potassio), Bertrand (acido silico-tungstico) e Dragendorff
(tetraiodobismutato de potassio).

[.3.3 Equipamentos

Os equipamentos empregados foram Liofilizador Savant MicroModulyo Boc

Edwards e Speed-vac com temperatura média (43°C) Boc Edwards.

.3.3.1 Faixa de fusao

Foi utilizado aparelho de ponto de fusdo manual Wagner & Murs-8 Minchen

2. Este equipamento € composto por um microscépio para o acompanhamento da
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fusdo da amostra, através do bloco metalico aquecido, sobre o qual é colocada a

amostra entre [Amina e laminula.

1.3.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos a partir de equipamento Alliance 2695
(Waters) gerenciado por software Empower (Waters) e detector de UV - dibdos em
série (Waters 996), com acumulacdo entre 200 e 400 nm, cada 4,8 nm e 1

espectro/segundo.

Foi empregada coluna cromatografica Symmetry (Waters) contendo fase
reversa Cqg (3,5 um) com dimensdes 4,6 x 75 mm protegida por pré-coluna
Lichrospher (10 x 4 mm d.i.) empacotada com fase reversa C4g Bondapak (Waters)

(10 pm). O volume de injecao empregado foi de 10 pl.

As amostras foram filtradas previamente em membrana filtrante hidrofilica

(HV-Durapore, Millipore; 0,45 pm; 13 mm).

1.3.3.3 Cromatografia circular centrifuga

Empregou-se equipamento Chromatotron modelo 7924-T Harrison Research
sob fluxo de nitrogénio com operacdo e manutengao da alimentagao do sistema de
solvente de forma manual, com placa cromatografica circular de 11,5 cm de raio e
espessura de gel de silica de 3 mm. Utilizaram-se 45g de gel de silica GF2s4 Merck

para cada placa circular.
[.3.3.4 Balanca de infravermelho

A balanga de infravermelho utilizada foi da marca Bel Mark Top Ray Page,
com temperatura programada para 105°C, variagdo de 0,20 e tempo de 10

segundos. Empregaram-se as diferentes partes do vegetal grosseiramente

trituradas, sendo cada analise realizada em triplicata.
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1.3.3.5 Espectroscopia naregido do ultravioleta

Utilizou-se aparelho espectrofotometro Hewlett Packard UV-VIS modelo HP
8452-A com varredura de diddos em série entre 200 e 400 nm com amostra

dissolvida em metanol em cubetas de 1 cm.
1.3.3.6 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A analise foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometria de
massas GC/MS - QP5000 (Shimadzu), utilizando-se como gas de arraste hélio com
fluxo de 1,0 ml/min, coluna capilar Durabond-DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym),
temperatura do injetor a 280°C e detector a 280°C. Empregou-se programa de
temperatura com inicio em 80°C e acréscimo de 10°C/min até 280°C, sendo mantida
a 280°C durante os 10 minutos finais. A energia de ionizacdo empregada foi de 70
eV. Este método foi adaptado a partir de BERKOV e colaboradores (2004).

1.3.3.7 Espectrometria de massas

Utilizou-se espectrdmetro de massas MICROMASS Quattro LC, energia de
ionizagdo de 15 eV e insercao direta da amostra. Empregou-se fluxo de gas de 44

L/h e temperatura da fonte de 150°C.
1.3.3.8 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono
para as substdncias HB7 e HB8 foram realizados em temperatura ambiente
dissolvidas em DMSO, empregando tetrametilsiiano (TMS) como referéncia.
Empregou-se aparelho Bruker em campo de 400 MHz (RMN de 'H) e 100 MHz
(RMN de °C). Para a amostra HB7 também foi obtido o espectro DEPT-135 nas

mesmas condi¢des anteriores.

Os espectros de RMN de 'H, RMN de *C e correlacdes realizados para os

produtos HB1 e HB5 foram conduzidos em espectrometro Varian Inova 500 MHz
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(RMN de 'H) e 125 MHz (RMN de '3C), dissolvido em CDs0OD, com deslocamentos

quimicos relativos ao tetrametilsilano.

[.3.4 Coleta do material vegetal

Durante os meses de abril a outubro, os vegetais da familia Amaryllidaceae
permanecem no periodo vegetativo, em que ndo sdo visiveis na superficie do solo
devido a perda de suas partes aéreas. Por este motivo, as coletas sao realizadas na
época de floracdo e pés-floracdo do vegetal o que facilita a visualizagdo e

identificacdo botanica do mesmo.

A coleta do vegetal Hippeastrum breviflorum foi realizada na regido de
Aparados da Serra (Nordeste do Estado do Rio Grande do Sul) no més de dezembro
de 2001. No local da coleta, verificou-se a presenca de exemplares com flores
brancas (chamado BRANCO) e com flores vermelhas (chamado VERMELHO), os
dois grupos foram identificados como sendo a mesma espécie pelos botanicos
Marcos E. G. Sobral (UFMG) e Dra. Julie Dutilh (UNICAMP). Porém como a
classificagao taxondmica das espécies de Amaryllidaceae é complexa, resolveu-se

analisar separadamente os dois grupos.

Em novembro de 2002, foram coletados exemplares para determinagao do
teor de umidade. Neste momento, coletaram-se apenas individuos com folhas,
raizes e bulbos, pois os vegetais ndo apresentavam flores e frutos o que
impossibilitou a classificagdo destes em um dos dois grupos (BRANCO ou
VERMELHO).

1.3.5 Preparacgéo dos extratos e fracionamento

O material vegetal de ambos os grupos (BRANCO e VERMELHO) foi
inicialmente separado em bulbos, raizes, flores, frutos e folhas. Estas fragdes ainda
frescas foram trituradas, sendo cada parte da planta separadamente submetida a
maceracdo com etanol 96% a temperatura ambiente, durante 7 dias. Apds esse
periodo, seguiram-se os processos de filtragdo a vacuo e eliminagao do solvente em

evaporador rotatorio de pressao reduzida a temperatura de 40°C, sendo o solvente
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restante (agua) proveniente do vegetal fresco eliminado por liofilizagdo. O
remanescente de cada filtragao foi colocado novamente em maceragdo com etanol
pelo mesmo intervalo de tempo. Esse processo foi repetido até reacdo negativa

frente aos reagentes de identificagdo de alcaldides (Mayer, Bertrand e Dragendorff).

Para a obtencdo das fragbes enriquecidas em alcaldides foi empregado
método de extragdo acido-base que consiste na ressuspensdo do extrato mole
obtido com &cido cloridrico 10%, lavagem com éter de petréleo (para remogao de
substancias lipofilicas) seguido de extragdo com diclorometano (CH,Cl,) até reacgéo
negativa frente aos reagentes de identificacdo para alcaloides, fornecendo a fragao
denominada CH,Cl>-A. A fase aquosa acidificada restante foi alcalinizada com
hidroxido de aménio 25% (até pH 9) e extraida com diclorometano até reagao
negativa frente aos reagentes de identificacdo para alcaldides, originando a fragao
denominada CH,CI,-B. A fragao CH,Cl,-B foi filtrada sob sulfato de sédio anidro para
eliminacdo de agua. A soma dos extratos CH,Cl>-A e CH,CI,-B resultou na fragéo
alcaldides totais (Figura 1.7). As fragdes obtidas éter de petroleo, CH,Cl>-A e CH,Cls-
B foram concentradas ao maximo, sendo que algumas apresentaram no final do

processo um aspecto caramelizado.

[.3.6 Analise cromatografica das fracdes por CCD e CLAE

Os extratos éter, CH,Cl»-A, CH,CI,-B obtidos de cada parte do vegetal foram
analisados por cromatografia em camada delgada utilizando-se o sistema eluente
CH2Cl2:MeOH em diferentes proporgdes, observados sob luz ultravioleta (254 e 366
nm) e nebulizados com reagente de Dragendorff. Os cromatogramas de um mesmo
extrato foram avaliados mediante comparagdao entre os grupos BRANCO e
VERMELHO.

Os extratos CH,ClI>-A obtidos de cada parte do vegetal na concentragao de
1,4 mg/ml foram analisados por CLAE. O sistema eluente empregado para analise
foi um gradiente linear, com fluxo de 0,6 ml/min, partindo de MeOH:H,O:TFA
(14:86:0,01; v/v/v) até MeOH:TFA (100:0,01; v/v), em 20 minutos.
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Os extratos CH,ClI,-B obtidos de cada parte do vegetal na concentragcao de
7,0 mg/ml foram analisados por CLAE utilizando como eluente (A) ACN:H,O:TFA
(5:95:0,1; v/viv) e eluente (B) ACN:TFA (100:0,1; v/v), com fluxo de 0,7 ml/min. O

sistema gradiente empregado esta indicado na Tabela I.1.

Parte do Vegetal

Maceracao EtOH 96%
Eliminagao solvente

|‘ Extrato Mole ‘

Ressuspengéo com HCI 10%
Eter de Petroleo

Fase Etérea Fase aquosa acida
CH,CI,
Fase CH,Cl>-A Fase aquosa acida
NH,OH
CH.CI,
I |
Fase aquosa alcalina Fase CH>Cl>-B

Figura |.7: Esquema da obtencao dos extratos de Hippeastrum breviflorum.

Tabela I.1: Gradiente empregado em CLAE para analise dos extratos CH,Cl,-B de Hippeastrum
breviflorum.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)

0 100 0
30 70 30
33 50 50
35 0 100
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Os cromatogramas de um mesmo extrato foram avaliados mediante
comparacgao entre os grupos BRANCO e VERMELHO.

[.3.7 Isolamento

Os compostos foram isolados a partir da fracdo CH.CIl>-B dos bulbos de
Hippeastrum breviflorum, da fragdo CH.Cl,-A de folhas e também durante o
processo de extragdo dos frutos do vegetal. Todos os compostos foram isolados a

partir dos vegetais do grupo de flores vermelhas (VERMELHO).

[.3.7.1 Isolamento dos compostos HB1, HB2, HB3, HB4 e HB5 a partir dos

bulbos

Os compostos foram isolados a partir de 2,15 g da fragdo CH.Cl,-B dos
bulbos de Hippeastrum breviflorum (VERMELHO). Esta fragdo foi submetida a
cromatografia liquida a vacuo (CLV) empregando-se gel de silica como fase
estacionaria e sistema eluente gradiente de CH,Cl,/MeOH nas proporgdes 100/0,
90/10, 80/20 e 0/100 originando 4 fragdes. O volume utilizado de cada eluente foi de
aproximadamente 200 ml. As fragcbes foram analisadas por CCD analitica utilizando
CHCl,/MeOH (90/10). Em seguida, a fracdo 80/20 (CH.Cl/MeOH) da CLV foi
submetida a cromatografia circular centrifuga empregando-se sistema eluente
CH,Cl,/MeOH em ordem crescente de polaridade 100/0, 95/5, 90/10, 80/20, 70/30,
50/50, 30/70, 20/80 e 0/100. As 26 fracbes obtidas foram secas e analisadas por
CCD anallitica utilizando-se como eluente CH,CIl,/MeOH em diferentes proporc¢des.
As fracbes 1 a 4, quando analisadas por CCD analitica em sistema eluente
CH,Clx/MeOH (93/7) apresentaram apenas duas manchas (Rf 0,62 e 0,53), sendo
uma majoritaria (Rf 0,53) e positiva para o reagente de Dragendorff. Estas fracbes
foram unidas, ressuspendidas em metanol e submetidas a CCD preparativa usando
0 mesmo sistema eluente empregado para a CCD analitica. As manchas com Rf
0,53 e 0,62 foram isoladas e denominadas HB1 (47,1 mg) e HB2 (7,4 mg),

respectivamente.

As fragcdes 18 a 26 resultantes da cromatografia circular centrifuga foram

reunidas por apresentarem perfil cromatografico semelhante. Esta fragcdo foi

35



submetida a cromatografia em coluna (CC) com eluente CH,Cl,/MeOH em ordem
crescente de polaridade. Para este procedimento foram gastos 20,5 g de gel de
silica em uma coluna com dimensdes 1,5 x 35,5 cm. Foram obtidas 63 fracdes,
sendo que nas fracbes 29 a 36 observou-se a formacdo de um precipitado. Este
precipitado quando analisado por CCD analitica utilizando-se como sistema eluente
CH2Clx/MeOH (90/10) apresentou apenas uma mancha, sendo denominado HB3
(3,5 mg).

A fracdo 100% MeOH obtida através da CLV foi submetida a CC empregando
gradiente CH,Cl,/MeOH em ordem crescente de polaridade. Foram utilizados 36 g
de gel de silica e uma coluna com 41 x 2 cm de dimensdes. Foram coletadas 100
fracdes. Apds analise de todas as fragdes obtidas por CCD analitica, as fracbes 29 a
39 por apresentarem perfil cromatografico semelhante foram reunidas. A analise por
CCD analitica destas fracbes em sistema eluente CH,Cl,/MeOH (95/5) revelou a
presenca de trés manchas (Rf 0,76; 0,47; 0,20), sendo duas majoritarias (Rf 0,76 e
0,47). As trés manchas quando nebulizadas com o reagente de Dragendorff
apresentaram coloragao caracteristica de alcaldide (vermelho tijolo). Uma das
manchas majoritarias (Rf 0,47) quando analisada por CCD mostrou ser a mesma
substancia previamente isolada e denominada HB1. As fragbes 29 a 39 foram
reunidas e submetidas a CCD preparativa usando como eluente CH,Cl,/MeOH
(95/5). Os produtos obtidos foram denominados HB4 (Rf 0,20; 2,0 mg) e HB5 (Rf
0,76; 16,2 mg).

A Figura 1.8 apresenta o processo de obtengdo dos compostos HB1, HB2,
HB3, HB4 e HB5 isolados a partir do extrato CH,Cl,-B de bulbos (VERMELHO).

[.3.7.2 Isolamento dos compostos HB6, HB7 e HB8 a partir das folhas

Apos a realizacdo de CCD analitica com o extrato CH,Cl,-A de folhas
(VERMELHO) empregando como sistema eluente CH,Cl,/MeOH (90/10), observou-
se a presenga de trés manchas (Rf 0,19; 0,56 e 0,61) sendo as duas ultimas
majoritarias. Porém, apenas a de menor Rf forneceu resultado positivo para
alcaldides apos revelagao com o reagente de Dragendorff. Os compostos HB6 (Rf
0,19), HB7 (Rf 0,56) e HB8 (Rf 0,61) foram obtidos a partir de 350 mg do extrato
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CH.Cl»-A de folhas (VERMELHO) empregando-se CCD preparativa no sistema em
que foram previamente analisados. Apos analise por CCD analitica e CLAE,
verificou-se a presencga de impurezas no alcaléide HB6. Este produto foi submetido a
CCD preparativa usando como sistema eluente CH,Cl,/MeOH (90/10) em cuba
cromatografica saturada com hidréxido de aménio. O rendimento obtido para os
compostos HB6, HB7 e HBS8 foi de 6,7 mg, 63,9 mg e 125,7 mg, respectivamente
(Figura 1.9).

Extrato CH,CI,-B bulbos
215¢g

CLV
CH.CIl,/MeOH (100/0; 90/10; 80/20; 0/100)
Volume de cada eluente: 200 ml

Fracdo CH,Cl,/MeOH 80/20 Frac&do CH,Cl,/MeOH 0/100
390 mg 510 mg
Cromatografia Circular Centrifuga CC
CH,Cl,/MeOH 100/0 — 0/100 CH,Cly/MeOH
100/0 — 0/100
Fracbes Fracbes F;%gggs
1-4 18-26 ]
i CCD preparativa
CCD preparativa CcC
CH,Cl,/MeOH (90/10) CH,Clo/MeOH CHZCl/MeOH (93/7)
100/0 — 0/100
HB4 (2,0 mg)
HB1 (47,1 mg) Fracé HB5 (16,2 mg)
¢cles
HB2 (7,4 mqg) 29.36
HB3 (3,5 mg)

Figura 1.8: Isolamento dos compostos HB1, HB2, HB3, HB4 e HB5 a partir da fragdo CH,Cl,-
B de bulbos de H. breviflorum.
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Extrato CH,CI,-A folhas
350 mg

CCD preparativa
CH,CI,/MeOH (90/10)

HB6 com HB7 HB8
impurezas (63,9 mg) (125,7 mg)

CCD preparativa
CH,CIl,/MeOH (90/10) com
atmosfera de NH,OH

HB6
(6,7 mg)

Figura 1.9: Isolamento dos compostos HB6, HB7 e HB8 a partir do extrato CH,Cl,-A de folhas
de H. breviflorum.

[.3.7.3 Isolamento dos compostos HB9 e HB10 a partir dos frutos

No processo de extracdo acido-base do extrato mole de frutos, durante a
etapa de lavagem com éter de petroleo, observou-se a formacao de um precipitado
na fase aquosa acida. Este precipitado foi separado através de centrifugacao e
testado com reagentes de precipitagdo de alcalbides e cloreto férrico. Ao analisar o
precipitado levemente amarelado por CCD empregando o sistema acetato de
etila/acido formico/acido acético/agua (120/11/11/27) e CLAE, verificou-se a
presenca de duas manchas (Rf 0,39 e 0,98), sendo a de menor Rf majoritaria. O
precipitado obtido foi submetido a CCD preparativa no sistema eluente
anteriormente citado. Os produtos isolados foram denominados HB9 (Rf 0,98) e
HB10 (Rf 0,39) e apresentaram uma massa de 11,8 mg e 36,0 mg, respectivamente
(Figura 1.10).
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Extrato Mole frutos

Ressuspensao com HCI 10%
Eter de Petroleo

Fase Etérea Fase aquosa &cida

Precipitado Fase aquosa acida
(176,7 mg)

CCD preparativa
AcOEt/HCOOH/CH3;COOH/H,0
(120/11/11/27)

HB9 (11,8 mg)
HB10 (36,0 mg)

Figura 1.10: Isolamento dos compostos HB9 e HB10 a partir dos frutos de H. breviflorum.
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|.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

[.4.1 Massa e teor de umidade do material vegetal

A massa da planta fresca relativa a cada parte do vegetal de ambos os

grupos de flores vermelhas e brancas esta relacionado na Tabela I.2.

Tabela |.2: Massa fresca de cada parte do vegetal de H. breviflorum.

Massa vegetal fresca (Q)
Parte utilizada

VERMELHO BRANCO
Bulbos 3810 2260
Raizes 2280 1100
Folhas 3460 1300
Frutos 78 4
Flores 36 12

O teor de umidade médio encontrado para os bulbos de H. breviflorum foi de
88,9%, nas raizes 84,0% e nas folhas 89,6%. Estes valores foram considerados

para ambos os grupos de vegetais com flores vermelhas e brancas.

1.4.2 Rendimento dos extratos

Para os calculos de rendimento dos extratos empregaram-se os valores de
massa vegetal fresco e seco, ou seja, descontado do teor de umidade previamente
determinado para cada parte do vegetal. O rendimento em alcaldides totais foi
calculado a partir da soma das massas das fragdes que continham alcaléides, ou
seja, as fragcbes denominadas CHCl,-A e CHyCl,-B. Estes valores estéo

representados nas Tabelas 1.3 e |.4.
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Tabela 1.3: Rendimento em porcentagem (%) dos extratos obtidos para o grupo de vegetais

da espécie H. breviflorum com flores vermelhas (VERMELHO).

Parte do

Vegetal

Bulbos
Raizes
Folhas
Frutos

Flores

Eter

Peso
seco*

Peso
fresco

0,0994 0,8955
0,1057 1,0163
0,0605 0,3781
0,2265 (fresco)

0,4014 (fresco)

CH,Cl»-A
Peso Peso
fresco seco*
0,0487 0,4403
0,0292 0,1826
0,0384 0,3689

0,1843 (fresco)

0,1286 (fresco)

CH,CI,-B
Peso Peso
fresco seco*
0,0564 0,5098
0,0456 0,2849
0,012 0,1166

0,1095 (fresco)

0,0459 (fresco)

Total A+B
Peso Peso
fresco seco*
0,1051 0,9501
0,0748 0,4675
0,0504 0,4855

0,2938 (fresco)

0,1745 (fresco)

* Rendimento calculado em relagéo ao peso seco do vegetal, ou seja, descontado o teor de umidade.

Tabela 1.4: Rendimento em porcentagem (%) dos extratos obtidos para o grupo de vegetais
da espécie H. breviflorum com flores brancas (BRANCO).

Parte do
Vegetal

Bulbos

Raizes

Folhas

Frutos

Flores

Eter

Peso
seco*

Peso
fresco

0,1037 0,9342
0,1168 1,1231
0,0526 0,3288
0,4208 (fresco)

0,3183 (fresco)

CH,CI,-A
Peso Peso
fresco seco*
0,1210 1,0943
0,2413 1,5081
0,0454 0,4365

0,1285 (fresco)

0,1087 (fresco)

CH,CI,-B
Peso Peso
fresco seco*
0,0679 0,6138
0,0769 0,4811
0,0173 0,1668

0,1568 (fresco)

0,0652 (fresco)

Total A+B
Peso Peso
fresco seco*
0,1889 1,7081
0,3182 1,9892
0,0627 0,6033

0,2853 (fresco)

0,1739 (fresco)

* Rendimento calculado em relagédo ao peso seco do vegetal, ou seja, descontado o teor de umidade.

Através da comparagao entre os dados apresentados nas Tabelas 1.3 e |.4

observou-se que devido ao grande teor de umidade encontrado em todas as partes

do vegetal houve grande diferenga entre os rendimentos calculados a partir do peso

fresco e os obtidos com o peso seco do vegetal.

Entre os grupos BRANCO e VERMELHO houve diferenga quanto ao

rendimento dos extratos éter, CH,Cl,-A e CH.Cl,-B para cada uma das partes da
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planta. Esta diferenca também se torna evidente quando sao comparados os

rendimentos em alcaldides totais (CH2Cl,-A+CH,Cl»-B) para cada parte do vegetal.

1.4.3 Analise cromatografica das fracdes por CCD e CLAE

Através da analise por CCD dos extratos dos grupos de flores vermelhas e
brancas verificou-se que estes sdo idénticos qualitativamente para uma mesma

parte do vegetal.

Comparando-se o perfil cromatografico (CCD) de bulbos e raizes observou-se
que estes também s&o iguais para um mesmo tipo de extrato seja este éter de

petréleo, CH,Cl,-A ou CH,Cl,-B, mesmo em diferentes sistemas cromatograficos.

Quanto aos extratos éter de petrdleo, apenas bulbos e raizes apresentaram
bandas cromatograficas que foram reveladas pelo reagente de Dragendorff. Para os
extratos CHCl,-A e CH,CIl»-B, todas as partes do vegetal mostraram manchas

reativas quando nebulizadas com este reagente.

O extrato CH,ClI,-B de todas as partes vegetais apresentou um maior numero
de manchas quando comparado as outras fragcoes éter e CH,Cl>-A. Assim como um
maior numero de bandas que foram reveladas pelo reagente de Dragendorff,

indicando um maior numero de compostos alcaloidicos.

Os extratos éter, CH2Cl,-A e CH,CI>-B de frutos e flores mostraram perfil
semelhante tanto para alcaldides, quando revelados com reagente de Dragendorff,
quanto para outros compostos. O extrato CH,Cl,-B de flores e frutos apresentou um
numero maior de substancias n&o alcaloidicas comparado aos extratos das demais

partes do vegetal.
As fracdes CH,Cl,-A das diferentes partes do vegetal apresentaram alcalbides

com caracteristicas mais polares e um maior numero de compostos nao alcaloidicos

quando comparados as fragdes CH,Cl,-B.
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As anadlises realizadas por CLAE confirmaram a semelhanca do perfil
cromatografico entre os extratos dos grupos VERMELHO e BRANCO para uma
mesma parte do vegetal, exceto para os extratos CH,Cl,-A de bulbos e raizes
(Figuras: 1.11, 1.12, 1.13 e 1.14). Também pode ser evidenciada a semelhancga entre o
extrato CH,Cl,-B de raizes e bulbos e a semelhancga entre os extratos CH,Cl,-B de

flores e frutos.

[A]

Figura 1.11: Analise comparativa realizada em CLAE dos extratos CH,Cl,-A de [A] raizes e
[B] bulbos (------ extrato do grupo BRANCO e ——extrato do grupo VERMELHO).
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Figura 1.12: Analise comparativa realizada em CLAE dos extratos CH,ClI»-A de [A] flores, [B]
frutos e [C] folhas (------ extrato do grupo BRANCO e ——extrato do grupo VERMELHO).
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Figura 1.13: Andlise comparativa realizada em CLAE dos extratos CH,Cl,-B de [A] raizes, [B]
bulbos e [C] frutos (------ extrato do grupo BRANCO e —extrato do grupo VERMELHO).

45



500 1000 1500 B0 25 oo 000 25 ba
el retrs [ A]

5o 10loa 1900 acloa 2570 3000 a5 o0
el rters [ B ]

Figura 1.14: Analise comparativa realizada em CLAE dos extratos CH,Cl,-B de [A] flores e
[B] folhas (------ extrato do grupo BRANCO e —extrato do grupo VERMELHO).

Os extratos CH,Cl,-B de cada parte do vegetal, quando analisados por CLAE,
mostraram ser bem mais complexos que os extratos CH,Cl,-A provenientes da
mesma parte da planta. Os extratos CH,Cl,-B exibiram a presenca de diversos
compostos sem, no entanto, apresentarem um produto majoritario fato que pode ter
dificultado o processo de isolamento, pois os compostos foram encontrados em

pequenas concentragdes em uma mesma fragao.
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l.4.4 |dentificag&o dos produtos isolados

A massa em miligramas dos compostos isolados e sua relagdo com a parte

do vegetal do qual foi obtido estéo relacionados na Tabela 1.5.

Tabela I.5: Massa dos compostos isolados obtidos de cada parte do vegetal H. breviflorum.

Parte do Vegetal Massa (mQ)

Composto
HB1 Bulbos 47,1
HB2 Bulbos 7,4
HB3 Bulbos 3,5
HB4 Bulbos 2,0
HB5 Bulbos 16,2
HB6 Folhas 6,7
HB7 Folhas 63,9
HB8 Folhas 125,7
HB9 Frutos 11,8
HB10 Frutos 36,0

[.4.4.1 Composto HB1
Este composto foi isolado na forma de um sélido amarelo amorfo soluvel em
metanol. HB1 apresentou reagdo positiva para os reagentes de precipitagdo de

alcaldides. A faixa de fusdo encontrada foi de 138-140°C.

Os espectros referentes ao composto HB1 encontram-se no Anexo 2.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

O espectro realizado em metanol demonstrou a existéncia de bandas em 243
e 295 nm (Figura 1.15).
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Figura 1.15: Espectro na regiao do ultravioleta obtido para o composto HB1 em metanol.

Espectrometria de massas

Verificou-se o pico do ion molecular o qual também é o pico base em m/z 283
[M*-]. Outros sinais importantes foram m/z (%) 267 (13), 255 (65), 254 (54), 240 (45),
222 (33) e 194 (22). Observa-se a perda de 29 u.m.a (254 m/z) relacionada ao

grupamento aldeido existente na molécula.
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN *H)

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDs0D) para o isolado HB1 apresentou 10
sinais 0s quais apos integracao indicaram a presenga de 16 hidrogénios. Os sinais
observados no espectro sdo os seguintes (em ppm): 9,45 (1H; s; CHO), 7,43 (1H; s;
H-7), 7,10 (1H; dd; J=1,0; 7,0 Hz, H-3), 6,85 (1H; dt; J= 0,5; 1,5; 7,5 Hz; H-1), 6,74
(1H; s; H-10), 6,73 (1H; m; H-2), 3,92 (3H; s; OCH3), 3,32 (1H; dd; J=9,0; 3,0 Hz; H-
12x), 3,15 (1H; dd; J= 17,7; 9,0 Hz; 12B), 2,95 (2H; m; H-11), 2,24 (3H; s; NCH3).

A andlise do espectro de "H mostrou a auséncia de sinal correspondente ao
grupamento metilenodioxi frequentemente encontrado na regido de 5,90-6,10 ppm e
comum a varios alcaldides isolados de espécies de Amaryllidaceae. A presenga de
um grupo metoxila e de um grupo NCH3; pode ser verificada através dos sinais em
3,92 ppm e 2,24 ppm, respectivamente. O sinal em campo baixo (9,45 ppm)

caracterizou a presenca de um aldeido na molécula.
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Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do carbono (RMN **C)

Através da andlise do espectro de RMN ™C (125 MHz, CDsOD) deste
composto pode-se verificar a presenga de 17 carbonos cujos deslocamentos séo os
seguintes (em ppm): 190,9 (Cqg; CHO), 155,1 (Cq; C-9); 151,1 (Cq; C-4a), 148,5 (Cq,
C-8), 141,1 (Cq, C-10a), 131,7 (Cq; C-10b), 130,3 (CH; C-1), 125,6 (Cq; C-6a), 124,0
(CH; C-3), 120,2 (Cq; C-4), 118,7 (CH; C-2), 117,8 (CH; C-10), 107,9 (CH; C-7); 56,9
(CHy; C-12), 55,1 (CH3; OCH3), 38,5 (CHs; NCH3), 28,3 (CHy;C-11).

A presenga de um grupo aldeido na molécula foi confirmada pela existéncia
de um sinal em 190,9 ppm cujo deslocamento indica ser uma carbonila caracteristica
de aldeido (faixa de 190 — 205 ppm) (PAVIA et al, 1996; SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000).

A partir da andlise do espectro de RMN *C e do espectro DEPT 135°
verificou-se a presencga de oito carbonos quaternarios com deslocamentos acima de
100 ppm, sendo sete destes aromaticos. Os sinais em 55,1 e 38,3 ppm confirmaram

a presencga dos grupamentos metoxila e NCHs, respectivamente.

Considerando as informagdes encontradas, buscaram-se na literatura os
dados espectroscopicos dos nucleos tazetina [5], licorenina [6], galantindol [9] e
plicamina [10] os quais apresentam um nitrogénio ligado a uma metila. Dentre estes
compostos, verificou-se que a molécula apresentou sinais correspondentes aos
carbonos 11 e 12 do nucleo inddlico da licorenina, porém nao foram encontrados os
sinais relativos aos carbonos 10b (CH) e 4a (CH) existentes neste tipo de alcaldide
(BASTIDA et al., 1990; ALMANZA et al., 1996). Desta forma, sugeriu-se a presenca
de um segundo anel aromatico semelhante ao encontrado no composto galantindol
(UNVER et al., 2003).

Apenas um sinal de carbono ligado a hidrogénio (CH) foi observado no
espectro de RMN "*C na regiao de 100-115 ppm correspondente a somente um dos
carbonos do anel aromatico (C-7 ou C-10). Portanto, como nao foi verificada a
existéncia de grupamento metilenodioxi na molécula, os substituintes dos carbonos

C-9 e C-8 podem ser distintos. Através dos dados obtidos do espectro de massas
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(283 u.m.a) e dos dados de RMN de 'H e "*C (16 hidrogénios, 17 carbonos, OCHs,
NCHs, CHO) verificou-se a diferenga de 17 u.m.a que pode ser atribuida a presenga
de um grupamento hidroxila na molécula. De acordo com dados da literatura, este
grupamento hidroxila encontra-se ligado ao C-9 do anel aromatico (BASTIDA et al.,
1990).

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Homonuclear *H-'H (NOESY) e
Heteronoclear *H-*C (HMQC,HMBC)

Os dados obtidos através dos espectros de correlacdo (Tabela [.6)
comprovaram a presenca do esqueleto inddlico e possibilitaram a correta atribuicéo
dos sinais relacionados com suas vizinhancas. Comparando os dados obtidos da
literatura podemos inferir que a substancia HB1 € um alcaldide inédito denominado

breviflorina-A (Figura 1.16).

Figura 1.16: Estrutura proposta para o composto HB1 (breviflorina-A).
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Tabela 1.6: RMN 1D e 2D (CD5;0OD) para o composto HB1 comparados com a literatura:

10
11
12
12B
OCH3
NCH3

CHO

RMN "H (8)
6,85
6,73
7,10
7,43
6,74
2,95
3,32
3,15
3,92
2,24

9,45

HMQC (5)
130,3
118,7
124,0
107,9
117,8
28,3
56,9
56,9
55,1
38,5

190,9

HMBC

C-3, C-4a, C-10a

C-1, C-3, C-4, C-4a, C-10b

C-1, C-4a, C-11

CHO, C-2, C-6a, C-8, C-9, C-10a

CHO, C-6a, C-8, C-9, C-10b

C-3, C-4a, C-10b, C-12

C-42, C-10b, C-11

C-42 C-10b, C-11

C-8,C-9

C-4a, C-11, C-12

C-6a, C-7, C-8

@ em CDCl3, 600 MHz (UNVER et al., 2003).
® em CDCl3, 500 MHz (ALMANZA et al., 1996).

NOESY
CHO, H-3, H-10
H-1, H-3
H-1, H-10, H-11
CHO, OCH3
H-1, OCHs, NCHjs
H-12¢, H-12B, NCH3
H-11, H-12f, NCH3
H-11, H-120, NCH3
H-7, H-10, NCH3
H-10, H-11, H-12a, H-12B

H-1, H-7, NCHs
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Galantindol [8] ®
RMN "H (HMQC)

6,93 (123,8)
7,09 (119,1)
7,62 (120,6)
7,04 (107,9)
6,82 (110,9)
6,52 (101,1)

6,95 (130,9)

3,29 (35,8)

Hipeastrina [29] b
RMN "H (HMQC)

4,58 (82,2)
4,38 (66,2)
5,63 (119,4)
7,45 (109,8)
6,92 (108,5)
2,48 (27,3)
3,13 (55,9)

2,23 (55,9)

2,03 (42,9)



[.4.4.2 Composto HB2

O composto HB2 apresentou-se como um semi-sélido amarelo soluvel em
metanol. Ndo apresentou reacédo positiva para os reagentes de precipitagdo de

alcaldides.

Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV)

O espectro realizado em metanol demonstrou a existéncia de bandas em 272
e 318 nm (Figura 1.17). Devido a pequena quantidade de material, o composto HB2

nao pode ter sua estrutura elucidada.

254 224

2,04

272

318

Absorbancia

0,5

0,0

200 250 300 350 400 450

Figura 1.17: Espectro na regiao do ultravioleta obtido para o composto HB2 em metanol.
1.4.4.3 Composto HB3

Este composto foi isolado na forma de um sdlido cristalino branco insoluvel
em cloroférmio e agua e parcialmente soluvel em metanol. HB3 forneceu reacéao

positiva para os reagentes de precipitacdo de alcaldides. A faixa de fusao
encontrada foi de 254-256°C.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

O espectro realizado em metanol demonstrou a existéncia de bandas em 236

e 292 nm (Figura 1.18). Estas bandas indicam a existéncia do grupamento
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metilenodioxi associado a um anel aromatico e de uma possivel insaturagcdo nao
conjugada a este sistema (GHOSAL et al., 1985).
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Figura 1.18: Espectro na regido do ultravioleta obtido para o composto HB3 em metanol.
Andlise por CCD e CLAE

A substancia HB3 quando analisada por CCD empregando sistema eluente
CH,Clx/MeOH (90/10) com amostra do alcaldide licorina previamente isolada e
identificada por HOFMANN JUNIOR (2002) apresentou fator de retencéo (Rf 0,41)

idéntico ao deste composto e ao encontrado na literatura para o alcaldide licorina.

Realizou-se também co-injegdo em CLAE de HB3 com a amostra do alcaldide
em sistema eluente descrito no item 1.3.7.3 para os extratos CH,Cl,-B. Esta analise

resultou em um unico pico com tempo de reteng¢ao de 5,172 minutos.
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

O cromatograma apresentou algumas impurezas volateis e uma substancia
majoritaria. Verificou-se o pico do ion molecular em m/z 287 [M*"] (36%) e o pico do
ion base a m/z 226. Outros sinais importantes foram m/z (%) 286 (21), 268 (26), 250
(51), 227 (73), 211 (11) (Anexo 3).

A partir da analise dos dados apresentados e comparagdo com dados da

literatura (GHOSAL et al., 1983; PHAM et al., 1998; HOFMANN JUNIOR, 2002)

propés-se para o produto HB3 a estrutura da licorina (Figura 1.19).
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Figura 1.19: Estrutura proposta para a substancia HB3 (licorina).

1.4.4.4 Composto HB4

Esta substancia apresentou-se como um sélido amorfo, de coloracéo
amarelada e soluvel em metanol. Quando analisado frente aos reagentes de
precipitacdo para alcaldéides Mayer, Bertrand e Dragendorff observou-se a

ocorréncia de reagao positiva.

Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV)

No espectro realizado em metanol podem-se observar maximos de absorcéo
em 272 e 305 nm (Figura 1.20).

22000 nm
24U| o 2E£I'.':'IJ ESUI o 30'::.':'0 32IJI o 344::.':'0 S'BUI iy 33::.'30
2294 1799

Figura 1.20: Espectro na regido do ultravioleta obtido para o composto HB4 em metanol.

Devido a pequena quantidade de material, o composto HB4 nao pode ter sua

estrutura elucidada.
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1.4.4.5 Composto HB5

O composto HB5 apresentou-se como um semi-solido amarelo, sendo
totalmente soluvel em metanol. HB5 apresentou reacdo positiva frente aos

reagentes de precipitacdo de alcalodides.

Os espectros referentes ao composto HB5 encontram-se no Anexo 4.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

No espectro realizado em metanol podem-se observar maximos de absorgao

em 240 nm e 280 nm (Figura 1.21).
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Figura I.21: Espectro na regido do ultravioleta obtido para o composto HB5 em metanol.

Espectrometria de massas

Verificou-se o pico do ion molecular o qual também é o pico base em m/z 297
[M*-]. Outros sinais importantes foram m/z (%) 269 (79), 254 (42), 237 (22), 222 (22),

194 (18) e 69 (31). Observa-se a perda de 28 u.m.a (269 m/z) que pode ser devido a

perda de um grupamento metoxila ou do grupamento aldeido existente na molécula.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN *H)

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3;0D) para o composto HB5 apresentou-
se muito similar ao espectro obtido para HB1. Pode-se observar 12 sinais que ao
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serem integrados mostraram a presencga de 19 hidrogénios. Os sinais observados no
espectro sao os seguintes (em ppm): 9,60 (1H; s; CHO), 7,45 (1H; s; H-7), 7,13 (1H;
dd; J=1,0; 7,5 Hz, H-3), 6,93 (1H; d; H-10), 6,89 (1H; m; H-1), 6,77 (1H; m; H-2),
3,91 (3H; s; OCHs), 3,90 (3H; s; OCHg), 3,30 (1H; m; H-12x), 3,20 (1H; m; 12B), 2,98
(2H; m; H-11), 2,22 (3H; s; NCH3).

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do carbono (RMN *3C)

Pode-se verificar a presenca de 18 carbonos no espectro de RMN '*C (125
MHz, CD3;0D) cujos deslocamentos sé&o os seguintes (em ppm): 191,4 (Cq; CHO),
154,3 (Cq; C-9); 151,3 (Cq; C-4a), 149,2 (Cq, C-8), 140,3 (Cq, C-10a), 131,9 (Cq; C-
10b), 130,5 (CH; C-1), 127,5 (Cq; C-6a), 124,3 (CH; C-3), 119,8 (Cq; C-4), 118,9
(CH; C-2), 113,4 (CH; C-10), 107,9 (CH; C-7); 56,9 (CHy; C-12), 55,5 (CHs; OCH3),
55,3 (CH3; OCHg3), 38,6 (CH3; NCH3), 28,3 (CHy;C-11).

O sinal em 191,4 ppm mostrou a presenga de um grupo aldeido na molécula

assim como foi observado para o composto HB1.

Quando comparados os dados de RMN de *C do produto HB5 aos obtidos
para o composto HB1 estes revelaram ser semelhantes diferindo apenas na
presenca de um carbono na regiao de 55 ppm sendo este relacionado a presenga de

um grupamentos metoxila adicional (55,5 e 55,3 ppm).

Foram observados dois sinais de carbono ligado a hidrogénio (CH) em 107,9
e 113,4 ppm correspondentes aos carbonos do anel aromatico (C-7 ou C-10). Sendo
assim, pode-se inferir que os substituintes ligados a estes carbonos sao iguais, pois
os deslocamentos apresentados foram semelhantes. Desta forma, como nao se
observaram os sinais relativos ao grupamento metilenodioxi, frequentemente
encontrado em alcaldides isolados de Amaryllidaceae, sugeriu-se que o0s
substituintes dos carbonos C-9 e C-8 fossem duas metoxilas. As informagdes
obtidas do espectro de massas (297 u.m.a) juntamente com os dados espectrais

confirmam a presencga de dois grupamentos metoxila na molécula.
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Espectroscopia de Ressonancia Magnética Homonuclear *H-'H (COSY,
NOESY) e Heteronoclear *H-**C (HMQC,HMBC)

Os dados obtidos através dos espectros de correlagdo (Tabela [.7)
possibilitaram a correta atribuigdo dos sinais e a comprovagao da estrutura proposta.
Para os grupos metoxila ndo foi possivel distinguir o perfil de correlagdes
isoladamente devido a proximidade dos sinais nos espectros de RMN de 'H (3,90 e
3,91 ppm) e RMN de *C (55,3 e 55,5 ppm).

Considerando-se os dados da literatura, a analise do perfil de fragmentacgao e
os dados espectrais obtidos para HBS, propde-se a estrutura apresentada na Figura

.22, sendo chamado de breviflorina-B.

Tabela |.7: RMN 1D e 2D (CD3;0D) para o composto HB5.

H RMN 'H (8) HMQC (8) 'H-"H cosy HMBC NOESY
C-3, C-4, C-4a, C-
1 6,89 130,5 H-3 10m, C-10b H-2, OCHs, NCH3
2 6,77 118,9 H-1, H-3 C-1, C-3, C-4, C-10b H-1, H-3
3 7,13 124,3 H-1, H-2 C-1, C-4a, C-10 H-2, H-11
7 7,45 107,9 OCHs Gl B e, G 6, Gk CHO, OCHs
C-10a
CHO, C-2, C-6a, C-8,
10 6,93 113,4 OCHj 0. C-10a OCHs
11 2,98 28,3 H-12x, H-12B  C-4a, C-10b, C-12  H-12x, H-12B, NCH;
120 3,30 56,9 H-11, H-12B C-4a, C-10b H-11, H-12B, NCHs
12B 3,20 56,9 H-11, H-12x C-4a, C-10b, NCH3 H-11, H-120, NCH3
OCHj 3,91 55,5
H-7, H-10,
NCH, C-8, C-9 H-7, H-10
OCHj 3,90 55,3
NCHs 2,22 38,6 H-120, H-12pB C-4a, C-12 el 'L‘f112'BH'12°"
CHO 9,60 191,4 - C-6a, C-7, C-8 H-1, H-7, NCH3
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Figura 1.22: Estrutura proposta para o composto HB5 (breviflorina-B).

1.4.4.6 Composto HB6

A substancia HB6 foi obtida na forma de um semi-sélido amarelo, sendo
totalmente soluvel em metanol. Este composto apresentou reacéo positiva frente aos

reagentes de precipitagao de alcaldides Mayer, Bertrand e Dragendorff.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

No espectro realizado em metanol observam-se maximos de absor¢cdo em

234 nm e 282 nm (Figura 1.23).
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Figura 1.23: Espectro na regido do ultravioleta obtido para o composto HB6 em metanol.

Devido a pequena quantidade de material, o composto HB6 n&o pode ter sua

estrutura elucidada.
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1.4.4.7 Composto HB7

O composto HB7 apresentou-se como um solido amorfo de coloragao

amarela escura, sendo totalmente solivel em metanol e cloroférmio. A faixa de

fusao, determinada em ftriplicata, foi de 78-80°C.

Os espectros relacionados ao composto HB7 encontram-se no Anexo 5.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

O espectro obtido em solugao metandlica apresentou bandas em 244, 300 e
330 nm (Figura 1.24). O espectro é caracteristico de compostos carboxilados «,f-
insaturados apresentando bandas entre 195-250 nm e 310-330 nm (PAVIA et al.,

1996; SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Figura |.24: Espectro na regido do ultravioleta obtido para o composto HB7 em metanol.

Espectrometria de massas

Para realizacédo do espectro de massas empregou-se modo scan negativo.
Verificou-se o pico do ion molecular em m/z 207 [M*] (100%). Outros sinais
importantes foram m/z (%) 179 (27), 161 (66), 133 (70), 108 (08).
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Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN *H)

Os deslocamentos observados para o composto HB7 no espectro de RMN 'H
(400 MHz, DMSO, ppm) foram: 1,22 (3H, t, CH3); 4,22 (2H, q, CHy); 6,23 (1H, d,
J=15,9 Hz, H-8); 6,75 (1H, d, J=8,1 Hz, H-5); 6,97 (1H, d, J=8,1 Hz, H-6); 7,04 (1H,
s, H-2); 7,45 (1H, d, J=15,9 Hz, H-7).

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do carbono (RMN *3C)

A partir do espectro de RMN '*C verifica-se a presenca de 11 atomos de
carbono. Os deslocamentos (400 MHz, DMSO, ppm) observados para o composto
HB7 foram: 14,2 (CHs;, C-11); 59,6 (CH,, C-10); 114,1 (CH, C-5); 114,7 (CH, C-2);
115,8 (CH, C-8); 121,3 (CH, C-6); 125,5 (CH, C-1); 144,9 (Cq, C-3); 145,6 (CH, C-7);
148, 4 (Cq, C-4); 166,5 (Cq, C-9). Os valores de deslocamentos dos carbonos C-8,
C-5 e C-2 podem estar trocados devido a proximidade dos sinais e auséncia de

espectros de correlagdes.

Através da andlise dos dados espectroscopicos pode-se inferir que a
substancia HB7 trata-se do composto etil-3,4-diidroxi-trans-cinamato, um derivado

do acido caféico também conhecido como etilcafeato (Figura 1.25).

OH

07 “OCH,CH,

Figura 1.25: Estrutura proposta para o composto HB7 (etilcafeato).

1.4.4.8 Composto HBS

O composto HB8 foi obtido na forma de um semi-solido de coloragdo marrom,

sendo totalmente soluvel em metanol e cloroférmio.
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Os espectros relacionados ao composto HB8 encontram-se no Anexo 6.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

O espectro obtido em solugdo metandlica apresentou bandas em 222 e 284
nm (Figura 1.26). A banda em 284 nm (transicdo m— T*) & caracteristica de
derivados do benzeno cujo cromoforo principal € Ar-CHO (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000).
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Figura 1.26: Espectro na regido do ultravioleta obtido para o composto HB8 em metanol.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN *H)

Os deslocamentos observados para o composto HB8 foram (400 MHz,
DMSO, ppm): 7,72 (2H, d, J=8,5 Hz, H-3 e H-5); 6,90 (2H, d, J=8,5 Hz, H-2 e H-6);
9,75 (1H, s, CHO).

Os sinais obtidos do espectro de RMN 'H indicam a presenca de um anel
aromatico p-substituido e de um grupo acido carboxilico ou aldeido, sendo que o
primeiro pode ser excluido por ocorrer em regides de campo mais baixo que o
observado no espectro (PAVIA et al., 1996).

Como se trata de um anel benzénico p-dissubstituido do tipo AA'BB’, as
constantes de acoplamento Jas € Jap sa@o iguais (8,5 Hz) e correspondem ao
acoplamento em orto entre os hidrogénios do anel aromatico (PAVIA et al., 1996;
SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Os hidrogénios em posicao orto ao aldeido encontram-se ligeiramente
deslocados para campo mais baixo devido ao efeito de desblindagem adicional do
grupamento carbonila (7,72 ppm) enquanto que os hidrogénios em posi¢céo orto ao
grupamento hidroxila estdo mais blindados (6,90 ppm) devido ao efeito doador de
elétrons deste grupamento nesta posicao. Estes valores foram confirmados através
dos valores tedricos para os deslocamentos dos atomos de hidrogénio calculados a
partir de método previamente descrito (PAVIA et al., 1996).

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do carbono (RMN *3C)

Os deslocamentos observados no espectro (100 MHz, DMSO, ppm) foram:
115, 9 (CH, C-2 e C-6); 128,0 (Cq, C-4); 132,1 (CH, C-3 e C-5); 164,1 (Cq, C-1);
190,8 (Cq, CHO). Observou-se que os sinais em 115,9 e 132,1 ppm correspondiam

a dois atomos de carbono.

Para a correta atribuicdo dos sinais obtidos pelo espectro de RMN '3C
calcularam-se os valores tedricos para os deslocamentos dos atomos de carbono do
composto HB8 a partir de método previamente descrito para benzenos
polissubstituidos (PAVIA et al., 1996; SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000). Os
valores encontrados foram: 116,4 (C-2 e C-6); 129,4 (C-4); 131,3 (C-3 e C-5); 160,9
(C-1). Como os valores calculados sdo bem proximos dos valores encontrados no
espectro, a atribuicdo dos sinais foi realizada a partir destes. Considerando os
resultados espectrais obtidos para HB8, propde-se para o produto a estrutura do p-
hidroxibenzaldeido (Figura 1.27)

OH

CHO

Figura |.27: Estrutura proposta para o composto HB8 (p-hidroxibenzaldeido).
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1.4.4.9 Compostos HB9 e HB10

Os compostos HB9 e HB10 apresentaram-se como solidos amorfos de
coloragdao amarelada, sendo totalmente soluveis em metanol. A faixa de fusao,
determinado em triplicada para cada um dos compostos, foi de 314-316°C e 192-

194°C, respectivamente.

Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

Através da anadlise por espectroscopia na regido do ultravioleta (UV) em
solucdo metandlica, HB9 apresentou maximos de absor¢cdo em 256 e 372 nm
caracteristicos de flavonois com a hidroxila da posig¢ao 3 livre. O espectro de HB10
em solucdo metandlica apresentou maximos em 256 e 356 nm indicando ser um
flavonol com a hidroxila da posi¢ao 3 substituida (Figura 1.28) (MABRY et. al., 1970).
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Figura 1.28: Espectros na regiao do ultravioleta para os compostos HB9 e HB10 em metanol.

Andlise por CCD e CLAE

Os compostos foram analisados por CCD com amostras auténticas dos
flavondides rutina e quercetina. HB9 e HB10. Apresentaram fatores de retencao
idénticos a estes flavondis, respectivamente. Estes valores de Rf também estdo de
acordo com encontrados na literatura para estas substancias (WAGNER & BLADT,
1996).

Assim, através da coinjegdo com substancias de referéncia em CLAE

empregando o sistema eluente descrito no item 1.3.7.3. para os extratos CH,Cl,-B,
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da analise dos fatores de retencdo em CCD e da comparagdo dos maximos de
absorcao e das faixas de fusdo destes compostos com a literatura (MABRY et. al.,
1970) pode-se inferir que HB9 e HB10 sdo os flavondis quercetina e rutina,

respectivamente (Figura 1.29).

Quercetina Rutina

Figura |.29: Estrutura proposta para os compostos HB9 (quercetina) e HB10 (rutina).
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CAPITULO I

Avaliacdes Biologicas
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As publicagbes utilizadas no embasamento desta revisdo bibliografica foram
localizadas através das seguintes bases de dados: BIBLIOTECA VIRTUAL EM
SAUDE-BIREME, HIGHWIRE LIBRARY OF SCIENCE AND MEDICINE, MEDLINE
(1966/2005), SCIENCE DIRECT (1950/2005), SCIRUS FOR SCIENTIFIC
INFORMATION, THIEME-CONNECT (1999/2005), WEB OF SCIENCE/CAPES
(1945/2005). Nestas bases ndo foram encontradas referéncias de trabalhos

biolégicos para Hippeastrum breviflorum.

1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS

[1.1.1 Usos populares de espécies de Amaryllidaceae

Sado diversos o0s usos populares atribuidos as plantas da familia
Amaryllidaceae sendo estes relatados desde a Antiguidade como, por exemplo, o
uso de Narcissus poeticus pelo médico grego Hipocrates no tratamento de tumores
uterinos (PETTIT et al., 1986).

O vegetal Narcissus tazetta, que contém licorina, pseudolicorina e tazetina em
seus bulbos, é citado na medicina tradicional chinesa e utilizado em picadas de
insetos, carbunculos e furunculos (HSU et al.,, 1999). Também ha relatos do uso
deste vegetal e de outras espécies pertencentes a este género no tratamento de
tumores (HARTWELL, 1967).

O género Crinum apresenta grande numero de aplicagdes na medicina
popular principalmente em paises africanos. Dentre os usos relatados, podem-se
destacar seu emprego como analgésico (ELLIOTT & BRIMACOMBE, 1987),
antimalarico (LIKHITWITAYAWUID et al.,, 1993; FENNEL & STADEN, 2001),
antiespasmodico  (OKPO & ADEYEME, 1998) no tratamento de doencgas
sexualmente transmissiveis, como antitumoral, antiinflamatério e contra o
reumatismo (LOUW et al., 2002). Os bulbos de C. giganteum s&o usados in natura
na Nigéria contra picadas de cobras, no tratamento da tosse crbnica e da asma,
enquanto que o decocto é empregado no combate de doengas do trato urinario e
como vermifugo (AMOS et al., 2003). Na India, o suco das folhas de C.
bulbispermum é usado no alivio de dores de ouvido (RATNASOORIYA et al., 2005).
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Espécies pertencentes ao género Cyrtanthus sdao amplamente empregadas
na medicina popular africana para o tratamento de doengas como cistite, tosse
cronica, lepra e dores de cabeca. O género Gethyllis, encontrado principalmente no
sul da Africa, também ¢ utilizado como remédio contra codlicas, flatuléncia e
indigestao. Os frutos sdo usados na forma de infusdo alcodlica ou decocgao para o
tratamento de desordens estomacais enquanto que o decocto das flores é
empregado para dor de dente (ELGORASHI & VAN STADEN, 2004).

Os bulbos de Boophane disticha sdo usados sobre diversos tipos de lesbdes
causadas por circuncisdao, queimaduras e eczema além de serem usadas como
alucinégenos e veneno de flechas em algumas regides da Africa. Esta espécie é
cultivada préxima as moradias para afastar espiritos maus, trazer boa sorte e chuva
(KOORBANALLY et al., 2000; DU PLOOY et al., 2001, LOUW et al., 2002; BOTHA
et al., 2005).

A espécie Pancratium trianthum é conhecida popularmente em Botswana
(Africa) como “kwashi”. Os bulbos deste vegetal séo esfregados sobre incisées feitas

na cabecga para causar alucinagdes visuais (DE SMET, 1998).

Na medicina tradicional da Turquia, Galanthus nivalis € usado devido as suas

propriedades cardiotonicas, emenagogas e estomacais (KAYA et al., 2004).

No Brasil, o suco obtido dos bulbos de algumas espécies de Hippeastrum é
utilizado popularmente como excitante, purgativo, emético e contra doencas
respiratérias (CORREA, 1984; LORENZI & MATOS, 2002).

[1.1.2 Atividades bioldgicas relatadas

O interesse crescente envolvendo os alcaldides de Amaryllidaceae deve-se
ao amplo espectro de atividades bioldgicas apresentadas para esta classe de
compostos como atividade antimalarica (SENER et al., 2003), antibacteriana (TRAM
et al., 2002; ELGORASHI & VAN STADEN, 2004), antiviral, antifangica (GHOSAL et
al.,, 1985; SENER et al., 1998), acado citotoxica, antitumoral e antineoplasica
(LIKHITWITAYAWUID et al, 1993; WENIGER et al, 1995), atividade
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imunoestimulante (LIKHITWITAYAWUID et al.,, 1993), hipotensiva (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al.,, 2000), antiplaquetaria (SENER et al., 1998) e diversas
atividades sobre o sistema nervoso central, atuando como analgésicos (OKPO et al.,
2001), anticolinesterasicos (HARVEY, 1995) e sedativos (AMOS et al., 2003) além
de apresentarem atividade inseticida (SENER et al.,, 1998; ABOU-DONIA et al.,
2002).

11.1.2.1 Atividade antiviral

O extrato dos bulbos de Haemanthus albiflos mostrou-se ativo principalmente
contra virus do tipo RNA ocasionando uma reducéo da sintese protéica e de acidos
nucléicos (HUSSON et al, 1995). Um estudo realizado por HUSSON e
colaboradores (1991) demonstrou que o extrato das folhas de Haemanthus albiflos
possui atividade virostatica sobre o virus da poliomelite tipo I, da estomatite
vesiculosa tipo 11 (VSV) e rotavirus (SA 11), todos com genoma RNA. Este extrato

também mostrou uma atividade virucida sobre os virus herpes simples tipo 1 (HSV).

As espécies da familia Amaryllidaceae tém provido diversos alcaléides com
promissora atividade antiviral. Dentre estes, licorina, um dos principais alcaldides
presentes em Amaryllidaceae, exerce efeito antiviral em varios virus RNA e DNA por

bloquear a sintese de proteinas virais (IEVEN et al., 1983).

Licorina e haemantamina apresentaram moderada inibicdo da replicacdo do
virus HIV-1 in vitro (SZLAVIK et al., 2004) assim como o alcal6ide litoralina (LIN et
al., 1995).

RENARD-NOZAKI e colaboradores (1989) testaram a atividade antiviral de 36
alcaldides isolados de plantas da familia Amaryllidaceae. Dentre estes compostos,
pretazetina, hipeastrina, pseudolicorina e cloridrato de licorina mostraram ter
atividade virostatica marcante sobre o virus herpes simples, sendo que o ultimo
também foi ativo contra o virus da poliomelite tipo 1 (IEVEN et al., 1982; IEVEN et
al., 1983).
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Pancratistatina mostrou-se ativa em culturas celulares contra varios tipos de
virus, incluindo os pertencentes a familia Flaviviridae (RNA) como o da encefalite
japonesa, da febre amarela e da dengue (PETTIT et al., 1995; KHAN et al., 1999).

Pretazetina também mostrou atividade antiviral em ratos, suprimindo a
replicacédo viral e inibindo a sintese protéica (FURUSAWA et al., 1980; MARTIN,
1987). Este alcaloide também apresentou atividade contra diversos virus

oncogénicos como o da leucemia Rauscher murina (SZLAVIK et al., 2004).

Um grande interesse tem sido demonstrado nas lectinas isoladas de espécies
de Amaryllidaceae. Alguns destes compostos inibem a infec¢cédo de células pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2) (FENNEL et al.,, 2001; VERMANI &
GARG, 2002).

11.1.2.2 Atividades citotdxica e antitumoral

Diversos trabalhos — motivados principalmente pelo extenso uso popular
destes vegetais contra o cancer — tém sido realizados visando estudar o potencial
antitumoral das espécies desta familia e consequentemente dos alcalbides obtidos a

partir destas.

Alguns alcaldides deste grupo sado de particular interesse, como
pancratistatina [62] e narciclasina [3] (Figura I.1), os quais sdo potenciais candidatos
para o desenvolvimento de farmacos devido a atividade contra cancer de ovario e
leucemia linfocitica (PETTIT et al., 1993; HOHMANN et al., 2002; PETTIT et al.,
2003; RINNER et al.,, 2004). Estudos mais recentes de atividade citotoxica
realizados pelo NCI (U. S. National Cancer Institute) apontam o alcaldide
pancratistatina como o mais potente do grupo (MUTSUGA et al., 2002).

70



OH O

Narciclasina [3] Pancratistatina [62]

Figura Il.1: Estrutura dos alcaldides narciclasina e pancratistatina.

O alcaldide pretazetina tem propriedades antileucémicas e significativa
atividade antitumoral. Assim como a narciclasina, a pretazetina inibe o crescimento
de células HelLa e exibe atividade terapéutica na leucemia Rauscher murina. Outros
estudos mostraram sua acado contra carcinoma pulmonar e leucemia linfocitica
(FENNEL et al., 2001).

Licorina, o principal alcaléide do grupo, apresenta atividade citotoxica contra
uma grande variedade de linhagens de células tumorais (LIKHITWITAYAWUID et al.,
1993; WENIGER et al., 1995). Este alcaldide mostrou-se ativo contra células de
melanoma do tipo BL-6 assim como os compostos crinamina e 6-hidroxicrinamina
(TRAM et al., 2002).

Muitas vezes, a pequena atividade in vivo destes compostos pode aumentar
com a quaternizagdo da molécula como na ungeremina [45], também chamada de
licobetaina, produzida semi-sinteticamente por oxidagdo da licorina. Estudos
demonstram que esta molécula inibe in vitro o crescimento de diversas linhagens de
células cancerigenas e, quando testada in vivo, apresentou resultados significativos
no tratamento de carcinoma ovariano e gastrico (BARTHELMES et al., 2001;
BRUNETON, 2001; KUO & KING, 2001). Ungeremina também demonstrou ter agao
antitumoral in vitro contra varios tipos de cancer, sendo que sua porcao betaina e o

grupamento metilenodioxi sdo essenciais para sua atividade (TANG et al., 2003).
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11.1.2.3 Atividade antimalérica

Acredita-se que os alcaldides de Amarylidaceae possam ser vistos como uma
potencial fonte para o desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos
(LIKHITWITAYAWUID et al., 1993; LIN et al., 1993).

Extratos de Pamianthe peruviana e Crinum amabile (Amaryllidaceae), por
apresentarem relatos de uso popular contra malaria, foram testados para esta
atividade mostrando inibicao do crescimento de cepas de Plasmodium resistentes e
sensiveis a cloroquina. Estes extratos também foram ativos frente a protozoarios do

género Trypanosoma (ALl et al., 2002).

A atividade antimalarica de alguns alcaldides isolados de plantas
pertencentes a esta familia foi testada contra cepas de P. falciparum. Dentre os
alcaldides testados, crinamina e augustina, encontrados em Crinum amabile,
demonstraram moderada atividade antimalarica tanto para as cepas resistentes
como para as sensiveis a cloroquina, assim como licorina e seu éster diacetato (1,2-
di-O-acetilicorina) isolados de Brunsvigia littoralis (LIKHITWITAYAWUID et al., 1993;
CAMPBELL et al., 1998).

Crinamina encontra-se amplamente distribuida em diversas espécies desta
familia como em Crinum bulbispermum, C. firmifolium, Brunsvigia orientalis, B.
radulosa. Apesar de ndo haver relatos do uso popular destes vegetais no tratamento
da malaria, pode-se esperar que estes tenham esta atividade devido a presenca
deste alcaldide (RAZAFIMBELO et al., 1996, VILADOMAT et al., 1996; ELGORASHI
et al., 1999).

Em estudo realizado por SENER e colaboradores (2003), dentre os alcalbides
de Amaryllidaceae testados frente a uma cepa cloroquina-resistente, licorina,
haemantamina e 6-hidroxiaemantamina apresentaram valores de ICso de 0,38; 0,43
e 0,35 pg/ml, respectivamente. Neste ensaio, os valores obtidos para os padrdes
foram de 3,94 ug/ml para mefloquina e 6,06 ug/ml para cloroquina. Galantamina e
tazetina apresentaram atividade inibitéria do crescimento do protozoario bem menos

expressiva (15,93 e 5,08 ug/ml, respectivamente). As diferencas encontradas nos
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valores de ICs5p dos alcaléides podem ser atribuidas a diferenca estrutural existente
entre eles. Com excegédo da galantamina e da tazetina, nenhum outro alcal6ide
possui nitrogénio metilado em sua estrutura. Entretanto, os demais apresentam
grupamento metilenodioxi ligado ao anel benzénico da molécula. Os resultados
deste estudo sugerem que a presenga do grupamento metilenodioxi bem como a
auséncia de metilagdo no nitrogénio da molécula aumentam o potencial para

atividade antimalarica destes compostos.

A partir de estudos com a espécie Brunsvigia radulosa, foram isolados e
testados varios alcaldides ativos contra cepas de P. falciparum resistente (FACS8) e
sensivel (D10) a cloroquina. Dentre os compostos, licorina apresentou a maior
atividade para ambas as cepas testadas (CAMPBELL et al., 2000).

11.1.2.4 Atividade anticolinesterésica

Durante anos a espécie Galanthus nivalis foi usada na medicina popular da
Bulgéria e da Turquia para o tratamento de doengas neurolégicas (HOWES et al.,
2003). Desde a década de 50, na Europa Ocidental e na antiga Uniao Soviética,
decoctos dos bulbos de algumas espécies de Galanthus eram usados internamente
para reverter bloqueio neuromuscular e para o tratamento de paralisias ocasionadas
por poliomielite e miastenia grave (EVANS, 2002; HEINRICH & TEOH, 2004).

Os primeiros trabalhos envolvendo a galantamina [4], a substancia
responsavel pelo efeito farmacolégico destas espécies, tiveram inicio em 1951. A
partir de 1958, a galantamina estava disponivel no mercado na forma injetavel para
o tratamento da poliomielite, sob o nome de Nivalin (HEINRICH & TEOH, 2004).

A galantamina [4] € um alcaldide encontrado em Galanthus nivalis e em
outras espécies de Amaryllidaceae como Lycoris spp., Galanthus woronowi,
Narcissus spp. Este farmaco possui atividade anticolinesterasica sendo empregado
atualmente no tratamento do Mal de Alzheimer com grandes vantagens sobre outros
medicamentos da mesma classe (HARVEY, 1995; HOWES et al., 2003).
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Comercialmente, como sua sintese ndo é economicamente viavel, este
farmaco € obtido de Leucojum aestivum com rendimentos entre 0,1% a 2% do peso
seco. Entretanto, um rendimento em torno de 7,4% foi obtido de Phaedranassa
negistrophylla outra espécie de Amaryllidaceae (HARVEY, 1995; EICHHORN et al.,
1998). Diversos cultivares obtidos a partir do género Narcissus tém sido testados
para a producéo deste alcaldide. Estes testes mostraram que o tamanho dos bulbos,
a remocao dos brotos, a profundidade dos vegetais no solo e a densidade de plantas
por m? n3o alteram o contetido de galantamina (MORAES-CERDEIRA et al., 1997).

Estudos demostraram que a atividade anticolinesterasica esta intimamente
relacionada com a presenga dos nucleos galantamina ou licorina na molécula.
Exemplo disso é o alcaldide sanguinina (9-O-desmetilgalantamina) [63] (Figura 11.2)
isolado de Eucharis grandiflora, o qual mostrou-se dez vezes mais potente que a
propria galantamina em ensaios in vitro (LOPEZ et al., 2002; VIEGAS JUNIOR et al.,
2004). A adicdo de grupamentos hidrofilicos na molécula da galantamina contribui
para uma efetiva ligagdo desta a enzima, o que justifica a intensa atividade inibitéria
atribuida a sanguinina (LOPEZ et al., 2002). Derivados da sanguinina sob a forma
de pré-farmaco foram testados apresentando maior seletividade para inibicdo da
acetilcolinesterase vs. butirilcolinesterase e maior indice terapéutico que
galantamina (BORES et al., 1996).

Galantamina [4] R=CH;
Sanguinina [63] R=H

Figura I1.2: Estrutura dos alcal6ides galantamina e sanguinina.

Assoanina, oxoassoanina e licorina foram os alcaldides mais potentes dentre
os testados que apresentam nucleo do tipo licorina (LOPEZ et al., 2002; ORHAN &
SENER, 2003)
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11.1.2.5 QOutras atividades

Em estudo realizado por OKPO e colaboradores (2001), o extrato aquoso de
Crinum glaucum apresentou atividades analgésica e antiinflamatdéria promissoras
que podem estar relacionadas a presenga de alcaldides. A atividade analgésica
exibida por estes compostos é atribuida a presenca de esqueletos de morfina e
codeina em suas estruturas, sendo os alcaldides narvedina e vitatina capazes de
potencializar o efeito analgésico da morfina (GHOSAL et al., 1985). O extrato de C.
glaucum também apresentou atividade antiespasmaodica que corrobora seu uso na
medicina popular (OKPO & ADEYEMI, 1998).

O extrato aquoso do vegetal Crinum giganteum apresentou efeito inibitério do
sistema nervoso central em roedores sugerindo seu potencial uso como

neurosedativo no combate a estados de ansiedade (AMOS et al., 2003).

Extratos de folhas, bulbos e raizes de vegetais pertencentes aos géneros
Gethyllis e Cyrtanthus apresentaram acéo inibidora da COX-1 e COX-2
(antiinflamatoria) assim como atividade bacteriostatica. Extratos de C. falcatus e C.
suaveolens demonstraram poder mutagénico, o que indica que estes vegetais
devem ser usados com cautela na medicina popular (ELGORASHI & VAN STADEN,
2004).

Licorina, o alcaldide mais estudado deste grupo, apresenta diversas
atividades bioldgicas entre elas inibicdo especifica da biossintese de acido ascorbico
em plantas, inibicdo da divisdo celular em plantas, algas e leveduras (LISO et al.,
1984), inibicdo da sintese de DNA e da sintese protéica em células tumorais in vitro
(KUKHANOVA et al., 1983; GHOSAL et al., 1985). Atividades semelhantes também
foram reportadas para diidrolicorina, pseudolicorina, haemantamina, pretazetina e
narciclasina (GHOSAL et al., 1985). Licorina também apresentou agao analgésica

maior que o proprio acido acetilsalicilico (FENNEL et al., 2001).

Crinamina exibiu importante atividade antibacteriana enquanto que outros
alcaldides como licorina, hamaina e 6-hidroxicrinamina mostraram-se inativas
(TRAM et al., 2002).
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Um alcaldide obtido de Boophane disticha, denominado bufanina, possui agao
similar a escopolamina, exibindo midriase, inibicdo da secreg¢ao salivar e paralisia
das terminagdes nervosas do coracdo conduzindo a morte por faléncia respiratéria
(BOTHA et al., 2005).

O flavonoide 7,4'-diidroxi-8-metilflavana encontrado nos bulbos de Narcissus
pseudonarcissus e em Pancratium littorale demonstrou ser um agente antioxidante
equipotente ao BHT (butilidroxitolueno), porém menos ativo que a quercetina (IOSET
et al., 2001)

11.1.2.6 Toxicidade

Os vegetais da familia Amaryllidaceae tém se tornado foco de diversos
estudos farmacolégicos os quais revelaram que, enquanto algumas espécies podem
ser usadas na terapia, outras plantas sao altamente toxicas. Efeitos adversos como
sedacéo, alucinagdes, comportamento irracional e mais seriamente, coma e morte ja
foram relatados (BOTHA et al., 2005).

Os bulbos das espécies desta familia podem ser confundidos com os
existentes em outras espécies comestiveis como da cebola (Liliaceae) e com isso
causarem intoxicagdes. A ingestdo destes induz rapidamente a nausea, vémito e
intensa diarréia. Em 1999, no Reino Unido, foi relatado pelo menos um caso de
morte pela ingestdo destes bulbos confundidos com cebolas (EVANS, 2002).
Algumas espécies de Narcissus também podem causar reagdes alérgicas cutaneas
(BRUNETON, 2001).

Preparagdes contendo bulbos de Boophane disticha causam sedacéo,
analgesia, alucinagdes visuais, inconsciéncia, altera¢gées de comportamento e coma,
sendo estes efeitos dependentes da dose utilizada pelo individuo (DU PLOOQY et al.,
2001).

A natureza toxica de diversas plantas desta familia se deve, na maioria das

vezes, a presenga de licorina como componente majoritario que, em pequenas
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doses, possui efeito emético e conduz a diarréia e, em doses maiores, paralisia e
colapso generalizado (COOK & LOUDON, 1952; BRUNETON, 2001).
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1.2 MATERIAIS E METODOS

[1.2.1 Determinacéo da atividade anticolinesterasica

Tendo em vista o grande potencial destes vegetais no descobrimento de
novos agentes inibidores da acetilcolinesterase, os compostos isolados, os extratos
eter, CH,Cl>-A e CH,Cl»-B de todas as partes do vegetal (VERMELHO), bem como
as 18 microfracdes obtidas a partir do extrato CH.Cl,-B de bulbos (VERMELHO)
foram testadas quanto a atividade anticolinesterasica através do método descrito por
MARSTON e colaboradores (2002).

Este teste bioautografico baseia-se na clivagem do acetato de 1-naftila pela
acetilcolinesterase para formar 1-naftol que, por sua vez, reage com o sal "fast blue
B" resultando na coloragao purpura do diazbnio (Figura 11.3). A placa de CCD
permanece coberta por uma coloracdo purpura e a inibicdo da enzima resulta em

manchas incolores.

OCOCH; OH
acetilcolinesterase
> + CH,COOH
Acetato de 1-naftila 1-naftol
CH;0
NEN+ Q Q N+EN ZCI-
OCHj3
Yy — Sal "fast blue B" -

OH HsCO OH
OO - t N=N
OCH,

Diazénio (cor purpura)

Figura I1.3: Reagédo da enzima acetilcolinesterase com o acetato de 1-naftila e a formagéo
subsequiente da coloragdo purpura na cromatografia em camada delgada.
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A enzima acetilcolinesterase (1000 U) foi dissolvida em 150 ml de tampéo
Tris-HCI 0,05M em pH 7,8 seguida da adi¢do de albumina de soro bovino (150 mg)

para estabilizar a enzima. Esta solugao foi mantida a temperatura de 4°C.

Neste ensaio, foram aplicados sobre cromatoplaca de gel de silica Merk Fzs4 0
volume correspondente a 10 e 20 ug para os produtos isolados e 10 ug para o
extrato CH,Cl>-B de bulbos em concentracdo de 1 mg/ml eluido em sistema
CH,Cl,/MeOH (95/5).

O extrato CH,CI,-B de bulbos foi microfracionado, através da coleta de picos
a 0,7 ml/min apds injecdo em CLAE/UV-DAD seguindo metodologia descrita no item
I.3.6 para este extrato. Cada fragcdo foi concentrada sob pressao reduzida,
ressuspedida em 10 ul de metanol, os quais foram aplicados sobre a cromatoplaca.
Utilizou-se como padrao o alcaldide galantamina em concentragdao de 1 mg/ml e

volume de aplicacéo 10 e 20 ul.

As placas cromatograficas foram nebulizadas com a solugdo contendo a
enzima acetilcolinesterase e incubadas a temperatura de 37°C estando suspensas

em um recipiente de plastico contendo uma camada de agua no fundo.

Preparou-se uma solugéo de acetato de 1-naftil (250 mg) em etanol (100 ml) e
uma solucado do sal "fast blue B" (400 mg) em agua destilada (160 ml). Apés 20
minutos de incubacio das placas, estas sao retiradas e reveladas com uma mistura
constituida de 10 ml da solucéo de acetato de 1-naftil e 40 ml de uma solugéo do sal
"fast blue B". Verifica-se a atividade anticolinesterasica através da presenca de
manchas brancas sobre um fundo purpura 2 a 3 minutos apds a revelagdao das

placas.
[1.2.2 Determinacéo da atividade antioxidante
Os compostos isolados HB1, HB2, HB5, HB6, HB7, HB8, HB9 e HB10

(obtidos conforme item 1.3.7) foram avaliados quanto a atividade antioxidante frente
a 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).
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A analise dos produtos isolados foi realizada empregando-se 10 ul de uma

solugédo 1 mg/ml sobre cromatoplaca de gel de silica Merk Fysg.

Apds secagem, a placa foi revelada com uma solugdo metandlica de DPPH a
0,2%. A atividade antioxidante pode ser observada pela presengca de manchas

amarelas contra a coloragao purpura de fundo (CAVIN et al., 1998).

[1.2.3 Avaliacao da atividade antiviral

[1.2.3.1 Preparo das solucgdes teste

Os extratos mole, éter de petréleo, CH,CI>-A e CH,Cl,-B das diferentes partes
do vegetal (VERMELHO) foram preparados a uma concentragdo de 40 mg/ml em

agua bidestilada estéril e dimetilsulféxido (DMSO).

Os produtos HB7 e HB8 foram solubilizados em DMSO e agua bidestilada
estéril nas concentragdes de 400, 200, 100 e 50 pg/ml. Devido a auséncia de dados
de citotoxicidade e de atividade antiviral dos compostos HB7 e HB8 em culturas de
células VERO, estes produtos foram testados em uma ampla faixa de concentragao
com base em trabalhos anteriores envolvendo o acido caféico (VAN DEN BERGUE
et al., 1986; CHIANG et al., 2002). A concentragao maxima de DMSO empregada foi
de 10 pl/ml.

11.2.3.2 Cultura celular

Utilizaram-se células VERO, culturas continuas de fibroblastos de rins de
macaco verde Africano (Cercopithecus aethiops) linhagem ATCC CCL-81, cultivadas
em meio de cultura minimo essencial de Eagle (MEM) com 10% de soro fetal bovino
suplementado com o antimicrobiano enrofloxacino (10 mg/l de MEM) e o antifungico
anfotericina B (2 mg/l de MEM).
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[1.2.3.3 Preparo das placas de microtitulacao

Apos tripsinizagdo da cultura de células, cultivadas em garrafas plasticas de
75 cm® e contagem em camara de Fuchs Rosental, foi preparada uma suspensao
celular com aproximadamente 400.000 células/ml. Foram colocados 100 ul desta
suspensao em cada pogo da placa de 96 pogos, ou seja, aproximadamente 40.000
células por poco. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO, e atmosfera
umida por 24 horas. Para todos os ensaios os pog¢os das bordas das placas nao

foram utilizados sendo preenchidos apenas com 200 ul de PBS.

11.2.3.4 Virus

Os estoques do virus Herpes simples tipo | cepas KOS e ATCC-VR733
(procedentes do Laboratdrio de Virologia Aplicada da Universidade Federal de Santa
Catarina) foram preparados a partir da infecgdo de culturas de células VERO,
incubadas por 1-2 dias, congeladas a -70°C, descongeladas e centrifugadas. O
sobrenadante foi dividido em criotubos de 1 ml e mantidos em nitrogénio liquido até

0 momento de uso.
[1.2.3.5 Determinagdo do titulo infeccioso viral

O titulo viral é definido como o numero de particulas virais infectantes por

unidade de volume.

Os estoques virais foram titulados pelo método de Karber (PAYMENT &
TRUDEL, 1989) empregando-se placas de microtitulagdo de 96 pogos. O titulo viral
foi estimado pelo efeito citopatico viral e expresso em doses infectantes para 50% da

cultura celular por unidade de volume (TCIDso/50ul).

Para a cepa KOS o titulo encontrado foi de 10° TCIDso/50pl e para a cepa
ATCC-VR733 10*"° TCIDso/50l.
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[1.2.3.6 Avaliacao da citotoxicidade das substancias em teste

Para a determinacdo da concentragdo maxima nao-toxica (CMNT) e da
concentragdo que provoca alteragdo morfologica em aproximadamente 50% do
tapete celular (CCsp), as solugdes preparadas a partir dos extratos vegetais foram
adicionadas as células em concentragcdes de 20 mg/ml a 19 ug/ml e as solugdes dos
produtos HB7 e HB8 nas concentragdes de 400, 200, 100 e 50 ug/ml. A alteragao
morfoldgica (caracterizada pelo aspecto desorganizado, arredondado e granular das
células) foi avaliada apds 72 horas de incubagao através da observagao do aspecto

do tapete celular em microscépio invertido (MONTANHA et al., 1995).

[1.2.3.7 Determinagéo do efeito citopatico viral

O efeito citopatico (ECP) observado para o virus da herpes compreende
alteragbes que caracterizam-se pelo arredondamento celular, desorganizagao
tecidual, formando algumas vezes focos de aglomerados celulares arredondados ou

mesmo a destruicdo completa do tapete celular.

Os extratos obtidos a partir dos bulbos, folhas, flores, raizes e frutos foram
testados sobre o virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) cepa KOS e ATCC-VR733.

Para este estudo utilizaram-se placas de microtitulacdo de 96 pocos

preparadas com 24 horas de antecedéncia conforme item 11.2.3.3.

As diluigdes dos extratos e produtos isolados foram preparadas a partir da
CMNT previamente determinada. Os extratos e produtos isolados foram adicionados
em quatro pocos a cultura celular nas concentragdes correspondentes a CMNT,
CMNT/2, CMNT/4, CMNT/8, CMNT/16 e CMNT/32 conforme mostra a Figura 1l.4.

Empregou-se aciclovir nas concentragdes de 10 e 20 pg/ml como controle positivo.

Apods adicdo da amostra em teste, foi colocada a suspenséo viral a 100 doses
infectantes. Apdés 72 h de incubacdo, correspondente a quatro ciclos de
multiplicagdo viral, as placas foram analisadas em microscopio invertido para
determinacdo da inibicdo do efeito citopatico viral (MONTANHA et al., 2004). O
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ensaio para determinacado do efeito citopatico viral foi realizado em triplicata. Cada
analise foi realizada concomitantemente com o controle celular, o controle viral e o

controle positivo empregando aciclovir nas concentragdes de 10 e 20 ug/ml.

Ao mesmo tempo em que era realizado o estudo da atividade antiviral,
controlou-se a toxicidade dos extratos, repetindo-se o teste de citotoxicidade na
mesma placa. Um desenho esquematico do ensaio de determinacdo do efeito

citopatico viral € apresentado na Figura 11.4.

Os extratos ou produtos que exibiram alguma inibicao do efeito citopatico viral
quando comparados aos controles foram submetidos a determinagéo da redug¢ao do
titulo infeccioso (BURLESON et al., 1992). Apéds leitura das placas, estas foram
congeladas a —70°C e descongeladas por trés vezes. O conteudo dos pogos
idénticos (com a mesma concentracdo de amostra) foi misturado, centrifugado e o
sobrenadante titulado pelo método de Karber. A atividade antiviral foi expressa em
reducgéao do titulo viral (log1oTCIDs0/50ul) comparado ao controle viral. Todos ensaios

foram realizados em triplicata.
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50 ul de suspensao viral + 50 ul de MEM)
Controle positivo (100 ul de suspenséo celular a 400.000 células/ml+

50 ul de solugado de aciclovir + 50 ul de suspensao viral)

Figura 11.4: Esquema da disposi¢cdo da placa de microtitulacdo utilizada para o ensaio de
determinacao do efeito citopatico viral.
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I1.3 Resultados e Discussao

11.3.1 Atividade anticolinesterasica

O extrato CH.CIl,-B de bulbos, apdés ser cromatografado e revelado,
apresentou atividade anticolinesterasica caracterizada pela coloragdo branca
contrastando com o fundo purpura. Porém, ndo foi possivel definir quais bandas

foram ativas, pois estas se apresentaram de forma continua.

O extrato CH,ClI,-B de bulbos foi microfracionado em CLAE resultando em 18
fragbes conforme apresentado na Figura I.5. Dentre as fragbes obtidas por
microfracionamento em CLAE do extrato CH.CI>-B de bulbos apenas as fragcdes
iniciais, ou seja, mais polares, mostraram atividade anticolinesterasica. As fragdes 2,
4, 6 e 8 apresentaram atividade marcante sendo esta proporcional a atividade do
padrdo galantamina. Dentre os extratos e compostos isolados testados, apenas o
extrato CH,Cl»-B de bulbos e os compostos HB1 (breviflorina-A) e HB5 (breviflorina-
B) foram ativos. A Tabela II.1 apresenta as fragdes, extratos e produtos isolados que

apresentaram atividade anticolinesterasica.
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Figura I1.5: Microfracionamento do extrato CH,Cl,-B de bulbos em CLAE.

84



Tabela Il.1: Fragbes ativas de H. breviflorum quando a atividade anticolinesterasica.

Atividade Extrato ou Produto isolado Atividade
Fracéo testada anticolinesterasica testado anticolinesterasica

1 + 15 +

2 +++ CH,Cl,-B de bulbos ++
3 + HB1 +

4 +++ HB5 ++
6 +++ Galantamina (10 pl/ml) +++
8 +++ Galantamina (20 pl/ml) +++
12 ++ CH,CI»-B de bulbos ++

Os principais compostos responsaveis pela atividade anticolinesterasica
correspondem as fracdes 2, 4, 6 e 8 coletadas através de microfracionamento em
CLAE. As fragcbes 1 e 3 também apresentaram atividade anticolinesterasica sendo
esta inferior a observada para o padrdo galantamina. Dentre os compostos isolados
apenas HB1 e HB5 inibiram a enzima acetilcolinesterase, sendo esta inibigao inferior
a apresentada pelo padrao. Estes dois compostos correspondem as fragcoes 12 e 15

do microfracionamento em CLAE (conforme Figura I1.5).

11.3.2 Atividade antioxidante

Dentre os compostos testados, apenas HB7 (etilcafeato), HB9 (quercetina) e
HB10 (rutina) apresentaram atividade antioxidante marcante observada pela intensa
coloragdo amarela no ponto de aplicagédo. HB1, HB5 e HB6 mostraram coloragao
amarela menos intensa evidenciando um leve potencial antioxidante na

concentracao testada.

Dentre os compostos fendlicos, as agliconas apresentam maior agao
antiperoxidativa quando comparadas aos derivados glicosilados correspondentes
(SKERGET et al.,, 2005). Diversos estudos indicam quercetina como um dos
flavondides mais ativos do grupo apresentando atividade antioxidante superior a de
seu derivado rutina frente a diversas metodologias (CHOI et al., 2002; KUMAZAWA
et al., 2004). Entretanto, no ensaio realizado nao foi possivel visualizar, através da

intensidade de coloracdo da placa cromatografica, a diferenga existente entre a
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atividade dos compostos HB9 e HB10. Este resultado encontra-se de acordo com

estudos anteriores empregando esta metodologia (CHOI et al., 2002).

Os acidos fendlicos tém demonstrado diversas atividades bioldgicas
destacando-se principalmente a atividade antioxidante. Em estudo realizado por
CHALAS e colaboradores (2001), dentre diversos acidos fendlicos esterificados,
etilcafeato (HB7) mostrou ser o mais ativo sendo sua atividade superior a do seu

acido correspondente.

11.3.3 Atividade antiviral

A concentragcdo que provocou alteracdo morfolégica em aproximadamente
50% do tapete celular (CCsp) e a concentragdo maxima nao toxica (CMNT)

determinada para cada extrato vegetal encontram-se na Tabela I1.2.

Nenhum dos extratos testados foi capaz de inibir em 100% o efeito citopatico
do virus HSV-1 cepa KOS e ATCC-VR733 em células VERO. Entretanto, para todos
os extratos de folhas testados (mole, éter, CH,Cl>-A e CH,Cl,-B) observou-se uma
inibicdo do efeito citopatico viral inferior a 50% (Tabela 11.3). Para a caracterizagao
de uma inibigdo inferior a 50% os pogcos contendo as amostras em teste foram

comparados aos poc¢os do controle celular e do controle viral.

Com o objetivo de verificar quais os compostos responsaveis pela atividade
dos extratos de folhas, testaram-se os produtos HB7 (etilcafeato) e HB8 (p-
hidroxibenzaldeido) isolados a partir do extrato CH,Cl,-A de folhas, conforme
descrito no item 1.3.7.2. Estes compostos isolados apresentaram uma inibigao

marcante do ECP de até 100% conforme ilustra a Tabela I1.3.
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Tabela I1.2: Valores de CCsq e CMNT para os extratos e produtos isolados testados de H.
breviflorum.

Extrato/Produto  CCso(mg/ml)  CMNT (mg/ml)

Bulbos

Mole 0,312 0,019
Eter de Petréleo 0,312 0,078
CH,CI>-A 0,078 0,019
CH,CI,-B 0,156 0,019
Raizes

Mole 1,250 0,078
Eter de Petroleo 0,156 0,039
CH,CI>-A 0,078 0,039
CH,CI,-B 0,312 0,039
Folhas

Mole 0,312 0,078
Eter de Petroleo 0,312 0,078
CH,CI>-A 0,625 0,312
CH,CI,-B 0,625 0,156
Frutos

Mole NT NT
Eter de Petréleo 0,625 0,078
CH,CI>-A 0,312 0,078
CH,CI,-B NT NT
Flores

Mole NT NT
Eter de Petroleo 2,500 0,625
CH,CI>-A NT NT
CH,CI,-B NT NT
HB7 ND 0,200
HB8 ND 0,400

NT= Nao testado
ND= Nao determinado

Tabela 11.3: Determinagéo do efeito citopatico viral (ECP) dos extratos de folhas e produtos
isolados da fragdo CH,CI,-A de folhas frente a HSV-1 cepas KOS e ATCC-VR733.

HSV -1
Extrato (folhas) ou CMNT
. Cepa KOS Cepa ATCC-VR733
produto isolado (mg/ml)
Inibicdo ECP (%) Inibicdo ECP (%)

Mole 0,078 < 50% <50%

Eter 0,078 <50% <50%
CH.Cl,-A 0,312 < 50% < 50%
CH.CI>-B 0,156 < 50% < 50%

HB7 0,200 > 50% 100%

HB8 0,400 > 50% > 50%
Aciclovir 0,01* 100% 100%

* Concentragao testada. CMNT > 0,02.
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Os extratos mole, éter, CH,Cl»-A e CH,Cl,-B de folhas e os produtos isolados,
por apresentarem certo grau de inibicdo do efeito citopatico (ECP) do virus HSV,
foram selecionados para determinagao da reducéo do titulo infeccioso viral visando
a quantificacdo da inibicdo viral. A reducdo do titulo viral é expressa em

log10TCIDs50/50ul, estédo apresentados nas Figuras 1.6 e 11.7.

HSV-1 Cepa ATCC-VR733
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Figura I1.6: Grafico demonstrativo da reducdo do titulo infeccioso viral, expresso em
log10TCIDso/50ul, exibida pelos extratos e produtos isolados testados contra o virus HSV-1 cepa
ATCC-VR733.
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Figura I.7: Grafico demonstrativo da redugédo do titulo infeccioso viral, expresso em
l0g10TCIDs5o/50ul, exibida pelos extratos e produtos isolados testados contra o virus HSV-1 cepa KOS.

Alguns extratos de folhas apresentaram reducdo do titulo infeccioso viral de
aproximadamente 0,25 log, sendo esta reducdo coerente com o percentual de

inibicdo do ECP (<50%) observado para os mesmos extratos. Ambos os produtos
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isolados HB7 e HB8 apresentaram redugao do titulo infeccioso viral superior a 50%
nas concentragdes de 200 e 400 ug/ml, respectivamente. O composto isolado HB7
inibiu em 100% o virus HSV-1 cepa ATCC-VR733, sendo esta inibigcdo equivalente a
exibida pelo controle positivo empregado.

Embora n&do tenham sido encontrados na literatura estudos de avaliacido da
atividade antiviral para o composto HB7, identificado como etilcafeato, esta agao é
coerente por este ser um derivado do acido caféico [64] cuja atividade esta relatada
em trabalhos anteriores (CHIANG et al., 2002; CARVALHO et al., 2003). O acido
caféico apresentou atividade maxima contra HSV-1 em concentragédo de 40 pg/ml e
um indice de seletividade (razdo entre concentragdo nao toxica para 50% das
células e concentragdo efetiva para 50% das células) 7 vezes superior ao do
controle aciclovir (CHIANG et al., 2002).

Verificou-se que compostos diidroxilados no anel aromatico como o acido
caféico e o acido clorogénico [65] apresentam atividade antiviral mais pronunciada
que compostos que apresentam apenas uma hidroxila ligada ao anel aromatico

como, por exemplo, o acido ferulico [66] (CHIANG et al., 2002).

OH OH
OR OR;

h h |
OR, O

o OH
) 0]

Acido caféico [64] R1=R,= H Acido clorogénico [65]
Acido ferulico [66] Ry1=CH3 Ry=H

Figura 11.8: Estrutura dos acidos caféico, ferulico e clorogénico.
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Os alcaldides de Amaryllidaceae possuem uma grande diversidade estrutural
e apresentam promissoras atividades farmacologicas. Dentre esta classe de
compostos destacam-se a pancratistatina, a qual apresenta acentuada agao
citotoxica, demonstrando ser um agente antitumoral em potencial (MUTSUGA et al.,
2002); a licorina, o alcaléide mais abundante do grupo, com diversas atividades
biolégicas comprovadas; a galantamina, anticolinesterasico  disponivel
comercialmente para o tratamento da Doenca de Alzheimer e a sanguinina, que
mostrou ser mais potente até que a propria galantamina em ensaios in vitro (LOPEZ
et al., 2002) o que aumenta o interesse na utilizacdo destes alcaléides na
terapéutica de disturbios envolvendo o sistema nervoso. Consequentemente,
estudos sobre as atividades biolégicas desta classe de compostos sdo relevantes, ja

que constituem substancias com imenso potencial farmacoldgico.

E necessario uma reconsideracdo sobre a definicdo dos alcaldides de
Amaryllidaceae - considerados uma classe distinta entre os alcaldides derivados da
tirosina e da fenilalanina - assim como o perfil destes, uma vez que, recentemente,
estes compostos foram encontrados em outras familias e novos compostos com

nucleos diferentes dos apresentados na Figura 1.2 foram relatados na literatura.

Estudos de relagdo estrutura-atividade (REA) indicam que a presenga do
grupamento metilenodioxi, existente na maioria dos alcaléides de Amaryllidaceae, é
considerada um indicativo de potencial atividades antiviral e citotoxica destas
moléculas (WU et al., 1989; MONTANHA et al., 1995).

Os trabalhos envolvendo a investigacédo da constituicdo quimica e a avaliagao
das atividades bioldgicas das espécies de Hippeastrum s&do bem menos numerosos
quando comparados aos existentes na literatura sobre outros géneros da familia
Amaryllidaceae como Crinum e Narcissus. Isso se deve provavelmente ao fato deste
género ter uma distribuicdo predominantemente na América Latina e muito limitada
no restante do mundo, havendo relatos de sua presenca, fora da América, apenas
em alguns paises como Vietnd e Egito (ALI et al., 1981; PHAM et al., 1997;
YOUSSEF et al., 2001).
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Dentre as espécies do género Hippeastrum, H. equestre e H. vittatum séo as
mais investigadas quanto a sua composicdo em alcaldides. Diversos trabalhos
envolvendo este género de vegetais tém sido desenvolvidos. Entretanto entre as 6
espécies nativas presentes no Estado do Rio Grande do Sul apenas H. vittatum e H.
glaucescens foram estudados quimica e farmacologicamente at¢é o momento. O
estudo envolvendo H. glaucescens foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa
na Faculdade de Farmacia (UFRGS).

Os alcaldides mais frequentemente encontrados nas espécies do género séao
licorina, hipeastrina, pseudolicorina, tazetina e haemantamina. Entretanto, uma
analise dos alcaldides isolados até o momento de espécies do género Hippeastrum
revela que os nucleos mais frequentemente encontrados sio licorina, licorenina e
crinina, enquanto que os compostos do tipo galantamina sdo os de menor
ocorréncia. Por outro lado, ndo ha relatos de ocorréncia de nucleos do tipo

plicamina, galantindol e gracilina.

Um dos objetivos deste trabalho foi comparar o perfil cromatografico entre os
dois grupos vegetais da espécie Hippeastrum breviflorum, um com flores vermelhas
(chamado VERMELHO) e outro com flores brancas (chamado BRANCO). Como
estes vegetais foram coletados no mesmo local, estando homogeneamente
dispersos e sob mesmas condi¢cdes de solo, iluminacdo e nutrientes, optou-se em
separa-los em dois grupos de acordo com a coloragao das flores. Do ponto de vista
botanico, ambos os grupos pareciam ser a mesma espeécie, porém nao havia
explicacdo para esta diferenga de coloragao das flores. Desta forma, um estudo da
constituicdo quimica poderia servir como uma ferramenta adicional para a correta

identificagao do vegetal.

Através de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) ndo se observou diferenga qualitativa entre os extratos
analisados de ambos os grupo de vegetais VERMELHO e BRANCO. Pode-se
verificar algumas diferencas entre os rendimentos dos extratos para os dois grupos
VERMELHO e BRANCO (Tabelas 1.3 e |.4), porém ndo ha uma explicagdo para
estas diferengas. A partir das analises fitoquimicas realizadas pode-se sugerir que

os dois grupos de plantas eram a mesma espécie, todavia, outras analises devem
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ser realizadas a fim de sustentar estes dados. A diferenca na coloracéo das flores é
um aspecto intrigante neste vegetal e pode ser atribuida a distintas concentragdes
de alguns compostos fendlicos como, por exemplo, os antocianos 0s quais néo

foram investigados neste trabalho.

Todos os extratos CH,Cl»-A (proveniente de extracdo com diclorometano em
meio acido) e CH,Cl>-B (proveniente de extragdo com diclorometano em meio
alcalino) do vegetal apresentaram bandas cromatograficas que foram reveladas pelo
reagente de Dragendorff. Quanto aos extratos éter de petroleo, apenas o de bulbos
e raizes mostraram a presenca de compostos alcaloidicos indicando que nestes
orgaos se encontram compostos com estruturas distintas dos demais presentes nas

outras partes do vegetal.

Dentre as fragbes avaliadas, tanto os extratos CH,Cl,-B de raizes e bulbos
como os extratos CH.Cl,-B de frutos e flores mostraram perfil cromatografico
semelhante que pode ser atribuido a estreita relacdo anatdmica entre estas partes

do vegetal, sendo muitas vezes dificil diferenciar uma e outra.

Alguns extratos como CH.CIl,-B de frutos, flores, raizes e bulbos
apresentaram compostos em comum, indicando que estas substancias estao
amplamente distribuidas em todo vegetal. Apenas o extrato CH,Cl,-B de folhas

mostrou um perfil cromatografico mais simples e diferente dos demais.

Foram isolados 10 compostos a partir dos bulbos, folhas e frutos de
Hippeastrum breviflorum. Os compostos HB7, HB8, HB9 e HB10 identificados como
sendo etilcafeato, p-hidroxibenzaldeido, quercetina e rutina, respectivamente, séo
compostos fendlicos amplamente distribuidos nos vegetais. Os produtos etilcafeato
e p-hidroxibenzaldeido sdo compostos fendlicos do tipo Cs-C3 € Cs-C1 derivados do
acido cinamico e do acido benzdico, respectivamente e fazem parte da mesma rota
biossintética (CARVALHO et al., 2003). Ja outros compostos como HB3, identificado
como sendo o alcaldide licorina é caracteristico de plantas de Amaryllidaceae e

encontrado em diversos géneros da familia.
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Foram isolados dois produtos inéditos HB1 e HB5 denominados de
breviflorina-A e breviflorina-B os quais apresentam nucleo semelhante ao composto
galantindol isolado de Galanthus plicatus ssp. byzantinus (UNVER et al., 2003). Nao
ha relatos na literatura do isolamento de alcaléides com este tipo de nucleo a partir
de espécies de Hippeastrum, podendo-se afirmar que trata-se de um novo tipo de

estrutura alcaloidica presente no género.

Considerando-se que os compostos encontrados em Amaryllidaceae
constituem substancias com grande potencial farmacolégico, paralelamente ao
estudo quimico de H. breviflorum, alguns extratos e compostos isolados foram

investigados quanto as atividades anticolinesterasica, antioxidante e antiviral.

Acredita-se que as espécies reativas de oxigénio possam induzir dano
oxidativo nas biomoléculas (proteinas, lipidios e acidos nucléicos) podendo essa ser
a causa de um grande numero de enfermidades como aterosclerose,
envelhecimento, cancer, diabetes mellitus, inflamacédo, AIDS e diversas doencas
degenerativas (CHOI et al., 2002; KUMAZAWA et al., 2004). Assim, os antioxidantes
de origem natural constituem uma importante fonte para o desenvolvimento de
novos farmacos. Dentre estas substancias, os flavonoides e os acidos fendlicos,
amplamente distribuidos no reino vegetal, sdo caracterizados pela habilidade de

formarem radicais mais estaveis (CETKOVIC et al., 2004).

Dentre os compostos testados, HB7 (etilcafeato), HB9 (quercetina) e HB10
(rutina) exibiram marcante atividade antioxidante. Estes compostos estruturalmente
apresentam em comum um grupo 1,2-diidroxifenila, também chamado catecol, ja
relatado na literatura como caracteristica importante para esta atividade
(KUMAZAWA et al., 2004). Este grupamento consegue efetivamente capturar
radicais livres gerando outras formas radicalares pouco reativas que podem ser

facilmente eliminadas por diversos mecanismos (CETKOVIC et al., 2004).

Embora no ensaio para atividade antioxidante realizado o composto HB8 (p-
hidroxibenzaldeido) ndo tenha apresentado atividade, em ensaio in vitro realizado
por HA e colaboradores (2000) verificou-se que p-hidroxibenzaldeido reduziu

significativamente a peroxidagao lipidica cerebral e apresentou inibicdo da enzima
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GABA transaminase mais efetiva que o anticonvulsivante acido valpréico. Esta
diferenca de atividade pode ser atribuida ao tipo de método empregado na
realizacédo do ensaio. Este estudo corrobora a importédncia do emprego de varios

métodos para verificagdo de uma determinada acao farmacoldgica.

Quanto a atividade anticolinesterasica, RHEE e colaboradores (2001)
desenvolveram outro ensaio para avaliagao de inibidores da acetilcolinesterase que
preconiza a utilizagdo do reagente de Ellmann [5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzdico)].
Neste método, a placa cora-se de amarelo enquanto que a regidao de inibigao
permanece descorada o que dificulta a visualizagdo das zonas de inibigao
enzimatica devido ao ténue contraste entre as cores. Os dois testes apresentam um
baixo limite de deteccdo em relacdo a outros métodos classicos de detecgdo como
absorcao no UV (254 nm) e revelacdo com reagente de Dragendorff. Entretanto, o
método utilizado neste trabalho desenvolvido por MARSTON e colaboradores (2002)
apresenta um limite de deteccao até 10 vezes menor frente aos ensaios que utilizam

o reagente de Elliman.

Dentre os extratos testados apenas o extrato CH,Cl»-B de bulbos apresentou
atividade anticolinesterasica. O microfracionamento deste extrato em CLAE
possibilitou a identificacdo das fracbes responsaveis pela atividade observada. As
fracbes 2, 4, 6 e 8 apresentaram atividade proporcional a do padrao galantamina. As
fracbes 12 e 15 apresentaram atividade inferior a exibida pelo padrao galantamina.
Estas fragbes correspondem aos compostos HB1 (breviflorina-A) e HB5 (breviflorina-
B) que também foram ativos no ensaio quando testados isoladamente. Portanto, a
atividade do extrato CH.Cl,-B de bulbos nado pode ser atribuida a um unico

composto, mas sim ao conjunto de substancias que o compde.

Todos extratos de folhas de Hippeastrum breviflorum apresentaram inibicao
do virus HSV-1 cepas KOS e ATCC-VR733 inferior a 50%. Com a finalidade de
encontrar o composto responsavel por esta atividade foram testados os produtos
isolados do extrato CH»Cl,-A das folhas. Os compostos HB7 e HBS8 (etilcafeato e p-
hidroxibenzaldeido) apresentaram percentual de inibicdo do ECP viral superior a
50%. Etilcafeato foi o mais ativo exibindo redugdo do titulo infeccioso viral

equivalente ao do farmaco controle aciclovir (3logqo).
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Dentre os dados obtidos, deve-se destacar o isolamento de duas substancias
inéditas a partir de Hippeastrum breviflorum mostrando o grande potencial das
espécies de Amaryllidaceae nativas do Estado do Rio Grande do Sul quanto a
obtencdo de novos compostos e consequentemente do potencial estudo das

atividades biologicas relacionadas a estes.

Desta forma, este trabalho contribuiu para ampliar o conhecimento sobre as
espécies do género Hippeastrum apresentando grande relevancia para estudos
subsequentes envolvendo a quimiotaxonomia destes vegetais bem como o estudo

das atividades biologicas dos compostos encontrados nestes.
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Os extratos obtidos de ambos os grupos de vegetais, com flores vermelhas
(VERMELHO) e com flores brancas (BRANCO), apresentaram o mesmo perfil
cromatografico em cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Desta forma, pode-se verificar a importancia dos estudos fitoquimicos

como ferramenta quimiotaxonémica.

A presenca de alcaldides foi detectada em todos os 6rgaos do vegetal, sendo
encontrados tanto nos extratos CH,Cl»>-A quanto nos extratos CH,Cl,-B para todas

as partes da planta flores, frutos, bulbos, raizes e folhas.

Foram isolados 10 compostos obtidos a partir dos bulbos, folhas e frutos de
Hippeastrum breviflorum. Destes, 7 tiveram sua estrutura determinada através do

uso de métodos espectroscopicos e cromatograficos.

Os compostos breviflorina-A e breviflorina-B  sdo compostos inéditos

encontrados apenas no extrato CH,Cl,-B dos bulbos do vegetal.

Dos compostos isolados, licorina, breviflorina-A e breviflorina-B  sao
alcaldides. As demais substancias obtidas etilcafeato, p-hidroxibenzaldeido,

quercetina e rutina sdo compostos fendlicos.
As fracbes mais polares do extrato CH,Cl,-B de bulbos apresentaram
atividade anticolinesterasica e, dentre os compostos isolados, breviflorina-A e

breviflorina-B foram os mais ativos.

Os produtos etilcafeato, quercetina e rutina apresentaram atividade

antioxidante.

Etilcafeato, em concentracdo de 400 ug/ml apresentou atividade antiviral

equivalente ao farmaco empregado como controle positivo (aciclovir).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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