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RESUMO

A familia Amaryllidaceae é caracterizada pela grande ocorréncia de alcaloides isoquinolinicos
denominados alcaloides de Amarylidaceae (AA), 0s quais possuem importancia
qguimiotaxondmica e bioldgica. Os AA destacam-se pela acdo inibitéria da enzima
acetilcolinesterase (AchE), que é um importante alvo terapéutico para tratamento do mal de
Alzheimer. Galantamina (GAL), um farmaco de uso clinico para essa finalidade, é o principal
representante dessa classe quimica, sendo obtido principalmente de fontes botanicas que
ocorrem ou sdo cultivadas em regides temperadas. Esse alcaloide foi previamente relatado em
Hippeastrum elegans, uma amarilidacea nativa da Caatinga, onde é conhecida como agucena e
usada para fins ornamentais. O presente trabalho teve como objetivo investigar potenciais
fontes tropicais de galantamina e de outros AA bioativos, determinando-se as composigdes
quimicas de bulbos de uma Colecdo de Amarilidaceas da Embrapa (CAE) e de H. elegans
cultivados, correlacionando-as com a atividade antiAchE. Nosso estudo consistiu dos seguintes
experimentos: (1) desenvolvimento e validacdo de um método de cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-ESI-QTOF e UPLC-QDA) e analise de
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN !H) para identificacio de AA e
quantificacdo dos alcaloides GAL, pseudolicorina (PSE), narciclasina (NAR) e sanguinina
(SAN) em 67 extratos da CAE (espécies de Habranthus, Hippeastrum, Hymenocallis,
Zephyranthes e Griffinia) bem como de seis extratos de H. elegans colhidos em seis épocas
(150, 210, 270, 330, 390 e 450 dias de cultivo) (I1) ensaios in vitro e ex vivo de ativividade
inibitoria de AchE dos referidos extratos. Além disso, os dados de UPLC-ESI-QTOF e RMN
foram analisados por analise quimimétrica de regressdo parcial por minimos quadrados (PLS)
para identificacdo de biomarcadores. Os alcaloides foram extraidos de bulbos secos e moidos
(100 mg) usando microextracao liquido-liquido (hexano/CH3OH-H-0) seguida de extracdo em
fase solida em cartuchos de troca catibnica. O método de quantificacdo por UPLC-QDA
mostrou boa linearidade (R > 0,9968), seletividade, sensibilidade (LOD: 5-100 ng/mL e LOQ:
20-350 ng/mL), repetibilidade (CV= 1,3-8,4% para precisdo intradia e interdia) e limites de
recuperacdo aceitaveis (87,5-96,2%), exceto para narciclasina. Na avaliacdo da CAE, o0s
extratos de Hippeastrum apresentaram os maiores teores de SAN, PSE, NAR, enquanto os de
Griffinia os maiores teores de GAL. As maiores atividades anti-AChE foram observadas para
0s géneros Habranthus, Hippeastrum e Griffinia. Quanto a investigacdo do tempo de colheita,
verificou-se que H. elegans foi rico em PSE e NAR, alcangando maiores teores em 270 e 390

dias de cultivo, respectivamente. No entanto, as maiores atividades anti-AChE foram



observadas para bulbos de 450 dias. As analises de PLS indicaram a PSE como composto
discriminante para este extrato, portanto responsdvel por sua maior atividade anti-AChE
juntamente com os conhecidos inibidores de AChE GAL e SAN. Assim, nosso estudo indica
que espécies de Griffinia e H. elegans sdo fonte promissoras de AA bioativos. No entanto, séo
necessarios estudos agronémicos de melhoramento genético e de desenvolvimento de sistema
de producdo para torna-las materiais comercialmente competitivos com suas congéneres

cultivadas em paises de clima temperado.

Palavras-chave: Amaryllidaceae. Hippeastrum. Griffinia. Alcaloides. Galantamina. UPLC-
MS. RMN 'H. Acetilcolinesterase. Regressdo parcial por minimos quadrados.



ABSTRACT

The Amaryllidaceae family is characterized by the high occurrence of isoquinoline alkaloids
so-called Amarylidaceae alkaloids (AA), which have chemotaxonomic and biological
importance. AA stands out for the inhibitory action on the enzyme acetylcholinesterase (AchE),
which is an important therapeutic target for the treatment of Alzheimer's disease. Galantamine
(GAL), a clinical drug used for this purpose, is the main representative of this chemical class,
being obtained mainly from botanical sources that occur or are cultivated in temperate regions.
Such alkaloid was previously reported in Hippeastrum elegans, an Amarylidaceae species
native to the Caatinga, where it is known as acucena and used for ornamental purposes. The
present work aimed to investigate potential tropical sources of galantamine and other bioactive
AA, by evaluating the chemical compositions of bulbs from the Embrapa Collection of
Amaryllidaceae (ECA) and cultivated H. elegans, then correlating them with their antiAchE
activity. Our study consisted of the following experiments: (I) development and validation of
an ultra-efficient liquid chromatography method coupled to mass spectrometry (UPLC-ESI-
QTOF and UPLC-QDA) and Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR) analysis for
identification AA and quantification of the alkaloids GAL, pseudochlorine (PSE), narciclasin
(NAR) and sanguinine (SAN) in 67 extracts from ECA (Habranthus, Hippeastrum,
Hymenocallis, Zephyranthes and Griffinia species) as well as six extracts from H. elegans bulbs
harvested in six harvest times (150 , 210, 270, 330, 390 and 450 days of cultivation); (II)
evaluation in vitro and ex vivo AchE inhibitory activity assays for the aforementioned extracts.
In addition, the UPLC-ESI-QTOF and NMR data were analyzed by chemometrics analysis
based on partial least squares regression (PLS) to identify biomarkers. Thus, the alkaloids were
extracted from dry and ground bulbs (100 mg) using liquid-liquid microextraction
(hexane/CH30H-H-0) followed by solid phase extraction in cation exchange cartridges. The
UPLC-QDA quantification method showed good linearity (R > 0.9968), selectivity, sensitivity
(LOD: 5-100 ng / mL and LOQ: 20-350 ng / mL), repeatability (CV = 1.3- 8.4% for intraday
and interday precision) and acceptable recovery limits (87.5-96.2%), except for narciclasin. In
the ECA evaluation, the Hippeastrum extracts showed the highest levels of SAN, PSE, NAR,
while those of Griffinia showed the highest levels of GAL. The greatest anti-AChE activities
were observed for the Habranthus, Hippeastrum and Griffinia extracts. Regarding the
investigation of harvest time, H. elegans was found to be rich in PSE and NAR, reaching higher
levels at 270 and 390 days of cultivation, respectively. However, the greatest anti-AChE

activities were observed for 450-day bulbs. PLS analyses indicated PSE as a discriminating



compound for this extract, therefore it was pointed out as responsible for its greater anti-AChE
activity along with the known AChE inhibitors GAL and SAN. Accordingly, our study indicates
that Griffinia species and H. elegans are promising sources of bioactive AA. However,
agronomic studies for genetic breeding and production system development are necessary to
make them commercially competitive materials with their congeners grown in temperate

countries.

Keywords: Amaryllidaceae. Hippeastrum. Griffinia. Alkaloids. Galantamine. UPLC-MS. 'H

NMR. Acetylcholinesterase. Partial least squares regression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas como fonte de farmacos

No Brasil a diversidade de plantas é estimada em 46836 espécies. Quase metade,
43%, é exclusiva (endémica) do territorio nacional, colocando o Brasil como o pais com a maior
riqueza de plantas no mundo. Esse nimero ndo para de crescer, porque novas espécies sao
identificadas e relatadas continuamente em revistas cientificas. Em media, os botanicos
apresentam cerca de 250 novas espécies por ano (COSTA et al., 2015; THE BRAZIL FLORA
GROUP, 2015). Todavia, o numero total de plantas efetivamente utilizadas com fins
medicinais é bastante reduzido. O instituto Kew Garden relatou que existem 28.187 espécies
registradas em todo mundo com fins medicinais, porém apenas 4.478 tém sido citadas em
publicacGes oficiais (KATHY et al., 2017).

Historicamente, a inddstria farmacéutica vem utilizando produtos naturais como
estratégia para a descoberta de novas moléculas farmacologicamente ativas, apesar de sérias
dificuldades apontadas pelo setor tais como a legislacdo de acesso ao patriménio genético
prevista na Convencdo da Diversidade Biol6dgica, a qual é considerada restritiva e burocrética.
No periodo de 1981-2010, 1/3 dos medicamentos aprovados pelo Food and Drug
Administration eram de origem natural ou semissintética. Além disso, a industria farmacéutica
busca o desenvolvimento de produtos obteniveis a partir de fontes renovaveis (HARVEY et al.,
2015; MCCHESNEY et al., 2007). Existem varios exemplos de fitofarmacos comerciais
obtidos de plantas: os agentes anticancer camptotecina de Camptotheca acuminata, Paclitaxel
(Taxol®) de Taxus sp; podofilotoxina de P. emodi and P. peltatum, vincristina e vimblastina de
Catharanthus roseus o antimalarico artemisinina de Artemisia annua (AHMAD, 2018).

Os produtos naturais sdo 0s componentes ativos ndo s6 da maioria dos
medicamentos tradicionais, mas também de muitos medicamentos modernos, como 0 uso do
alcaloide isoquinolinico galantamina proveniente de algumas espécies de Amaryllidaceae no
tratamento do mal de Alzheime (HULCOVA et al., 2019). Os produtos naturais s&o
frequentemente usados como referéncia de partida para a descoberta de novos farmacos
(ALLIED ACADEMIES, 2018). Os produtos naturais desempenham um papel importante na
descoberta de medicamentos, cerca de mais de 50% dos medicamentos aprovados pela FDA
eram produtos naturais ou derivados de produtos naturais. O mercado global desses

medicamentos foi avaliado em U$ 25,6 bilhdes em 2015 e devera atingir quase U$ 35,4 bilhdes
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em 2020, com uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 6,6% de 2015 a 2020
(ALLIED ACADEMIES, 2018).

1.2 Alcaloides

Entre os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, os alcaloides se
destacam como classe muito proeminente de compostos de defesa. De acordo com o0s bancos
de dadosdo Dictionary of Natural Product (http://dnp.chemnetbase.com/intro/) e publicado no
livro Studies in Natural Products Chemistry (ATTA-UR-RAHMAN, 2019), cerca de 27.000
alcaloides j& foram identificados. O alcaloide é definido como “substancia organica, de origem
natural, ciclica contendo um atomo de nitrogénio em um estado de oxidacé@o negativo e cuja
distribuicdo é limitada dentro dos organismos vivos.” (PELLETIER, 1988), ou uma
classificacdo mais moderna e geral: “Alcaloides é um termo usado coletivamente para
descrever um grupo grande e diversificado de produtos quimicos que possuem propriedades
semelhantes a alcalis e pelo menos um atomo de nitrogénio em uma estrutura de anel
heterociclico” (TAYLORS, 2017).

1.2.1 Classificacdo dos alcaloides

Os alcaloides tém o requisito de serem derivados de aminoacidos em sua origem
biogénica, todavia ndo é o fato de se ter nitrogénio em sua estrutura que os alcaloides sdo
obrigatoriamente basicos, sendo que alguns podem ser neutros ou até acidos. Isto depende da
classificacdo do nitrogénio como amina secundaria, tercidria ou quaternaria, e presenca de
grupos elétron-doadores e elétron-atraentes proximos ao nitrogénio do alcaloide,
proporcionando maior e menor basicidade, respectivamente (BRUNETON, 2001). Os
alcaloides que efetivamente derivam de aminoacidos e apresentam nitrogénio em heterociclo
sdo denominados de alcaloides verdadeiros, enquanto aqueles que possuem nitrogénio fora do
heterociclo sdo denominados de protoalcaldides. Além disso, alcaloides biossintetizados por
uma via diferente da de aminoacidos, porém que incorporam o nitrogénio a sua estrutura, sao
denominados de pseudoalcaldides. Uma mesma familia botanica pode ser capaz de
biossintetizar diferentes classes de alcaloides, no entanto, em alguns casos, a sintese de

alcaléides pode ser extremamente especifica (SIMOES, 2017).
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Os alcaloides verdadeiros podem ser classificados quanto aos seus esqueletos
basicos, como quinolinicos, isoquinolinicos, tropanicos, indolicos, pirrolizidinicos e
metilxantinas (Tabela 1) (SIMOES, 2017; WINK, 2000).

Tabela 1. Grupo dos principais tipos de alcaloides com alguns representantes e seus respectivos
nucleos.

Grupo de alcaloide Principais alcaloides Nucleo do grupo

Tropanicos Atropina N-—CH,
Cocaina
Beladona
Hiosciamina
Metilecgonona
Quinolinicos Quinidina
Quinina
Camptotecina
Cinchonidina
Cinchonina
Isoquinolinicos Galantamina
Berberina
Hidrastina
Codeina
Morfina
Papaverina
inddlicos Vincristina
Reserpina
Estricnina
Fisostignina
Ergotamina
Pirrolizidinicos Retronecina
Platinecina
Licopsamina
Senecionina

L7

Fonte: adaptado de (SIMOES, 2017).

1.2.2 Destaque para os alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides isoquinolinicos pertencem ao maior grupo de alcaloides vegetais, e
consequentemente contém a maior diversidade de estruturas quimicas que demonstram ampla
variedade de atividades biologicas, tais como antiviral, anticAncer, inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), antimalarica, entre outras (DEWICK, 2002). Esses alcaloides sdo
bem caracteristicos das espécies da familia Amaryllidaceae, que estdo distribuidas em regides
quentes e temperadas ao redor do mundo (HOFMANN et al., 2004).
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O grupo dos alcaloides isoquinolinicos sdo derivados dos benzil-isoquinolinicos
que incorporam duas unidades fendlicas com origem biossintética dos aminoacidos L-tirosina
e L-fenilalanina (DEWICK, 2002). Esse grupo tem alcaloides bem caracteristicos como a
morfina, codeina, papaverina, tubocurarina, galantamina, ementina e umas outras 4.000
substancias com esse tipo de estrutura isoquinolinica, Figura 1, (SIMOES, 2017). A biossintese
da galantamina tem sua génese pelo aminoécido fenilalanina, a qual é convertida no aldeido
pirocateico, e a tirosina que € convertida a tiramina. A condensacao da tiramina com o aldeido
pirocateico forma uma base de Schiff. Esta imina origina a norbeladina que é catalisada pela
norbelladina 4'-O-metiltransferase (NpN4OMT), uma enzima envolvida na biossintese dos
alcaloides de Amaryllidaceae que utiliza o co-substrato S-adenosilmetionina para metilar a
norbelladina formando o 4'-O-metilnorbeladina. A enzima noroxomaritidina sintase
(CYP96T1) catalisa o primeiro ramo principal da biossintese de alcaloides de Amaryllidaceae.
A norbeladina por meio dessas enzimas, entre outras, € precursora de espécies intermediérias,
apo6s acoplamentos oxidativos, ciclizagdes intramoleculares e reducGes dado origem a
galantamina entre outros alcaloides, Figura 2, (KILGORE et al., 2016; SIMOES, 2017).

Figura 1. Estrutura molecular dos alcaloides isoquinolinicos, morfina, codeina, papaverina,
galantamina, emetina e hisdrastina (SIMOES, 2017).

oH HsC—0O
Morfina Codaina Papaverlna
[|:|-|3 CHa
O
<D
o CHs
o
“CH;,
o
H,C—
© 0O—CH, 0 =0 N
Galantamina Emetina CHgy H3'C/ Hidrastina

Fonte: Elaborada pelo autor (2018).
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Figura 2. Propostas de vias biossintéticas para alcaloides representativos de Amaryllidaceae e
as classes de enzimas destacadas em azul.
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Fonte: Modificada de KILGORE et al., 2016.

1.2.3 Distribuicéo dos alcaloides

Alcaloides sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, especialmente entre as
angiospermas (mais de 20% de todas as espécies produzem alcaloides). Esses metabolitos
nitrogenados sd0 menos comuns, mas estdo presentes também em gimnospermas, pteridofitos,
musgos, algas, bactérias, fungos, muitos animais marinhos (esponjas, lesmas, vermes,
briozoarios), artrpodes, anfibios (sapos, salamandras) e também em algumas aves e mamiferos
(AIELLO et al., 2007).

As plantas produzem alcaloides em seu metabolismo secundario pincipalmente na
defesa quimica contra herbivoros ou predadores (ROBERTS et al., 1998; WINK, 1993, 2000)
e esses alcaloides aparentemente sdo importantes para o bem estar da planta que os produz.
Alguns alcaloides sdo antibacterianos, antifungicos e antivirais; e estas propriedades podem
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estender-se a toxicidade para os animais; além de competicdo inter e intraespecifica,
contribuindo para o equilibrio populacional de uma comunidade de plantas (HARBORNE,
1993; WINK, 1993, 2000). Os alcaloides tendem a se acumular em células especificas, onde
irdo desempenhar sua funcéo fisiologica na planta. Geralmente encontram-se presentes em
tecidos mais externos, como nas epidermes, primeiras camadas corticais € no tegumento das
sementes. No entanto, os alcaloides podem ser biossintetizados em diferentes tecidos e
transportados para seu local de acimulo. Para seu melhor transporte os alcaloides acumulam-

se na forma de sal hidrossoltvel ou associado com taninos (BRUNETON, 2001).

1.2.4 Propriedades farmacoldgicas e bioldgica dos alcaloides

Os alcaloides apresentam promissoras atividades farmacologicas, incluindo o
tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, propriedades
antioxidantes, ansioliticas, anti-inflamatorias, antidepressivas e atividade citotoxica (CHAVES
etal., 2017). Alem de outras propriedades bioldgicas, como: atividade antimalarica, atividade
antimicrobiana e antituberculose. Os alcaloides podem interagir com diversos alvos, como
canais de Na*, enzimas (ex. acetilcolinesterase), além de varios tipos de receptores tais como

de acetilcolina, adrenalina, dopamina, serotonina e opidides (AIELLO et al., 2007).

1.3. Familia Amaryllidaceae

Plantas da familia Amaryllidaceae, cujo nome é oriundo do género Amaryllis,
pertencem a ordem monocotiledénea Asparagales e compreendem 75 géneros e cerca de 1100
espécies. Estdo amplamente distribuidas nos tropicos, regides temperadas e quentes do mundo.
Essa distribuicdo da familia Amaryllidaceae mostra um endemismo regional, com quatro
grupos monofiléticos de organismos, que incluem os clados basicamente africanos, eurasianos,
australasianos e americanos (Figura 3). Os habitats nativos das espécies silvestres da familia
Amaryllidaceae variam e geralmente florescem no final do inverno e primavera, com excecoes
ocasionais no outono. A maioria das espécies tem grandes e vistosas flores actinomérficas,
variando de estrela para a forma de trompete ou tubular, e as cores variam de vermelho, laranja,
amarelo e rosa a branco, enquanto as flores azuladas sdo encontradas apenas nos géneros
Griffinia, Worsleya e Lycoris. Em geral liberam um odor altamente perfumado e por isso sdo
cultivadas como plantas ornamentais por séculos, principalmente espécies do género Narcissus,

Figura4, (JINetal., 2013). No Brasil, Amaryllidaceae esta representada por cerca de 15 géneros
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e 150 espécies, sendo Cearanthes Rav., Griffinia Ker-Gawler, Tocantinia Rav. e Worsleya (W.
Watson ex Traub) Traub, géneros endémicos (AMARAL-LOPES, 2015) (Figura 5).

Figura 3. Distribuicdo de plantas endémicas da familia Amaryllidaceae no mundo.

Fonte: adaptada de JIN, Z., (2013).

Figura 4. Diversidade de géneros de Amaryllidaceae. A: Narcissus, B: Grifinia, C: Lycoris, D:

!?5'5"/

Fonte: https://cl.staticflickr.com/8/7320/961159194_6ff474887b.jpg.



Figura 5. Diversidade de géneros de Amaryllidaceae no Brasil.
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1.3.1 Alcaloides de Amaryllidaceae

Os alcaloides de Amaryllidaceae sdo derivados de fenilalanina e tirosina e
apresentam como estrutura basica o nucleo tetraidroisoquinolinico, restritos unicamente a essa
familia das monocotiledéneas e podem estar presentes em todo o vegetal, porém ocorrem
predominantemente nos bulbos (BRUNETON, 2001; JIN et al., 2019). Amaryllidaceae é uma
familia amplamente reconhecida por seu alto contetdo de alcaloide. Os alcaloides presentes em
extratos de plantas de Amaryllidaceae tém sido objeto de investigacdes quimicas por quase 200
anos (ABOU-DONIA et al., 2008a). Até o momento, mais de 600 alcaloides exclusivos e
estruturalmente diversos ja foram isolados de plantas da familia Amaryllidaceae e sdo
responsaveis por varias atividades farmacoldgicas (JIN et al., 2019).

Os estudo dos alcaloides de Amaryllidaceae, iniciou-se com o isolamento da
licorina de Narcissus pseudonarcissus em 1877 (GHOSAL et al., 1985). Estudos com extratos
e moléculas puras, extraidas de diferentes géneros de Amaryllidaceae, tais como Hippeastrum,
demonstraram terem potencial atividade anticolinérgica (GIORDANI et al., 2008; PAGNING
et al., 2016), exibindo atividade inibitoria e neuroprotetora da acetilcolinesterase (AChE)
(CORTES et al., 2015a; CORTES et al., 2015b). A versatilidade das estruturas dos alcaloides
de Amaryllidaceae os postulam como potenciais agentes neuroprotetores contra atividades
oxidativas (CORTES et al., 2018a).

Segundo Jin (2019), estes alcaloides sdo classificados em grupos de acordo com
suas semelhancas estruturais. Estes grupos foram atualizados de forma a ampliar a classificacdo
dos alcaloides de Amaryllidaceae neste trabalho (MERILLON, 2013), como ilustrado no
Quadro 1.
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Quadro 1. Classificacdo de alcaloides de Amaryllidaceae em grupos de acordo com suas
semelhancas estruturais (continua).

Alcaloide

representante

Tipo de estrutura

Géneros

Galantamina

Crinum,
Cyrtanthus,
Galanthus,
Hippeastrum,
Hymenocallis,
Leucojum,
Lycoris,
Narcissus,

Ungernia.

Licorina

Crinum,
Cyrtanthus,
Galanthus,
Hippeastrum,
Hymenocallis,
Leucojum,
Lycoris,
Narcissus,
Ammocharis,
Brunsvigia,
Clivia,
Eucharis,
Sprekelia,
Sternbergia,
Ungernia,
Zephyranthes.

Beladina

Crinume

Nerine
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Quadro 1. Classificacdo de alcaloides de Amaryllidaceae em grupos de acordo com suas

semelhancas estruturais (continuacda).

Crinina

Ammocharis,
Brunsvigia,
Crinum,
Galanthus,
Hymenocallis,
Nerine,
Narcissus,

Eucharis.

Homolicorina

Crinum,
Hippeastrum,
Lycoris,
Narcissus,
Amaryllis,
Ammocharis,
Brunsvigia,
Eucharis,
Hymenocalis,
Leucojum,

Zephyranthes.

Pancracina

Narcissus,
Hymenocallis,
Rhodophiala,
Boophane,

Haemanthus.

Cripovelina

HO

", +10H

Y
7,
”,

T/ “% cripovelina A: R1,R2:CH.OCH2

o

cripovelina B: R1,R2: CHs

Crinum
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Quadro 1. Classificacdo de alcaloides de Amaryllidaceae em grupos de acordo com suas
semelhancas estruturais (continuacda).

Cherilina

Crinun

Buflavina

Boophane

Plicamina

Cyrtanthus,
Galanthus

Tazetina

Crinum,
Eucharis,
Galanthus,
Hippeastrum,
Hymenocallis

(Pancratium)

Gracilina

Galanthus

Augustamina

Crinum
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Quadro 1. Classificacdo de alcaloides de Amaryllidaceae em grupos de acordo com suas
semelhancas estruturais (continuacao).

Pancratistatina

Crinum,

Hippeastrum,
Hymenocallis,
(Pancratium),

Zephyranthes.

Gracilamina

Galanthus

Montanina

Lycoris
Pancratium
Haemanthus
Galanthus

Narcissus

Galantindole

Galanthus
Narcissus

Lycoris

Fenantridona

e Fenantridina

O NH

Lycoris
Crinum
Cyrtanthus
Hymenocallis
Brachystola
Hort. ex

Schmarse

Fonte: o autor

e

as

pesquisas dos géneros de Amaryllidaceae

http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html.

foram realizadas

em
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1.4 Doenga de Alzheimer

Em 2016, 47 milhdes de pessoas viviam com a doenca de Alzheimer (DA) em todo
mundo. Este nimero devera aumentar para mais de 131 milhdes até 2050, a medida que as
populagbes envelhecem no mundo (PRINCE et al., 2016). A DA € uma doenca
neurodegenerativa, na qual a principal caracteristica é a perda progressiva da funcao cognitiva
e motora. A etiologia da DA permanece obscura, de modo que o tratamento atual tem por
finalidade apenas melhorar a qualidade de vida do paciente, através do retardo da faléncia de
celulas cerebrais e gerenciamento dos sintomas cognitivos e comportamentais (WONG, 2016).
A deméncia também tem um enorme impacto econémico ultrapassando um quarto de trilhdo
de ddlares em 2018, de acordo com o relatorio de 2018 da Alzheimer's Facts and Figures Report
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2018). Trés inibidores de Acetilcolinesterase, o donepezil,
rivastigmina e galantamina tem uso clinico no inicio da doenca de Alzheimer. Dentre essas
substancias, destaca-se o fitofarmaco galantamina que também atua sobre sitios alostéricos em
receptores nicotinicos, tornando-os mais responsivos a acetilcolina e por ter menores efeitos
colaterais adversos (TAKLA et al., 2018).

1.4.1 Alcaloides de Amaryllidaceae na inibicdo da AChE

Os inibidores da AChE foram extensivamente estudados como op¢des terapéuticas
para a DA ap6s a observacdo inicial de que a fisostigmina (eserina), um alcaloide obtido das
sementes de Physostigma venenosum Balf. (Fabaceae), tradicionalmente usado como veneno
em rituais na Africa (BRUNETON, 1999) poderia reverter os distdrbio da cognicdo produzida
pela escopolamina em experimentos em animais. Este alcaloide tem um efeito rapido e, embora
atue como inibidor reversivel para ambas as colinesterases, € mais seletivo para AChE. No
entanto, o uso da fisostigmina é atualmente limitado por sua meia-vida curta, sua estreita janela
terapéutica e seus efeitos gastrointestinais e ortostaticos. Outros alcaloides anticolinesterasicos
atualmente estudados para seu uso na DA inclui galantamina, como relatado anteriormente e
huperzina A, um alcaloide do tipo quinolizidina isolado de Huperzia serrata (Thunb) Trev, uma
espeécie chinesa tradicionalmente usado para o tratamento de inchaco, esquizofrenia e miastenia
grave (GUO et al., 2009).

Muitos alcaloides que sdo inibidores ativos da colinesterase ja foram descritos em

diferentes familias, incluindo alcaloides do tipo isoquinolinicos de Amaryllidaceae
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(encontrados principalmente em Narcissus sp, Galanthus sp e Hyppeastrum sp) (PAGLIOSA
pertencem ao tipo de galantamina (Tabela 2), especialmente sanguinina, galantamina, 1la-
hidroxi-galantamina e epinorgalantamina, cujos valores de IC50 variam de 0,10 a 9,60 uM
(LOPEZ et al.,, 2002). Os efeitos inibitorios da AChE parecem estar relacionados as
caracteristicas estruturais entre os diferentes tipos de esqueletos, uma vez que apenas 0S
alcaloides incluidos nos grupos da galantamina e da licorina (assocanina, grupos oxoassoanina,
pseudolicorina) exibiram tais atividade inibitéria. O maior poder inibitorio destes compostos
frente a AChE pode ser atribuida a presenca do anel C aromatico juntamente com o atomo de
nitrogénio quaternario, o que é importante para a atividade inibitoria exibida por outros
alcaloides isoquinolinicos como a berberina. Além disso, 0s grupos metil e epdxi presentes na
incartina (1C50 = 107 uM) e N-0xido incartina (IC50 = 34,5 uM) também favorecem a inibicao
da AChE (SAFRATOVA et al., 2018). Os alcaloides de Amaryllidaceae exibindo os outros
tipos de esqueleto isoquinolinico se comportam como inibidores fracos da colinesterase com
valores de 1C50 proximos de 10 a 10° M (KONRATH et al., 2013). Dezena de alcaloides de
Amaryllidaceae foram listados na Tabela 2, proveniente de uma vasta busca na literatura com

relacdo a atividade inibitoria da AChE em ensaios in vitro.
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Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibi¢cbes em termos de 1C50 (UM) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores
de desvio padrdo ndo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (continua).

Esqueleto do Alcaloide ICs0 Esqueleto do Alcaloide ICs0
alcaloide alcaloide

Homolicorina 10-O-demetil- nd Licorina 1,2-di-O-Acetil-licorina® 211
Homolicorina
8-O-demetil-homolicorina® nd 1-O-Acetil-licorina® 0.96
9-O-demetil-2a- nd 2-0O- nd
hidroxihomolicorina® acetilpseudolicorina®
Dubiusina® nd Assoanina® 3,87 +£0,24
Galantindola® nd Assoanina® 3,87
Hippeastrina? > 500 Caranina? 321 +42
Homolicorina? 64 +4 Crinina® > 500
Licorenina® > 500 Galantine? 606 + 60
Masonina? 305 + 34 Incartina® 208 + 14
N-Demetilmasonina® > 500 Licorina® nd
Odulina? > 500. N-6xido incartina® 3450+9,1
O-Ethillicorenina® > 500 N-6xido Licorina® 356
O-Metillicorenina® > 500 O-Acetilpluviina? > 500
Tetrahidromasonina® > 500 Oxoassoanina® 47,21 +£1,13
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Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibicdes em termos de IC50 (M) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores
de desvio padréo nédo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (continuagéo).

Esqueleto do Alcaloide ICs0 Esqueleto do Alcaloide ICs0

alcaloide alcaloide

Licorina Pseudolicorina® 152,32 + 32,06 Galantamina N-0xido Galantamina® 26,2
Ungerimina® 0,35 Sanguinina® 0,10+0,01

Galantamina
11a-Hidroxigalantamina® 1,61+0,21 Tazetina Pretazettina® nd
114-hidroxigalantamina® 14,5 Tazetina® > 500
Epinorgalantamina® 9,60 £ 0,65 Crinina 3-O-Acetil-hamaina® > 500
Epinorlicoramina® nd 6-hidroxi-crinamina® 445
Galantamina? 1,7+0,01 6a, f-haemantidina® 108
Licoramina® 456 £ 57 Crinamina® nd
Licoraminona® > 500 Crinina? > 500
Narcikachnina® nd Epimaritidina® > 500
Narcimatulina® 489 + 60 Haemantamina? > 500
Narcipavlina® 208 + 37 Haemantidina® nd
Narwedina? 281+ 34 Papiramina® nd
Norlicoramina® > 500 Sec-isopowellaminona® 294 + 33




41

Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibigdes em termos de IC50 (M) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores

de desvio padrdo ndo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (continuagéo).

Esqueleto do

Esqueleto do

alcaloide Alcaloide IC50 alcaloide Alcaloide IC50
Outros Beladina® > 500 Outros (+)-Reticulina® 72,2
(-)-2,9-Dihidroxil-3,11- 8,77 (+)-Talictrifolina® 14,5
dimetoxy-1,10-dinitro-
tetra-hidro-protoberberina®
(-)-Corinoxidina® 64,4 (R,R)- 78,2
Isochondodendrina®
(-)-Tetra-hidro-palmatina® 43,2 (R,S)-2-N- 34,7
norberbamunina®
(+)-1-nitro-apocavidina® 1,70 (S)-3-Metdxi- 10,0
nordomesticina®
(+)-2,9-Dihidroxil-3,11- 3,34 (S-S)-O4"-Methyl, O6'- 44,6
dimetdxi-1,10-dinitro-tetra- dimetil-(+)-curina®
hidro-protoberberina®
(+)-4-Nitro-isoapocavidina® 53,3 1,2-Dihidro-apatelina® 116
(+)-Bulbocapnina® 100 5-O-Metil-marcanina D®* 23,4
(+)-Canadalina® 20,1 6-Epioreobeilina® 9,5
(+)-Canadina® 12,4 Berberina® n.d
(+)-Cavidina® 200 Boldina® 8,6
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Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibi¢gdes em termos de IC50 (UM) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores
de desvio padrdo ndo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (continuagéo).

Esqueleto do Alcaloide 1C50 Esqueleto do Alcaloide IC50
alcaloide alcaloide
Outros (S-S)-04"-Metil, Nb-nor- 68,3 Outros Cheleritrina® 3,78
O6'-dimetil-(+)-curina®
2-Hidroxi-9-metoxi- 2,0 Chelidonina® 26,8
iaporfina®
6-Etoxi-dihidro- 3,25 Cherilina® 407
cheleritrina®
6-Etoéxi-dihidro- 0.83 Chlidantina® 24,1
sanguinarina®
7,8-Dihidro- 18,4 Ciclanolina® 9,23
[1,3]dioxolo[4,5-
Jisoquinolina®
8- 58,7 Cocsolina® 47,6
Acetonildihidrocheleritrina®
8a-Etoxi-precriwelina® > 500 Cocsulina® 100.0
Asimilobina® 8,7 Coptsina® 1,01
Bulbocapnina® 40 Coricavidina® 100
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Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibi¢cdes em termos de 1C50 (UM) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores

de desvio padrdo ndo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (continuagéo).

Esqueleto do

: Alcaloide 1C50 Esqueleto do Alcaloide IC50
alcaloide alcaloide
Outros Coridalina® 15 Outros Galwesina® > 500
Coridalmina® 100 Glaucina® 50
Coridina® 100 Groenlandicina® 0,54
Corilucinina® 128 Hamaina® > 500
Coritenchina® 50 Huperzina A® 0,033 £ 0,001
Crinamidina® 300 Isoboldina® 9,4
Dehidrocavidina® 9,92 Isocoridina® 50
Dehidrocoridalina® 0,62 Jatrorrizina® 2,08
Dehidrocoridalmina® 96 Kurramina-2’-a-N- 150
oxido®
Dehidrocoritenchina® 98 Kurramine-2’-f-N- 10,0
oxido®
Deoxilicorenina® 18,0 Laurotetanina® 3,2
Epiberberina® 1,07 Liriodenina® 3,5
Epibufanisina® > 500 Lisicamina® 16,1
Epimediphina® 3,1 Magnoflorina® 100
Epivitatina® 239 Mesembrenone® nd
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Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibi¢gdes em termos de IC50 (UM) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores
de desvio padrdo ndo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (continuagéo).

Esqueleto do

Esqueleto do Alcaloide IC50 _ Alcaloide IC50
alcaloide alcaloide
Outros Narciprimina® 78,9 Outros Pseudocolumbamina® 5,0
N-desmetil-8a-etoxi- 234 Pseudodehidrocoridalina® 8,4
pretazetina®
N-desmetil-84-etoxi- 419 Pseudopalmatina® 8,4
pretazetina®
N-Metil stefolidina® 31,3 R-(-)-3- 109
hidroxinornuciferina®
Oreobeilina® 5,0 R-(-)-Asimilobine® 123
Oxipseudopalmatina® 50 R-(-)-atinodafnina® 117
Oxoglaucidalina® 27,1 R-(-)-norushinsunina® 126
Oxoglaucina® 48,7 Remerina® 20,7
Oxonantenina® 150 R-(-)-norushinsunina® 126
Oxoxilopina® 42.5 Remerina® 20,7
Palmatina® 2,20 R-nornuciferina® nd
Protopina® 50 S-(+)-3- 76,9
hidroxinornantenina®
Pseudoberberina® 4,5
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Tabela 2. Alcaloides de Amaryllidaceae com suas respetivas inibi¢cbes em termos de IC50 (UM) em ensaios in vitro com a AChE. Alguns valores
de desvio padrdo ndo foram fornecidos por suas respectivas referéncias (Final).

Esqueleto do

Esqueleto do Alcaloide IC50 _ Alcaloide IC50
alcaloide alcaloide
Outros S-(+)-N-metilcoridina® 140 Outros Stefaranina® 14,1
Sal de (7S,14S)-(-)-N- 8,4 Stefarotudina® 38,1
metil-10-O-dimetil-
xilopinina®
Sal de Picnarrina® 16,0 Stefolidina® 100
Sal de S-(-)-7,8-didehidro- 154 Stilopina® 15,8
10-O-demetilxilopininium®
Sal de S-(-)-7,8- 30,8 Talifolina® 50
didehidrocoridalminium®
Sanguinarina® 1,93 Xilopinina® 38,1
Secoboldina® 10,0

Fonte: eleborado pelo prégrio autor. ) )
Referéncias, a: HULCOVA et al., (2019), b: LOPEZ et al., (2002), c: ANDRADE, (2017), d: SAFRATOVA et al., (2018), e: KONRATH et al., (2013).
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1.4.2 Galantamina como importante fitofarmaco no tratamento da doenca de Alzheimer

Galantamina, que é um alcaloide tipico de Amaryllidaceae, se tornou uma das
principais farmacos comercializados na inibicdo da acetilcolinesterase com atuacdo seletiva,
reversivel e competitiva para o tratamento clinico da doenca de Alzheimer (MAELICKE et al.,
2001; VIEGAS et al., 2005). Todavia, seu efeito neuroprotetor ndo se resume exclusivamente
na inibicdo da acetilcolinesterase, mas também pela superexpressdo da proteina antiapoptética
Bcl-2, assim como a modulacdo alostérica de nAChRs (CONTELLES et al., 2006), efeito
antidiabético, antioxidante e anti-inflamatério (ALI et al., 2015). Uma série de derivados
provenientes da galantamina apresentaram neuroprotecdo significativa contra a
neurotoxicidade induzida por N-metil D-Aspartato (NMDA) (SIMONI et al., 2012). Além dos
bons resultados em testes contra sintomas de doencas psiquiadtricas como esquizofrenia,
depressdo, transtornos bipolares e dependéncias quimicas como etilismo e cocaina (AGO et al.,
2011).

A galantamina ja foi encontrada em espécies dos géneros Amaryllis, Hippeastrum,
Lycoris, Ungernia, Leucojum, Narcissus, Galanthus, Zephyranthes, Hymenocallis, e
Haemanthus. Atualmente, essse composto € extraido principalmente de Narcissus sp na Europa
Ocidental, Leucojum aestivum no Leste da Europa, Lycoris radiata na China, Ungernia victoria
no Uzbequistdo e no Cazaquistdo (BERKOV et al, 2009). Mesmo tendo sua sintese quimica
bem consolidada, os rendimentos sdo relativamente baixo em relacdo a grande demanda, por
isso as plantas continuam sendo as principais fontes desse importante produto natural (AGO et
al., 2011).

Medicamentos a base de galantamina sdo fabricados por grandes laboratorios
farmacéuticos tais como Jansen-Cilag (Reminyl®) e Sandoz, e distribuidos em mais de 70 paises
(HEINRICH et al., 2004). O mercado mundial de drogas de Alzheimer é atualmente estimado
em mais de$ 4,2 bilhdes e esta crescendo rapidamente devido ao envelhecimento demografico
(NEURODYN, 2017). A empresa britanica Agroceutical Products cultiva narcisos e extrai
galantamina de fonte propria bem como de produtores locais e internacionais (“terceirizados’)
gue atendem aos seus critérios de plantio, cultivo, colheita, armazenagem e processamento.
Além disso, essa empresa declara ter desenvolvido um método pioneiro de extragdo de
galantamina de modo escalonavel e de baixo custo (AGROCEUTICAL PRODUCTS, 2017).
As vendas de galantamina estdo atualmente acima de US$ 500 milhGes por ano, com a

necessidade clinica crescendo a 14% ao ano somente no Reino Unido (FRASER, 2018). No
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Brasil, o consumo de galantamina apresenta tendéncia de crescimento: a quantidade consumida
em 2013 aumentou quinze vezes em relacdo a 2008 (COSTA et al., 2015).

Como a principal fonte de obtencéo da galantamina sdo as plantas (HANKS, 2015),
principalmente os bulbos de Amaryllidaceae, espécies nativas brasileira como Hippeastrum
elegans (sinonimia Hippeastrum solandriflorum), conhecida popularmente como agucena, sdo
encontradas em areas de cerrado e caatinga (ALVES-ARAUJO et al., 2009), podem ser

utilizadas na producéo de bulbos para obtencdo comercial deste fitofarmaco.

1.5 Propriedades farmacol6gicas e bioldgica dos alcaloides sanguinina, pseudolicorina e

narciclasina

Sanguinina. que tem um grupo hidroxila no C-9, em vez de um grupo metoxila,
mostrou-se 10 vezes mais ativo que a propria galantamina em ensaios in vitro (GUO, 2015).

A pseudolicorina apresentou atividade virostatica marcante sobre os virus da herpes
simples e da poliomielite tipo 1, além de acdo antiparasitaria contra Plasmodium falciparum
(malaria) e Trypanosoma brucei rhodesiense (tripanossomiase humana africana (JAVIER,
2008), contra Trypanosoma cruzi (doenca de Chagas) (OSORIO et al., 2010), além de diversas
atividades bioldgicas entre elas inibicdo especifica da biossintese de &cido ascorbico em plantas,
inibicdo da sintese de DNA e as sintese protéica em células tumorais in vitro (SEBBEN, 2005).

A narciclasina é um dos mais bioativos alcaloides de Amaryllidaceae, exibindo
atividades proapoptoticas e citotdxicas marcantes. Narciclasina apresentou valores de 1C50
entre 30-100 nM contra linhagens celulares de melanoma (BORRA et al., 2018; JIN et al.,
2013). Além disso, a narciclasina exibe um efeito adjuvante profilatico para artrite em cobaias.
O alcaloide é ativo contra o Corynebacterium fascians, inibe a levedura patogénica
Cryptococcus neoformans e modifica o crescimento da bactéria patogénica Neisseria
gonorrhoeae. A atividade antiviral foi observada contra flavivirus contendo RNA e bunyavirus.
(GUO, 2015).

1.6 Métodos de extracdo de galantamina entre outros alcaloides de Amaryllidaceae

Até agora, varias técnicas de extracdo de galantamina entre outros alcaloides em
plantas ja foram relatadas, tais como: extracdo sélido-liquido por micro-ondas (KATOCH et

al., 2012), sélido-liquido por ultrassom (GOTT] et al., 2006), extracdo acelerada com solvente
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(ASE) (MROCZEK, 2009), extracdo solido-liquido em condi¢des ambiente (YING et al., 2016)
e extracdo sélido-liquido suportada por liquido idnico (SVINYAROQV et al., 2016). Abaixo,

serdo descritos os trés métodos de extracdo avaliados nesse trabalho.

1.6.1 Microextracdo solido-liquido

Nos ultimos anos, miniaturizacdo de técnicas de extracdo surgiram e se
desenvolveram continuamente, a microextracdo solido-liquido assistida por ultrassom tem
como vantagens: baixo consumo de solvente, utilizacdo de pequenas aliquotas de amostra
solida, realizacdo de varias extracbes simutaneamente, operacdo simples, baixo custo,
facilidade de desenvolvimento de métodos e disponibilidade para praticamente todos os
laboratdrios analiticos (GOUDARZI et al., 2017). Uma das técnicas modernas mais
empregadas que viabiliza a reducdo de tempo e de solvente é a extracdo assistida por ultrassom,
onde a solugdo extrativa é submetida a ondas ultrassonicas, que geram minusculas bolhas
intracelulares responsaveis pelo aumentam da pressao e da temperatura interna de forma a
aumentar a turgescéncia das células até causando colapso e o extravasamento do conteido
metabdlito. E usado com sucesso para desativar enzimas, ajuda a extracdo, homogeneizar
emulsdes e acelerar a desidratacdo e o efeito do poder ultra-sénico sobre o rendimento de
extracdo de alcaldides no bulbo de Lycoris radiata foi estudado em Deng et al., (2011), a
eficiéncia de extracdo obteve o rendimento maximo em uma poténcia de 140 W. No entanto,
uso prolongado da maceracao, assistida por ultrassom aumenta a possibilidade da formacéao de
radicais com potencial de degradar os compostos termodinamicamente instaveis. Também,
aumenta a temperatura e pressdo interna da célula vegetal, que pode promover a formacao de
bolhas de sonicacdo que conduz a compressao e rarefacdo intermitentes até o colapso de bolhas.
O aumento da temperatura e pressdo na vizinhanga das cavidades colapsadas € a base para
alterar a conformacéo de metabolitos e sua reatividade (BERMUDEZ-AGUIRRE, 2017).

1.6.2 Extracdo liquido-liquido

A extracdo liquido-liqguido (ELL) é uma das mais antigas técnicas de
enriquecimento e isolamento que ainda é usada em numerosos procedimentos analiticos. No

entanto, a técnica ELL utiliza grandes quantidades de solventes organicos caros e toxicos. As
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ultimas tendéncias de pesquisa incluem a miniaturizacdo do tradicional sistema de extracdo

liquido-liquido, cujo objetivo principal € diminuir a relagdo volumétrica das fases.

1.6.3 Extracdo em fase solida

Uma alternativa interessante para os métodos tradicionais de ELL é a extragdo em
fase solida (SPE), devido ao seu manuseio mais simples, menor consumo de solventes
organicos e limpeza satisfatéria das amostras (GOUDARZI et al., 2017). A SPE é uma
alternativa econdmica para extra¢des liquido-liquido, pois usa menos solucdo extratora, & mais
rapida e produz menos residuos. A SPE é uma técnica de preparacdo de amostras preferida em
comparacdo a extracdo liquido-liquido por oferecer recuperacdes mais altas e mais
reprodutiveis; € mais eficaz como ferramenta de limpeza; e é mais automatizavel (NIGEL,
2000; OTLES, 2016).

1.7 Métodos de quantificacdo de galantamina entre outros alcaloides de Amaryllidaceae

Muitos métodos analiticos de quantificacdo da galantamina, entre outros alcal6ides
da familia das Amaryllidaceae baseados em GC-FID (CONFORTI et al., 2010), GC-MS,
NACE (GOTTI et al., 2006), HPLC-UV (KHONAKDARI et al., 2017), HPLC-DAD (EMIR,
et al., 2016), HPTLC (ABOU-DONIA et al., 2008b) e UPLC-MS (KATOCH et al., 2012), ja
foram relatados. Essa uUltima técnica € a mais moderna e a mais promissora, por isso sera
detalhada aqui.

Apesar de seu alto custo, 0 UPLC-MS se tornou popular nos Gltimos anos, gracas a
vantagens como alta sensibilidade, rapidez e amplas aplicagdes. UPLC consiste em um sistema
cromatografico de ultra-pressao operando em uma faixa de 6000-15000 psi, equipado com uma
coluna empacotada com particulas de 1,7 pm, portanto, esse método permite uma melhor
resolucéo, picos com formato melhorado (maior sinal-ruido (S/N) propor¢do) e uma corrida
cromatografica mais curta. Além disso, a sensibilidade é significativamente aprimorada quando
0 UPLC ¢ hifenizado em um detector do tipo espectrometro de massa. Além disso, a analise
MS fornece mais informacGes estruturais sobre o perfil quimico do que os detectores
cromatograficos convencionais, permitindo uma identificagdo mais confiavel (ZHAO et al.,
2015). Para analises quantitativas de MS, o método de escolha baseia-se em sistemas tandem,

compostos principalmente por detectores de triplo quadrupolo, uma vez que maior sensibilidade
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é alcancada através do monitoramento de transi¢cbes de ions especificos (0 chamado
monitoramento de reacdo maltipla - MRM). Essa abordagem foi empregada com sucesso para
analisar farmaco como a galantamina em matrizes biolégicas (WANG et al., 2018). Como
alternativa, é possivel filtrar o m/z de um alvo direcionado utilizando um Gnico detector MS.
De fato, esse método conhecido como SIM (monitoramento de ions selecionados) ndo é tdo
sensivel quanto o MRM, no entanto, seu custo-beneficio o torna atraente para muitas aplicacées
(YAO et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Investigar potenciais fontes tropicais de galantamina e de outros AA bioativos,

determinando-se as composi¢des quimicas de bulbos de uma Colecdo de Amarilidaceas da

Embrapa (CAE) e de H. elegans cultivados, correlacionando-as com a atividade inibitoria da

enzima acetilcolinesterase (anti-AchE).

2.2 Objetivos especificos

>

Desenvolver e validar uma nova metodologia de quantificacdo por meio de
cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-
MS-QDA) na analise dos alcaloides galantamina, pseudolicorina, sanguinina e
narciclasina em bulbos de Amaryllidaceae;

Quantificar alcaloides supracitados em bulbos da Colecdo de Amaryllidaceae da
Embrapa (CAE) e bulbos cultivados de Hippeastrum elegans;

Investigar a influéncia da época de colheita na composicao quimica de bulbos cultivados
de Hippeastrum elegans.

Avaliar a atividade anti-AchE em extratos de bulbos da CAE e de H. elegans através de
ensaios in vitro e ex vivo.

Determinar os perfis quimicos dos bulbos de H. elegans por cromatografia liquida de
ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-QTOF-MS) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Identificar biomarcadores nos bulbos cultivados de H. elegans, correlacionando os
dados de UPLC-QTOF-MS e de RMN *H com os valores de atividade anti-AchE através

do método quimometrico de regressdo parcial por minimos quadrados (PLS).
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos o0s experimentos necessarios para o desenvolvimento do presente trabalho,
exceto os testes de inibicdo de acetilcolinesterase, foram realizados no Laboratério
Multiusuério de Quimica e Produtos Naturais (LMQPN) localizado na Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecudria (Embrapa Agroindustria Tropical).

3.1 Instrumentacéo

Foram utilizados os seguintes equipamentos:

» Balanca analitica (AUW220, Shimadzu);
Banho ultrassom de poténcia fixa de 135 W (Q3.0L, Eco-sonics);
Bomba de vacuo (PM-13195-820.3, Edwards);
Espectrofotdmetro de placa (ELX 800, Biotek);
Estufa com circulagdo e renovacéo de ar (SL102, Solab)
Estufa de secagem (SL100, Solab);
Manifold para SPE 12 posig¢des (Vac Elut, agilent);
Moinho de facas tipo Willye (Star FT80, Fortinox);
Rotaevaporador (R-210/215, Buchi);
Ultrafreezer (CL200-86V, Coldlab);

Vortex para agitacao de tubos de ensaio (mod.772, Fisatom).

vV V.V V V V V V V VY

3.2 Materiais e reagentes

O padrao analitico de galantamina (98% de pureza) foi adquirido da Sigma-Aldrich
(EUA), enquanto os padrdes de pseudolicorina, sanguinina e narciclasina foram isolados de
Hippeastrum elegans com pureza de 90 a 95%, como mostra a Figura 6, (CARVALHO et al.,
2015). Os compostos isolados tiveram sua pureza calculada por analise semiquantitativa
expressa pelo método da normalizagéo de area, utilizando um detector de arranjo de di6dos
(PDA) exploratorio de 210 a 900 nm, onde foram obtidos os cromatogramas de cada padrao,
Figura 7. Foram utilizados cartuchos para extracdo em fase solida (SPE) por mecanismo de
troca catiénica (SCX), modelo Bond Elut-SCX (3 ml), asorvente (100 mg) constituido pela
resina do polimero de divinilbenzeno modificado com acido sulfénico adquirido da Agilent

Technologies (EUA). Foram utilizados também:
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Acetonitrila grau LC (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Acido féormico (ROE Scientific INC., EUA);

Acido sulfurico 96% (Synth, SP, Brasil);

Agua ultrapura (18,2 MQ cm a 25 ° C) Millipore Alpha-Q (Millipore, Bedford, EUA);
Espatulas (Lab1000);

Estante para tubos de ensaio (Labpls);

Filtros de PTFE de tamanho de poro 0,22 um (Analitica);

Hexano grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Hidréxido de aménio 30% (Dindmica, SP, Brasil);

Kit de ensaio de atividade de Acetilcolinesterase (MAK119, Sigma-Aldrich);
Metanol grau LC (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Metanol deuterado (Cambridge Isotope Lab);

Micropipetadores automaticos com capacidade variadvel (LAB MATE e Eppendorf);
Microplaca de 96 pogos (Eppendorf);

Pipetas de Pasteur de vidro (mod.19150, Precision);

Seringa de vidro com agulha, 1 mL (Hamilton);

Tubos de ensaio de 15 mL com tampa (Uniglas);

Tubos de penicilina (BEST-9004, MELHOR);

Vials para UPLC-MS 2,0 mL, 12 x 32 cm (Agilent Technologies);

Vidrarias auxiliares: proveta, becker, erlenmeyer e baldo volumétrico;

V VV V V VYV VYV V V VYV V V VY V V VYV V V V VY

Figura 6. Estrutura dos padrdes de alcaloides: (1) galantamina, (2) sanguinina, (3)
pseudolicorina, (4) narciclasina.

OH

HO S
:©\/I!I
\O

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 7. Cromatograma dos padrfes pelo método PDA exploratério de 210 a 900 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

3.3 Materiais vegetais
3.3.1 Materiais de Hippeastrum elegans para experimento agrondmico

As coletas de acucena silvestre foram realizadas no final do més de janeiro/2016 na
localidade Estacdo das flores, pertencente ao municipio de Pacatuba, CE (Brasil). O clima desse
municipio caracteriza-se como tropical quente do semiarido, com pluviometria média de 1.433
mm, coordenadas geograficas: Latitude: 03° 59’ 03” S, Longitude: 38° 37’ 13” W e Altitude de
65 m. Por ocasido da coleta, foram escolhidas plantas isentas de danos mecanicos, ataques de
pragas e incidéncia de doencas. Uma exsicata (#60672) desse material encontra-se depositada

no Herbario Prisco Bezerra (Universidade Federal do Ceard).

3.3.2 Materiais boténicos da colecdo de Amaryllidaceae

As espécies estudadas pertenciam a colecdo de Amaryllidaceae (Embrapa Recursos
Genéticos, Brasilia-DF, Sisgen n2 A3A7543), a qual foi formada a partir de materiais coletados

de varias localidades do Brasil (Quadro 2). Exemplares desses materiais foram cedidos para
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Embrapa Agroinddstria Tropical, onde foram transplantados pela pesquisadora Dra. Rita de

Céssia Alves Pereira.

Quadro 2. Amaryllidaceae coletadas com seus respectivos locais de coleta e massas frescas e
secas de bulbos (continua).

Local de Massa
Género Espécie Caddigo coleta de bulbo
(01-03/2016) | fresco/seco (g)
HB1 Palmeirante 13,0100
H. bahiensis (TO) 1,36320
Ravenna HB2 Palmeirante 7,2600
(TO) 0,8282
HS1 Barra do ouro 2,5279
Habranthus (TO) 0,2976
sylvaticus Herb. HS2 Divinépolis 29,8896
(GO) 3,7570
HI1 Alto Paraiso 8,5100
(GO) 1,2411
HI2 Darcindpolis 11,1024
(TO) 1,7194
HI3 Barbaculadia 1,9103
(TO) 0,8477
HI14 . 11,4472
H. irwinianus Carolina (MA) 2,1934
Habranthus Ravenna HI5 ] 14,0700
Carolina (MA) 2 1593
HI16 . 14,0700
Carolina (MA) 2 1593
HI7 Darcinopolis 23,9600
(TO) 3,9587
HI8 Darcinopolis 25,2100
(TO) 4,1809
Habranthus
Iucid_us _R.S. HL1 Filadélfia (TO) Igzgg
Oliveira :
HD1 Alto Paraiso de 12,8300
Habranthus. Goias 1,4869
datensis Ravenna HD2 Alto Paraiso de 12,2700
Goias 1,7329
;é?;ﬁ?gnﬂz HG1 Esmeralda 20,5400
Herb. (RS) 2,4014

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Quadro 2. Amaryllidaceae coletadas com seus respectivos locais de coleta e massas frescas e
secas de bulbos (continuacao).

Local de Massa
Género Espécie Codigo coleta de bulbo
(01-03/2016) | fresco/seco (g)
Hgbrgn_thus cf. 29,8896
erV\g\r);ﬁr;:s HI9 Arraias (TO) 3,7570
- 26,5100
Hspl Brasilia (DF) 4,7985
Hsp2 e 17,5300
Filadélfia (TO) 2 6529
Hsp3 Porto Velho 44,1500
(RO) 7,9310
Habranthus Hsp4 e 35,1300
Habranthus sp. Filadélfia (TO) 5,8005
Hsp5 Palmeiras do 16,7700
Tocantins 2,7905
Hsp6 Alto Paraiso de 33,9500
Goiés 4,7507
HSp7 Feira de 10,9700
Santana (BA) 1,3919
Hsp8 Palmeiras do 29,6700
Tocantins 4,7640
. . Niquelandia 3,2400
H. cf. Puniceum HicP1 (GO) 0.6876
H. reginae (L.) HiR1 Colinas do Sul 8,4200
Herb. (GO) 1,5958
H. cf. elegans Capdo Alto 136,8500
(Lindl.) Herb HIiE1 (RS) 33,2471
HiP1 Monte Alegre 12,1866
de Goiéas 2,6898
Hippeastrum HiP2 Divinépglis de 6,3300
H. puniceum Goias 0,8862
(Lam.) Kuntze HiP3 Palmeirépolis 12,6997
(TO) 2,0255
HiP4 Divinopolis de 1,5115
Goiéas 0,2329
H. glaucescens HiG Porto Velho 3,3900
(Mart.) Herb. (RO) 0,6899
H. puniceum HicP D|V|nGOop:gl|s de égé;g

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Quadro 2. Amaryllidaceae coletadas com seus respectivos locais de coleta e massas frescas e
secas de bulbos (continuacao).

Local de Massa
Género Espécie Codigo coleta de bulbo
(01-03/2016) | fresco/seco (g)
Hispl Cavalcante 21,6654
P (GO) 3,6391
Hisp2 - 13,1202
Brasilia (DF) 17872
Hisp3 - 10,7170
Brasilia (DF) 15691
Hisp4 Cavalcante 21.6654
(GO) 3.6391
Hisp5 33,4450
Lages (SC) 6.9867
Hisp6 51,0200
Lages (SC) 13,8894
Hiopeastrum s Hisp7 Porto Velho 123,0300
PP - (RO) 42,7900
Hisp8 Alvorada do 5,9700
Norte (GO) 1,1506
Hisp9 Carolina (MA) 4,9015
Hippeastrum 08477
Hisp10 N 29,1232
Parand (TO) 27375
Hispll Porto Velho 55,9369
(RO) 8,5115
Hisp12 Campinagcu 19,7560
(GO) 2,4889
. . 16,4105
Hispl13 Minagu (GO) 11630
Higl - 72,974
H. goianum '9 Brasilia (DF) 9748
(Ravenna) 14,5897
Meerow Hig2 Alto-Paraiso 37,6800
(GO) 5,0763
Hip5 Alvora do 20,2332
Norte (GO) 3,1649
H. cf. puniceum Hip6 o 8,6500
(Lam.) Kuntze Brasilia (DF) 1,1570
Hip7 . 4,0500
Minagu (GO) 0.6131

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Quadro 2. Amaryllidaceae coletadas com seus respectivos locais de coleta e massas frescas e
secas de bulbos (continuacgao).

Local de Massa
Género Espécie Cadigo coleta de bulbo
(01-03/2016) | fresco/seco (g)
; SC1 ] 36,7140
5,6695
SC2 : 16,0500
- Minagu (GO) 38940
Sem i SC3 ) 51,2811
classificacdo 8,1415
i SC4 Alvorada do 25,2111
Norte (GO) 2,9789
i SC5 Alvorada do 10,6354
Norte (GO) 1,0541
Hymenocallis Iigg?;el?soajgiqs ) Porto Velho 18,3800
Salisb. HyL1 (RO) 3,8052
Zspl S&o Desidério 7,6500
(BA) 0,7601
Zsp2 S&o Desidério 6,3000
(BA) 0,6795
Zephyranthes sp. Zsp3 . 13,5400
Zephyranthes arolina (MA) 15899
Zsp4 . 10,9800
Carolina (MA) 16997
roﬁﬁrs)thg Ear;t:]besex Celso Ramos 10,0800
Sweet) Baker ZR1 (SC) 1,0292
e . GN1 . 22,9500
SOFQIEPAZ Parana (TO) 31980
Ravenna N2 Parand (TO) 3,6260
Griffinia 0,3943
Gspl Guarani de 37,3500
Griffini Goias 5,3734
riffinia sp. Gsp2 e (100 25,9688
3,8445

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

3.4 Experimento agrondmico com Hippeastrum elegans

O experimento agrondmico foi conduzido na sede da Embrapa Agroindustria
Tropical (Fortaleza-CE, Latitude 03°45° 04,7” e Longitude 38°34 38,1”), no periodo de

janeiro/2016 a junho/2017. A producao das mudas foi realizada em viveiros cobertos com
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sombrite 50% de iluminagdo durante 90 dias. Os bulbos foram plantados em vasos plasticos
com capacidade de 5 L preenchidos com uma mistura constituida de substrato comercial com
areia e vermiculita na proporcao 3: 2: 1.

O transplantio foi realizado no inicio de maio/2016, em canteiros de alvenaria com
dimensbes de 8 m de comprimento por 1m de largura, previamente adubados com 20 L de
hdmus de minhoca/metro linear. O espagcamento utilizado foi de 30 cm entre plantas e 30 cm
entre fileiras. As covas de plantio possuiam 20 cm de largura x 20 cm de altura e 20 cm de
profundidade. A irrigacdo realizada nas plantas foi por gotejamento. Durante todo o periodo de
cultivo, foram feitas capinas em nimero suficiente para o controle de plantas espontaneas. O
solo permaneceu protegido pela camada de matéria seca proveniente das proprias capinas
realizadas. As coletas das plantas iniciaram 90 dias apds o plantio das mudas de agucena nos
canteiros (Figura 8).

O experimento consistiu em seis tratamentos (épocas de colheita) com cinco
replicatas, cada uma contendo quatro individuos. A cada 60 dias colhia-se um tratamento de
Hippeastrum elegans (Figura 9), conforme esquema ilustrativo da Figura 8: 150, 210, 270, 330,
390 e 450 dias.

Figura 8. Esquema resumido ilustrando o experimento agronémico.
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Fonte: Elaborada por Ana Sheila de Queiroz Souza (2019).
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Figura 9. Hippeastrum elegans (agucena) em canteiro da Embrapa Agroindustria Tropical,
data do registro 09 de janeiro de 2017.

Fonte: foto registrada por Ana Sheila de Queiroz Souza (2019).

Apbs cada colheita, as plantas foram separadas por parte (raiz, bulbo e folhas),
lavadas, pesadas e cortadas em partes menores e submetidas a secagem em estufa com
circulacdo de ar forcado a 40 °C até obter peso constante. Apds a secagem, os quatro individuos
de cada replicata foram pesados separadamente, em seguida foram reunidos (amostra

composta) e pulverizados em moinho de facas (Figura 10).

Figura 10. Beneficiamento de agucena com bulbo, raizes e folhas. (a) Material fresco, (b)
material fatiado e fresco, (c) material fatiado e seco.

Fonte: foto registrada por Ana Sheila de Queiroz Souza (2019).
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3.5 Cultivo de espécies da colecdo de Amaryllidaceae

O plantio foi realizado em jarros de 5 L preenchidos com uma mistura constituida
de substrato comercial de areia mais vermiculita na propor¢do 3: 2: 1. As plantas foram
cultivadas por doze meses. Entdo, os materiais foram colhidos e separados em raiz, bulbo e
folhas (quando presente), e lavados com &gua destilada para remog&o de sujidades, pesados e
cortados em partes menores (Figura 10). Em seguida, foram secos a 40° C em estufa de secagem
com circulacdo de ar forcada, até obter peso constante. Os materiais secos foram triturados em
moinhos de facas, embalados em sacos plasticos, lacrados e conservados em local com baixa

umidade.

3.6 Condicdes cromatograficas

3.6.1 Condicdes das analises por UPLC-QTOF-MSE

As andlises dos padrbes galantamina, sanguinina, pseudolicorina, narciclasina,
listado na Tabela 3, e extratos de Amaryllidaceae foram realizadas em um sistema Acquity
UPLC (Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QTOF, Waters)
(Figura 11). As corridas cromatograficas foram efetuadas em uma coluna Waters Acquity
UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, tamanho de particula 1,7 um), temperatura fixa de 40 °C,
volume de injecdo de 5 pL. A fase mdvel empregada foi &gua com 0,1% de acido férmico (A)
e acetonitrila com 0,1% de acido formico (B).

A condigdo do massa de alta resolugdo — XEVO-QTOF: modo positivo (ESI™) foi
adquirido na faixa de 110 a 1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de
dessolvatagio 350 °C, fluxo do gis dessolvatagdo de 500 L h™, cone de extragdo 0,5 V e
voltagem do capilar de 3,2 kV. O modo de aquisicdo foi MSE, modo centroide. O instrumento
foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation). As condi¢des cromatogréaficas
em UPLC-QTOF-MSE foram transferidas para um sistema UPLC-QDA.
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Tabela 3. Massa exata dos padrGes galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina (UPLC-QTOF-MS) e ions de monitoramento
correspondentes com janelas de tempo (UPLC-QDA-SIM).

UPLC-QTOF-MSE

UPLC-QDA-SIM

Compostos . . . . . Janelade
tr (Min Propriedades [M + H] Produtos de Formula Erro . [M+ H] A
- - o tr (Min) tempo Referéncia
fisico-quimicas m/z ionizagao molecular (ppm) m/z (min)
p.f: 269-270°C*
_ 2,94 CS.”: 10 mg/mL 270/231/ ZHANG; CHEN,
Galantamina 288,1266 CiH17NOs 4,3 2,96 288,1 2,5-3,5
pKa: 14,81 225/213/17 2013
LDso:75 mg/kg
o 2,28 LDso :110 mg/kg? 290/272/
Pseudolicorina 290,1400 CiH1oNOs 1,8 2,22 290,1 1,6-2,6 Lletal, 2019
p.f: 230-233°C? 228/254
o MROCZEK,
Sanguinina 2,30 p.f: 227-230°C3 274,1443 199/184/24 CisH1sNOs 0,0 2,12 274,1 1,6-2,6 2016
p.f: 227-230°C*
o 3,89 CS: 10mg/mL 272/244/214/186/ KATOCH et al.,
Narciclasina 308,0777 C14H12NO7 2,3 4,45 308,0 4,0-5,0
pKa: 7.72 172 2012

LDso: 5 mg/kg

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Siglas: p.f = ponto de fusdo (°C); CS: coeficiente de solubilidade (mg/ml em 4gua); pKa: potencial &cido; LDs dose letal mediana.

1: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/galantaminehydrobromide36827195304411?lang=pt&region=BR; 2: https://www.biocrick.com/Pseudolycorine-BCN5371.html; 3:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sanguinine; 4: https://www.chemicalbook.com/ProductList En.aspx?kwd=narciclasine.



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/galantaminehydrobromide36827195304411?lang=pt&region=BR
https://www.biocrick.com/Pseudolycorine-BCN5371.html
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sanguinine
https://www.chemicalbook.com/ProductList_En.aspx?kwd=narciclasine
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Figura 11. Sistema UPLC-QTOF-MSE utilizado no trabalho.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

3.6.2 Desenvolvimento do método cromatogréafico usando UPLC-QDA-SIM

As analises dos padrbes dos alcaloides (Tabela 3) e as solugbes dos extratos de
Amarillidaceae foram realizadas através de um sistema ACQUITY UPLC® (Waters Corp,
Milford, MA, USA), Figura 12. A separacdo foi efetuada em coluna BEH C18 (150 mm x 2,1
mm, tamanho de particula 1,7 pum) (Waters Crop, Milford, MA, USA). Os parametros finais
estabelecidos foram: temperatura da coluna a 40 °C, volume de injecdo de 5 pL e temperatura
da amostra de 20 °C. Utilizou-se uma combinacdo de solventes contendo 0,1% de &cido férmico
em agua (A) e 0,1% de &cido férmico em acetonitrila (B) com vazdo de 0,4 mL min?. O
gradiente estabelecido esta representado na Tabela 4.

Os espectros de massa foram adquiridos no modo positivo numa gama de massa
entre m/z 110 a m/z 1180. O método no modo SIM foi estabelecido utilizando: gas de
dessolvatacdo N2 (600 L/h), cone de extracdo 15 V e voltagem do capilar de 0,8 kV. As massas
[M + H]" e as janelas de tempo dos padrdes de alcaloides estao representadas na Tabela 3.
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Figura 12. Sistema UPLC-QDA utilizado no trabalho.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Tabela 4. Gradientes estabelecidos em UPLC-QTOF e UPLC-QDA: 0,1% de é&cido férmico
em agua (A) e 0,1% de &cido formico em acetonitrila (B).

UPLC-QTOF UPLC-QDA
Tempo %A %B Tempo %A %B
(min) (min)

0,00 98 2 0,00 98 2
15,00 5 95 5,00 67 33
15,01 0 100 5,01 0 100
17,00 0 100 7,00 0 100
17,01 98 2 7,01 98 2
21,01 98 2 10,31 98 2

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

3.7 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras foram preparadas solubilizando 2 mg em 600 pL de MeOD
(Cambridge Isotope Lab). As experiéncias de RMN foram realizadas em um espectrometro

Agilent de 600-MHz equipado com uma deteccdo inversa de 5 mm One Probe™ com z-



65

gradiente ativamente blindado. Os espectros de *H RMN foram adquiridos usando a sequéncia
de pulsos PRESAT para supressao de agua (6 4,75). Os dados foram obtidos em quintuplicatas,
usando as seguintes condi¢Ges quantitativas: pulsos calibrados a 90 °, 32 varreduras, 64 k de
pontos no dominio do tempo com uma janela espectral de 20,0 ppm, tempo de aquisicdo de
5,325 s, atraso de relaxamento de 20 s. O valor pré-fixado para o ganho do receptor foi
alcancado previamente pela comparagédo entre espectros usando a mesma relagdo sinal/ruido,
que foi usada para todas as aquisicdes. A temperatura foi controlada para 298 K. Os espectros
foram processados aplicando multiplicacdo exponencial dos FIDs por um fator de 0,3 Hz e
transformada de Fourier de 64 k pontos. A identificacdo dos alcaloides foi realizada por RMN
2D (g-COSY, ¢g-HSQC e g-HMBC), além de comparagdo com dados da literatura
(CARVALHO et al., 2015).

3.8 Otimizacdo do método de extracdo de alcaloides e preparo de amostra

Esta etapa teve como objetivo determinar a metodologia de extracdo e preparo de
amostra mais eficiente para os alcaloides de Amaryllidaceae de modo a maximizar a extragdo
dos mais variados alcaloides. As analises foram realizadas em UPLC-QDA-SIM.

O material botanico selecionado da colecdo da embrapa para as extracdes e preparo
de amostra foi Hippeastrum elegans (subsecdo 3.3.2) em virtude de conter galantamina e 0s
mais variados alcaloides do género. Para as analises comparativas foram monitorados 0s
alcaloides galantamina, sanguinina, narciclasina e pseudolicorina.

Neste estudo foram investigados trés métodos de extracdo, todos assistidos por
banho ultrassénico: microextracdo solido-liquido em banho ultrassénico (CHAGAS-PAULA
et al., 2015; SVINYAROQV, 2016; NEHME et al., 2008; SAMPAIO et al., 2016), particdo
liquido-liquido (GUO et al., 2016) e microextracdo solido-liquido seguido de extracdo em fase
solida (SPE) por mecanismo de troca catidnica, utilizando-se Bond Elut-SCX, 3 mL, 100 mg
(REINWALDT, 2017). Os experimentos foram realizados com cinco replicatas e ao final todas
as solucdes foram evaporadas sob presséo reduzida em rota-evaporador a 100 rpm e 40 °C. Os
extratos obtidos foram ressuspensos em 1 mL de metanol e filtrados através de uma membrana
de filtro de 0,22 um para serem alisados em UPLC-QDA-SIM. Os dados experimentais
relativos aos sinais das areas cromatograficas foram submetidos a analise de variancia de unico
fator (ANOVA) seguido do método de maltiplas comparag6es de Tukey, utilizando o software
PAleontological STatistics (Past)® versdo 3.20, de acordo com o nivel de confianca de cada
periodo (95%).
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3.8.1 Microextracao

A extracdo de alcaloides por microextracdo sélido-liquido assistida por ultrassom foi
adaptada de trabalhos da literatura (CHAGAS-PAULA et al., 2015; SVINYAROV, 2016;
NEHME et al., 2008; SAMPAIO et al., 2016). O material vegetal seco em p6 (100 mg) foi
inicialmente macerado com 4 mL de hexano por 20 min em um banho de ultrassom a
temperatura ambiente, depois foram adicionados 4 mL de uma solu¢do acida hidroalcodlica
(1% de H2SOs, 10% de &gua destilada e 89% metanol), e deixada por mais 20 min em banho
de ultrassom. Em seguida, a solucdo hidroalcodlica &cida (pH 2) foi recolhida e filtrada através
de uma membrana de filtro de 0,22 um antes das analises cromatograficas em UPLC-QDA-

SIM, de acordo com esquema mostrado na Figura 13.

Figura 13. llustracdo do processo de microextracao.

K]
Desengorduramento Extracao de Alcaloides

o
Hexano p.a. /g

/ 1‘5=5=5:E:5;

4
Aliquota para SPE

g
Solucéo 4cida
/ - b i

4

» |1 - -~
&
100 mg de 4 mL de 20 min em banho 4 mL de )
20 banh
amostra Hexano (p.a.) de ultrassom  MeOH:H,0:H,SO, doe eem'® Recolher 0,5 mL da
(89:10:1) Fragdo Acida

Fonte: Elaborada por Ana Sheila de Queiroz Souza (2019).

3.8.2 Particdo liquido-liquido

A extracdo dos alcaloides se deu por macera¢do em banho ultrassénico de cinco
replicatas realizadas com aliquota de 100 mg do bulbo seco em p6 de H. elegans. Inicialmente
adicionou-se 4 mL de n-hexano para remover lipidios e pigmentos da amostra. Apos 1 hora de
dissolucgdo, o solvente foi descartado e o material vegetal foi filtrado a vacuo e uma solucéo
alcalina de metanol (pH 8), preparada com hidroxido de sodio, foi adicionada e submetida
novamente a extracdo em ultrassom por 2h.

Logo depois a solu¢do metandlica basica foi filtrada a vacuo e sujeita as particbes
liquido-liquido. Inicialmente foi acrescentado 1 mL de &gua destilada a 4 ml da solugédo
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alcodlica basica e acidificada para pH 2 (H2SO4, 2%), sendo entdo particionada com 2 ml de
diclorometano (3x CH2Cl2). Em seguida, a solugdo hidroalcodlica foi alcalinizada para pH 9-
10 com NaOH e submetida novamente a particbes com 2 ml de diclorometano (3x CH2Cl2). A
solucéo orgénica foi tratada com Na>SO4 (anidro) e evaporada sob pressdo reduzida em rota-
evaporador a 100 rpm e 40 °C e ressuspensas em 1 mL de metanol e filtrada através de uma
membrana de filtro de 0,22 um antes das analises cromatogréaficas em UPLC-QDA-SIM, como
demonstrado na Figura 14 (GUO et al., 2016).



Fig

ura 14. Extracdo em ultrassom e preparo de amostra por particdo liquido-liquido.
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Fonte: Elaborada por Ana Sheila de Queiroz Souza (2019).
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3.8.3 Microextracao sélido-liquido seguida de extragdo em fase sélida (SPE)

Uma aliquota de 0,5 mL da solucdo extratora &cida hidroalcodlica (1% de H2SOa,
10% de agua destilada e 89% metanol), proveniente da microextracdo (subsecdo 3.7.1), foi
aplicada em cartuchos para extracdo em fase sélida (solid phase extraction - SPE) por
mecanismo de troca catiénica (Agilent, Bond Elut - SCX, 3 ml, 100 mg). O método foi adaptado
da literatura (REINWALDT, 2017) e teve como finalidade obter uma fracao rica em compostos
catidnicos, preferencialmente alcaloides. O cartucho inicialmente foi condicionado com 2 mL
de metanol e 2 mL de solugéo aquosa acida (H2SO4 0,05 M) e logo apds introducéo da amostra
foi realizado o clean-up com 2 mL de agua destilada e 2 mL de metanol para eluicdo dos
compostos ndo basicos. Os 4 mL de eluato proveniente do clean-up foi coletado para o
monitoramento do alcaloide narciclasina, que diferentemente dos outros alcaloides, ndo é um
metabolito basico, por possuir um nitrogénio de amida (KORNIENKO et al., 2008). A eluicdo
dos alcaloides foi realizada por aplicacdo de 4 x 2 mL de uma solucéo basica NH4OH/metanol
(25/75 viv). Todas as elui¢cdes foram realizadas sob pressdo reduzida a um fluxo de 1mL/min.
Tanto as solugcbes do clean-up (4 mL agua/metanol, 1/1) quanto as solugdes da eluicdo dos
alcaloides (8 mL NHsOH/metanol, 25/75, v/v) foram filtradas através de uma membrana de

filtro de 0,22 pum antes das analises cromatogréficas.

3.9. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacéo de alcaloides em

bulbos de Amaryllidaceae

3.9.1 Preparacdo de padrdes analiticos

Inicialmente, visando a obtencdo de soluc¢des analiticas estoque dos alcaloides
galantamina, sanguinina, pseudolicorina, narciclasina foram preparadas solugdes de 100 ug
mL* de cada alcaloide (10 mL), considerando a pureza dos padrdes solidos. A massa do padréo
solido pesado foi dissolvida em acetonitrila e as solucbes estoque foram armazenadas em
frascos com tampa rosqueada e conservados em ultra-freezer a - 80 °C.

A partir das solucdes-estoque, foi preparada uma mistura composta de todos
alcaloides (10 mL), de modo que a concentracio de cada analito fosse 10 pg mL™. Essa solucéo
padrdo foi utilizada para a preparacéo das solucOes de trabalho empregadas para a curva de

calibracéo.
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3.9.2 Curvas analiticas

As curvas analiticas dos alcaloides galantamina, sanguinina, pseudolicorina e
narciclasina foram construidas por meio de padronizagdo externa usando metanol como
solvente. Os niveis de concentragdo que compdem as curvas analiticas foram preparados a partir
da solugdo com mistura de 10 pg mL™ de cada lacaloide, onde foi preparado solugdes padréo
nas concentragdes: 50, 75, 100, 150, 200, 250, 500, 1000 e 1250 ng mL™. As éareas dos picos
cromatograficos referentes aos ions foram usadas para os célculos de quantificacdo. Cada
solucdo padrdo individual foi injetada trés vezes durante dois dias no sistema cromatografico

sob as condicdes descritas na subsegéo 3.6.2.

3.9.3 Validacgao do método

O protocolo de validacéo foi estabelecido de acordo com o método recomendado pela
International Conference Harmonization (ICH) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (ANVISA, 2018;
SCHILLER et al.,, 1998; ICH, 2015). Foram avaliadas as seguintes figuras de mérito:
seletividade, linearidade, recuperacdo, preciséo inter e intradia, limites de deteccdo (LD) e

quantificacdo (LQ).

3.9.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da analise de amostras em branco e amostras
fortificadas com solugcGes padrdo de galantamina, pseudolicorina, sanguinina e narciclasina
com o auxilio do detector espectrometro de massas (EM). Foi executada a avaliacdo da “pureza”
dos picos cromatograficos relativos a cada um dos alcaldides, avaliando também a possivel

coeluicdo de componentes da matriz com os analitos de interesse.

3.9.3.2 Linearidade

O processo de validagdo da curva de calibragdo foi iniciado com o teste estatistico da

falta de ajuste, avaliando a homocedasticidade dos dados pelo Teste de Hartley e analisando
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cuidadosamente os residuos deixados pelo modelo. Com o modelo ajustado, é realizado teste F
de significancia da regressdo linear. O teste T de Student foi aplicado visando avaliar a

significancia estatistica dos coeficientes angular e linear da equacdo da reta obtida (ICH, 2015).

3.9.3.3 Andlise estatistica

Antes de analisar os parametros de regressdo linear, as curvas foram avaliadas em
termos de homocedasticidade dos dados, levando em consideracéo o teste F de Hartley (FHart)
e o gréfico dos residuos, considerando a hipdtese nula (Ho) em que as variancias sejam todas
iguais. Os valores do Fnart foram obtidas pela seguinte equacdo (SKOOG et al., 2014;
PIMENTEL et al., 1995):

SZ
Faare = Srznéx ' )
min

em que SZ,q, € SZ;, € a maior e menor variancia dos dados de calibragdo, respectivamente.
Para que seus valores numéricos nao sejam significativamente diferentes, o valor de Fnart deve
ser menor que o valor critico correspondente ao grau de liberdade da regressdo ao nivel de
confianca conhecido. Os valores criticos foram obtidos de valores tabelados, com nivel de
confianca de 95 % para n - 1 graus de liberdade em seis grupos, indicando que os residuos da
regressdo sdo homocedasticos. Nas situaces em que 0s erros apresentarem desvios
sistematicos, um modelo linear de calibracdo sera considerado inadequado, e entdo, um modelo
ndo linear devera ser avaliado (JAMES, 2018).

Tao importante quanto fazer o teste F de Hartley € examinar os residuos deixados pelo
modelo. Num modelo ajustado, a funcdo distribuicdo de probabilidade dos residuos deve se
aproximar de uma distribuicdo normal. Os residuos foram calculados pela seguinte equacéo:

R = Sexp - Sint, (2)
que é a diferenga entre o desvio padréo dos dados experimentais (Sexp) € 0 desvio padréo dos
dados interpolados (Sint) do modelo de regressdo. Os dados dos residuos foram apresentados
em relacdo as concentracfes das curvas analiticas (DA SILVA et al., 2015; JAMES, 2018;
NETO et al., 2010).

3.9.3.4 Teste da significancia estatistica da regressao linear

Com um modelo ajustado, a analise da varidncia € aplicada para testar a

significancia estatistica da equacdo de regressao linear. Para que seja comprovada a correlacdo
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entre x e y (comprovagdo fundamental para a linearidade), € necessario demonstrar que a
variacdo devida a regressdo (modelo) é suficientemente maior que o erro (residuos). Uma boa
maneira de avaliar isso foi comparando a variancia média da soma quadratica explicada no
modelo (QMReg) pela a média da soma quadratica do residuo (QMRes) expressa no seguinte

teste F (F(calculado)) da significancia do modelo linear:

2y -9
-1 __ QMReg
& - ] (3)

oy 2
S 0= ) QMRes
n-—p

F(calculado) =

em que yi € um valor individual de y obtido experimentalmente em um determinado ponto (i-
ésimo ponto), y é a média aritmética dos valores de y no centroide, y é um valor individual de
y calculado pelo modelo (equacdo) em um determinado ponto (i-ésimo ponto), n € o nimero
total de pontos e p é o nimero de parametros do modelo. Quanto maior for QMReg em relacédo
a QMRes, menor o erro do modelo.

Para o teste F dado pela Equacdo (3), o valor critico (F(critico)) tem distribuicdo de
probabilidade F de Snedecor com 1 grau de liberdade no numerador e n - 2 graus de liberdade
no denominador ao nivel de significancia de 5%. Se o0 valor do F(calculado) for maior que 0 Fcritico),
a hipotese nula (Ho), em que o coeficiente angular é nulo (b = 0), serd rejeitada. Ent&o,
assumiremos que y efetivamente varia em funcdo de x e que o modelo pode ser considerado
linear pelo método dos minimos quadrados ordindrios (ANVISA, 2018; PIMENTEL;
BARROS, 1995; SCHILLER; JENA; CURRIET, 1998). O coeficiente angular b foi calculado
pela seguinte equacdo:

p = 2 (=D i-)]
=, (xi—%)2]

(4)
em que x é a média aritmética dos valores de x.

A avaliacdo da significancia dos parametros estatisticos (coeficiente angular (b) e linear
(a)) nas curvas analiticas foi realizada mediante uso do teste t de Student. De modo que para
que o parametro seja estatisticamente significativo, a razdo entre o valor do parametro e o desvio
deve ser maior que o valor tabelado para o t de Student, como calculado pelas seguintes
equacoes (LIGIERO, 2009):

tcalculado =2, (5)
Sa

b, (6)

tcalculado = —
Sp

em que a é o coeficiente linear e b coeficiente angular.
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3.9.3.5 Precisao e exatidao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade, pela analise de trés
concentragbes da mistura de padroes 100 ng mL™* (nivel mais baixo), 500 ng mL™? (nivel
intermediario) e 1000 ng.mL™ (nivel mais alto) em medidas sucessivas (cinco vezes) sob as
mesmas condic¢des, assim como 0s desvios padrdo da repetibilidade (r). Os coeficientes de
variagdo (CV) para cada analito foram calculados de acordo com as equagdes (ICH, 2015):

X (x-%)?
= e

(7)
e
CV (%) = dy” 1100 ®)

em que Xi é o valor para cada concentracdo em cada replicata ao nivel de concentracéo i, X sdo
valores médios de concentracdo em um dado nivel i, n é o nimero replicado em cada nivel e dp
é 0 desvio padréo de repetibilidade. As condicdes de repetitividade e o coeficiente de variagcdo
devem ser inferiores a dois tercos dos valores de acordo com o intervalo de concentracéo.

A exatiddo do método foi analisada pelo método dos ensaios de recuperacao utilizando
uma matriz botanica de Hippeastrum isenta do alcaloide galantamina. Os alcaloides
galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina foram adicionados em trés niveis de
concentragdes: baixa, 100 ng mL™ (10° %); média, 500 ng mL* (5.107° %) e alta, 1000 ng mL"
1 (10" %) em cinco replicatas independentes. Os valores de recuperacio média (R%) para estas
concentracOes devem estar dentro dos critérios de aceitacdo de 80 a 110 R% (ANVISA, 2018).
A recuperagao é calculada pela Equagdo (GONZALEZ et al., 2007):

Recuperacio (R%) = (Cl_cz) x 100 )

C3
em que C; € a concentragdo do analito na amostra fortificada, C> concentracdo do analito na
amostra ndo fortificada e Cz concentragdo do analito adicionado & amostra fortificada. A

precisao foi avaliada testando a repetibilidade da recuperacéo e precisdo intermediaria atraves
de calculos de coeficientes de variagdo (CV) (DA SILVA et al., 2015).

3.9.3.6 Limite de detec¢do e quantificacao

O limite de detecgdo (LD) foi estabelecido inicialmente por dilui¢des sucessivas até o

menor nivel detectdvel, que resultou na relagdo sinal/ruido (S/N) de 3:1. O limite de
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quantificacdo (LQ) foi estabelecido também por diluigdes sucessivas até o menor nivel
determinével com precisdo e exatidao aceitaveis, relagdo sinal/ruido 10:1 (ICH, 2015).

3.10 Estudo dos teores de galantamina, sanguinina, pseudolicorina, narciclasina e
avaliacdo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase por extratos de Hippeastrum
elegans em diferentes épocas de colheita.

3.10.1 Extracao e quantificacdo dos alcaloides

Para a extracdo dos alcaloides (aliquotas de 100 mg dos bulbos moidos) de cada
tratamento, em cinco replicatas (R1-s,p1-4), Figura 15, foram submetidas a microextracéo seguida
por extracdo em fase solida (SPE — 100 mg) de troca catibnica, Bond Elut SCX, Agilent,
(subsecéo 3.7.3). A solucéo rica em alcaloides (8 mL, NH4OH/metanol, 25/75 v/v) provenientes
da SPE foi quantificada em UPLC-QDA-SIM e expresso em ng alcaloide/g bulbo seco
(subsecdo 3.6.2).

Para obter a massa final de extrato para analise em UPLC-QTOF-MSE e testes da
atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase como serd mostrado na subsecdo 3.10, as
cinco replicatas dos seis tratamentos (T1-6: R1-s, p1-4) foram reunidas de forma a obter um extrato
representativo das diferentes épocas de colheita da planta (T1-s), como representado na Figura

15, e evaporadas sob pressao reduzida em rota-evaporador a 100 rpm e 40° C.
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Figura 15. Fluxograma com a disposi¢éo dos tratamentos (T1.6) replicatas (R1-s e P1.4) € amostra
composta (R1-5, p1-2).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

3.10.2 Analise estatistica dos teores de alcaloides nas diferentes épocas de colheita de

Hippeastrum elegans

O software PAleontological STatistics (Past)®, versio 3.2, foi utilizado para analise
estatistica. Os dados foram ajustados por regressdo polinomial para analisar 0 comportamento
das variaveis ao longo do ciclo da cultura. Os dados agrondémicos foram submetidos a analise
de variancia de unico fator (ANOVA), com o objetivo de avaliar o efeito da variedade nos
principais pardmetros biométricos e produtivos, seguido do método de multiplas comparagdes

de Tukey, ajustando o nivel de confianga de cada periodo (5%).
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3.11 Testes de Inibicdo de Acetilcolinesterase por extratos de alcaloides de plantas da
familia Amaryllidaceae

Os testes de inibicdo da acetilcolinesterase para extratos de H. elegans (experimento
agrondmico) e da Colecdo de Amaryllidaceae foram realizados pela Profa. Geanne Matos de
Andrade no Departamento de Fisiologia e Farmacologia (Universidade Federal do Ceard). Os
dados foram comparados utilizando a metade da concentracdo inibitéria maxima (ICsp) e
realizando andlise de variancia (ANOVA) seguido por comparagdes maltiplas entre pares pelo

teste de Tukey, considerando significativos valores de P < 0,05.

3.11.1 Ensaios in vitro

Os extratos de alcaloides testados corresponderam as fragcdes eluidas com solucdo
basica NH4sOH/metanol (25/75 v/v) no procedimento de SPE de troca catibnica (subsecéo
3.7.3), reunidas em triplicata.

A atividade inibitdria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi determinada através
de método colorimétrico segundo Ellman et al (1961), utilizando-se leitora Elisa BIOTEK ELX
800, software “Gen5 V2.04.11” e placas de 96 pocgos de fundo chato. Foram utilizadas as
seguintes solucdes por poco: 25 pL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM), 125 pL de 5,5°-
ditiobis-[2-nitrobenzoico] na solucdo Tris/HCI (50 nM, pH =8, com 0,1 M de NaCl e 0,02 M
de MgClz .6H20. (3 mM, DTNB ou reagente de Ellman), 50 pL da solugdo Tris/HCI (50 nM,
pH = 8, com 0,1% de albumina sérica bovina - BSA), 25 uL da amostra de extrato dissolvida
em acetato de etila e diluida 10 vezes na solucéo Tris/HCI (50 mM, pH = 8) para obter uma
concentracdo final de 0,2 mg.mL™.

A absorbéancia foi medida a 405 nm durante 30 segundos. Em seguida, foram
adicionados 25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,25 U mL™) e a absorbéncia foi aferida por
minuto até o total de 25 min de incubacdo da enzima. Como branco foram utilizadas todas as
solugdes, excetuando-se a amostra.

As diluicOes das amostras e dos padrdes foram obtidas a partir da solugédo mée na
concentracdo de 20 mg/mL.: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 € 0,78 pug/mL.

A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada por meio da

comparacao entre as velocidades de reacdo (hidrolise do substrato) das amostras em relagdo ao
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branco (considerada atividade total da AChE, 100%). Os padrdes utilizados para controle foram
a fisostigmina e galantamina.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Apos normalizacdo dos dados,
foi realizado teste de curva de regressdao nao linear pelo software estatistico GraphPad Prism
v5.01. Os resultados foram analisados pela metade da concentracdo inibitdria maxima (ICso) da
AChE passou por anélise de variancia (ANOVA) seguida por comparacdo multipla entre pares
pelo teste de Tukey.

3.11.2 Ensaios ex vivo

A atividade acetilcolinesterasica foi determinada segundo Ellman et al (1961). Esse
método se baseia na medida da velocidade de producdo de tiocolina, a qual é gerada na
proporcéao que a acetiltiocolina (ACT]I), utilizada como substrato, é hidrolisada (vide equactes

abaixo). A coloracdo é medida em 405 nm, através de um espectrofotémetro.

Acetiltiocolina g tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato — acido 5-tio-2-nitrobenzdico (anion)
(composto amarelo)

A atividade enzimatica foi medida através da leitura da variacdo da absorbancia por
minuto, durante 5 min. A atividade especifica foi expressa em micromol de ACT]I hidrolisados
por miligrama de proteina por minuto (micromol/mg de proteina/min).

Os tecidos cerebrais (cortex) foram homogeneizados em tampéo fosfato pH 7,4. A
concentracdo de proteinas foi determinada pelo método Bradford, usando como padrédo o BSA
(bovine serum albumin), a concentracdo foi ajustada para 2 mg/mL de proteinas totais. Em uma
microplaca de 96 pocos foi adicionado 33,4 pL de homogenato (2 mg/mL), 66,7uL de &cido
ditiobisnitrobenzéico (DTNB) 0,75 mM, 66,7 uL dos extratos em diferentes concentracdes 2
mg/mL a 0,031 mg/mL. A mistura foi incubada a 25 C por 30 min.

Em seguida, a absorbancia foi registrada a 405 nm por 1 min e logos ap6s 33,4 uL
de iodeto de acetiotiocolina (ACTI) 9 mM foi adicionado, e absorbancia foi registrada
novamente a 405 nm por 5 min. A atividade da enzima foi calculada com as modificacdes na
absorbancia durante os 5 minutos, relativo ao conteido de proteina contido no homogenato
(KHALIL; ABASS, 2017). Foram feitos dois controles: o primeiro o branco com DTNB +
homogenato + substrato + tampdo fosfato (controle positivo) e o segundo com DTNB +

homogenato+ galantamina + substrato (controle negativo), como descrito na equagao abaixo.
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Atividade da AchE = (A D.O. x Micromol x Tamanho da reacdo ml)

(Min. x 13,6 x Tamanho da amostra ml x peso do tecido g)

= Micromol / g de  (10)
proteina/ min

3.12 Identificacdo dos alcaloides de Hippeastrum elegans

Os dados gerados pelas analises em UPLC-QTOF-MSE foram processados através
do software MassLynx 4.1. A comparacdo de todos 0s picos no cromatograma de massas foi
realizada considerando uma variagao de + 0,05 min para o tempo de retencédo e + 0,05 Da para
a massa exata. Todas as possiveis formulas moleculares foram extraidas (elementos C, H, O,
N) com tolerdncia de 10 ppm, usando a ferramenta Elemental Composition. A férmula
molecular extraida foi corrigida retirando-se um hidrogénio (em modo positivo) para posterior

pesquisa na literatura. O erro em ppm € calculado pela seguinte relacao:

(massa observada - massa calculada) 10°
X

Erro (ppm)= (10)

massa observada

3.13 Analise multivariada

Para determinar o0s possiveis biomarcadores responsaveis pela atividade
anticolinesterase, foi desenvolvida uma modelagem de regressao multivariada por PLS (Partial
Least Squares) para correlacionar as impressdes digitais metabdlicas dos conjuntos de dados
UPLC-ESI-QTOF-MS e RMN de H em bulbos de H. elegans com suas atividades
anticolinesterasicas dos ensaios in vitro e ex vivo (ARRUDA et al., 2018). O algoritmo SIMPLS
(Simplified PLS) foi aplicado para construir o modelo da atividade anticolinesterase, e 0 nimero
de variaveis latentes (LV) foi selecionado de acordo com o perfil de diminuigéo da variancia
capturada (%), pardmetros estatisticos como erro médio de raiz quadrada de calibracdo
(RMSEC), erro médio quadratico de raiz de validacdo cruzada (RMSECV) e respectivos
coeficientes de correlagdo de Pearson ao quadrado (r?). A validagdo cruzada (CV) foi aplicada
ao metodo para avaliar o desempenho da modelagem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo do método de extracao

4.1.1 Selecao do método de extragdo para alcaloides de Amaryllidaceae

No preparo da amostra, foram avaliados trés procedimentos de extracéo: (1) particao
liquido-liquido &cido-base (1) extracdo solido-liquido e (111) extracdo solido-liquido seguida de
extracdo em fase solida. Este ultimo foi escolhido em virtude de ter resultado em extratos com
maiores teores de alcaloides (com base em suas areas de pico Figura 16) e menos compostos
interferentes, como pode ser observado em seus cromatogramas UPLC-QDA (Figura 17).

De fato, as amostras limpas pela SPE permitem analises mais reprodutiveis e menos
suscetiveis ao efeito da matriz, além de prolongar a vida atil do sistema cromatogréfico
(CHAMBERS et al., 2007). Os cartuchos de troca catidnica da SPE rettm moléculas
seletivamente carregadas positivamente do alcaloide devido a ionizacdo de seu nitrogénio
basico em meio &cido. Essa estratégia parece ser particularmente Gtil quando os alcaloides de
interesse ndo sao abundantes ou a disponibilidade de material vegetal é limitada (DA SILVA
etal., 2017). Os dados da ANOVA e do testes de Tukey encontram-se no Apéndice A e B.

Figura 16. Areas de picos de alcaldides extraidos dos bulbos de Hippeastrum elegans
usando trés métodos de extracéo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 17. Cromatogramas no modo SIM dos alcaloides galantamina, sanguinina,
pseudolicorina e narciclasina para os trés métodos de extracdo: microextracdo sélido-liquido
(MESL), microextracdo sélido-liquido seguido de extracdo em fase sélida (MESL/SPE) e
extracao liquido-liquido (ELL).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.2 Validacdo do método de quantificacdo por UPLC-QDA

O presente estudo explorou a viabilidade de usar a técnica UPLC-QDA no modo
SIM para quantificar os alcaloides galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina
simultaneamente. Inicialmente, a separacdo cromatografica dos alcaloides foi otimizada para
obter uma separacdo total, sensibilidade e a boa resolucéo de picos, verificando-se a influéncia
da temperatura da coluna (30, 40 e 50°C), do volume de inje¢do (2 uL e 5 pL) e da temperatura
da amostra (10 e 20°C). A temperatura da amostra e o volume de injecdo ndo afetaram a resposta
cromatografica. Por outro lado, a temperatura da coluna mostrou um efeito deletério. As
corridas a 30 ° C foram mais longas, enquanto as a 50 ° C resultaram em picos reduzidos,
provavelmente devido a degradacdo térmica. Assim, considerando as condi¢fes mais
favoraveis, o melhor resultado foi alcangado por um tempo de corridas de 10,5 min, injetando

2 uL de amostra a 20 ° C na coluna mantida a 40 ° C.
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4.2.1 Seletividade e efeito matriz

A seletividade do método pbde ser evidenciada através dos cromatogramas da
mistura de padr&es de alcaloides e amostras de extratos de espécies de Amaryllidaceae, os quais
exibiram picos bem resolvidos para os ions de m/z pré-selecionados em seus respectivos
intervalos de tempo (Figura 18).

O valor calculado para o efeito matriz foi de 13,1%. De acordo com a literatura,
valores inferiores a 20% revelam que o efeito da matriz néo é significativo (CHOI et al., 2015).
Esse resultado pode ser pelo menos em parte atribuido ao alto fator de diluicdo da amostra (100

vezes). Portanto, 0 comportamento do analito na matriz da planta foi similar ao dele no solvente.

Figura 18. Cromatogramas de UPLC-SIM-MS dos padrdes de alcaldides e amostras exibidas
de acordo com seus respectivos ions quantitativos (m/z e intervalo de tempo): (A) Habranthus
cf. irwinianus Ravena; (B) Hymenocallis littoralis (Jacq.) Salisb.; (C) Griffinia nocturna
Ravenna e (D) Hippeastrum elegans.
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Fonte Elaborada pelo autor (2019)
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4.2.2 Linearidade

A boa linearidade foi determinada pelos coeficientes de correlacdo (R) das quatro
curvas de calibracdo (R > 0,9968) e endossada pelos testes F de Hartley, bem como
homocedasticidade. O teste F de Hartley revelou que ndo ha evidéncia de falta de ajuste dos
modelos lineares, dados 0s baixos valores de Fcaiculado Versus Feritico (Fealculado < Feritico) (Tabela
5). Além disso, em um modelo bem ajustado, os residuos devem exibir uma distribuicdo normal
na qual os residuos variam independentemente da concentracdo. Assim, uma distribuicdo
aleatoria dos residuos, onde sua varidncia pode ser considerada constante, indica a
homocedasticidade do modelo (MILLER et al., 2018). A partir da analise dos graficos residuais
(Figura 19), verificou-se o comportamento aleatério dos residuos ao redor do eixo de
concentracdo. Além disso, foram estimados os erros dos parametros de calibracdo, intervalos
de confianca e previsdes das equacOes de regressao. A indicacdo de uma relacéo linear entre as
variaveis x ey foi altamente significativa para todos os alcaloides, dado o alto valor de Fcaiculado.
Como assumimos que os erros sdo distribuidos normalmente, a distribuicdo de Student pode
ser usada para testar a significancia do valor estimado para o coeficiente angular e a
interceptacdo. A analise estatistica para os parametros das curvas analiticas (Tabela 5)
revelaram que todas as inclinacbes séo significativas (Tcaiculado < Ttabulado) € Nenhuma das

intercepcOes apresenta significancia estatistica (Tcaiculado < Ttabulado) (MILLER et al, 2018).

Figura 19. Graficos de residuo das curvas de calibracdo de galantamina, pseudolicorina,
sanguinina e narciclasina ao longo dos eixos das concentragdes.

Galantamina Pseudolicorina

Sanguinina Narciclasina

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Tabela 5. Dados estatisticos dos quatro alcaloides quanto, as curvas de calibracdo, coeficientes de correlacdo (r), linearidade, Tcaiculado €M relacéo
ao coeficiente angular (b) e linear (a) para Tcaculado 0,68; F de significancia da regressdo linear e Ferit da distribuicdo Snedecor para 1 grau de
liberdade (GI) no numerador e n - 2 graus de liberdade no denominador, teste F de Hartley (Fnart) € 0 valor tabelado de Hartley (Ftap), todos os
testes foram realizados ao nivel de significancia de 5%.

Alcal6ides Curva de calibragao r linearidade Tcalculado F Ferit Fhrart Ftab
(ng mL+)
b a

Galantamina y =399,6x + 16977 0,9986 50-1000 79,7 12,2 13911,0 4,17 0,36 2,91 (Gl =33)
(G1=33)

Sanguinina y =52,967x-90,16 0,9987 100-1250 548 16,6 9230,7 4,17 0,01 291 (Gl =33)
(G1=33)

Pseudolicorina  y =62,037x + 1012,1 0,9978 75-1000 243 175 5383,1 4,35 0,09 3,76 (Gl =27)
(Gl =27)

Narciclasina y =1,13x + 39,823 0,9968 350-1250 219 105 2407,8 4,17 0,18 2,91 (Gl =33)
(Gl =33)

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Tabela 6. Porcentagem de recuperacdo média (R%) juntamente com limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) do método UPLC-MS para
quantificacdo dos quatro alcaloides (n =5).
Alcaloides 100 ng/mL 500 ng/mL 1000 ng/mL Media de

LD LQ

(105%) (5.10° %) (10 %) R% (ng/mL) (ng/mL)
Galantamina 92,3 96,1 100,5 96,2 5 20
Pseudolicorina 84,5 86,2 91,6 87,5 25 80
Sanguinina 89,7 90,3 92,1 90,3 27 90
Narciclasina 62,1 73,0 76,3 70,5 100 350

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Tabela 7. Coeficientes de variacdo (CV%) para precisao intradia e interdia do método UPLC-MS para quantificacdo dos quatro alcaloides (n = 5).

Alcaloide Precisdo intradia e interdia, CV %

100 ng/mL 500 ng/mL 1000 ng/mL Média CV %
Galantamina 2,1;55 14;71 0,3;4,4 1,3;5,7
Pseudolicorina 16,0; 11,7 4,4; 4.7 5,0; 4,6 8,4;,7,0
Sanguinina 7,1; 10,2 3,6; 8,0 1,2;6,0 4,0;8,1
Narciclasina 8,7; 18,9 3,9;8,1 11,0; 11,7 7,9, 12,9

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).



85

4.2.3 Exatidao e precisdo

O método mostrou-se confiavel e reprodutivel com base nos resultados obtidos para
recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria, expressos em porcentagem (R%) e
coeficientes de variacdo (CV%), Tabela 6 e 7. Todos os resultados estavam dentro dos limites
aceitaveis de recuperacdo (87,5- 96,2%), exceto a narciclasina (70,5%). Da mesma forma, todos
os valores médios para precisdo intradia (1,3-8,4%) e interdias foram satisfatorios (5,7-8,1%)
nos trés niveis de concentracdo (n = 5), no entanto a narciclasina apresentou uma precisdo
interdia baixa (12,9%) (ICH, 2015), pois a narciclasina pode estar relacionada a sua baixa

retencdo no cartucho SPE, que varia de acordo com o pH.

4.2.4 Limites de deteccdo e quantificacao

O método UPLC-MS proposto mostrou-se altamente sensivel, principalmente pelo
uso do modo SIM. Os resultados para LD e LQ variaram de 5-100 e 20-350 ng mL™,
respectivamente, como pode ser visto na Tabela 6. Os menores LD e LQ foram alcancados para
galantamina, 5 e 20 ng mL™, respectivamente. Até onde sabemos, 0 método LC mais sensivel
para galantamina em materiais vegetais tinha um LQ de 37 ng mL* usando um DAD como
detector e demorando 45 minutos para quantificar dois alcaloides (EMIR; ONUR, 2016).
Mroczek (2009) desenvolveram um método HPLC-ESI-MS para trés alcaloides, entre eles a
galantamina, cujo LD era de 1210 ng mL-. Katoch et al (2012) desenvolveram um método
UPLC-DAD para quantificar quatro alcal6ides de Zephyranthes grandifolia em 8 min, porém
foi quase 300 vezes menos sensivel que o nosso. Além disso, Gotti et al (2006) quantificaram
quatro alcaloides por GC-MS em 30 min, obtendo um LQ de 6150 ng mL ™. Além das vantagens
mencionadas, nosso método UPLC-MS é o primeiro relatado para quantificacdo simultanea de

galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina.
4.3 Estudo quimico e atividade anticolinesterasica dos extratos de Hippeastrum elegans
em diferentes épocas de colheita

4.3.1 Quantificacao dos teores de alcaloides nos bulbos de H. elegans em diferentes épocas

de colheita
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Os quatro alcaloides galantamina, pseudolicorina, sanguinina e narciclasina foram
quantificados por UPLC-ESI-SIM-MS (teor, pg/g bulbo seco) nas seis épocas de colheita e seus
dados analisados por ANOVA seguido do teste de Tukey. A Figura 20 mostra que o teor de
galantamina atingiu um valor maximo em 330 dias (59,7 pg/g), apos o qual caiu, mas aumentou
imediatamente. Da mesma forma, essa tendéncia foi observada para sanguinina e
pseudolicorina. Por outro lado, a narciclasina permaneceu estavel até 390 dias, depois houve

um intenso declinio em sua concentragéao.

Figura 20. Teores de alcaloides (ug de alcaloide por grama de bulbo) em épocas de colheita em
dias para galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Em relacdo a quantidade de alcaloides estimada pela massa total de bulbos (n = 5)
para cada estacdo de colheita (Figura 21), todos 0os compostos apresentaram um aumento ao
longo do plantio, resultante do crescimento dos bulbos, conforme descrito anteriormente para
este experimento, em termos agrondmicos, por meio da medida de sua umidade, biomassa seca
e fresca e diametro (PEREIRA, 2018). No entanto, a narciclasina exibiu uma queda repentina
no final do ciclo como resposta a acentuada diminuicdo na producdo desse metabolito,

conforme mencionado acima. Uma Tabela com os dados da ANOVA encontra-se no Apéndice
C.
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Figura 21. Teor total de alcaloide (mg) em dias de cultivo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

H. elegans demonstrou ser uma espécie rica em narciclasina (768-2.749 ug/g) e
pseudolicorina (1.143-1.659 pg/g), além de concentragdes razoaveis de sanguinina (88,8-194
ug/g). Anteriormente, nosso grupo de pesquisa relatou que apenas Griffinia nocturna entre as
quatro espécies brasileiras de Amaryllidaceae continha maiores niveis para um desses quatro
alcaloides quantificados em comparacdo com H. elegans: galantamina (79,2 pg/g). Katoch e
Sharma (2019) encontraram menor contetido de pseudolicorina (768,5 pg/g) e narciclasina
(71,23 pg/g) em bulbos de Narcissus tazetta. Nos bulbos de Lycoris radiata cultivadas na
China, o conteudo de pseudolicorina era de 15 pg / g (DENG et al., 2011). Khonakdari et al.
(2017) avaliaram os bulbos de N. tazetta e Galanthus nivalis coletadas em diferentes regides
do Ird e encontraram niveis de galantamina entre 30 e 360 pg/g.

De acordo com CHERKASOV e TOLKACHEV (2002), para a exploragdo
comercial de galantamina, € desejavel que a planta tenha grande teor e biomassa. No entanto,
um alto nivel de galantamina nem sempre € acompanhado por uma grande biomassa. Por
exemplo, Galanthus woronowii possui alto teor de galantamina (0,10 - 0,9% em bulbos e 0,05
- 0,70% em folhas), porém néo foi explorado economicamente devido a baixa biomassa e seu
dificil cultivo (CHERKASOV; TOLKACHEV, 2002; BERKOV et al., 2009). Da mesma
forma, embora algumas cultivares de Narcissus pseudonarcissus apresentem maiores teores de

galantamina, a cv. 'Carlton' tem sido a principal fonte comercial para a produgdo desse
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fitofarmaco por causa de seu maior tamanho de bulbo (4-5 cm de diametro) e alto teor de
galantamina (0,10-0,13%) (BERKOQV et al., 2009; TORRAS-CLAVERIA et al., 2013).

Nesse sentido, uma vez que H. elegans é uma planta robusta com bulbos grandes
atingindo circunferéncia maior que 16 cm e 21 cm apds 330 e 450 dias, respectivamente
(PEREIRA et al., 2018), pode ser uma espécie tropical promissora para exploragdo comercial
de galantamina e outros alcaloides bioativos, como pseudolicorina e narciclasina (agentes
antineoplasicos) (CARVALHO et al.,, 2015; DENG et al., 2011; LUBBE et al., 2013).
Sanguinina também pode servir de substrato para a semi-sintese de galantamina, aumentando

assim a viabilidade econdmica dessa fonte (BERKOQOV et al., 2009).

4.3.2 Analise do perfil quimico de alcaloides em Hippeastrum elegans

Seguindo a metodologia de extracdo descrita na subsecdo 3.7.3, foi possivel obter
0s extratos metanolicos das amostras de bulbos de Hippeastrum elegans e posteriormente 0s
extratos foram analisados pela técnica UPLC-QTOF-MSE seguindo os pardmetros descritos na
subsecdo 3.6.1, de modo que, observado os dados referentes a0 modo positivo de ionizagdo
ESI™, foi possivel tragar o perfil quimico de alcaloides nas amostras.

A cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), acoplada ao espectrémetro
de massa com fonte de ionizacé&o por electrospray e analisadores quadrupolo/tempo de voo, foi
de grande relevancia para o desenvolvimento do trabalho, visto a capacidade de analisar
pequenas quantidades de amostra e em baixos niveis de concentracdo, em corridas curtas com
20 minutos e obtencdo de espectros em alta resolu¢do com exatiddo de massas de m/z com 4
casas decimais. A combinagdo do UPLC com a espectrometria de massa (QTOF-MSE), foi um
fator essencial na identificacdo dos alcaloides extraidos.

A identificagdo desses alcaloides foi determinada da literatura com o auxilio de
bases de dados disponiveis na internet, tais como: KNApSAcK, PubChem, ChemSpider e
Scifinder. Além disso, foram realizadas buscas de artigos referentes a familia Amaryllidaceae,

ao género Hippeastrum e a espécie H. elegans para comparacao.
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4.3.2.1 ldentificacao dos alcaloides

O perfil quimico dos bulbos de Hippeastrum elegans foi estabelecido mediante a
analise dos cromatogramas do modo positivo (ESI¥), tal como ilustrado na Figura 22, em
conjunto com os cromatogramas foram analisados os espectros de massa. Para facilitar a
posterior manipulacdo dos dados, os picos exibidos no cromatograma foram enumerados
consecutivamente de acordo com a ordem de eluicdo. Foram considerados, também, 0s picos
com baixa intensidade.

Na Tabela 8, sdo exibidos os metabolitos identificados nos bulbos de H. elegans,
juntamente com a m/z dos seus respectivos ions moleculares protonados [M+H]" e seus ions
fragmentos bem como o erro em partes por milhdo (ppm), i-FIT e sua possivel formula

molecular. As estruturas dos compostos identificados estdo demostradas na Figura 23.
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Figura 22. Cromatogramas UPLC-g-TOF-MS/MS de extratos de bulbos de Hippeastrum
elegans (A-F) 150 a 450 dias, utilizados para a analise de alcaloides.
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Tabela 8. Alcaloides identificados em extrato de bulbo de Hippeastrum elegans em UPLC-QTOF-MSE.
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Pico tr [M+H]* [M+H]* ; = la Molecul i-fit (Norm) ] o o
) Fragmentos de fons (MS/MS) ormula Violecular — Errg (ppm) Tentativa de Identificagdo Referéncias
N°, min  Observado Calculado
04 Lletal., 2019
1 0,948 290,1393 290,1392 272.1235, 254.1000, 179.0670, 147.0415, 119.0488 C16H19NOy 0,3 Isopseudolicorina N
0.2
2 1,682 290,1350 290,1352 272.1235, 254.1024, 222.0913, 179.0663, 147.0432, 119.0433 C16H19NOy 0,7 Pseudolicorina® Lletal., 2019
0.3
3 2,060 288,1237 288,1236 270.1092, 252.1002, 222.0907, 177.0526, 147.0441, 119.0415 Ci6H17NO4 0,3 Licorina® Lletal, 2019
288.1263, 270.1122, 252.0940 0.7
4 2,172 316,1182 316,1185 177.0533, 147.0421, 109.0889 C17H17NOs 0,9 desconhecido -
04
5 2,406 274,1443 274,1443 256.1331, 225.0873, 217.0843, 199.0740, 184.0537, 181.0671 C16H1sNO3 0,5 Sanguinina® MROCZEK, 2016
0.2
6 2,482 288,1610 288,1600 270.1223, 231.1088, 213.0891, 198.0682, 181.0625 C17H21NO3 2,0 Galantamina® ZHANG; CHEN, 2013
1.2
7 3,275 334,1632 334,1614 316.1425, 284.1234, 224.0737, 165.0879, 124.0777, 108.0436 C18H23NOs 2,4 Narcissidina Lletal, 2019
8 3.545 302.1385 302.1392 270.1160, 252.1103, 223.0739, 185.0571, 165.0656, 137.0656 Cy7H1sNO, -0.7 0.5 Montanine SCHWEDERSKY et al., 2020
0.2 desconhecido
9 4,035 336,1804 336,1811 290.1315, 261.1149, 257.1155, 225.0852, 167.0679, 133.085 Ci18H25NOs 2,1 BESSA et al., 2017
desconhecido
385.1438, 285.1014, 225.0771,
10 5.400 401.1029 401.1025 173.0808, 155.0593. 111.0439 C24H1606 1.0 17 -
desconhecido
299.0870, 283.0621, 239.0711,
11 5.486 330.1343 330.1341 2250792, 195.0792. 124.9635 C1gH1sNOs 0.6 0.5 -
desconhecido
473.2046, 433.2040, 217.1060,
12 5.740 489.1740 489.1761 173.0800, 155.0689, 111.0424 CasH28010 2.7 14 -
desconhecido
501.1890, 289.1278, 217.1067,
13 6.732 517.1714 517.1710 173.0765, 155.0691, 111.0408 CaH28011 0.8 19 -
0.3 desconhecido
14 7,284 350,1612 350,1604 299, 276, 170 Ci1gH23NOg 2,3 -

Fonte: Elaborada pelo autor (2019). 2Estes compostos correspondem a padrdes auténticos analisados nas mesmas condi¢fes cromatograficas.
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Figura 23. Compostos identificados em extratos de Hippeastrum elegans por UPLC-QTOF-
MSE: isopseudolicorina (1), pseudolicorina (2), licorina (3), sanguinina (5), galantamina (6),
narcissidina (7), montamina (8) e narciclasina, composto esse que sai na etapa de clean up.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Os picos 1 (tr = 0,919 min) e 2 (tr = 1,682 min) ddo um ion precursor [M + H]* em
m/z 290,1379 e 290,1389 (C16H19NOs), respectivamente. Seus ions de fragmento em m/z 272
[M +H - H20]" e 254 [M + H - 2H,0]* eram consistentes com perdas sucessivas de agua dos
grupos hidroxila em C-1 e C-2, enquanto os ions de fragmento em m/z 222 foram devidos a
eliminacdo da formacdo de metoxi e epoxido. Além disso, o ion do produto em m/z 179 foi
gerado por um rearranjo retro-Diels-Alder (RDA) resultante da eliminacdo do CsHgNO. As
eliminacdes de MeOH e CO do ion m/z 179 levaram a formacdo dos ions principais m/z 147 e
119, espectro de massa e mecanismo encontra-se na Figura 24 e 25. Apds comparagdo com um
padrdo auténtico, os compostos foram identificados como isopseudolicorina (1) e
pseudolicorina (2) (L1 et al., 2019).
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Figura 24. (A) O espectro MS/MS e (B) a fragmentagéo proposta para isopseudolicorina (1, tr
= 0,919 min).
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Figura 25. (A) O espectro MS/MS e (B) a fragmentacéo proposta para pseudolicorina (2, tr =

1,682 min).
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O pico 3 (tr = 2,039 min) teve um ion molecular protonado [M + H]" em m/z
288,1237 (C16H17NOs4) cujos fragmentos de MS/MS foram detectados em m/z 270 e m/z 252
correspondendo & eliminagdo de 4gua. O ion em m/z 177 é produzido pela quebra do anel
isoquinolina através de um rearranjo RDA, correspondente a parte aromatica. Foram
observados fragmentos em comum com pseudolicorina (2) em m/z 222, 147 e 119, espectro de
massa e mecanismo encontra-se na Figura 25. Assim, este composto foi caracterizado como

licorina (3) e a fragmentacdo da ESI esta de acordo com estudos anteriores (LI et al., 2019).
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Figura 26. (A) O espectro MS/MS e (B) a fragmentacédo proposta para o licorina (3, tr = 2,039
min).
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Os picos 5 (tr = 2,401 min) e 6 (tr = 2,487 min) mostraram ions precursores [M +
H]* em m/z 274,1452 (C16H19NOs) e [M + H]" m/z 288,1600 (C17H21NO3), respectivamente e
mostrou 0 mesmo mecanismo de fragmentacdo: desidratacdo (m/z 256/270), clivagem do anel
azepina (m/z 199/213), seguida pela remoc¢édo do radical metil (m/z 184/198). Os compostos
foram identificados experimentalmente comparando-se os dados de fragmentacdo MS/MS com
os relatados na literatura, 5,32 nos ions m/z 217 e 199 para sanguinina (5) (MROCZEK, 2016)
(Figura 27) e m/z 231 e 213 para galantamina (6) (ZHANG; CHEN, 2013) (Figura 28). Ap0s

comparagdo com padrfes auténticos, estes compostos foram confirmados.
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Figura 27. (A) O espectro MS/MS e (B) a fragmentacdo proposta para a sanguinina (5, tr =
2,401 min).
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Figura 28. (A) O espectro MS/MS e (B) fragmentacdo proposta para galantamina (6, tr = 2,487
min).
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Os picos 7 (tr = 3,275 min) tém um fon precursor [M + H]* em m/z 334.1653,
consistente com a férmula molecular (C1gH23NOs). Os ions de diagndstico MS/MS em m/z 316
e 284 formaram por desidratacdo sucessiva em C-1 e C-3, respectivamente. A clivagem do anel
C via rearranjo de RDA levou a formacédo de ions em m/z 193 ou 124. A partir desses ions,
outros fragmentos em m/z 165 ou 162, bem como em m/z 108 e 80 foram formados, espectro
de massa e mecanismo encontra-se na Figura 29. Os dados de fragmentagéo sdo consistentes
com os disponiveis na literatura, 31 portanto, este composto foi caracterizado como narcissidina
(7) (LI etal., 2019).

Figura 29. (A) O espectro MS/MS e (B) a fragmentacdo proposta para a narcissidina (7, tr =
3,275 min).
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O pico 8 (tr = 3,545 min) forneceu um ion precursor [M + H]™ em m/z 302.1385
(C16H17NO4), bem como ions de fragmento em m/z 270 e 252 produtos da eliminacdo de
metanol e agua. Além disso, os ions em m/z 165 e 137 sdo gerados pela clivagem do anel B via
rearranjo de RDA, espectro de massa e mecanismo encontra-se na Figura 30. Assim, sugeriu-
se que esse composto seja montanina (8) (SCHWEDERSKY et al., 2020).



98

Figura 30. (A) O espectro MS/MS e (B) a fragmentacdo proposta para a montanina (8, tr = 3,545 min).
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O pico 9 (tr = 4,084 min) exibiu um ion precursor [M + H]" em m/z 336,1819 cuja
férmula molecular foi determinada como sendo C1gH2sNOs. Além disso, seus ions de produto
em m/z 268, 261, 225, 167 e 133 eram compativeis com um alcaloide desconhecido relatado

anteriormente para H. aulicum (BESSA et al., 2017).

Em suma, os picos 1, 2, 3 e 7 correspondiam a compostos com esqueleto do tipo
licorina. Os picos 5 e 6 eram dos alcaloides do tipo galantamina, enquanto o pico 8 é do tipo

montanino. Como mostra a Figura 23.

4.3.3 Ensaios da Inibicédo de Acetilcolinesterase por extratos de alcaloides de H. elegans em
diferentes épocas de colheita

4.3.3.1 Ensaios in vitro em seis épocas de colheita de H. elegans

O ensaio de inibicdo da AChE foi realizado com o eeAChE (Electrophorus
electricus) e enzimas de hAChE (human). Embora os ensaios de inibicdo sejam geralmente
feitos com a fonte da enguia elétrica, a enzima humana recombinante € um modelo préximo do

objetivo desta investigacdo. Além disso, embora ambos enzimas tém o mesmo sitio catalitico,
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algumas modifica¢bes estruturais das proteinas podem mostrar diferencas na poténcia
enzimética, portanto, a eficacia dos inibidores pode ndo ser reprodutivel em modelos
enzimaticos (CORTES et al., 2018b).

Ensaios em microplacas foram utilizados para rastrear as substancias que podem
ser inibidoras da enzima acetilcolinesterase. Todos os extratos alcaloidicos de Hippeastrum
elegans apresentaram resultado positivo na inibicdo in vitro da enzima AchE.

Os padrdes utilizados como controle, usados como referéncia para 0s ensaios
enzimaticos, foram a fisostigmina que foi isolada pela primeira vez no século XIX de
Physostigma venenosum (Fabaceae) e usado durante muito tempo como um inibidor da AChE,
que apresentou bons resultados, mas a utilizacdo clinica foi limitada pelos efeitos colaterais e
tempo de meia-vida curto. Ja o fitofarmaco galantamina tem efeitos colaterais inferiores e acéo
de longa duracdo, sendo por isso largamente utilizado para o tratamento do mal de Alzheimer
(AGOetal., 2011; HUANG et al., 2013; NAIR et al., 2000). Os seis grupos (periodos de coleta,
150, 210, 270, 330, 390 e 450 dias), com trés populacdes cada, foram avaliados quanto aos
resultados dados pela metade da concentracao inibitéria maxima (ICso) da AChE por analise de
variancia (ANOVA) de Unico fator em um nivel de confianca 95% e grau de liberdade 17
(Apéndice C), seguida por comparacdo multipla entre pares pelo teste de Tukey (Figura 31).

Segundo os valores médios de ICso expressos na Figura 31 dos extratos de H.
elegans nas seis épocas de colheita, todos 0s extratos apresentaram boa inibicdo da AChE, os
valores de 1Cso para H. elegans no trabalho de CORTES et al., (2018b) foi aproximadamente
de 24,00 + 3,0.
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Figura 31. Diagrama de inibicdo da AChE em experimentos in vitro nos periodos de coleta com
destaque ao periodo que foi diferenciado no teste de Tukey’s.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O teste de Tukey’s expresso na Figura 31, ao nivel de significancia de 5%, as
médias dos tratamentos dos seis periodos quanto a ICso apresentaram diferencas significativas
para o sexto periodo (450 dias). Esse periodo foi onde ocorreu a diminui¢cdo do numero de
folhas ocasionada pela senescéncia e absciséo foliar, finalizando o ciclo (450 dias) com
aumento do comprimento das folhas restantes e uma acumulagdo méxima de massa do bulbo e
raiz. Os bulbos sdo produzidos em resposta a algum estimulo (como temperatura, fotoperiodo),
recebido pelas folhas e transmitido a regido de formacao dessa estrutura de reserva. Durante o
seu crescimento ocorre na planta o fendmeno de mobilizacdo semelhante ao verificado na
frutificacdo (TOMBOLATO, 2004). Como no ultimo estagio de desenvolvimento da planta, ha
perda de peso das estruturas que culminam com sua abscisdo final, porém reflete um aumento
em tamanho e peso (massa) nos bulbos, podendo ser, por isso, o ultimo estagio do ciclo da
planta (450 dias, sexto periodo) ter apresentado maior inibicdo da AChE. Isso pode estar
relacionado com o maior acimulo de alcaloides no bulbo, sendo que estes compostos ndo mais
se distribuem para as partes aéreas da planta.

O papel da orientagdo espacial da N-metila em alcaloides como do tipo galantamina
podem interagir diferentemente no centro ativo da AchE e influenciar de forma positiva ou
negativa na inibicdo da enzima (BARTOLUCCI et al., 2001). Nos estudos do de Andrade et
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al., (2016) a galantamina que possui o grupo N-metil em disposicdo equatorial apresentou
melhor atividade inibitoria da AchE (IC50 24,1 uM) que a narwedina e a 11p-hidroxi-
galantamina, em que o grupo N-metil é orientado axialmente. No entanto, a sanguinina exibe
os melhores valores de inibi¢cdo em termos de IC50 e possui 0 grupo N-metil nas orientacGes
axial e equatorial. Sabe-se que os conférmeros relativos ao ligante N-metil ligados de forma
natural sdo trocados rapidamente, restringindo assim a orientacdo de N-metil a um papel
secundario na inibicdo da enzima.

Um outro fator que pode influenciar na maior inibicdo da AChE, para o sexto
periodo do ciclo de H. elegans, é a combinacdo de substancias ativas com efeito sinérgico que
podem aumentar a biodisponibilidade com ac@es relacionadas a atuacdo simultanea sobre o
mesmo alvo inter-relacionado. Contribuindo dessa forma para 0 aumento da eficacia na inibicéo
de AChE (CASANOVA; COSTA, 2017). Compostos como a sanguinina identificada nos
extratos H. elegans apresenta inibicdo da AChE em termos de ICso: 0,10 = 0,01 pg mL* (
LOPEZ et al., 2002). Essa inibicdo € maior que a da galantamina (1,07 + 0,29), compostos como
esse podem ter efeito sinérgico aumentando a eficacia da inibicéo e sdo passiveis de isolamento
na busca de novos inibidores da AChE.

O efeito antagonista competitivo de substancias com potencial inibitério baixo ou
nulo da AChE podem influenciar negativamente (CASANOVA; COSTA, 2017). Substancias
com essa caracteristica foram identificadas para essas amostras na subsecdo 4.3.2.1 (Tabela 8)
como sendo, pseudolicorina (ICso = 152,32 + 32,06; pg mL™2), licorina (sem atividade) (LOPEZ
etal., 2002).

4.3.3.2 Ensaios ex vivo em seis épocas de colheita de H. elegans

Foi testada atividade especifica da AChE, obtida de tecido encefalico (cortex) de
camundongo, exposto a diferentes concentracdes de extratos de alcaloides (2,0; 1,0; 0,5. 0,25;
0,12; 0,061 e 0,031 mg.mlI). Foi observada inibicdo significativa da AChE em todas as
concentragdes testadas, exceto 0,061 e 0,031 mg.ml?, quando comparados ao controle. Nos
ensaios optou-se a utilizar a concentragéo 1,0 mg.ml. Os calculos estatisticos foram realizados
seguindo a mesma metodologia dos ensaios in vitro. Os dados da ANOVA encontra-se no
Apéndice E e teste de Tukey’s no Apéndice F.

O sexto periodo (450 dias), assim como nos ensaios in vitro, demonstrou a maior
inibicdo da AChE (Figura 32). Os dados da ANOVA encontra-se no Apéndice G.
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Figura 32. Diagrama de inibicdo da AChE em experimentos ex vivo para extratos alcaloidicos
de H. elegans em diferentes épocas de colheita: 150, 210, 270, 330, 390 e 450, com destaque
ao periodo que foi diferenciado no teste de Tukey’s.
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Esse resultado mostra que a composicdo alcaloidica dessas fracfes tem grande
relevancia do ponto de vista quimico e farmacoldgico, porque um tipo de alcaloide diferente
dos alcaloides do tipo galantamina estéo influenciando possivelmente na atividade de inibig&o
da AChE bastante significante e que apoiam a relevancia quimica das espécies de
Amaryllidaceae para a inibicdo de colinesterases e como potentes fontes de metabdlitos para o

tratamento paliativo da DA.

4.3.4 Modelagem PLS

4.3.4.1 Analise de regressao baseada na atividade anticolinesterase e no conjunto de dados
de UPLC-ESI-QTOF-MS
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As atividades anticolinesterasicas in vitro descritas na Figura 31 foram utilizadas
como variaveis categoricas para a anélise de regressdo PLS (Figura 33), cujos parametros
estatisticos sdo mostrados no Apéndice H.

Figura 33. Respostas estatisticas da modelagem PLS para dados UPLC-ESI-QTOF-MS usando
a atividade inibidora da acetilcolinesterase in vitro (AChE) como variaveis categoricas (coluna
Y): a) variéncia capturada de acordo com o numero f LV; b) erros de RMSEC e RMSECYV com
base no nimero f LV; c) valores de anti-AChE medido (real) x predito pelo modelo de validacéo
cruzada; d) Cargas de LV1 dos compostos fortemente indicados como compostos
biomarcadores para a atividade anticolinesterase.
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Os baixos erros encontrados para os valores de RMSEC e RMSECV, alto
coeficiente de correlagdo para o método de calibragdo (r?ca = 0,999), bem como a proximidade
entre a atividade anticolinesterase medida e a predita pelo modelo (Figura 33c) indicaram que
0 modelo para os resultados experimentais in vitro foram bem ajustados usando oito variaveis
latentes (8 LV). No entanto, o baixo coeficiente de correlagdo relativo para o modelo de

validagdo cruzada (r’cv = 0,87) e a diferenca acentuada entre os valores de RMSEC e RMSECV
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podem ser atribuidos ao baixo ndmero de repeticBes experimentais. Por outro lado, ndo
encontramos correlacéo relevante entre os compostos e o efeito bioldgico para o conjunto de
dados do ensaio ex vivo (dados ndo mostrados). E mais provavel que este Gltimo ensaio
apresente variagcOes, pois emprega uma mistura de isoformas da enzima acetilcolinesterase
(tipos G1 e G4) a partir de substratos cerebrais de murino, em vez de uma Unica isoforma
encontrada na enzima humana pura (tipo G2 ou G4 ) (DAS et al., 2001).

O gréfico de loading do LV mostrou que o pico 2, em 1,68 min, foi responsavel por
discriminar o extrato de 450 dias de cultivo de outras amostras. Este composto foi identificado
como pseudolicorina. Como ndo hé diferenca significativa no conteldo de galantamina e
sanguinina (dois potentes inibidores da AChE) para amostras entre 330 e 450 dias, inferimos
gue a pseudolicorina deveria ter contribuido significativamente para a atividade

anticolinesterase.

4.3.4.2 Analise de regressdo baseada na atividade anticolinesterase e no conjunto de dados
de RMN

Como realizado para o conjunto de dados UPLC-ESI-QTOF-MS, realizamos
analises de regressdo PLS combinando as atividades anticolinesterase in vitro e ex vivo com o
conjunto de dados RMN. Os parametros estatisticos determinados para esses modelos de PLS
estdo descritos no Apéndice I. Todos os espectros de RMN para extratos dos seis periodos de

coleta dos bulbos de H. elegans sdo mostrados no Apéndice J-P.

A analise PLS baseada em dados de RMN mostrou baixos valores para RMSEC e
RMSECYV, alto coeficiente de correlagdo do método de calibragdo (r%ca = 0,999), modelagem
de validag&o cruzada (r’cv = 0,93), bem como a proximidade entre os valores medidos e preditos
para a atividade anticolinesterase (Figura 34), indicando que o modelo para os resultados
experimentais in vitro foi bem ajustado usando trés variaveis latentes (3 LV). No entanto, como
observado para a analise PLS do conjunto de dados UPLC-ESI-QTOF-MS, ndo foi encontrada
correlacéo significativa entre os compostos e o efeito bioldgico para o conjunto de dados do

ensaio ex vivo (dados ndo mostrados).

Figura 34. Respostas estatisticas da modelagem PLS para dados de RMN usando a atividade
inibidora da acetilcolinesterase in vitro (AChE) como variaveis categoricas (coluna Y): a)
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variancia capturada de acordo com o nidmero fLV; b) erros RMSEC e RMSECV baseados no
numero fLV; c) valores de atividade anti-AChE medida (real) x predita pelo modelo de
validacdo cruzada; d) cargas de LV1 dos compostos fortemente indicados como compostos
biomarcadores para a atividade anticolinesterase.
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O grafico de loading do LV (Figura 34d) revelou que as ressonancias em o 5,62,
6,78 e 6,89 foram responsaveis por discriminar o extrato de 450 dias de cultivo (maior atividade
inibidora da AChE) das outras amostras. Além disso, o espectro HSQC (Apéndice O) mostrou
correlagbes cujos desvios quimicos sdo compativeis com os relatados para pseudolicorina
(CARVALHO et al., 2015): on/oc 6,89 (s)/112,45 (C-10), 6,78 (s)/111,50 (C-7), 5,62 (s
br)/120,00 (C-3), 4,19 (s br)/72,47 (C-2) e 4,49 (br s)/71,13 (C-1). Assim, esse achado corrobora
o0 resultado da UPLC-ESI-QTOF-MS, que apontou a pseudolicorina como biomarcador para o
extrato de 450 dias.

Portanto, presumimos que a pseudolicorina, juntamente com a galantamina e a
sanguinina (dois inibidores conhecidos da AChE), deve contribuir para a inibicdo da
acetilcolinesterase por meio de um mecanismo sinérgico, uma vez que a pseudolicorina exibe

apenas um efeito moderado contra essa enzima (ICso = 152,3 uM) (BASTIDA et al., 2002).
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4.4 Estudo das espécies de Amaryllidaceae coletadas em vérias regides do Brasil

4.4.1 Quantificacdo dos alcaloides galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina
em espécies de Amaryllidaceae coletadas em vérias regides do Brasil (colecdo de
Amaryllidaceae da Embrapa)

O método desenvolvido em UPLC-QDA-SIM na subsecéo 3.8 foi aplicado para a
quantificacdo simultanea dos quatro alcaloides na colecédo de Amaryllidaceae da Embrapa ,67
amostras. A identificagdo dos quatro alcaloides em todas as amostras coletadas foi estabelecida
pela comparacgdo do tempo de retencéo e do espectro de massas, além da area do pico do padrdo.

A quantificacdo desses alcaloides em uma grande gama de espécies da familia
Amaryllidaceae nativas brasileiras é de fundamental importancia, haja visto que ndo ha
relatorios disponiveis sobre a estimativa quantitativa destes alcalodes nesses numeros de

populacdes selvagens. Os teores desses alcaloides estdo resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9. Quantificacdo dos alcaloides galantamina (Gal), sanguinina (Sang), pseudolicorina (Pseu) e narciclasina (Narc) em Amaryllidaceae de
varias regides brasileiras (continua).

ug alcaloide/
Género Espécie Caddigo 1g bulbo seco (sdt)
Gal Sang Pseu Narc
o HB1 3,14 (+0,1) - 227,7 (£18,4) 9782 (+4,1)
H. bahiensis Ravenna
HB2 - - 226,5 (+ 3,0) -
. HS1 - - 5.097,5 (+ 5,0) ;
H. sylvaticus Herb.
HS2 - - 217,1, (£ 1,5) -
HI1 2,5 (+0,4) - 309,0 (+ 2,8) 1.23,7 (£ 2,9)
HI2 2,3(+0,5) - 1.53,1 (+ 3,5) 197,9 (+ 5,4)
HI3 1,3 (£0,3) - 131,4 (+ 6,0) -
i . Hl4 2,0 (+0,1) - 205,1 (+ 2,3) -
. Irwinianus rRavenna
Habranthus HI5 - - - 272,5 (£ 5,3)
H16 1,9 (+0,1) - - -
HI7 2,1(£0,2) - 293,2 (+ 4,5) 122,2 (+ 2,0)
HI8 2,6 (£0,1) - 154,9 (+ 3,5) -
H. lucidus R.S. Oliveira HL1 1,7 (£ 0,0) - 150,1 (+ 2,6) 174,3 (+ 3,6)
HD1 1.890,8 (+
5,0 (+0,1 - ! -
H. datensis Ravenna (=00 78,8)
HD2 ] ; - 2447 (+1,6)
H. gracilifolius Herb. HG1 - - 227,0 (+ 2,8) -
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Tabela 9. Quantificacdo dos alcaloides galantamina (Gal), sanguinina (Sang), pseudolicorina (Pseu) e narciclasina (Narc) em Amaryllidaceae de

varias regides brasileiras (continuacao).

Habranthus

Hippeastrum

ug alcaloide/
Espécie Cadigo 1g bulbo seco (sdt)
Gal Sang Pseu Narc
Hsp2 2,1(+0,1) - 189,6 (+3,0)  426,2 (+ 15,6)
Hsp3 - - 2418 (x1,7)  791,7 (x0,0)
Hsp4 - - 481,8 (+ 1,4) 448,6 (+0,0)
Habranthus sp. Hsp5 3,7(x0,2) - 127,3(+1,8)  367,8 (+15,0)
Hsp6 - - - 648,5 (+ 11,2)
Hsp7 1,8 (£ 0,1) - 121,8 (x 0,0) -
Hsp8 1,8 (£ 0,1) - 137,9 (= 1,1) -
H. cf. Puniceum HicP 2,4 (+0,1) - - 385,8 (+ 8,0)
H. reginae (L.) Herb. HIR - - 1.26,5 (+ 0,8) -
Habranthus cf. irwinianus Hcl 41,7( 0,9) 372,6 (+ 2.8) i
Ravenna -
H. cf. elegans (Lindl.) Herb HIE - - 3241 (+15) 6.873,0 (+ 45,0)
HiP1 - 45 (+0,2) 2756 (+90,)  2.888,2 (+ 30,0)
_ HiP2 ] - - 732,4 (+ 14,0
H. puniceum (Lam.) Kuntze HiP3
- - 313,8 (+ 1,5) -
HiP4

1759 (+ 1,1)
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Tabela 9. Quantificacdo dos alcaloides galantamina (Gal), sanguinina (Sang), pseudolicorina (Pseu) e narciclasina (Narc) em Amaryllidaceae de

varias regides brasileiras (continuacao).

ug alcaloide/
Género Espécie Codigo 1g bulbo seco (sdt)
Gal Sang Pseu Narc
H. puniceum (Lam.) Kuntze Hip5 39,3,0 (+0,5) 284,1 (+ 4,3) 237,5 (£ 2,6) -
_ Hip6 - - 7119,4 (£35,0)  1529,3 (+ 4,4)
H. puniceum (Lam.) Kuntze Hip7 ] ] 1445 (+ 6.0 ]
5 (£ 6,0)
H. glaucescens (Mart.) Herb. HIG 4,9+ 0,3) 11,2 (+ 0,3) 132,0 (+ 1,0) 158,2 (+ 2,0)
H.cf. puniceum HicP 3,6 (+0,1) - - -
Hispl 1,8 (£ 0,1) - 204,6 (+ 1,0) -
Hisp2 - - 176,8 (+ 1,5) -
Hippeastrum HfspB ) ) 4326 (£0.9) )
Hisp4 - - 5148 (£ 1,6) -
Hisp5 ] - 139,9 (+ 1,9) -
Hippeastrum sp. Hisp6 - - 118,6 (+ 0,5) -
Hisp7 - - 159,7 (£ 1,0) -
Hisp8 - 16,3 (+ 0,2) 134,4 (+1,5) 740,8 (+ 11,0)
Hisp9 - - 421,8 (+ 2,8) -
Hisp10 4.4 (+0,5) 136,5 (+ 5,0) 119,2 (3,0, -
Hispll 17,2 (+ 0,6) - 201,3 (+ 3,8) -
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Tabela 9. Quantificacdo dos alcaloides galantamina (Gal), sanguinina (Sang), pseudolicorina (Pseu) e narciclasina (Narc) em Amaryllidaceae de
varias regides brasileiras (continuacao).

ug alcaloide/
Género Espécie 1g bulbo seco (sdt)
Caodigo Gal Sang Pseu Narc
_ Hisp12 2,1(£0,1) 30,9 (+1,0) 1118,3 (+ 16,5) -
Hippeastrum sp. Hisp13 19,7 (+ 0,4) - 324,1 (£ 6,5) -
Hippeastrum Hispl14 13,3 (£ 0,2) - - -
H. goianum (Ravenna) Higl 26,7 (+0,5) 1574 (x25) 15513 (+4,2) -
Meerow Hig2 - - 179,3 (+ 7,1) 461,9 (+ 8,0)
- SC1 1,7 (x0,1) - 690,4 (+7,9) -
] SC2 ; - 1.093,5 (+ 76,2) -
classsi?irtr:]agéo ) 563 ) ) 8381 (x14,1) )
- SC4 - - 331,9 (+5,4) -
- SC5 - - 233,9 (+ 8,0) -
Hymenocallis Hymg;%;"_i)' ”Szl'ii;tg’_ra“s HyLL 39.4 (+ 3,0) i 4096 (+63) 2190 (+ 1,4)
Zspl 31,7 ( 0,5) - 126,0 (+ 0,0) -
Zephyranthes Zephyranthes sp. Zsp2 15,5 (0,1) ] 3065 (+ 2.4) ]
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Tabela 9. Quantificacdo dos alcaloides galantamina (Gal), sanguinina (Sang), pseudolicorina (Pseu) e narciclasina (Narc) em Amaryllidaceae de

varias regides brasileiras (continuacao).

pg alcaloide/
Género Espécie 1g bulbo seco (sdt)
Cadigo Gal Sang Pseu Narc
- ) Zsp3 - - 316,2 (+ 25,1) -
ephyranthes sp.
Zephyranthes Zsp4 - - 187,9 (x 1,3) -
Zephyranthes robusta (Herb. ZR1
ex Sweet) Baker 1281(15) 199715 31892 111)
- GN1 79,2 (£ 0,5) - 358,2 (+ 3,2) 418,4 (+ 0,0)
Griffinia nocturna Ravenna
o GN2 - - 5.232,6 (+ 26,8)) -
Griffinia
o Gspl 1,7 (£0,1) - 269,7 (7,0, 462,9 (+ 34,9)
Griffinia sp.
Gsp2 140,2 (+ 4,0) - 3.066,7 (+5,8) -

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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O teor de galantamina variou nas espécies de Amaryllidaceae de 1,2 a 140,2 pg/g
de bulbo seco (bs), apresentando maior teor em Griffinia sp (GN2). Até o presente momento
ndo havia relatorios disponiveis sobre a estimativa quantitativa de galantamina em populac6es
do género Griffinia. Esse teor de galantamina esta entre valores encontrados por Abou-Donia
et al.,(2008b), 33,0 a 354 de ug/g bs em Narcissus cv.

Os teores de sanguinina variaram de 4,5 a 284,1 pg/g bs com maior teor de
sanguinina em Hippeastrum cf. puniceum (Lam.) Kuntze (Hip5); pseudolicorina de 113,8 a
7119,4 ug/g BS com maior teor de pseudolicorina em Hippeastrum cf. puniceum (Lam.) Kuntze
(Hip6) e narciclasina 122,2 a 6.873,0 pg/g bs apresentando maior teor em Hippeastrum. cf.
elegans (Lindl.) Herb (HIE). Com excecdo da galantamina que apresentou maior teor no género
Griffinia, os outros alcaloides apresentaram maiores teores no género Hippeastrum, esse que é
distribuido quase que exclusivamente na América Latina em especial o Brasil (GIORDANI et
al., 2011).

A influéncia do meio-ambiente (origem geografica) e préaticas culturais sobre a
composicdo quimica das plantas € bem documentada na literatura (AGHAEI et al., 2013;
HADIAN etal., 2011; KHADIVI-KHUB, 2014). No entanto, as variacdes dos teores dos quatro
alcaloides investigados evidenciam que o fator genético desempenha um papel importante na
biossintese desses compostos dentro de um mesmo género e espécie, haja visto que todos as
plantas estudadas foram cultivadas em vasos e submetidas as mesmas condicGes climaticas e
de cultivo.

Esse estudo forneceu dados inéditos quanto a presenca do alcaloide galantamina em
Hippeastrum reginae (L.) Herb (HiR), Hippeastrum goianum (Ravenna) Meerow (Hig),
Hippeastrum cf. puniceum (Lam.) Kuntze (HiP), Hymenocallis littoralis (Jacg.) Salisb (HyL) e
para todo o género Griffinia (GN). A sanguinina é inédita em Hippeastrum goianum (Ravenna)
Meerow (Hig), Hippeastrum cf. puniceum (Lam.) Kuntze (Hip), Zephyranthes robusta (Herb.
Ex Sweet) Baker (ZR). Foi relatado na literatura pseudolicorina e narciclasina apenas para
Hippeastrum elegans (HIiE) das espécies investigadas nesse trabalho (CARVALHO et al., 2015;
SILVA, 2009).

Contudo, é necessaria uma selecdo intensiva em Amaryllidaceae silvestres para
obtencéo de cultivares para a extracao destes alcaloides. A esse respeito, destacam-se 0 género
nativo Hippeastrum que apresentou as maiores concentracdes de sanguinina, pseudolicorina e

narciclasina, enquanto o género nativo Griffinia apresentou os maiores teores de galantamina.
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4.4.2 Ensaios da Inibi¢éo da Acetilcolinesterase

Os ensaios in vitro, subsecdo 3.10.1, foram utilizados como triagem para selecéo
dos melhores estratos que posteriormente foram submetidos a ensaios ex vivo como descrito na

subsecéo 3.10.2.

4.4.2.1 Ensaios in vitro em extratos de alcaloides das 67 plantas da familia Amaryllidaceae
(colecdo Embrapa)
Ensaios em microplacas foram utilizados para rastrear as substancias que podem
ser inibidoras da enzima acetilcolinesterase. Todos os extratos ricos em alcaloides das 67
plantas da familia Amaryllidaceae, apresentaram resultado positivo na inibicdo da enzima

AchE, com as analises na leitora ELISA, como representado na Tabela 10.
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Tabela 10. Ensaios da Inibicdo de Acetilcolinesterase in vitro por extratos de alcaloides das 67 plantas da familia Amaryllidaceae (continua).

1Cso0 1Cso
Género Espécie Cadigo Hg.mL? Género Espécie Cadi pg.mL?
H. bahiensis HB1 17,68 +0,05 Hsp2 32,87 £ 0,01
Ravenna HB2 14,12 + 0,53 Hsp3 13,01 £ 0,01
H. sylvaticus HS1 37,91+0,19 Hsp4 16,97 £ 0,47
Herb. HS2 30,17 £ 0,36 Habranthus sp. Hsp5 35,34 £ 0,02
HI1 35,34 £ 0,99 Hsp6 16,64 + 0,17
HI2 28,51 + 0,49 Hsp7 23,67 £ 0,05
HI3 20,15+ 0,14 Hsp8 10,71 + 0,26
H. irwinianus Hl4 20,15+ 0,09  Hippeastrum H. cf. HiP1 35,58 +0,29
Ravenna Puniceum
HIS 26,74 + 0,80 H. reginae (L.) HiR1 17,72 £ 0,57
Herb.
Habranthus HI16 15,42 + 0,05 H..cf. elegans _ 25,03+ 0,17
(Lindl.) Herb HIEl
HI7 17,19+ 0,19 HiP2 17,54 + 0,85
HI8 27,15 + H. puniceum HiP3 15,11 + 0,30
H. lucidus R.S. HL1 (Lam.) Kuntze HiP4 36,36 + 0,23
Oliveira 26,74 + 0,06
H. datensis HD1 24,77 £ 0,08 HiP5 24,66 + 0,48
Ravenna HD2 26,87 = 0,09 H. glaucescens HiG 27,22 £ 0,01
(Mart.) Herb.
H. gracilifolius HG1 H. puniceum HiP6 24,66 £ 0,18
Herb. 35,35+ 0,40
Habranthus sp. Hsp2 32,87 £0,01 H. cf.ir. Hil 20,76 £ 0,37
Hsp3 13,01+ 0,01 Ravenna

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)
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Tabela 10. Ensaios da Inibicdo de Acetilcolinesterase in vitro por extratos de alcaloides das 67 plantas da familia Amaryllidaceae (continuag&o).

1Cso0 1Cso
Género Espécie Caddigo Hg.mL? Género Espécie Cadigo pg.mL?t
H. cf. HiP1 17,68 + 0,29 Hippeastrum Hisp9 37,91+ 0,17
Puniceum sp.
H. reginae (L.) HiR1 17,72 £ 0,57 Hispl10 35,31 +0,30
Herb.
H. cf.
solandriflorum HIE1 22,07 £ 0,17 Hispll 11,82 £ 0,40
(Lindl.) Herb
HiP2 17,54 £ 0,85 Hippeastrum Hisp12 17,71 £ 0,71
H. puniceum HiP3 15,11 + 0,30 Hispl13 24,69 + 0,41
(Lam.) Kuntze HiP4 21,81 +0,23 Hispl4 23,60 + 0,15
Hippeastrum HiP5 26,24 + 0,48 H. goianum Higl 11,91 + 0,36
H. glaucescens HiG 22,11 +0,01 (Ravenna) Hig2 28,54 + 0,87
(Mart.) Herb. Meerow
H. puniceum HiP6 24,23 +£0,18 H. cf. puniceum Hipl 35,23 £ 0,20
Hippeastrum Hisp 26,44 + 0,24 (Lam.) Kuntze Hip2 28,54 + 0,31
sp. Hispl 17,67 £ 0,25 Hip3 26,32 + 0,23
Hisp2 23,76 £ 0,21 - SC1 24,77 + 0,46
Hisp3 13,43+ 0,24 Sem - SC2 24,23+ 0,73
Hisp4 35,34 + 0,60 classificacéo - SC3 13,15+ 0,21
Hisp5 25,64 + 0,48 - SC4 23,52 +0,21
Hisp6 35,03+ 0,53 - SC5 27,24 + 0,28
Hisp7 22,98+ 0,23 Hymenocallis Hy. littoralis HL1 25,49 +0,80
Hisp8 30,17 £ 0,16 (Jacq.) Salish.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)
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Tabela 10. Ensaios da Inibi¢do de Acetilcolinesterase in vitro por extratos de alcaloides das 67 plantas da familia Amaryllidaceae (continuacao).

1Cso0 1Cso
Género Espécie Caddigo Hg.mL? Género Espécie Cadigo pg.mL?t

Zspl 26,68 = 0,75 Griffinia GN1 17,88 £ 0,56
Zephyranthes Zsp2 22,94 + 0,26 nocturna GN2 17.64 + 0.15

Sp. Ravenna
Zephyranthes Zsp3 24,69 + 0,70 o (_3r|ff_|n|a GL 1711 + 0,60

Griffinia liboniana
Zspa 23,60 £ 0,45 Gspl 25,54 £+ 0,60

Zephyranthes
robusta (Herb. ZR1 17,68 £ 0,10 Griffinia sp. Gsp2 89,05 + 0,58
ex Sweet)
Baker

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)
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Baseado em uma vasta pesquisa na literatura quanto a inibi¢do da AChE in vitro
por extratos de bulbos de Amaryllidaceae, em termos de ICsp, adotamos que extratos com
inibicdo até vinte vezes o valor do padrdo positivo galantamina (ICso 1,07 + 0,25 pg.mL™?) sdo
considerados bons inibidores da AChE in vitro (CAVALLARO et al., 2014; CORTES et al.,
2015hb, 2018b; LOPEZ, 2018; MURRAY et al., 2013; ORTIZ et al., 2012; MALI et al, 2015).

As espécies do género Habranthus apresentaram os seguintes resultados: H.
bahiensis Ravenna (plantas HB1 e HB2) apresentou o teor de 3,14 + 0,1 pg/g de galantamina
(GAL) para HB1, H. irwinianus Ravenna (plantas HI3, HI6 e HI7) com 1,3+ 0,3; 1,9+ 0,1 e
2,1 £ 0,2 ng/g de GAL, respectivamente, Habranthus sp (plantas Hsp3, Hsp4, Hsp6 e Hsp8)
com 1,8 £ 0,1 pg/g de GAL. Espécies do género Hippeastrum apresentaram: H. cf. Puniceum
(planta HicP) com 3,6 + 0,1 pg/g de GAL, H. reginae (L.) Herb. (planta HiR), H. puniceum
(Lam.) Kuntze (plantas HiP1 e HiP2) com 4,5 + 0,2 ug/g de sanguinina (SAN) para amostra
HiP1, Hippeastrum sp. (plantas Hispl, Hisp3, Hispll e Hisp12) apresentou 1,8 + 0,1(Hispl);
17,2 + 0,6 (Hisp1l) pg/g de GAL e amostra Hisp12 que além de conter 2,1 + 0,1 pg/g de GAL
apresentou 30,9 + 1,0 pg/g de SAN; H. goianum (Ravenna) Meerow (planta Higl) com 26,7 +
0,5 ng/g de GAL e 157,4 + 2,5 pug/g de SAN. Espécies do género Griffinia: Griffinia nocturna
Ravenna (plantas GN1 e GN2) com 79,2 + 0,5 pg/g de GAL (GN1) e Griffinia liboniana (planta
GL). Todas essas amostras apresentaram 6timos resultados de 1Cso na inibicdo da AChE in
vitro. Amostras contendo fortes inibidores da AChE como os alcaloides GAL e SAN
corroboraram de forma efeitiva na inibinicdo direta ou por sinergismo na AChE (CASANOVA,;
COSTA, 2017).

Quanto as espécies que demostram boa inibicdo frente AChE in vitro, essa é
primeira vez que Habranthus bahiensis Ravenna (plantas HB1 e HB2), Hippeastrum reginae
(L.) Herb. (planta HiR), Griffinia nocturna Ravenna (plantas GN1 e GN2) e Griffinia
liboniana (planta GL) foram avaliados quanto a inibicdo da AChE. Da mesma forma esse é o
primeiro relato na literatura da avaliacdo das espécies Habranthus sylvaticus Herb. (planta
HS1), H. lucidus R.S. Oliveira (planta HL1), H. datensis Ravena (planta HD1 e HD2), H.
gracilifolius Herb. (planta HG1), Hippeastrum glaucescens (Mart.) Herb. (planta HiG) e
Zephyranthes robusta (Herb. Ex Sweet Baker) (planta ZR1) que demostraram baixa inibigédo
da AChE in vitro.

Extratos dos bulbos do género Habranthus, especificamente das espéecies jamesonii
(ORTIZ et al., 2012), tubispathus (CAVALLARO et al., 2014) e irwinianus (LOPEZ, 2018) ja
foram estudados quanto a inibicdo da AChE com valores de 1Csp 2,00; 12,5 e 121,0 pg.mL™,

respectivamente. Dessas espécies de Habranthus, apenas a irwinianus Ravenna (plantas HI1 a
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HI8) foi avaliada neste trabalho com ICso variando de 15,42 + 0,05 a 35,39 + 0,49 pg.mL™,
demostrando ser mais eficiente na inibicdo da AChE que a na literatura. Esse resultado pode
esta relacinado a presenca de 2,1 £ 0,2 pg/g de GAL.

Quanto ao género Hippeastrum, ja foram estudados extratos dos bulbos das
espécies psittacinum (LOPEZ, 2018), puniceum (CORTES et al., 2015a), barbatum (CORTES
etal., 2015b), elegans (CORTES et al., 2018b) e goiamum (LOPEZ, 2018) com valores de ICso
14,30; 25,73; 28,13; 40,00 e 45,60 pg.mL?, respectivamente. Dessas espécies citadas as estudas
neste trabalho foram: Puniceum (plantas HiP1 a HiP5) com ICs variando de 15,11 + 0,30 a
26,24 + 0,48 ug.mL:, onde a planta Hip1 (1IC50 17,68 + 0,29 pg.mL™) apresntou 4,5 + 0,2 pg/g
de SAN e Hip5 (IC50 17,68 + 0,29 pug.mL™) com 39,3 + 0,5 pg/g de GAL e um alto teor 284,1
+ 2,6 ug/g de SAN; elegans (planta HiE1) com ICso 22,07 + 0,17 pg.mL™; goianum (plantas
Higl e 2) com ICsp 11,91 + 0,36 a 28,54 + 0,87 ug.mL™?, onde a planta Hig1l continha 26,7 +
0,5 pg/g de GAL e 157,4 £ 2,5 pg/g de SAN, essa amostra e as demais mensionadas neste
trabalho que continham GAL e SAN corroboram com a boa inibicdo da AChE. Todas
demostram ser mais eficientes na inibicdo da AChE em ensaios in vitro, que as listadas na
literatura para 0 mesmo género de planta de Amaryllidaceae.

Os extratos dos bulbos do género Zephyranthes ja foram estudados para as espécies
filifolia (ORTIZ et al., 2012), carinata (CORTES et al., 2015b) e grandiflora (MURRAY et al.,
2013) com valores de 1Cso 1,00; 17,96 e 39,20 pg.mL™, respectivamente. A espécie de
Zephyranthes estudada neste trabalho foi a robusta (planta ZR1) com ICs 36,36 + 0,10
contendo 128,1 + 1,5 pug/g de SAN. Também foram estudadas espécies ndo identificadas
(plantas Zsp1 a 4) com ICso 24,69 + 0,70 a 33,67 + 0,26 ug.mL™2, onde as plantas Zspl e Zsp2
apresentaram 31,7 + 0,5 e 15,5 £ 0,1 pg/g de GAL, respectivamente. Os resultados de inibicdo
frente a ensaios in vitro da AChE foram menos eficientes que os listados na literatura para o
mesmo género, exceto para a espécie grandiflora.

Quanto ao género Hymenocallis, ja foram estudados os bulbos para as especies
caribaea (CORTES et al., 2015a), litorallis (LOPEZ, 2018), ‘Sulphur Queen’ e Hymenocallis
x festalis ‘Zwanenburg’ (ABU-REIDAH et al., 2015) com valores de 1Csg 44,16; 132,3; 63,04 e
38,32 pug.mL, respectivamente. A Unica espécie de Hymenocallis estudada neste trabalho foi
a litorallis (planta HiL1) que apresentou valor de I1Cso 25,49 + 0,80 pg.mL™ e teor de 39,4 +
3,0 ug/g de GAL. A inibicéo foi cerca de cinco vezes maior em ralagcdo a amostra estudada na
literatura, evidenciando o potencial destas plantas na inibicdo da AChE frente a outras vairagdes

do mesmo género.
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Tais diferengas entre 0s mesmos géneros corroboram a interferéncia das
caracteristicas da &rea de coleta na composi¢cdo micromolecular da amostra analisada e a
necessidade de monitoramento da area de obtencéo de qualquer material vegetal para utilizacéo
como insumo para fitoterdpicos ou matéria-prima na obtencdo de fitofarmacos, além das
alteracbes genéticas entre géneros de regides e periodos distintos de coleta (FANG; LUO,
2019).

4.4.2.2. Ensaios ex vivo por extratos de alcaloides da familia Amaryllidaceae

Os melhores resultados dos testes in vitro das espécies de Amaryllidaceae foram
selecionados para realizacdo dos ensaios ex vivo no monitoramento da atividade especifica da
AChE, obtida de tecido encefalico (cértex) de camundongo. Os resultados das mostras dados
por percentuais de inibigdo enzimatica, calculado com base na maior concentracdo testada em

relagdo ao controle positivo que apresenta uma atividade de 100%, estdo listados na Tabela 11.

Tabela 11. Atividade Inibitoria da Acetilcolinesterase ex vivo em fracGes de alcaloides de
Amaryllidaceae.

Género Espécie Amostra Inibicdo AchE (%)

Hippeastrum H. puniceum Kuntze HiP3 58 +0,11

H. goianum Meerow Higl 17+0,43

Hispl 18 + 1,00

Hispll 45+ 0,74

Hippeastrum sp. Hispl12 30+0,32

Habranthus H. irwinianus Ravenna HI16 41+0,79

HI7 37+1,31

Hsp4 29 + 0,53

Hsp5 40+ 0,88

Habranthus sp. Hsp8 26 +1,09

Hsp3 33+1,06

H. bahiensis Ravenna HB1 45+ 0,97

HB2 51+1,00

Habranthus datensis HD 31+1,11
Ravenna

Griffinia Griffinia nocturna GN1 48 £ 0,53
Ravenna

Griffinia liboniana GL 69 £ 0,53

Griffinia gardneeinana GG 79 + 0,62

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)
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Os ensaios ex vivo da Tabela 11 revelaram que o género Griffinia, mais
especificamente as espécies liboniana e gardneeinana, inibiram significativamente a AChE
quando comparados ao controle, no entanto as outras amostras ndo apresentaram bons
resultados inibitdrios nos ensaios ex vivo. Griffinia liboniana ja havia apresentado boa inibicao
nos ensaios in vitro com ICsp 17,11 e a Griffinia gardneeinana nao fez parte dos ensaios in
vitro. Quanto a Griffinia liboniana conhecida como amarilis-azul, é originaria e endémica da
Mata Atlantica e ainda rara em cultivo. O habitat seriamente alterado pelo desmatamento, aliado
a coleta predatdria, tornam a Griffinia liboniana, uma espécie ameacada de extingdo
(MEEROW et al., 2000).

Estes resultados inéditos para a literatura revelam que o género Griffinia exerce um
forte efeito inibitorio da AChE in vitro e ex vivo. Esses resultados abrem um novo leque de
pesquisas que podem ajudar a entender as bases moleculares para a atividade de inibicdo da
AChE, podendo ser Uteis no planejamento racional de anticolinesterasicos e no tratamento de
algumas doencas associadas a AChE no futuro.


https://www.jardineiro.net/glossario/mata
https://www.jardineiro.net/glossario/especie
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5. CONCLUSAO

O método UPLC-SIM-QDA desenvolvido apresentou boa linearidade e
seletividade, recuperacdo satisfatoria, precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo para a
andlise simultadnea de galantamina, sanguinina, pseudolicorina e narciclasina em diferentes
espécies de Amaryllidaceae. De fato, o referido método mostrou ser rapido, sensivel e
confiavel, por isso foi aplicado na andlise quantitativa de alcaloides de extratos de bulbos da
Colecdo de Amaryllidaceae da Embrapa (CAE) e de materiais cultivados de Hippeastrum
elegans. Além do mais, 0 método pode ser aplicado em programas de melhoramento de plantas
ricas em galantamina e na prospec¢do de novas fontes desse composto e dos outros trés
alcaloides bioativos.

Na avaliacdo dos materiais da CAE, a qual reune varias espécies de Amaryllidaceae
de todo o Brasil, 0 género Hippeastrum apresentou 0s maiores teores de sanguinina,
pseudolicorina, narciclasina e o género Griffinia 0s maiores teores de galantamina, sendo
inédito a presenca desse alcaloide para esse género de Amaryllidaceae. Esse monitoramento
guantitativo de alcaloides em géneros e espéecies de Amaryllidaceae contribui com dados
inéditos para literatura e proporciona informacdes importantes na producdo de cultivares ricos
em alcaloides com importancia farmacol6gica e bioldgica. Os géneros Habranthus,
Hippeastrum e Griffinia, além de demonstrarem ser uma fonte promissora de alcaloides,
apresentaram boa inibicdo frente a AchE. As amostras Hippeastrum puniceum, H. elegans, H.
goiamum e Hymenocallis litorallis demonstram ser mais eficiente na inibicdo da AChE, frente
a ensaios in vitro do que as relatadas na literatura para 0 mesmo género. Assim, este trabalho
contribuiu com dados quantitativos inéditos, sobre inibicdo da AChE em ensaios in vitro e ex
vivo, onde destacou-se a Griffinia gardneriana com 79 + 0,62 % de inibicao frente a AChE.

O cultivo de H. elegans revelou uma espécie rica em alcaloides bioativos, cujas
concentragOes variam de maneira diferente ao longo do tempo: pseudolicorina (1.143,4-1.659,1
ug/g de bulbo seco); narciclasina (768,1-2.749,3 ug/g de bulbo seco); sanguinina (82,8-194,8
pg/g de bulbo seco); galantamina (16,7-59,7 pg/g). Os maiores teores de sanguinina e
pseudolicorina foram obtidos em 270 dias de cultivo, enquanto a galantamina atingiu seu valor
méaximo em 330 dias. Para esses trés alcaloides, a quantidade total foi crescendo ao longo da
plantacdo. Por outro lado, a narciclasina manteve-se estavel até 390 dias, quando houve uma
queda intensa em sua concentracdo e quantidade. Nos ensaios de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, o extrato 450 dias apresentou uma maior inibi¢do da Achk (% AChE = 69,5

e 64,4 %; 1Cso = 24,9 e 18,3 pug/mL). Esse periodo foi marcado por um maior acumulo dos
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alcaloides galantamina e sanguinina em termos de massa total de bulbo. Esses resultados
inéditos para H. elegans fornecem informagdes importantes na producdo de alcaloides para
exploracdo econdmica.

A anédlise quimométrica por regressao de minimos quadrados parciais (PLS)
aplicada aos dados de UPLC-QTOF e RMN de 'H e aos resultados dos ensaios in vitro e ex
vivo permitiu correlacionar a variabilidade quimica dos extratos alcaloides de bulbos de H.
elegans com sua atividade anticolinesterase. A PLS indicou a pseudolicorina como composto
discriminante para este extrato, logo responsavel por sua maior atividade anticolinesterase
juntamente com os conhecidos inibidores de acetilcolinesterase como galantamina e
sanguinina.

Portanto, nosso estudo indica que espécies de Griffinia e H. elegans séo fontes
promissoras de alcaloides bioativos. No entanto, sdo necessarios estudos agronémicos de
melhoramento genético e de desenvolvimento de sistema de producédo para torna-las materiais

comercialmente competitivos com suas congéneres cultivadas em paises de clima temperado.
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APENDICE A - DADOS DE ANOVA PARA SELECAO DO

A -TABELE COM DADOS DE ANOVA*

METODO DE EXTRACAO

Composto

Fcal, (Fcrit’: 218)

valor-P

Meétodo

Galantamina

62,90

4,36.10°7

MESL
ELL
MESL/SPE

Pseudolicorina

57,05

7,42.107

MESL
ELL
MESL/SPE

Sanguinina

60,7753

5,26.107

MESL
ELL

MESL/SPE

Narciclasina

58,43

6,34-10"7

MESL

MESL/SPE

133

*Grau de n - 1 = 14 graus de liberdade para 5% de significancia em comparagdo aos métodos de extragdo,
microextracao solido-liquido (MESL), extracdo por parti¢do liquido-liquido (ELL) e microextragdo seguido de

extracdo em fase sdlida (MESL/SPE).
Fonte: Elaborada pelo autor (2018).
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APENDICE B —- DIAGRAMAS E TABELAS DOS TESTES DE TUKEY’S

PARA SELECAO DO METODO DE EXTRACAO

B - GRAFICO DE BARRAS E TABELAS DOS TESTES DE TUKEY’S PARA OS
METODOS DE MICROEXTRAGCAO SOLIDO-LIQUIDO (MESL),
MICROEXTRAGCAO SEGUIDO DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA (MESL/SPE) E
EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO (ELL) PARA OS ALCALOIDES
GALANTAMINA, SANGUININA, PSEUDOLICORINA E NARCICLASINA. OS
VALORES EM VERMELHO NAS TABELAS REPRESENTAM AS DIFERENCAS
SIGNIFICATIVAS EM UMA MESMA LINHA

- NESLISDE - RABEL - ELL | | Significativamente maior
. —  para o teste de Tukey

] Pseudolicorina

MESL/SPE MESL ELL MESL/SPE MESL ELL

MESL/SPE 2,41.10° 8,54.107 MESL/SPE 0,002517 5,19.107

MESL 13,030121 0,6288124 MESL 6,15 0,0001123

ELL 14,351242 1,324231 ELL 15,02 8,875540

S 2 B = — Narciclasina
anguinina

—

MESL/SPE MESL ELL MESL/SPE MESL ELL

MESL/SPE 6,89.10° 3,75.107 MESL/SPE 5,81.10°

MESL 9,345012 0,002562 MESL 5,132123

ELL 15,480121 6,136104 ELL
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APENDICE C - DADOS DE ANOVA DAS CURVAS DOS ALCALOIDES

C - TABELA COM ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOS ALCALOIDES
GALANTAMINA, PSEUDOLICORINA, SANGUININA E NARCICLASINA NOS
SEIS PERIODOS DE COLETA EM UM NIVEL DE CONFIANCA DE 95%

Fonte da
Composto o SQ* gl* MQ*  F(calculado)y Valor-p  F (critico)
variagao

Entre grupos 5,24.10° 5 1,05.10°  6,927237 0,000394 2,620654

] Dentro dos
Galantamina 3,63.10° 24 1,51.108
grupos
Total 8,87.10° 29

Entre grupos 2,22.10%0 5 4,43.10° 2,671073  0,046784  2,620654

o Dentro dos
Pseudolicorina 3,98.10%° 24 1,66.10°
grupos
Total 6,2.10%0 29

Entre grupos 4,92.108 5 98456596  1,342561  0,280563 2,620654

o Dentro dos
Sanguinina 1,76.10° 24 73334891
grupos

Total 2,25.10° 29

Entre grupos 36610628 5 7322126 3,683818  0,012919  2,620654

o Dentro dos
Narciclasina 47703502 24 1987646
grupos
Total 84314131 29

SQ: soma dos quadrados; MQ: quadrado médio; gl: graus de liberdade.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE D - DADOS DE ANOVADOS TESTES ANTI-
ACETILCOLINESTERASE IN VITRO

D - TABELA COM DADOS DE ANOVA PARA ICso DOS TESTES ANTI-
ACETILCOLINESTERASE IN VITRO DOS TRATAMENTOS DE T1 A T6 PARA 5%
DE SIGNIFICANCIA

Dados ICso
Amostra Contagem Soma Média Desvio R? Variancia
padrdo
Fisostigmina 3 3,45 1,15 0,05 0,996 0,0021
Galantamina 3 18,12 1,07 0,29 0,992 0,0143
Tl 3 101,31 33,77 0,94 0,978 0,8836
T2 3 100,41 33,47 0,93 0,959 0,8649
T3 3 100,74 33,58 0,59 0,962 0,3481
T4 3 100,83 33,61 0,25 0,979 0,0625
T5 3 101,13 33,71 0,92 0,980 0,8464
T6 3 73,17 24,39 0,13 0,984 0,0169
ANOVA
FOI’_]te 9a SQ* gl* MQ* F(calculado) Valor-P F (critico)
variacao
Entre grupos 213,51 5 42,70 84,77 6,1%.10' 3,11
Dentro dos 6,04 12 0,50
grupos
Total 219,56 17

* SQ: soma dos quadrados; MQ: quadrado médio; gl: graus de liberdade.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE E - DADOS DE ANOVA DOS ENSAIOS EX VIVO DE
AMARYLLIDACEAE

E - TABELA COM DADOS DE ANOVA PARA AVERIGUAR SE HA DISTINCAO
DAS CONCENTRACOES (2,0; 1,0; 0,5. 0,25; 0,12; 0,061 E 0,031 MG.ML-1) NOS
ENSAIOS EX VIVO DOS ESTRATOS DE AMARYLLIDACEAE

Fonte da
variacdo SQ gl MQ Fcalculado  Vvalor-P F critico
Entre grupos 0,177975 6 0,029663 9,173861 1,39E-08  2,157914
Dentro dos
grupos 0,49794 154 0,003233 - - -
Total 0,675916 160 - - - -

SQ: soma dos quadrados; MQ: quadrado médio; gl: graus de liberdade.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE F - TESTE DE TUKEY’S PARA SELECAO DA CONCENTRCAO
DAS ANALISES ANTI-ACETILCOLINESTERASE

F — TABELA DE TESTE DE TUKEY’S DAS 7 CONCENTRACOES COM N = 24 DA
UNIAO DE TODOS OS PERIODOS

Concentrac0es
(mg.ml?) 2 1 0,5 0,25 0,125 0,061 0,031
2 0,9628 0,9943 0,3178 10,3367 0,001348 1,64E-07
1 1,349 0,9999 0,887 10,8998 0,03323 1,58E-05
0,5 0,9387 0,4107 0,7406 0,7605 0,0137 4,14E-06
0,25 3,069 1,72 2,131 1 0,4728 0,002334
0,125 3,022 1,672 2,083 0,04767 0,4509 0,002062
0,061 5,779 4,43 4,84 2,71 2,758 0,4048
0,031 8,639 7,29 7,701 5,57 5,618 2,86

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE G — DADOS DE ANOVA DOS TESTES ANTI-
ACETILCOLINESTERASE EX VIVO DE HIPPEASTRUM ELEGANS EM
DIFERENTES EPOCAS DE COLHEITA

G - TABELA COM DADOS DE ANOVA (0,05 DE SIGNIFICANCIA) PARA OS
TESTES ANTI-ACETILCOLINESTERASE EX VIVO DOS EXTRATOS DE H.
ELEGANS COLHIDOS EM SEIS EPOCAS

Fonte da
variacao SQ gl MQ Fecalculado ~ Vvalor-P F critico
Entre grupos 0.006352 5 0.001270 2.8057  0.03922 2.6206

Dentro dos
grupos 0.010866 24

Total 0.017218 29

0.000453 - -

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDIC H - PARAMETROS ESTATISTICOS DO MODELO PLS
DOS DADOS DE UPLC-ESI-QTOF-MS

H - TABELA COM OS PARAMETROS ESTATISTICOS DO MODELO PLS
OBTIDOS PARA A CORRELACAO DOS DADOS DE UPLC-ESI-QTOF-MS E OS
RESULTADOS ENCONTRADOS NOS ENSAIOS ACHE IN VITRO

Modelo 3LV (%)? r? cal® RMSEC® r? val RMSECV®
in vitro 97,18 0,972 0,586 0,934 0,897
ex Vivo 56,59 0,566 5,256 0,178 7,863

A porcentagem total de variancia capturada na matriz X refere-se a 3 LV; ® Coeficiente de correlagéo entre as
atividades anticolinesterasicas reais e previstas durante a calibragéo; ¢ Erro quadratico médio de calibragéo da
raiz; ¢ Coeficiente de correlagio entre a citotoxicidade real e prevista durante a validagdo; ¢ Erro médio
quadratico raiz da validacdo cruzada.
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APENDIC | - PARAMETROS ESTATISTICOS DO MODELO PLS

DOS DADOS DE RMN

| - TABELA COM OS PARAMETROS ESTATISTICOS DO MODELO PLS
OBTIDOS PARA A CORRELACAO DOS DADOS DE RMN E OS RESULTADOS
ENCONTRADOS NOS ENSAIOS ACHE IN VITRO

Modelo 8LV (%)? r? calP RMSEC® r? val® RMSECV®
in vitro 92,99 0,999 0,076 0,87 1,26
ex Vivo 93,00 0,993 0,642 0,43 6,24

aporcentagem total de variagdo capturada na matriz X refere-se a 8 LV; P Coeficiente de correlagdo entre as
atividades anticolinesterasicas reais e previstas durante a calibragdo; © Erro quadratico médio de calibracdo da raiz;
d Coeficiente de correlagio entre a citotoxicidade real e prevista durante a validacio; ¢ Erro médio quadratico da
raiz de validagéo cruzada.
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APENDICE J - DADOS DE RMN DE 'H DOS EXTRATOS DE HIPPEASTRUM

J - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ EM MEOD) DOS EXTRATOS EM

ELEGANS EM DIFERENTES EPOCAS DE COLHEITA

BULBOS DE HIPPEASTRUM ELEGANS (A-F) 150 A 450 DIAS
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APENDICE L - DADOS DE RMN DE 'H DOS EXTRATOS DE HIPPEASTRUM

ELEGANS EM DIFERENTES EPOCAS DE COLHEITA

L - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ EM MEOD) DOS EXTRATOS EM
BULBOS DE HIPPEASTRUM ELEGANS (A-F) 150 A 450 DIAS, EXPANSAOQ 8,6 - 5,0

PPM
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APENDICE M - DADOS DE RMN DE 'H DOS EXTRATOS DE
HIPPEASTRUM ELEGANS EM DIFERENTES EPOCAS DE COLHEITA

M — ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHZ EM MEOD) DOS EXTRATOS EM
BULBOS DE HIPPEASTRUM ELEGANS (A) 450 DIAS, (B) EXPANSAO 8,6 - 4,3 PPM
E (C) EXPANSAO 4,5 - 0,8 PPM
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HIPPEASTRUM ELEGANS

APENDICE N - DADOS DE RMN g-COSY DOS EXTRATOS DE

145

N — ESPECTRO DE RMN G-COSY (600 X 600 MHZ EM MEOD) DO EXTRATO DE
450 DIAS DOS BULBOS DE HIPPEASTRUM ELEGANS

P
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Al ]

85 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0

25 20 15 1.0 05 0.0
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APENDICE O - DADOS DE RMN g-HSQC DOS EXTRATOS DE
HIPPEASTRUM ELEGANS

O —ESPECTRO DE RMN G-HSQC (600 X 150 MHZ EM MEOD) DO EXTRATO DE
450 DIAS DOS BULBOS DE HIPPEASTRUM ELEGANS
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APENDICE P - DADOS DE RMN g-HMBC DOS EXTRATOS DE
HIPPEASTRUM ELEGANS

P - ESPECTRO DE RMN G-HMBC (600 X 150 MHZ EM MEOD) DO EXTRATO DE
450 DIAS DOS BULBOS DE HIPPEASTRUM ELEGANS.
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