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RESUMO

Nosso trabalho tem por objetivo o estudo dos alcaléides das espécies
Amacrinum (hibrido Amaryllis x Crinum), Ismene festalis e trés variedades de Amaryllis
(“sidney”, “desire” e “belladonna”) todas pertencentes a familia Amaryllidaceae. As
espécies desta familia sao fontes de alcalbides, e estes apresentam diversas atividades
biologicas, entre elas a inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O material utilizado
nesse estudo (bulbos) foi adquirido de um produtor de plantas ornamentais da cidade
de Holambra/SP. Os extratos EtOH e CH.Cl, foram submetidos a extracao acido-base.
Os extratos CHCI3 || de Amacrinum e Ismene festalis foram submetidos a purificacdes
em cromatografia em coluna a pressao reduzida e cromatografia em camada semi-
preparativa e preparativa. Isolamos e identificamos nove alcaldides no extrato CHCl3 Il
de Amacrinum: beladina, N-desmetil-beladina, crinina, bufanidrina,1-O-acetil-licorina,
11-O-acetilambelina, undulatina, ambelina, bufanisina e dois alcaldides tazetina e
haemantidina do extrato CHCI; de I. festalis. Os extratos das trés variedades de
Amaryllis foram analisados por Cromatografia em fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), resultando na deteccéo dos alcaldides: montanina,
hipeastrina, 1,2-diidro-clidantina, licorina e nerinina. Estes dados foram comparados aos
obtidos em nosso estudo sobre Amacrinum e aos literarios, permitindo-nos concluir que
o hibrido Amacrinum possui em sua composicao principalmente alcaldides que tém
larga distribuicdo no género Crinum; sendo que undulatina e ambelina, também séo
observados na espécie A. belladonna. A avaliacdo qualitativa para inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE) por CCD (Métodos de Rhee e Marston) mostrou resultados
positivos para o extrato CHCIls de Amacrinum e para os alcaldides bufanisina, 1-O-
acetil-licorina e undulatina. A avaliacao quantitativa para inibicdo da AChE, pelo método
colorimétrico baseado na metodologia de Rhee, mostrou que os alcaldides possuem
ICso maiores que os padrdoes galantamina e fisostigmina. A interacdo dos alcalbides
fisostigmina, crinina e ambelina com a AChE foram avaliadas por RMN-'H, onde
observou-se que as interacbes mais fortes sdo com os hidrogénios aromaticos dos

alcaldides.
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ABSTRACT

The alkaloids from Amacrinum (a hybrid Amaryllis x Crinum), Ismene festalis and
three varieties of Amaryllis (“sidney”, “desire”, “belladonna”) of the family Amaryllidaceae
were isolated and characterized. The species of this family are sources of alkaloids with
a wide range of interesting physiological effects, including inhibition of
acetylcholinesterase. The bulbs were obtained in the city of Holambra, Sdo Paulo,
Brazil. The EtOH and CH.Cl, extracts were submitted to acid-base extraction. The
CHCI; extracts of Amacrinum and Ismene festalis were submitted to repeated
fractionation using flash-chromatography CC and preparative TLC on silica gel. We
isolated and identified nine alkaloids in the CHCI; extract of Amacrium: belladine, N-
demethyl-belladine, crinine, buphanidrine, 1-O-acetyl-lycorine, 11-O-acetyl-ambelline,
undulatine, ambelline, and buphanisine; and two alkaloids in the CHCI; extract of /.
festalis: tazetine and haemathidine. The extracts of the three varieties of Amaryllis were
analyzed by gas chromatography coupled-mass spectrometry (GC-MS), resulting in
detection of the alkaloids: montanine, hippeastrine, 1,2-dihydroclidantine, lycorine, and
nerinine. Comparing these data with those obtained for the Amacrinum hybrid and
literature data, we concluded that the Amacrinum hybrid contains mainly alkaloids that
are widely distributed in the genus Crinum. The CHCI; extract of Amacrinum and
buphanisine, undulatine, and 1-O-acetyllycorine alkaloids showed a positive result for
the evaluation of the inhibition of acetylcholinesterase by CCD (the Rhee and Marston
method). The acetylcholinesterase inhibitory activity of the extracts and alkaloids of
Amaryllidaceae was evaluated by the colorimetric method in a microplate reader. The
majority of the extracts gave good results. The 1Cso values for the Amacrinum alkaloids
were lower that those determined for physostigmine and galanthamine. Interactions of
physostigmine, crinine, and ambelline alkaloids with AChE were evaluated by RMN-'H,
which showed that the interactions were stronger with the aromatic hydrogens of
alkaloids.
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1. INTRODUCAO
1.1. Alcaldides

Alcaldides sdo bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente em
plantas, mas também, em menor extensdo, em microorganismos e animais'. Pelletier
definiu alcal6ide como substancia organica, de origem natural, ciclica contendo um
atomo de nitrogénio em um estado de oxidacao negativo e cuja distribuicdo é limitada
dentro dos organismos vivos®. Esta definicdo englobaria todos os compostos que foram
considerados até o momento como alcaldides, mas excluiria compostos nitrogenados
tais como: aminas simples, aminodacidos, peptideos, proteinas, acidos nucléicos,
nucleotideos, porfirinas, vitaminas e compostos nitro e nitroso®. Alguns exemplos de

alcaldides sdo apresentados na Figura 1.

HsCO

papaverina codeina morfina

Figura 1: Exemplos de alcal6ides.

1.2. Familia Amaryllidaceae

A familia Amaryllidaceae, um grupo de monocotiledéneas que consiste de
aproximadamente 1110 espécies em 85 géneros, esta distribuida ao longo dos trépicos
e regides temperadas quentes. Espécies desta familia sao utilizadas em muitos paises
em ornamentagdo devido a beleza das suas flores e apresentam grande teor de
alcaléides. Esta familia € considerada uma das 20 familias mais importantes entre as

que apresentam alcaléides em sua composicao®.

' Dewick, P. M. Medicinal Natural Products: a biosynthetic approach 2nd. Ed. Chinchester, John
Wiley & Sons. 2002, 524 p.
2 Pelletier, S. W. (ed.) Alkaloids chemical and biological perspectives. v. 1-6, New York: Willey,
1983-1988.
% Simées, C. M. O. et al. Farmacognosia da planta ao medicamento 52 Ed. Porto
Alegre/Floriandpolis. Editora da UFRGS/Editora da UFSC, 2004, 1102 p.
4 Unver, N. Phytochemistry Review, 2007, 6, 125-135.
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1.3. Alcaldides de Amaryllidaceae

Os alcalbides produzidos por plantas da familia Amaryllidaceae tém atraido a
atencao de quimicos a mais de um século e o uso medicinal dos extratos de tais
plantas pode ser datado aos tempos de Hipécrates e Plinio>.

Segundo Ghosal® o estudo dos alcaléides de Amaryllidaceae iniciou-se com o
isolamento da licorina de Narcissus pseudonarcissus em 1877. No decorrer dos anos
um extenso estudo fitoquimico, em espécies Amaryllidaceae, resultou em um grande
namero de alcaldides com diversas estruturas e um grande numero de efeitos
fisioldgicos interessantes.

Segundo Jin” até o ano de 2007 cerca de 500 alcaléides foram isolados de
Amaryllidaceae. Estes alcalbides sao classificados em grupos, de acordo com suas
semelhancas estruturais. Neste trabalho adotaremos a classificacdo sugerida por Jin’,

que esta representada no Quadro 1.

Quadro 1: Tipos de estruturas conhecidas dos alcal6ides da familia Amaryllidaceae e

género onde foi encontrada’.

Tipo de L A
Alcaloide representante Géneros
estrutura
beladina Crinum, Nerine
Ammocharis, Brunsvigia,
crinina Crinum, Eucharis, Narcissus,
Nerine, Pancratium (agora
Hymenocallis)
Amaryllis, Hymenocallis
galantamina (Pancratium), Leucojum,
Lycoris, Narcissus
galantamina (Ill)

® McNulty, J.; Nair, J. J.; Codina, C.; Bastida, J.; Pandey, S.; Gerasimoff, J.; Griffin, C.
Phytochemistry, 2007, 68, 1068-1074.
® Ghosal, S.; Saini, K. S.; Razdan, S. Phytochemistry, 1985, 10, 2141-2156.
7 Jin, Z. Natural Products Reports, 2007, 24, 886-905.
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Clivia, Galanthus,

licorina Haemanthus, Lycoris,
Narcissus
Amaryllis, Ammochatris,
Brunsvigia, Crinum, Eucharis,
homocolina Hippeastrum, Hymenocalis
(Pancratium), Leucojum,
Narcissus, Zephyranthes
Boophane, Haemanthus,
pancracina Hymenocallis, (Pancratium),
Narcissus
cripovelina Crinum
cripovelina A: Ry, Ro = -CH,OCH,- (VI
cripovelina B: Ry, Ro = CH3 (VIII)
cherilina Crinum
cherilina (IX)
buflavina Boophane

HsCO
HsCO :

buflavina (X)

N
CHsy




Cyrtanthus, Galanthus

plicamina
Crinum, Eucharis, Galanthus,
tazetina Hippeastrum, Hymenocallis
(Pancratium)
gracilina
Galanthus
augustamina Crinum

augustamina (XIV)

pancratistatina

OH O

Crinum, Hippeastrum,
Hymenocallis, (Pancratium),
Zephyranthes




gracilamina Galanthus

gracilamina (XVI)

1.4. A familia Amaryllidaceae e medicina tradicional

Muitas espécies desta familia sdo fortemente exploradas na medicina tradicional®.
Os bulbos de Crinum asiaticum L. sdo usados na india como ténico, laxativo e
expectorante®. No sudoeste da Nigéria C. glaucum e C. jagus sdo utilizados para tratar
perda de meméria em idosos'®, o segundo é também usado para tratar feridas abertas
e em preparagdes anticonvulsivantes, além disso, é usado como uma planta medicinal
veterinaria em Camardes''. As folhas e bulbos de Crinum bulbispermum sdo usados na
Africa do Sul para tratar diversas doencas entre elas podem ser citadas: abscessos,
ferimentos, dores de ouvido, infeccbes de rim e bexiga e redugdo de inchacos em
articulagdes. As espécies Amaryllis belladonna L., A. formossisima L. e A. zeylanica L.
sd0 usadas para tratamento de cancer'?. A espécie Pancratium maritimum é relatada
como emético’. As propriedades cardiotdnicas e estomacais sdo relatadas para
Galanthus nivalis’™. Os bulbos de Nerine filifolia sdo usados por tribos africanas em
decoccoes para tratar tosses e resfriados, doencas renais e hepdaticas, para alivio de
dores nas costas e como remédio para infertilidade®.

®Elgorashi, E. E.; Drewes, S. E.; Morris, C.; Staden, J. V. Biochemical Systematic and Ecology,
2003, 31, 601-603.
® Tram, N. T. N.; Titorenkova, T. V.; Bankova, V. St.; Handjieva, N. V.; Popov, S. S. Fitoterapia,
2002, 73, 183-208.
% Houghton, P. J.; Agbedahunsi, J. M.; Adegbulugbe, A. Phytochemistry, 2004, 65, 2893-2896.
" Fennell, C. W.; van Staden, J. Jounal of Etnopharmacology, 2001, 78, 15-26.
'2 Pettit, G. R.; Gaddamidi, V.; Goswami, A.; Cragg, G. M. Journal of Natural Products, 1984, 47,
796-801.
3 Sir-Altiner, D.; Gurkan, E.; Mutlu, G.; Tuzlaci, E.; Ang, O. Fitoterapia, 1999, 70, 187-189.
' Kaya, G. |.; Gozler, B. Fitoterapia, 2005, 76, 340-343.
'® Nair, J. J.; Campbell, W. E.; Brun, R.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J. Phytochemistry,
2005, 66, 373-382.
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1.5. Atividades bioldgicas relacionadas a familia Amaryllidaceae

Os varios relatos de aplicacdes em medicina tradicional motivaram diversos
estudos sobre espécies desta familia. Entre eles pode-se citar o estudo com extratos de
C. macowanii que exibiram atividade antifingica (contra Candida albicans) e atividade
antiviral contra uma variedade de virus de RNA exético'®. Extrato MeOH de Pancratium
maritimum L. (concentracdo de 60 pug/disco) foi avaliado quanto a sua atividade
antifangica contra C. pseudotropicalis KUEN 1014, C. krusei ATCC 6285, C. tropicalis
KUEN 1025, C. guillermondii KUEN 998 e C. albicans ATCC 10231 e comparado com o
padrdo miconazol (10 pg/disco); sendo que para os quatro primeiros os resultados
foram tdo bons quanto para o padrio'® Extratos de Sternbergia sicula e Sternbergia
lutea apresentaram atividade antimicrobiana®. Os extratos etandlicos de Pancratium
maritimum, Leucojum aestivum e Narcissus tazetta ssp tazeta apresentaram bons

resultados em teste antimalarial'’

. O extrato aquoso de folhas de C. latifolium causou
ativagdo in vitro de T-linfécito e, também, retardou o crescimento de tumores
quimicamente induzidos em ratos®.

Entre os alcaléides de Amaryllidaceae que apresentam atividade biolégica pode-
se citar a licorina (IV) que possui atividade: antiviral, antimalarial, antitumoral®, inibicéo
da biossintese do acido ascorbico e do crescimento e divisdo celular em plantas
superiores e algas'® A hipadina (XVII), isolada em algumas espécies de Crinum,
produziu inibicao reversivel da fertilidade de ratos machos e associada a 1,2-O-diacetil-
licorina (XVIII) exibe atividade antimalarial e citotéxica'®. Acetilcaranina (XIX) e
ambelina (XX), isoladas de A. belladonna, apresentaram atividade in vitro contra
leucemia linfécita murina P-388%°. As estruturas dos alcaléides estdo apresentadas na

Figura 2.

'® Nair, J. J.; Machocho, A. K.; Campbell, W. E.; Brun, R.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida,. J.
Phytochemistry, 2000, 54, 945-950.
" Sener, B.; Orhan, |.; Satayavivad, J. Phytotherapy Research, 2002, 17, 1220-1223.
'8 Evidente, A.; Cicala, M. R.; Randazzo, G.; Riccio, R.; Calabrese, G.; Liso, R.; Arrigoni, O.
Phytochemistry, 1983, 22, 581-584.
% "Machocho, A. K.; Bastida, J.; Codina, C.; Viladomat, F.; Brun, R.; Chhabra, C.
Phytochemistry, 2004, 65, 3143-3149.
20 Pettit, G. R.; Gaddamid, V.; Goswami, A.; Cragg, G. M. Journal of the Natural Products, 1984,
47,796-801.
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OCHj

acetilcaranina (XIX) ambelina (XX)

Figura 2: Estrutura dos alcaldides: IV, XVII, XVIII, XIX e XX.

O alcaléide montanina (XXI), tipo pancracina, apresenta atividade citotéxica®'. Os
alcaléides cripovelina A e B (VIl e VIIl) apresentam atividade inseticida®. A
pancratistatina (XV), isolada de Pancratium littorale (agora Hymenocallis littorale),
mostrou possuir promissora atividade antineoplasica. Estudos bioquimicos indicam que
este alcaléide pode induzir seletivamente apoptose em células cancerigenas e que as
mitocondrias podem ser o sitio de agao’. Narciclasina (XXII), tipo pancratistatina, possui
um forte efeito de inibicdo sobre células de calos em tabaco e trigo, podendo ser
utilizado como inibidor do crescimento de plantas’. As estruturas destes alcaldides
estdo apresentadas na Figura 3.

21 Silva, A. F. S.; Andrade, J. P.; Machado, K. R. B.; Rocha, A. B.; Apel, M. A.; Sobral, M. E. G.;
Henriques, A. T.; Zuanazzi, J. A. S. Phytomedicine, 2008, 15, 882-885.
22 Velten, R.; Erdelen, C.; Gehling, M. et al. Tetrahedron, Letters, 1998, 39, 1737.
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OH O

OR,
R0 OCHj3
OH
cripovelina A: Ry, Ry = -CH,OCH,- (VII) OH O
cripovelina B: Ry, Ry = CHgz (VIII) pancratistatina (XV)

Figura 3: Estrutura dos alcaléides: XXI, XXII, VII, VIIl e XV.

O alcalbide galantamina (lll), isolado em 1950 de Galanthus nivalis e presente
em outros géneros da familia Amaryllidaceae, tais como: Narcissus, Lycoris e
Leucojum, apresenta inibicido da enzima acetilcolinesterase (AChE)?®. Sanguinina
(XXIIN), outro alcalbide tipo-galantamina, apresentou em estudo atividade inibitoria de
AChE mais potente que galantamina (lll)**. Estruturas quimicas dos alcaléides Il E

XXIll estdo apresentadas na Figura 4.

galantamina (lll) sanguinina (XXI)

Figura 4: Estruturas dos alcal6ides lll e XXIII, inibidores AChE.

28 Hostettmann, K.; Borloz, A.; Urbain, A.; Marston, A. Current Organic Chemistry, 2006, 10,
825-847.
24 a)Berkov, S.; Bastida, J.; Viladomat, F.; Codina, C. Phytochemical Analisys, 2008, 19, 285-
293. b)Lopez, S.; Bastida, J.; Viladomat, F.; Codina, C. Life Sciences, 2002, 71, 2521-2529.

8



1.6. Géneros da familia Amaryllidaceae

Como citado anteriormente a familia Amaryllidaceae estd dividida em 85
géneros, destes alguns apresentam muitos estudos na literatura: Amaryllis, Crinum,
Galanthus, Narcissus, Brunvigia e Lycoris. Algumas espécies desta familia ainda
apresentam problemas relativos a taxonomia, pois existem muitas divergéncias entre os
pesquisadores do assunto. A facilidade com que estas plantas produzem hibridos®,
também, dificulta a comparacéao entre espécies e a identificacdo botanica destas.

Uma discussdo sobre todos os géneros da familia Amaryllidaceae seria
demasiadamente longa, entdo sera feito algumas observacdées sobre os géneros
estudados em neste trabalho.

1.6.1. Género Crinum

O género Crinum pertence a familia Amaryllidaceae, incluindo cerca de 160
espécies distribuidas nas regides tropicais e temperadas quentes do mundo: Asia,
Austrélia, Africa e América. As espécies deste género apresentam flores muito bonitas,
por isso, muito populares na ornamentagéo de jardins. Suas espécies também atraem
uma atencao consideravel devido as varias propriedades medicinais como: antitumoral,
imunoestimulador, analgésica, antiviral, antibacteriana, antifingica, entre outras®.
Existem varios relatos dos usos medicinais das plantas desse género, como descrito
anteriormente.

Tram e colaboradores® apresentaram em 2002 uma revisdo sobre o género
Crinum relatando que das 160 espécies descritas apenas, aproximadamente, 30
espécies foram investigadas quimicamente.

Os alcalbides tipo-crinina, também conhecidos como 5,10b-etanofenatridina,
compdem o grupo mais numeroso neste género. A variedade de alcaldides deste grupo
€ decorrente das variacbes estruturais no anel C (ligacdo dupla, anel oxirano,
substituintes)®. Alguns exemplos destes alcaléides sdo apresentados na Figura 5,
sendo que estes foram isolados de: C. asiaticum, C. americanum, C. bulbispermum, C.

latifolium, C. macowanii, C. amabile, C. erubescence e C. augustum.



OCHgs
Ri = Ro = R3 = H: crinina (ll)

Ry = Rs = H, Rz = OH: 6a-hidroxi-crinina (XXIV) R; = CH3, Ry = OH: ambelina (XX)
R+ = Rz = H, Ry = OH: 6B-hidroxi-crinina (XXV) R+ = Rz = H: povelina (XXIX)
Ry = CHg, Ry = R3 = H: bufanisina (XXVI) R4 = CH3, Ry = CH3COO: 11-0O-acetil-ambelina (XXX)

Ry = CHa, Ry = H, R3 = OH: 6a-hidroxi-bufanisina (XXVII)
Ry = CHa, Ry = H, Ry = OH: 6B-hidroxi-bufanisina (XXVIII)

R1 = OCHjs, Ry = CH3COO, Rz = OCHa:
11-O-acetil-1,2B-epoxiambelina (XXXIII)

R = OH: bulbispermina (XXXI) R1 = Ry = Rz = H: flexinina (XXXIV)

R = OCHg: dihidrohaemantamina (XXXII) R; = OCHs, Ry = H, R = OCHs: undulatina (XXXV)

Figura 5: Exemplos de alcaléides tipo-crinina isolados de espécies do género Crinum.

Os alcaldides tipo-licorina também séo isolados em espécies do género Crinum.
Eles diferem entre si, principalmente, na quantidade e na posicao das ligagdes duplas
localizadas nos anéis C e D e no tipo dos substituintes no anel C, bem como sua
posicdo e estereoquimica®’. Alguns exemplos de alcaléides tipo-licorina isolados de
espécies Crinum estdo apresentados na Figura 6. Estes alcaloides foram isolados de:
C. amabile, C. asiaticum, C. augustum, C. bulbispermum, C. moorei, C. natans, C.

ornatum e C. pratense®®..
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A B D

R = Ro = H, R3 + R4 = -CH»-: licorina (IV)

R = Ro = CH3CO, R3 + R4 = -CHo-: 1,2-O-diacetil-licorina (XVIII)
R{ = CH3CO, R, = H, R3 + R4 = -CH»-: 1-O-acetil-licorina (XXXVI)
R; = H, R> = R3 = R4 = CH3: galantina (XXXVII)

R1 = R> = R4 = H, R4 = CH3: pseudolicorina (XXXVIII)

Figura 6: Exemplos de alcaléides tipo-licorina isolados de espécies do género Crinum.

Os alcaldides tipo-licorina e tipo-crinina sdo o0s principais encontrados em
espécies do género Crinum, mas além destes também ocorrem alcalbides tipo: tazetina,

galantamina, beladina, homolicorina, augustamina e cherilina®®.

1.6.2. Género Amaryllis

As espécies do género Amaryllis sdo conhecidas por serem usadas como
ornamentais, reserva de alcalbéides e tratamento de doengas. Amaryllis belladonna é a
espécie mais estudada desse género. Em um estudo sobre esta espécie, utilizando
exemplares de origem australiana, observou-se que suas fracbes apresentaram
atividade in vivo contra leucemia linfécita murina P-388 (PS) e resultou no isolamento
do alcaléide licorina (V).

Pettit e colaboradores®® estudaram outro exemplar de A. belladonna, americana,
realizando uma separagao guiada pelos bioensaios de PS in vitro (9 PS) e in vivo (3
PS); resultando no isolamento de acetilcaranina (XIX), ambelina (XX), undulatina
(XXXV) e cloridrato de anidrolicorina (XXXIX); sendo que XXXIX apresentou o melhor
resultado para 3 PS e XXXV apresentou-se inativo para ambos os ensaios.

11



Evidente e colaboradores® estudaram um exemplar de A. belladonna egipcia,
resultando o isolamento de seis alcaldides: licorina (IV), pancracina (VI), vitatina (XL) e
11-hidroxivitatina (XLI) e hipeastrina (XLII).

Ghosal e Razdan®, na busca dos intermediarios reativos dos alcaldides de
Amaryllidaceae, estudaram o fluido do talo da flor da espécie A. vittata identificando o
alcaldide rilistina (XLIII). As estruturas dos alcaldides isolados em espécies Amaryllis
estao apresentadas na Figura 7.

OCHg
ambelina (XX)

OCH3

i idrolicori ancracina (VI

undulating (XXXV) cloridrato de anidrolicorina (XXXIX) P (V1)
OCH3

HsCO
N
H;CO ~H
R = H: vitatina (XL) . . o
R = OH: 11-hidroxivitatina (XLI) hipeastrina (XLII) rilistina (XLIH)

Figura 7: Alcaldides isolados de espécies do género Amaryllis.

% Evidente, A.; Andolfi, A.; Abou-Donia, A. H.; Touema, S. M.; Hammoda, H. M.; Shawky, E.;
Motta, A. Phytochemistry, 2004, 65, 2113-2118.
%6 Ghosal, S.; Razdan, S. Journal of Chemical Research, 1984, S, 412-413.
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1.6.3. Género Ismene (Hymenocallis)

Segundo Rivero e Gémez licorina (IV) foi o primeiro alcaléide isolado do género
Hymenocallis, em 1920%’. Antoun e colaboradores® estudaram a espécie Hymenocallis
expansa, apds observarem que 0s extratos dos bulbos e das folhas apresentaram
significante citotoxicidade; neste estudo isolaram trés alcaldides: tazetina (XII),
hipeastrina (XLIl) e haemantidina (XLIV) que apresentaram significante atividade
citotéxica contra linhagens de células humanas e murinas. As estruturas dos alcal6ides

isolados estédo apresentadas na Figura 8.

licorina (IV) tazetina (XII) hipeastrina (XLII) haemantidina (XLIV)

Figura 8: Alcaldides isolados de espécies de Himenocallis.

Em 1993 foi isolado o alcaldide pancratistatina (XV) da espécie Pancratium
littorale Jacq., que depois foi reclassificada como Hymenocallis littoralis Salisb. Este
alcaldide apresentou atividade antineoplasica bem como mostrou-se ativo contra
sistema PS (P-388), sarcomas, melanomas e virus. Os alcaléides narciclasina (XXII) e
7-desoxi-narciclasina (XLV), também foram isolados da mesma planta, e apresentaram

interessantes atividades?’. Os alcaldides citados estdo apresentados na Figura 9.

OH O OH O
pancratistatina (XV) narciclasina (XXII) 7-desoxi-narciclasina (XLV)

Figura 9: Alcaldides isolados de espécies de Hymenocallis littoralis Salisb.

2" Rivero, N.; Gémez, M.; Medina, J. D. Pharmaceutical Biology, 2004, 42, 280-285.
28 Antoun, M. D.; Mendoza, N. T.; Rios, Y. R.; Proctor, G. R. Journal of Natural Products, 1993,
56, 1423-1425.
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Rivero e colaboradores® em uma tentativa de encontrar novos alcaléides em
espécies Hymenocallis, principalmente tipo pancratistatina, estudaram cinco espécies:
H. bolivariana Traub., H. guianensis (Ker Gawler) Herb., H. lobata Klotzsch, H. tubiflora
Salisb. e H. venezuelensis Traub. Seus extratos foram analisados por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) resultando na identificagao de
nove alcaloides, sendo dois deles inéditos, anidro-pseudolicorina (XLVI) de H.
guianensis, H. lobata e H. tubiflora, e 4,5-deshidro-anidropseudolicorina (XLVII) de H.
lobata. Os demais foram identificadas como licoramina (XLVII), galantamina (lll), N-
desmetil-galantamina (XLIX), anidrolicorina (L), 4,5-deshidro-anidrolicorina (LI), 1-O-
acetil-pseudolicorina (LIl), e pseudolicorina (LIII). Os alcalbides identificados neste

estudo estdo apresentados na Figura 10.

anidro-pseudolicorina (XLVI) 4,5-deshidro-anidrolicorina (XLVII)

OH OH

licoramina (XLVIII) galantamina (1l N-desmetil-galantamina (XLIX)

R = CH3CO: 1-O-acetil-pseudolicorina (LII)

anidrolicorina (L) 4,5-deshidro-anidro-pseudolicorina (LI) R = H: pseudolicorina (L)

Figura 10: Alcaléides identificados por CG-EM em 5 espécies de Hymenocallis estudadas por

Rivero e colaboradores
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1.6.4. Género Hippeastrum

Este género apresenta problemas taxonémicos, sendo muitas vezes confundido
com o género Amaryllis, mas o Bureau de Taxonomia decidiu oficialmente que Amaryllis
sao as espécies africanas. Portanto o género americano deve ser considerado como
Hippeastrum?®, sendo este distribuido principalmente na América Central e do Sul®°.

A espécie Hippeastrum vittatum, coletada no sul do Brasil, foi investigada e desta
foram isolados e identificados os alcalbides licorina (IV), pancracina (VI), montanina
(XXI) e vitatina (XL)?'®'. Os dois Ultimos alcaléides foram avaliados quanto a suas
atividades citotoxicas contra linhagens de células humanas e o alcaldéide XXI
apresentou um elevado nivel de citotoxicidade. Na espécie Hippeastrum glaucescens,
coletada no nordeste do Rio Grande do Sul foram identificadas licorina (IV), tazetina

(XIl) e pretazetina (LV)*2. Os alcaldides citados estdo apresentados na Figura 11.

R = H: pancracina (VI) < v %
R = CH3 = montanina (XXI) |

tazetina (XII) pretazetina (LV)

Figura 11: Alcaléides identificados em duas espécies de Hippeastrum brasileiras.

2 putilh, J. H. A. 1996. Biossistematica de quatro espécies de Hippeastrum Herb.
(Amaryllidaceae). Tese de doutorado. UNICAMP (SP).
% Miigge, C.; Schablinski, B.; Obst, K.; Dépke, W. Pharmazie, 1994, 49, 444-447.
" Silva, A. F. S. 2005. Hippeastrum vittatum (L'Hér) Herbert e Hippeastrum striatum (Lam.)
Moore: analise quimica e avaliacao biolégica dos alcaldides isolados. Tese de doutorado.
UFMG.
%2 Hofmann Jr., A. E.; Seben, C.; Montanha, J. A.; Dutilh, J.; Sobral, M.; Henriques, A. T,
Zuanazzi, J. A. S. Revista Brasileira de Farmacognosia, 2004, 14, 7-14.
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Estudos quimicos da espécie H. equestre Herb, coletada em Bornova (Turkia) e
Hanoi (Vietnd), possibilitaram a identificacdo dos alcalbides: licorina (IV), tazetina (XII),
hipeastrina (XLII), 8,9-metilenodioxifenantridina (LV), N-metilcrinasiadina (LVI)*3, ismina
(LVII), 11-hidroxivitatina (XLI), 9-O-desmetil-homolicorina (LVIIl), pretazetina (LIV) e 3-

epimacronina (LIX)%, (

Figural2).

Uma espécie hibrida de Hippeastrum, cultivada em Berlin, foi estudada por
Migge e colaboradores®® e apresentou os alcaléides licorina (IV), tazetina (XII),
hipeastrina (XLIl), haemantamina (LX), vitatina (XL), 11-hidroxivitatina (XLI), montanina

(XXI) e pancracina (VI), (Figura 12).

tazetina (XII)

_N

R = H: pancracina (VI)

R = CHg: montanina (XXI) 8,9-metilenodioxifenatridina (LV) N-metilcrinasiadina (LVI) ismina (LVII)

Ry = CH3, Ry = OH: haemantamina (LX)
R1=H, Ry = H: vitatina (XL) R = CHOH: pretazetina (LIV) , o
R+ = H, Rz = OH: 11-hidroxivitatina (XLI) R = CO: 3-epimacronina (LIX) 9-O-desmetil-homolicorina (LVIII)

Figura 12: Alcaldides identificados em espécies de Hippeastrum de Hanoi e Berlim.

% Dépke, W.; Pham, L. H.; Griindemann, E.; Bartoszek, M.; Flatau, S. Pharmazie, 1995, 50,
511-512.
% Pham, L. H.; Griindemann, E.; Dépke, W. Pharmazie, 1997, 52, 160-162.
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1.7. Biossintese dos Alcaldides de Amaryllidaceae
Embora os alcaléides de Amaryllidaceae tenham diversos tipos estruturais, eles
sdo todo biogeneticamente derivados da norbeladina ou de seus derivados que sao
produzidos em plantas a partir do aldeido aromatico 3,4-diidroxibenzaldeido e da
tiramina, sendo estes precursores formados a partir da fenilamina e da tirosina,
respectivamente’. A formagdo biossintética dos precursores dos alcaldides de
Amaryllidaceae esta apresentada na Figura 13.
Os esqueletos basicos dos alcaléides desta familia podem ser formados pelos
seguintes processos’:
a) acoplamento fendélico intramolecular;
b) hidrélise biocatalitica da ligacdo C-N benzilica;
c) reducao da ligacao C=0;
d) oxidacédo de ligacées C—O e C-H;
e) O- e N-metilacdes.

HO Ho
L-Phe —> —> ji)\ N\/\Q\ <« L-Tyr
HO CHO OH

via acido cinamico com
quebra da cadeia lateral 3 4.djhidroxibenzaldeido tiramina

via base de Schiff l

ILMQ

reducao

ILM@H

norbeladina

SAM i

Hs;CO.
3 ji)\/H
|
HO N\/\O\

4'-O-metilnorbeladina OH

Figura 13: Formagao biossintética dos precursores dos alcaléides de Amaryllidaceae.
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1.7.1. Esqueleto tipo-beladina
A norbeladina e seus derivados sdo considerados alcaldides e classificados
como tipo beladina’. Estes sdo produzidos principalmente pela reducdo do produto da
reacdo via base de Schiff e pela metilacdo com a S-adenosil-metionina (SAM)"’ (Figura
13).

1.7.2. Esqueleto tipo-galantamina
O acoplamento oxidativo fendlico intramolecular p - 0" na norbeladina produz um
intermediario dienona, que apos ciclizacao, resultante do ataque da hidroxila a dienona,

e subsequente reducdo da carbonila produz o esqueleto tipo-galantamina’ (Figura15).

1.7.3. Esqueleto tipo-crinina

O acoplamento oxidativo fendlico intramolecular p™- p na norbeladina produz um
intermediario dienona que sofre adicdo nucleofilica da amina, por fim a redugcédo da
carbonila produz o esqueleto tipo-crinina’. A formacdo do esqueleto tipo-crinina esta
apresentada na Figura 15.

1.7.4. Esqueleto tipo-cherilina

A adicao intramolecular entre a posicao p”do anel aromatico, rico em elétrons, e
a posicao benzilica da forma de quinondide oxidada (caminho a) da os alcalbides tipo-
cherillina (4-ariltetraidroisoquinolina) apés aromatizagdo do seu intermediario dienona’.
A formacao do esqueleto tipo-cherilina esta apresentada na Figura 15.

1.7.5. Esqueleto tipo-pancracina
Os alcalbides tipo-pancracina sao originados por uma rota adicional na qual o
intermediario da cherilina sofre uma adicdo entre a amina secundaria e a parte

dienona’, Figura 15.

1.7.6. Esqueleto tipo-buflavina
Os alcalbides de tipo-buflavina podem ser originados de adi¢édo intramolecular da
posicao p do anel aromatico rico em elétrons com a posicdo meta da forma quinondide
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(caminho b) ou por algum outro acoplamento oxidativo fenélico intermediario’, Figura
15.

1.7.7. Esqueleto tipo-licorina

Estas estruturas sdo possivelmente biossintetizadas por acoplamento oxidativo
fendlico intramolecular p™- o da norbeladina ou ciclizagdo intramolecular concertada da
forma iminoquinondide; a subsequiente reducao dara o esqueleto tipo-licorina (também

conhecido como pirrolo[c]fenantridina)’, Figura 15.

1.7.8. Esqueleto tipo-homolicorina

Os alcaldides tipo-homolicorina sdo espécies derivadas dos alcaldides tipo-
licorina. A sua biossintese envolve hidrélise/oxidacdo biocatalitica da ligacao benzilica
C-N dos alcaléides tipo-licorina e a ciclizacdo do produto 7-arilindole hidrogenado

produz o correspondente esqueleto tipo-homolicorina’, Figura 15.

1.7.9. Esqueleto tipo-pancratistatina
Os alcaloides tipo-pancratistatina sdo provavelmente derivados dos alcalbides
tipo-crinina, apo6s perda de uma unidade de dois carbonos (Figura 15), mas necessita-

se de evidéncias adicionais para comprovar esta hipétese’.

1.7.10. Esqueleto tipo-tazetina

Os alcaldides tipo-crinina quando sofrem clivagem da ligacdo C-N d&o origem as
estruturas 3a-arilindoles hidrogenadas. Um processo de oxidacdo da posicdo 3 do
produto, seguido de uma ciclizacdo com perda de agua da origem ao esqueleto tipo-

tazetina’, Figura 16.

1.7.11. Esqueleto tipo-plicamina

Os esqueletos deste tipo seguem a mesma rota biossintética que os do tipo-
tazetina, mas apos a oxidacado da posicdo 3 dos produtos 3a-arilindoles hidrogenados
estes sofrem nova oxidacdo, seguida pela insercdo de uma unidade tiramina dando
origem aos esqueletos tipo-plicamina’, Figura 16.
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1.7.12. Esqueleto tipo-gracilina

Os esqueletos deste também sao originados a partir da clivagem da ligacao C-N,
da crinina, que da origem as estruturas 3a-arilindoles hidrogenadas. Estas apés
oxigenagao, ciclizagdo e hidrogenagao originam os alcaléides tipo-gracilina’, Figura 16.

1.7.13. Esqueleto tipo-augustamina

Os esqueletos deste tipo, também, sédo originados a partir da clivagem da ligacéao
C-N, da crinina, que da origem as estruturas 3a-arilindoles hidrogenadas. Estas ap6s
oxigenacao e ciclizacdo com perda de uma molécula de H,O originam os alcalbides
tipo-augustamina’, Figura 16.

1.7.14. Esqueleto tipo-gracilamina

Os alcalbéides com esqueleto tipo-gracilamina também sao originados a partir da
clivagem da ligacdo C-N, da crinina, que da origem as estruturas 3a-arilindoles
hidrogenadas. Estas ap6s oxigenacdo, adicao de uma unidade de leucina e ciclizacao
originam os alcaléides tipo-gracilamina’, Figura 16.

1.7.15. Esqueleto tipo-cripovelina

Os dois unicos membros dos alcalbides tipo-cripovelina glicosidicas, VII e VIII,
foram isoladas por pesquisadores da Bayer AG em 1997. A sua aglicona comum possui
nucleo biciclo [5.3.2] que pode ser originado da clivagem oxidativa da ligacao C2-C3 do

agrupamento tetraidroisoquinolina no esqueleto tipo crinina’, Figura 14.

.OH

tipo crinina agrupamento aglicona da cripovelina

Figura 14: Caminho biossintético proposto para os alcaléides de tipo cripovelina’.
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1.8. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) foi descrita originalmente pelo neuropatologista
alemao Alois Alzheimer em 1907, depois de efetuar uma autépsia em uma paciente de
55 anos, morta devido a um caso de deméncia, nesta ele observou uma série de
anormalidades que o levaram a caracterizar esta doenca®.

Nos primeiros anos do século 20 a DA era menos comum, mas de acordo com a
Associacao de Alzheimer, a DA é, atualmente, a causa mais comum de deméncia em
idosos. Embora a incidéncia de DA seja ligeiramente variavel entre diferentes grupos
étnicos e populacdes, geralmente afeta 3% de pessoas com idade entre 65-74 anos,
19% entre 75-84 anos e 47% dos que possuem 85 anos ou mais. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude 35 milhdes de pessoas em paises industrializados
sofrerdo de DA até 2010. A expectativa é que o nimero de pacientes com DA aumente
diretamente com a expectativa de vida e o crescimento da populacéo idosa®®.

A DA é uma desordem neurodegenerativa, que afeta as regibes cerebrais
associadas as funcbes mentais superiores, particularmente o cortex frontal e o
hipocampo®. As caracteristicas neurodegenerativas da DA incluem mudancas
patolégicas no cérebro, tais como: formagdes de placas (B-amildides e emaranhados
neurofibrilares®.

As principais consequéncias da DA sdo comprometimento da memoria, da
coordenacdo motora e do raciocinio, além de perda de capacidade cognitiva e
deméncia®. A doenca freqlientemente comeca com perdas de meméria de curto prazo,
e continua com disfungédo emocional e cognitiva mais generalizada®.

No final dos anos 1970 descobriu-se que os cérebros de pacientes com DA sao
deficientes em acetilcolina, um dos principais neurotransmissores do sistema nervoso
central que serve para aumentar a atengao e facilitar a aprendizagem. Observa-se que
muitos relatos de déficits cerebrais ligados a DA estdo associados ao sistema
colinérgico, resultando na criacdo da hipétese colinérgica que afirma que disfungdes
cognitivas, funcionais e comportamentais associadas com DA podem ser causadas por
uma incapacidade de transmitir impulsos neurolégicos em toda sinapse colinérgica®.

% Informativo do CRIM, 2004, 12, 1-4.

% Heinrich, M.; Teoh, H. L. Journal of Etnopharmacology, 2004, 92, 147-162.

%" Vliegas Jr., C.; Bolzani, V. S.; Furlan, M. Quimica Nova, 2004, 27, 655-660.

38 Mukherjee, P. K.; Kumar, V.; Houghton, P. J. Phytotherapy Research, 2007, 21, 1142-1145.
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1.9. Tratamento da doenca de Alzheimer

Entre os diferentes tipos de drogas que podem modificar a transmissao
colinérgica a unica classe de drogas conhecidas que apresenta eficiéncia no tratamento
sintomatico da DA sao os inibidores acetilcolinesterase. Estas drogas atuam diminuindo
a quebra bioquimica da acetilcolina e assim, pelo menos teoricamente prolongam a
neurotransmissao colinérgica®>. Compostos com estes efeitos ocorrem em plantas
tradicionalmente usadas para tratar falhas na meméria e outros declinios cognitivos
associados & terceira idade'°

O primeiro farmaco sintético aprovado pelo FDA (“Food and Drug
Administration”) nos Estados Unidos para uso terapéutico, no tratamento da DA, foi a
tacrina (THA, Cognex®) que demonstra efeito moderado, mas significativo no alivio dos
sintomas de intensidade média e leve, entretanto sua aplicacdo tem sido limitada
devido aos sérios efeitos colaterais. Nos Estados Unidos e Europa outros trés farmacos
estdo sendo comercializados: donepezil (Aricept®), rivastigmina (Exelon®) e
galantamina, (Reminyl®)®. As vantagens da galantamina em relagdo aos demais s&o:
longa acgéao, seletividade, reversibilidade e competitividade, por isso € considerado o
mais efetivo no tratamento de DA*°. Além disso, este é utilizado como protétipo para
desenvolvimento de novos farmacos anticolinesterasicos. As estruturas quimicas destes

farmacos estédo na Figura 17.

NH»> o
Teolness o
adstele
tacrina donepezil rivastigmina galantamina

O

Figura 17: Farmacos utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer.

A busca por produtos naturais com atividade biol6gica deve ter associada ao
isolamento e a determinacdo de estruturas a possibilidade de realizacdo de testes de
atividade que sejam rapidos, ndo sejam caros e nao exijam pessoal especializado. Os

% Rhee, I. K.; van de Meent, M.; Ingkaninam, K.; Verpoorte, R. Journal of Chromatography A.
2001, 915, 217-223.
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testes descritos por Rhee et al®® e Marston et al.*® para avaliagdo de inibicdo de
acetilcolinesterase, em CCD, estéo classificados neste grupo.

1.10. Caracterizacao de alcaléides de Amaryllidaceae por Dicroismo
Circular (DC).

A espectroscopia de Dicroismo Circular (DC) é uma ferramenta muito utilizada
em analises estereoquimicas, incluindo aspectos conformacionais e configuracionais de
compostos opticamente ativos. Os espectros de DC diferem em formato, amplitude e
sinal. As informagdes configuracionais estdo usualmente relacionadas aos sinais das
bandas de DC, ou seja, espectros de DC de enantidmeros sdo imagens especulares*'.

DeAngelis e colaboradores* observaram que o formato dos espectros de DC de
alcaldides de Amaryllidaceae depende da estereoquimica do carbono benzilico
opticamente ativo em sistemas policiclicos rigidos, tais como o carbono 10b dos
alcaloides crinina e vitatina (Figura 20). A configuracao deste carbono cabeca de ponte
(10b) é causada pelo tipo de fusdo anelar, por exemplo, juncdo anelar B:C trans na
crinina () e vitatina (XLI*'. Wagner e colaboradores*' apresentaram um tratamento
geral dos tipos de juncao anelar B:C, dado nas Figuras 18 e 19. Para distinguir entre
todas as possiveis configuracdes trans e cis das respectivas fusées anelares B:C, nas
estruturas dos alcaléides usados em seu estudo, eles simplificaram todas as
configuracdes estereoquimicas dentro do modelo de dois anéis ciclohexanos fundidos
(conformacdo cadeira) para nomear as varias estereoconfiguracbes dos carbonos
cabeca-de-ponte.

Nas Figuras 18 e 19 estdo apresentadas duas configuracoes trans (hidrogénios
diaxiais) e quatro configuracoes cis.

0 Marston, A.; Kissling, J.; Hostettmann, K. Phytochemical Analysis, 2002, 13, 51-54.
“I Wagner, J.; Pham, H. L.; Dépke, W. Tetrahedron, 1996, 52, 6591-6600.
*2 DeAngelis, G. G.; Wildman, W. C. Tetrahedron, 1969, 25, 5099-5112.
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trans-2

Figura 18: Tipos gerais de fusao anelar B:C, trans, ilustradas pelo modelo de dois anéis

ciclohexano fundido (conformacéo cadeira)®.

H H
B B
C
B C C B
H

cis-1 cis-4

Figura 19: Tipos gerais de fusdo anelar B:C, cis, ilustradas pelo modelo de dois anéis

ciclohexano fundido (conformacéo cadeira)®.

Os substituintes no anel C ndao possuem nenhuma influéncia substancial sobre o

formato geral do espectro de DC. A ponte 5,10b-etileno parece acentuar a rigidez do

sistema policiclico, causando um aumento na magnitude de DC*'.

Para exemplificar podemos observar os alcaléides Il e LXIl, que séao

enantibmeros e possuem como croméforo dominante o grupo metilenodioxifenila, seus
espectros de DC apresentam duas bandas antipodais que sdo imagens especulares e
exibem uma sequéncia de sinais em -/+(294 nm/245 nm) do correspondente efeito

Cotton*® (Figura 20).
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Figura 20: Estruturas dos alcaléides Il e LXIl e a curva de DC destes alcaloides.
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2. JUSTIFICATIVA

A familia Amaryllidaceae é conhecida por ser rica em alcalbides, por isso foi
escolhida como foco deste trabalho, esperava-se que dentre estes fossem encontrados
novos alcalbides que apresentassem bons resultados em testes de inibicdo de AChE.

Em Holambra - SP, cidade situada proxima a Campinas, algumas plantas da
familia Amaryllidaceae sao produzidas e comercializadas para fins ornamentais,
exigindo pradonizagdo de cultivo e pouca variabilidade. Este tipo de cultivo permite a
obtencao de material adicional para estudo, caso haja interesse.

As plantas escolhidas para este trabalho foram: o hibrido Amacrinum (Amaryllis x
Crinum), Ismene festalis e trés variedades de Amaryllis (“sidney", “desire” e
“belladonna”).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido com énfase nos seguintes tdpicos:

v Identificagdo dos alcaldides isolados utilizando as técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), Dicroismo Circular (DC), Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) e Infravermelho (V).

v Analise de extratos e de seus alcaldides por CG-EM, para a obtencao de um perfil
cromatografico;

v Padronizagdo de um método, baseado no método descrito por Rhee et al.*°

para
realizagdo de teste quantitativos de inibicdo de AChE utilizando os extratos obtidos

e os alcaloides isolados e identificados neste estudo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e Métodos

Os espectros de RMN 'H, RMN 'C (totalmente desacoplado e DEPT), NOE e
espectros bidimensionais (QHSQC, gHMBC e gCOSY) foram obtidos em espectrémetro
INOVA 500 (Varian) com campo de 11 Tesla, a temperatura ambiente. As amostras
foram solubilizadas em CDCIs;, com 0,03 % de tetrametilsilano (TMS), Aldrich, ou
mistura de CDCI3/MeOH-d4 (Aldrich). Os deslocamentos quimicos (d) sédo indicados em
ppm, as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz) e ao TMS usado como padrao
interno é atribuido 6 = 0.

Os espectros de Dicroismo Circular (DC) foram obtidos em espectropolarimetro
Japan Spectrometry Company (JASCO) modelo J-720, com lampada de Xenbnio de
450 W e campo de varredura de 190 a 330 nm. As concentracdes iniciais para a
obtencao dos espectros foi 1 mg/mL dos alcaléides em MeOH (P. A.).

Os dados de rotacdo 6ptica (ap) foram obtidos em espectropolarimetro Perkin-
Elmer modelo 341, com |lampada de Na/Hal de 75 W e comprimento de onda 589 nm.
As concentracoes foram de aproximadamente 20 mg/mL dos alcaléides em metanol. Os
alcaldides com pequena massa tiveram seus dados de ap obtidos no mesmo
equipamento que os espectros de DC em concentragdo de aproximadamente 1,5
mg/mL.

Os espectros de absorcao na regiao do infravermelho foram obtidos em pastilha
de KBr, empregando um espectrofotdmetro Perkin-Elmer 298 e 1660 FTIR.

As analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM) foram realizadas em um aparelho HP 5890/MS 5970, utilizando Hélio como gas de
arraste, com fluxo de 1,0 mL/min., coluna capilar HP5-MS da Agilent (30 m x 0,25 mm x
0,25 um), temperatura do injetor a 250 °C e detector a 280 °C. Empregou-se programa
de temperatura com inicio em 200 °C, que permaneceu constante por 2 minutos € em
seguida aumentando 10 °C/minuto até atingir 280 °C, mantida constante nos 10
minutos finais. A energia de ionizacdo empregada foi de 70 eV. As amostras foram
solubilizadas em metanol em concentracdo de 1mg/mL para compostos puros e 10
mg/mL para extratos, sendo o volume de injecéo 1 L.

Os espectros de massas foram obtidos a partir do Cromatograma de lons Totais
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(TIC) e comparados com os espectros de massas da biblioteca do aparelho (Wiley 275),
da base de dados NIST (National Institute of Standards and Tecnology) e com
propostas de fragmentacdes da literatura.

O fracionamento por Cromatografia em Coluna a Pressdao Ambiente (CCPA) foi
realizado com gel de silica 60 (0,063 — 0,200 mm — Merck) e sistemas de eluentes
CHCI3:MeOH em gradiente de polaridade. Para fracionamento por Cromatografia em
Coluna a Média Pressao, tipo Flash, (CCF) utilizamos gel de silica 60 (0,040 — 0,063
mm) da Merck e sistemas de eluentes CHCI3:MeOH em gradiente de polaridade.

As analises por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram
realizadas em cromatoplacas de vidro com silica gel 60 Fzs4 de 0,25 mm (Merck). As
placas de CCDA foram reveladas utilizando luz ultravioleta, reagente de Dragendorff e a
mistura MeOH/H,SO4 (1:1) seguidas de aquecimento em placa.

A inibicao qualitativa da acetilcolinesterase (AChE) foi avaliada em Silica gel 60
F254, 0,2 mm, suportada em aluminio (Merck) seguindo as metodologias de Rhee®® e
Marston®®.

A purificacdo dos compostos por Cromatografia em Camada Delgada Semi-
Preparativa (CCDSP) foi realizada em cromatoplacas de vidro com silica gel 60 Fas4
(Merck), medidas de 20 x 20 cm e espessura de 0,5 mm.

A purificacdo dos compostos por Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP) foram realizadas em cromatoplacas de vidro com mistura de silica
gel GFzs4 (Fluka) e silica gel 60 HF 254 (Merck), medidas de 20 x 20 cm e espessura de
gel 1 mm, preparadas em nosso laboratério.

A eluicdo das amostras nas placas foi realizada utilizando os sistemas de
solventes heptano:AcOEt ou CHCI3;:MeOH, associados a atmosfera de NHs, quando
necessario, para uma melhor separacdo das substancias nas cromatoplacas. Nas
CCDSP e CCDP apo6s a observacao sob luz ultravioleta os compostos tiveram a sua
area delimitada e retirados da placa por raspagem e posterior extragdo com sistema de
solvente CHCI3:MeOH (15%), seguida de filtracdo a vacuo e eliminacao do solvente em
evaporador rotativo a pressao reduzida.
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A presenca de alcaléides nos extratos obtidos foi observada pelo teste de
Mayer*,

Os solventes utilizados foram EtOH, MeOH, AcOEt, CHCI;, CH>Cl, e heptano,
analiticamente puros e/ou purificados.

Os reagentes utilizados foram sulfato de so6dio anidro (Nuclear), hidroxido de
amoénio (Synth), bicarbonato de sddio (Nuclear), cloreto de sddio (Nuclear), acido
acético (Synth), idodeto de potassio, nitrato de bismuto monohidratado (Nuclear),
Cloreto de mercurio (Merck), trisidroxi-metil-aminometano (Vetec), cloridratado de
trisidroxi-metil-aminometano (Merck), 5,5’-ditio-bis(2-acido nitro benzéico) - DTNB
(Sigma), iodeto de acetiltiocolina - ATCI (Sigma), cloreto de magnésio hexaidratado
(Synth), albumina sérica bovina (BSA), acetilcolinesterase de Electrophorus eletricus
(Sigma), sal fast blue B (Sigma-Aldrich) e acetato de 1-naftila (Acros Organic),

hidrobrometo de galantamina (Sigma) e fisostigmina (Fluka).

4.2. Obtencao do material vegetal

O material vegetal (bulbos) foi adquirido na cidade de Holambra - (SP), junto ao
produtor André Boersen que produz e comercializa plantas da familia Amaryllidaceae
para fins ornamentais. As espécies Amacrinum (catalogo n® 04) e Ismene festalis
(catalogo n® 23) foram adquiridas nos meses de agosto e novembro de 2005,
respectivamente. Os bulbos das espécies Amaryllis: “sidney” (catalogo n® 06 ), “desire”
(catalogo n® 06) e “belladonna” (catalogo n® 05), foram adquiridas no més de agosto de
2007.

4.3. Obtencao dos extratos EtOH e CH,Cl, das espécies de

Amaryllidaceae

Os bulbos, das espécies adquiridas, foram cortados em pequenos pedacos, secos
em estufa com circulacao de ar a 40 °C e moidos. As extracoes foram realizadas em
aparelhagem Soxhlet, sendo que as espécies Amacrinum e Ismene festalis foram

extraidas com EtOH e as trés variedades de Amaryllis “sidney”, “desire” e “belladonna”

foram extraidas inicialmente com CH.Cl, e depois com EtOH. Os processos extrativos

%3 Ugaz, O. L. Investigation Fitoquimica, 1988, Pontificia Universidad Catolica Del Peru — Fondo
Editorial, p. 192.
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foram mantidos até teste de Mayer negativo. Os extratos foram concentrados, em

evaporador rotativo a pressao reduzida e as massas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies de Amaryllidaceae estudadas e massa dos extratos.

o Peso Peso seco Massa dos extratos (g)
Espécie (bulbos)
fresco (g) (9) EtOH CH.Cl,
Amacrinum 3.297,0 1.018,0 93,9 -
Ismene festalis 4.980,0 1.328,0 49,7 -
Amaryllis “sidney’ 1.534,7 2241 13,4 3,9
Amaryllis “desire” 1.160,0 134,9 13,3 2,3
Amaryllis “belladonna” 1.157,5 156,3 14,8 2,1

4.4. Extracao acido-base do extrato EtOH dos bulbos de Amacrinum

O extrato EtOH (93,9 g) dos bulbos de Amacrinum (Tabela 2) foi submetido a
extracdo acido-base, direcionada para o isolamento de seus alcalbides, conforme o
Esquema 1, fornecendo os extratos CHCI; e AcOEt, codificados como ama e ama2,
respectivamente.
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Ext. EtOH dos bulbos de

Amacrinum (93,9 g)

1. Adicao de HOAc 10%, agitacao

1. Filtragao
residuo Sol. Aqg. Acida
2. Adl(}éo de NaHCO3(s)
até pH 8
Sol. Ag. Basica |
pH 8
1. Particao com CHCl;
Sol. Ag. Basica ll Sol. CHCl;
1. NH; conc. 1. Lavagem com solucao
até pH 10 saturada de NaCl
2. Seca com Na,SO,
3. Evaporacgéo do solvente
Sol. Ag. Basica ll
H 10
P Ext. CHCl; (ama)
AcOEt 8,0911 ¢
Sol. Ag. Basica lll Sol. AcOEt

1. Lavagem com solucao
saturada de NaCl

2. Seca com Na,SO,

3. Evaporagéo do solvente

Ext. AcOEt (ama2)
0,2011 g

bulbos de Amacrinum.
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4.5. Isolamento dos alcaloides de Amacrinum

O isolamento dos alcalbides foi realizado a partir de 5,0 g do extrato ama
(Esquema 1), que foi fracionado por CCF, em coluna com 50 mm de diametro e 18 cm
de altura, resultando em 72 fragdes, que depois de analisadas por CCDA foram
reagrupadas em 21 fracdes. Apds serem reunidas as fragées receberam um cédigo que
representa o extrato estudado e as fragdes reunidas, como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Fracionamento do extrato ama de Amacrinum.

Caddigo Massa (g) Eluente
ama 1-4 0,0056 CHCl3: MeOH (2%)
ama5 0,0189 “
ama 6-7 0,4814
ama 8-12 0,3250
ama 13-14 0,1885 “
ama 15-17 0,2448 “
ama 18-19 0,0876 CHCl3: MeOH (5%)
ama 20-21 0,1307
ama 22-24 0,8140 ¢
ama 25-26 0,2340 “
ama 27-29 0,0708
ama 30-36 0,3412 ¢
ama 37-46 0,4777 “
ama 47-57 0,2427 CHCl3: MeOH (10%)
ama 58-61 0,1309
ama 62 0,2043 CHCl3: MeOH (15%)
ama 63 0,2862 ”
ama 64-66 0,4759 CHCl3: MeOH (20%)
ama 67-68 0,0723 CHCl3: MeOH (25%)
ama 69 0,0163 “
ama 70-72 0,0355 “
Total recuperado 4,8843 ou 98%
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4.5.1. Purificacao da fracao ama 6-7

A fragcdo ama 6-7 (0,4814 @), Tabela 3, foi submetida a CCF, em coluna com 25
mm de didmetro, obtendo-se 40 fracdes, de 20 mL cada, que foram reagrupadas em 8
fracOes, de acordo com suas caracteristicas em CCDA. O Esquema 2 mostra a
purificacdo da fragcdo ama 6-7 por CCF e CCDP. Desta fracéo isolamos o alcaléide AMA
6.18 (1) — beladina.

ama 6-7
0,4814 g

CCF - 40 fracoes
apds CCDA
agrupadas em 8

ama 6-7.18
0,0324 g

CCDP
heptano:AcOEt (80%)
atm. NH3

4 fracoes

ama 6-7.18.1
0,0093 g
AMA 6.18 (1)

Esquema 2: Fracionamento de ama 6-7.
H3CO.
e
N
OCHj3

AMA 6.18: beladina (1)

Ci9Ho5NO3z — MM 315.411
Isolado de: Nerine filifolia'®, Nerine bowdenii W. Wats.** e Crinum latifolium*

Descricao fisica: sélido amarelo

* Lyle, R. E.; Kielar, E. A.; Crowder, J. R.; Wildman, W. C. Journal of the Americam Chemical
Society, 1960, 82, 2620-2625.
4 Ghosal, S.; Saini, K. S.; Arora, V. K. Journal of Chemical Research, 1983, S, 238-239.
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RMN 'H: Esp. 1, pag. 70; Tabela 11, pag. 69.

RMN '3C: Esp. 4, pag. 71; Tabela 11, pag. 69.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC - Esp. 5, pag. 72; Esp. 6, pag. 72; Esp. 9, pag. 74.,
Esp. 10, pag. 74.

EM: Esp. 14, pag. 76, [m/z (%)]: 151 (100) e 194 (32).

4.5.2. Purificacao da fracao ama 8-12

A fracdo ama 8-12 (0,3250 g), Tabela 3, foi aplicada em 3 placas de CCDP,
eluida com heptano:AcOEt (75%), em atmosfera de NHs, resultando em 8 novas
fracOes, sendo que trés destas sofreram novas purificacbes por CCDSP e CCDP. A
purificacdo da fracdo ama 8-12 esta apresentada no Esquema 3. Neste fracionamento
isolamos os alcaléides AMA 1.10 (6), AMA 3.10 (7) e AMA 4.11 (7).

ama 8-12
0,3250 g
CCDP
CHCI3:MeOH (2%)
atm. NH;
5 frac6es
ama 8-12.3 ama 8-12.4 ama 8-12.5
0,0345 g 0,0804 g 0,0941 g
CCDSP CCDP CCDP
heptano:AcOEt (75%) heptano:AcOEt (75%) heptano:AcOEt (75%)
5 fracOes 3 fracdes 3 fracdes
ama 8-12.3.2 ama 8-12.4.2 ama 80-12.5.2
0,0057 g 0,0215¢g 0,0356 g
AMA 1.10 (6) AMA 3.10 (7)
CCDSP
heptano:AcOEt (75%)
3 fragdes
ama 8-12.5.2.1
0,0202 g
AMA 4.11 (7)

Esquema 3: Fracionamento de ama 8-12.
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OCH,

AMA 1.10: 11-O-acetil-ambelina (6)

C20H23NOg — MM 373

Isolado dos bulbos de: Nerine filifolia'®, Ammocharis tinneana®, Brunsvigia
josephinae®’.

Descricao fisica: sélido branco amorfo

RMN 'H: Esp. 78, pag. 140; Tabela 18, pag. 139.

RMN '3C: Esp. 82, pag. 142; Tabela 18, pag. 139.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 83, pag. 142; Esp. 84, pag. 143; Esp. 86, pag. 144
e Esp. 88, pag. 145.

EM: Esp. 89, pag. 145, [m/z (%)]: 211 (25), 241 (27), 254 (56), 270 (23), 282 (45), 214
(64) e 373 [M™] (100).

DC (em MeOH): [0]z52 + 4.206,68; [0]252 - 2.639,61, Figura 58, pag. 195.

Rotacao 6ptica: - 15° (¢, 0,5 mg/mL, CHCI5)

%6 Machocho, A.; Chhabra, S. C.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J. Phytochemistry, 1999,
51, 1185-1191.
*" Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J.; Mathee, S.; Campbell, W. E. Phytochemistry, 1995, 40,
961-965.

41



OCHj
AMA 3.10, AMA4.11, AMA 9.28, AMA 11.30: undulatina (7)

C1gH21NOs — MM 331

Isolado dos bulbos de: Nerine filifolia'®, Crinum macowanni'®, Nerine bowdenii W.
Wats**, Ammocharis tinneana®®, Brunsvigia josephinae*’, Crinum moorei®, Brunsvigia
orientalis*®, Amaryllis belladonna®.

Descrigao fisica: cristais incolores em formato de agulha

IV: Esp. 51, pag. 117, (pastilha de KBr) vmax. (cm™): 3.433, 2.942, 1.666, 1.476, 1.398,
1279, 1.210, 1.083, 1.049, 923, 805.

RMN "H: Esp. 52, pag. 117; Tabela 16, pag. 116.

RMN '3C: Esp. 54, pag. 118; Tabela 16, pag. 116.

DEPT, HSQC e COSY: Esp. 55, pag. 119; Esp. 56, pag. 119 e Esp. 58, pag.120.

EM: Esp. 63, pag. 123, [m/z (%)]: 205 (36), 215 (8), 272 (6), 286 (15), 302 (11), 300
(10), 316 (7) e 331[M™] (100).

DC (em MeOH): [0]250 + 3.592,56; [0]285 — 374,02; Figura 56, pag. 194.

Rotacéo optica: - 47° (c, 18 mg/mL, CHCI5).

4.5.3. Purificacao da fracao ama 13-14

A fracdo ama 13-14 (0,1885 g), Tabela 3, foi aplicada em 2 placas de CCDP,
eluida com heptano:AcOEt (75%), em atmosfera de NHs, duas das novas fracdes que
sofreram purificacées por CCDP. A purificacdo da fracdo ama 13-14 esta apresentada
no Esquema 4. Desta fragao isolamos AMA 9.28 (7) e AMA 8.27 (2).

* Fennell, C. W.; Elgorashi, E. E.; van Staden, J. Journal of Natural Products, 2003, 66, 1524-
1526.
*9 Viladomat, F. Almanza, G. R.; Codina, c.; Bastida, J.; Campbell, W. E.; Mathee, S.
Phytochemistry, 1996, 43, 1379.
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ama 13-14
0,1885¢

CCDP
heptano:AcOEt (75%)
atm. NH;

4 fracoes

ama 13-14.3
0,1300 g

CCDP

ama 13-14.4
0,0349 ¢

CCDP

heptano:AcOEt (80%)
atm. NH;

heptano:AcOEt (80%)
atm. NH;

3 fragdes 3 fragdes
ama 13-14.3.2 ama 13-14.4.3
0,1166 g 0,0245 g
AMA 8.27 (2)
CCDP

heptano:AcOEt (80%)
atm. NH;
2 fracoes

ama 13-14.3.2.2
0,0655¢
AMA 9.28 (7)

Esquema 4: Fracionamento de ama 13-14.

T

N\/\@\
OCHgs;

AMA 8.27 e AMA 10.30: N-desmetilbeladina (2)

C17H23NO3 — MM 301

Isolado dos bulbos de: Nerine filifolia'

Descricao fisica: sélido amarelo

RMN 'H: Esp. 15, pag. 81; Tabela 13, pag. 80.
RMN '3C: Esp. 17, pag. 83; Tabela 13, pag. 80.
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DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 18, pag. 82; Esp. 19, pag. 83; Esp. 22, pag. 84,

Esp. 23, pag. 85.

EM: Esp. 24, pag. 85, [m/z (%)]: 151 (100) e 180 (18).

4.5.4. Purificacao da fracao ama 18-19
A fracdo ama 18-19 (0,0876 g), Tabela 3, foi aplicada em 1 placa de CCDP,
eluida com heptano:AcOEt (75%) resultando em 5 novas fracdes e duas destas

sofreram novas purificacbes por CCDP. A purificacdo da fracdo ama 18-19 esta

apresentada no Esquema 5. Deste fracionamento isolamos AMA 10.30 (2) e AMA

11.30 (7).
ama 18-19
0,0876 g
CCDP
heptano:AcOEt (75%)
5 fracoes
ama 18-19.1 ama 18-19.2
0,0220 g 0,0191 g
CCDP CCDSP
heptano:AcOEt (70%) heptano:AcOEt (70%)
atm. NHs atm. NHs
3 fracoes 2 fracoes
ama 18-19.1.1 ama 18-19.2.2
0,0134 g 0,0166 g
AMA 10.30 (2) AMA 11.30 (7)

Esquema 5: Fracionamento de ama 18-19.

4.5.5. Purificacao da fracao ama 20-21
A fracdo ama 20-21 (0,1307 g), Tabela 3, foi aplicada em duas placas de CCDP,

eluida com heptano:AcOEt (80%) resultando em 6 novas fragdes, sendo que duas

destas sofreram novas purificagées por CCDSP e CCDP. A purificagcdo da fragdo ama
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20-21 esta apresentada no Esquema 6.

ama 20-21.3.1.1
0,0075 g

ama 20-21.3.1.2
0,0070 g

ama 20-21
0,1307 g
CCDP
heptano:AcOEt (70%)
6 fracdes
ama 20-21.2 ama 20-21.3
0,0167 g 0,0787 ¢
CCDSP CCDP
CHCI3:MeOH 2% CHCI3:MeOH 2%
atm. NH3 atm. NHs
2 fracoes 2 fracoes
ama 20-21.2.2
0,0075 g
ama 20-21.3.1 ama 20-21.3.2
0,0148 g 0,0385¢g
CCDP CCDP
heptano:AcOEt heptano:AcOEt
(50%)/ atm. NH3 (50%){ atm. NHs
2 fracoes 2 fracoes

ama 20-21.3.2.1

0,0177 g

ama 20-21.3.2.2
0,0129 g

Esquema 6: Fracionamento de ama 20-21.

As fragcbes 20-21.2.2, 20-21.3.1.1

e 20-21.3.2.1,

purificadas conforme o

Esquema 6, foram analisadas por CCDA, reunidas, denominada AMA 13.34 e

identificada como o alcaloide 4.

45




OCH3
AMA 13.34 e AMA 15.40: bufanidrina (4)

CigH21NO4 — MM 315

Isolado dos bulbos de: Nerine bowdenii W. Wats**, Ammocharis tinneana®®, Brunsvigia
josephinae®’, Crinum macowanii'®.

Descrigéo fisica: cristais incolores em formato de agulha

RMN 'H: Esp. 40, pag. 106; Tabela 15, pag. 105.

RMN '3C: Esp. 43, pag. 107; Tabela 15, pag. 105.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 44, pag. 108; Esp. 45, pag. 108; Esp. 47, pag.
109, Esp. 49, pag. 110.

EM: Esp. 50, pag. 111, [m/z (%)]:245 (46), 260 (28), 284 (35), 300 (28) e 315 [M™]
(100).

DC (em MeOH): [0]z50 + 5.455,52; [0]286 — 2.279,96; Figura 56, pag. 194.

Rotacéo 6ptica: - 27° (¢, 19 mg/mL, CHCI5).

4.5.6. Purificacao da fracao ama 22-24

A fragcdo ama 22-24 (0,8140 g), Tabela 3, foi aplicada em 7 placas de CCDP,
eluida com heptano:AcOEt (80%), em cuba com atmosfera de NHs, resultando em 6
novas fragcbes, sendo que a fracdo ama 22-24.3 sofreu nova purificagdo por CCDP e
duas de suas fracoes foram repurificadas por CCDP e CCDSP. A purificacdo da fracao
ama 22-24 estd apresentada no Esquema 7. Este fracionamento resultou no
isolamento dos alcaléides AMA 15.40 (4) e AMA 16.43 (5).
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ama 22-24
0,8140 g

CCDP

atm. NH3
6 fracoes

ama 22-24.3
0,2080 g

CCDP

atm. NH3

4 fracoes

heptano:AcOEt (80%)

CHCls:MeOH (1%)

ama 22-24.3.2
0,0903 g

CCDP

3 fracbes

ama 22-24.3.2.1
0,0523 g

CCDSP

2 fracOes

CHCl3:MeOH
(5°/o)/atm. NH3

ama 22-24.3.2.1.2
0,0333 g
AMA 15.40 (4)

CHCls:MeOH (3%)
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ama 22-24.3.3
0,0678 g

CCDP

3 fracoes

ama 22-24.3.3.2
0,0305 g

CCDSP

3 fragdes

ama 22-24.3.3.2.2
0,0186 g
AMA 16.43 (5)

Esquema 7: Fracionamento de ama 22-24.

CHClI3:MeOH
(5%)/atm. NH3

CHCl3:MeOH
(5%)/atm. NH3




AMA 16.43: 1-O-acetil-licorina (5)
C1gH1gNOs — MM 329
Isolado dos bulbos de: Crinum moorei, Nerine bowdenii W. Wats**, Crinum kirkii'®
Descricao fisica: sélido amorfo amarelo
IV: Esp. 105, pag. 164, (pastilha de KBr) vma. (cm™): 3.444, 2.878, 1734, 1.505, 1483,
1.246, 1.040.
RMN 'H: Esp. 106, pag. 164; Tabela 20, pag. 163.
RMN '3C: Esp. 109, pag. 166; Tabela 20, pag. 163.
DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 110, pag. 166; Esp. 111, pag. 167; Esp. 112, pag.
167 e Esp. 114, pag.168.
EM: Esp. 118, [m/z (%)]: 226 (100), 227(79), 240 (13), 250, 27(), 268 (38), 329 [M"]
(44).
DC (em MeOH): [0]244 + 5.946,66; [0]201 — 5.743,47; Figura 60, pag. 196.
Rotacéao 6ptica: - 116° (c, 1,6 mg/mL, CHCI5)

4.5.7. Purificacao da fracao ama 25-26
A fragcdo ama 25-26 (0,2340 g), Tabela 3, foi aplicada em duas placas de CCDP
e eluida com CHCI3:MeOH (5%), em cuba com atmosfera de NHs. A fracdo ama 25-

26.1 foi purificada, também, por CCDP como apresentado no Esquema 8.
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ama 25-26
0,2340 g

CCDP
CHCI3:MeOH (5%)
atm. NHs

5 fracOes

ama 25-26.1
0,1935¢

CCDP
CHCl3:MeOH
(3%)/atm. NH3
3 fracOes

ama 25-26.1.2
0,0651 g
AMA 7.13 (9)

Esquema 8: Fracionamento por CCDP de ama 25-26.

OCH3;

AMA 7.13: bufanisina (9)

C17H19NO3 — MM 285

Isolado dos bulbos de: Nerine bowdenii W. Wats**, Ammocharis tinneana’, Crinum
moorei'®, Crinum amabile®, Crinum bulbispermum®'

Descrigéo fisica: cristais incolores em formato de agulha

IV: Esp. 90, pag. 151; (pastilha de KBr) vma. (cm™): 3.436, 2.955, 2987, 1635, 1615,
1508, 1.480, 1231, 1034, 931.

0 @) Pham, L. H.; Dépke, W.; Wagner, J.; Miigge, C. Phytochemistry, 1998, 48, 371-376. b)
Likhitwitayawuid, K.; Angerhofer, C. K.; Chai, H.; Pezzuto, J. M.; Cordell. G. A. Journal of
Natural Products, 1993, 56, 1331-1338.
ST Ali, A. A.; Ramadan, M. A.; Frahm, A. W. Planta Medica, 1984, 50, 424-427.
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RMN 'H: Esp. 91, pag. 151; Tabela 19, pag. 150.

RMN '3C: Esp. 95, pag. 153; Tabela 19, pag. 150.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 96, pag. 154; Esp. 97, pag. 154; Esp. 98, pag. 155
e Esp. 99, pag.155.

EM: Esp. 104, pag. 158 [m/z (%)]:215 (44), 216 (13), 230(12), 254 (28), 279 (11), 285
[M*] (100).

DC (em MeOH): [6]244 + 10.612,60; [6]203 — 11.021,91, Figura 54, pag. 193.

Rotacéo 6ptica: [a]p = - 27° (¢, 19 mg/mL, CHClI3)

4.5.8. Purificacao da fracao ama 30-36
A fragcdo ama 30-36 (0,3412 g), Tabela 3, foi aplicada em 4 placas de CCDP,
eluida com CHCI3:MeOH (10%), em cuba com atmosfera de NHj;, resultando em 6
novas fragdes, sendo que a fragdo ama 30-36.2 sofreu nova purificagdo por CCDP. A
purificacdo da fracdo ama 30-36 esta apresentada no Esquema 9.

ama 30-36
0,3412 g

CCDP
CHCI3:MeOH (10%)
atm. NHs

5 fracGes

ama 30-36.2
0,1821 g

CCDP
CHCI3:MeOH (5%)
atm. NHs

3 fracoes

ama 30-36.2.2
0,1485¢
AMA 5.15 (8)

Esquema 9: Fracionamento por CCDP de ama 30-36.
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OCHj

AMA 5.15: ambelina (8)
C18H21NO5 - MM 331

Isolado dos bulbos de: Nerine bowdenii W. Wats*, Nerine filifolia'®, Ammocharis
tinneana®®, Crinum amabile®®, Crinum bulbispermum'®, Brunsvigia littoralis®?

Descrigéo fisica: sélido amorfo amarelo

IV: Esp. 64, pag. 129 (pastilha de KBr) vma. (cm™): 3.433, 3.084, 2927, 1.618, 1482,
1.404, 1.098, 1.060, 1.038.

RMN 'H: Esp. 65, pag. 129; Tabela 17, pag. 128.

RMN '3C: Esp. 68, pag. 131; Tabela 17, pag. 128.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 69, pag. 131; Esp. 70, pag. 8; Esp. 72, pag. 133 e
Esp. 74, pag. 134.

EM: Esp. 77, pag. 135, [m/z (%)]: 211 (38), 241 (40), 270 (32), 287 (92), 298 (34) e
331[M*] (91).

DC (em MeOH): [6]2ss + 703,67; [6]252 — 2.639,61; Figura 58, pag. 195.

Rotacéo 6ptica: [a]p = + 36° (¢, 20 mg/mL, CHCI5)

4.5.9. Purificacao da fracao ama 64-66

A fragcdo ama 64-66 (0,4759 g), Tabela 3, foi aplicada em 5 placas de CCDP,
eluida com CHCI3:MeOH (75%), em cuba com atmosfera de NHs, resultando em 3
novas, sendo que a fracdo ama 64-66.2 foi codificada como AMA 14.37 e identificada

como alcalbide 3. A purificacdo da fragcado ama 64-66 esta apresentada no Esquema 10.

°2 Campbell, W. E.; Nair, J. J.; Gammon, D. W,; Bastida, J.; Codina, C.; Viladomat, F.; Smith, P.
J.; Albrecht, C. F. Planta Medica, 1998, 64, 91-93.
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ama 64-66
0,4759 g

CCDP
CHCI3:MeOH (10%)
atm. NH3

3 fracoes

ama 64-66.2
0,1413 g
AMA 14.37 (3)

Esquema 10: Fracionamento por CCDP de ama 64-66.

crinina (3)

C16H17NO3z — MM 271

Isolado dos bulbos de: Crinum kirkii'®, Crinum moorei, Nerine bowdenii W. Wats***?,
Brunsvigia josephinae*’, Ammocharis tinneana®®, Crinum bulbispermum®', Brunsvigia
littoralis™

Descrigao fisica: cristais incolores em formato de agulha

IV: Esp. 25, pag. 93, (pastilha de KBr) vmax. (cm™): 3.147, 2.910, 2.874, 1.618, 1.502,
1.482, 1.251, 1.233, 1.033, 931, 847.

RMN "H: Esp. 26, pag. 93; Tabela 14, pag. 92.

RMN '3C: Esp. 30, pag. 95; Tabela 14, pag. 92.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 31, pag. 96; Esp. 32, pag. 96; Esp. 35, pag. 98 e
Esp. 36, pag. 98.

EM: Esp. 39, pag. 100 [m/z (%)]: 157 (8), 187 (36), 199 (44), 215 (10), 228 (20), 242
(12) 252 (13), 254 (12), 271 [M*] (100)

DC (em MeOH): [0]244 + 10.612,60; [6]295 — 8.651,95; Figura 54, pag.193.

Rotacéo optica: [a]p = - 18° (¢, 20 mg/mL, CHCl3)
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4.6. Extracao acido-base do extrato EtOH dos bulbos de Ismene
festalis

O extrato EtOH (49,7 g) dos bulbos de . festalis foi submetido a extracdo acido-
base, conforme o Esquema 11, fornecendo os extratos CHCI; e AcOEt que foram
codificados como ifb e ifb2, respectivamente.

Ext. EtOH dos bulbos de /.
festalis (49,7 g)

1. Adigao de HOAc 10%, agitacao

2. Filtracao
residuo Sol. Aq. Acida
1. Adigdo de NaHCOg) até pH 8
Sol. Ag. Basica |
pH 8
1. Particao com CHCl;
Sol. Ag. Basica Il Sol. CHCl;

1. Lavagem com solucéo
saturada de NaCl
2. Seca com Na,SO,

1. NH3 conc. até pH 10

Sol. Ag. Basica Il =
oH 10 3. Evaporagéao do solvente
Ext. CHCI; (ifb)
AcOEL 49811 g
Sol. Ag. Basica lll Sol. AcOEt

1. Lavagem com solucéo
saturada de NaCl

2. Seca com Na,SO,

3. Evaporagéo do solvente

Ext. AcOEt (ifb2)
0,36411 g

Esquema 11: Fracionamento acido-base, dirigida a obtencdo de extratos ricos em alcaléides
dos bulbos de |. festalis.
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4.7. lIsolamento dos alcaldides de Ismene festalis
O isolamento dos alcalbdides foi realizado a partir de 3,8 g do extrato ifb
(Esquema 11), que foi fracionado por CCF, em coluna com 50 mm de diametro e 19 cm
de altura, resultando em 90 fragdes, que depois de analisadas por CCDA foram
reagrupadas em 21 fracdes. Apds serem reunidas as fragées receberam um cédigo que
representa o extrato estudado e as fragdes reunidas, como apresentado na Tabela 3.
Tabela 3. Fracionamento do extrato ifb de Ismene festalis.

Caddigo Massa (g) Eluente
ifb 1-3 0,0387 CHClI3:MeOH (2%)
ifo 4 0,0212 “
ifb 5-8 0,1536
Ifo 9-11 0,0019
ifb 12-14 0,0069 ¢
ifo 15 0,0080 “
ifb 16-18 0,4055
ifb 19-21 0,1995
ifb 22-24 0,0620 CHClI3:MeOH (5%)
ifb 25-26 0,0209 “
ifo 27-28 0,0259
ifbo 29-34 0,0656 “
Ifo 35-41 0,3400 CHClI3:MeOH (10%)
ifo 42-52 0,2492 ¢
ifbo 53-57 0,2050 CHClI3:MeOH (15%)
Ifo 58-62 0,1242 “
ifo 63-66 0,0401 “
ifo 67-68 0,0137
ifo 69-73 0,0328
ifo 74-78 0,0464 “
Ifo 79-90 1,0984 CHClI3:MeOH (20%)
Total recuperado 3,1595 g ou 83%
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4.7.1. Purificacao da fracao ifb 16-18
A fracéo ifb 16-18 (0,4055 g), Tabela 4, foi aplicada em 4 placas de CCDP,
eluida com heptano:AcOEt (30%), em cuba com atmosfera de NHjs, resultando em 3
novas, sendo que duas de suas fracoes foram repurificadas por CCDP. A purificacéo da
fracao ifb 16-18 esta apresentada no Esquema 12.

ifb 16-18
0,4055 g

CCDP
heptano:AcOEt (30%)
atm. NH;

3 fracbes

ifb 16-18.2
0,0774 g

CCDP
heptano:AcOEt (40%)
4 fracoes

ifb 16-18.2.2
0,0313 g

CCDP
heptano:AcOEt (40%)
4 fracoes

ifb 16-18.2.2.2
0,0161 g
IFB 2.17 (10)

Esquema 12: Fracionamento de ifb 16-18.
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IFB 1.09 e IFB 2.17: tazetina (10)

C1gH21NO5 — MM 331

Isolado dos bulbos de: Himenocallis expansa®, Hippeastrum glaucens®, Hippeastrum
eqliestre Herb.®**° Hippeastrum (hibrido)*°, Galanthus gracilis*, Galanthus caucasicus,
Cyrtanthus breviflorus, Narcissus bulbocodium’, Sprekelia formosissima>*

Descrigao fisica: cristais incolores em formato de agulha

IV: Esp. 118, pag.175 (pastilha de KBr) vma. (cm™): 3.350, 2.972, 2.942, 2.491, 1.658,
1.501, 1.488, 1.460.

RMN "H: Esp. 119, pag. 175; Tabela 22, pag. 174.

RMN '3C: Esp. 122, pag. 177; Tabela 22, pag. 174.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 123, pag. 177; Esp. 125, pag. 178; Esp. 126, pag.
179, Esp. 127, pag. 179.

DC (em MeOH): [0]240 + 30.677,48; [6]290 — 3.330,11; Figura 62, pag. 197.

Rotacéao 6ptica: +135° (¢, 22 mg/mL, CHCI3)

4.7.2. Purificacao da fracao ifb 58-62

A fracao ifb 58-62 (0,1242 g), Tabela 4, foi aplicada em 2 placas de CCDP,
eluida com CHCI3;:MeOH (15%), em cuba com atmosfera de NHs, resultando em 5
fracGes, sendo que ifb 58-62.2 sofreu nova purificagdo por CCDP. A purificacdo da

fracao ifb 58-62 esta apresentada no Esquema 13.

3 Pham, L. H.; Griindemann, E.; Wagner, J.; Bartozek, M.; Dépke, W. Phytochemistry, 1999,
51, 327.
* Hohmann, J.; Forgo, P.; Molnér, J.; Wolfard, K.; Molnar, A.; Thalhammer, T.; Mathé, |.;
Sharples, D. Planta Medica, 2002, 68, 452-454.
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ifb 58-62
0,1242 g

CCDP
CHCI3:MeOH (15%)
atm. NHs

5 fracbes

ifb 58-62.2
0,0322 g

CCDP
CHCI3:MeOH (10%)
atm. NH3

2 fracOes

ifb 58-62.2.1
0,0202 g
IFB 5.39 (11)

Esquema 13: Fracionamento de ifb 58-62.

OCHj

IFB 5.39: haemantidina (11)
Cy17H1gNO5 — MM 317

Isolado dos bulbos de: Himenocallis expansa®®, Pancratium sickenbergerf®, Pancratium
maritimum®®, Zephyranthes citrina®’, Sprekelia formosissima®

Descrigao fisica: sélido branco amorfo

IV: Esp. 129, pag. 184, (pastilha de KBr) vmax. (cm™): 3.421, 2.923, 2.897, 1.503, 1.483,
932.

RMN 'H: Esp. 130, pag. 184: Tabela 23, pag. 183.

% Abou-Donia, A. H.; Amer, M. E.; Darwish, F. A.; Kassen, F. F.; Hammoda, H. M.; Abel-Kader,
M. S.; Zhou, B. N.; Kingston, D. G. |. Planta Medica, 2002, 68, 377-381.
* Tato, M. P. V.; Castedo, L.; Riguera, R. Heterocycles, 1988, 27, 2833-2838.
" Herrera, M. R.; Machocho, A. K.; Brun, R.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J. Planta
Medica, 2001, 67, 191-193.
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RMN '3C: Esp. 133, pag.186; Tabela 22, pag. 183.

DEPT, HSQC, COSY e HMBC: Esp. 134, pag. 186; Esp. 135, pag.187; Esp. 137, pag.
188, Esp. 139, pag. 189.

DC (em MeOH): [0]244 - 9.692,90; [0]292 + 9.588,31; Figura 54, pag. 193.

Rotacéo optica: - 8° (¢ 1,5 mg/mL, CHClI5)

4.7.3. Purificacao da fracao ifb 79-90

A fracédo ifb 79-90 (1,0984 g), Tabela 4, foi dividida em duas partes. Em 5 placas
de CCDP foram aplicados 0,5005 g desta fracao, que foi eluida com CHCI3:MeOH (5%),
em cuba com atmosfera de NHjs, resultando em 5 fragdes. A purificagdo da fragao ifb

79-90 esté apresentada no Esquema 14.

ifb 79-90
0,5005 g
CCDP
CHCI3:MeOH (5%)/atm. NH3
5 fracOes
ifb 79-90.3 ifo 79-90.4
0,0481 g 0,1017 g
IFB 1.09 (10)
CCDP
CHCI3:MeOH (5%)
atm. NHs
3 fracoes
ifb 79-90.4.2 ifb 79-90.4.3
0,0343 g 0,0335¢
CCDP
CHCl3:MeOH
(5%)/atm. NH3
4 fracoes
ifb 79-90.4.3.3
0,0078 g

Esquema 14: Fracionamento de ifb 79-90.
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As fragdes ifb 79-90.4.2, ifb 79-90.4.3.3 e o alcaléide 10 (IFB 1.09 e IFB 2.17)
foram analisados por CCDA, onde apresentaram as mesmas caracteristicas e mesmo
Rf.

4.8. Extracao acido-base dos extratos CH.Cl, e EtOH dos bulbos de
Amaryllis

Os extratos CH.Cl, e EtOH dos bulbos das trés espécies de Amaryllis foram
submetidos a extracdo acido-base, direcionada para a obtencdo de fragdes ricas em
alcaléides, conforme o Esquema 15, fornecendo para todas as espécies dois extratos
CHCI; e dois extratos AcOEt (Tabela 4).

Tabela 4: Massa dos extratos de Amaryllis obtidos por fracionamento acido-base.

Massa dos extratos (g)
Espécie (bulbos) CH2Cl» EtOH
CHCl3 | AcOEt | CHCI3 I AcOEt Il
Amaryllis “sidney” 0,1837 0,1321 0,5793 0,0280
Amaryllis “desire" 0,3515 0,1086 0,2461 0,0137
Amaryllis “belladonna” 0,5269 0,2424 0,4098 0,0408
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Ext. EtOH ou CH2C|2

de Amaryllis
1. Adicao de HOAc 10%, agitacao
2. Filtracao
residuo Sol. Ag. Acida
1. Adicdo de NaHCOg3) até pH 8
Sol. Ag. Basica |
pH 8
1. Particdo com CHCl;
Sol. Aq. Basica Il Sol. CHCl3
1. NH; conc. até pH 10 1. Lavagem com solucao
saturada de NaCl
Sol. Ag. Bésica ll 2. Seca com NaxSO4
pH 10 3. Evaporacao do solvente
1. AcOEt
Extratos
CHCl;
Sol. Aqg. Bésica lll Sol. AcOEt

Extratos
AcOEt

1. Lavagem com solugéo
saturada de NaCl

2. Seca com Na,SO,4

3. Evaporacao do solvente

Fluxograma 15: Fracionamento &cido-base, dirigida a obtencao de extratos ricos em alcaldides

dos bulbos de Amaryllis.
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4.9. Fracionamento dos extratos de Amaryllis
4.9.1. Extrato Amaryllis “sidney”

O extrato CHCIs Il de Amaryllis “sidney" (0,1285 g), Tabela 4, foi fracionado por
CCPA, obtendo-se 5 fracoes de 100 mL cada, como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Fracionamento do Ext. CHCIs Il de Amaryllis “sidney"

Fracoes Massa (g) Eluente
1 0,0045 CHCl;
2 0,0728 CHCl3: Metanol (5%)
3 0,0181 CHCl3: Metanol (10%)
4 0,0150 CHCl3: Metanol (20%)
5 0,0146 “
Total recuperado 0,1250 ou 97%

4.9.2. Extrato Amaryllis “desire”

O extrato CHCI; Il de Amaryllis “desire" (0,2440 g), Tabela 6, foi fracionado por
CCPA, obtendo-se 5 fracoes de 100 mL cada, como apresentado na Tabela 7.

Tabela 6: Fracionamento do Ext. CHCI; Il de Amatryllis “desire"

Fracées Massa (g) Eluente
1 0,0070 CHCl;
2 0,1258 CHCl3: Metanol (5%)
3 0,0397 CHCl3: Metanol (10%)
4 0,0348 CHCl3: Metanol (20%)
5 0,0142 :
Total recuperado 0,2215 ou 91%
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4.9.3. Extrato Amaryllis “belladonna”

O extrato CHCI3 Il de Amaryllis “belladonna” (0,3800 g), Tabela 5, foi fracionado
por CCPA, obtendo-se 5 fracdes de 100 mL cada, como apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Fracionamento do Ext. CHCI; || de Amaryllis “belladonna”

Fracoes Massa (g) Eluente
1 0,0361 CHCl;
2 0,1647 CHCl3: Metanol (5%)
3 0,0675 CHCl3: Metanol (10%)
4 0,0602 CHCl3: Metanol (20%)
5 0,0166 ¢
Total recuperado 0,3451 ou 91%

4.10. Testes de Inibicao de Acetilcolinesterase (AChE)
4.10.1. Solucoes utilizadas

Tampao A - Tris-HCI 50 mM, pH 8: 4,34 g de cloridratado de trishidroxi-metil-
aminometano e 2,65 g de tris-hidroximetil-amino metano foram utilizados para preparar
1 litro de solugdo com agua Milli-Q, para a verificagdo do pH utilizamos papel indicador
de pH da Merck.

Tampao B - Tris-HCI 50 mM contendo 0,1% de BSA.

Tampao C - Tris-HCI 50 mM contendo NaCl 0,1 M (m = 0,5850 g) e MgCl,-6H.O
0,02 M (m = 0,4066 Q).

Enzima acetilcolinesterase — fornecida na forma de p6 liofilizado contendo 1,75
mg, 705,25 unidades de enzima (U), que foi dissolvido com 1,5 mL de tampao A para
produzir uma solucao estoque de 470 U/mL, que em seguida foi dividida em aliquotas
de 127 uL (60 U). Estas foram diluidas a 1 mL e divididas em aliquotas de 200 puL
produzindo solucdes de 12 U, que foram diluidas com solucao tampao A para produzir
solugdes com 6 U/mL para ensaios em CCDA; ou entdo diluidas com tampéao B para
produzir solugdes de 0,25 U/mL, usadas nos ensaios em microplaca.

ATCI - solugcédo 2 mM (0,0058 g) para 10 mL de solucao produzida com tampéao
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A, para os ensaios em CCDA e solugdao 15 mM (0,0433 g) para 10 mL de solucao
produzida com agua Milli Q, para ensaios em microplaca.

DTNB - solugdo 2 mM (0,0079 g) para 10 mL de solucao produzida com tampao
A, para ensaios em CCDA e solucao 3 mM (0,0297 g) para 25 mL de solugao produzida
com tampao C, para ensaios em microplaca.

Acetato de 1-naftila - 0,2500 g de acetato de 1-naftila em 100 mL de EtOH.

Sal Fast Blue B - 0,4000 g de sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada.

Reagente de Dragendorff — solucdo 1 (0,85 g de subnitrato de bismuto, 10 mL
de acido acético e 40 mL de agua destilada), solucao 2 ( 8,0 g de iodeto de potassio em
20 mL de &gua destilada), sendo as solugbes 1 e 2 misturadas em concentragdo de 1:1
e reservada. Para a pulverizagdo das placas de CCDA 1 mL da solugéo reservada é
adicionada a uma solucao de acido acético 20%.

Inibidores de referéncia — hidrobrometo de galantamina 0,1 mM em metanol foi

utilizado, para ensaios em CCDA e fisostigmina 0,5 mM para ensaios em microplaca.

4.10.2. Inibicao qualitativa da AChE por CCDA

A avaliacédo qualitativa da inibicdo da acetilcolinesterase por CCDA foi realizada
por dois métodos. O primeiro método segue o procedimento adotado por Rhee®,
baseado no método de Ellman e o segundo segue o procedimento descrito por

Masrton*.

4.10.2.1. Metodologia de Rhee

Na metodologia adotada por Rhee, baseada no método de Ellmann, os extratos
foram diluidos em metanol a uma concentracdo de 10 mg/mL, entdo 2,5 uL de cada
extrato foram aplicados na placa de CCDA e eluidos com CHCI3:MeOH (10%); 2,5 uL
da solugcdo de galantamina, também, foi aplicado e utilizado como referéncia de
inibicdo. Apds o desenvolvimento da placa de CCDA e evaporacao do solvente a placa
foi borrifada com ATCI , DTNB e AChE, nesta ordem e com um pequeno intervalo de
tempo entre elas. Observa-se entdo uma coloragdo amarela na placa com manchas
brancas nos locais de inibicio da AChE, em aproximadamente 5 minutos, esta

coloragao desaparece em aproximadamente 10 minutos.
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4.10.2.2. Metodologia de Marston

Na metodologia proposta por Marston 1 mg dos extratos foram solubilizados em
1 mL de MeOH, entdo 15 uL de cada extrato foi aplicada na placa e eluidos com
CHCI3:MeOH (10%); 2,5 uL da solucédo de galantamina foi aplicado para ser utilizado
como referéncia de inibicdo. Apdés o desenvolvimento da placa de CCDA e da
evaporacao do solvente, a placa foi nebulizada com solugdo de AChE. Apds secagem,
a placa de CCDA foi colocada sobre uma placa de petri, que estava depositada dentro
de um pirex contendo um pouco de agua. Desta forma a dgua nédo entra diretamente
em contato com a placa de CCDA, mas a atmosfera permanece umida. O pirex foi
fechado com a tampa e foi colocado em estufa, e mantida a 37 °C, por 20 minutos. Em
seguida a placa de CCDA foi nebulizada com uma mistura das solu¢des 1-naftil acetato
(10 mL) de e sal Fast Blue B (40 mL), preparadas imediatamente antes do uso para
evitar decomposicdo. Apds um intervalo de 1-2 minutos, a placa desenvolve uma
coloragdo purpura com manchas brancas resultantes da inibicdo da enzima, que
desaparece apos 10 minutos.

Em ambos os experimentos seguindo o médoto de Rhee ou Marston uma réplica
da placa com os extratos analisados foi obtida nas mesmas condi¢cbes e borrifada com
solucao de Dragendorff, objetivando a visualizagdo dos constituintes dos extratos.

4.10.2.3. Testes com alcaldides de Amacrinum

Para verificar se os alcaldéides isolados de Amacrinum apresentavam potencial
para inibicdo da AChE foi seguido o mesmo procedimento adotado para os extratos,
sendo a concentracdo dos alcaldéides ~5 mM. Os alcaléides: beladina (1), N-
desmetilbeladina (2), crinina (3), bufanidrina (4), 1-O-acetil-licorina (5), 11-O-
acetilambelina (6), undulatina (7), ambelina (8), bufanisina (9) e o controle galantamina
(R) foram avaliados.

4.10.3. Testes em microplaca no FLASHScan
Os testes foram realizados no leitor FLASHScan 530 (Analytik Jena AG)

pertencente ao grupo da professora Dra. Anita Marsaioli (IQ/UNICAMP), em microplaca
de 96 pocgos.
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4.10.3.1. Parametros de medidas
A programagéao adotada neste aparelho foi a descrita abaixo:
Método:
Método de medida: absorbancia
Acessorio: nenhum
Pontos de medicao por poco: 1
Controle de temperatura: 25, 30 ou 37 °C
Agitacao: linear, 10 s, pequena e lenta
Extensao espectral:
Comprimento de onda individual: 405 nm
Absorbancia/Transmitancia:
Medigcdes por poco: 4
Medida de referéncia: a partir do arquivo referente a leitura da microplaca
vazia
Ciclo:
Medidas em ciclos: ativado
Numero de ciclos: 10
Tempo de espera (delay): 10 s
Intervalo de tempo entre os ciclos: 0 s

4.10.3.2. Obtencao da medida de referéncia

A programagéo descrita acima é, também, utilizada para a obtencdo da medida
de referéncia, que pode ser descrita como uma leitura da microplaca vazia que devera
ser subtraida da medida do experimento de hidrélise enzimatica.

Para obter esta medida de referéncia deve-se selecionar e ativar o icone Medida
de Referéncia, inserir no aparelho a microplaca vazia, que devera ser a mesma utilizada
no experimento de hidrélise, ao terminar a leitura ativar o icone salvar na janela
Absorbéancia/Transmitancia e nomear o arquivo que devera ser utilizado na
programacao descrita acima.
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4.10.3.3. Procedimento adotado para a montagem dos testes

As solucbes de ATCI e DTNB foram preparadas imediatamente antes das
analises, em seguida forma preparadas as solucoes A e B, seguindo as proporcoes
dadas abaixo.

Foram realizadas medidas para observar a hidrolise enzimatica e a hidrdlise
espontanea do substrato de forma simultanea.

Para a medida da hidrélise enzimatica utilizou-se:

200 pL de solugéo A (25 uL de ATCI 15 mM + 125 uL de DTNB 3 mM + 50
uL de solugao tampao B)

25 ulL de inibidor (alcal6ides)

25 uL de AChE

Para a medida da hidrélise espontanea utilizamos:

225 uL de Solugao B (25 uL de ATCI 15 mM + 125 uL. de DTNB 3 mM + 75
pL de solugao tampéo B)
25 plL de inibidor (alcal6ides)

A medida de 100% de atividade enzimatica foi realizada substituindo o inibidor
por 25 uL de MeOH, para compostos puros € 25 uL de solucdo 10% de MeOH em
tampao A, para extratos.

Os testes foram realizados em duplicata em dois momentos distintos obtendo-se,
portanto, a média de quatro medidas, que sao representados na forma de valores de
porcentagens ou ICso. A fisostigmina em concentracdo de 0,5 mM foi utilizada como
referéncia de inibicdo contra AChE.

A velocidade de reacao foi calculada pelo software Microsoft Office Excel 2007.
O acréscimo em absorbancia devido a hidrélise espontanea foi corrigido pela subtracao
entre a velocidade de reacdo por hidrélise enzimatica e a velocidade de reagédo por
hidrélise espontanea. As porcentagens de inibicdo foram calculadas por comparagao
entre as velocidades das amostras e a velocidade do experimento usando MeOH
(100% de atividade enzimatica). Os valores de ICs, foram calculados utilizando o

software Microcal Origin 6.1.
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4.10.3.4. Teste de inibicao de AChE em microplaca — Extratos de
Amacrinum e Amaryllis.

Os extratos foram solubilizados em metanol, concentracdo de 10 mg/mL, e em
seguida diluidos 10 vezes com tampao A. Os extratos avaliados foram: AcOEt Il de
Amacrinum (A), CHCI; Il de Amacrinum (B), AcOEt Il de Ismene festalis (C), CHCI3 Il de
I. festalis (D), AcOEt | de Amaryllis “sidney” (E), CHCI3 | de A. “sidney" (F), AcOEt Il de
Amaryllis “sidney” (G), CHCI3 Il de A. “sidney" (H), AcOEt | de A. “desire” (l), CHCI; | de
A. “desire” (J), AcOEt Il de A. “desire” (L), CHCI; Il de A. “desire” (M), AcOEt | de A.
“belladonna” (N), CHCI; | de A. “belladonna” (O) , AcOEt Il de A. “belladonna” (P),
CHCI3 1l de A. “belladonna” (Q).

4.10.3.5. Teste de inibicao de AChE em microplaca - Alcaldides de

Amacrinum e Ismene festalis.

Os alcaléides (3, 5, 7, 8, 9, 10 e 11) foram submetidos ao testes de inibicao de
AChE em microplaca, usando a metodologia descrita anteriormente, em concentracdes
que resultassem em inibicdo da reagédo enzimatica entre 10 e 80%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas da familia Amaryllidaceae utilizadas neste estudo foram obtidas na
cidade de Holambra - SP, cidade situada préxima a Campinas, em decorréncia das
plantas serem produzidas e comercializadas para fins ornamentais, exigindo assim
pradonizacdo de cultivo e pouca variabilidade. Permitindo a obtencdo de material
adicional para estudo, caso seja encontrado algum alcaldide com atividade
interessante.

As espécies adquiridas para estudo foram: o hibrido Amacrinum (Amaryllis x
Crinum), Ismene festalis (Hymenocallis festalis) e trés espécies de Amaryllis (‘sidney”,
“desire” e “belladonna”), Figuras 21 e 22. As duas primeiras foram submetidas ao
estudo fitoquimico para identificacao de seus alcalbides e as trés espécies de Amaryllis
foram utilizadas para verificar a contribuicdo quimica do género Amaryllis para a

produgéo do hibrido Amacrinum.

P

Figura 22: Espécies de Amaryllis (“sidney”, “desire” e “belladonna”, respectivamente),
cultivadas em Holambra - SP.
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5.1. Extracoes

Os bulbos das espécies de Amaryllidaceae foram secos em estufa a 40 °C,

moidas e submetidos a extracdo com EtOH e CH.Cl, de acordo com a espécie,

enquanto foi observada a formacao de precipitado branco com o reagente de Mayer,

que indicava teste positivo para a presenca de alcaléides. As massas dos extratos

obtidos estao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Espécies Amaryllidaceae estudadas e massa dos extratos EtOH e CHxCl».

Espécie Massa vegetal | Massa vegetal Extrato Extrato
fresca (g) seca (g) EtOH (g) CH.Cl2(g)
Amacrinum 3.297 1.018 93,9 -
Ismene festalis 4.980 1.328 49,7 -
Amaryllis “sidney" 1.535 224 13,4 3,9
Amaryllis “desire” 1.160 135 13,3 2,3
Amaryllis “belladonna” 1.157 156 14,8 2,1

Os extratos EtOH e CH>Cl» foram submetidos a tratamento acido base, devido ao

carater basico dos alcalbdides, com a finalidade de direcionar o estudo para o isolamento

destes compostos. As massas dos extratos obtidos estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9: Massa dos extratos de Amaryllidaceae obtidos apés fracionamento acido-

base.
Massa dos extratos (g)
Espécie (bulbos) CH.Cl, EtOH
CHCI; | AcOEt | CHCI; Il AcOEt Il

Amacrinum - - 8,09 0,20
Ismene festalis - - 4,98 0,36
Amaryllis “sidney” 0,1837 0,13 0,58 0,03
Amaryllis “desire" 0,35 0,11 0,25 0,01
Amaryllis “belladonna” 0,53 0,24 0,41 0,04
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Os extratos obtidos apds o fracionamento acido-base, CHCIl; e AcOEt, foram
analisados por CCDA em busca de um sistema eluente que ocasionasse uma boa
separacdo dos componentes, usando cromatografia em coluna e/ou sucessivas

separacoes por CCDP.

5.2. Amacrinum

O estudo fitoquimico do extrato CHCI; Il dos bulbos do hibrido Amacrinum,
codificado como ama, resultou no isolamento de nove alcaléides conhecidos (Tabela
10). As estruturas quimicas foram deduzidas a partir dos dados espectroscopicos dos
alcaléides purificados, que foram analisados e comparados com dados existentes na

literatura.

Tabela 10: Alcaldides isolados do extrato de CHCI3 || de Amacrinum.

Alcalbide Tipo de estrutura Quantidade (mgQ)
beladina (1) tipo-beladina 9,3
N-desmetil-beladina (2) tipo-beladina 37,9
crinina (3) tipo-crinina 141,3
bufanidrina (4) tipo-crinina 65,5
1-O-acetil-licorina (5) tipo-licorina 18,6
11-O-acetil-ambelina (6) tipo-crinina 5,7
undulatina (7) tipo-crinina 123,8
ambelina (8) tipo-crinina 148,5
bufanisina (9) tipo-crinina 65,1
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5.2.1. Analise Espectroscopica dos Alcaloides de Amacrinum
5.2.1.1. Alcaldides tipo-beladina
5.2.1.1.1. Beladina (1)
HsCO_ 5 2
BOSA
2' N 2 4
HeCO™ 4 , 5
3' 1 1
8
> 6 "OCHj;

Figura 23: Estrutura do alcalbide beladina (1).

O espectro de RMN 'H de 1 (Esp. 1) possui dois dupletos de hidrogénios
aromaticos em & 7,10 e 6,81 (J = 8,5 Hz), integrados a dois hidrogénios cada e
caracterizam um padrao de anel aromatico dissubstituido em posicao para; um simpleto
largpo em & 6,88 e um dupleto em & 6,79, integrados a um e dois
hidrogénios,respectivamente; trés grupos metilénicos (CH,) em & 3,53 (s), 2,78 (m) e
2,64 (m), quatro simpletos de metilas (CH3) em 3,87, 3,85, 3,78 e 2,30, o alto valor do
deslocamento das metilas deve ser decorrente de ligagdo com oxigénio e nitrogénio.

Nos espectros de RMN '*C e DEPT (Esp. 4 e 5) de 1 observou-se a presenca de
16 sinais referentes a 4 CH3, 3 CH,, 7 CH e 5 C quaternarios. Os sinais em & 157,9,
148,9, 148,1, 132,5, 131,6, 129,6 (2 carbonos), 121,2, 113,7 (2 carbonos), 112,0, 110,7
indicam a presenca de dois anéis aromaticos, os sinais em 6 55,8 (2 carbonos) e 55,2
indicam metoxilas e o sinal em 8 42,0 é caracteristico de metila ligada a nitrogénio.

Uma atribuicdo completa dos sinais dos hidrogénios aos seus respectivos
carbonos foi obtida a partir das correlacées observadas no espectro gHSQC (Esp. 6) e
esta apresentada na Tabela 11. Estes dados sugerem que o alcaldide 1 apresente um
esqueleto tipo-beladina.

No espectro gCOSY 'H-"H (Esp. 9) observou-se as correlacdes entre: o sinal de
H-2 (& 2,78) com os sinais de H-1 (5 2,64) e H-4/H-8 (6 7,10); este ultimo correlaciona-
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se com o sinal de H-5/H-7 (3 6,81); o sinal em H-1’ (3 3,53) correlaciona-se com H-3’ (8
6,88) e os hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio ( 2,30).

As correlagbes observadas no espectro gHMBC (Esp. 10) permitiram definir a
posicao do nitrogénio e dos centros quaternarios. Os sinais dos hidrogénios do grupo
NCHj3; (8 2,30, s) apresentaram correlagdo com os sinais em 6 58,9 (C-1) e 61,8 (C-1'),
confirmando que o atomo de nitrogénio estd ligado aos substituintes dos anéis
aromaticos. A dissubstituicdo em posicao para, do anel A, foi observada no padrao de
acoplamento (dois dupletos com J = 8,5 Hz) dos hidrogénios H-4/H-8 e H-5/H-7 e
confirmada com a existéncia das correlacées entre o sinal de H-4/H-8 (6 7,10) com o
sinal de C-2 (6 32,7) e entre o sinal de C-6 (6 157,9) com sinais dos hidrogénios do
grupo OCHgs (8 3,78, s) e dos hidrogénios aroméaticos H-5/H-7 (3 6,81).

A posicao dos substituintes no anel B foi determinada utilizando as correlagbes
entre os sinais dos hidrogénios 4’-OCHj; (6 3,85, s) com C-4’ (6 148,9) e 5-OCHg; (o
3,87, s) com C-5 (6 148,1); bem como as correlagdes entre H-3’ (8 6,88, s) com C-1’ (3
61,8), C-5' (5 148,1) e C-7’ (6 121,2) e de H-6’ (6 6,67, s) com C-4’ (5 148,9).

O espectro de massas (Esp. 14) do alcaldide 1, ndo apresentou o ion molecular
m/z 315 [C19H25NO3] ", apenas outros ions caracteristicos, sendo os principais: m/z 194
[C11H16NO2]" (21%) e m/z 151 [CoH1102]" (100%), Figura 24.

HsCO

CHg

I HsCO

CHs
H3CO ) -+ CgHgO !
— N
oCH HsCO X
C1gH25NO5 315.18 8
C11H1gNO5 194.12

HaCOLY N\ .
b CH3 H3CO
) N - CioH1NO j@\
H3;CO ()
3 \/\O\ H3;CO
OCH3

C19HosNO3 315.18 CgH110, 151.08

Figura 24: Fragmentacao proposta para o alcaléide beladina (1).
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A analise dos dados espectroscépicos de RMN e EM resultou na sugestao da
estrutura da beladina para o alcaldide 1, Figura 23, esta foi confirmada apds
comparacao dos dados obtidos para o alcaldide 1 com os relatado na literatura'.

Tabela 11: Dados de RMN 'H e "*C para o alcaléide beladina (1).

Tipo de
Carbono S (ppm) de °C 5 (ppm) de 'H J (Hz)
Carbono

1 58,9 CH, 2.64 (M) i
2 32,7 CH, 2,78 (m) i
3 132,5 C - -
4 129.6 CH 7.10 (d) 8.5
5 113,7 CH 6,81 () 85
6 157,9 C - -
7 113,7 CH 6,81 (d) 85
8 129.6 CH 7.10 (d) 85
T 61,8 CHa 3,53 (s)
2 131,6 C - -
3 112,0 CH 6,88 (s)) i
4 148,9 C - -
5 148,1 C - -
6 110,7 CH 6,79 (d) 85
7 1212 CH 6,79 (d) 85

6-OCHs 55,2 CHjs 3,78 (s)

4~ OCH, 558 CH, 3,85 (s)

5-OCHs 558 CHs 3.87 (s)

N-CH, 42,0 CHs 2.30 (s)
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M Socorro AMA6.18 cdcl13/tri-res dez02mssH2

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 298.1 K
File: dez02mssH2
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 3.277 sec
Width 10000.0 Hz

64 repetitions

OBSERVE H1, 498.8826713 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536
Total time 3 min, 30 sec

e
1 0 ppm

4 3 2

Esp. 1: Espectro de RMN "H (498,88 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 1.

M Socorro ANAG6.18 cdcl3/tri-res dez02mssH2
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC18

1o /.298.1 K
INOVA-500 ‘“nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec

13
~
M

o

8p6713 MHZ

Total time 3 min,

T T

3.

T T T T T
3.6 3.4 3.2

T T T T T T T
4.0 3.8 0 2.8 2.6 2.4 ppm

Esp. 2: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 1 - Expanséo da regido &
2,30 a 4,00 ppm.
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M Socorro AMA6.18 cdcl3/tri-res dez02mssH2

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC
mj

Temp. 25.
File: dezb2msshz
INOVA-500 "nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees
cq. time 3.277 sec
Width 10000.0 Hz
64 repetitions
OBSERV H1, 489.8826713 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 6553
Total time 3 min, 30 sec

N

7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95

Esp. 3: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; Stms 0,00 ppm) de 1 - Expanséo da regido &

6,50 a 7,38 ppm.

M SOCOrro AMAG.18 cdcl3 dez07mssCi
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
. Ambient temperature
User: 1-14-87

File: dez07mssC1
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees
1.040 sec

.9 Hz

ns

OBSERVE 13, 125.6955984 MHz

DECOUPLEs H;, 4988.8851633 MH2z
r

Total time 3 hr, 32 min, 24 sec

L]

P v ————

Lol A " - " J "

"y m

? i e

L e e B e B

160

T T L e

140 120

LI S N i m m  a

100 ) 80

60 40 20

T

ppm

Esp. 4: Espectro de RMN *C (125,69 MHz;
76

CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 1.




M Socorro AMA6.18 cdcl3 dez07mssD1

Pulse Sequence: dept
Solvent: cdci3
Ambient temperature

File: dez07mssD1

INOVA-500 "nmrsun®

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 90.0 degrees

OBSERVE C13, 125.6956018 MHz
DECOUPLE H1, 489.§851633 MHz
Power 45

on during acquisifion

off during d

broadening 1[0 Hz
1072
Total time 45 min, [44 sec

T
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Esp. 5: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,69 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 1.

Socorro AMA 6.18/CDC13 dez21mssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
user: 1-14-87

File: dez21lmssHSQC
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.185 sec

width $530.6 Hz

2D width 22916.1 Hz

64 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE ~ Hi, 499.8826695 MHZ
DECOUPLE C13, 125.7067460 MHZ
Power 50 d

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.086 sec |

F1 DATA PROCESSING h
Gauss apodization 0.011 sec - v -
FT size 2048 x 204 ]
Total time 5 hr, 38 min, 20 sec F2 “
(ppm)]| - ‘
P
] -
= b 6 . .
4 = e
3|
— B s
Jr— 1 £
P ¥
5—
61 |
— 4. . g
T o T T T T T A | T T T T
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

F1 (ppm)

Esp. 6: Espectro de RMN gCOSY 'H-'3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; Stys
0,00 ppm) de 1.
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Socorro AMA 6.18/CDC13 dez21mssHSQC
Pulse Seguence: HSQC

Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K

user: 1-14-

File: dez21mssHSQC

INOVA-500 ‘“nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec

A

cq. time 0.185 sec
$30.6 Hz

ts

OBSERVE ~ H1, 4399.8826695 MHz .

DECOUPLE C13, 125.7067460 MHZ

Power 50 dB

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING 1
Gauss apodization 0.086 sec L

K
¢
I

‘ as o e ‘ﬁf‘ﬁJ
65 60 55 50 45 40 35 30
F1 (ppm)

Esp. 7: Espectro de RMN gCOSY 'H-"3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; Stys
0,00 ppm) de 1 - Expansao da regiao 6 0,7 a 4,5 ppm e 4 25 a 66 ppm.

Socorro AMA 6.18/CDC13 dezZlmssHSQC

Pulse Sequence: HSQC

Solvent: CDC13
Temp . C_/ 298.1 K
user: 1-14-

File: dez21mssHSQC
INGVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.185 sec
Width 5530.6 Hz
2D Width 22916.1 Hz
64 repetitions
x 8 increments o H
0BSERVE , 499.8826695 MHz
DECOUPLE G13, 125.7067460 MHZ
Power 50 dB
on during acquisition

off during delay
GARP-1 modulated
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.086 sec
F1 DATA PROCESSING
Gauss apodiza
4i

tion 0.011 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 5 hr, 38 min, 20 sec

A1
3
sl lisetbing

T

NN 9o o o o TN
@ ® N o

PR =
y 1 -
J 7.2—
) 7.3=
‘ 7.45
} 7.52
7.62
7.7
¢ 7 'BAE T
& 7.9
E T T T T T ; : . Cper T e ey : T . [REERERE T
130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110

F1 (ppm)

Esp. 8: Espectro de RMN gCOSY "H-"3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tvs
0,00 ppm) de 1 - Expansao da regiao 4 6,5 a 8,0 ppm e 6109 a 132 ppm.
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Socorro AMA 6.18/CDC18 dez21mssgCOSY

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 298.1 K
File: dez21mssgCOSY
INOVA-500 ‘“nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec

Acq, time 0,176 sec

o -

20 widt REH

16 repetitions ) L
256 increments [ J_

OBSERVE _ H1i, 499.8826638 MHZ
DATA PROCESSING F2 R
Sq. sine bell 0.088 sec K
F1 DATA PROCESSING (pp
Stne bell 0.044 sec
FT size 2048 x 2048 b
Total time 1 hr, 22 min, 59 sec i
i o
1
4 s a &
B £
2 DAl
1 »
] ©
I - 8
3] K
4 Ld
— ] . .
—_— . - % O
4— K »
| @
] o
5—
o] . - .
1 .. .
— . N ° -
- - - °
h T T T T T T T T
7 6 5 a4 3 2 1 [

F1 (ppm)

Esp. 9: Espectro de RMN de gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; 8tus 0,00 ppm)
de 1.

Socorro AMA 6.18/CDC13 dez21lmssgHMBC
Pulse Seguence: gHMBC

Solvent: €DC13

Temp. 25.6 C 7 298.1 K

User: 1-14-87

File: dez21mssgHMBC

INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 1.500 sec
Acq. time 0.182 sec

width 5614.0 Hz

20 Width 22916.1 Hz

96 repetitions |
256 increments ‘
OBSERVE  H1. 499.8826638 MHz

DATA PROCESSING

8
gy
B

160 140 120 100 80 60 40 20
F1 (ppm)

Esp. 10: Espectro de RMN gCOSY 'H-"°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 8ys
0,00 ppm) de 1.
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Socorro AMA 6.18/CDC13 dez21msSHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
user: 1-14-87

File: dez2lmssHSQC
INOVA-500 “nmrsun”

Relax. delay 1.000 sec
S sec

64 repetitions
2 x 128 increments
OBSERVE ~ H1, 499.8826695 MHz

DECOUPLE C13, 125.7067460 MHz
Power
on during acquisition
© off during delay
GARP-1 modulated
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.086 sec 1 L L
F1 DATA PROCESSING A, [ / o "
Gauss apodization 0.011 sec - “
_~FT size 2048 x 2048 F2 |
Total time 5 hr, 38 min, 20 sec
C gP“‘ i
' =% ‘
| 1.5
- o —
=
1 v o . . < T ! 1 —AAﬁJ
60 55 50 45 40 35 30

F1 (ppm)

Esp. 11: Espectro de RMN gCOSY 'H-"°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 8ys
0,00 ppm) de 1 - Expansao da regido 6 0,7 a 4,5 ppm e 4 26 a 66 ppm.

Socorro AMA 6.18/CDC13 dez21mssgHMBC

Puise Sequence: gHMBC
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 298.1 K
user: 1-14-8

File: dez21mssgHMBC
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
Acq. time_0.182 sec

0
B

| 7.2
7.3
7.4~
7.5 |
Y A T S A T T P r i
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
F1 (ppm)

Esp. 12: Espectro de RMN gCOSY "H-"*C - gHMBC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 8us
0,00 ppm) de 1 - Expansao da regiao 6 6,74 a 7,52 ppm e 6 32 a 81 ppm.
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Socorro AMA 6.18/CDC13 dez21mssgHMBC

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
user: -

File: dez21mssgHMBC
INOVA-500  “rmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
Acq. time 0.182
idth ~ 5614.0 Hz

2D Width 22916.1 Hz

96 repetitions

256 incremen ts
OBSERVE  H1, 499.8826638 MHZ
DATA PROCESSING

Sine bell 0.091 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.021 sec

fT size 2048 x 4096
Total time 12 hr, 4 min, 45 sec . L
L Ik M
} 11 DA . —
F2
(ppm .
®
6.7
S & M i
= t-& G ﬁ®> =
) 1w = L4
— .
5.9 \§{; ]
7.0

: ————r S — ey
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110
F1 (ppm)

Esp. 13: Espectro de RMN gCOSY 'H-"°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 8rys
0,00 ppm) de 1 - Expanséo da regido 6 6,60 a 7,34 ppm e & 110 a 159 ppm.

14
8 -
60 -

40

Abundancia

20{
i

§o85 1B Ng L”f B | rmerene | D5 2 mmass M B g

I R | LT LR LT P I R LI R AL T T L S T 1 L P R T L P ) L TV L S TP K B TR B

© 8 8 10 10 10 180 10 N0 20 M0 W %0

m/z

Esp. 14: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 1.
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5.2.1.1.2. N-desmetil-beladina (2)

H3COH

|

2' 2 4

N

H3CO 4 5
3' 1! 1
8
6 "OCHj

Figura 25: Estrutura do alcal6ide N-desmetil-beladina (2).

O espectro de RMN 'H de 2 (Esp. 15) possui cinco sinais de hidrogénios
aromaticos sendo: dois dupletos em & 7,10 e 6,82 (J = 8,5 Hz), integrados a dois
hidrogénios cada e caracterizam um padrdo de anel aromatico dissubstituido em
posicao para, dois dupletos em & 6,86 (J = 1,5 Hz) € 6,79 (J = 7,5 Hz) e um duplo
dupleto em 6,81 (J = 7,5 e 1,5 Hz); trés grupos metilénicos em & 3,76 (s), 2,87 (m) e
2,78 (m), trés simpletos de metilas em 3,96, 3,84 e 3,78, o alto valor do deslocamento
das metilas deve ser decorrente de ligacdo com oxigénio.

Nos espectros de RMN 'C e DEPT (Esp. 17 e 18) de 2 observou-se a presenca
de 14 sinais referentes a 3 CH3, 3 CH,, 7 CH e 5 C quaternarios. Os sinais em ¢ 158,1,
149,0 (2 carbonos), 148,1, 131,6 (2 carbonos), 129,6 (2 carbonos), 120,5, 113,9 (2
carbonos), 111,4, 110,9 indicam a presenca de dois anéis aromaticos e os sinais em 8
55,8 (2 carbonos) e 55,2 indicam metoxilas.

A andlise do espectro de gHSQC (Esp. 19) permitiu a atribuicdo completa dos
sinais dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos, que esta apresentada na Tabela
12. Estes dados sugerem um esqueleto tipo-beladina para o alcal6ide 2.

Os seus espectros de RMN 'H e *C possuem aspectos semelhantes aos do
alcaléide 1, as diferencas significativas foram devidas a auséncia do grupo CHs ligado
ao nitrogénio. O sinal em & 2,87 atribuido a hidrogénios metilénicos (H-1) e o sinal em &
3,76 (2H-1’) apresentam-se levemente desblindados (Ad = + 0,23, ambos) e C-1 (o
50,1) e C-1’ (8 53,1) acentuadamente blindados (Ad = - 8,8 e — 8,7, respectivamente),
em relagdo aos correspondentes sinais do alcal6ide beladina (1).

No espectro gCOSY 'H-'H (Esp. 22) observou-se as correlacdes entre: o sinal
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de H-2 (6 2,78) com os sinais de H-1 (5 2,87), H-4/H-8 (5 7,10) e H-5/H-7 (4 6,82); este
ultimo correlaciona-se com o sinal de H-4/H-8 (6 7,10); o sinal de H-1" (8 3,76)
correlaciona-se com H-3’ (6 6,86), H-6' (6 6,79), H-7’ (6 6,81) e H-1(5 2,87) e H-2(d
2,78).

Assim como em 1 a dissubstituicdo para, no anel A, em 2 foi observada a partir
do padrdo de acoplamento dos sinais (dois dupletos com J = 8,5 Hz) e confirmada a
partir das correlacdes observadas no espectro HMBC (Esp. 23) entre o sinal em 3 158, 1
(C-6) com o dupleto em & 7,10, atribuidos aos hidrogénios H-4/H-8, e o simpleto em §
3,78, atribuido a OCH3, bem como as correlacées dos hidrogénios H-1 (6 2,87), H-5/H-7
(8 6,82) com C-3 (8 131,6).

O padrao de substituicdo do anel B de 2 foi atribuido pela multiplicidade dos
sinais de RMN 'H; sendo o dupleto em & 6,86 (J = 1,5 Hz) atribuido ao H-3' que
apresenta acoplamento meta com H-7’; um duplo dupleto em 6 6,81 (J=7,5¢e 1,5 Hz)
que também possui acoplamento em orto com H-6’, um dupleto em 6,79 (J = 7,5 Hz).

A localizacdo dos substituintes no anel B em 2, também, foi determinada
utilizando as correlagées, gHMBC (Esp. 23), entre os simpletos em 6 3,84 e 3,96,
atribuidos as metoxilas ligadas a C-4° (149,0) e C-5 (& 148,1); bem como as
correlacdes entre o dupleto em & 6,86 (H-3’) com C-1’ (6 53,1) e C-5 (6 148,1) e 0
dupleto em & 6,79 (H-6') com C-2’ (5 131,6) e C-4’ (5 148,9) e a correlacdo do duplo
dupleto em 6 6,81 (H-7’) com C-5’ (6 148,1).

O espectro de massas do alcaldide 2 (Esp. 25), ndo apresentou o ion molecular
m/z 301 [C1gH23NOs]*, apenas outros ions caracteristicos, sendo os principais: m/z 110
[C1oH14NO2]" (13%) e 151 [CgH1102]" (100%). As propostas para fragmentagcoes
originando os ions m/z 110 e 151 estdo apresentadas na Figura 26.
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HsCO
) HsCO ]
GO N - +CgHg0 D\/'
+ o N
3 \\{\@\ oo N
OCH, C1oH14NO, 180.10
C1gHo3NO3 301.17 10H14NO> .

Hso(')') N

‘-)
iz; —

+
HsCO
HsCO V\O\ ~. CgH12NO Il
—
OCH; HaCO

C1gH23NO3 301.17

CoH110, 151.08

Figura 26: Fragmentacao proposta para o alcaléide N-desmetil-beladina (2).
A analise dos dados espectroscépicos de RMN e EM resultou na sugestao da

estrutura da N-desmetil-beladina para o alcal6ide 2, Figura 25, esta foi confirmada apds

comparacao dos dados obtidos para o alcaldide 2 com os relatado na literatura'.
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Tabela 12: Dados de RMN 'H e '*C para o alcaléide N-desmetil-beladina (2).

i3 Tipo de ]
Carbono o (ppm) de °C o (ppm) de 'H J (Hz)
Carbono
1 50,1 CH> 2,87 (1)
2 34,8 CH> 2,78 (1)
3 131,6 C -
4 129,6 CH 7,10 (d) 8,5
5 113,9 CH 6,82 (d) 8,5
6 158,1 C -
7 113,9 CH 6,82 (d) 8,5
8 129,6 CH 7,10 (d) 8,5
1 53,1 CH, 3,76 (s)
2’ 131,6 C -
3 149,0 CH 6,86 (d) 1,5
4 149,0 C -
5 148,1 C -
6’ 111,4 CH 6,79 (d) 7,5
7 120,5 CH 6,81 (dd) 75e15
6-OCHjs 55,2 CHs 3,78 (s)
4-OCH; 55,8 CHs 3,84 (s)
5-OCHjs 55,8 CHs 3,96 (s)

85



M.Socorro anag.27 cdci8/tri-res mar06mssH

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13
0C / 298.1K

55|
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec

ons
OBSERVE H1, 499.8826704 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 6553

Total time 0 min, 52 sec

I J———
T 2 s a s T T T T "0 pem
Esp. 15: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 2.

M.Socorro  ana8.27 cdci3ztri-res maro06mssH

Pulse Sequence: s2put

Solvent: CDC18

Temp . .0 C 7 298.1 K

File: maro6mssi

INOVA-560 “nmrsun®

delay 0.010 sec
) ees

Relax.
se degr

Put
c
z

16 repetitions
EY H1, 499.8326704 MHZ

o Vi
DATA PROCESSING
ine broadening 0.2 Hz

Line
FT size 65!
Yotal time 0 min, 52 sec

T —T T T T T T T T — o T T T ¥ T v
7.15 7.10 7.85 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 ppm

Esp. 16: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 2 - Expanséo da regiéo
66,50 a 7,38 ppm.
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M.Socorro ana8.27 cdci3/tri-res mar06mssC

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
QD.Z.G%/ZSBlK

File: maroémssC
INOVA-! 500 “nmrsun®

Relax. delay 1. 500 sec

OBSERVE C13, 125.6856017 MWz
DECOUPLE H1, 499.8851633 MHz
Power 34 dB
continuous y o
TZ2-16 mcdulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 3 hr, 26 min, 9 sec

Esp. 17: Espectro de RMN "*C (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 2.

M.Socorro ana8.27 cdcl3stri-res mar06mssD

Pulse Seguence: dept

Solvent: cdcl18
Temp. 25.0 C / 298.1 K

Fi 6ms s |
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 2. onn sec
Pulse 80.6 degr

2 ions
OBSERVE "Cis, 12s.e956022 MMz
DECOUPLE H1, 499.8851633 MHz
Power 34
on during acquisition
off during delay
WALTZ-16 muduluted
DATA PROCESS!
Line hrnanen'ng 1.0 Hz
F5 05ze 0505
Total time 25 min, 28 sef
|
" | " N . "
o oy LA ey " y Y
Gh " m el o PR L " " e
. W " ' Wt e
7 — T r — T T T ]
150 140 130 120 110 100 90 ae 70 60 50 40 30 20 ppm

Esp. 18: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 2.
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M.Socorro ana8.27 cdci8/tri-res mar06mssHSQC

Pulse Seguence: HSQC

Solvent: CDC13
Ambient temperature
User: 1-14-87
File: mar06mssHSQC
INOVA-500 “nmrsun®

Relax, delay 1.500 sec
Acq. time 0.18i s

! 8825724 MH2z
DECOUPLE c:a 125 7078750 MHz
Power 50

r B
on during Acquhﬂ.ion
off during delay
P-1 modulated
oata pnuczssma
ss apodization 0.088 sec
F3 DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.003 sec

FT size 2048 x 512 b
Total time 2 hr, 59 min, 18 sec F2
(ppml
. .

o o (1] & » w w
o @ o o o 0 o

o
2}

b b b b B b b b B by

LA

~N
(2]

e - e . ——r
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
F1 (ppm)

Esp. 19: Espectro de RMN gCOSY 'H-'3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tys
0,00 ppm) de 2.

M.Socorro ana8.2? cdcl3/tri-res mar06mssHSQC

Pulse saqucnc.x HSQC

Solvent: CDC
A-M nnt tunercture
use:

Fite: nrom:snsoc
INOVA-500 “nmrsun*

xnaxt delay 1. 500 sec

RN
399 8826724 MHz .
DecuuPLE cxg, 125.7078750 MHz j

onairing acqutsition
off during delay

GARPo1 modulated
DATA PROGESSI!
Sauss apodization 0.088 sec
F1 DATA PR
Gauss ﬂWﬂfZ.t'Dﬂ 0.003 sec
FT size 2048 x 512

Total time 2 hr, 59 min, 18 sec zﬁpm—;
2.8] e
e R——

@ N B o
Lo e b b Dol

3

o N

[INSTAERY R e

H W W W W W w0 w W W
«

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

: . .
58 56 54 52 50 48 46 a4 a2 40 - 38 36 34
F1 (ppm)

Esp. 20: Espectro de RMN gCOSY 'H-'3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tys
0,00 ppm) de 2 - Expanséo da regido 6 2,7 a 4,0 ppm e 32 a 57 ppm.
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M.Socorro ana8.27 cdcl3/tri-res mar06mssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Solvent: CDC13
Ambient temperature

User: 1-14-87

le: mar06mssHSQC
TNOVA-356° Mrmrsun

Relax, delay 1.500 sec
Acq. time Sl e

onduring acquisition
off during delay
GARP-1 modulated
DATA PROCESSIN

Gauss apodization 0.088 sec
'ROCESSI]|

Gauss apodization 0.003 sec r
FT size 2048 x 512

Total time 2 hr, 59 min, 18 sec F2 R
(ppm)]
6.7
- ]
%*J el — &=
] =
6.9
7.0

~N
[N}

I
1
@o

L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110
F1 (ppm)

Esp. 21: Espectro de RMN gCOSY 'H-"3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tys
0,00 ppm) de 2 - Expansao da regiao 6 6,6 a 7,3 ppm e 108 a 131 ppm.

M.Socorro ana8.27 cdcl3/tri-res mar06mssgCOSY

Pulse Seguence: gCOSY
sclvant cpc1s
el o

Temp C 7 298.1 K
1300 mardomssqcoSY
ENOVA-500" rmrsu

Rnnx delay 1.000 sec
Acq. time 0.173 sec
724.5

H1, 499.8826638 WHZ

08s
DATA PRDCESSINE
Sq. Slnlks E;sg"ﬂ‘& sec F2 h .
F1 DATA PROCI 1 "
Sine bell 0. (ppm]|

Total time 20 min, P50 sec B

[

5
6]
= A [} 8a a8
_ 7 o’ = - o
.
T T T T T T T T
7 6 5 4 3 2 1 0
F1 (ppm)

Esp. 22: Espectro de RMN gCOSY "H-"H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; rvs 0,00 ppm) de
2
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M socorro AMA8.27 cdcl3/tri-res mar08mssgHMBC

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDC13
Anb‘ant tsmgn ratu
14-87

i'l o: nmrl)aus gHNBC
INOVA S00 “nm

Relax. deluy 1.500 SBC
Aca. time 0.215 s

75‘.5 Hz
2D Width 30185.9 Hz
128 increme nts

OBSERVE H1, 499.8826638 MH2

DATA ING

Sine bell 0.107 sec |
F1 DATA P |
Sine he'l 0 0 4 11 | H
FT siz 48 X 1024 i
Tota‘l tlme 4 hr, S min, 26 sec |
L “ | - e

)
¥

N

180 160 © 140 120 100 80 60 a0 20
F1 (ppm) |

Esp. 23: Espectro de RMN gCOSY 'H-"3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tys
0,00 ppm) de 2.

191

80

B0

a0

Abundancia

20 180

1071 12 207
51 5 55 L 90 L) 12313;3142 159165173 187 199 | 216 225232 240 253259 QIH il 988 3
P | 3| | UL l | rpreT l | rrrrpri | 17 | LI | l | | | LI | | | l [ | LI | | | L | LI | I

40 B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
miz

0

Esp. 24: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 2.
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A norbeladina e seus derivados sdo os primeiros alcaléides produzidos na rota
biossintética dos alcaléides de Amaryllidaceae (Figura 11). As metilagdes bioldgicas
que dao origem a estes compostos podem produzir compostos totalmente O-metilados
tais como 1 e 2, que nao poderdo ser facilmente oxidados (por acoplamento fenélico)
para originar os esqueletos dos alcaléides de Amaryllidaceae. Portanto a norbeladina e
seus derivados sao facilmente encontrados entre as bases orgéanicas de plantas da
familia Amaryllidaceae**. O alcaléide 1 foi isolado anteriormente das espécies Nerine
bowdenii W. Wats.**, Nerine filifolia"® e Crinum latifolium** e o alcaléide 2 foi isolado de
Nerine filifolia'®.

HO.
jij\/ll_i
N

HO

norbeladina OH

.
HCO e s op,
' oA
H3CO 4 5
3 1

N-desmetil-beladina (2)
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5.2.1.2. Alcaldides tipo-crinina

5.2.1.1.1. Crinina (3)

Figura 27: Estrutura do alcal6ide crinina (3).

O espectro de IV (Esp. 25) apresentou as seguintes bandas: deformacao axial
de O-H em 3.147 cm™', deformacéo axial de C-H em 2.955-3.024 cm™, deformacéo
axial de C=C de anel aromatico e olefina em 1.504 e 1.481 cm™ e deformagao angular
de C-H do grupo metilenodioxila (-OCH20-) em 931 cm™ %8,

Alguns dos sinais observados no espectro de RMN 'H (Esp. 26) foram: um
dupleto em & 6,55 (J= 9,8 Hz) e um duplo dupleto em & 5,95 (J = 9,8 € 5,2 Hz), um
simpleto largo em & 4,32, dois simpletos em & 6,41 e 6,84, um multipleto em & 3,36 e
dois dupletos em & 5,88 e 5,87, relativos ao grupo metilenodioxila.

Nos espectros de RMN *C e DEPT (Esp. 30 e 31) de 3 observou-se a presencga de
16 sinais referentes a 5 CH,, 6 CH e 5 C quaternarios. Os sinais em o 146,1, 145,7,
138,3, 131,7, 127,8, 126,1, 106,9 e 102,9 indicam a presenca de um anel aroméatico e
uma ligacao olefinica e o sinal em & 100,8 (CHy) indica um grupo metilenodioxila.

Uma atribuicdo completa dos sinais dos hidrogénios aos seus respectivos
carbonos (Tabela 13) foi realizada usando as correlagbes dos espectros gHSQC (Esp.
32). Estes dados sugerem um alcaldide com esqueleto tipo-crinina.

O espectro gCOSY 'H-'H (Esp. 35) apresenta correlacdes entre o sinal em &

5,95 (H-2) com os sinais em & 4,32 (H-3) e 6 6,55 (H-1). O sinal em & 2,02 (H-4)

> Silverstein, R. M.; Webster, F. X. Identificagdo Espectrométrica de Compostos Orgéanicos 6ed.
Livros Técnicos e Cientificos Editora S. A. 2000, 460 p.
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correlaciona-se com 6 1,73 (H-4) e 3,35 (H-4a) e o sinal em 6 1,92 (H-11) correlaciona-
se com 9§ 2,26 (H-11), 2,86 (H-12) e 3,34 (H-12).

O espectro gHMBC (Esp. 36) possibilitou observar as correlagdes carbono
hidrogénio a duas ou trés ligacoes, neste observou-se que o sinal de hidrogénio em &
6,55 (H-1) correlaciona-se com o sinal de carbono em 6 63,7 (C-3). O sinal em 9§ 3,69
(H-6) correlaciona-se com os sinais em ¢ 138,3 (C-10a), 126,1 (C-6a) e 62,8 (H-4a). Os
sinais dos hidrogénios do grupo metilenodioxila em & 5,88 e 5,87 apresentam
correlacdo com 146,1 (C-9) e 146,7 (C-8). O sinal de H-7 em o 6,41 correlaciona-se
com os carbonos em & 146,1 (C-9), 146,7 (C-8) e 138,3 (C-10a). O sinal de H-10 em &
6,84 correlaciona-se com 146,7 (C-8), 146,1(C-9), 126,1(C-6a) e 44,2 (C-10b).

A curva de DC do alcal6ide 3 (Figura 54) apresentou formato compativel as
observadas para os alcaldides do tipo 5,10b-etanofenatridina (crinina) que apresenta a
ponte 5,10b-etano na face p***'*° da molécula e que o hidrogénio H-4a esta na face a.
O valor da rotacao 6ptica [a]p = - 18° foi compativel com o relatado na literatura para o
alcaléide crinina ([a]p = - 9°)*, portanto considerou-se que H-3 esta na face B da
molécula.

A utilizacdo da técnica NOESY 1D permitiu a confirmagdo da configuracéo
relativa dos demais carbonos quirais do alcaléide 3. A irradiacdo do hidrogénio em o
1,73 (H-4) (Esp. 37) levou a incrementos em § 4,32 (H-3), 3,34 (H-12) e 2,02 (H-4). A
interacdo entre os sinais em o6 4,32 (H-3) e 1,73 (H-4) levou a considerar que o
segundo, também, esta na face B da molécula; a interacdo entre os hidrogénios em &
1,73 (H-4B) e 3,34 (H-12) levou a considerar este como o hidrogénio 12-exo a face da
molécula.

A irradiagcdo em 2,86 (H-12¢,00) (ESp. 38) levou a incrementos nos sinais em o
3,69 (H-6 B), 2,16 (H-1enao) € 3,34 (H-12¢40).

O espectro de massas dos alcaldides com esqueleto tipo crinina apresentam
fragmentacdes caracteristicas, sendo estas dependentes dos substituintes presentes no
esqueleto base. As fragmentacées observadas no alcaldide 3 caracterizam o0s

% DeAngelis, G. G.; Wildman, W. C. Tetrahedron Letters, 1969, 9, 729-732.
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alcaldides da classe que possuem ligacdo dupla entre C-1 e C-2 e substituinte na
posicdo C-3 no anel C%.

O espectro de massas do alcaléide 3 (Esp. 39) possui como pico base o ion
molecular m/z 271 [C46H17NO3]™, comportamento caracteristico destes compostos. A
perda do radical hidroxila de C-3, localizado em posicao gama ao nitrogénio, gera o ion
m/z 254 [CieH1gNO2]*. A perda da ponte (C-11/C-12) resulta no pico m/z 243
[C14H13NO3] ™ e este ion radical perde o radical hidrogénio, aparentemente para ganhar
estabilidade, gerando o ion m/z 242 [C14H12NOs]" . Proposta de formagéo destes ions

na Figura 28.
C16H17N03 27112 C16H16N02 25412

CygH17NO; 271.12 C14H13NO; 243.09 CrarhiaNOs 242.08

Figura 28: Proposta de formacao dos ions m/z 254, 243 e 242 para o alcal6ide 3.

A formacao do pico [M-43] é decorrente da eliminagédo de C,HsN através de um
mecanismo envolvendo um estado de transicdo de seis membros para produzir o ion
radical m/z 228 [C14H1203]". Este ion radical pode perder o radical CHO produzindo o
fon m/z 199 [C13H1102]" ®° . Proposta de mecanismo de formagdo dos ions m/z 228 e
199 na Figura 29.

% Longevialle, P.; Smith, D.H.; Burlingame, A. L.; Fales, H. M.; Highet, R. J. Organic Mass
Spectrometry, 1973, 7, 401-415.
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. N OH N OH
O 0
< Vo ¢ I
(@] + O .,N
\A

C1gH17NO3 271.12

Q ./( =
coqi Yool

+ +

C13H1102 199.08 C14H1205 228.08

C16H17NO3 271.12

Figura 29: Proposta de formacao dos ions m/z 228 e 199 para o alcalbide 3.

Neste alcaléide também se observou uma fragmentacdo caracterizada pela
perda da molécula CsHsN, decorrente da quebra das ligacdes entre C-4a/C-10b e C-
3/C-4, produzindo o ion radicalar benzilico m/z 216 [Ci3H1203]*. Este pode perder
hidrogénio radicalar produzindo o ion m/z 215 [C13H11O3]". A hidroxila em C-3 favorece
a formacao do ion m/z 187 [C12H110,]" pela perda do radical CHO. A perda do grupo
CH.0, do grupo metilenodioxila, a partir do fon m/z 187 produz fon m/z 157 [C11HsO]* .

Proposta de mecanismo de formacao dos ions m/z 216, 215, 187 e 157 na Figura 30.

C16H17N03 271.12 C13H1203 216.08

CigH17NO3 271.12

--CH‘O/ l'H'
= /O
O = o
Z o <j@iQ {
-
CH2+ O T +

C11H90 157.06 C12H1102 187.08

Ci3H1105 215.07

Figura 30: Proposta de formagéao dos ions m/z 216, 215, 187 e 157 para o alcal6ide 3.
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Ao alcaléide 3 foi atribuida a estrutura da crinina e esta foi confirmada por
comparacao dos seus dados espectroscopicos de RMN, EM, IR, ap e DC com os
dados da literatura®’*%6":62,

O alcaléide crinina foi isolado anteriormente dos bulbos de: Crinum kirkii'®,
Crinum moorei, Nerine bowdenii W. Wats***®, Brunsvigia josephinae*’, Ammocharis

tinneana®®, Crinum bulbispermum®', Brunsvigia littoralis®?

crinina (3)

®1 Zetta, L.; Gatti, G.; Fungati, C. Journal of the Chemical Society, 1973, 2, 1180-1184.

%2 Frahm, A. W.; Ali, A. A.; Ramadan, M. A. Magnetic Resonance in Chemistry, 1985, 23, 804-
808.
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Tabela 13: Dados de RMN 'H e '*C para o alcaléide crinina (3).

d (ppm) de

Tipo de

o (ppm) de

Carbono . Carbono Hidrogénio » J (Hz)
1 131,7 CH 1 6,55 (d) 9,8
2 127,8 CH 5,95 (dd) 9,8e5,2
3 63,7 CH 4,32 (S) -

4 32,8 CH. 4a 2,02 (d)) 14
43 1,73 (td) 14e4
4a 62,8 CH 4a 3,36 (M)
6 62,1 CH> 6a 4,30 (d) 17
68 3,69 (a) 17
6a 126,1 C - -
7 106,9 CH 7 6,41(s) -
8 145,7 C - -
9 146,1 C - -
10 102,9 CH 10 6,84 (s) -
10a 138,3 C - -
10b 442 C - -
11 44,0 CH, 11exo 1,92 (m) -
11endo 2,16 (m) -
12 53,5 CH> 12exo 3,34 (m) -
12endo 2,86 (m) -
-OCH.0- 5,88 (d) e
-OCH,0- 100,8 CH> 1,5




Transmitancia

80 —

70 —

60 —

50 —+
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30 —+

20

AMA 14.37: alcalbdide (3)

4000

| ! | ! | ! | ! | ! | ! | !
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Ndmero de onda (cm™)

Esp. 25: Espectro de IV (pastilha de KBr) de 3.

Maria Socorro ANA-14.37/CDC13/tri_res agoZBmssH2

Pulse Sequenc

e: s2pul

Solvent: CDCI3

Temp. 25.0 C
File: agoz8ms

/ 298.1 K
sHZ

INOVA-500 "nmrsun®

Relax. delay

128 repetiti
OBSERVE  HL

0.010 sec

ns
,| 4398826638 mHz

DATA PROCESSING

6
Total time 7

fng 0.2 Hz

hin, 1 sec

i

T y T
1 0 ppm

Esp. 26: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 3.
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Martia Socorro AMA-14.37/CDC18/tri_res ago28mssH2
Pulse Sequence: $2pul

Solvent: CDC13
Temp. 25.0 C / 298.1 K

OBSERVI
Oazh vRoceSaNG

Line I)I‘Old!n‘nﬂ 0.2 Hz
FT size

Total tiwe 7 min, 1 sec

4 — T T T T T T
-4 1.3 1.2 1.1 ppm

Esp. 27: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 2 - Expanséo da regiéo
d61,1a2,5ppm.

Maria Socorro AMA~14.37/CDC13/tri_res ago28mssH2

Pulse saqutncn s2pul

SO\VCnti 0C13
mp . D C / 288.1 K

File: a OZSIISIHZ

INOVA-500 “nmrsun®

Relax. dﬂay 0.010 sec
es

128 ropoutlom

OBSERVE 499.8626692 MHz
fash pRoceSaing

Line broadening 0.2 Hz

FT size €553¢

Total time 7 min, 1 sec

2.8 2.6 ppm

Esp. 28: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 2 - Expanséo da regiéo

02,6 a 4,8 ppm.
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Maria Socorro AMA-14.87/CDC1S/tri_res ago28mssH2

Puise Sequence: $2pul
solvent: CDC13

emp. 25.0 C 7 288.1 K
File: ago28mssH
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse ‘!.Osdl rees

FT size 85
Total time 7 min, 1 sec

S B S S S B e e R S B L B

6.6 6.4 B

LA e e
7.4

~ 4
~n
o

Esp. 29: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 2 - Expanséo da regiéo
85,7a7,4ppm.

Maria Socorro AMA-14.37/CDC13/tri_res ago28mssC2

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
2 14-87

File: ago28mssC2
INOVA-500 ‘“narsun®

Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 0.965 sec
width 33955.9 Hz
10712 repetitions
OBSERVE C13, 125.6955958 MHz
DECOUPLE H1, 499.8851633 MHz
Power 34 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 6553
Total time.10 hr, 18 mipn, 28 sec

B ol A S
100 80 60 a0 20 ppm

L S LA

140 120

Esp. 30: Espectro de RMN '*C (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 3.
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Maria Socorro AMA-14.37/CDC18/tri_res ago28mssD2

Pulse Sequence: dept
Soivent: cdcis

Temp. 25.0 C / 298.1 K
File: agozsmssb2
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 2.008 sec
Pulse 90.0 degrees

tions

OBSERVE C13, 125.6955958 MHz
DECOUPLE H1, 498.8851633 MHZ
Power 34

Line broadening 1.0 Hz
FT size 6553
Total time 4 hr, 58 min, 47 sec

Esp. 31: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 3.

Maria Socorro Ama-14.37 COC13/tri_res set06mssHSQC2

Puise Sequence: HAQC

Sotlvent: CDC1S
Ambient 1n_g;raturo

user: i-
File: s-toussnsﬂcz
INOVA-500  “omrsun®

elax. delay 1.000 sec
Ac: time 9.133 sec

th 3841.0 Hz
20 Width 15142.9 hz
20 rs.zuuu

8 incremen

OBSERVE Hi, 489. 3826638 Wiz
DECOUPLE C13, 125.7068075 MHZ
Power S0

on dyring acquis‘t!on . .
off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

goutzntlon 8.062 sec

Gauss
F1 DATA
Gauss apodization 0.017 sec
FT size 1024 x 20
fotal time 1 hrs 4l min,

51 sec

o o o v s & O O
w ] (2.} - v =« ot o
T bbb Lo b b

~
o

vl

T T T T T T T T T L S T T

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 a0
F1 (ppm)

Esp. 32: Espectro de RMN gCOSY 'H-'3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tys
0,00 ppm) de 3.
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Maria Socorro Ama-14.87 CDC1S/tri_res setdémssHSQC2

Pulse Sequence: HSQC

Solvent: COC13
Ambisnt tem ;ruuro

OVA-S00

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0,133 sec

1ncrt-ont:
!I € H1, 499.8826638 NH2
DECOUPL!QC‘S lﬂ! 7068075 WHZ

3
on dur‘ing Aequultlon
off durin S
GARP-1 modula t.d
Da:hﬁ:lﬂcl:t! 1t 0.082 c
uss g2 zation se

ESSIN
pod!zauon 0.008 sec

rr ﬂn 1024 1024
fotal Time o hro 4l min, §1 sec F2
. Cppm
1.
&=
(<
@
® .
@
[ - <
=
<&
———r— T —— T — T
6§ 69 §§ 1] a5 aa 35

F1 (ppm)

Esp. 33: Espectro de RMN gCOSY 'H-'3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 1ys
0,00 ppm) de 3 - Expansao da regiao 6 1,5 a 4,5 ppm e 6 30 a 67 ppm.

Maria Socorro Ama-14.37 CDC1S/tri_res set06mssHSQC2

Pulse nqu-nc- HsQC
Solvent:
Ambient t'ugurlturl
yser: 1o
File: getosmsensace
INOVA-500

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.133 sec

Power 80 dB’
on.during acquisition
off during de
GARP-1 modulated
DATA PROCESSING
apodization 0.062 sec
Fi"bata"PROGESSING
Gauss apodization 0.008 sec
FT size 1024 x 1024
foeaiZtina®? 7ri%1 min, 51 sec | FE

6.4 S

T T T
1358 130 125 120 115 110 105 100 ~
F1 (ppm)

Esp. 34: Espectro de RMN gCOSY "H-°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tvs
0,00 ppm) de 3 - Expansao da regidao 6 5,6 a 7,0 e 6 97 a 135.
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Maria Socorro Ama-14.37 CDC13/tri_res set06mssgCOSYZ
Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: CDC13 '
Ambient temperature
File: set06mssgCOSY2
INOVA-500 “nmrsun®
Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.133 sec
:ldth 3850.2 Hz
D Width 3850.2 Hz /
4_repetitions _ i o \

128 increments
OBSERVE Hi, 498.8826638 MHz
SN trcelihes, L r2
ri70aTA PROGESSING. & oo (ppm)|
Sq. sine bell 0.033 sec
FT size 1024 x 1024 .
Total time 10 min, 13 sec |
i Ll a8 8 @
2 2 ) "o w
| o > @
ol @ o -
3
i (=] B3 -0
1 L] [
4 .
% 1 . s e .
| 5]
6— L] o a
j J - B
4 o as
1 k-] .
7
7 6 S 4 3 2z 1
F1 (ppm)

Esp. 35: Espectro de RMN gCOSY 'H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; dtus 0,00 ppm) de
3.

Raguel/Socorro AMA 14.37 cdcl3/tri-res dezlimssHMBC

Archive directory:
Sample directory:

Pulse Sequence: gHMBEC

|

."
~N
[

(ppm

NN
o e
b

w
@

w
o

|

\
i
l

R : N . ‘
150 140 130 1290 110 100 90 80 70 60 50 40
F1 (ppm)

Esp. 36: Espectro de gCOSY 'H-"°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; &rvs 0,00
ppm) de 3.
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Socorro “AMA-1437% cdcl3/tri-res dez05mssSNOE10
File: home/espectros/inova/2008/de208,/dez0SmsSNOEL0.T1d
Pulse Sequence: NOESY1D

Solvent: cdc13

Temp. 25.0 C / 298.1 K

Operator: rmn

File: dez0SmsSNOE10
INOVA-500 ‘“nmrsparc.igqm.unicamp.br"

Relax. delay 5.000 sec
Pulse 90.0 degrees

Mixing 0.500 se
Acg. time 2.048 sec
Width 8000.0 Hz
258 repetitions
OBSERVE _ H1, 499.8827564 MHz — J— —
DATA PROCESSING
Line broadening 5.0 Hz
FT size 65536
Total time 1 pr min, 48 sec /erJ\VW"“Ny\/K/mvﬂNm’“FN#JVK%AAAPM
: T T T ——— T —r —
8 7 6 5 a4 3 2 1 0
B e — Y e
1.32 9.57 1.87
1.47 -146 oo

Esp. 37: Espectro de NOESY 1D (499,88 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm), irradiacéo do
hidrogénio em & 1,73 ppm de 3.

Raquel/Socorro AMA 14.37 cdci3/tri-res deziimssNOEl

Archive directory
Sample directory:
Pulse Sequence: NOESY1D
Solvent: cdci1s

25.0 C 7 288.1 K
dezilmssNOE1
560 “nmrsun

Relax. delay 5.000 sec

'se 0.0 degrees
00 s
4 Hz

179 repetitions

OBSERVE  H1, 499.8827625 WHZ

DATA PROCESSIwn
ne broadening 5.0 Hz

FT size 6553

Total time 2 hr, 13 min, 8 sec

1.

Esp. 38: Espectro de NOESY 1D (499,88 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm), irradiacao do
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hidrogénio em & 2,86 ppm de 3.

[=r] f=)
— =1
1 i -

Abundancia
=
a1 = = &

2

2

199

260

40 20

Esp. 39: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 3.
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5.2.1.1.2. Bufanidrina (4)

Figura 31: Estrutura do alcaléide bufanidrina 4.

Entre os sinais do espectro de RMN 'H de 4 (Esp. 40) observou-se a presenca
de um dupleto em 8 6,57 (J = 10 Hz), um duplo duplo dupleto em & 5,96 (J = 10, 5,2 e
1,2 Hz) e um multipleto em & 3,82, um simpleto em & 6,59, um duplo dupleto em 6 3,33
(J =13 e 4 Hz), dois dupletos em 6 5,86 e 5,84 (J = 1,5 Hz) atribuidos ao grupo
metilenodioxila e dois simpletos em & 3,35 e 3,96 caracteristicos de hidrogénios em
grupo metoxila®®.

Analisando os espectros de RMN '*C e DEPT (Esp. 43 e 44) de 7 observou-se
a presenca de 18 sinais referentes a 2 CHs, 5 CH,, 5 CH e 6 C quaternarios. Os sinais
em o 148,0, 140,9, 139,3, 133,4, 132,8, 125,3, 117,1 e 96,9 indicam a presenca de um
anel aromatico e uma ligacao olefinica, o sinal em 6 100,5 (CHy) indica um grupo
metilenodioxila e os sinais em 6 56,4 e 59,1 caracteristicos de metoxilas.

Uma atribuicdo completa dos sinais dos hidrogénios aos seus respectivos
carbonos (Tabela 14) foi realizada usando as correlacdes dos espectros gHSQC (Esp.
45). Estes dados sugerem um alcal6ide com esqueleto tipo-crinina.

A atribuicdo dos sinais foi confirmada pelas correlagbes observadas nos
espectros de gCOSY 'H-'H (Esp. 47). O sinal em § 5,96 (H-2) correlaciona-se com &
3,82 (H-3) e 6,57 (H-1); o sinal em & 3,37 (H-12) apresenta correlagcdes com 0s sinais
em o 1,92 (H-11), 2,17 (H-11) e 2,88 (H-12); o sinal em & 1,92 ((H-11) correlaciona-se
com os sinais em ¢ 2,17 (H-11), 2,88 e 3,37 (ambos H-12); e o sinal em 1,60 (H-4)
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apresenta correlagdo com ¢ 2,12 (H-4), 3,33 (H-4a) e 3,82 (H-3).

As correlagdes observadas no espectro gHMBC (Esp. 49), também, estdo de
acordo com a atribuicdo dos sinais. O sinal em & 6,57 (H-1) correlaciona-se com 0s
carbonos & 125,2 (C-2), 72,5 (C-3), 62,7 (C-4a), 139,3 (C-10a), 44,3 (C-10b) e 44,0 (C-
11); o sinal em & 3,33 (H-4a) correlaciona-se com os sinais em & 139,3 (C-10a), 44,3 (C-
10b), 58,5 (C-6), 28,6 (C-4), 44,0 (C-11) e 53,6 (C-12); o sinal em & 4,25 (H-6)
apresenta correlagdo com os sinais em 6 117,1 (C-6a), 140,9 (C-7), 139,3 (H-10a), 44,3
(C-10b), 53,6 (C-12); o sinal em 6 1,92 (H-11) apresenta correlagdo com & 132,8 (C-1),
139,2 (C-10a), 44,3 (C-10b), 53,6 (C-12); o sinal em 6 6,56 (H-10) correlaciona-se com
os sinais em & 148,0 (C-9), 139,3 (C-10a), 117,1 (C-6a); e os sinais em 4 5,86 e 5,84 do
grupo metilenodioxila apresentam correlacdo com os carbonos em & 148,0 (C-8) e
133,4(C-9).

A curva de DC (Figura 56) forneceu a configuragcdo absoluta do alcal6ide 4,
apresenta formato compativel as observadas para os alcaléides do tipo crinina que
apresenta a ponte 5,10b-etano na face p*>*'*® da molécula e que o hidrogénio H-4a
esta na face a. O sinal da rotacao Optica [a]p = - 36° foi compativel com o relatado na
literatura para o alcaléide bufanidrina ([a]p = - 39°)%.

O alcalbide 4, apresenta esqueleto tipo crinina, e seu espectro de massas assim
como o do alcalbide 3 apresenta fragmentagcdes caracteristicas deste tipo de esqueleto.
As fragmentacdes observadas no alcaldide 4 caracterizam os alcalbides da classe que
possuem ligacao dupla entre C-1 e C-2 e substituinte na posicdo C-3 no anel C.

O espectro de massas do alcaléide 4 (Esp. 50) possui como pico base o ion
molecular m/z 315 [C46H17NO3]™, comportamento caracteristico destes compostos. A
perda do radical metoxila de C-3, localizado em posicdo gama ao nitrogénio, gera o ion
m/z 284 [C17H1sNOs]" *° (Figura 32).

O ion molecular m/z 315 [C1sH17NO3]* pode sofrer um rearranjo, seguido de perda
de metila produzindo o ion benzilico m/z 300 [C17H1504]", que perde a molécula CsHsN,
originando o fon m/z 245 [C14H13NO4]" *° (Figura 32).

% Bates, A. N.; Cooke, J. K.; Dry, L. J.; Goosen, A.; Kriisi, H.; Warren, F. L. Journal of the
Chemical Society, 1957, 2537-2540.
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OCHg

OCHg;
C1gH21NO4 315.15

OCH3;
C14H1304 245.08

OCH,4
C17H1gNO3 284.13

OCHs
C1gH2{NO4 315.15

l - 'CH3
O

OCHs
C17H1gNO4 300.12

Figura 32: Proposta de formagao dos ions m/z 284, 300 e 245 para o alcal6ide 4.

Neste alcaldide, também, observou-se a fragmentacéo caracterizada pela perda
da molécula C3HsN, decorrente da quebra das ligacdes entre C-4a/C-10b e C-3/C-4,
produzindo o ion radicalar benzilico m/z 260 [CisH1604], este pode perder o radical
metila, também, produzindo o fon m/z 245 [C14H1304]* ®° (Figura 33).

108



C1gH21NO4 315.15 C1gH21NO,4 315.15

= /O
0 .
{ ~
0 N 0 .\
OCHs OCHs
C14H1304 245.08 C15H1604 260.10

Figura 33: Proposta de formacao dos ions m/z 260 e 245 para o alcaloide 4.

A analise dos dados espectroscopicos de RMN, EM, DC e [a]p resultou na
sugestdo da estrutura da bufanidrina para o alcaléide 4, esta foi confirmada apds
comparacao dos dados obtidos com os relatado na literatura*®4”¢%63,

Este alcaldide foi isolado anteriormente dos bulbos de: Crinum macowanii'®,
Nerine bowdenii W. Wats**, Ammocharis tinneana®™® e Brunsvigia josephinae®

Bodphane disticha Herb®®.

bufanidrina (4)
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Tabela 14: Dados de RMN 'H e *C para o alcaléide bufanidrina (4).

d (ppm) de Tipo de . . .
Carbono i3 Hidrogénio | & (ppm) de 'H J (Hz)
C Carbono
1 132,8 CH 1 6,57 (d) 10
2 125,2 CH 5,96 (ddd) 10e5,2
3 72,5 CH 3,82 (m) -
4 28,6 CH 4a 2,12 (m) -
43 1,60 (dl) 13,5,13,5¢e4
4a 62,7 CH 4a 3,33 (da) 13e4
6 58,5 CH; 6a 4,25 (d) 17
6B 3,82 (d) 17
6a 117,1 C - -
7 140,9 C - -
8 133,4 C - -
9 148,0 C - -
10 96,9 CH 10 6,56 (s) -
10a 139,3 C - -
10b 443 C - -
11 44,0 CH 11exo 2,17 (m) -
11endo 1,92 (ddd) 12,5,10,7¢e6
12 53,6 CH> 12exo 3,37 (m) -
12endo 2,88 (ddd) 13,2,9,2¢e6
-OCH0- 100,5 CHa -OCHx0O- | 5,86 e 5,84 (d) 1,5
3-OCHjs 56,4 CHs OCHs 3,35 (s) -
7-OCHjs 59,1 CHs OCHgs 3,96 (s) -
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Socorro AMA 13.34 cdcls/tri-res agoismssH
Puise Sequence: s2puil

Solvent: CDG13

Temp., 25.0 C / 288.1 K

File: agol8mssH

INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 dsgrees
e 3.2 '7' sec

1, 498 8826638 MHz
DATA PROCESSING

Line broadaning 0.2 Hz
;T slze 65536

otal time 0 min, 52 sec

-

L.

] . — @JJ'LLJMULM \

L
T
6

a

Esp. 40: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 4.

Socorro AMA 13.34 cdcl3/tri-res agol8mssH
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13
emp_ 25.0 C ¢ 288.1 K
File: agoismssi
INOVA-500 “nmreunt

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees

S
0BSERVE H1, 499.8826638 MHz
DATA PRocESsinG

Line broadening 0.2 Hz
FT size 655

Total time © min, 52 sec

ppm

Esp. 41: Espectro de RMN "H (498,88 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 4 — expanséo da regido
61,5a2,2ppm.
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Socorro AMA 13.34 cdc13/4r{i-res agol8mssH
Pulse Sequence: s2pul

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees
heq. ties 3.277 sec
Width 10000.0 Hz

.
OBSERV Hi, 499.8826638 MNHZz
DATA PROCESSING

ine broadening 0.2 Hz

L
FT size 65536
Total time 0 min, 52 sec

T T T T T T T T T T T
3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 ppm

Esp. 42: Espectro de RMN "H (498,88 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 4 — expanséo da regiao
62,8 a3,4ppm.

M.Socorro AMA13.84/CDC13 agoiémssC

Pulse Segquence: s2pul

Sqivent: CDC13

Temp. 25.0 C / 288.1 K
Ussr: 1-14-87

File: agolémssC
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees

5
Total time 13 hr, 44 min, $§ sec

MMWMMMWW

L B e e e NN s e e B s B S B L S Lt s L B L A O L LI AL LSS FRL TR I

150 140 130 12¢0 110 100 g0 80 70 60 1 40 30 20 10 ppm

Esp. 43: Espectro de RMN '*C (125,69 MHz; CDClg; 8tus 0,00 ppm) de 4.
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M.Socorro AMA13.34/CDC1S agolSmssD

Pulse Sequence: dept
Solvent: cdgis

Temp. 25.0 C / 298.1 K
File: agoiémssD
INOVA-500 “mmrsun®

Relax. delay 2.000 sec
. ea

0 fons
OBSERVE €18, 125.6955962 MHz
DECOUPLE H1, 499.8851633 MHz
r 34 dB

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.9 Hz .
FT size 65536 I
Total time S hr, 18 min, 11 sec

Esp. 44: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 4.

$SaCOrro AMA 13.34 cdciS/tri-res agolBmssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Solvent: GBC13

Temp. 25.0 C_/ 293.1 K
Users 1-14-

Fille: agozansusoc
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
nc:. time 0.233 sec
width 20 13

on:
2 % 128 increments
OBSERVE H1, 499.38268G638 MH2
OECOUPLE C18, 1265.7051541 MH2
Power 5¢ db

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCE

Gauss apodization 0.110 sec J

F1 DATA PROCESSING
us

Total time 2 hr, $ min, 10 sec

»
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o
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*
»
o
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w ] ~N TN
. . . o
e a e

Levsaboeinbiensliag
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o
N EETEN T e PR P

»
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@
o

LI S B B N U AL e e o o e e T SN LA Bt S S e e o s e

T
130 - 120 110 - 100 90 80 70 60 58 a0 30 20
F1 (ppm)

Esp. 45: Espectro de RMN gCOSY 'H-'3C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tys
0,00 ppm) de 4.
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Socorro AMA 18.34 cdcl3/tri-res agol8mssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Solventx cpneis

2s. ﬂ C / 2%8.1 K
UsIrz 1-1:
Flle: GﬂnlamtlHSQC
INQVA-500 ‘“nmrsun®

Rlla! delay 1.500 sec
AG H tlm Q. 28! s8cC

wi 4280.8 Hz
20 V(dth 20555 e H2 |
16 repetition

® 128 Incr-mo J
OBSERVE ~ H1, 488. ausssu MHZ i
DECOUPLE C18, 125.7051941 WH2 H
Pwtr sn

during lcqu!sitlon
delay

Off dur'na )
GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.110 sec

F1 DATA PROGESSING

Gauss a odizntlon 0.006 sec

FT size 2048 02

Total time 2 nr S min, 10 sec

w
o

» by

«w
o
vee s il g

FS
o
L

- S — . — . : — . — . S
75 70 65 80 55 50 45 a0 35 30 25 20
F1 (ppm)

Esp. 46: Espectro de RMN gCOSY "H-°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; tvs
0,00 ppm) de 4 — Expansao da regido 6 1,2 a 4,7 ppme o 16 a 78 ppm.

Socorro AMA 13.34 cdcl3/tri-res agol8mssgCOSY

Pulse s-qunnu gcasy
$olvent: coct

mp. 25.0 C / 298.1 K
Flies agonn:sqcusv

INGVA-
Relax. delay 1.000 sec
Agg;, Hime 00 23§ sec
in L a2d0.s bz
P i did |
repe
128 fncrenents N - i} o Sk
QBSERVE H1, 493.83826638 NHZ
DATA PROCESSII
Q. sine bell 0.119 sec F2
F1 DATA PROGESSING (ppm
q ne b 0.030 sec )|
FT $1ze 2048 x 2048
Total time 18 min, 32 sec
1|
1 -
4 - ] L] L
] a n @
S . s 2 s e
] s o s a
3|
¥ ] 8 e Ao =
= B - B T - -
= - e
. TRy
] & ]
51
-
= P ‘e » ]
— E (4 -
4 L ~
7+
e T T T T B T T T
7 6 5 4 3 2 1 [
F1 (ppm)

Esp. 47: Espectro de RMN gCOSY 'H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; 8tus 0,00 ppm)
de 4.
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Socorre AMA 1S8.34 cdcl3/tri-res agol8mssgCoSY
Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: CDC13 ‘

Temp. 25.0 C / 2883.1 K

£lass agoiamssacosy

INOVA-500  “nmrsun®

Relax. delay_1.000 sec

9. time 0.235 cac

width 4290.8 Hz

ZD Width 429018 Hz

§_repetitions

28 {ncrements S S U W | U ——

ﬂgSERVE H1l, 499 8826638 MHZ
DaTA PROCESSING F2
$q. sine bell 0.112 sec
FL1 DATA PROCESSING (ppm
S sine bell 0.030 sec
FT size 2048 x 2048 b
Total time 18 min, 32 sec o
1.5
3 1 @ e 2 @
1 o] @0 &
2.0 a
] &2 [+ B a -]
2.5
, B a|a a
3.0
R -
. &2 = A ®
3.5+ e
b 0
b [k : @ =
4.0+ "
L s
3 L] - @
4.5
A T T L T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
F1 (ppm)

Esp. 48: Espectro de RMN gCOSY "H-"H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; rus 0,00 ppm) de
4 — Expansao da regidao 6 1,0 a4,5ppme 6 1,0 a 4,5 ppm.

Sncorro AMA 18.34 cdcl3ztri-res agoi8mssgHHBC

Pulss Sequence: gHNBS
Solvent: CDCIS

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
ysgr:  1-14-87

File: agolamssgHMBC
INgvA-500  “nmrsun®

Relax. dalay 1.000 sec
Acg, tima 0.228 sec

99 . 9826638 MH2

Sine be 0.005 sec
FT size 2048 x 10u4
Total time & hr, 58 min, 48 sec |

'rz E
m.
"(*(*pp I = @
4 2.0 == = =
X p w = = s @
| 2.5]
| 3
I - .
] 1 -
e 3 - - - - -
™ s.s =
) 34 ] amem . - B o
1 4.9 — _
:ﬁ 3 3 WER = - = -
| 4.5+
5.0
( ]
| 5.57
i E -
-—-2 s.o"z‘ s - - - - o
| k
——d 6.5 ——— it — - - -
’ T [T T T T T L e e
150 140 130 1z 110 100 20 80 70 60 50 40 30

F1 (ppn)

Esp. 49: Espectro de RMN gCOSY "H-"*C — gHMBC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 8ys
0,00 ppm) de 4.
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Esp. 50: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 4.
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5.2.1.1.3. Undulatina (7)

OCH3

Figura 34: Estrutura do alcal6ide undulatina (7).

O espectro de IV (Esp. 51) apresentou as seguintes bandas: deformacao axial C-
H em 2.992-2.891 cm™, deformacao axial de C=C de anel aromatico em 1.614 cm™,
deformacdo axial do anel epéxido em 1.280 cm™ e deformagdo angular de C-H do
grupo metilenodioxila (-OCH20-) em 921 cm™ 8,

No espectro de RMN 'H (Esp. 52) observou-se a presenca de dois simpletos
largos em & 3,32 e 3,97, um simpleto em & 6,62, um duplo dupleto em & 3,06, um
simpleto em & 5,86 atribuido ao grupo metilenodioxila e dois simpletos em & 3,43 e 3,97,
que caracterizam hidrogénios em grupo metoxila. O dupleto em 6 3,77 (J = 3,7 Hz), que
pode ser atribuida ao acoplamento entre hidrogénios vicinais cis em anel ep6xido®’.

Nos espectros de RMN *C e DEPT (Esp. 54 e 55) de 7 observou-se a presenca
de 18 sinais referentes a 2 CHs, 5 CH,, 5 CH e 6 C quaternarios; seis deles tipicos de
anel aromatico 148,0, 141,0, 138,9, 133,4, 117,8 e 96,4, o Unico relativo a CH; o sinal
em 6 100,6 (CH>) indica um grupo metilenodioxila e os sinais em & 53,9 e 55,1 indicam
o anel epoxido caracteristico deste composto.

O espectro de gHSQC (Esp. 56) possibilitou a atribuicdo dos sinais de
hidrogénios a seus respectivos sinais de carbono, como apresentado na Tabela 15.

A atribuicdo dos sinais foi confirmada pelas correlacbes observadas nos
espectros de gCOSY 'H-'H (Esp. 58). O sinal em & 3,32 (H-2) correlaciona-se com &

3,77 (H-1) e 3,97 (H-3); o sinal em & 1,40 (H-4) apresenta correlacdo com 1,75 (H-4),
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3,06 (H-4a) e 3,97 (H-3); o sinal em 6 2,01 (H-11); o sinal em 3,17 (H-12) correlaciona-
se com os sinais em 6 2,01 e 2,38 (ambos H-11), 2,78 (H-12);

A curva de DC (Figura 56) permitiu definir a configuracao absoluta de 7, com a
ponte 5,10b-etano na face p*'*?°° da molécula e que o hidrogénio H-4a (& 3,06) esta na
face a. O valor da rotacao Optica [a]p = - 47° foi compativel com o relatado na literatura
para o alcaléide undulatina ([a]p = - 46°) */.

A utilizacdo da técnica NOESY 1D permitiu a confirmacao da configuracao
relativa dos demais carbonos quirais do alcaldide 7. No espectro NOESY (Esp. 60) a
irradiacao em o 3,06 (H-4a, a) apresentou acréscimo dos sinais em 6 4,20 (H-6a), 3,43
(3-OCHgs, a) e 1,75 (H-40). A irradiacédo do sinal em & 1,40 (H-4B) (Esp. 61) resultou no
acréscimo dos sinais de hidrogénios em 6 3,97 (H-3p), 1,75 (H-4a), 3,17 (H-12) e 2,38
(H-11). As interacdes deste com os sinais de H-11 e H-12 permitiram atribuir & 2,38
como H-11g4 € 3,17 como H-124y0.

No Esp. 62 observou-se que a irradiacdo em & 4,20 (H-6a) levou a um
incremento em & 3,71 (H-6B) e 3,06 (H-4a, a), a interacdo com este ultimo sinal permitiu
confirmar que o sinal em 6 4,20 esta na face a da molécula.

O espectro de massas do alcaléide 7 (Esp. 63) possui como pico base o ion
molecular m/z 331 [C1gH21NOs]™, comportamento caracteristico destes compostos. A
perda da ponte (C-11/C-12) resulta no pico m/z 303 [CieHi7NOs]* e este ion radical
perde o radical hidrogénio, aparentemente para ganhar estabilidade, gerando o ion m/z
302 [C16H1sNOs]* ®°. A Figura 35 apresenta uma proposta para formagéo dos fons m/z
303 e 302.

OCHjs OCHg, OCHs
C1gH21NO5 331.14 C16H17NO5 303.11 C16H16NO5 302.10

Figura 35: Proposta de formacéao dos ions m/z 303 e 302 para o alcaldide 7.
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Rearranjos de elétrons em 7 no ion molecular podem favorecer a perda do radical
CHO produzindo o ion radical m/z 302 [C17H20NO4]" que pode perder a ponte etano
gerando o fon radical m/z 272 [C1sH1sNO4]* ®*. A Figura 36 apresenta uma proposta
para formacao dos ions m/z 302 e 272.

OCHs OCHs OCHg
C1gH21NOs 331.14 C1gH21NOs 331.14

OCHs OCHs
o A C oo S
< -H* < | <
_N. -~ N o]
0 + - CoHz f_]
OCHs OCHg H '\~ OCHj
C15H14NO4 272.09 C17HooNO,4 302.14 C1gH21NO5 331.14

Figura 36: Proposta de formacao dos ions m/z 302 e 272 para o alcaloide 7.

O rearranjo de elétrons em 7, observado na Figura 36, também possibilita a
perda do radical metila em C-3 gerando o ion m/z 316 [C17H1sNOs]* que pode perder o
radical ‘CHO gerando o ion m/z 287 [C1¢H17NQ4]™, que por perda de radical H gera o
ion m/z 286 [C1sH1sNO4]. A perda do radical metoxila de C-3, no ion molecular gera o
fon m/z 300 [C17H1sNO4]* ®*. A Figura 37 apresenta uma proposta para formagéo dos
ions m/z 300, 316, 287 e 286.

% Samuel, E. H. Organic Mass Spectrometry, 1975, 10, 427-431
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+Z:\

o 0
H H
O—CH3
CH3 -CHo. £ " _-H < i -
—_—
Al N

OCHs OCHs OCHjs OCHg
C18HziNOs 331.14 C17H1gNO5 316.12 C16H17NO4 287.12 C1gH1gNO, 286.11
O
(OCHg
- H3C(.): |
i CTU ]
OCHs OCHs
C1gH21NO5 331.14 C17H1gNO4 300.12

Figura 37: Proposta de formagéao dos ions m/z 316, 287, 286 e 300 para o alcaldide 7.

Os dados espectroscopicos RMN, IV, EM, DC e [a]p do alcaldéide 7 foram
comparados com dados da literatura*®*’*° e a este foi atribuida & estrutura da
undulatina.

Este alcaléide foi isolado anteriormente dos bulbos de: Nerine filifolia'®, Crinum
macowanni'®, Nerine bowdenii W. Wats**, Ammocharis tinneana, Brunsvigia

josephinae®’, Crinum moorei*®, Brunsvigia orientalis*®, Amaryllis belladonna®

undulatina (7)
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Tabela 15: Dados de RMN 'H e '*C para o alcaléide undulatina (7).

d (ppm) de

Tipo de

o (ppm) de

Carbono . Carbono Hidrogénio » J (Hz)
1 53,9 CH 1 3,77 (d) 3,7
2 55,1 CH 3,32 (s)) -
3 74,9 CH 3,97 (s) -
4 25,2 CH> 4a 1,75 (dI) 14
43 1,40 (td) 14,14 e 4
4a 61,2 CH 4a 3,06 (dd) 14e4
6 58,6 CH> 6a 4,20 (d) 17,6
63 3,71 (d) 17,6
6a 117,8 C - -
7 141,0 C - -
8 133,4 C - -
9 148,0 C - -
10 96,4 CH 10 6,62 (S) -
10a 138,9 C - -
10b 41,5 C - -
11 39,2 CH, 11exo 2,38 (td) 11,11 e5
11endo 2,02 (dda) 13,9e4
12 53,5 CHz 12exo 3,17 (td) 11,11e4
12endo 2,78 (ddd) 13,9e5
-OCH.0- 100,8 CHz -OCH.0- 5,86 (s) -
3-OCHs 57,5 CHjs OCHjs 3,43 () -
7-OCHjs 59,1 CHjs 7-OCHjs 3,97 (s) -
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Esp. 51

: Espectro de IV (pastilha de KBr) de 7.

Maria do Socorrc "AMA3.10" cdcl3/bbSold out24mssH3

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13
Ambient temperature
File: out2amssH3
INOVA~500 ‘“nmrsun"

w

16 repetitions

%, 300.0673548 MHZ
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 32768

Total time 0 min, 46 sec

)

Esp. 52: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCl3; 8tms 0,00 ppm) de 7.
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Maria do Socorro |FAMAS.10" cdc13/bbSO1d out24mssH3

Pulse Sequence: gppul

Solvent: CDC13
Ambient temperafure
File: outz2amssHS
INOVA-500 ‘“nmrsyp

Relax. delay 0.3D0 sec
Pulse 39.2 degréps
667 |pec

OBSERVE _ H1i, 30(|.0673548 MHZz
Line broadening |p.3 Hz
2768
Total time 0 min{| 46 sec

WMMWW 1

ARanEsi T RREEEEEs: T

2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 ppm

I S o e R e T T

4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.5

Esp. 53: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 7 — Expanséo da regiéo
64,3a1,2ppm.

M Socorro AMAS.10 cdci3 out26mssCl

Pulse sequinclx s2pul
Solvent: CDC

Ambient ta-pcratur.
File: out2ém
INOVA-500 "nnrcun"

Relax. delay 2 ooo sec
Puise 42.8 de

1/ fone
OBSERVE C13, 75.4519968 WHz
DECOUPLE M1, 800.0688576 MHz

contin

WALT Z‘I.C mdlﬂltcd

DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz

FT size 32768

Total time 8 hr, 54 min, 4 sec

dAan Al Ll i AMM y "
T

A we
LN B T e e e S o e B B L B s A B B S S e | T

a0 20 0 ppm

L B e e s e e A s e et A B B B S S B B — T

140 120 100 80 60

Esp. 54: Espectro de RMN '*C (75,45 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 7
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¥ Socorro ANAS.10 cdcl3 out26mssbi

Puise Sequence: dept
Solvent: cdci3
Ambient temperature
Fille: out26mss
INOVA-500 ‘nmrsun®

elax. nno.y 2.000 sec
Pulte 80. rees

ns

OBSERVE  C13, 75.4518870 MHz-
DECOUPLE “H1i] s00l0688576 MHz
Power 41
oo auring’. acguisition
off_during del

LTZ-16 modulated
DATA PI!BCESSIMG

ne broadening 1.0 Hz
FFotze 557
Total time 48 min, 33 sec

" A " S Farcha o
g . W i y A

i s T ek ; . " A

" ¥ L, o L " Y it el o ol Wk ey " syl

T — T T —r—— T T R e e —T — T L e o I e e I B

120 110 100 90 8o 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Esp. 55: Espectro de DEPT (75,45 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 7

Maria Socorro AMA-11.30 CDC13 ju104mssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
solvcnt coCi1s8

‘emp .ﬂ C / 298.1 K
User 1-14-87
File: jullessHSQC
INOVA 500 "nmrsun"

Relax. ue'lgy 1. 000 sec

ents
QBSERVE , 498.8826638 MHz
DECGUPLE C13, 125.7064906 NHz
Power S0 dB

on during acquisition

gt during delay

GARP-1 modulated

DATA
Gauss apodiza 1on 0.112 sec
DA

Gauss apodiza Ion 0.011 sec L i * X - L

otal S ime 12 hro 84 min, 14 sec F2
’ ' (ppm)
] - ®
: e
2 8
g ¥ . o
- .
i e d
1 6. .
A4 - -
B &
5
6 -
B *
7
1 T v r — T —T a T T T T
100 90 a0 70 60 50 40 3¢
F1 (ppm)

Esp. 56: Espectro gCOSY 'H-"°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; 8tus 0,00 ppm)
de 7.
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Maria Socorro AMA-11.30 CDC13 jul04mssHSQC

Pulse Sequence: HSQC

Solvent: CDC13
Temp. 25.0 C / 298.1 K
4-87

User: 1-1.
File: jul0dmssHSQC
INOVA-500 "nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec
Aca. time 0.125 sec

x 1 nts

OBSERVE  H1, 499.8826638 MHz
DECOUPLE C13, 125.7064806 MHz
Power 50 dB

on during acquisition
a

off during de
GARP-1 modula

@
<

d

Gauss apodization 0.112 sec

Q
N
2

3 ”, At ey
us ion 0.611 sec .. ' ad L

FT size 2048 x 2048

Total time 12 hr, 34 min, 14 sec

~n
@

Aam
@
o

60 S5 50 a5 40 35 30 25
F1 (ppm)

Esp. 57: Espectro gCOSY "H-'°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,69 MHz; CDCls; &rus 0,00 ppm)
de 7 — Expansao da regido 6 66 a 23 ppm e 4,5 a 1,0 ppm.

M Socorro “AMA 3.10" cdc138 out26mssCOSY

Pulse Sequence: relayh
Solvent: CDC138
Ambient temperature

File: out26mssCOSY

INOVA-500 “nmrsun®

slax. delay 1.000 sec
COSY §0-180
Acq, time 0.208 sec
1d 2430.8 Hz
2D Width 2490.8 Hz
16 repetitions (
128 Sncrements
OBSERVE . H1, 300.0673601 NHz F2
DATA PROCESSING
Tne bel) 0.108 sec (ppm
F1 DATA PROCESSING it *
ne bell 0.051 sec
FT s1ze 1024 % 1 ]
Total time 42 min, 24 sec ]
1
A a
Bl 1] 8 »
1 o - ] -]
—] AY * 4
2 - )
] @ e -
] w® . o= -
3': i’?ii? ® s -~ ®
a9
] 8:8 o
_ o] - e cw . -
g 2:0
5-
b &
6
7 &
= ©
7-
o1 ]
7 6 S 4 3 2 1 -0
F1 (ppm)

Esp. 58: Espectro gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; §rvs 0,00 ppm) de 7.
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M Socorro "AMA 8.10" cdc13 out26mssCOSY

Pulse Sequence: retayh
Solvent: CDC1S8
Ambllnt temperature
File: out26mssCOSY
INOVA-500 ‘nmrsun®

Relax. da1ay 1.000 sec

Brusszg
33
€ <
3%
TECIN
S
T 31
5 3
o
Zpe B
oo®
£
#3352y
ous
i
H

BSERVE
DATA PRDCESSXNG
Sq. sine bell 0.108 sec C
r1 DATA Pnocessxua
bell 0.051 sec
Fa13e 5054 x fo0a
Total time 42 min, 24 sec

TN -
°
3

o
©

-
a
PRI SRS I R =
o
o
Qi
s
)

2.0 > ! 8
" o
1 we 3 -
2.5
] o8 . BN -
.0 .
3 ] G2 & we - ==
3.5%
< =
4.0
4.5
S0 L T T T T —
. e
5.0 als a0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F1 (ppm)

Esp. 59: Espectro gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; 8rvs 0,00 ppm) de 7 — §
45a1,0ppmed4,5a1,0ppm.

socorro amas3.10 cdc13 dez0SmssNOES
File: home/espectros/inova/2008/dez08/dez0SmssNOES.fid

Pulse Sequence: NOESY1D

Solvent: cdcl3
Temp. 25.0 C '/ 298.1 K

operator:
File: deznsnsslu{s
INOVA-500 “nmrsparc.iqm.unicamp.br"

Relax. delay 5.000 sec
90.

272 repetitions
OBSERVE _ H1, 493.8827564 MHZ . _
paTA PROCESSING

Line broadening 3.0 Hz
£r'07267 0558
Total time 2 MmN, .6 58S
' . T T — T T . T

Esp. 60: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDClIz; dtus 0,00 ppm), irradiacao do hidrogénio
em 6 3,06 ppm de 7
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socorro amas3.10 cdcl13 dez05mssNOES
File: home/espectros/inova,/2008/dez08/dez05mssNOES. fid
Pulse Seguence: NOESY1D

mn
Flle: dez05msSNOES
INOVA-500 “"nmrsparc.igm.unicamp.br”

Relax. delay 5.000 sec
Pulse 90.0 degrees
Mixing 0.500 sec
Acg. time 2.048 sec

i .0 Hz

OBSERVE  H1, 499.8827564 MHZ

0ATA PROCESSENG e
Line broadening 3.0 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 6 min, 39 sec \/,_ﬁ¢~_A
5 T ——
8 7 6 5 2 1
— [r—
14.09
3.12 ~190} 00

Esp. 61: Espectro de NOESY 1D (499,88 MHz; CDCl3; dtvs 0,00 ppm), irradiacao do
hidrogénio em 6 1,40 ppm de 7.

socorro amas3.10 cdcl3 dez0SmssNOE6
File: home/espectros/inova,/2008/dez08/dez05msSNOEE.fid

Pulse Sequence: NOESY1D
Solvent: cdcl13
Temp. 25.0 C / 298.1 K
operator: rmn
Flle: dez05msSNOEG
INOVA-500 “nmrsparc.igm.unicamp.br”

Relax. delay 5.000 sec

OBSERVE  H1, 499.8827564 MHz _
DATA PROCESSING

Line broadening 5.0 Hz
FT size 65535

Total time 2 hr, ,,liﬂm;jsisck,ﬂwwMM SN

T T T T T L T

T
8 7 6 5 4 3 2 1
e —
-109.90 1438
0.10 2.97

Esp. 62: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDClIs; dtus 0,00 ppm), irradiacao do hidrogénio
em 4 4,20 ppm de 7.
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Esp. 63: Espectro de Massas (IE, 70 eV) de 7.
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5.2.1.1.4. Ambelina (8)

Figura 38: Estrutura do alcal6ide ambelina (8).

O espectro de IV (Esp. 64) apresentou as seguintes bandas: deformacao axial
de O-H em 3.433 cm™', deformagcao axial de C-H em 3.084- 2968 cm™', deformacao axial
de C=C de anel aromatico e olefina em 1.618 e 1.482 cm™ e deformagéo angular de C-
H do grupo metilenodioxila em 929 cm™ *8,

No espectro de RMN 'H (Esp. 65) observou-se a presenga de: um simpleto em &
6,60, um dupleto em & 6,58 (J =10 Hz), um duplo dupleto em 6 6,02 (J= 10 € 5 Hz), um
multipleto em 6 3,86, um duplo dupleto em 6 3,37 (J= 14 e 4), dois dupletos em 4 5,89 e
5,88 (J = 1,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios do grupo metilenodioxila, e dois simpletos
em d 3,36 e 4,00, caracteristicos de hidrogénios em grupo metoxila.

Nos espectros de RMN '°C e DEPT (Esp. 68 e 69) de 8 observou-se a presenca
de 18 sinais referentes a 2 CHs, 4 CH,, 6 CH e 6 C quaternarios. Os sinais em o 148,8,
140,3, 133,78, 132,6, 131,5, 125,3, 116,3 e 96,8 indicam a presenca de um anel
aromatico e uma ligacao olefinica, o sinal em & 100,4 (CH,) é caracteristico de grupo
metilenodioxila e os sinais em & 58,6 (CHs) e 55,9 (CHj3) indicam grupos metoxilas.

O espectro de gHSQC (Esp. 70) permitiu atribuir os sinais de hidrogénio aos
seus respectivos sinais de carbono, como apresentado na Tabela 16.

A atribuicdo dos sinais foi confirmada pelas correlagcbes observadas nos
espectros de gCOSY 'H-'H (Esp. 72). O sinal em § 6,02 (H-2) correlaciona-se com &

6,58 (H-1) e 3,86 (H-3); o sinal em & 1,70 (H-4) apresenta correlagdo com 6 2,10 (H-4),
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3,37 (H-4a) e 3,86 (H-3); o sinal em & 3,37 (H-4a) correlaciona-se com & 2,55 (H-12),
1,70 e 2,10 (ambos H-4); e o sinal em 6 2,55 (H-12) correlaciona-se com & 3,37 (H-4a),
3,64 (H-12) e 4,41 (H-11).

O espectro de gHMCB (Esp. 74), também, confirmou as atribuicdes
apresentadas na Tabela 17. O sinal de hidrogénio em & 6,58 (H-1) correlaciona-se com
os sinais de carbono em 6 132,6 (10a), 71,5 (C-3), 62,6 (C-4a) e 47,7 (C-10b); o sinal
em o 3,86 (H-3) correlaciona-se com os sinais em 6 131,6 (C-1), 125,3 (C-2) e 55,9 (3-
OCHj3); o sinal em 6 3,37 (H-4a) apresenta correlagao com é 132,6 (C-10a), 84,9 (C-11),
60,6 (C-12), 47,7 (C-10b) e 27,7 (C-4); o sinal em & 6,60 (H-10) apresenta correlagéo
com 6 147,8(C-9), 140,3 (C-7), 133,7(8), 132,6 (C-10a) e 116,3 (C-6a); o sinal em & 2,55
(H-12) apresenta correlagdo com o 84,9 (C-11), 62,6 (C-4a) e 53,5 (C-6); o sinal em &
4,00 (7-OCHjs) correlaciona-se com o 140,3 (C-7) e o sinal em & 3,36 (3-OCHjy)
correlaciona-se com & 71,3 (C-3).

A curva de DC (Figura 8) forneceu a configuracao absoluta de 8, revelando que
a ponte 5,10b-etano esta na face B*'**>*° da molécula que o hidrogénio H-4a (& 2,10)
esté na face a.

As constantes de acoplamento, apresentadas na Tabela 17, podem ser
utilizadas para determinar a relacao espacial entre o hidrogénio. H-4a e os hidrogénios
H-4. O sinal de H-4a (8 3,37) apresenta-se como um duplo dupleto com J=14e 4 Hz. A
primeira constante decorrente de uma relacao trans-diaxial com H-4B (& 1,70) e a
segunda relativa a uma interacdo axial-equatorial cis com o H-4a (8 2,10)*".

As correlacdes entre 6 4,41 (H-11) e os hidrogénios 6 3,64 e 2,55 (H-12) podem
ser observadas nas constantes de acoplamentos; o valor de J = 8,3 pode ser atribuido a
correlacdo com o hidrogénio de H-12 em posicéo cis (6 3,64) a H-11 e o valor de J = 4,6
relativo a correlagdo trans (6 2,55).

O valor da rotagdo 6ptica da literatura ([a]p = + 43°)% foi compativel com o
determinado para o alcaléide 8, [a]p = + 36°, sugerindo, também, a estrutura da

ambelina.
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Alcaldides tipo-crinina que apresentam grupo hidroxila como substituinte em C-11
como a ambelina (Figura 38) apresentam fragmentacbes dirigidas por este
substituinte®. O espectro de massas do alcaldide 8 (Esp. 74) possui como pico base o
ion molecular m/z 331 [C1gH21NOs]*. A perda do radical hidroxila de C-3, localizado em
posicdo gama ao nitrogénio, gera o ion m/z 300 [Ci7H1gNO4]" e a perda do radical
metila gera o ion m/z 316 [C17H1gNOs]" ®°.

O ion radical m/z 331 [C1gH21NOs]* pode sofrer um rearranjo para depois perder
uma molécula de metanol produzindo o ion radical m/z 299 [Ci7H{7NQO4]* este por
perder hidrogénio radicalar gerando o ion m/z 298 [C17H1sNQO4]" ou perder o radical
‘CHO produzindo o ion m/z 270 [C16H1sNO3] ™ este por sua vez pode perder a molécula
CH>=NH e produzir o ion benzilico m/z 241 [C1sH1303]" que poder perder a molécula
CH,0 e gerar o ion m/z 211 [C14H11NO,]* (Figura 39)%°.

OCHs OCH;3

C1gH1NO3 270.11

C14H110, 211.08 C15H1303 241.09

Figura 39: Proposta de formacao dos ions m/z 299, 298, 270, 241 e 211 a partir de 8.

6 Longevialle, P.; Burlingame, A. L. Organic Mass Spectrometry, 1973, 7, 417-430.
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No espectro de massas de 8 observa-se um pico em m/z 287 de grande
intensidade. A Figura 40 apresenta-se uma proposta para a formacgao deste pico, que
consiste na perda da ponte etano do ion molecular originando o ion radical m/z 287
[C16H17NO4] ™.

OCHs OCHs
C1gH21NO5 331.15 C16H17NO, 287.12

Figura 40: Proposta de formagao do ion m/z 287 a partir de 8.

A analise dos dados espectroscopicos de RMN, EM, DC e [a]p resultou na
sugestdo da estrutura da ambelina para o alcaldéide 8, esta foi confirmada apds
comparacado dos dados obtidos para o alcaléide 8 com os relatado na literatura®4"4’.
Este alcal6ide foi isolado anteriormente dos bulbos de: Nerine bowdenii W.

Wats**, Ammocharis tinneana, Brunsvigia josephinae®’, Crinum macowanii'®.

ambelina (8)

132



Tabela 16: Dados de RMN "H e '3C para o alcaléide ambelina (8).

d (ppm) de

Tipo de

Carbono o0 Carbos Hidrogénio | & (ppm) de 'H J (Hz)
1 131,6 CH 1 6,58 (d) 10
2 125,3 CH 2 6,02 (dd) 10e5
3 71,9 CH 3,86 (m) -
4 27,7 CH 40 2,10 (d)) 14
48 1,70 (ddd) 14,14 e 4
4a 62,6 CH 4a 3,37 (dd) 14e4
6 58,5 CH: 60 4,27 (d) 17
6B 3,87 (d) 17
6a 116,3 C - - -
7 140,3 C - - -
8 133,8 C - - -
9 1478 C - - -
10 96,8 CH 10 6,60 (5) -
10a 132,6 C - - -
10b 47,7 C - - -
11 84,9 CH 11exo 4,41 (dd) 8,3e4,6
12 60,6 CH: 12exo 3,64 (dd) 13,5e 8,3
12endo 2,55 (dd) 135e4,6
-OCH,0- 100,4 CH: -OCH,O- | 5,89 ¢ 5,88 (d) 1,53
3-OCHs 55,9 CHs OCHs 3,36 (s) -
7-OCHs 58,6 CHs 7-OCHs 4,00 (s) -
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Esp. 64: Espectro de IV (pastilha de KBr) de 8.

M Socorro AMA 5.15 cdcl3/tri-res dez02mssH4
Pulse Sequence: s2pul

File:
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0

Total time 0 min, 52 sec

T

&

ppm

Esp. 65: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCl3; 8tms 0,00 ppm) de 8.
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M Socorro AMA 5.15 cdc13str

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13:

Temp. 25.0 C / 288.1 K
File: dez02mssH4
INOVA-500 “nmrsun”

-res dezo2mssH4

Relax. dalay 0.010 sec

16 repetitions
ERVE

o8BS Hi, 499.8825669 NNz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 655
Total time 0 min, 52 sec

Esp. 66: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 8 — Expanséo da regiéo
61,9 a4,5ppm.

M Socorro AMA 5.15 cdci3/tri-res dez02mssH4
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: %DC'IS

F
INOVA-500 "nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 _degrees
Aca. time 3.277 sec

16 repetitions

OBSERVE _ H1i, 499.8825669 MHZ
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 0 min, 52 sec

.2 5.0 ppm

Esp. 67: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 8 — Expansé&o da regiéo
54,9 a5,6 ppm.
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M Spcorro AMA 5.15 cdci3/tri-res dez62mssC4

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13

Temp. 25. 0 C / 298.1 K
usar. 1-1

Files nezozmssc4
INOVA-500 “nmrsun*

Relax. delay 1. 500 sec

DECOUPLE Nl, 489.8851633 MHz
Power 34
cont‘nuou
WALTZ-18 mdulated
DATA PROCESSIN
Line brcadenlng 1.0 Hz
FT size 131072
Total time 3 hr, 32 min, 24 sec

Esp. 68: Espectro de RMN '*C (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 8.

M Socorro AMA 5.15 cdcl3/tri-res dez02mssD4

Pulse Sequence: dept

Solvent: cdc13
Temp . zan/zsaik
File: dezozmsss
INOVA-505 wnmrsunt

Relax. detay 2.000 sec

21 ions
OBSERVE " C13, 125.6956138 MHz
DECOUPLE H1, 499.8851633 MHz
Power 34 di

on @uring acquisition

2
Total time 2 hr, 1n(m|n,

T T T T T 1
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Esp. 69: Espectro de DEPT (125,69 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 8.
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N Socorro AMA 5.15 cdcli8/tri-res dez19mssHSQC2

Pulse Sequence: HSQC

Solvent: CDC18
Temp . 25:2/2!81K

User:
File: dszl!nsslisﬂcz
INOVA-500 “nmrsun

Relax. delay 1.000 sec
Acq. iime 0.226 sec
widin = 45835

%
OBSERVE H1, 49!.8825485 MHz
DECOUPLE C13, 125.7081569 MHz
Power S0 dB

on during acquisition

off during de

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodiza }on 0.104 sec
Ci

123

Gauss apodization 0.005 sec

Total time 7 hr, 16 min, 35 sec
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Esp. 70: Espectro gCOSY "H-"°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; Srvs 0,00 ppm)

de 8.

M Socorro AMA 5.15 cdclS/tri-res dez13mssHSQC2

Pulse Sequence: HSQC
$elvents cocts
25.0 C_/ 298.1 K

viert” 12i3-87
File: dez13mssHSQC2
INOVA-500 ‘"nmrsun"

knax delay_1.000 sec
time 0.226 sec
Vidin 4533
20 widen 2s682. 2Rz
0 repstitio
x 128 u-crc-o
obsERVES ‘M1, 338 8825488 MHz
DECOUPLE cls 1257081569 MHZz
Power 50

onvauring” acauisition
ors pdurin ay
moguiatey

Gauss apodization 0.104 sec
F1 DATA PROCE

Gauss apodization 0.005 sec
FT size 2048 x 102

fotai time 7 nri’is min, 35 sec

~n

vobA D DA D AW W W W W N NNTN

95

90

T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 as

F1 (ppm)

Esp. 71: Espectro gCOSY "H-"°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; &rvs 0,00 ppm)
de 8 - Expanséao da regido 6 2,3 a 5,0 ppm e 6 45 a 95 ppm.
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M Socorro AMA 5.15 cdciS/tri-res dezi9mssCOSY2

Pulse Sequence: gCOSY
sowant cncls

mp . / 298.1 K
1|: dexunsscosvz
IuovA 500  “nmrsun”

Relax. dc'lay 1.000 sec

Acq. time 0.226 sec

Widin® "%a538%6 f2

2D Width 45336 Hz

2 repetitions 5
ol28 dncrements L

ERVE  H1, 499.8825552 MHz p
DATA PROCESSING Fz2 | .
F1t0atA" rngcéésguéu sec (ppm))|
Sine bell 0.028 sec
£T,size 2048 x 2048
Total time 21 min, 42 sec |
1-
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J 2— " ° - 5 w
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Esp. 72: Espectro gCOSY 'H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; dtus 0,00 ppm) de 8.

M Socorro AMA 5.15 cdcl13/tri-res dez13mssCOSY2

Pulse Sequence: gCOSY
$olvent: chls

Temp. C / 288.1 K
File: ¢-=u-ucosv2
INOVA-500 ‘“nmrsun’

Relax. delay 1.000 sec
me 0.226 sec
33,6 Hz

ol28 Jncrements
H1, 498.8825552 MHz M SN An
DATA PROCESSING
ittt B e Cpom3
NI Ry R ceemy :
size * _ - -
fotal time 21 min, "4z sec i b s 8 &
2.0 _®
4 0] .-\»?’ ¢ aB

-
4 an
b £y
3.0 -
7 2 o
- -
1 . Q W » 8 P
3.5 & &
] & :
1 S 490
] a 8 o . a [:=]
4.0 = oo .
1 ]
J P ] [ 5
4 @ I ~
4.5
T T T T T T T
a.s 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Esp. 73: Espectro gCOSY 'H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCl3; 8tus 0,00 ppm) de 8 —
Expansdoda d1,5a4,6 ppme d1,5a4,6 ppm.
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M Socorro AMA 5.15 cdcl3/tri-res dez19mssHMBCZ2

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 298.1 K
User: 1-14-87

File: dezl9mssHMBC2
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.226 sec

i 4533.6 Hz

2D Width 25682.2 Hz

128 repetitions

256 increments

OBSERV H1, 499.8825496 MHz
DATA PROCESSING

Total time 11 hr, 53 min, 5 sec

JIJ ‘ 1
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Esp. 74: Espectro gCOSY "H-'°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71

MHz; CDCls; érus 0,00 ppm)
de 8.

M Socorro AMA 5.15 cdcl3/tri-res dez19mssHMBCZ

Pulse Sequence:
Solvent: CDC13
Temp . .0 C 7 298.1 K
user: 1-14-87
File: dezl13mssSHMBC2
INOVA-500

gHMBC

Relax. delay 1.000 sec

OBSERV 1, 499.8825496 MHZ
DATA PROCESSING
Sine_bell 0.

Total time 11 hr, 53 min, 5 sec

Fz ]
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Esp. 75: Espectro gCOSY 'H-"*C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; §ys 0,00 ppm)

de 8 — Expansédo da 6 1,2 a 6,7 ppm e 6 26 a 92 ppm.
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M Socorro AMA 5.15 cdcl3/tri-res dez19mssHMBC2

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: €CDC13

Temp. 25.0 C / 298.1 K
User: 1-14-i

File: dez13msSHMBC2
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.226 sec

width  4533.6 Hz
2D Width 25682.2 Hz
128 repetitions :
256 increments
OBSERVE  H1, 493.8825495 MHz
DATA PROCESSING
Sine bell 0.113 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.004 sec
FT size 2048 x 2048 i
Total time 11 hr, 53 min, 5 sec _J i
F2
(ppp)
8rpd —
2.5
3.0
— ] -
3.5
= I e m—— - — - ST e,
)} - iy
_ 3 4.0- e
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1 ] . —
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Esp. 76: Espectro gCOSY 'H-"*C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; §vs 0,00 ppm)
de 8 — Expansdoda 1,6 a7,0 ppme 395 a 157 ppm.
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Esp. 77: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 8.
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5.2.1.1.5. 11-O-acetil-ambelina (6)

Figura 41: Estrutura do alcaléide 11-O-acetil-ambelina (6).

Os espectros de RMN 'H e '*C (Esp. 78 e 82) do alcaléide 6 possuem aspectos
semelhantes aos do alcaléide 8. As diferencas significativas foram devidas a
substituicdo do hidrogénio da hidroxila de C-11 do alcaléide 8 pelo grupo acila (-
COCHg5;) de 6. O sinal do carbono C-11 (8 87,3) apresentou-se desprotegido em Ad = +
3,6 e o sinal do hidrogénio H-11.,, (8 5,12), também, apresentou-se desprotegido em Ad
=+ 0,71, em relacdo aos correspondentes sinais do alcaléide ambelina (8). Os demais
sinais apresentaram apenas pequenas variacées nos seus deslocamentos.

No espectro de RMN 'H de 6 (Esp. 78) observou-se os mesmos sinais que 8,
junto com o sinal da metila do grupo acila em & 1,83. No espectro de RMN '3C (Esp. 82)
observou-se dois novos sinais em & 170,9 e 20,9, atribuidos, respectivamente a
carbonila e a metila do grupo acila.

O espectro de gHSQC (Esp. 84) permitiu atribuir os sinais de hidrogénio aos
seus respectivos sinais de carbono, como apresentado na Tabela 17.

O espectro gCOSY 'H-'"H (Esp. 86) confirmou as correlagdes observadas. O
sinal em & 6,54 (H-1) correlaciona-se com os sinais em 6 6,03 (H-2) e 3,85 (H-3); o sinal
em 6 1,71 H (H-4) apresenta correlagdo com o 3,42 (H-4a) e 2,12 (H-4); o sinal em o
3,75 (H-12) correlaciona-se com 8 5,12 (H-11) e 2,73 (H-12).

A atribuicao dos sinais foi confirmada, também, pelas correla¢cées observadas no
espectro de gHMBC (Esp. 88). O sinal em & 6,54 (H-1) correlaciona-se com 133,6 (C-
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10a), 72,2 (C-3), 63,5 (C-4a) e 47,5 (C-10b); o sinal em & 2,12 (H-4) correlaciona-se
com os sinais em 72,2 (C-3), 63,5 (C-4a) e 47,5 (C10b); o sinal em & 4,32 (H-6)
apresenta correlacdo com os sinais em 6 133,6 (C-10a), 117,3 (C-6a) e 59,4 (C-12); o
sinal em 6 6,45 (H-10) correlaciona-se com os sinais em 147,9 (C-9), 133,6 (C-C-10a),
117,3 (C-6a) e 47,5 (C-10b); o sinal em & 2,73 (H-12) correlaciona-se com o0s sinais em
6 87,3 (C-11) e 63,5 (C-4a); o sinal em & 5,84 (-OCH.O-) correlaciona-se com o0s
carbonos em 6 147,8 (C-9) e 133,6 (C-8); os hidrogénios das metilas em & 3,34 e 3,98
correlaciona-se com os sinais em 8 72,2 (C-3) e 140,5 (C-7), respectivamente; e o sinal
em o 1,83 correlaciona-se com a carbonila em 6 170,9.

As constantes de acoplamentos observadas entre os hidrogénios do alcalbide 6
(Tabela 17) sao semelhantes as observadas para o alcaldide 8, portanto os alcal6ides
apresentam as mesmas correlagoes.

A partir da curva de DC deste alcaléide (Figura 58) determinou-se a
configuracao absoluta do carbono C-10b e constatou-se que a ponte 5,10b-etano esta
em na face p*"*?*° da molécula e que H-4a est4 na face a.

O sinal da rotacao oOptica para o alcaldide 6, [a]p = - 15°, foi compativel com o da
literatura ([a]p = - 23,5°)* indicando, também, a estrutura da 11-O-acetil-ambelina.

O ion molecular m/z 373 [CooH23NOg]* pode perder um radical metoxila
produzindo o ion m/z 342 [C19H20NOs]*; este pode perder uma molécula de acetaldeido
gerando o ion m/z 298 [C17H16NO4]*. O ion molecular também pode perder o radical
metila produzindo o ion m/z 358 [C19H20NOg]*, que pode perder uma molécula de CO.
produzindo o radicalar m/z 314 [C1gH2NO4]* (Figura 42)°.
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O /*N\/lkH

OCHjs

C47H1gNO4 298.11

o+
(:ﬁ: #OCHg
A~
H;C— CO
OCHj OCHs OCHj
CooHagNOg 373.15 C1gH20NOg 358.16 C1gH20NO4 314.14

Figura 42: Proposta de formacao dos ions m/z 342, 298, 358 e 314 a partir de 6.

A analise dos dados espectroscopicos de RMN, EM, DC e [a]p resultou na

sugestdo da estrutura da 11-O-acetil-ambelina para o alcaléide 6, esta foi confirmada

apds comparacao dos dados obtidos com os relatado na literatura®4'*’.

11-O-acetil-ambelina (6)
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Tabela 17: Dados de RMN 'H e '*C para o alcaléide 11-O-acetil-ambelina (6).

d (ppm) de

Tipo de

Carbono o0 Carbos Hidrogénio | & (ppm) de 'H J (Hz)
1 131,8 CH 1 6,54 (d) 10
2 126,2 CH 2 6,03 (dd) 10e5
3 72,2 CH 3,85 (s) -
4 28,7 CH: 40 2,12 (dd) 135e4
48 13,5,13,5¢e
1,71 (ddd)
4
4a 63,5 CH 4a 3,42 (dd) 13,5e4
6 58,7 CH, 6a 4,32 (d) 17,4
68 3,86 (d) 17,4
6a 117,3 C - - -
7 140,5 C - - -
8 133,6 C - - -
9 147,8 C - - -
10 99,2 CH 10 6,45 (s) -
10a 133,6 C - - -
10b 47,5 C - - -
11 87,3 CH 11exo 5,12 (dd) 8e4
12 59,4 CH> 12exo 3,75 (dd) 14¢e 8
12endo 2,73 (dd) 14e4
-OCH.0- 5,84 ¢ 5,88
-OCH,0- 100,5 CH> 1,5
(a)
3-OCHs 56,5 CHs OCHjs 3,34 (s) -
7-OCHj 59,1 CHs 7-OCHj 3,98 (s) -
Cc=0 170,9 C - - -
CHs 20,9 CHs CHs 1,83 (s) -
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Maria do Socorro "AMA1.10" cdc13/bbSold out24mssH1i

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13
Ambient temperature

File: out24mssH1

INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.200 sec

Pulse 38.2 degrees

Acq. time 2.887 sec

Width 6000.0 Hz

16 _repetitions
OBSERVE Hi, 300.0673570 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 827
Total time 0 min, 46 sec

J{

|

g

Esp. 78: Espectro de RMN "H (300,07 MHz; CDCl3; dtms 0,00 ppm) de 6.

Maria do Socorro “AMA1.10" cdc13/bbSold out24mssHi
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13

Ambient temperature

File: outZdmssHi

INOVA-500 ‘“nmrsun"

Relax. delay 0.200 sec
Pulse 39.2 degrees
Acq. time 26s87 sec

z

o
OBSERVE _ H1i, 300.0673570 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.3 Hz
FT size 327
Total time 0 min, 46 sec

Esp. 79: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCl3; 8tms 0,00 ppm) de 6 — Expansao da
regido 6 1,6 a 2,9 ppm.
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Maria do Socorro "AMA1.10" cdci3/bbSold out24mssH1
Pulee Sequence: s2pul
Solvent: ClI

File:
INOVA-500 “nmrsun®

Total time 0 min, 46 sec

[

.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8

Esp. 80: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCls; 8tms 0,00 ppm) de 6 — Expanséo da
regiao 6 2,6 a 6,7 ppm.

Maria do Socorro "AMA1.10" cdc13/bb501d out24mssHl
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13

Ambient temperature

File: out24mssHi

INOVA-500 ‘nmrsun*

Relax. delay 0.200 sec
Pulse 39.2 degrees
Acq. time 2.867 sec
Width 6000.0 Hz
16 repetitions

OBSERVI 2, 300.0673570 MHZ

DATA PROCESSING
Line broadening 0.3

FT size 32768

Total time 0 min, 46 sec

R e AR T I e e e e LA B e e e
6.6 6.4 6.2 6.0

L e e e e L e e L i S S B
5.8 5.6 5.4 5.2

Esp. 81: Espectro de RMN 'H (300,07 MHz; CDCl3; 8tms 0,00 ppm) de 6 — Expansao da
regiao 6 5,1 a 6,7 ppm.
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M Socorro AMA1.1¢ cdc13/bb10S out26mssC

Pulse Sequence: s2pul
Scivent: CDC13
Ambient temperature
User: 1-14-87

mssC
'A=500  “nmrsun"

Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.040 sec
wi H:

31 . z
18315 repetitions
OBSERVE 13, 125.6855888 MH2
BECOUPL H1, 4988.8851633 MNHz

Power
contindously on
WALTZ~18 modulated
DATA PRGCESSING

Total time 14 hr, 8 min, 87 sec

. L

L

L \d o I Lo N |

e "

LN e S S S S S At GO e

160 140

120

L e e e I e e e e e e e L e e o LA e ho e e e B S B

100 80 60 a0 20 ppm

Esp. 82: Espectro de RMN '*C (125,70 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 6.

M Socorro AMA1.10 cdc13/bb105 out26mssD
Pulse Sequence: dept

Solvent: cdcis
Ambient temperature
Flsc: out26mssD

INOVA-500

“nmrsun"

Rolax. delay 2.000 sec

Puise 80.0

DECOUPLE  H1,

Power 45 di

desreas
.040 sec
.8 Hz

on during acquisition

off_during

del

ay
/ALTZ-16 modulated

i

DATA PROCESS:
ening 1,0 Hz

1p72

ING

tions
» 125.6955983 MHz
499.8851833 MHz

Total time g hr, 21 min, 21 sec
” I Lo e PRI [A LUL " =
e oy N ke s o r s
PPN TR [ " WP T WY ) Ll ”
" N " h oy - Y e v s ) y
0 A M A A
140 130 120 110 100 90 80 70 60 S50 40 30 ppm

Esp. 83: Espectro de DEPT (125,70 MHz; CDCls; dtms 0,00 ppm) de 6.
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M Socorro AMA1-10 cdci3/tri-res novo3mssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Selvent: CDCI18
Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
User: 1-14-87

File: novo3mssHSQC
INOVA-500 ‘“nmrsun®

Relax. dalay 1.000 sec
Acg. t1ma‘0é23; sec

% 128 increments
OBSERVE 1, 493.8826637 MHz
DECQUPLE €13, 125.7064101 MH2
Powe a8

on during acquisition
off during delay

GARP-1 modulated ' |

DATA PROCESSING |

Gauss apodization 0.109 sec 1 | | | l L
RO SING L LA L

Gauss apodization 0.006 se¢

FT o126 2048 % 1024
Total time 4 hr, 2 min, 83 sec F2
(ppm)]
1
] -
] -
% ] — -
2—_ -
] [
3-|
1 o B
o - ==
] »
g 4
5—~ a -
]le 4
11 ‘
: T R B B T T e e T
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Esp. 84: Espectro gCOSY "H-"°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; 8rvs 0,00 ppm)
de 6.

M Socorro AMA1-10 cdclS/tri-res nov0SmssHSQC

Pulse Sequence: HSQC
Solvent: CDC1S
Temp. 25.0 C_/ 288.1 K

r: 1-1
File: novadSmssHSQC
INQVA-500 ‘“nmrsun

Relax. delay 1.000 sec
acq. time 0.237 sec
width 43892 Mz

2D Width 22844.1 Hz
44 repetitions
128 increments
OBSERVE  Hi, 499.8828637 WHz
DECOUPLE C13, 125.7064101 NHz
Powsr 50 dB
on during acquisition
off during delay
GARP-1 ulated
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.109 sec
F1 DATA PROCESSING I SETIS .
Gauss apodization 0.006 sec
FT size 48 x 1024
Total time 4 hr, 2 min, S8 sec F2
(ppm} -
1.5+
] T — -
2.0
] = .
2.5+
3.0
3.5 -2
4.0 —_ - —
4.5+
A T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

F1 (ppm)

Esp. 85: Espectro gCOSY "H-"°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; &rvs 0,00 ppm)
de 6 — Expansao da regidao 6 1,0 a 4,9 ppm e 6 17 a 80 ppm.
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M Socorro AMA1-10 cdcliS/tri-res nov03mssgCOSY

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: CDC1S

Temp. 25.0 98
File: nov03mssgCOSY
INOVA-S00 “nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec
Beg. time 0.22§ cec

Total time 21 min, 46 sec

a 3 2 1 []
F1 (ppm)

~
o
-

Esp. 86: Espectro gCOSY 'H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; 8tus 0,00 ppm) de 6.

M Socorro AMA1-10 cdc13/tri-res nov03mssgCOSY

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: CDC1S

Temp. 25.0 C ,/ 298.1 K
File: nov0SmssgCOSY
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.228 sec
width 4487.8 Hz

z

s
OBSERVE  H1, 499.8826735 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.115 sec

F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.029 sec

FT s1ze 2048 x 2048

Total time 21 min, 46 sec

S N B
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] & é’ﬂ
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Esp. 87: Espectro gCOSY 'H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCl3; 8tus 0,00 ppm) de 6 —
Expanséo da regidgo 6 1,0 a 5,5 ppme 6 1,0 a 5,5 ppm.
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M Socorro AMA1-10 cdcli3/tri-res nov08mssgHMBC

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: CDC138

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
user: 1-14-87

File: nov08mssgHMBC
INOVA-500 “mmrsun®

Relax. delay 1.500 sec

Acqg. time 0.226 sec
1dth 533.6 H:
2D Width 22844.1 H
56 14
OBSERVE ~ H1, 499.8826700 MHZ . 1 ~ ‘ l
DATA PROCESSING
Sine bell 0.113 sec
F1 DATA ING - \
Sine bell 0.005 sec \ .
FT size 2048 x 1024
Total time 16 hr, 25 min, 13 sec [ & 1 l\ | [ ’ - l 1 J l
J 1 . .l i L
F2 ]
(ppmi
] - - -
2 -
3
== b - = - - -
4— -
4 - - .
- 5 . o
— 1 = - =
o 6 - =
— a b - - - -
= i = - - =
. . | J
D T T T T T TT T Ty T T T T T T
160 140 120 100 80 60 40 20
F1 (pem)

Esp. 88: Espectro gCOSY 'H-"°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; 8rvs 0,00 ppm)
de 6.
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Esp. 89: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 6.
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5.2.1.1.6. Bufanisina (9)

Figura 43: Estrutura do alcaldide de bufanisina (9).

O espectro de IV (Esp. 905) apresentou as seguintes bandas: deformacéao axial
de C-H em 2.955-2897 cm', deformacdo axial de C=C de anel aromatico e olefina em
1.508 e 1.480 cm™ e deformacdo angular de C-H do grupo metilenodioxila (-OCH,0-)
em 929 cm™ 8.

No seu espectro de RMN 'H (Esp. 91) observou-se a presenca de: um dupleto
em o 6,57 (J = 10 Hz), um duplo duplo dupleto em 6 5,93 (J =10, 5 e 1 Hz), um
multipleto em & 3,79, dois simpletos em & 6,80 e 6,43, um multipleto em & 3,31, dois
dupletos em o 5,84 e 583 (J = 1,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios do grupo
metilenodioxila e um simpleto em & 3,32, caracteristico de hidrogénios em grupo
metoxila.

Nos espectros de RMN '°C e DEPT (Esp. 95 e 96) de 9 observou-se a presenca
de 17 sinais referentes a 1 CHs, 5 CH,, 6 CH e 5 C quaternarios. Os sinais em d 145,9,
145,5, 138,3, 132,8, 126,1, 125,2, 106,7 e 102,6 indicam a presenca de um anel
aromatico e uma ligacao olefinica, o sinal em & 100,6 (CH,) indica um grupo
metilenodioxila e o sinal em & 56,3 (CHs) indica grupo metoxila.

A atribuicdo dos sinais de hidrogénio aos seus respectivos sinais de carbono foi
realizada apo6s andlise do espectro de gHSQC (Esp. 97), e estd apresentada na Tabela
18.
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A atribuicdo dos sinais foi confirmada pelas correlacdes observadas no espectro
de gCOSY "H-"H (Esp. 98). O sinal em § 5,93 (H-2) correlaciona-se com os sinais em &
6,57 (H-1), 3,79 (H-3) e 2,06 (H-4); o sinal em & 3,31 (H-4a) apresenta correlacdo com
os sinais em 6 1,57 (H-4), 2,06 (H-4), 1,89 (H-11), 2,13 (H-11), 2,86 (H-12); o sinal em &
2,86 (H-12) correlaciona-se com 6 1,89 (H-11), 2,13 (H-11), 2,86 (H-12), 3,31 (H-4a),
3,36 (H-12); o sinal em o 4,37 (H-6) correlaciona-se com os sinais em ¢ 3,75 (H-6) e
6,43 (H-7).

As correlagcdes do espectro gHMBC (Esp. 99), também, confirmaram as
atribuicées. O sinal em 8 6,57 (H-1) correlaciona-se com os carbonos em & 138,3 (C-
10a), 72,5 (C-3), 62,9 (C-4a), 44,2 (C-11) e 44,1 (C-10b); o sinal em & 3,79 (H-3)
correlaciona-se com 6 132,8 (C-1), 125,2 (C-2), 62,9 (C-4a), 56,3 (3-OCHs); o sinal em &
2,86 (H-12) apresenta correlacdo com 6 62,9 (C-4a), 62,2 (C-6), 44,2 (C-10b) e 44,1(C-
11); o sinal em o 6,43 (H-7) correlaciona-se com os sinais em 6 145,5 (C-8), 145,5 (C-
9), 138,3 (C-10b) e 102,8 (C-10); o sinal em ¢ 6,80 (H-10) correlaciona-se com 0s sinais
em & 145,9 (C-9), 145,5 (C-8), 126,1 (C-6a), 106,7 (C-7), 44,2 (C-10A) e 44,1 (C-11); e
o sinal em & 5,84 (-OCH>0-) correlaciona-se com os carbonos em 6145,5 (C-8) e 145,9
(C-9).

A curva de DC de 9 (Figura 54) forneceu a configuragdo absoluta do alcaldide,
demonstrando que a ponte 5,10b-etano esté na face p*'**4°° da molécula, assim como o
hidrogénio H-4a (5 3,31) esta na face a.

O valor da rotacao optica [a]p = - 27° foi compativel com o relatado na literatura
para o alcaléide bufanisina ([a]p = -28°)*.

O espectro de massas do alcaloide 9 (Esp. 104) possui como pico base o ion
molecular m/z 285 [C17H1sNO3]™, comportamento caracteristico destes compostos. A
perda do radical metoxila de C-3, localizado em posicdo gama ao nitrogénio, gera o ion
m/z 254 [C16H1sNO2]" e a perda do radical metila gera o ion m/z 270 [C16H1sNOs]*, que
pode sofrer a perda de CsHsN gerando o fon m/z 215 [C13H110s]* (Figura 44)%°.
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C13H1103215-07 C16H16N03 270.11

Figura 44: Proposta de formacao dos ions m/z 254, 270 e 215 para o alcaloide 9.

A perda da ponte (C-11/C-12) resulta no pico m/z 257 [C1sH1sNO3]™ e este ion
radical perde um hidrogénio radicalar ou uma molécula de H,, aparentemente para
ganhar estabilidade, gerando os ions m/z 256 [C15H14NO3]", 255 [C1sH13NO3]* e 254
[C15H12NOs]* (Figura 45)%°.

C17H1gNO5 285.14

C15H13NO3 255.09 C15H12NO3 254.08

Figura 45: Proposta de formagao dos ions m/z 257, 256, 255 e 254 para o alcaldide 9.
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O ion radical m/z 257, também, pode gerar o ion radical m/z 225 [C14H11NO2] ",
por perda de CH3;OH, que pode sofrer perda de radical hidrogénio gerando o ion m/z
224 [C14H1oNO2]" (Figura 46)°°

C15H15NO3 257.11 C14H11NO2 225.08 C14H1oNO, 224.07

Figura 46: Proposta de formagao dos ions m/z 225 e 224 para o alcal6ide 9.

Um comportamento caracteristico da fragmentacao desta molécula € a perda da
molécula CsHsN, como apresentado na Figura 47. O mecanismo apresentado na
literatura para a formacao do pico [M-55] é decorrente da quebra das ligacdes 11,12-,
10b,4a- e 3,4- seguido da perda de CsHsN produzindo o ion radicalar benzilico m/z 230
[C14H1405]", este pode perder hidrogénio radicalar produzindo o ion m/z 215
[C13H1103]" ®°

_~_.OCHy
o g
o AN
C17H19NO3 285.14 C17H19NO3 285.14
d
_ N

C14H1403230 09

C13H11O3215.07

Figura 47: Proposta de formagao dos ions m/z 230 e 215 para o alcal6ide 9.

A analise dos dados espectroscopicos de RMN, EM, DC e [a]p resultou na
sugestdo da estrutura da bufanisina para o alcaléide 9, esta foi confirmada apds

comparagao os dados obtidos para este alcaléide com os relatados na literatura?®4'4’.
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bufanisina (9)

Tabela 18: Dados de RMN 'H e '*C para o alcaléide bufanisina (9).

d (ppm) de Tipo de . . .
Carbono i Hidrogénio | & (ppm) de H J (Hz)
C Carbono
1 132,8 CH 1 6,57 (d) 10
2 125,2 CH 5,93 (ddd) 10,5¢e 1
3 72,5 CH 3,79 (m) -
4 28,7 CH> 4a 2,06 (dI) 13,5
43 1,57 (ddd) 13,5,13,5¢e4
4a 62,9 CH 4a 3,31 (m)
6 62,2 CH; 6a 4,37 (d) 16,8
6 3,75 (d) 16,8
6a 126,1 C - -
7 106,7 C H-7 6,43 (s) -
8 145,5 C - -
9 145,9 C - -
10 102,6 CH 10 6,80 (s) -
10a 138,3 C - -
10b 442 C - -
11 44 1 CH 11exo 1,89 (ddd) 12,5,105¢e6
11endo 2,13 (ddd) 12,5,9e4
12 56,3 CH. 12exo 3,36 (M) -
12endo 2,86 (ddd) 12,8,9€e6
-OCH0- 100,6 CH: -OCHO- | 5,84 ¢ 5,83 (d) 1,5
3-OCHjs 56,3 CHs OCHs 3,32 (s) -
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AMA 7.13: alcaldide 9
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Esp. 90: Espectro de IV (pastilha de KBr) de 9.

M Socorro AMA?.13 cdc13/tri-res dez02mssHi

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 288.1 K
File: dez02mssH1
INOVA-S00 "nmrsun®

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3.277 sec
Width 10000.0 Hz

16 repetitions
OBSERVI Hi, 499.8826720 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 6S
Total time 0 min, 52 sec

@S

T
0 ppm

Esp. 91: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; Stus = 00,00 ppm) de 9.
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M Socorro AMA7.13 cdcli3/tri-res dez02mssH1
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC18
emp . -
File: dezO2mssHi
INOVA-5C0 “nmrsun®

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees

16 _repetitions
OBSERVE H1, 4989.8826720 MHZ
DATA PROCESSiNG
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536

Total time 0 min, 52 sec

L e

ppm

Esp. 92: Espectro de RMN "H (498,88 MHz; CDCl3; 8tys = 0 ppm) de 9 — Expansao da regido
de 6 1,3 a 3,0 ppm.

M Socorro AMA?.13 cdciS/tri-res dez02mssH1

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

Temp. 25.0.C / 288.1 K
File: dez02mssH1
INOVA-500 “nmrsun"

16 repetitions
OBSERVE _ H1, 499.8826720 MHZ

Total time 0 min, 52 sec

T T | e T T T T T

u
J .

T
ppm

Esp. 93: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; 8vs = 0,000 ppm) de 9 — Expansao da
regiao de 6 2,6 a 4,3 ppm.

157




M SOCOrro AMA7.13 cdclS/tri-res dez02mssH1

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC1S

Temp. 25.0 C / 288.1 K
File: dez02mssH1
INOVA-560 “nmrsun®

Relax. delay ©.010 sec
Pulse 45.0 degrees
se

F
Total time 0 min, 52 sec

- MJL .

— T T — T T T T
6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.8 ppm

Esp. 94: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; 8tms = 0,00 ppm) de 9 — Expansao da
regiao de ¢ 5,8 a 6,9 ppm.

Maria Socorro AMA7.13 cdc13/bb105 deziSmssC

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CRCI3
Ambient temperature
User: 1-~14-87

File: dezismssC
INOVA-500 ‘“rmrsun“

Relax. delay 1.500 sec
Puise 45.0 degrees

tions
OBSERVE C13, 125.6956103 MHz
DECOUPLE H:, 489.8851633 MHz

Line broadening 1.0 Hz
FT size 131072
Total time 3 hr, 32 min, 24 sec

"

L B e e e B e e e e LA s co s s e S A B B S B S B LA | L S e s e e s e s B S B M B S

T T T
150 140 130 120 1190 100 98 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Esp. 95: Espectro de RMN '*C (125,69 MHz; CDClg; 8rys = 0,00 ppm) de 9.
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Maria Socorro AMA?7.13 cdc13/bb105 dez1i3mssD

Pulse Sequence: dept
Solvent: cdcl13
Ambient temperature
File: dezi3mss|
INOVA-500 “nmrsun®

90. g
Acqg. time 1.040 sec
width 33955.9 Hz
256 repetitions
OBSERVE C13, 125.6956103 MHz
DECOUPLE _ H1, 498.8851633 MHz

B
on during acquisition
g_dela:

CE:
Line broadening 1.0 Hz
2

Total time 26 min, B sec

S
S

4 S
S -

T T
140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Esp. 96: Espectro de DEPT (125,69 MHz; CDClj3; drms = 0,00 ppm) de 9.

M Socorro AMA7.13 cdcl3/tri-res dezi9mssHSQCL

Pulse Sequence: HSQC

Solvent: CDC13
Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
: a-87

dez19mssHSQC1
INOVA-580 "nmrsun”

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.226 sec

width  4533.6 Hz

2D Width 25682.2 Hz

8 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE  Hi, 499.8826638 MHz
DECOUPLE C13, 125.7081568 MHz

on during acquisition
elay

Gauss apodization 0.104 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.004 sec

FT size 2048 x 1024

Total time 44 min, 16 sec

G
DATA PROCESSING | m

-
&
@ e
A
@
&
-
5.0
5.573
6.0 & -
— 6.5 a _ <
- hd
I T T T T T T T T o T T T T S T A o = e
130 120 110 100 80 80 70 60 50 40 30
Fi (ppm)

Esp. 97: Espectro gCOSY "H-"°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; 8rus 0,00 ppm)
de 9.
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M Socorro AMA7.13 cdcl3/tri-res dez19mssCOSY1

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 288.1 K
File: dezigmssCOSY1
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec
fcq. time 0.226 sec

width as Hz

2D Width 45336 Hz

4 repetitions

128 increments i N N
OBSERVE

RY H1, 499.8826737 MHz
DATA PROCESSiNG g
F1'ontA PrOGESSIRG S °°¢ F2 °
Sq. sine bell 0.028 sec (ppm)
FT s1ze 2048 x 2048
Total time 11 min, 1 sec

1
i .
] [ [ -]
i a o
2 - PR -
4 s
] L] . mn
3
] [ -e @
4 - .
] : - o @ » =
a-
] s n
—_— 4 . - o
] "
5

™ T T T T

7 6 5 4 3 2 1 [}
F1 (ppm)

Esp. 98: Espectro gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; 7ys 0,00 ppm) de 9.

M Socorro AMA?.13 cdcli3/tri-res dez13mssHMBCL

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C_/ 288.1 K
user: 1-14-87

File: dezl9mssHMBC1
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.226 sec

width 4533.6 Hz

2D Width 25682.2 Hz

16 repetitions i
256 increments |
OBSERVE H1, 498.8826638 MHZ

DATA PROCESSING ‘
Sine bell 0.113 sec

F1 DATA PROCESSING J

Sine bell 0.004 sec l
FT size 2048 x 2048 1
Total time 1 hr, 29 min, 44 sec ’I J J k
Fz
m -
(ppm} = - -
= = h=1 =l
2.0 = = = = - =
2.5
= =
3.0
- - . = T B E
3.5 -
bl = - ., e - [ =T =
4.0+
;‘ 4.53 ca= = = = = == =
5.0
5.5
1 -
= 5.0 = - = = =
= 6.5 - =T - R .
_ B ’ e — - E e
| 7-0-
T S - — P
L e : .
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

F1 (ppm)

Esp. 99: Espectro gCOSY 'H-"*C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; §vs 0,00 ppm)
de 9.

160



Pulse Se
Solvent
Temp. 2

width

quence: gHMBC
: CDC13
5.0 C_/ 298.1 K

User: 1-14-87
File: dez1SmssHMBCL
INOVA-500

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.226 sec
4533.6

Hz

2D Width 25682.2 Hz
16 repetitions
256 increments

M Socorro AMA7.13 cdcl3/tri-res dezi9mssHMBC1

OBSERVE  H1, -439.8826638 MHZ
DATA PROCESSING
ne_ b 0.

10.113 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.004 sec jﬂ
FT size 2048 x 2048 1 i
Total time 1 hr, 28 min, 44 sec
F2 #
(ppm)i
1.5+ —
- B - =R EE
1 i
T &
] 2.0 =
— ] = . =] ]
=== ] — |
7 |
. B |
2.5
J ] =
3.0
—e 4 ] S = = e
—_— i =
1 3.5
J e =
TTe—— l == = -
} 4.0 ‘
R = S == |
‘.___;3} a5
T T T T T e T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30

F1 (ppm)

Esp. 100: Espectro gCOSY "H-'*C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; S7us 0,00 ppm)
de 9 — Expansao da regiao o6 1,2 a 4,6 ppm e 6 26 a 83 ppm.

M Socorro AMA7.13 cdcl3/tri-res dez19mssHMBC1

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDCI3
Temp. 25.0 C_/ 298.1 K

user: 1-
File: dez19mssSHMBC1
INOVA-500 ‘“nmrsun

Relax. delay 1.000 sec
6 sec

2 ts
OBSERVI H1, 499.8826638 MHZ
Sine_bell 0.113 sec

F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.004 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 29 min, ‘44 sec

@
IS

B — e =

@
o
wubn ool

e - T oy T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 a0 35 30 25

Esp. 101: Espectro gCOSY 'H-'3C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; 8rys 0,00 ppm)
de 9 — Expansao da regiao 6 4,9 a 7,6 ppm e 6 25 a 85 ppm.
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M Socorro AMA?.13 cdcl3/tri-res dezl13mssHMBCL

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDCI3

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
user: -14-87

File: dez13msSHMBCL
INOVA-500 *

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.226 sec

width 4533.6 Hz

2D Width 25682.2 Hz

16 repetitions .

256 increments

H1, 499.8826638 MHz

*
Total time 1 hr, 28 min, 44 sec

=2
J(PPNQ
o 1 = fens>)
=3 207 =
Ag"i ==
{l o
J 3.0
P — 1 == _ _
1 a5
— 1 = Emm o, TESEe = =
\ 1
4.0
] = z - (L. =
a.s
! T T T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
F1 (ppm)

Esp. 102. Espectro gCOSY 'H-'°C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCl3; 8us

0,00 ppm) de 9 — Expanséo da regiao 6 1,5 a 5,0 ppm e 6 96 a153 ppm.

M Socorro AMA7.13 cdcl3/tri-res dez13mssHMBC1
Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K

user: 1-14-87
File: dez19msSHMBC1
INOVA-500 “nmrsun

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 6 sec

0.22
width 4533.6

OBSE 1, 499.8826638 MHZ
DATA PROCESSING

o
o
ol

o
o

—
150

e
145

-
=t == =
o -
— . e - =
T e e T B S
140 135 130 125 120 115 110 105 100
F1 (ppm)

Esp. 103: Espectro gCOSY 'H-'3C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCl3; 8rys 0,00 ppm)

de 9 — Expanséo da regido 6 5,0 a 7,6 ppm € 6 96 a 155 ppm.

162




Abundancia

£ (=) p=d
— =1 —e
| I pl o s s a 0 &

[ ]
—
a s 5 2 8

—
[ 1

{0

A5

210

Esp. 104: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 9.
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5.2.1.2. Alcaldides tipo-licorina

5.2.1.2.1. 1-O-acetil-licorina (5)

Figura 48: Estrutura do alcal6ide 1-O-acetil-licorina (5).

O espectro de IV (Esp. 105) apresentou as seguintes bandas: deformacéao axial
de O-H em 3.444 cm™, deformacéao axial de C-H em 2.977-2825 cm’, deformacao axial
de C=0 em 1.731 cm™", deformagdo axial de C=C de anel aromatico e olefina em 1.504
e 1.487 cm™ e deformagéo angular de C-H do grupo metilenodioxila em 943 cm™ °8,

O espectro de RMN 'H (Esp. 106) apresenta: a) dois simpletos na regido dos
sinais de hidrogénios aromaticos em 6 6,58 e 6,62, dois simpletos em 6 5,54 e 5,58, um
simpleto largo em 4,16, caracteristico de hidrogénio geminal a uma hidroxila, dois
dupletos em & 2,85 e 2,79 (J = 10,5 Hz), um valor alto da constante de acoplamento
caracteriza uma configuracao trans diaxial, um simpleto largo em 6 2,62 e um simpleto
em & 5,92 atribuido a grupo metilenodioxila.

Nos espectros de RMN *C e DEPT (Esp. 109 e 110) observou-se que 5 possui 1
CHs, 4 CH,, 7 CH e 6 C quaternarios. O sinal em 6 170,8 (C) caracteriza uma carbonila
de éster, os sinais em § 146,5, 146,2, 143,7, 129,2, 127,0, 117,4, 107,3 e 104,8 indicam
a presenca de um anel aromatico e uma ligagédo olefinica, os sinais em & 70,7 (CH) e
69,4 (CH) séo caracteristicos de carbono ligado a oxigénio e o sinal em 6 100,9 (CHy)

indica o grupo metilenodioxila.
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A atribuicao dos sinais de hidrogénios aos seus respectivos sinais de carbono foi
realizada utilizando o espectro de gHSQC (Esp. 111), como mostrado na Tabela 19.

A atribuicdo dos sinais foi confirmada utilizando o espectro gCOSY 'H-'H (Esp.
112), neste observou-se: correlacbées entre o sinal em 6 5,58 (H-1) com os sinais em &
4,16 (H-2) e 2,85 (H-11b); o sinal em & 5,54 (H-3) correlaciona-se com 2,76 (H-11c),
2,62 (H-4) e 4,16 (H-2); correlagdes do sinal em & 2,62 (H-4) com os sinais em d 2,39
(H-5), 3,36 (H-5) e 45,54 (H-3); o sinal em 3,36 (H-5) correlaciona-se com 0s sinais em
2,39 (H-5) e 2,62 (H-4).

As correlacoes observadas no gHMBC (Esp. 114), também, confirmaram a
atribuicao dos sinais de hidrogénio aos sinais de carbono. As principais correlacoes
observadas foram: o sinal em & 4,16 (H-2) correlaciona-se com os sinais de carbono em
8 70,7 (C-1), 117,4 (C-3) e 143,7 (C-3a); o sinal em & 2,62 (H-4) correlaciona-se com &
53,7 (H-5), 143,7 (C-3a), 61,6 (C-11c); o sinal em & 4,16 (H-7) correlaciona-se com 0s
sinais em 6 129,2 (C-7a), 127,0 (C-11a) e 107,3 (C-8); o sinal em 6 6,62 (H-11)
correlaciona-se com os carbonos em 6 146,5 (C-10), 146,2 (C-9), 129,2 (C-7a) e 39,2
(C11b); o sinal em dos hidrogénios do grupo metilenodioxila (& 5,92) correlaciona-se
com os carbonos em 6 146,5 (C-10) e 146,2 (C-9); e o sinal dos hidrogénios da metila (o
1,94) correlaciona-se com o sinal da carbonila (6 170,8).

A configuracdo absoluta de 5 foi deduzida pela curva de DC (Figura 60), esta
possui formato compativel com o observado para os alcaléides do tipo licorina*! #2966,
que apresentam H-11b (& 2,85) e H-11c (8 2,76) em configuracdo trans, sendo o
primeiro na face B e o segundo na face a da molécula.

O espectro NOESY 1D (Esp. 115) resultado da irradiacao do sinal em 6 2,85 (H-
11b) apresentou incremento, principalmente, nos sinais em 6 5,58 (H-1) e 4,16 (H-7), a
os hidrogénios relativos a estes sinais estdo na face B da molécula. No espectro
NOESY 1D (Esp. 116) observou-se que a irradiacdo em & 2,76 (H-11c) causou
incremento em alguns sinais, sendo os principais em 6 4,16 (H-2), 3,51 (H-7) e 2,39 (H-
5); devido a estas interagdes convencionou-se que estes hidrogénios estao na face a

da molécula.

% Katera, K.; Hamada, Y.; Tori, K.; Aono, K.; Kuriyama, K. Tetrahedron Letters, 1966, 18, 2009-
2020.
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Os dados espectroscépicos do alcaléide 5 sugeriram a estrutura da 1-O-acetil-
licorina (Figura 46), estes foram comparados com dados da literatura para este
alcal6ides®®, mas eles ndo foram totalmente compativeis pois o valor literario dos
deslocamentos de C-3a (6 136,1) e C-10 (6 143,7) apresentaram-se diferentes dos
obtidos para o alcal6ide 5 (C-3a 6 143,7 e C-10 6146,5).

Sabendo que as correlagbes indicavam que a estrutura do alcaléide 5 é a
atribuida para 1-O-acetil-licorina, e este € um derivado da licorina (IV), resolveu-se
verificar os deslocamentos de RMN '3C de IV'®¢’. Encontrou-se que os deslocamentos
de C-3a e C-10, sdo 141,7 e 145,6, respectivamente. Estes dados apresentaram-se
compativeis com os encontrados para 5 e mais coerentes com a estrutura da 1-O-acetil-
licorina.

O sinal da rotacgao éptica [a]p = - 116°, também, foi compativel com o relatado na
literatura para este alcaléide 1-O-acetil-licorina ([a]p = -96°)**.

O espectro de massas do alcaléide 5 apresenta o ion molecular m/z 329
[C1gH1sNOs] ™ este pode sofrer rearranjo de hidrogénio seguido da quebra das ligacdes
alfa aos substituintes da molécula ocasionando a formagdo do ion radical m/z 227
[C14H13NO2]™ que pode sofrer a perda de hidrogénio radicalar gerando o ion m/z 226
[C14H12NO]* (Figura 49)%.

G
- OH
HeCCO. __/ < N
Nl
A
C1gH19NO5 329.13 C1gH1gNO5 329.13 C14H13NO, 227.09

l_H.

Figura 49: Proposta de fragmentagao para a formagao dos ions m/z 227 e 226 a partir de 5.

®7 Evidente, A. Journal of the Natural Products 1986, 49. 90-94.
%8 a) Ibuka, T.; Irie, H.; Kato, A.; Uyeo, S.; Kotera, K.; Nakagawa, Y. Tetrahedron Letters, 1966,
39, 4745-4748. b) Kinstle, T. H.; Wildman, W. C.; Brown, C. L.; lowa, A. Tetrahedron Letters,
1966, 39, 4659-4666.
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O ion molecular m/z 329 [C1gH1sNOs]™ do alcaléide 5, pode sofrer perda de
hidrogénio que conduz a perda de radicais hidroxila e acila gerando o ion m/z 252
[C16H14NO2]*, que pode perder H; originando o fon m/z 250 [C1gH12NO2]™®, (Figura 50).

OH @) OH

C1gH1gNOs 328.12

C1gH1gNO5 329.13

C16H12NO2 250.09

Figura 50: Proposta de fragmentacao para a formacéao dos ions m/z 252 e 250 a partir de 5.

A analise dos dados espectroscopicos de RMN, EM, DC e [a]p resultou na

sugestao da estrutura da 1-O-acetil-licorina para o alcaléide 5, esta foi confirmada apés

comparacido dos dados obtidos com os relatado na literatura'®#!44: 502 67.68

11-O-acetil-licorina (5)
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Tabela 19: Dados de RMN 'H e "*C para o alcaléide 1-O-acetil-licorina (3).

d (ppm) de

Tipo de

o (ppm) de

Carbono . Carbono Hidrogénio » J (Hz)

1 72,7 CH 1 5,58 (s) -

2 69,4 CH 4,16 () -
117,4 CH 5,54 (s) -

3a 143,7 C - -
28,5 CH> 4 2,62 (sl) -

53,7 CH> 5a 2,39 (m) -

5B 3,36 (dt) 9,9e5

7 56,8 CHz 7a 3,51 (d) 14
7B 4,16 (d) 14

7a 129,2 C - -
8 107,3 CH 7 6,58(s) -

9 146,2 C - -
10 146,5 C - -
11 104,8 CH 11 6,62 (S) -
11a 127,0 C 11a - -

11b 39,2 CH 11b 2,85 (d) 10,5
11c 61,6 CH 11c 2,76 (d) 10,5

CHjs 21,1 CHs CH3 1,94 (s) -
COO 170,8 C - -
-OCH.0- 100,9 CHz -OCH.0- 5,92 (s) -
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Esp. 105: Espectro de IV (pastilha de KBr) de 5.

M Socorro AMA16.43 cdc13 out31imssH

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
File: out3imssH
INOVA-500 "nmrsun®

Relax. delay 0.010 sec
Puise 45.0 degrees
cq. time 8.277 sec
Width 10006.0 Hz
.32 repetitions
OBSERVE Hl,ua,E.SBQGGSS MHz

Total time 1 min, 45 sec

o4

ppm

Esp. 106: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; §ys = 0,00 ppm) de 5.
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M Socorro AMAL6.43 cdcl3 out3imssH

Pulse Sequence: s2pul

itions
H1, 499.8826638 MHZ

32 re
OBSERVE
DATA PROCESSING
ne broadeni-~g 0.2 Hz
S

I3
Total time 1 mi., 45 sec

<
P—
N
— B
— —
\\
e
~—
/T,

e B e O IR — —_—
T T T T T T ¥ T T T T T T
3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 ppm

Esp. 107: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCl3; 8tys = 0,00 ppm) de 5 — Expansao de &
2,2 a 3,6 ppm.

¥ Socorro AMA16.43 cdcl3 out3imssH

Pulse Sequence: s2pul

INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees
cq. time 3.277 sec
Width 10000.0 Hz
32 repetitions
OBSERVE _ H1, 499.8826638 MHZ
DATA PROCESSING
ine broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 1 min, 45 sec

Esp. 108: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; dtus = 0,00 ppm) de 5 — Expansao de §
4,3 a 6,6 ppm.
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M Socorro AMA16.43 cdc13 out3lmssC

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDCIS
Ambient tempsrature

user: " 1-14-87
File: out3imssC

INOVA-500°  mnmrsun®

Relax. delay 1. 500 sec

507 rcncut
Cc13, 125 6955958 MHZ
BECQUPLS H1, 499.8851633 NHz

ne broadening 1.0 Hz
FY size 65536
Total time 3 hr, 26 min, § sec

" peintipvion losopie g A )

I e e e e L S e o e e L e e s B s S e e B B e e B

L e e L B B LA s o e e s e e S A N A

160 14¢ 120 100 80 60 40 20 ppm

Esp. 109: Espectro de RMN '*C (125,69 MHz; CDCl3; 8tus = 0,00 ppm) de 5.

M Socorro AMA16.43 cdc13 out3imssD

Pulse Sequence: dept
Solvent: cdcl3
Ambient temperature
File: out3imssD
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 2.000 sec

128 repetitio
OBSERVE" C3, 125.6955958 MHzZ
DECOUPLE_ H1i, 489.8851633 MHZ
Power 37
on during acquisition
off during de
[r5uTa motulaYed
DATA PROCESSINO

Total time 12 min, 44 sec

Esp. 110: Espectro de DEPT (125,69 MHz; CDCls; tus = 0,00 ppm) de 5.
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Maria Socorro AMA-16.43 CDC13/tri_res nov06mssgHSQC2

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: CDC13
Ambient temperature
1-14-

se
File: nov06mssgHSQC2
INOVA-508 “"nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.128 sec
width 3994.6 Hz
2D Width 20258.3 Hz
8 repetitions

x 128 increments
OBSERVE H1, 499.8826638 MHz
DECOUPLE C13, 125.7075705 MHz
Power 50 dB
on during acquisition |
off during delay i
GARP-1 modulated ‘
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.058 sec
F1 DATA PROCESSING

uss apodization 0.013 sec M ™ T 0
FT size 2048 x 2048
Total time 41 min, 35 sec J F2 1
m
‘—‘] (grpl -
4 2.5+
= B =] z
3.0
4 3.5 #
4.0 | P
- ] # s
4.5
5.0
4T 4 &
6.0 |
. 6.5 gy
7-0 T T Tl T L] T v [ T T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

F1 (ppm)

Esp. 111: Espectro gCOSY "H-'°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; &rus 0,00 ppm)
de 5.

Maria Socorro AMA-16.43 CDC1S/tri_res nov06mssgCOSY2

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: CDC1
Ambient temperature
File: nov0BmssgCOSY
INOVA-500 ‘“‘nmrsun'

lay 1.000 sec
e 0.127 sec
widtn 4047.1 Nz
20 Width 4047.1 Hz
4 repetitions N )

OBSERVE H1l, 499.8826638 MHZ q
DATA PROCESSING F2
P atitaseLatiges 0 Chop)) e
8q. sine bell 0.032 sec ° T
FT size 1024 x 1024
Total time 10 min, § sec q KJ
4 -
2] B
J B (-] e e
1 [ ] ® a - X ]
3 1 & > @8-
3
4 1 o oo
4 [-] [ ]
4— .
- 4 - (-] o - m
5
= 4 Q. ° e
°
— & ©
°
- B [
7
- T L]
T T T T T T —
7 6 5 4 3 2
F1 (ppm)

Esp. 112: Espectro gCOSY 'H-'H - gHSQC (499,88 MHz x 498,88 MHz; CDCls; 8tus 0,00 ppm)
de 5.
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Maria Socorro AMA-16.43 CDC13/tri_res nov0smssgCOSY2

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: CO

Ambient temperature
File: nov06mssgCOSY2
INOVA-500 ‘“nmrsun"

Relax. delay 1.000 sec
8q. time 00127 sec

VISI Hz
iB w1 I:P‘!"?gl7 l H: A ﬂ
repe
128 Tncronents A M_A

(ppm))|
zu—' O’

B
]

Total time 10 min, 9 sec

~n
u:
|

%o
[0}

w
o

[
L] o
s e b b
e
=]

°
TR ENE AT S|

& ° @ ®

T T
5.5 5.0 4.5 a0 3.5 3.0 2.5 2.0
F1 (ppm)

Esp. 113: Espectro gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 498,88 MHz; CDCls; 8rus 0,00 ppm) de 5 —
Expansdode 6 1,7a5,9 ppme 8 1,7 a 5,9 ppm.

Maria Socorro AMA-16.43 CDC13/tri_res nov06mssgHMBC2

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: CDC13
Ambient temperature
User: 1-14-

File: nov06mssgHMBC2
INOVA-500 “nmrsun

Relax. delay 1.500 sec

Total time 59 min, 57 sec

n
o

N
3

w
4]
g
®

A PN N
w
o

4.0
= ] o < - 8 - o
4.5
5.0
= 5.5 - - Se 8 -
— §.0] L 4
., 6.5 1 % e - ~ -
70y : T T T T : T S :
160 140 120 100 80 60 40 20

F1 (ppm)

Esp. 114: Espectro gCOSY "H-"H — gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; rvs 0,00 ppm)
de 5.
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M Socorro AMA16.43/2.85 cdcl13 mar07mssNOE3

Pulse Sequence: NOESY1D
Solvent: CDC13

Ambient temperature
INOVA-500 “inovaS00"

Relax. delay 5.000 sec
Pulse 80.0 degrees
00 sec

Mixing 0.500 s
q. time 3.277 sec
Width 4493.9 H.
83 repetitions
o E 1, 499.8826682 MHz

Line broadening 3.0 Hz
FT size 65536
Total time 4 hr, 7 min, 18 sec

8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

f— [N — f— [—
1.30 3.62 1.10
0.76 1.16 0.71 1.34

Esp. 115: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDClIz; dtus 0,00 ppm) de 5 — irradiacdo em &
2,85 ppm.

M Socorro AMA16.43/2.76 cdcl3 mar07mssNOEZ

Pulse Sequence: NOESY1D
Solvent: CDC13

Ambient temperature
INOVA-500 "inovaS00"

Relax. delay 5.000 sec
Pulse 90.0 degrees
o s

1 ns
QBSERVE =\ W1, 499.8826682 MHzZ

Line broadening 3.0 Hz
FT size 65536
Total time 4 hr, 3 min, 50 sec

|
|

- — - —— J— o .
0.33 1.38 1.85 1.37

Esp. 116: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDClIs; dtus 0,00 ppm) de 5 — irradiagdo em &
2,76 ppm.
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Esp. 117: Espectro de Massas (IE; 70 eV) de 5.
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5.3. Ismene festalis

O estudo fitoquimico do extrato CHCIs dos bulbos da espécie Ismene festalis
(Hymenocallis festalis) codificado como ifb, resultou no isolamento de dois alcalbides
conhecidos (Tabela 20). As estruturas quimicas foram deduzidas a partir dos dados
espectroscépicos dos alcaldides purificados, que foram analisados e comparados com

dados existentes na literatura.

Tabela 20: Alcaloides isolados do extrato de CHCI; de Ismene festalis.

Alcalbide Tipo de estrutura Quantidade (mgQ)
tazetina (10) tipo-tazetina 106,2
haemantidina (11) tipo-crinina 20,2

5.3.1. Analise Espectroscopica dos Alcaldides de Ismene festalis

5.3.1.1. Alcaldide tipo- tazetina

5.3.1.1.1. Tazetina (10)

Figura 51: Estrutura do alcaléide (10).

O espectro de IV (Esp. 118) apresentou as seguintes bandas: deformacéao axial
de O-H em 3.349 cm™, deformacao axial de C-H em 3033-2802 cm™, deformacéo axial
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de C=C de anel aromatico e olefina em 1.502 e 1.483 cm™ e deformagéo angular do
grupo metilenodioxila (-OCH20-) em 937 cm™ 8,
Entre os sinais observados no espectro de RMN 'H (Esp. 119) destacam-se:

dois dupletos largos em & 5,63 (J= 10 Hz) e 6,15 (J = 10 Hz), um multipleto em 6 4,16;
um simpleto largo em 6 2,89, dois simpletos em 6 6,51 e 6,86, um simpleto em & 5,91
atribuido a grupo metilenodioxila, um simpleto em & 3,47, de grupo metoxila e um
simpleto em & 2,40, caracteristico de hidrogénio em grupo metila ligado a nitrogénio.

Nos espectros de RMN '*C e DEPT (Esp. 122 e 123) de 10 observou-se a
presenca de 18 sinais referentes a 2 CHs, 4 CH,, 6 CH e 6 C quaternérios. Os sinais em
o 146,6, 146,4, 130,6, 128,6, 127,9, 125,5, 109,3 e 103,9 indicam a presenca de um
anel aromatico e uma ligagéo olefinica, o sinal em 6 102,0 (C) é compativel com um
carbono ligada a dois oxigénios, o sinal em & 100,4 (CH.) indica um grupo
metilenodioxila, o sinal em 6 56,1 (CHj3) indica grupo metoxila e o sinal em & 42,0 (CHjs)
indica grupo metila ligada a nitrogénio.

A atribuicdo dos sinais de hidrogénio aos seus respectivos sinais de carbono foi
realizada utilizando o espectro gHSQC (Esp. 124) e estao apresentadas na Tabela 21.

A atribuicdo dos sinais foi confirmada pelas correlagcbes observadas nos
espectros de gCOSY 'H-'H (Esp. 126). O sinal em § 6,15 (H-2) correlaciona-se com os
sinais em o 5,63 (H-1) e 4,16 (H-3); o sinal em & 1,64 (H-4) correlaciona-se com 0s
sinais em § 2,24 (H-4), 2,89 (H-4a) e 4,16 (H-3).

O espectro gHBMC (Esp. 127) apresentou as seguintes correlagdes: o sinal em
6 6,15 (H-2) com 49,9 (C-10b) e 26,7 (C-4); sinal em & 2,24 (H-4) com & 130,6 (C-2),
72,8 (C-3), 70,1 (c-4a) e 49,9 (C-12b); o sinal em 8 2,70 (H-6) com os sinais em 4 102,0
(C-6a), 70,1 (C-4a), 49,9 (C-12b) e 42,0 (C-12b); o sinal em & 6,51 (H-9) com os sinais
em 6 146,6 (C-10), 127,9 (C-11), 109,3 (C-12), 62,0 (C-8) e 49,9 (C-12b) e o sinal em o
6,86 (H-12) com os sinais em 8 146,6 (C-11), 125,5 (C-8a) e 49,9 (C-12b).

A curva de DC deste alcaléide (Figura 62) revelou que a os anéis B e D

apresentam jung&o anelar cis*'**%%°

e o hidrogénio H-4a esta na face B da molécula.
No espectro NOESY 1D (Esp. 128), observou-se que irradiando o sinal em &
2,89 (H-4a), ocorre um acréscimo no sinal em § 2,70, ao qual foi atribuido o hidrogénio

H-6B.
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O valor da rotagao éptica [a]p = + 135° foi compativel com o relatado na literatura
para o alcaléide tazetina ([a]p = + 145°)%.

A estrutura da tazetina foi atribuida ao alcaléide 10 usando dados
espectroscopicos de RMN, EM, IV, ap e DC. A comparacdo com os dados da

67,30

literatura permitiu confirmar a estrutura do alcaldide.

OCH3

tazetina (10)
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Tabela 21: Dados de RMN 'H e "*C para o alcaléide tazetina (10).

Carbono 0 (pim) de Tipo de Hidrogénio 0 (p;:m) de J (Hz)
C Carbono H
1 128,6 CH 1 5,83 (dI) 10,4
2 130,6 CH 6,15 (dI) 10,4
3 72,8 CH 4,16 (m) -
4 26,6 CH> 4al 2,24 (m) -
4B {64 (ddd) 13,4,10 e
2,4
4a 70,1 CH 4a 2,89 (s/) -
6 65,4 CH> 6a 3,32 (d) 10,4
68 2,70 (d) 10,4
6a 102,0 C - - -
8 62,0 CH> 8a 4,97 (d) 15
8B 4,64 (d) 15
8a 125,5 C - - -
9 103,9 CH 9 6,51(s) -
10 146,4 C - - -
11 146,6 C - - -
12 109,3 CH 12 6,86 (S) -
12a 127,9 C - - -
12b 49,9 C - - -
-OCHs 56,1 CHs CHs 3,47 (s) -
-NCHs 42,0 CHs NCHs 2,42 (s) -
-OCH0- 100,9 CH> -OCH0O- 5,91 (s) -
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IFB 2.17: alcaléide 10

80
70
[q+]
S 60 —
[
:CE .
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Esp. 118: Espectro de IV (pastilha de KBR) de 10.

Laitla/Raquel IFR2.11 CDC18/bbsw outl?rmbH1i

Pulse Sequsnce: s2pul

Solvent: CDC13

Temp. 28.0 C / 301.1 K
File: outiZrmbH1
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees

q. time 3.277 sec
dth 10000.0 Hz
repetitions

‘A PROCESSING

ne broadening 0.2 Hz
FT size 65536

Total time 0 min, 52 sec —

88ner

|

e e e e R T — | m—— — T
7 6 5 4 3 2 1

Esp. 119: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCls; Srys = 0,00 ppm) de 10.

180




Laila/Raquel IFR2.11 CDC13/bbsw out17rmbH1

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

Temp. 28.0 C 7 301.1 K
File: outi7rmbii
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 0.010 sec

16 repetitions

OBSERVE _ H1, 499.8826638 MHZ
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 0 min, 52 sec

T T — T T T
a.90 3.5 3.0

LA JM .

. ——
1.0 ppm

Esp. 120: Espectro de RMN "H (498,88 MHz; CDCl3; 8tys = 0,00 ppm) de 10 — Expansao da
regiao 6 0,5 a 4,4 ppm.

Laila/Raquel IFR2.11 CDC13/bbsw outi7rmbH1

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

emp. 28.0 C / 301.1 K
File: outizrmbHi
INOVA-500 "nmrsun"

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees

of R 1, 499.8826638 MHz
DATA PROCESSING

Line broadéning 0.2 Hz

FT size §5536

Total time 0 min, 52 sec

Esp. 121: Espectro de RMN "H (498,88 MHz; CDCl3; 8tys = 0,00 ppm) de 10 — Expansao da
regiao 6 5,6 a 6,9 ppm.
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Latla/Raquel IFR2.11 CDC13/bbsw out1?rmbC1l

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Temp. 28. g 87/ 301.1 K

rmbC1
INOVA-500 "nmrsun*
Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 0. sas soc
1557 repeti

OBSERVE C13, 125 6855958 MHz
DEGOUFLS, gé 499.8851633 MH2z

Total time 3 hr, 26 min, 9 sec

R OS——— o———— WIS S Y| PRR—— wi» WW

L B B L e LA S s o ) L B e e B O e LALE T e o o S A (L e L ML S

200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 ppm

Esp. 122: Espectro de RMN '3C (125,69 MHz; CDCls; 8rus = 0,00 ppm) de 10.

Laila/Raquel IFR2.11 CDC18/bbsw outlZrmbDi

Pulse Sequence: dept
Solvent: cdci3

~
w
o
=S
-
=

F m|
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 90.0 degrees

512 repet|t|
BSERVE’ C13, 155.5955858 WHz
DECOUPLE "H1, 483.8851633 NHz
Power
on durlng acquisttion
off_during dela
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSIN

Total Nne 50 min,| 58 sec

Esp. 123: Espectro de DEPT (125,69 MHz; CDCls; drms = 0,00 ppm) de 10.
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M Socorro IFB2.17 cdcl3/cd3od fev12mssgHSQC

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: cd3od

Temp. 25.0 C 7 298.1 K
User: 1-14-

File: fevi2mssgHSQC
INOVA-500 “nmrsun"

Relax. delay 1.500 sec
Acq. time 0.215 sec

widih 4763.9 Hz

2D Width 20655.8 Hz

16 repetitions

2 % 128 increments

OBSERVE N1, 439.8846334 MHz
DECOUPLE C13, 125.7054556 MHZ
Power 50 dB

uss apodization 0.08% sec .

F1 DATA PROCESSING L | T [ L. L L
Gauss apodization 0.012 sec ,

FT size 2048 x 20,

{F2
Total time 2 hr, 2 min, 53 sec J |
< (ppmy| k4 ;
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Esp. 124: Espectro gCOSY "H-'°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; 8tys 0,00 ppm)
de 10.

M Socorro IFB2.17 cdc13/cd3od fevi2mssgHSQC

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: cd3od

Temp. 25.0 C , 298.1 K
-87

user: 1-ia
File: fevi2mssgHSQC
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
Acq. time 0.215 sec

s
2 x 128 increments
OBSERVE , 499.8846334 MHz
DECOUPLE C13) 125.7054556 MHZ
Power 50 dB
on during acquisition
e lay
RP-1 modulated

Gauss apodization 0.099 sec
DAT ING

Gauss apodization 0.012 sec

x 204 -
Total time 2 hr, 2 min, 53 sec F2
(ppm})

w
o

u
‘HHTHH‘HH‘

{

|

!
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|
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§

75 70 65 60 55 5‘0 45 40 35 30 25
F1 (ppm)

Esp. 125: Espectro gCOSY 'H-'°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCls; Srus 0,00 ppm)
de 10 — Expanséo da regido 6 1,2a 7,2 ppm e 6 22 a 77 ppm.

183




Raquel/Laila IFR2.11 cdcl3/tri-res out18rmbgCoSY?1

Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: CDCIS
Ambient temperature
File: outisrmbgCOSY1

INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.000 sec
AcZA time 0.233 sec

th 4401.9 Hz
2D Width 4401.8 Hz
4 repetitions

OBSERV! H1, 499.8826638 MHz
DATA Pl ING
Sg. sine bell 0.116 sec
F1 DATA PROCESSING
sine bell 0.028 sec

q- e
FT size 2048 x 2048

Total time 11 min, 5 sec

F2z 3
(ppm) ®
1.5
-1 ] o ] a
2.0
] e 8 -] a
2.5 .e
1 L] E ]
] a - -
3.0
] o °
3.5 (-4
1 .
4.0
3 = o @ -]
4.5
= B s
= 5.¢4 [
5.5
- i ® a
6.0 .°
= ] o ] L]
"Y M T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
F1 (ppm)

Esp. 126: Espectro gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCls; §rvs 0,00 ppm) de 10.

Raguet/Laila IFR2.11 cdcl8/tri-res out1SrmbgHMBCL

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDC13
Ambient temperature
ser: 1-14-

File: outi1SrmbgHMBC1
INQVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
e 0.220 sec
4651.7 Hz

2D Width 26990.6 Hz

repstitions

128 increments

OBSERVE , 499.8826638 MHz

DATA PROCESSING

Sine _beli 0.

F1 DATA PROC

Sine bell 0.005 sec ‘
FT size 2048 x 1024
Total time 2 hr, 3 min, 34 sec | ‘ l !
l A
F2 3
(ppm}
< ] =
2.0
] o z = o
2.5 ——
- o = = -
3.0
- ] - - - -
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= | —— -l
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- 1 6.0 - -
- i -1 -
— 559 - - - -
e - - _ - -
N R T — R — . e M
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
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Esp. 127: Espectro gCOSY 'H-'3C - gHMBC (499,88 MHz x 125,71 MHz; CDCl3; 8rys 0,00 ppm)

de 10.
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M Socorro IFR-2.11 cdcl3/tri-res dez05SmssNOEL
File: home/espectros/inova/2008/dez08/dez05mssNOEL . fid

Pulse Sequence: NOESY1D

cdci13
25.0 C / 298.1 K

erator: rmn
ile: dez0SmsSNOE1
INOVA-500 “nmrsparc.igm.unicamp.br®

Relax. delay 5-000 sec
s

DATA PROCESSING
ine br
FT size 65
Total ti
T T T T
2 1 (]
[E—
1.61
2.72 2.15

Esp. 128: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDClIs; dus 0,00 ppm) de 10, irradiagcdo em &
2,86 ppm.
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5.3.1.2. Alcaldide tipo-crinina

5.3.1.2.1. Haemantidina (11)

Figura 52: Estrutura do alcal6ide (11).

O espectro de IV (Esp. 129) apresentou as seguintes bandas: deformacgéo axial
de O-H em 3.419 cm™, deformagéo axial de C-H em 3031-2819 cm™, deformacéo axial
de C=C de anel aromatico e olefina em 1.502 e 1.485 cm™ e deformagéo angular do
grupo metilenodioxila (-OCH,0-) em 929 cm™ 8,

Alguns dos sinais observados no espectro de RMN 'H (Esp. 130) foram: um
dupleto em & 6,43 (J= 10 Hz), um duplo dupleto em & 6,24 (J = 10 e 5 Hz), dois
multipletos em & 3,89, quatro simpletos em 6 6,77, 6,85, 5,90 e 3,36.

Nos espectros de RMN '*C e DEPT (Esp. 133 e 134) de 11 observou-se a
presenca de 17 sinais referentes a 1 CHs, 3 CH,, 8 CH e 5 C quaternérios. Os sinais em
6 147,3, 145,7, 136,1, 129,1, 127,3, 127,0, 108,6 e 102,1 indicam a presenca de um
anel aromatico e uma ligacao olefinica, o sinal em 6 100,4 (CH,) indica um grupo
metilenodioxila e o sinal em 55,4 (CH3) caracteriza grupo metoxila.

Uma atribuicdo completa dos sinais dos hidrogénios aos seus respectivos
carbonos foi realizada usando as correlacdes dos espectros gHSQC (Esp. 135) e esta
apresentada na Tabela 22.

As correlagdes observadas no espectro gCOSY 'H-'H (Esp. 137) confirmaram as

atribuicbes dos sinais de hidrogénio aos seus respectivos carbonos e indicaram um
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esqueleto tipo crinina. O sinal em § 6,24 (H-2) correlaciona-se com o0s sinais em § 6,43
(H-1) e 3,89 (H-3); o sinal em & 2,14 (H-4) correlaciona-se com os sinais em 6 3,89 (H-
3), 3,64 (H-4a) e 1,94 (H-4); o sinal em & 3,11 (H-12) correlaciona-se com 0s sinais em
§ 3,33 (H-12) e 3,89 (H-11).

O espectro de gHMBC (Esp. 139) confirmou as correlagcdes atribuidas. O sinal
em 0 6,24 (H-2) correlaciona-se com os sinais de carbono em 6 127,3 (C-1), 72,4 (C-3),
49,5 (C-10b) e 26,6 (C-4). O sinal em & 1,95 (H-4) correlaciona-se com 0s sinais em o
129,1 (C-2), 72,4 (C-3), 56,0 (C-4a) e 49,5 (C-10b). O sinal em & 6,77 (H-10)
correlaciona-se com os sinais em 6 147,8 (C-8), 136,1 (C-10a) e 87,3 (C-6); o sinal em &
3,33 (H-12) correlaciona-se com os carbonos em & 87,3 (C-6), 56,0 (C-4a) e 49,5 (C-
10b).

A curva de DC do alcaléide 11, Figura 54, apresenta formato compativel com o
observado para os alcal6ides do tipo 5,10b-etanofenatridina (crinina) que apresentam a
ponte 5,10b-etano na face a*'*4°° da molécula e o hidrogénio H-4a na face B.

No espectro NOESY 1D (Esp. 142) como resultado da irradiacdo em 6 3,64 (H-
4af3) observou-se incrementos mais fortes nos sinais em & 1,95 (H-4) e 3,36 (OCHj3), a
interacdo observada permitiu convencionar que estes sinais estdo na face . No
espectro NOE (Esp. 143) a irradiacao no sinal em 6 2,14 (H-4a) causou incremento nos
sinais em 1,95 (H-4pB), 3,11 (H-12) e 3,89 (H-3), a interacado permite atribuir a H-3 (3
3,89) apresenta-se na face a e ao hidrogénio H-12 (6 3,11) exo ao centro da molécula.
O espectro NOE (Esp. 144), resultado da irradiacao do sinal em & 4,92 (H-6), resultou
no acréscimo dos sinais em 8 3,33 (H-12¢n40) € 6,77 (H-10), a interacdo com o sinal de
H-12.540 cOnfirma que este H-6 esta na face a da molécula.

O sinal da rotagéo éptica [a]p = - 8° foi compativel com o relatado na literatura
para o alcaléide haemantidina ([a]p = - 25,4°)>*.

A estrutura haemantidina foi atribuida ao alcal6ide 11 usando dados
espectroscopicos de RMN, 1V, ap e DC. A comparagdo com os dados da literatura®*®°

permitiu confirmar a estrutura do alcaléide.
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haemantidina (11)

Tabela 22: Dados de RMN 'H e '*C para o alcaléide haemantidina (11).

Carbono 0 (p:)sm) de Tipo de Hidrogénio 0 (p[?m) de J (Hz)
C Carbono H
1 127,3 CH 1 6,43 (d) 10
2 129,1 CH 6,24 (dd) 10e5
72,4 CH 3,89 (m) -
4 26,6 CHa A 2,14 (ddd) 13’6’;3’6 ©
43 1,95 (dd) 13,6 e 4
4a 56,0 CH 4a 3,64 (dd) 13,6 e 4
6 87,3 CH 6a 4,92 (s) -
6a 127,0 C - - -
7 102,1 CH 7 6,85 (S) -
8 145,7 C - 14
9 147,3 C - - -
10 108,6 CH 10 6,77(s) -
10a 136,1 C - -
10b 49,5 C - - -
11 77,5 CH 11 3,89 (m) -
12 57,5 CH, 12650 3,11(dd) 14e3
126ndo 3,33 (d) 6,6
-OCHjs 100,4 CHs CHjs 3,36 () -
-OCH0- 55,4 CH> -OCH0- 5,90 (s) -
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IFB 5.39: alcaldide 11

85 —
80 -
75 —
o)
o J
c
«©
= 70 —
n
Pt .
©
— 65 —
60 —
55 —
T T T T T T T T T T T T T T .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Esp. 129: Espectro de IV (pastilha de KBr) de 11.

M Socorro IFB85.89 cdci8/cd3od/tri-res jun29mssH

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cd3od JI—
Temp. 25.0 C / 288.1 K
File: jun28mssH i
INOVA-500 “nmrsun® f

Relax. delay 0.010 §8C e —
Pulise 46.0 degrees T

. s f

s
H 499 8846384 MHz
8SING
Line broadening 0.2 Hz

FY size 65536
Total time 0 min, 52 sec

-
)

P”“_‘f’lj

-
: - “*L‘”JJ .*““"‘JU‘”'U"‘“‘“—*‘”M —

T
1

ppm

Esp. 130: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDClz + CD30D; 8rys = 0,00 ppm) de 11.

189




M Socorro IFB5.8§ cdcl3/cdBod/tri-res jun29mssH

Pulse saqnunce s2pul
so'lvsnt cd3o 1
.0 C / 288.1 K

Fi!li Junil
INOVA-500 nnrsun

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 ds ruos
cg. time 8.277 sec

1 Hz

0BS 1, 489.8846384 MH2
DATA PROCESSIN
ine broadening 0.2 Hz

L
F? size &
otal time 0 min, 52 sec

. m
MJ\W L‘JL 1y L_,_JJLMMM” tU‘ LMLJ i __

ppm

™ T
. - 2.8

O N
4.2 4.0

Esp. 131: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCI3 + CD3;0D; &tus = 0,00 ppm) de 11 —
Expansao da regidao o 1,8 a 4,2 ppm.

M Socorro IFBS.89 cdc1S/cdSod/tri-res jun2smssH

Pulse s-.unncc s2pul
Solvent: cd3o
fremp. 26,0 C / 288.1 K

_dunzemecht
ENOvA- "nmrsun*

Relax. delay 0.010 sec
Pules 45 0 degrees

16 re lttt!onl
OBSERVE M1, 488.8848334 MHZz
DATA PROCESSING

Line bl‘D-d.n1ﬂg 0.2 HZ

FT cize 65538

Total time 0 min, §2 sec

T T T T
.6 5.4 5.

Esp. 132: Espectro de RMN 'H (498,88 MHz; CDCl; + CD30OD; 87ys = 0,00 ppm) de 11 —
Expanséao da regidao 6 4,9 a 7,0 ppm.
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Maria Socorro IFB-5.38 CDC18/CD30D/bbsw junilmssC2

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13
Ambient cmpuruture

File: Jununsscz
INOVA-500 ‘“nmrsun"

Relax. delay 1. 500 sec
Pulse 45.0 degre
Acqg. time 0. sna suc

5
1173 rapet|t|
OBSERVE C13, 125 6961571 MHZ
DECOUPLE_ H1, 499.8851833 MHz
Power B.
cont inuous 1y
WALTZ~16 mdulated
DATA. PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 13 hr, 44 min, 38 sec

Esp. 133: Espectro de RMN '*C (125,70 MHz; CDCl; + CDs0D; &tys = 0,00 ppm) de 11.

Maria Socorro IFB-5.3% CDGC13/CD30D/bbsw juniimssD2
Pulse Sequence: dept

Solvent: cdc13

Amb'snt empsrature

ile: mss
Ilva 360 Mamraunn

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 90.0 degrees
cq. time 0.985 sec

foradtime 58 min, 8 sec

N | N T d

Esp. 134: Espectro de DEPT (125,70 MHz; CDCl; + CD30D; érms = 0,00 ppm) de 11.
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M Socorro IFB5.39 cdcl18/cd3od/tri-res jun29mssHSQC1

Pulse Sequence: gHSQC
so1vent cdSod

Temp. 25,0 C / 298.1 K
user: 1-ia-a

Fite: junzemeansact
INOVA-500 ‘“nmrsun®

Relax, delay 1,000 sec
ec

Ee nts
499.8846334 MHz

DECOUPLE 018 125.7092476 MHZ

Power 50

on durlng Acq |slt|en
off during de
osanect moduiated m
[Sauss agesizstion 0,054 sec L Ll A Cl I
Gauss apodization 0.004 sec
FT size 2048 x 1024
Total time 1 hr, 27 min, 33 sec F2 -
(ppm‘l -
2.5
]  a
3.0 &
3.5 o= ad
] =
4.0 §°’@° ©
4.5
5.0 - . -
5.5 -
6.0 » -
5.5_2 %
7.0 % @
— . . — ; e . - —
130 120 110 100 ‘90 80 70 60 50 40 30
Fi (ppm)

Esp. 135: Espectro gCOSY 'H-'°C - gHSQC (499,88 MHz x 125,70 MHz; CDCl; + CD;0D; 7y
0,00 ppm) de 11.

M Socorro IFBS.33 cdcl3/cdSod/tri-res jun2SmssHSQC1

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: cd3od

Temp. 25.0 C/ 298.1 K
user: 1-ia-87

File: Jun2smesnsocy
INOVA-500

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.202 sec

R0 o935 8846330 wnz
DECDUPLE c:s 125.7092476 MHz

aaring acuuis't(on
of f ‘during dela

Dg#: PRﬂCEgS}:éad m
r3oRt SERdlEstion 0-004 eec L N l PRS0 P SN
Gauss uvDﬂ'Znt!on 0.004 sec
FT size
feeai®hiae™d 2ri%7 min, 83 sec F2
(ppm
| E—
3.0 =
3.5 g -
4.0 éé T @ .
4.5
5.0 @ -
5.5 P
6.0
6.5
" . T T T T T . T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 as a0

F1 (ppm)

Esp. 136: Espectro gCOSY 'H-"*C - gHSQC (499,88 MHz x 125,70 MHz; CDCl3 + CD;0D; 8rus
0,00 ppm) de 11 — Expansao da regiao 8 2,5 a 6,5 ppm e 6 38 a 95 ppm.
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Socorro IFB-5.39 CDC1S+CD30D+TMS/bbsw jul12mssgCOSY1

Pulse soquence: gcosy
so\vant gdo

Temp. 25.0 C / 288.1 K
Files .luuznssgcosn
INOVA-500"  “nm -

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 02281 soc
Tdth 4341.5 Hz

2D Width 4441.5 Hz

4 _repetitions

128 increments

OBSERVE H1, 498.8846334 MHz - —

DATA PROCESSING

bel 115 sec F2
F1 DATA PROCESSING
Sine b 0.029 sec (gp"?
T size 2048 x 2048 -

Total time 11 min, 8 sec 5
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Esp. 137: Espectro gCOSY "H-'H (499,88 MHz x 499,88 MHz; CDCl; + CD30D; 7ys 0,00 ppm)
de 11.

Socofro IFB-5.39 CDC1S+CD30D+THS/bbsw jul12mssgCOSY1

Pulse Sequence: gCOSY
solvent: cdsod

mp
Tnova-d05 2RSS

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0. 231 sec
width 4441.5 Hz

S5 Wiatn 34413 nz

4 repetitions

obZ2, increments

RVE H1 498 .8846334 MHz
BATA PRocEssima
Sq. sine bell 0.115 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.023 sec
T size 2048 x 2048
Total time 11 min, 3 sec
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Esp. 138: Espectro gCOSY "H-"H (499,88 MHz x 125,70 MHz; CDCl; + CD3OD; 8tys 0,00 ppm)
de 11 Expansao da regidao 6 1,8 a 4,3 ppm e 6 1,8 a 4,3 ppm.
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M Socorro IFBS.39 cdcl3/cd3od/tri-res jun29mssHMBC1

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: cd3od

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
User: 1-14-

File: jun29msSHMBC1
INOVA-500 “nmrsun

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.202 sec

OBSERVE  H1, 493.8846334 MHZ
DATA NG

Sine bell 0.101 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.004 sec

FT size 2048 x 1024 |
Total time 2 hr, 11 min, 32 sec i | H i k
' 1 i
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Esp. 139: Espectro gCOSY "H-°C — gHMBC (499,88 MHz x 125,70 MHz; CDClz + CD30D; &tus
0,00 ppm) de 11.

M Socorro IFB5.39 cdcl3/cdSod/tri-res jun23mssHMBC1

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: cd3od

Temp. 25.0 C_/ 298.1 K
user: 1-14-87

File: jun2SmssHMBC1
INOVA-500 ‘“nmrsun

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.202 sec
width 5053.1 H:
2D Width 33855.9
a8 repetitions

z
Hz

128 incremen t
OBSERVE H1, 99.8846334 MH2z
DATA INC
Sine bell .101 sec
F1 DATA ING
Sine bell .004 sec
FT E‘ZB'ZQQ x 102: 1 o2 ﬂ
Total time hr, 11 min, sec
L 1 Lk in “ 1 ) J L

N
L)
1

S A S W W W W W N
o
i
'

T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 a0
F1 (ppm)

Esp. 140: Espectro gCOSY "H-"3C — gHMBC (499,88 MHz x 125,70 MHz; CDCls + CD3OD; Stus
0,00 ppm) de 11 — Expansao da regiao & 1,6 a 4,4 ppm e 6 38 a 151 ppm.
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M Socorro IFB5.39 cdcl3/cd3od/tri-res jun2smssHMBC1

Pulse Sequence: gHMBC

Soilvent: cd3od
Temp. 25.0 C_/ 298.1 K

uUser: 1-14-
File: jun29mssHMBC1
INovA-500 g

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.202 sec

width 5059.1 Hz
2D Width 33955.9 Hz
8 repetiti

128 increments
OBSERVI H1, 493.8846334 MHz
DATA PROCESSING
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Esp. 141: Espectro gCOSY "H-"°C — gHMBC (499,88 MHz x 125,70 MHz; CDCl; + CD3OD; &1vs
0,00 ppm) de 11 — Expansao da regiao 6 5,3 a 7,3 ppm e 4 20 a 160 ppm.
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Esp. 142: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDCI3 + CD3;0D; drus 0,00 ppm) de 11, irradiacéao
em o 3,64 ppm.
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ago08mssH1 6 1 D:\espectros\ago07 Raquel

%‘ | socorro IFB-5.39 CDC13+CD30D/bbi-300 ago08mssHL
= |NOE=2.14ppm

5
/
-

[m;m}
Esp. 143: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDCI; + CD3;0D; drus 0,00 ppm) de 11, irradiagéo
em § 2,14 ppm.
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Esp. 144: Espectro NOESY 1D (499,88 MHz; CDCI3 + CD3;0D; dus 0,00 ppm) de 11, irradiacéao
em 6 4,92 ppm.
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5.4. Caracterizacao de alcaldides de Amaryllidaceae por Dicroismo
Circular (DC).

Os espectros de DC sédo uteis para a caracterizagdo dos alcaldides de
Amaryllidaceae; de acordo com DeAngelis e colaboradores* o formato dos espectros
de DC destes depende da estereoquimica do carbono benzilico opticamente ativo em
sistemas policiclicos rigidos, por exemplo, C-10b da crinina (Figura 53). A grande
vantagem deste método é a possibilidade de deduzir a configuracdo absoluta do
carbono benzilico de alcaléides desconhecidos por comparacdo dos seus espectros
com os de alcaldides de configuragdo conhecida. A configuracdo dos outros centros
assimétricos do alcaléide é determinada em relacdo ao carbono benzilico através de
técnicas de RMN.

5.4.1. Crinina (3), bufanisina (9) e haemantidina (11)

Os alcalbides 3, 9 e 11 (Figura 53) apresentam espectros de DC com perfis
caracteristicos ao cromoforo metilenodioxifenila, ou seja, apresentam duas bandas
antipodais em aproximadamente 294 e 245 nm que sao correspondentes aos maximos
observados no Ultravioleta (UV)*', como mostra a Figura 54.

No alcaldide 11, as bandas estdo centradas em 292 e 244 nm, sendo
caracteristicas de séries enantioméricas que possuem uma jungado anelar (B:C) trans-2,
conforme mostrado por Wagner et al.*’.

Os alcalbides 3 e 9 seguem o padrao caracteristico de séries enantioméricas que
possuem uma juncdo anelar (B:C) trans-1*'*?, possuindo suas bandas antipodais
centradas em 293 e 244 nm, com perfis inversos ao observado em 11.

R1 = OH: crinina (3)
R1 = OCHs: bufanisina (9) haemantidina (11)

Figura 53: Estruturas dos alcaléides 3, 9 e 11.
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Figura 54: Curvas de DC dos alcalbides 3, 9 e 11.

A diferenca de magnitude entre os espectros de DC dos alcal6ides 3 e 9 parece
ser decorrente da substituicdo da hidroxila ligada ao C-3 do alcaléide 3 pelo grupo

metoxila em 9, que deve causar uma diminui¢do da magnitude do dicroismo.

5.4.2. Alcaldides bufanidrina (4) e undulatina (7)

Os alcalbdides 4 e 7 (Figura 55), também, apresentam espectros de DC com
perfis semelhantes aos anteriores, caracterizados por uma banda positiva e outra
negativa.

As curvas de DC destes alcalbides (Figura 56) apresentam o centro das bandas
em 286 e 250 nm para 4, e 285 e 250 nm para 7, também, decorrentes do croméforo
metilenodioxifenila e seguem o padrao caracteristico de séries enantioméricas que

possuem juncao anelar (B:C) trans-1*'.
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OCHj5
bufanidrina (4)

OCHs

undulatina (7)

Figura 55: Estruturas dos alcaléides 4 e 7.
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Nos espectros de DC da Figura 56 observou-se que a banda localizada na
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Figura 56: Curvas de DC dos alcaldides 4 e 7.

regido de elipcidade molar (6) negativa apresenta menor intensidade que a localizada
na regiao positiva; isto deve ser decorrente da presenca de grupos metoxila em C-3 e
C-7, em ambos os alcalbéides. No alcaléide 7 observou-se, também, uma diminuicao
muito forte da magnitude de 6 que deve ser decorrente do anel epdxido localizado em
C-1/C-2.




5.4.3. Alcaldides ambelina (8) e 11-O-acetil-ambelina (6)

Os espectros de DC (Figura 58) dos alcalbides 6 e 8 (Figura 57) apresentaram
perfis caracteristicos ao observado para o alcaldide crinina (Figura 54), com bandas
antipodais centradas em 252 e 282 nm para 6, e 253 e 279 nm para 8, confirmando a

juncdo anelar B:C trans-1*'.

OCHjs3 OCH,

11-O-acetil-ambelina (6) ambelina (8)

Figura 57: Estruturas dos alcaléides 6 e 8.
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Figura 58: Curvas de DC dos alcaldides 6 e 8.

A diferenca de magnitude entre o espectro de DC da Figura 58 em relacéo ao do
alcal6ide 3 deve ser decorrente dos grupos metoxila, ligados em C-3 e C-7, bem como
da presenca de substituinte em C-11.
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5.4.4. Alcaldide 1-O-acetil-licorina (5)

O espectro de DC do alcaléide 5 (Figura 60) apresentou perfil caracteristico ao
observado para os alcaléides que apresenta juncao anelar B:C trans-1, tais como a
crinina (Figura 54). As bandas antipodais centradas em 244 nm e 291 nm confirmam
que a 1-O-acetil-licorina apresenta juncao anelar B:C trans-1, como j& observado por
Wagner et al.*'.

1-O-acetil-licorina (5)

Figura 59: Estrutura do alcaléide 5.
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Figura 60: Curvas de DC e estrutura do alcaloide 5.
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5.4.5. Alcaldide tazetina (10)

O espectro de DC do alcaldéide 10 (Figura 62) apresentou duas bandas
antipodais centradas em 290 e 240 nm, estas sdo compativeis com as apresentadas
por Wagner, et al.*' e Pham et al.>® O primeiro supde que elas sdo relacionadas ao
grupo metilenodioxifenila da molécula e que apresentam padréo caracteristico de séries

enantioméricas que possuem uma juncao anelar (B:D) cis-3.

OCHs

tazetina (10)

Figura 61: Estrutura do alcal6ide 10.

Curva de DC
—10
30000
240: + 30.677,48

20000

< 10000 -
0
\290: -3.330,11
-10000 , " , " , " , " , ,
220 240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 62: Espectro de DC e estrutura do alcaléide 10.
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5.5. Estudos por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM)

Os extratos e alcalbdides obtidos em neste estudo foram avaliados por CG-EM
para a obtencdo de perfis cromatograficos e, também, para auxiliar na identificacéo
estrutural dos alcalbides isolados. Os espectros de massas obtidos por CG-EM foram
comparados com 0s espectros presentes no software do equipamento de CG-EM, a
biblioteca Wiley 275, os espectros da base de dados NIST e aos dados da literatura
para fragmentagbes caracteristicas destes alcaldides.

O extrato CHCI; Il de Amacrinum foi analisado por CG-EM em diversas
programagOes de temperatura para a obtengdo de um programa que apresentasse a
melhor resolugdo dos picos cromatograficos em um menor tempo e que pudesse ser
utilizado para estudo de outros extratos de Amaryllidaceae.

A melhor resposta foi obtida com coluna cromatografica HP5 (50 m x 0,25 mm x
0,25 um), com grade de temperatura apresentada na Figura 63; injetor a 250 °C;

detector a 280°C e fluxo de hélio a 1,0 mL/minuto.

280 °C/10 min.

10 °C/min
200 °C/2 min.

Figura 63. Programa de aquecimento usado no CG.

Os extratos obtidos para as espécies de Amaryllis (“sidney", “desire” e
“belladonna”), também, foram avaliados usando esse método e pode-se identificar
alguns de seus alcaloides.

5.5.1. Extrato de CHCI; Il de Amacrinum

O Cromatograma de fons Totais (TIC) do extrato CHCI; Il de Amacrinum esta
apresentado na Figura 64. Neste cromatograma visualizaram-se todos os alcal6ides
isolados e caracterizados, no estudo fitoquimico do hibrido Amacrinum, que estao
listados na Tabela 23.
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Figura 64. TIC do extrato CHClI3 Il de Amacrinum.

Tabela 23: Dados da analise por CG-EM do extrato CHCI; || de Amacrinum.

Nome do alcalbide TR (min.) % relativa no ext. CHCl; Il
bufanisina (9) 9.81 25
beladina (1) 10.16 4
crinina (3) 10.24 13
N-desmetilbeladina (2) 10.61 5
bufanidrina (4) 11.51 11
1-O-acetil-licorina (5) 12.59 2
undulatina (7) 13.03 21
11-O-acetil-ambelina (6) 13.14
ambelina (8) 13.33 5

5.5.2. Estudo de extratos de Amaryllis

Extratos de Amaryllis foram analisados por CG-EM utilizando as condi¢cées que
apresentaram os melhores resultados para Amacrinum. A analise dos TIC destes
extratos revelou a presenca de outros compostos, tais como acidos graxos, junto aos
alcaldides. Sendo os alcaldides a classe de interesse na familia Amaryllidaceae, os
extratos de Amaryllis foram filtrados em CC de silica gel para a obtencao de fracdes
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ricas em alcalbides e também para evitar possiveis danos a coluna cromatografica.

A fracdo 2 (F2) dos extratos CHCI; Il de Amaryllis “sidney", “desire” e
“belladonna”, obtidas apds filtracdo dos respectivos extratos CHCI; I, foram analisadas
por CG-EM e os seus TIC mostram que estas realmente ficaram mais ricas em
alcaldides que os extratos iniciais.

Os TIC das F2 dos extratos CHCI; Il de Amaryllis estdo apresentados a seguir:
Figura 65 (Amaryllis “sidney"), Figura 66 (Amaryllis “desire”) e Figura 67 (Amaryllis
“belladonna”), indicando os alcal6ides detectados nos extratos.
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Figura 65. TIC da F2 do extrato CHCI; Il de Amaryllis “sidney".
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Figura 66. TIC da F2 do extrato CHCI; Il de Amaryllis “desire".
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Figura 67. TIC da F2 do extrato CHCI; Il de Amaryllis “belladonna”.

Dentre os seis extratos de Amaryllis analisados por CG-EM o que apresentou a
menor quantidade de alcal6ides foi o extrato AcOEt Il da variedade “sidney”, que esta

apresentado na Figura 68 e possui em sua constituicdo apenas dois alcalbides.

60 5

40 4

Abundancia

20

D LENNE B B B LI T | L T LI | T LI B B T T T T 1T ] T LN B N B B B | "i‘:“l T -T-'-l

4.00 6.00 800 1000 1200 14.00 16.00 18.00

Tempo {min )

Figura 68. TIC do extrato AcOEt Il de Amaryllis “sidney".

A analise dos extratos de Amaryllis por CG-EM possibilitou a deteccdo dos
alcaldides presentes nas trés espécies estudadas, suas estruturas estao apresentadas

na Quadro 2.
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Quadro 2: Alcalbides detectados por CG-EM nos extratos de Amaryilis.

Extratos de Amaryllis

Alcaldide CHCIs Il de A. | CHCIs Il de | CHCI5 Il de | ACOEt Il de
“‘belladonna” | A. “desire” | A. “sidney" | A. “sidney”
X X
X X X
X
X X X X
X

nerinina (16)
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5.5.2.1. Montanina (12)
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Esp. 145: Espectro de massas (IE, 70 eV) do alcaléide 12.

O espectro de massas do alcaléide 12 (Esp. 145) apresenta como pico base o
correspondente ao ion molecular m/z 301 [C17H1gNQO4]™, este pode perder o radical
metoxila produzindo o ion m/z 270 [C1sH16NO3]*, que pode perder uma molécula de
agua formando o ion m/z 252 [C1H14NO2]*, que pode sofrer decomposicao e eliminar a

molécula CHNH produzindo o ion m/z 223 [C1sH1102]* *°, Figura 69.

C17H19NO4 301.13

+/N |~
H

C16H14NO, 252.10

C15H1102 223.08

Figura 69: Proposta de fragmentagao para formagéo dos ions m/z 270, 252 e 223 a partir de
12.

% Duffiel, A. M.; Aplin, R. T.; Budzikiewicz, H.; Djerassi, C.; Murphy, C. F.; Wildman, W. C.
Journal of the American Chemical Society, 1965, 87, 4902-49-12.
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O espectro de massas do alcaléide 12 (Esp. 145), também, apresenta um pico
correspondente ao ion radical m/z 257 [C1sH1sNO3]*, decorrente de uma fragmentacao

retro Diels-Alder do anel C, com eliminagdo de uma molécula de acetaldeido

(CHsCHO)™, Figura 70.

OCHg3

OH - CH3CHO <

—>

=z

C15H1sNO3 257.11

C17H1gNO, 301.13

Figura 70: Proposta de fragmentacao para formagao dos ions m/z 257 a partir de 12.

5.5.2.2. Hipeastrina (13)
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Esp. 146: Espectro de massas (IE, 70 eV) do alcalbide 13.

O espectro de massas do alcaléide 13 (Esp. 146) nao apresenta o pico do ion
molecular m/z 315 [C47H17NOs] ™, este pode gerar o ion m/z 125 [C;H11NO]J ", que pode

eliminar radical formila produzindo o fon m/z 96 [CsH1oN]* %2, Figura 71.
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Figura 71: Proposta de fragmentagao para formagao dos ions m/z 125 e 96 a partir de 13.

5.5.2.3. 1,2-diidro-clidantina (14)

248

Abundancia

Tempo (min )

Esp. 147: Espectro de massas (IE, 70 eV) do alcaléide 14.

A biblioteca Wiley 275 do software do equipamento de GC-EM sugeriu para o
alcal6ide 14 a estrutura do 1,2-diidro-clidantina com uma similaridade de 99%. O perfil

de fragmentacao, também foi compativel com o observado para 0 mesmo composto na

base de dados NIST.
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1,2-diidro-clidantina (14)

Figura 72: Estrutura do alcal6ide 1,2-diidro-clidantina (14).

5.5.2.4. Licorina (15)
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Esp. 148: Espectro de massas (IE, 70 eV) do alcaldide 15.

O espectro de massas do alcaldide 15 apresenta o ion molecular m/z 287
[C1sH1sNOs] ™ este pode perder hidrogénio radicalar seguido da perda dos substituintes
hidroxila da molécula ocasionando a formacao do ion radical m/z 252 [C1sH14NO2]" que
poder Hz gerando o ion m/z 226 [C14H12NO,]* %82, (Figura 73).
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C16H12NO3 250.09

C16H1sNO4 286.11 C16H14NO3 268.10

Figura 73: Proposta de fragmentagao para formagéo dos ions m/z 286, 268, 252 e 250 a partir
de 15.

O ion molecular m/z 287 [Ci6H17NO4]" pode sofrer rearranjo de hidrogénio
seguido da perda de etilenodiol produzindo o ion radicalar m/z 227 [C14H13NO2]* que
pode sofrer a perda de hidrogénio radicalar gerando o fon m/z 226 [C14H12NO,]* 8

(Figura 74).

X
OH
- HO\:/ < N
—_— > +
H CH
C1gH17NO4 287.12
C1gH17NO4 287.12 167 C14H13NO, 227.09
l-H.
< N
_N
i

C14H12NO, 226.09

Figura 74: Proposta de fragmentagao para formagéo dos ions m/z 287, 227 e 226 a partir de
15.
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5.5.2.5. Nerinina (16)

Abundancia
b=
1

Esp. 149: Espectro de massas (lE, 70 eV) do alcalbide 16.

O espectro de massas do alcaldéide 16 nao apresenta o ion molecular m/z 331
[C19H25NO4] ™ este fragmenta produzindo o ion radical m/z 109 [C7H{1N]* que pode
sofrer a perda de hidrogénio radicalar gerando o ion m/z 108 [C;H1oN]* %2, (Figura 75).

X

(e /
N~ ~ V4
H.C” o+ -H- H.C™ +
OCHy 3 | — ° |
H

CsH{{N 109.09 CsH4oN 108.08

OCHj

C19HasNO, 331.18

Figura 75: Proposta de fragmentagéo para formagéo dos ions m/z 109 e 108 a partir de 16.
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5.5.3. Comparacoes entre alcaléides de Amacrinum, Amaryllis,

Crinum e Hippeastrum

A espécie Amacrinum é um hibrido (Amaryllis x Crinum), portanto seus alcaldides
podem apresentar as mesmas caracteristicas estruturais que os alcaldides destes dois
géneros ou dos demais géneros da familia Amaryllidaceae.

Os alcaléides identificados e isolados no extrato CHCI; Il de Amacrinum foram
comparados aos alcaldides detectados, por CG-EM, nas trés espécies de Amaryllis
(“sidney", “desire” e “belladonna”), bem como com os alcal6ides relatados em espécies
dos géneros: Amaryllis, Crinum e Hippeastrum. Os alcalbides de Hippeastrum foram,
também, incluidos nas investigacdes devido aos problemas taxonémicos citados

anteriormente.

5.5.3.1. Amacrinum e o género Amaryllis

Os nove alcaldides isolados e identificados no hibrido Amacrinum dividem-se em
3 tipos de esqueletos: tipo-beladina (1 e 2), tipo-licorina (5) e tipo-crinina (3, 4, 6,7, 8 9)
e suas estruturas estdo apresentadas na Figura 76.

HsCO
3 D\/R
|
HsCO
R = CHg: beladina (1) OCHs Ry = OH, Ry = Rg = H: crinina (3)
R = H: N-desmetilbeladina (2) R1 = R3 = OCHg, R, = H: bufanidrina (4) .
R = R3 = OCH3, R, = OCOCHg3: 11-0O-acetil-ambelina (6)

Ri=R3= OCH3! Ro = OH,: ambelina (8)
Ry = OCH3, R, = R3 = H: bufanisina (9)

OCH3;

1-O-acetil-licorina (5) undulatina (7)

Figura 76: Alcal6ides isolados e identificados no hibrido Amacrinum.
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5.5.3.2. Amaryllis (“sidney”, “desire” e “belladonna”)

Os cinco alcaléides detectados nas espécies de Amaryllis, neste estudo,
dividem-se em 4 tipos de esqueletos: tipo-pancracina (12), tipo-licorina (15), tipo-
galantamina (14) e tipo-homolicorina (13 e 16) e suas estruturas estdo apresentadas na
Figura 77.

montanina (12)

OCHj

1,2-diidro-clidantina (14) licorina (15) nerinina (16)

Figura 77: Alcal6ides isolados e detectados nas trés variedades de Amaryllis.

A comparacao entre os alcaldides de Amacrinum e os das trés variedades de
Amaryllis revelou que estes alcaldides apresentam em sua maioria diferencas
estruturais e, portanto pertencem a esqueletos diferentes. A Unica semelhanca é a
presenca de 1-O-acetil-licorina (5) em Amacrinum e licorina (15) em Amaryllis, que
pertencem ao tipo-licorina, um grupo de alcaléides muito comum em varios géneros da

familia Amaryllidaceae.

5.5.3.3. Espécies de Amaryllis relatadas na literatura

Conforme relatado na introducdo estudos com espécies do género Amaryllis
resultaram no isolamento do alcaléide licorina (IV) em um exemplar de Amaryllis
belladonna, de origem australiana®®. Um exemplar de A. belladonna, americana,
apresentou acetilcaranina (XIX), ambelina (XX), undulatina (XXXV) e cloridrato de
anidrolicorina (XXXIX)?°. O estudo de um exemplar de A. belladonna egipcia resultou no

isolamento de seis alcaldides: licorina (IV), pancracina (VI), vitatina (XL) e 11-
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hidroxivitatina (XLI) e hipeastrina (XLI) .

O estudo do fluido do talo da flor da espécie A. vittata resultou na identificacéo
do alcaléide rilistina (XLIIN?. As estruturas dos alcalides isolados em espécies
Amaryllis estao apresentadas na Figura 78.

OCHj3
ambelina (XX)

OCHg;

i idrolicori ancracina (VI
undulatina (XXXV) cloridrato de anidrolicorina (XXXIX) P (v

OCHj
HaCO

R = H: vitatina (XL) I
R = OH: 11-hidroxivitatina (XLI) hipeastrina (XLII) rilistina (XLIH)

Figura 78: Alcaldides relatados em espécies do género Amaryllis.

Observou-se que os alcalbides relatados em espécies de Amaryllis apresentam
os esqueletos: tipo-beladina (XLIN), tipo-crinina (XX, XXXV, XL e XLlI), tipo-licorina (1V,
XIX e XXXIX), tipo-homolicorina (XLII) e tipo-pancracina (VI). Os trés primeiros tipos
foram observados no hibrido Amacrinum, ressaltando que as estruturas dos alcaldides
ambelina (XX) e undulatina (XXXV) foram atribuidas aos alcaldides 8 e 7,

respectivamente, isolados neste estudo sobre do hibrido.
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5.5.3.4. Espécies de Hippeastrum relatadas na literatura

Na espécie Hippeastrum vittatum, coletada no sul do Brasil, foram isolados e
identificados os alcaléides licorina (IV), pancracina (VI), montanina (XXI) e vitatina
(XL)?'. A espécie Hippeastrum glaucescens, coletada no nordeste do Rio Grande do
Sul, apresentou licorina (IV), tazetina (XII) e pretazetina (LV)3'%2,

Estudos com a espécie H. equestre Herb, coletada em Bornova (Turkia) e Handi
(Vietnd), possibilitaram a identificacdo dos alcaldides: licorina (IV), tazetina (XIl),
hipeastrina (XLII), 8,9-metilenodioxifenantridina (LV), N-metilcrinasiadina (LVI)*?, ismina
(LVII), 11-hidroxivitatina (XLI), 9-O-desmetil-homolicorina (LVIIl), pretazetina (LIV) e 3-
epimacronina (LIX)%.

Uma espécie hibrida de Hippeastrum, cultivada em Berlin, apresentou os
alcaléides licorina (IV), tazetina (XII), hipeastrina (XLIl), haemantamina (LX), vitatina

(XL), 11-hidroxivitatina (XLI), montanina (XXI) e pancracina (VI)*.

O NHCHg

CH,OH

O
R = H: pancracina (VI)

R = GHsy: montanina (XXI) 8,9-metilenodioxifenatridina (LV) N-metilcrinasiadina (LVI) ismina (LVII)

Ry = CH3, R> = OH: haemantamina (LX)
R1=H, Rz = H: vitatina (XL) R = CHOH: pretazetina (LIV) ) o
Ry = H, R = OH: 11-hidroxivitatina (XLI) R = CO: 3-epimacronina (LIX) 9-O-desmetil-homolicorina (LVIII)

Figura 79: Alcaléides relatados em espécies do género Hippeastrum.

Os alcalbides relatados em espécies de Hippeastrum agrupam-se em cinco tipos
de esqueletos: tipo-crinina, tipo-licorina, tipo-homolicorina, tipo-tazetina e tipo-

pancracina. Observou-se que o hibrido Amacrinum e o género Hippeastrum nao
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apresentam alcaldides em comum, apenas a presenca de alcaléides que pertencem ao
mesmo grupo de alcalbide (tipo-crinina e tipo-licorina).

5.5.3.5. Espécies de Crinum relatadas na literatura

O género Crinum apresenta um grande numero de estudos, quando comparados
aos existentes sobre os géneros Amaryllis e Hippeastrum, resultando em um grande
nuamero de alcalbides isolados, o que impossibilita a apresentagcao, nesta discusséao, de
todos os alcalbides relatados neste género.

Sabendo que o tipo-crinina é o principal grupo de alcal6ides do género Crinum, e
que a maioria dos alcalbides isolados de Amacrinum também é deste grupo, sera
apresentado apenas uma relacao das espécies de Crinum que apresentaram em sua

composicao quimica os alcaldides isolados neste estudo sobre o hibrido Amacrinum.

Quadro 3: Alcalbides isolados em Amacrinum e outras espécies de Crinum.

Alcal6éide de Amacrinum Demais espécies Crinum onde foi isolado

HsCO
T .
Crinum latifolium
H3CO N\/\©\
OCHj

beladina (1)

448

Crinum Kirkii'®, Crinum moore e

Crinum bulbispermun®

Crinum macowanii'®

OCHg
bufanidrina (4)

1-O-acetil-licorina (5)
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Crinum moorei** e Crinum kirkii"®

Crinum latifolium®

OCH3;
11-O-acetil-ambelina (6)

OCHj

Crinum macowanni’® e Crinum moorei*®

OCHjs
undulatina (7)

Crinum amabile®®, Crinum bulbispermum'

OCHg3
ambelina (8)

Crinum moorei'®, Crinum amabile®,

Crinum bulbispermum®’

bufanisina (9)

A comparacgao dos alcal6ides isolados de Amacrinum e os alcaléides detectados
por CG-EM nas trés variedades de Amaryllis, bem como com os dados literarios sobre
os alcalbdides de Amaryllis, Hippeastrum e Crinum mostrou que os alcalbéides do género

Crinum prevaleceram no hibrido.
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5.6. Testes de Inibicao de AChE por CCD

A avaliacdo qualitativa da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) por CCD foi
realizada por dois métodos.

O primeiro segue o procedimento adotado por Rhee*®, baseado no método de
Ellman. Este método é baseado na hidrélise do ATCI pela AChE, produzindo tiocolina
que reage com DTNB originando o composto 5-tio-2-nitro-benzoato, que apresenta
corolacdo amarela. As reacdes quimicas envolvidas neste teste estdo apresentadas na
Figura 80.

O

@ Vi AChE ® o - .
HoO + (CH3)sNCH,CH,S—C. —> (CH3)sNCH,CHoS 4+ HaCCOO  + 2H

CHs; . .
ATC | tiocolina

® o) S—S
(CH3)sNCH2CH.S  +
tiocolina (O NO,
l COO COO

DTNB
S ®
(CH3)3NCH2CH2_S —S
0N +

_ NO,
COO

COO
5-tio-2-nitro-benzoato 2-nitro-benzoato-5-mercaptotiocolina

(cor amarela)

Figura 80. Reacgdes envolvidas no método de Rhee.

O segundo método segue o procedimento descrito por Masrton*°, baseado na
hidrélise do acetato de 1-naftila pela AChE, produzindo 1-naftol que reage com sal fast
blue B produzindo um corante azo de coloragao purpura. As reacdes envolvidas na
metodologia estdo apresentadas na Figura 81.
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OCOCH, OH HsCO

AChE N Y. 201~
———— > CH COOH + +

OCHj

Acetato de 1-naftila 1-naftol Sal fast blue B

H;CO

|

corante azo (cor purpura)

Figura 81. Reagdes envolvidas no método de Marston.

Na presencga de um inibidor da acao da AChE, em ambos os testes, a primeira
reacdo podera ndo acontecer ou entdo ocorrer de forma muito lenta impedindo a

formagéo das cores caracteristicas das reagoes.

5.6.1. Testes com extratos CHCI; Il de Amacrinum e Ismene festalis
A Figura 82 apresenta o resultado para os testes de inibicdo com os extratos
CHCI; Il de Amacrinum e Ismene festalis, | e Il respectivamente, e o inibidor

galantamina.

A B C
Figura 82. Inibicdo da AChE em CCD. (Extratos CHCI3 Il de Amacrinum, |, e Ismene festalis, |,
e o inibidor Galantamina, G). (placa A — Dragendorff, placa B — Rhee, placa C — Marston).
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5.6.2. Testes com alcaléides de Amacrinum

Os alcaldides: beladina (1), N-desmetil-beladina (2), crinina (3), bufanidrina (4),
1-O-acetil-licorina (5), 11-O-acetil-ambelina (6), undulatina (7), ambelina (8), bufanisina
(9) e o controle galantamina (G) foram testados em aproximadamente 5 mM. Os
resultados estdo apresentados na Figura 83.

Figura 83. Inibicado da AChE em CCD. (Alcal6ides isolados de Extratos CHCI; Il de Amacrinum,

e o inibidor Galantamina, G). (placa A — Dragendorff, placa B — Rhee, placa C — Marston).

Os dois métodos aplicados em analises qualitativas de inibicdo da enzima AChE
mostraram-se simples e com possibilidade de testar varios extratos ou alcaléides ao
mesmo tempo, mas apresentam problemas relativos ao desenvolvimento das cores que
0s caracterizam, ocasionando problemas de reprodutibilidade dos halos de inibigao.

Entre os dois métodos o de Marston apresentou a melhor visualizacdo dos
pontos de inibicdo, pois a coloragcdo purpura desenvolve-se com mais facilidade,
apresenta uma melhor reprodutibilidade e facilita a visualizagao dos halos de inibi¢ao.

Nos dois extratos avaliados observou-se a presencga de substancias que causam
inibicdo da enzima AChE, sendo que o extrato de Amacrinum apresenta o maior
nuamero de alcaldides e as melhores visualizacées das manchas de inibicoes de AChE.

Quanto aos alcalbides testados observou-se que os alcaldides bufanidrina (4), 1-
O-acetil-licorina (5) e undulatina (7) foram os que apresentaram as melhores
visualiza¢des das manchas de inibi¢ao.
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5.7. Testes de Inibicao da AChE em Microplaca

O teste de inibigdo da AChE em CCD, descrito no topico 4.6, apresenta apenas
carater qualitativo. Para quantificar o valor da inibicdo da AChE apresentado pelos
alcaloides isolados em neste estudo, utilizou-se uma metodologia baseada no método
de Rhee®, este método apresenta como vantagens a utilizagdo de pequenas
guantidades de amostras e reagentes e a possibilidade de testar varias concentragdes,

ao mesmo tempo.
5.7.1. Modificacoes na metodologia de Rhee

A metodologia descrita por Rhee nao apresenta detalhes sobre alguns
procedimentos importantes, tais como: temperatura, agitacao, tempo de leitura apés
adicao dos reagentes na microplaca. Para adequar esta metodologia ao leitor de
microplaca FLASHScan 530, pertencente ao grupo da professora Dra. Anita Marsaioli,
foi necessario avaliar a influéncia destes e de outros procedimentos nos resultados
experimentais; bem como estabelecer a melhor programacéo para o aparelho realizar

as analises.
5.7.2. Padronizacao da metodologia para analise da inibicao de AChE
no FLASHScan 530

Na metodologia que foi padronizada neste trabalho utilizamos as concentracoes
e volumes das solucbes sdo iguais as da metodologia de Rhee* e o alcaldide
fisostigmina (Fluka), Figura 84, foi utilizado como inibidor AChE. Este foi isolado pela
primeira vez no século XIX de Physostigma venenosum (Fabaceae) e usado durante
muito tempo como um inibidor AChE, apresentando bons resultados, mas a utilizagao
clinica foi limitada pelos efeitos colaterais e tempo de meia-vida curto'®.

Figura 84. Estrutura do inibidor de AChE: Fisostigmina.
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A primeira modificacdo inserida no método foi medir a hidrélise espontanea
simultaneamente com a medida da hidrélise enzimética. Para a hidrélise enzimatica a
solugéo contém (ATCI, DTNB, inibidor e enzima), para a hidrélise espontédnea (ATCI,
DTNB, inibidor e solugao tampéao, em lugar da enzima).

O FLASHScan pode realizar leituras utilizando diversos recursos (agitacao,
variacao de temperatura, leituras em 1 ou 4 pontos por poc¢o, numero de ciclos, entre
outros). Apoés realizar leituras em diversas programacoes, observou-se que as medidas
de absorbancia, para um mesmo experimento, apresentavam diferentes resultados de
acordo com a programacao utilizada no aparelho. Depois de varios testes adotou-se a
programacao que apresentou a melhor reprodutibilidade das medidas de absorbancia.
Nesta as andlises sao realizadas sem agitacao da microplaca, durante 10 ciclos (cada
ciclo dura 25 segundos entre o inicio e fim) e a leitura da absorbancia realizada a 405
nm em um ponto do pogo por quatro vezes.

Apoés a escolha da programagéo do aparelho resolveu-se avaliar a influéncia do
tempo de espera, apo6s a adigdo dos reagentes, para iniciar a leitura e da temperatura
na inibicdo enzimatica. Para a avaliacdo do tempo foram realizadas leituras das
absorbancias em diferentes tempos, depois da adicao dos reagentes nos pogos (0, 5,
10, 15 e 20, 30 min.). A partir da andlise dos dados obtidos, observou-se que a inibi¢cao
da reacdo enzimatica aumenta diretamente com o tempo; este comportamento que

pode ser observado na Figura 85.
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Leitura apds 5 min. de reagdo
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Figura 85. Graficos de inibicdo de AChE pela fisostigmina em diferentes tempos.

Com base nos resultados experimentais e nas interagcbes entre

enzima/acetiltiocolina e enzima/inibidor conclui-se que nos minutos iniciais de reacao as

maiores interacdes sao entre enzima e acetiltiocolina e com o decorrer do tempo ocorre

um aumento da interagao entre enzima e inibidor, ocasionando um aumento da inibigao

da reacado enzimatica.

Para avaliar a influéncia da temperatura na inibicdo enzimatica realizaram-se

experimentos, usando fisostigmina como inibidor, em trés temperaturas 25, 30 e 37 °C.

O aquecimento, da microplaca com os reagentes, foi realizado pelo FLASHScan por 5

minutos. O resultado destes experimentos pode ser observado na Figura 86.

225



Experimentos 25 °c

© <
34DV ep oediqu| %

!
\
o
8\
[9V)
«
(2]
o
k)
c
o —_
€ )
s 8
o o
R
ni
=
=
<
«@
N
[}
3
Q

Conc. Fisostigmina x 10°® (M)
Experimentos 30 °C
Conc. Fisostigmina x 10°® (M)
Experimentos a 37 °C

Conc. Fisostigmina x 10° (M)

© <
3yQV ep oediqu| %

(M)
(M)

Experimentos a 30 °C
Experimentos a 37 °c

Log Conc. Fisostigmina
Log Conc. Fisostigmina

IC,, = 2,28 uM (£ 0,20)
IC,, = 1,93 uM (£ 0,04)

YOV oBdiqIul %

(M)

Log Conc. Fisostigmina

3yov oediquul %

OOOOOOO
0000000

3UDV oBdIqIul %

34OV ep oediqiu| %

Figura 86. Graficos de ICsy € % de inibigdo de AChE pela fisostigmina em diferentes
temperaturas, experimento realizado 5 minutos ap6s adigéo dos reagentes.

Os resultados obtidos, neste ultimo experimento, permitiram calcular o 1Csp, ou
seja, a concentracao necessaria para inibir 50% da reag¢ao enzimatica, observou-se que
esta diminui com o aumento da temperatura, como pode ser observados para os ICsg
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O estudo das variaveis que podem modificar os resultados dos potenciais
inibitérios dos alcalbides de Amaryllidaceae frente a AChE surgiu em decorréncia da
observagdo dos diversos valores de ICsp atribuidos a galantamina relatados na
literatura. Ingkaninam e colaboradores relatam que a galantamina possui ICso igual a
0,98 uM”, Lépez e colaboradores relatam que esta possui ICso igual a 1,07 uM”',
Markmee e colaboradores relatam ICsq igual a 0,59 uM’? Ahamad e colaboradores
encontraram ICso igual a 32,2 pM”. Necessitando-se de uma uniformidade das

metodologias para a obtencao de valores que possam ser comparados.

5.8. Testes de inibicao de AChE em microplaca - Extratos de
Amacrinum, Ismene festalis e Amaryllis.

Apés os testes de padronizagdo da metodologia de determinagéo da inibicao da
AChE no aparelho FLASHScan 53, avaliou-se o potencial inibitério dos extratos e
alcal6ides obtidos neste trabalho. As andlises foram realizadas imediatamente ap6s a
adicao dos reagentes na microplaca e a temperatura de 25 °C, usando a programacao

do aparelho e a metodologia descritas no item 4.10.

Quadro 4: Extratos de Amaryllidaceae* avaliados, por teste em microplaca, quanto ao
seu poder inibitério contra AChE.

0 Ingkaninan, K.; Best, C. M.; van der Heiden, R.; Hofte, A. J. P.; Karabatak, B.; Irth, H.; Tjaden,
U. R.; van der Greef, J.; Verpoorte, R. Journal of Chromatography A, 2000, 872, 61-73.
" Lépez, S.; Bastida, J.; Viladomat, F.; Codina, C. Life Sciences, 2002, 71, 2521-2529.
2 Markmee, S.; Ruchirawat, S.; Prachyawarakorn, V.; Ingkaninan, K.; Khorana, N. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 2006, 16, 2170-2172.
8 Ahamad, I.; Anis, I.; Malik, A.; Nawaz, S. A.; Choudhary, M. I. Chemical Pharmaceutical
Bulletin, 2003, 51, 412-414.
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Extratos de Amaryllidaceae Representacao do extrato
AcOEt Il de Amacrinum A

CHCIs Il de Amacrinum

AcOEt Il Ismene festalis
CHCI3 Il de . festalis
AcOEt | de Amaryllis “sidney”
CHCI;3 | de A. “sidney”
AcOEt Il de A. “sidney”
CHCIs Il de A. “sidney”

AcOEt | de A. “desire” I
CHCI3 I de A. “desire”
AcOEt Il de A. “desire”
CHCI3 1l de A. “desire”
AcOEt | de A. “belladonna”
CHCI;3 | de A. “belladonna”
AcOEt Il de A. “belladonna”
CHCI3 Il de A. “belladonna”

I ® m m O O W

O U O Z Z| r| «

* concentragdo de 0,1mg/mL

A fisostigmina em concentracdo final 0,05 mM foi usada como controle,
apresentando 98% inibicdo de AChE. Foram realizados no minimo 2 experimentos para
cada extrato, em duplicata, e o resultado &€ média de dois valores obtidos. Os resultados
das avaliagbes do potencial inibitério dos extratos de Amaryllidaceae estao
apresentados na forma de grafico na Figura 87.
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Figura 87. Graficos de % de inibicao de AChE pelos extratos de Amaryllidaceae em

concentracao de 0,1 mg/mL

Todos os extratos de Amaryllidaceae apresentaram valores de porcentagem
acima de 50%, exceto os extratos CHCI3 | de A. “desire” e A. “belladonna”, 35 e 46%
respectivamente. Os extratos CHCI3 Il de Amacrinum e I. festalis, que foram submetidos
a purificacbes para o isolamento dos seus alcaldides, apresentaram 66 e 73% de
inibicdo da reagdo enzimdtica. Os resultados dos extratos de Amaryllis que
apresentaram os melhores resultados foram: AcOEt Il de A. “sidney” (71%) e AcOEt Il
de A. “belladonna” (87%).

5.9. Teste de inibicao de AChE em microplaca - Alcaldides de
Amacrinum e Ismene festalis

Os alcal6ides de Amacrinum 3, 5, 7, 8 e 9 e os alcalodides de /. festalis 10 e 11
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foram submetidos ao teste de inibicao de AChE em microplaca, usando a programacao
do aparelho e a metodologia descritas no item 3.10, em concentragdes que resultassem
em inibicdo da reacdo enzimatica entre 10 e 80%. Foram realizados no minimo dois
experimentos para cada alcaléide, em duplicata, e o resultado é média dos valores
obtidos.

Tabela 24: 1Cs5, dos Alcal6ides de Amacrinum avaliados, quanto ao seu poder inibitério

contra AChE.
Alcaldides ICs0 (MM) + sd
3 0,588 + 0,030
5 0,168 £ 0,001
7 0,275 + 0,019
8 3,04 £0,10
9 0,634 + 0,001
10 1,23 + 0,01
11 2,29 + 0,15
fisostigmina 0,0038 £ 0,0003
galantamina 0,0054 + 0,0004

A metodologia para determinagdo da inibicdo da AChE, baseada no método
colorimétrico usando o reagente de Ellman, apresentou-se eficiente. Os resultados
encontrados demonstraram que a fisostigmina apresenta-se ligeiramente mais potente
que a galantamina, estes resultados s&o compativeis com os encontrados por
Ingkaninan e colaboradores’'. Nao sera feito comparagdes entre os valores de ICsg
encontrados neste trabalho com os valores da literatura, que devem ser decorrentes
das diferentes condi¢cdes na qual foram realizados os experimentos.

A fisostigmina e a galantamina, classicos inibidores da AChE, apresentaram ICs
com valores bem baixos quando comparados aos alcaldides isolados do hibrido
Amacrinum e de . festalis, o que indica que os alcal6ides isolados em neste trabalho e
submetidos ao teste de inibicdo em microplaca apresentam baixo poder inibitério da
AChE.
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5.10. Estudo de interacées alcaloides/AChE por RMN 'H

Foi desenvolvido um trabalho em colaboragcdo com o aluno de mestrado Lucas
Gelain Martins orientado pela professora Doutora Anita J. Marsaioli do Instituto de
Quimica da UNICAMP, no qual foram avaliadas as interagcdes dos alcalbides
fisostigmina, crinina (3) e ambelina (8) com a acetilcolinesterase utilizando técnicas de
RMN, determinando Kj,; (constante de associacao aparente) e epitopo de ligacao dos
mesmos com a proteina, utilizando para tanto RMN 'H — STD e medidas de T 1se/ (tempo

de relaxacéao longitudinal seletivo).
wOCHz

HaC H

Hso/Nj)(O N~cH, < .....

’\{ H
CH OCHj

ambelina (8) crinina (3)

Fisostigmina

Figura 88. Estruturas dos alcaléides avaliados quanto as suas interagdes com AChE.

Utilizando-se a técnica de STD foram determinadas as interacdes entre os
hidrogénios da fisostigmina com a acetilcolinesterase, sendo que o hidrogénio de maior
interacdo é chamado de epitopo de ligacdo da fisostigmina com a proteina. Na Figura
89 estdao apresentados os valores observados de NOE e o epitopo normalizado de
ligacao do alcal6ide com a acetilcolinesterase.

0,93%
3

18,37% 43 309,

2,19% H
1,49%

|
o
\ HSC/W
~CHg
o

52,73%
0,49%

5,05%

O

4,16% H

\
3,75% CHj

0,45%

Figura 89. Epitopo de ligacao da fisostigmina com AChE.

Os valores de Kj,; dos trés alcaléides em relacago a AChE também foram
determinados. Inicialmente foi determinado o valor de Kj,; para a fisostigmina usando
STD e em seguida determinou-se o Kj; relativo da ambelina e crinina em relagéo ao
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valor encontrado para a fisostigmina, em um experimento no qual os trés alcalbides
competiam pelo sitio ativo da AChE. Os valores de Ky, de cada um dos alcaldides

encontram-se na Figura 90.

| wOCHg
‘ HSC . "'OH
@)
HSC/W
I N—CH, <
N H
\H
CHs OCHg
fisostigmina ambelina (8) crinina (3)
887,8 (molL) 736,8 (molL-1)" 594,8 (molL-1)1
fisostigmina
x ambelina
crinina /
a)
J S o
! : . J : 2 ) em

Figura 90. Espectro de RMN 'H — STD (499,88 MHz, tamp&o fosfato pH = 8,0, 1 mmolL",
D.O/DMSO, 25 °C e tempo de saturagéo = 2,05 s) para uma solugdo de AChE com crinina (3),
ambelina (8) e fisostigmina. a) diferenca entre os espectros “em ressonancia” e “fora de
ressonancia”; b) experimento “fora de ressonancia”. Acima estdo demonstradas as estruturas
dos alcalbides, o hidrogénio utilizado para comparag¢ao e seus respectivos valores de K,y com
AChE.

Os valores de Kj,; dos 3 alcal6ides demonstram que a fisostigmina apresenta
maior interacdo com o sitio ativo da AChE que os alcaléides 3 e 8, como ja era
esperado devido ao seu alto poder inibitério contra a AChE, observado nos testes em

microplaca.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo realizou-se um estudo fitoquimico mais detalhado de duas
espécies de Amaryllidaceae: Amacrinum e Ismene festalis, a primeira um hibrido
Amaryllis x Crinum e a segunda pertencente ao género Hymenocallis e a analise por
CG-EM de trés variedades de Amaryllis: “sidney”, “desire” e “belladonna”.

O estudo fitoquimico de Amacrinum permitiu o isolamento de 9 alcaldides:
beladina (1), N-desmetil-beladina (2), crinina (3), bufanidrina (4),1-O-acetil-licorina (5),
11-O-acetilambelina (6), undulatina (7), ambelina (8), bufanisina (9). A espécie Ismene
festalis forneceu dois alcaldides tazetina (10) e haemantidina (11).

As andlises por CG-EM do extrato CHCI; [l de Amacrinum permitiu a obtencéo de
uma metodologia que apresentou uma boa separacado dos alcalbides presentes no
extrato, em um intervalo de tempo pequeno (20 min.). O uso desta metodologia para
analise de extratos de Amaryllidaceae possibilitara um conhecimento prévio da
composicao quimica das espécies; direcionando o estudo para extratos que possuam
alcaldides de interesse e/ou inéditos. Esta metodologia foi utilizada para o estudo de
extratos das trés variedades do género Amaryllis, (“sidney”, “desire” e “belladonna”) que
também apresentaram uma boa resposta ao método. Nestas variedades de Amaryllis
observou-se a presenca de 5 alcaldides: montanina (12), hipeastrina (13), 1,2-diidro-
clidantina (14), licorina (15), e nerinina (16).

Nos testes qualitativos de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, o extrato de
CHCI3 Il de Amacrinum apresentou melhor visualizagdo das manchas de inibicao que o
extrato de Ismene festalis e para os alcaléides puros as melhores visualizacées foram
observadas para bufanidrina (4), 1-O-acetil-licorina (5) e undulatina (7).

A padronizacao dos testes quantitativos para inibicdo da AChE no FLASHScan
530, utilizando o inibidor fisostigmina, permitiu montar um método que apresentasse 0s
melhores resultados. Este foi utilizado para a andlise dos extratos e dos alcalbides
isolados, sendo que eles apresentaram altos valores de 1Csp quando comparados a
fisostigmina e galantamina, portanto baixo poder inibitério.

Esta metodologia apresenta como principal vantagem a possibilidade de realizar
andlise de varios extratos, utilizando pequenas quantidades de amostras em tempo
relativamente curto, possibilitando um conhecimento prévio das espécies que

apresentem bons potenciais inibitérios de AChE.
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O estudo das interacoes dos alcaldides fisostigmina, crinina (3) e ambelina (8)
com acetilcolinesterase utilizando técnicas de RMN demonstrou que as principais
interacbes ocorrem entre a enzima e os hidrogénios aromaticos dos alcaldides.
Observou-se também que dos trés alcaldides avaliados a fisostigmina apresenta o

maior valor de Kjy, justificando assim o seu maior poder inibitorio.
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