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RESUMO

TORRES, AMANDA. Monitoramento sazonal da composi¢cdo quimica de Hippeastrum
goianum (Ravenna) Meerow e sua influéncia na atividade de inibicdo da
acetilcolinesterase. Brasilia, 2019. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

Hippeastrum goianum (Amaryllidaceae) é uma espécie endémica do Cerrado, que
apresenta alcaloides de interesse farmacologico. Contudo, a concentracdo de alcaloides pode
ser afetada por fatores ambientais e pelo tipo de tecido vegetal no qual esses compostos sdo
encontrados. Portanto, foi avaliada a influéncia da sazonalidade no perfil de alcaloides e na
atividade bioldgica de folhas e bulbos de H. goianum. O material vegetal foi coletado em trés
periodos (outubro/2017, fevereiro/2018 e maio/2018). Um perfil quimico de extratos etandlicos
brutos e fracdes acetato de etila foi obtido por CG-EM. Os extratos brutos, fracdes acetato de
etila e aquosas foram avaliados quanto a atividade de inibi¢do in vitro da acetilcolinesterase
(AChE). Os dados obtidos por CG-EM foram explorados por anélise multivariada (HCA e
ACP). Os dados sobre a porcentagem de inibicdo da AChE foram analisados por analise de
variancia (ANAVA). A anélise por CG-EM mostrou a presenca de onze diferentes alcaloides,
sendo licorina o alcaloide majoritario tanto em bulbos quanto em folhas. Cherilina e
norlicoramina, estdo descritos pela primeira vez para o género Hippeastrum. Todos os demais
alcaloides identificados no perfil quimico, exceto licorina, estdo descritos pela primeira vez
para H. goianum. A amostra coletada em fevereiro/2018 apresentou a maior variabilidade de
alcaloides, enquanto que aquela coletada em outubro/2017 apresentou a menor variacdo de
compostos alcaloidicos. Entretanto, a analise multivariada sugeriu que, em relacdo ao perfil
quimico, o tipo de extrato e parte da planta exerceram maior influéncia do que o periodo de
coleta. A ANAVA mostrou diferencas estatisticas em relacdo a sazonalidade e tipo de extrato
para a atividade de inibicdo da AChE, onde fevereiro/2018 foi considerado o melhor periodo
para coleta de folhas, visando a utilizacdo desse material vegetal para atividade biol6gica uma
vez que durante esse periodo as folhas apresentaram a maior atividade de inibi¢do enzimatica
enquanto que para os bulbos, o periodo de maio/2018 mostrou a melhor porcentagem de
inibicdo. Outra observacdo interessante refere-se ao fato de que tanto folhas quanto bulbos de
H. goianum podem ser fontes de alcaloides de interesse farmacoldgico, principalmente licorina.
Dessa forma, a utilizagdo de folhas contribuem para a preservagdo da espécie, pois a coleta das

mesmas mantém a planta viva.

Palavras-chave: Amaryllidaceae; Hippeastrum; alcaloides; Cerrado



ABSTRACT

TORRES, AMANDA. Seasonal monitoring of the chemical composition of the species Hippeastrum
goianum (Ravenna) Meerow and its influence on inhibition activity of acetilcolinesterase. Brasilia,
2019. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da
Saude,Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

Hippeastrum goianum (Amaryllidaceae) is an endemic species from Cerrado, with
alkaloids presenting pharmacological activity. The concentration of alkaloids can be affected
by environmental factors and the type of plant tissue; therefore, the influence of seasonality on
the alkaloid profile and biological activity of H. goianum leaves and bulbs was evaluated. The
plant material was collected in three periods (October/2017, February/2018 and May/2018).
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) was used to obtain the chemical
profile of crude ethanol extracts and ethyl acetate fractions. The crude extracts, as well as the
ethyl acetate and aqueous fractions, were evaluated for in vitro inhibition of
acetylcholinesterase (AChE). The obtained GC-MS were explored by multivariate analysis
(HCA and PCA). Variance analysis (ANOVA) was used for inhibition of AChE results. The
GC-MS analysis showed eight different alkaloids, and the major component was lycorine.
Among them, cheryline and norlicoramine, are described, in the first time, for the genus
Hippeastrum. With exception of lycorine, all other identified alkaloids are described for the
first time for H. goianum. February/2018 presented the highest variability of alkaloids, while
October/2017 showed the smallest variation of alkaloid compounds. However, multivariate
analysis suggested that concerning the chemical profile, the type of extract, and the part of the
plant exerted more influence than the collection period. The ANOVA showed statistical
differences in seasonality and extract type for AChE inhibition activity. Concerning AChE
activity, February/2018 was considered the best period for leaves collection, and May/2018 was
the best period for bulbs. Another interesting find refers to the fact that leaves and bulbs present
alkaloids. Therefore, the use of leaves instead of bulbs, for alkaloid extraction purpose, can

contribute to the preservation of this species.

Keywords: Amaryllidaceae; Hippeastrum; alkaloids; Cerrado
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1 INTRODUCAO

A flora brasileira, que abriga cerca de 19% da flora mundial, é conhecida por ser uma
das mais ricas do planeta (BENINI et al., 2011). O territdrio brasileiro possui cerca de 46 mil
espécies vegetais, sendo considerado o detentor da maior diversidade bioldgica do mundo.
Entretanto, isso representa apenas uma pequena fracdo de toda a sua biodiversidade, estimada
em cerca de 1,8 milhdes de espécies (SOUSA et al., 2018).

A biodiversidade depende de fatores como clima, solo e caracteristicas de cada
ecossistema, também chamado de bioma, onde seus limites e delimitacdes sdo estabelecidos
pelo climax da vegetacdo de cada regido. Os principais biomas brasileiros sdo: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica e o Pampa, também conhecido como Campos do
Sul (SANTOS et al., 2009).

A regido biogeografica do Cerrado ocupa grande parte da area central do Brasil, com
cerca de 200 milhdes de hectares distribuidos principalmente na regido do Centro-Oeste
(VIOLANTE et al., 2009; BOTTEGA et al., 2013). Este bioma, é berco das nascentes de rios
sul-americanos, como Araguaia, Sao Francisco, Tapajos e Paraguai. Entretanto, apesar desta
relevancia, o Cerrado j& perdeu quase metade de sua paisagem original (SANTOS, 2010).
Dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA) e da Ciéncia, Tecnologia, Informacao e
Comunicagbes (MCTIC) mostraram que apesar do desmatamento na regido do Cerrado ter
diminuido em 11%, nos periodos entre 2017 e 2018, o total da area desmatada correspondeu a
51% (BRASIL, 2018).

Considerado a savana mais rica do mundo, o Cerrado é conhecido por apresentar
elevado grau de endemismo da fauna e da flora (LENZA et al., 2011). E composto por solos
enriquecidos em aluminio, bastante acidos e com baixo teor de substancias nutritivas,
suportando, portanto, uma vegetacdo caracteristica de pastagem, savana, pantanos, florestas,
dentre outras (SOUZA et al., 2016). Ainda, o solo do Cerrado pode ser caracterizado como
profundo, com baixa fertilidade e elevada acidez, devido ao aparecimento de silica. Seu
escoamento ¢ perene e os cursos d’adgua ndo sdo constantes (BASTOS e FERREIRA, 2010). A
fitofisionomia da vegetagdo compreende campos com arbustos, arvores pequenas e florestas
fechadas, com arvores de até 13 metros de altura (SILVA PINHEIRO e DURIGAN, 2012). A
elevada heterogeneidade ambiental contribui para que as espécies de origem vegetal deste
bioma estejam entre as mais diversificadas de todo o Brasil, sendo intercaladas por florestas e
campos (PEREIRA et al., 2011).
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As espécies vegetais do Cerrado respondem de forma distinta ao regime de queimadas.
A literatura sugere que em areas com alta frequéncia e intensidade de fogo, os modelos de vida
menores, como as ervas por exemplo, sdo favorecidos em detrimento das formas de vida
maiores, a exemplo das arvores. 1sso ocorre devido ao sincronismo de floragdo em relagcéo ao
fogo e uma melhor exploracéo dos nutrientes deixados pelo consumo da biomassa na superficie
do solo, gerando uma transferéncia indireta de energia das espécies arboreas e arbustivas para
0s subarbustos e gramineas (GIROLDO, 2017).

Dentre as espécies de origem vegetal, aproximadamente 7.000 sdo nativas, com
crescente interesse etnobotanico, farmacéutico e bioldgico, pertencentes a diversas familias,
como Amaranthaceae, Anacardiaceae, Amaryllidaceae, Bignoniaceae, Bromeliaceae,
Cactaceae, Erythroxylaceae, Fabaceae, Rubiaceae, Myrtaceae, Tiliaceae, dentre outras (PASA
e NETO, 2009; OLIVEIRA et al., 2010).

Essas plantas produzem diversas substancias e, 0s compostos que apresentam 0 maior
interesse quimico sdo produzidos pelo metabolismo secundério, ainda que produzidos em
menor quantidade, se comparados aos compostos provenientes do metabolismo primario. Essas
moléculas sdo peculiares para cada especie, fazendo com que sejam produzidas por diversas
rotas metabolicas e apresentem atividades biolégicas importantes no processo de adaptagéo ou
preservacao da espécie vegetal (ZANCA, 2015).

Contudo, vérias espécies vegetais encontradas no Cerrado, que possuem compostos
oriundos do metabolismo secundario com grande interesse farmacoldgico e bioldgico, estdo
ameacadas de extingdo. Conforme apontaram dados da Fundagdo Biodiversitas, algumas
plantas das familias Fabaceae e Amaryllidaceae sofrem o risco de desaparecerem do Cerrado
(BIODIVERSITAS, 2006). Assim € imperativo buscar mecanismos que contribuam para a
preservacdo das espécies do Cerrado.

O monitoramento da sazonalidade pode constituir uma alternativa viavel para auxiliar
no processo de preservacdo da biodiversidade e, a0 mesmo tempo, explorar a potencialidade de
compostos de interesse, uma vez que a quantidade e o tipo de metabdlitos secundarios nao
permanecem constantes no decorrer do ano. Dessa forma, monitorar o periodo de coleta da
planta é um fator de extrema importancia para permitir conhecer qual a época em que
determinada parte da planta produzira uma maior quantidade dos compostos de interesse
(MORAIS, 2015).
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1.1 ESTUDO DA SAZONALIDADE

A sintese dos compostos secundarios esta associada a fatores ambientais e intrinsecos
das plantas, os quais podem atuar de forma isolada ou em conjunto (FERNANDES, 2017). A
compreensdo dessas variaveis fisioldgicas permite o entendimento de como as espécies vegetais
se estabelecem em um determinado ambiente, externando fendtipos, possibilitando-lhes sua
estadia e, portanto, o seu desenvolvimento (TROVAO et al., 2007).

As concentracdes de metabolitos especiais nas plantas sdo heterogéneas, modificando
com varios fatores bidticos e abidticos, como por exemplo: sazonalidade, temperatura, radiacdo
UV, indice pluviométrico, dentre diversos outros (GOBBO-NETO e LOPES, 2007), como

esquematizado na Figura 1.

Ritmo circadiano

~
e e
\\ N

indice pluviométrico
Sazonalidade ' Radiac8o UV

/ Composigao CO, SO,
/ atmosférica NO, O,

= Herbivoria e
Ataque de patégenos
-~

Figura 1. Diversidade de fatores que podem influenciar na producéo de
metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

As modificagbes temporais e espaciais, bem como as propor¢des referentes aos
metabolitos secundarios - também chamados de metabdlitos especiais - nas espécies vegetais
ocorrem em niveis distintos (circadiana; intraplanta, interplantas, sazonais e interespécies) onde

a presenca de um dominio genético, como o genétipo e a expressdo génica, pode sofrer



16

variagfes resultantes da influéncia de processos ecoldgicos, bioquimicos e fisiologicos
(AMARAL, 2008).

A sazonalidade, portanto, refere-se a mudancas climaticas de um ambiente delimitado,
induzindo as plantas a se ajustarem conforme o periodo variante. Pode ocorrer um adiantamento
do final de uma fase, ou adiamento do comeco de outra fase, por exemplo, quebra de dorméncia
de sementes. Desta maneira, a sazonalidade é uma variacdo fisionémica da populacéo vegetal
(COELHO, 2013).

As distintas estacGes que ocorrem durante o ano sao devidas a inclinacdo da Terra em
relagdo ao Sol e se caracterizam por fatores climaticos, como radiacdo solar, temperatura,
luminosidade, indice pluviométrico e duracdo dos dias (SOLETTI, 2015). Dessa maneira, 0
fator sazonal expBe as plantas a mudancas constantes, onde as mesmas sdo forcadas a se

adequarem fisiologicamente a estas condicdes (MAGALHAES et al., 2005).

1.2 ALGUNS ALCALOIDES DE ORIGEM VEGETAL UTILIZADOS NA TERAPEUTICA

As substancias produzidas pelas plantas sao classificadas em metabolitos primarios ou
secundarios, também conhecidos como especiais. Os metabdlitos primarios sdo aqueles
responsaveis pela estrutura funcional da planta (carboidratos, aminoacidos, &cidos nucleicos).
Os metabolitos secundarios desenvolvem um importante papel no processo de adaptacdo das
plantas em seus ambientes e defesa dessas espécies contra patdgenos externos, predadores,
agressGes ambientais, sinalizadores quimicos para polinizadores, dentre outros (FUMAGALI
etal., 2008; MORAIS et al., 2016). Estima-se que mais de 100.000 metabdlitos secundarios sao
sintetizados (PEREZ-ALONSO e JIMENEZ, 2011).

Os metabolitos de origem secundaria vém sendo estabelecidos como substancias pouco
abundantes, com uma ocorréncia abaixo a 1% do carbono total, ou ainda, devido ao fato de seu
armazenamento ocorrer em células especificas. Entretanto, os produtos secundarios possuem
um papel significativo na adequacéo das plantas aos seus meios; essas moléculas colaboram
para que as espécies consigam ter uma bom contato com o0s variados ecossistemas
(FUMAGALI et al., 2008). Essas substancias, desempenham papeis importantes na bioquimica
e fisiologia dos vegetais (GOMES et al., 2014).

Os alcaloides sdo compostos organicos oriundos do metabolismo secundario que
contém nitrogénio em sua estrutura (VICENTE, 2016). Com relacdo & sua aplicabilidade

farmacéutica, varios alcaloides sdo utilizados como material de partida para a sintese de
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farmacos para tratamento de diversas doencas (ZANCA, 2015). Exemplos de alcaloides

utilizados na terapéutica sao mostrados no Quadro 1.

Quadro 1. Alguns alcaloides de origem natural utilizados na terapéutica (ZANCA, 2015).

Alcaloide Acéo Agravo
Galantamina (1) Inibidor da acetilcolinesterase Alzheimer
Pilocarpina (2) Inibidor da acetilcolinesterase Alzheimer

Morfina (3) Analgésico Dores severas

Quinina (4) Antiarritimico e antimalarico Arritimias cardiacas e maléria

N (6]

‘. o O N\
Ny
/O O 'I> p o, & N
3 s : \
\

Galantamina (1) Pilocarpina (2) Morfina (3)
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O alcaloide galantamina (1) apresenta grande atividade bioldgica, principalmente em
relacdo a atividade de inibicdo da acetilcolinesterase, que estd envolvida na Doenca de
Alzheimer (DA) (BARREIRO & BOLZANI, 2009).

1.3 ACETILCOLINESTERASE E A DOENCA DE ALZHEIMER
A doenga de Alzheimer € conhecida por ser uma patologia neurodegenerativa com

processo evolutivo, causando diminui¢do do nivel de memoria e alteragdo nas fungdes

intelectuais, sendo considerada a maior causa de declinio cognitivo em pessoas com idade
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avancada. E relacionada a diversos fatores de risco, tais como: gendtipo da apolipoproteina,
idade avancada, traumatismo, diabetes, hipertensdo, dentre outros. E normalmente, o paciente
é levado a 6bito ap6s 10 anos do inicio do quadro clinico (MOREIRA, 2014).

Dados da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), apontaram que 0 nimero de
pessoas afetadas pela doenca triplicara nos proximos 30 anos (OPAS, 2017). KHANAHMADI
et al. (2015) relataram que, em pacientes com DA, a neurotransmissdo colinérgica ¢é afetada,
mostrando um acumulo do fragmento de uma proteina beta-amiloide fora dos neurénios e o
acumulo de uma proteina anormal chamada de tau dentro dos neurdnios. Estas, sdo duas das
varias alteracGes cerebrais associadas a DA (STERNER et al., 2016). As areas patologicamente
mais afetadas pela DA no cérebro sdo 0 neocértex e 0 hipocampo. Estas areas estdo relacionadas
as atividades do sistema nervoso central (SNC) de forma mais proeminente (MARQUES et al.,
2013).

Atualmente, existem no mercado diversos farmacos que tém como alvo as sinapses
colinérgicas, agindo na acetilcolinesterase, podendo inibi-la ou reativa-la, assim como podem
atuar em receptores da enzima AChE como antagonistas ou agonistas. A AChE, quando
bloqueada, torna-se incapacitada de hidrolisar a acetilcolina; o neurotransmissor continua ativo
na fenda sinaptica por um periodo maior, favorecendo a transmisséo colinérgica (ARAUJO et
al., 2016).

Os inibidores da acetilcolinesterase sdo uma das opcBes para o tratamento dos sintomas
da DA, pois diminuem a degradacdo da acetilcolina. Outra opc¢éo de tratamento é o uso de um
antagonista do receptor N-metil-D-aspartato glutaminérgico memantina, que atua inibindo a
neurotoxicidade mediada por esse mesmo receptor (STERNER et al., 2016). Esses farmacos
podem relacionar-se com o sistema colinérgico central, melhorando a memdria e os déficits
cognitivos, reduzindo a destruicdo da acetilcolina do local sinaptico na regido cerebral
(SIRVANIS et al.,, 2013). No entanto, retardam apenas temporariamente a progressdo da
doenca, além de apresentarem alguns efeitos colaterais (THAKUR et al., 2019).

Existem estudos com varias substancias inibidoras da enzima acetilcolinesterase para o
desenvolvimento de farmacos eficazes no tratamento e controle dos sintomas da DA, onde 0s
principais farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) sdo: galantamina (1),
huperzina (5), tacrina (6), donepezil (7), rivastigmina (8) e fisostigmina (9) (KONRATH,
2011). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), registrou gquatro
farmacos para tratamento da DA: galantamina (1), donepezil (7), rivastigmina (8) e memantina

(10), sendo que os trés primeiros farmacos séo inibidores da acetilcolinesterase (BRASIL,
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2017), enquanto a memantina (10) atua como antagonista do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) (ARAUJO & PONDE, 2006).
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Rivastigmina (8) Fisostigmina (9) Memantina (10)

Entretanto, esses farmacos retardam apenas temporariamente a progressao da doenca,
além de apresentar efeitos colaterais (FORLENZA, 2005). Dessa forma, tem aumentado o
interesse cientifico na descoberta de novos potenciais inibidores da acetilcolinesterase, por vias

nao sintéticas.
1.4 FAMILIA AMARYLLIDACEAE E SEUS ALCALOIDES

A familia Amaryllidaceae faz parte de um grupo de plantas caracterizadas como
angiospermas que possuem um unico cotilédone na semente (monocotiledoneas). As
Amaryllidaceae sdo herbaceas e apresentam folhas espiraladas ou disticas, centralizadas na
parte de suporte da planta; inflorescéncia cimosa, flores bissexuais, levemente zigomorfas ou
actinomorfas As espécies dessa familia exibem um elevado potencial ornamental, em razéo de
suas flores vistosas, coloridas e grandes (SEBBEN, 2005; SILVA, 2016a).
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Essa familia apresenta 85 géneros e 1100 espécies distribuidas nas zonas tropical e
subtropical, abrangendo a América do Sul, Sul da Africa e Regido Mediterranea (FELIX et al.,
2009). No Brasil ha 19 géneros e 148 espécies ja catalogados, sendo Cearanthes Ravenna.,
Griffinia Ker-Gawler, Tocantinia Ravenna. e Worsleya (W. Watson ex Traub) Traub, géneros
considerados endémicos (AMARAL, 2011).

As delimitacbes da taxonomia desta familia sdo pouco conhecidas, havendo a
necessidade de um aprimoramento quanto as distincbes de géneros e espécies das
Amaryllidaceae. Essa caréncia no processo de delimitacdo € devida a uma grande dificuldade
na identificacdo botanica das monocotiled6neas, ocorrendo inclusive com varios géneros desta
familia, como é o caso do género Hippeastrum (MARQUES, 2016).

Extratos de espécies de Amaryllidaceae tém sido objeto de estudos devido ao interesse
em seus metabolitos especiais, principalmente, os alcaloides oriundos das isoquinolinas e que
apresentam uma expressiva atividade biologica, como mostram pesquisas ja realizadas com
espécies desta familia (ROSA, 2017).

Embora o crescente interesse guanto aos aspectos botanicos, farmacologicos e quimicos,
tenha sido mostrado em pesquisas cientificas sobre plantas medicinais, para alguns géneros

dessa familia, ha somente estudos preliminares (MARQUES, 2016).

1.4.1 Género Hippeastrum

O género Hippeastrum apresenta cerca de 90 espécies, sendo que 34 ocorrem no Brasil
(MARQUES, 2016). Esse género é restrito & regido Sul-Americana, distribuindo-se entre
México, Antilhas e Argentina (SEBBEN, 2005). Apresenta bulbo com um colo, podendo ser
alongado ou curto; folhas alternas, simples, comumente dorsiventrais e planas, glabras, as vezes
ausentes na época de floracdo. As espécies pertencentes a este género sdo adequadas a habitats
notoriamente secos ou ambientes inteiramente xéricos (MONTEIRO e DE OLIVEIRA, 2010).
Como outras Amaryllidaceae, as espécies sdo apreciadas para uso ornamental, e se destacam
pela variedade de cores em suas flores. Na medicina popular, algumas espécies sdo comumente
usadas para o tratamento de feridas e distarbios gastricos (OLIVEIRA, 2017).

Ainda que existam poucos estudos relacionados a Hippeastrum, algumas substancias
bioativas, consideradas relevantes, foram relatadas para diversas espécies do género. Por
exemplo, montanina (11), isolada de H. vittatum, apresentou acdo inibitéria da enzima

acetilcolinesterase (SOPRANI, 2017); candimina (12), isolada de H. morelianum, mostrou
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toxicidade para Trichomonas vaginalis; licorina (13) apresentou significativa agdo antioxidante
(GIORDANI et al., 2008; BESSA, 2016; OLIVEIRA, 2017).
Os principais alcaloides identificados em espécies desse género e suas respectivas

atividades encontram-se sintetizados no Quadro 2.



Quadro 2. Alcaloides identificados em espécies do género Hippeastrum.

22

Alcaloide

Atividades

Referéncia

Galantamina (1)

Citotdxica, antitumoral, inibidora da colinesterase,
anti-inflamatoria, antioxidante

ANDRADE, 2010; CABRAL, 2011

Montanina (11)

Analgésica, antitumoral, antiviral, citotoxica,
antitumoral

GIORDANI et al., 2008

Candimina (12)

Antiparasitaria

DIELLO, 2012

Licorina (13)

Analgésica, antibacteriana, citotoxica, antitumoral

ANDRADE et al., 2014; SEBBEN, 2005; HOFMAN
JR etal., 2003

Tazetina (14)

Citotdxica, antibacteriana, antioxidante

GIORDANI et al., 2011; HOFMAN et al., 2003

Pseudolicorina (15)

Antitumoral

CARVALHO, 2014

Haemantamina (16)

Antioxidante; antitumoral

CARVALHO, 2014

Narcissidina (17) Antitumoral SEBBEN, 2005
Hipeastidina (18) Citotoxica ANDRADE, 2007
Galantina (19) Antitumoral CARVALHO, 2014

Vitacarbolina (20)

ANDRADE, 2007

Trisferidina (21)

ANDRADE, 2014




Quadro 2 (cont.). Alcaloides identificados em espécies do género Hippeastrum.
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2-O-acetilicorina (22)

CARVALHO, 2014

Ungeremina (23)

CARVALHO, 2014

Vitatina (24)

Aitotoxica; antitumoral; antiviral

SILVA, 2006

Normaritidina (25)

Antibacteriana

ANDRADE, 2014; CARVALHO, 2014

Hamaina (26)

Antitumoral; citotdxica; antiparasitaria

RIBEIRO, 2016; GIORDANI et al., 2011

Undulatina (27)

Antitumoral; antiviral

HOFMANN et al., 2003

Homolicorina (28) Antimalarial CARVALHO, 2014
11-oxo- epi-macronina (29) Antiviral ANDRADE, 2014
2a- dimetoxihomolicorina (30) | Citotoxica ANDRADE, 2014; CARVALHO, 2014

Hidroxivitatina (31)

Antiparasitaria

BESSA, 2015

Neirina (32)

Antiviral

ANDRADE, 2014

Egonina (33)

CARVALHO, 2014

Trisfagridina (34)

Antitumoral, antiviral, citotoxica

CARVALHO, 2014

3-O-dimetilhippeastidina (35)

SEBBEN, 2005
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Galantindol (36)

Antiviral

ANDRADE, 2014

O-metilismina (37)

CARVALHO,2014

Hidroxihomolicorina (38)

GIORDANI, 2011

Licoramina (39)

BESSA et al, 2017

8-O-desmetilmaritidina (40)

SOPRANI, 2017

Anidrolicorina (41)

GUOQ, 2015

Assoanina (42)

inibidora da colinesterase

SOPRANI, 2017

Kirkina (43) - SOPRANI, 2017
Pancratinina C (44) - SOPRANI, 2017
Mecambrina (45) - GUIMARAES et al., 2017

Undulatina (46)

SILVA, 2005
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Kirkina (43) Pancratinina C (44) Mecambrina (45) Undulatina (46)

A espécie Hippeastrum goianum, objeto desse trabalho, é uma espécie endémica que
ocorre em Goias e no Distrito Federal. E uma planta ornamental que habita o Cerrado de forma
isolada, ou em populagdes com poucos individuos (FLORA, 2012).

Figura 2. Hippeastrum goianum. A esquerda, material ja coletado. A
direita, espécie de estudo no local da coleta.
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Essa espécie € morfologicamente semelhante a H. solandriflorum (Lindl.) Herb. Ambas
apresentam folhas e bulbos com formatos muito semelhantes e sdo coletadas, geralmente, em
solo recentemente queimado, durante os meses de julho e dezembro, com o surgimento de flores
e frutos, sugerindo que a incidéncia desta espécie esteja intimamente ligada a ocorréncia de
incéndios (MARQUES, 2016).

Apesar de H. goianum estar presente na lista de espécies da flora brasileira ameacadas
de extincdo (BIODIVERSITAS, 2006), pode ser encontrada em cinco Unidades de
Conservacao, sendo quatro delas de grande relevancia para o Distrito Federal; Jardim Botanico
de Brasilia, Fazenda Agua Limpa, adjacentes do Parque Nacional de Brasilia e Reserva
Ecoldgica do IBGE (AMARAL, 2007).

Como membro da familia Amaryllidaceae, apresenta, em sua composi¢do quimica,
alcaloides caracteristicos para os quais sdo relatadas diversas atividades farmacoldgicas
importantes como antitumoral, analgésica, citotoxica, antibacteriana e inibidora da
acetilcolinesterase (SEBBEN, 2005; ANDRADE et al., 2014; CARVALHO, 2014; SILVA,
2016b). Alguns alcaloides ja foram identificados no extrato de bulbos dessa espécie, como
licorina (13), pseudolicorina (15), 7-desoxi-trans-diidronarciclasina (47), 8-desmetoxi-10-O-
metilostasina (48), e 9-O-desmetillicoramina (49) (VERDAN et al., 2017). Contudo, ha
caréncia de relatos sobre a composi¢do quimica e propriedades bioldgicas de extratos e fracdes

de Hippeastrum goianum.

OH

HO

H,CO

7-desoxi-trans-diidronarciclasina (47)  8-desmetoxi-10-O-metilostasina (48)  9-O-desmetillicoramina (49)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil quimico e atividade de inibicao da acetilcolinesterase por Hippeastrum

goianum (Ravenna) Meerow, coletada em diferentes periodos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter o perfil cromatografico dos extratos e fracGes de folhas e bulbos de H.
goianum
o Avaliar a atividade de inibicdo da acetilcolinesterase dos extratos e respectivas

fracdes, por meio do ensaio de inibi¢do enzimatica in vitro

o Avaliar possiveis variacbes sazonais nos compostos quimicos presentes nos
diferentes extratos e fracGes

o Avaliar possiveis variacbes sazonais quanto a atividade de inibicdo da

acetilcolinesterase nos diferentes extratos e fragdes
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Os exemplares de Hippeastrum goianum (Ravenna) Meerow, foram coletados na
Regido Administrativa da Estrutural, Distrito Federal, Brasil (15¢47°22.8S4802°25W) pelo
Prof. Dr. Christopher Willian Fagg (Universidade de Brasilia -UnB) e uma exsicata foi
depositada no herbario da Universidade de Brasilia (UB), sob 0 nimero Fagg 2387. As coletas
foram realizadas pela manha, nos seguintes periodos: 10 de outubro/2017 (12 coleta), 01 de
fevereiro/2018 (22 coleta) e 14 de maio/2018 (3?2 coleta).

3.1.1 Aspectos legais

Esse trabalho foi realizado sob o cadastro niUmero 163E599, no Sistema Nacional de

Gestao do Patriménio Genético (SisGen), para autorizacdo de acesso.

3.1.2 Secagem do material

O material coletado foi secado em estufa com circulacdo e renovacao de ar (Solab® SL
102), com temperatura controlada entre 37-40 °C, conforme preconiza o Consolidado de normas
da Coordenagdo de Medicamentos Fitoterapicos e Dinamizados (COFID) (BRASIL, 2015).

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS E FRACOES

O material vegetal rasurado foi submetido a extracdo por maceragédo, utilizando
percoladores de ago inox. A proporcéo entre o material boténico e os solventes utilizados foi
1:10. O material vegetal, referente as trés coletas, foi submetido ao mesmo procedimento de
extracao.

O material vegetal foi inicialmente extraido por hexano P.A, por 72 h. Apos esse
periodo, a solugéo extrativa foi esgotada. O processo foi repetido por trés vezes. O material
vegetal remanescente foi entdo submetido ao mesmo procedimento, utilizando etanol P.A.

como solvente. As solugdes extrativas foram submetidas a evaporagdo sob temperatura inferior
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a 40 °C, sob véacuo, para eliminacdo dos solventes, utilizando rotaevaporador Hei-VAP
Advantage, ML, G1, 115v — Heidolph.

Ao material vegetal remanescente (torta) foi adicionada solucédo de &cido cloridrico 0,01
M (pH 2,0), e o conjunto foi aquecido até ebulicdo. A mistura foi mantida sob agitacdo por 10
min e, posteriormente, submetida a filtracdo. O filtrado foi neutralizado até pH 7,0, utilizando
uma solucéo de hidroxido de amonio 25 %, e foi entdo submetido a fracionamento liquido-
liquido com acetato de etila. Foram feitas trés extracdes sucessivas.

A fracdo organica foi lavada com agua destilada, para eliminacéao de residuo de NHsOH,
secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi eliminado sob temperatura inferior
a 40 °C, sob vacuo. A fracdo aquosa neutralizada, foi congelada e submetida a liofilizacédo
(Liofilizador Advantage Plus XL-70, SP Scientific). Todas as fracGes e extratos obtidos foram
devidamente depositados em recipientes e armazenados em freezer a 20 °C até sua utilizacéo

nos ensaios subsequentes.

Material vegetal

Extracdo com hexéno (3x 72h)

TORTA Extrato hexinico

Extracdo com etanol (3x 72h)

TORTA Extrato etanolico

Extracdo com HC1 0.01M aquecido

TORTA Extrato aquoso acido
Neutralizaciio com NH+OH 25%
Particdo liquida-liquida com acetato de etila
Fragdo aquosa Fracdo acetato de ctila

Figura 3. Etapas de obtencédo de extratos e fracbes de folhas e bulbos de Hippeastrum
goianum.
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Desta forma, foram obtidos os extratos etanélicos (EEtOH), fracdo aquosa (FA) e fracéo
acetato de etila (FACOEt), para os trés periodos de coleta realizadas (Figura 3).

A extracdo por hexano, teve por finalidade realizar uma limpeza prévia no material
vegetal (desengorduramento); dessa forma, os extratos hexanicos obtidos n&o foram utilizados
na analise do perfil quimico e ensaio bioldgico.

O rendimento dos extratos etanolicos e fracfes acetato de etila e aquosas, foi calculado

conforme a equagéo:

% Rendimento = (Extrato seco/Material seco) x 100

3.3 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASSAS
(CG/EM)

Os extratos e/ou fracBes analisadas foram constituidos de 2 mg de cada amostra,
dissolvidos em 1 mL de MeOH (extratos brutos) e CHCIs (fragdes). O material solubilizado foi
injetado diretamente no cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas Agilent
Technologies 6890N acoplado com MSD5975 inerte XL, operando no modo de ionizacdo de
elétrons (IE) em 70 eV. Foi utilizada a coluna Sapiens-X5 MS (30 m - 0,25 mm i.d., espessura
do filme 0,25 m). O gradiente de temperatura foi: 12 min a 100 °C, 100 °C — 180 °C a 15 °C/min,
180 °C — 300 °C a5 °C/min e 10 min em 300 °C. O modo de injecdo utilizado foi Splitess (1:50).
As temperaturas do injetor e do detector foram de 280 °C, respectivamente, e a taxa de fluxo do

gas de arraste (He) foi 1 mL/min. O volume de injecao foi de 1 pL.

3.3.1 Identificacéo dos alcaloides por CG/EM

Os alcaloides foram identificados comparando os espectros de massas referentes a cada
pico/tempo de retencdo apresentado no cromatograma e o indice de retengéo (IR, Kovats) com
um banco de dados contendo dados de alcaloides de Amaryllidaceae (ANDRADE et al., 2012;
ANDRADE et al., 2014; BESSA, 2016) que foram isolados e identificados usando outras
técnicas espectroscépicas, como ressonancia magnética nuclear (RMN), ultravioleta (UV),
dicroismo circular (DC) e espectrometria de massas (EM), bem como dados da literatura que

estdo sendo continuamente atualizados e revisados. Os espectros de massas foram analisados
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usando o software AMDIS 2.64 (AMBIENTE) (WA, EUA), e os IR foram registrados com
uma mistura de calibracdo de padrdes de hidrocarbonetos (C9-C36).
A proporc¢édo de cada alcaloide presente nos extratos e fracGes analisados por CG/EM

foi expressa como porcentagem relativa da area do pico.

3.4 ATIVIDADE DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE

O ensaio in vitro para avaliar a atividade inibitoria da acetilcolinesterase (AChE) foi
realizado a partir do método desenvolvido por ELLMAN et al. (1961) e modificado por LOPEZ
et al. (2002). A técnica baseia-se na hidrdlise da acetiltiocolina (ATCh) pela enzima
acetilcolinesterase para produzir tiocolina e acetato. A tiocolina gerada reage com o composto
DTNB [acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)], produzindo 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e acido 5-tio-2-nitrobenzoico, composto de cor amarela, que apresenta um
maximo de absorcdo a 405 nm. No ensaio, se a enzima AChE for inibida pelos compostos
presentes no extrato ou as fracdes, serd menor a quantidade de tiocolina produzida a partir da
hidrolise da ATCh. Consequentemente, a concentracdo do cromoéforo produzido a partir da
reacdo da tiocolina com o DTNB serd menor, sendo um indicativo da eficicia do extrato na
inibicdo enzimatica. Essa atividade pode ser monitorada a 405 nm.

Para este ensaio, foram preparadas solugdes (tampéo, de enzima e de substrato), de
candidatos a inibidores e de inibidores padrdo. O tampao utilizado no ensaio foi uma solucéo
salina fosfato (PBS), constituida de KoHPO4 8 mM (Vetec®, 98%), NaH2PO4 2,3 mM (Sinth®,
98%), NaCl 0,15 M (Vetec®, 99%), pH 7,5.

A enzima acetilcolinesterase (AChE) de Electrophorus electricus (137,0 U/mg solido
em 217 U/mg de proteina, Sigma Aldrich®) foi dissolvida em PBS (pH 7,5), a fim de ser obtida
uma solugéo de 137 U/mL (1 mg de AChE em 1 mL de PBS), denominada solugéo-estoque.
Esta solucdo foi armazenada a 20 °C. Dessa, foi preparada uma solugédo de trabalho (0,25
U/mL), constituida de 16,41 pL da solugao-estoque adicionados a de PBS g.s.p 9 mL.

A solugéo de substrato foi preparada com iodeto de acetiltiocolina 0,24 mM (Sigma
Aldrich®, 98%), NaHPO4 0,04 mM (Merck®, 99%), DTNB 0,2 mM (Sigma Aldrich®, 99%)
em agua destilada, g.s.p 20 mL.

As amostras (extratos etanolicos e fracfes aquosas e em acetato de etila) foram

preparadas na concentracdo de 500 pg/mL. O volume final na etapa de pré-incubacgéo foi 150
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pL. O solvente utilizado para diluir o extrato etanolico foi etanol, enquanto que para as fracoes
foi usada uma mistura de etanol 5%/ DMSO 0,1%.

Os inibidores da enzima acetilcolinesterase utilizados neste estudo como controle
positivo de inibicdo foram galantamina (1) e fisostigmina (9) (Sigma Aldrich®, > 99%). Foram
preparadas solugdes estoque em &gua destilada destilada (1 mg/mL), armazenadas a "20°C.

Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 50 pL de tampao, 50 pL. de candidato a
inibidor (amostra ou controle positivo) e 50 puL de solugdo da enzima. Esta mistura foi incubada
por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solugdo do
substrato. Ap6s 10 minutos, foi feita a leitura a 405 nm em leitor de microplaca Multimode
Plate Reader Perkin EImer EnSpire (ENSPIRE ALPHA).

Para verificar a capacidade inibitoria e calcular o valor da porcentagem de inibicéo para
cada ensaio, os extratos e fragdes foram avaliados utilizando a concentragdo de 500 pg/mL. A
atividade foi estimada como o maximo de absorbéancia, equivalendo a 100%, para cada ensaio,

e teve como referéncia a equagéo:

% de inibicdo= (C-A/C) x 100

Onde: C é a absorbancia do controle da enzima e A é absorbancia do extrato menos o

branco.

3.5 DADOS CLIMATOLOGICOS

O estudo sazonal foi realizado por meio de uma coleta de folhas e bulbos de H. goianum
em trés periodos diferentes (Outubro/2017, Fevereiro/2018 e Maio/2018). As trés coletas foram
feitas na Regido Administrativa da Estrutural, DF, Brasil.

Os dados climaticos referentes a radiacdo global, temperatura maxima, temperatura
minima, umidade relativa méxima, umidade relativa minima e precipitacdo pluviométrica dos
meses em que as coletas foram feitas, foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Agroclimatologia da FAL — UnB.

Com os dados obtidos, foram calculadas médias mensais dos parametros climaticos

citados entre o primeiro e o ultimo periodo de coleta.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados climaticos obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) one-
way, seguida pelo pos-teste de Kruskal-Wallis, considerando a anormalidade da distribui¢do
dos dados verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. O nivel significativo adotado foi de
5%, ou seja, p<0,05.

Para o perfil quimico, foram realizadas duas analises multivariadas com agrupamento e
andlise de componentes principais (ACP), utilizando o software Statistica. Posteriormente, foi
construida uma matriz de dissimilaridade baseada na composicéo quimica dos extratos e fracdes
de folhas e bulbos de H. goianum obtidos em diferentes periodos, a partir de suas distancias
euclidianas. A matriz de dissimilaridade foi simplificada com dendrogramas, usando 0 método
de agrupamento de Ward. Foi realizada analise de correlacdo entre todos os alcaloides
detectados nas amostras analisadas.

Os dados da porcentagem de inibicdo (%) dos extratos brutos (EEtOH), fracdes acetato
de etila (FACOELt) e fracGes aquosas (FA), de folhas e bulbos de Hippeastrum goianum
coletados em diferentes periodos, foram submetidos a andlise de variancia, considerando um
delineamento inteiramente casualizado com parcelas subdivididas no tempo (Split plot in time).
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey 5% de probabilidade, por meio do programa

Sisvar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DADOS CLIMATOLOGICOS

O clima predominante na regido do Cerrado é o tropical sazonal (KLEIN, 2000 apud
MARTINS, 2015).

A precipitacdo na area das coletas no periodo avaliado (Outubro/2017 — Maio/2018), de
acordo com os dados obtidos, foi de 1.218 mm, o que mostrou uma estacionalidade climatica
deste bioma, uma vez que, seu nivel de precipitacdo média anual fica entre 1.200 e 1.800 mm
(KLEIN, 2000 apud MARTINS, 2015 ). A média mensal da temperatura maxima também nao
mostrou grandes variagoes (27,3-31,7 °C) entre o periodo de outubro/2017 a maio/2018 (Figura
4).

Na Figura 4 também estdo apresentados 0os meses com maior incidéncia dos parametros
meteorolégicos em questdo, considerando os periodos das coletas. Para a precipitacdo
pluviométrica, a maior incidéncia ocorreu no més de dezembro/2017 (9,3 mm), seguida de
janeiro/2018 (8,5 mm) e novembro/2017 (3,9 mm).

Para a radiacéo global, foi verificada a maior incidéncia no més de outubro/2017 (19,7
MJ/m2-d), sequida de setembro/2017 (19,3 MJ/m?-d) e janeiro/2018 (17,3 MJ/m?-d).

Para os dados referentes a temperatura maxima, a maior incidéncia ocorreu no més de
outubro/2017 (31,7 °C); e os demais meses mostraram temperaturas muito proximas a esse
valor. Para a temperatura minima, a maior incidéncia foi no més de dezembro/2017 (17,1 °C),
seguido de novembro/2017 (16,9 °C) e marg¢o/2018 (16,6 °C).

Quanto a umidade relativa méaxima, os periodos entre novembro/2017 e fevereiro/2018,
mostraram uma média similar (cerca de 99%); os demais periodos apresentaram uma média
préxima ao valor de 90%. A umidade relativa minima apresentou uma maior variabilidade
numérica quanto as medias mensais, onde a maior incidéncia foi no més de abril/2018 (55,1%),
seguida de dezembro/2017 (55,8%) e novembro/2017 (53,6%).

Considerando apenas os periodos das coletas (outubro/2017, fevereiro/2018 e
maio/2018), a andlise estatistica ndo mostrou variagdo significativa entre os meses de cada

coleta em relagdo aos dados climatoldgicos (Figura 5).
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4.2 RENDIMENTO

Foram realizadas trés coletas de folhas e bulbos da espécie Hippeastrum goianum, entre
0 periodo de outubro de 2017 a maio de 2018, sendo obtidos 06 extratos brutos e 12 fracGes,
totalizando 18 amostras.

A Tabela 1 mostra que em relagdo ao rendimento dos extratos brutos e fracGes, 0s
extratos etanolicos brutos das folhas e bulbos apresentaram um rendimento maior, em todas as

coletas realizadas, se comparados com as demais amostras.

4.3 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASSAS
(CG/EM)

4.3.1 Identificacdo dos alcaloides

A metodologia por CG/EM utilizada para diferentes extratos e fracGes de Hippeastrum
goianum permitiu detectar onze alcaloides (Tabela 2), sendo que nove foram identificados pela
comparacao de seus espectros de massas e indice de retencdo de Kovats com banco de dados.

A propor¢do de cada composto nas amostras analisadas por CG/EM (Tabela 2) foi
expressa como porcentagem relativa da area do pico. A area sob os picos do CG/EM néo
depende sé da concentracdo do composto correspondente, mas também da intensidade da sua
fragmentacéo espectral de massas. Embora os dados apresentados na Tabela 2 ndo expressem
uma quantificacao real, podem ser usados para uma comparacéo relativa.

As amostras referentes as fracGes aquosas (FA) de todas as coletas realizadas, ndo
apresentaram compostos alcaloidicos, ndo sendo possivel apresentar seus resultados quanto ao

perfil fitoquimico.
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Tabela 1. Rendimentos e teores de umidade das amostras obtidas a partir de
folhas e bulbos de Hippeastrum goianum.

Periodo Parte vegetal Extrato/Fracdo Massa (g) Rendimento (%)
EEtOH 3,6 8,40
Folhas FACOEt 0,024 0,12
FA 4,4 12,47
Outubro/2017 EE(OH 41 23,01
Bulbos FACOEt 0,038 0,36
FA 6,6 22,32
EEtOH 1,3 9,86
Folhas FACOEt 0,022 0,25
. FA 6,4 14,31
Fevereiro/2018 EE(OH 24 15.91
Bulbos FACOEt 0,012 0,08
FA 3,9 15,61
EEtOH 7,3 18,87
Folhas FACOEt 0,012 0,007
. FA 2,6 1,38
Maio/2018 EEtOH 21,79 14,71
Bulbos FACOEt 0,042 0,29
FA 18,76 16,91

EEtOH: Extrato etandlico; FACOEL: Fracdo acetato de etila; FA: Fragdo aquosa.

A variacdo mais significativa dos alcaloides detectados foi observada nas fracdes acetato
de etila dos bulbos em todas as coletas. Em contrapartida, 0 menor nimero de alcaloides foi
observado nos extratos brutos das folhas e bulbos, em todas as coletas (Tabela 2). Licorina (13)
foi o principal componente detectado nas folhas e bulbos nos trés periodos de coleta, sendo
21,1-49,4 % para bulbos e 35-45,6 % para folhas, quando comparado com os demais
compostos, exceto nos extratos brutos das folhas em que ndo foi detectado. Esse alcaloide ja
foi descrito para outras espécies do género Hippeastrum (ANDRADE et al., 2016). O aumento
da porcentagem relativa da licorina (13), nas fracfes acetato de etila de folhas e bulbos (Tabela
2), pode ser justificado pelo fato dessas amostras corresponderem a fragdes mais purificadas e
enriquecidas de alcaloides, enquanto que 0s extratos brutos apresentam outros compostos além
dos alcaloide (CORTES et al., 2015).
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Tabela 2. Alcaloides identificados nas partes aéreas de espécies de Hippeastrum goianum por CG/EM. Os valores estdo expressos como porcentagem relativa
do total de ions corrente (% TIC).

Alcaloide

IR

M+

Outubro/2017

Fevereiro/2018

Maio/2018

Folhas

A

B

Bulbos

C

D

Folhas

A

B

Bulbos

C

D

Folhas
A B C

Bulbos

D

MS [m/z (%)]

Licorina (13)

Vitatina (24)

Hidroxivitatina (31)

Hidroxihomolicorina (38)

Licoramina (39)

2774.7

2503.4

27393

3001.6

2443.8

287

271

287

315

289

12,1

45,6 458 46,5

7,3

8,6

5,6

9,0

50

49

12,5

42,6

11,3

14,4

1,1

3,8

21,1

46,4

16,0

2,0

6,2

- 350 30,3

129 191 -

49,4

6,5

15,7

4,5

286(19), 268(24),
250(15), 227(79),
226(100), 211(7),
147(15)
228(25), 199(95),
187(85), 173(28),
128(32), 115(33),
56(22)
258(100),
211(15), 186(20),
181(23), 153(13),
128(24), 115(23)
333(80), 304 (45),
286(100),
274(98), 256(58),
231(87)
299(3), 191(1),
179(1), 110(9),
109(100),
108(17), 94 (2),
82(2), 44(4)




Tabela 2. (cont.). Alcaloides identificados nas partes aéreas de espécies de
porcentagem relativa do total de ions corrente (% TIC).

Hippeastrum goianum por CG/EM.
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Os valores estdo expressos como

8-O-desmetilmaritidina (40)  2529.5 273 - - - 1,8 -
8-O-desmetilmaritidina (40)  2529.5 273 - - - 1,8 -
Anidrolicorina (41) 2532.9 251 - - - 1,4 -
Cherilina (47) 2583.3 285 - - - 0,9 -
Norlicoramina (48) 2465.5 275 - 4,6 - 6,0 -
UK? 2662.3 - - - - 12,0 -
UK® 2734.7 - - - - 6,6 -

8,0 -

2,0

2,0

1,6

8,0

4,0

18,8

1,9

1,9

0,6

6,1

9,5
6,6

256(22), 230(20),

201(83), 189(42),

174(22), 128(23),
115(24)

256(22), 230(20),

201(83), 189(42),

174(22), 128(23),
115(24)

250(100),
192(13), 191(11),
165(4), 164(3),
139(2), 124(7)
301(100),
258(20), 246(20),
220(61), 217(40)
272(41), 254(45),
229(45),
228(100),
214(13), 186(10),
147(8), 91(8),
77(12)
349/318/291/232
281/258

A: Extrato bruto das folhas de H. goianum (EEtOH); B: Fracdo acetato de etila das folhas de H. goianum (FACOEt); C: Extrato bruto dos bulbos de H. goianum (EEtOH); D: Fracdo acetato de

etila dos bulbos de H. goianum (FACOEY); -: ndo identificado; IR: indice de reten¢io; M+: ion molecular; 2 composto desconhecido 1; ®: composto desconhecido 2.
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Cherilina (47) Norlicoramina (48)

A Tabela 2 mostra que entre as partes das plantas analisadas (folhas e bulbos), os valores
das porcentagens relativas em relacdo a licorina (13) sdo bastante semelhantes. Assim, para
uma eventual utilizagdo dessa espécie com vistas a obtencdo desse alcaloide, ndo ha necessidade
de coleta de bulbos. Isso contribui para a manutencdo das populagdes de H. goianum, pois
folhas constituem material vegetal renovavel. Considerando que essa espécie esta em risco de
extincao, segundo o Ministério do Meio Ambiente (2018), a utilizacdo de folhas de H. goianum
constitui uma alternativa sustentavel para obter licorina (13). Em outro estudo, os autores
também observaram que ndo houve uma diferenca numeérica significativa entre o extrato
metanolico de folhas e bulbos de Galanthus woronowii Losinsk. (Amaryllidaceae), em relacéo
a composicao relativa dos compostos licorina (13) e galantamina (1) (BERKOV et al., 2011).

A Tabela 2 também mostra que a hidroxihomolicorina (38) foi encontrada apenas nas
amostras das folhas, em todas as coletas. Isso justificaria a coleta apenas das folhas do H.
goianum com a finalidade em se obter esse composto. Em contraste, em um estudo realizado
com H. puniceum (Lam.), a hidroxihomolicorina (38) foi identificada apenas no extrato
metanolico de bulbos (JAMAL et al., 2017). Outro alcaloide, licoramina (39), foi identificado
nas fracdes acetato de etila das folhas e bulbos (Tabela 2). Em um estudo, com H. puniceum e
H. aulicum (Ker-Gawler) Herb., o composto 38 foi identificado a partir do extrato metanélico
de bulbos (BESSA et al., 2017; JAMAL et al., 2017). Ambos os compostos 38 e 39 estdo sendo
descritos pela primeira vez para o H. goianum.

Vitatina (24) é outro alcaloide descrito pela primeira vez em H. goianum. Este composto
estava presente apenas nas fracdes acetato de etila das folhas e bulbos em todas as coletas
(Tabela 2). Este alcaloide ja foi identificado e isolado a partir do extrato de folhas e bulbos de
Hippeastrum vittatum (L'Her) Herb., coletados no sul do Brasil, durante a floragdo (SILVA et
al., 2008) e apresenta algumas atividades bioldgicas, como antitumoral e antidepressiva (KAUR
et al., 2017) e, em estudos preliminares, contra o virus da influenza NA (SHAWKY, 2017).
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Conforme mostrado na Tabela 2, é possivel perceber que os alcaloides 8-O-
desmetilmaritidina (40) e anidrolicorina (41) foram encontrados apenas nas fracdes acetato de
etila dos bulbos em todos os periodos de coleta. O composto 40 foi primeiramente descrito em
espécies do género Narcissus (Amaryllidaceae) (HOSHINO, 1998), e em Hippeastrum, o
mesmo ja foi encontrado nas espécies H. aulicum, H. puniceum e H. papilio (Ravenna)
(ANDRADE et al., 2011; BESSA et al., 2017; JAMAL et al., 2017). GUO (2015) relatou que
8-O-desmetilmaritidina (40) possui propriedade antimicrobiana e significativa atividade
inibitoria da AChE. O composto anidrolicorina (41), foi identificado anteriormente nas espécies
H. aulicum e H. calyptratum (Ker-Gawler) Herb., e apresentou alta capacidade de inibicdo da
sintese de acido ascorbico (ANDRADE et al., 2012). Ambos os compostos foram identificados
pela primeira vez na espécie H. goianum.

Cherilina (47) é um alcaloide fenolico ndo muito comum, isolado e identificado pela
primeira vez em Crinum powellii Hort. (GUO, 2015). Possui uma estrutura Gnica entre os
alcaloides de Amaryllidaceae (MANOLOV et al., 2015). Esse composto so foi identificado na
fracdo acetato de etila dos bulbos na amostra referente ao periodo de outubro/2017, embora
com uma porcentagem relativa baixa (0,9%) quando comparado a outros alcaloides
identificados nas amostras analisadas. Esse é o primeiro relato de identificacéo da cherilina (47)
no género Hippeastrum.

A Tabela 2 também mostra que os compostos hidroxivitatina (31) e norlicoramina (48)
foram identificados nas fracdes acetato de etila das folhas e bulbos em todos os periodos de
coleta. Norlicoramina (48) é outro alcaloide que foi identificado pela primeira vez no género
Hippeastrum. O mesmo ja havia sido identificado em espécies do género Lycoris e Narcissus
em Amaryllidaceae (GUO, 2015).

De acordo com a Tabela 2, € possivel observar que as fragdes acetato de etila dos bulbos
apresentam a maior variabilidade de alcaloides em relagdo as folhas. Isso pode estar atribuido
ao fato de que os bulbos representam fonte de armazenamento de substancias para o
desenvolvimento da planta (SILVA, 2009). Esses achados corroboram outro estudo, onde 0s
autores observaram que os niveis dos alcaloides identificados foram significativamente maiores
nos bulbos em comparagéo com as folhas (MU et al., 2010). Em um estudo semelhante, os
autores verificaram que além de uma maior variedade de alcaloides presentes nos bulbos de
Narcissus carlton (LUBBE et al., 2013), também foi observado que apenas os bulbos
apresentaram precursores de alcaloides tirosina e 4-hidroxifenilpiruvato (4-HPP), enquanto que

nas folhas, essas substancias estavam ausentes. A presenca desses precursores poderia sugerir
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que o aumento do nimero de alcaloides identificados nos bulbos do presente estudo, esteja

associado a presenca dessas substancias.

4.3.2 Anélise multivariada do perfil quimico

A analise multivariada, em sentido amplo, é o conjunto de métodos destinado a analisar
simultaneamente conjuntos de dados. Isso é, para cada individuo ou objeto em estudo, varias
variaveis sdo analisadas (MENGUAL-MACENLLE et al.,, 2015). Dentro da analise
multivariada existem técnicas de avaliacdo da interdependéncia das variaveis, tais como:
analises de agrupamento hierarquicos (HCA) e dos componentes principais (ACP).

A HCA, baseia-se em uma técnica aglomerativa, que calcula, hierarquicamente, a
distancia entre as amostras, onde sdo formados grupos que se correlacionam pelo indice de
similaridade, de forma que as amostras mais proximas (semelhantes) formardo grupos com
maior similaridade (MARTINS, 2008).

A técnica ACP, por outro lado, fornece uma visdo geral das informacdes consideradas
mais importantes, tais como tendéncias, valores divergentes, agrupamentos e desvios, que
podem ser identificados, tornando mais visiveis e faceis de serem analisados e compreendidos
(TEOFILO et al., 2009). Esta ferramenta é aplicada para reduzir o conjunto de dados e manter
o0 maximo de informacdes originais possivel, buscando a similaridade entre elas, de forma que
estes possam ser representadas pelos componentes mais representativos do sistema
(componentes principais) (BATISTA, 2018).

Considerando que a maioria das pesquisas avalia muitas variaveis que podem dificultar
a interpretacdo do real comportamento dos dados, a utilizacdo da ACP possibilita o uso de um
menor nimero de varidveis que podem indicar a mesma quantidade de informacao presente no
conjunto total (PACHECO et al., 2013).

Uma correlacdo positiva significa que as variaveis movem juntas, e a relacdo €
considerada forte quando a correlagéo se aproxima do valor 1, enquanto que a correlagéo
negativa indica que as variaveis movem-se em direcdes opostas e a relacdo é considerada forte
quando a correlagdo se aproxima do valor -1. De acordo com a classificacdo de DANCEY e
REIDY (2018), uma correlacgdo: r=0,10 até r=0,30 (fraco); r=0,40 até r=0,60 (moderado);r=0,70
(significativo) r=0,80 até r=1 (forte).
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Dessa forma, a analise multivariada no presente estudo mostrou que 0s compostos

encontrados em maiores quantidades no perfil quimico foram: licorina (13), vitatina (24),

hidroxivitatina (31), hidroxihomolicorina (38), licoramina (39), e norlicoramina (48), que

definiram a formacao de trés grupos de acordo com a analise de agrupamento (Figura 6).

Em relacdo ao agrupamento das variaveis (tipo de extrato/fracdo, parte da planta,

periodo de coleta, rendimento e alcaloides identificados) envolvidas nesse estudo, 0s grupos

foram caracterizados como: Grupo 1: EIFEE, E2FEE e E3FEE com hidroxihomolicorina (38)
(12,1-12,9%) e rendimento (12,3%); Grupo 2: EIFFA, E2FFA, E1IBFA, E2BFA e E3BFA com
licorina (13) (45,6-49,4%), vitatina (24) (6,5-16%), hidroxivitatina (31) (2,0-15,7%),
licoramina (39) (3,8-6,2%), 8-O-desmetilmaritidina (40) (1,8-2,0%), anidrolicorina (41) (0,6-
1,6%), cherilina (47) (0,9%), UK? (4-12%), UK (6,6-18,8%), norlicoramina (48) (4,6-8,0%) e
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rendimento (2,6%); Grupo 3: E1IBEE, E2BEE, E3BEE e E3FFA com licorina (13) (21,1-
45,8%) e rendimento (13,4%) (Figura 6 e 7).

De acordo com a anéalise de componentes principais (Figura 7), 0 componente principal
primario representou 59,46% da variancia total e foi positivamente relacionado aos compostos
licorina (13) (r=0,75), vitatina (24) (r=0,82), hidroxivitatina (31) (r=0,85), licoramina (39)
(r=0,85), norlicoramina (48) (r=0,79); e negativamente com hidroxihomolicorina (38) (r="0,61)
e rendimento (r="0,53). O componente principal secundario representou 13,86% da variacédo
total e correlacionou-se positivamente com os alcaloides 8-O-desmetilmaritidina (40) (r=0,85),
anidrolicorina (41) (r=0,92), cherilina (47) (r=0,73), Uk?® (r=0,82) e UK" (r=0,74); e
negativamente com hidroxivitatina (31) (r="0,05), hidroxihomolicorina (38) (r="0,18) e

rendimento (r="0,2).
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Figura 7. Distribuic¢éo dos alcaloides identificados em Hippeastrum goianum em
relacdo aos dois principais componentes, por meio da anélise de componentes
principais (ACP).

Houve alta correlacdo positiva entre alguns compostos identificados nos extratos e
fracOes analisadas de folhas e bulbos de H. goianum (Tabela 3). Entre os compostos do grupo

I1, a vitatina (24) mostrou uma correlagdo positiva e forte com norlicoramina (48) (r=0,97) e
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uma correlagdo significativa com anidrolicorina (41) (r=0,74) e UK® (r=0,76). A licoramina
(39) foi correlacionada com compostos de vitatina (24) (r=0,93); 8-O-desmetilmaritidina (40)
(r=0,72) e anidrolicorina (40) (r=0,70). Uma forte correlacdo foi observada no composto 8-O-
desmetilmaritidina (40) com anidrolicorina (41) (r=0,93); UK? (r=0,89) e UK" (r=0,87).
Anidrolicorina (41) também mostrou uma forte correlagdo com UKP (r=0,92) e uma
correlacéo significativa com UK?(r=0,78). Cherilina (47) mostrou uma correlacao significativa
com UK? (r=0,74). Hidroxivitatina (31) também apresentou correlacdo significativa com a
norlicoramina (48) (r=0,76). Entre os compostos do grupo I, a hidroxihomolicorina (38)
apresentou moderada correlagdo negativa com licoramina (39) (r="0,56). Em relacdo aos
compostos do grupo IlI, licorina (13) apresentou correlacdo positiva moderada com a
licoramina (39) (r=0,69). Coeficientes de correlacdo acima de 0,70 foram observados entre 0s

compostos nio identificados (UK? e UKP).

Tabela 3. Célculo de correlacéo para os alcaloides identificados (C01 a C11) e rendimento
dos extratos e fracGes obtidos em diferentes coletas de folhas e bulbos do Hippeastrum
goianum.

Alcaloide C02 C03 C04 C05 C06 CO7 C08 C09 Ci10 cC11 R

C01 -066 069 063 052 047 026 048 043 05 0,67 -0,36

C02 -056 -0,52 -041 -038 -0,21 -0,37 -0,35 -0,44 -054 -0,05
C03 093 0,72 07 034 060 068 0,67 094 -0,64
Co4 069 074 027 049 0,76 058 097 -0,66
C05 093 048 089 087 038 069 -032
C06 059 078 092 0,15 0,67 -043
Co7 0,74 022 006 030 -0,31
C08 0,56 044 057 -0,25
C09 0,14 066 -0,37
C10 0,76  -0,36
Cl1 -0,63

(C01) licorina, (C02) hidroxihomolicorina, (C03) licoramina, (C04) vitatina, (C05) 8-O-desmetilmaritidina, (C06)
anidrolicorina, (C07) cherilina, (C08) Uk?, (C09) UK®, (C10) hidroxivitatina, (C11) norlicoramina. R: rendimento.

A anélise multivariada (Figura 6 e 7) e correlacdo (Tabela 3) mostraram que a variavel
rendimento, ndo apresentou correlagdo positiva com qualquer dos alcaloides identificados nos
extratos e fracdes de folhas e bulbos obtidos em diferentes periodos de coleta, indicando que

ndo héa correlagdo rendimento e o perfil quimico.
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O agrupamento das amostras analisadas com base na similaridade dos alcaloides sugeriu
que o principal fator responsavel pela variabilidade dos compostos alcaloidicos identificados,
seja o tipo de extrato e parte da planta, enquanto que o periodo de coleta ndo apresentou
influéncia significativa (Figura 6 e 7).

Embora a analise multivariada ndo tenha mostrado diferenca estatistica do periodo de
coleta em relacdo a composicdo quimica dos alcaloides identificados no perfil quimico, é
importante ressaltar que cherilina (47) foi identificada apenas em um extrato referente a
outubro/2017 (Tabela 2).

Outro dado importante refere-se a licorina (13), detectado no extrato etandlico de
bulbos, que no periodo de outubro/2017 apresentou quase o dobro da porcentagem relativa em
relacdo aos demais periodos de coleta (Tabela 2).

Os alcaloides mais comumente detectados e relatados em trabalhos envolvendo espécies
do género Hippeastrum sdo galantamina (1), montanina (11), licorina (13), tazetina (14),
haemantamina (16), e homolicorina (28) (GUO, 2015;SEBBEN et al., 2015; BESSA et al.,
2017). Entretanto, no presente estudo, dos esqueletos mais comuns em H. goianum, apenas
licorina (13) (21,1-49,4%) foi detectado como composto majoritario e caracteristico. Contudo,
outros compostos como vitatina (24) (6,5-16%), hidroxivitatina (31) (2-15,7%),
hidroxihomolicorina (39) (1,1-19,1%), cherilina (47) (0,9%) e norlicoramina (48) (4,6-8%)
foram identificados, com énfase para cherilina (47) e norlicoramina (48), pois esse é o primeiro
relato de ambos 0s compostos para o0 género Hippeastrum.

A grande variabilidade dos compostos observados nos extratos e fragdes de H. goainum,
pode estar relacionada a capacidade do precursor O-metilnorbeladina na biossintese de
diferentes alcaloides de Amaryllidaceae (BASTIDA et al., 2006; ANDRADE et al., 2012).

Essa informacdo poderia justificar as fortes correlagdes (acima de 0,80) observadas
entre alcaloides como vitatina (24) e norlicoramina (48); vitatina (24) e licoramina (39); 8-O-
desmetilmaritidina (37) com anidrolicorina (41), UK? e UK®; anidrolicorina (41) com UK"
(Tabela 3), uma vez que a via de sintese dos compostos que possuem intermediarios comuns,
pode ter fortes correlagdes. Ou seja, quando ha sintese de um composto, podera haver sintese
de outro também.

As informacdes referentes as correlacdes entre os compostos nao identificados (UK? e
UKP) podem ser relevantes durante o processo de identificacdo dos mesmos, principalmente
devido a possibilidade de serem isémeros entre si, ou mesmo isdmeros de compostos

conhecidos.
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4.4 ATIVIDADE DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE

A atividade biologica do Hippeastrum goianum em relacdo a inibicdo da
acetilcolinesterase é consequéncia da composi¢do quimica de seus extratos (GIORDANI et al.,
2008).

Foi avaliada a atividade de inibicdo da acetilcolinesterase em extratos brutos etandlicos
(EEtOH), fracGes acetato de etila (FACOEt) e aquosas (FA) obtidos a partir de folhas e bulbos
coletados em diferentes periodos. O ensaio in vitro foi realizado por meio do método
desenvolvido por ELLMAN et al. (1961) e modificado por LOPEZ et al. (2002) em placa de
96 pocgos. Como controle positivo foi utilizado galantamina (1) e fisostigmina (9).

Os resultados obtidos, referentes a curva de calibragdo dos controles positivos na
atividade de inibicdo da AChE e suas respectivas porcentagens de inibicdo (PI), sdo
apresentados na Figura 8. Por sua vez, os resultados referentes a porcentagem de inibicdo dos
extratos e fracGes, em funcgdo da parte da planta e época de coleta estdo sumarizados na Tabela
4,
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1209 P1=93,14+0,08 % P1=298,09+0,02 %
S 100
8
}2 80 -
2
c
'_ 60 -
)
°
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Figura 8. Curva dose-resposta da galantamina e fisostigmina
usados na atividade de inibicdo da AChE e seus respectivos
porcentagem de inibicdo maxima (PI).

A galantamina (1) é reconhecida como um potente inibidor da enzima
acetilcolinesterase e utilizada na terapia de controle sintomatico da doenca de Alzheimer
(CORTES et al., 2015), enquanto que a fisostigmina (9) € um potente inibidor reversivel de
curta duragdo da AChE (MUKHERJEE et al., 2007).
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A Tabela 4 mostra que a analise de variancia (ANAVA) dos extratos e fracdes (EEtOH,
FACOEt e FA), quando testados a uma concentracdo de 500 pg/mL, revelou uma interacéo
significativa (p<0,05) entre os periodos de coleta e as partes da planta. Todas as amostras
analisadas, com excecéo das fragdes aquosas, apresentaram atividade de inibi¢do acima de 55%,
independentemente do tipo de amostra e parte da planta.

A Tabela 4 também mostra que, com relacdo a atividade de inibicdo da AChE, os
extratos etandlicos brutos (EEtOH) dos bulbos diferiram estatisticamente das folhas, em todas
as coletas realizadas. Os bulbos apresentaram uma atividade de inibi¢cdo da AChE superior.
VariagGes quanto ao teor de alcaloides em uma mesma espécie podem ocorrer devido a variacdo
ontogénica, uma vez que durante o periodo bioldgico, a concentracdo de alcaloides variam entre
os diversos tecidos da planta (HANKS, 2003). Por exemplo, em um estudo com extrato
metanolico de folhas e bulbos de Crinum jagus L. (ELUFIOYE et al., 2010), os autores
observaram que o extrato das folhas apresentou uma porcentagem de inibigdo da AChE superior
em comparacdo com os bulbos (74,25% e 42,87%, respectivamente).

VINUTHA et al. (2007), em seu estudo de inibicdo da AChE com extratos metanolicos
e aquosos de plantas medicinais indianas, propds a classificacdo dos extratos analisados em:
inibidores potentes (> 50% de inibi¢do), inibidores moderados (30-50% de inibicdo) e
inibidores fracos (< 30% de inibicdo). Todos os extratos etandlicos de folhas e bulbos,
analisados no presente estudo, apresentaram uma taxa de inibi¢do enzimatica alta (>60%). Com
base nessa classificacdo, sdo inibidores potentes da AChE.

Com relacdo as coletas, o extrato de bulbos obtidos em outubro/2017 foi o que
apresentou a maior porcentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (79,96%), enquanto
gue maio/2018 foi o melhor periodo para o extrato de folhas, com 67,47% (Tabela 4). Tal
achado, mostra a importancia do estudo da sazonalidade das espécies vegetais para o
conhecimento do momento em que a planta apresentara a melhor atividade bioldgica.

A Tabela 4 também mostra que nas fracdes acetato de etila (FACOEL), a porcentagem
de inibicdo de bulbos em relacdo a folhas difere estatisticamente apenas nos meses de
outubro/2017 e maio/2018, nos quais os bulbos mostraram um taxa de inibi¢cdo da enzima
acetilcolinesterase superior a das folhas. A porcentagem de inibi¢cdo da AChE da fracao acetato
de etila dos bulbos referente a coleta de maio/2018 (Tabela 4), foi numericamente maior que
todos os demais extratos e fragBes analisados nos diferentes periodos. A melhor atividade das
fragOes acetato de etila dos bulbos em comparacgéo com as folhas, pode ser facilmente explicada,

pela maior variabilidade de compostos identificados no perfil quimico para essa fragao (Tabela
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2), além de que os bulbos desempenham uma importante funcdo de reserva para as plantas.
Ainda, devido as fragdes, corresponderem aos compostos enriquecidos de alcaloides, que por
sua vez sdo inibidores da acetilcolinesterase (CORTES et al., 2015). A atividade dos alcaloides
na inibicdo da AChE é atribuida as suas complexas estruturas de nitrogénio, que quando
carregadas positivamente ligam-se facilmente no sitio ativo da AChE, desencadeando um
bloqueio competitivo da enzima (HOSTETTMANN et al., 2006).

Tabela 4. Porcentagem de inibicéo dos extratos e fracdes (EEtOH/FACOEt/FA), em
funcdo da parte da planta (folha e bulbo) de Hippeastrum goianum e época de coleta.

Amostra Parte vegetal Co_leta .
Outubro/2017  Fevereiro/2018 Maio/2018
%
EEtOH Bulbos 79,96 aA 70,10 aC 74,94 aB
Folhas 63,21 bC 65,43 bB 67,47 bA
CV-a (%) = 0,74
CV-b (%) =0,57
Bulbos 84,12 aB 85,72 aB 89,53 aA
FACOEL Folhas 76,44 bB 85,72 aA 73,23 bC
CV-a (%) = 1,88
CV-b (%) = 0,90
FA Bulbos 41,85 aA 42,39 aA 54,17 bB
Folhas 27,15bB 42,39 aA 24,51 aB
CV-a (%) = 2,81
CV-b (%) = 5,07
Galantamina® 93,14
Fisostigmina® 98.09

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para interpretacdo uma comparacdo entre letras
minUsculas é feita na vertical e entre letras maidsculas na horizontal. CV-a = coeficiente de variacdo nas
parcelas. CV-b = coeficiente de variagdo nas parcelas subdivididas; 1: padrdes.

A Tabela 4 também mostra que para as folhas, a maior porcentagem de inibicao
enzimatica foi observada na fracdo acetato de etila durante o periodo de fevereiro/2018
(85,72%), sendo considerada portanto, a melhor época de coleta para essa parte vegetal, visando
sua utilizagdo na atividade bioldgica. Ao passo que para os bulbos, maio/2018 foi o periodo que
apresentou a maior atividade, onde foi verificado na fracdo acetato de etila uma taxa de inibicédo
de 89,53%. Tal fato pode ser justificado devido a maior variabilidade de alcaloides identificados

no perfil quimico, durante os periodos de fevereiro/2018 e maio/2018 (Tabela 2), uma vez que
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0s compostos alcaloidicos sdo considerados potentes inibidores da enzima AChE, por
apresentarem efeitos colinérgicos reversiveis sobre a enzima (ARAUJO et al., 2016).

Com relacgdo as fracdes aquosas (FA), ainda na Tabela 4, as amostras analisadas foram
consideradas de fracas a moderadas inibidores da AChE, de acordo com a classifica¢do proposta
por VINUTHA et al. (2007), com excegdo a FA dos bulbos referente a coleta de maio/2018,
que apresentou uma porcentagem de inibicao de 54,17%, podendo ser considerada dessa forma
uma potente inibidora da acetilcolinesterase. De modo geral, todas as fracbes aquosas
apresentaram a menor atividade de inibicdo da AChE, quando comparadas com as demais
amostras analisadas, que apresentaram uma taxa inibitoria superior a 60%. (Tabela 4). O que
reforca o fato de que essas amostras carecem de compostos alcaloidicos, uma vez que no perfil
quimico ndo foi possivel identificar alcaloides nessas fracGes.

A distribuicdo dos alcaloides nas folhas e bulbos desta espécie em diferentes periodos
de coleta resultou em um contraste da atividade de inibicdo desta enzima em relacdo aos
diferentes tipos de extratos e fracdes obtidos durante os trés periodos de coleta. Esses achados
concordam com 0s observados em outros estudos, que relataram diferencas significativas na
atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase em diferentes tipos de extratos obtidos de
folhas e bulbos de espécies dos géneros Narcissus, Crinum e Hippeastrum (Amaryllidaceae)
(LOPEZ et al., 2002; CAHLIKOVA et al., 2011; ANDRADE et al., 2016; SHAWKY, 2017).

Embora a analise multivariada do perfil quimico ndo tenha mostrado diferencas
estatisticas em relacdo aos alcaloides identificados em diferentes periodos (Figura 6 e 7), a
andlise de variancia da atividade inibitéria da AChE mostrou uma diferenca estatistica, embora
pequena, em relacdo aos diferentes periodos de coleta e partes da planta analisadas (Tabela 4).

No geral, esses achados permitiram observar que, quanto a atividade de inibicdo da
AChE, fevereiro/2018 foi a melhor época de coleta, visto que a fracdo acetato de etila das folhas
e de bulbos apresentaram atividade de inibicdo semelhante, o que pode ser interessante, pois a
utilizacdo do material vegetal folha auxilia a preservacdo da especie, pois preserva o bulbo e,
consequentemente, o espécimen.

Os resultados apresentados para a atividade de inibigdo da acetilcolinesterase sugerem
que a capacidade inibicdo dos extratos e fragdes obtidos por diferentes partes da planta de H.
goianum seja atribuida a composi¢do quimica dos alcaloides presentes em cada amostra. Em
um estudo sobre a relagdo estrutura-atividade de 24 alcaloides isolados em diferentes espécies
de Amaryllidaceae, quanto a inibicdo da AChE, ELGORASHI et al. (2006) observaram que 0s
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compostos substituintes tanto do anel aromatico quanto do anel-C desempenham papéis
importantes na inibicdo desta enzima.

Assim a atividade bioldgica do H. goianum em relacdo a inibicdo da acetilcolinesterase
esta atrelada a composicdo quimica de seus extratos e fracbes. Este € o primeiro relato da
influéncia da sazonalidade na atividade de inibicdo da AChE na espécie H. goianum com
relacdo aos diferentes periodos de coleta e partes da planta analisadas, mostrando a importancia
da anélise da sazonalidade quimica em espécies vegetais, a fim de estabelecer e monitorar qual
o0 periodo e parte da planta apresentara melhor atividade. E com base nos resultados obtidos, é
possivel sugerir que tanto as folhas quanto os bulbos da espécie em estudo, tém grande potencial

terapéutico para a doenca de Alzheimer.
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5 CONCLUSAO

Este estudo destacou que Hippeastrum goianum é uma fonte potencial de alguns
alcaloides de importancia farmacoldgica. No entanto, esta espécie endémica é considerada
ameacgada de extingdo. Assim, estudos sobre conservagdo e uso racional dessa planta sdo
obrigatorios.

Foram identificados onze alcaloides no perfil quimico. Desses, licorina foi o composto
mais abundante identificado tanto em folhas quanto em bulbos, em todas as coletas realizadas.

Dos onze compostos detectados, licorina (13), vitatina (24), hidroxivitatina (31),
hidroxihomolicorina (39), licoramina (39) e norlicoramina (48) foram os mais abundantes. Pela
primeira vez, cherilina (47) e norlicoramina (48) sdo descritas para 0 género Hippeastrum.
Além disso, vitatina (24), hidroxivitatina (31), hidroxihomolicorina (38), licoramina (39), 8-O-
desmetilmaritidina (40), anidrolicorina (41) s&o descritas pela primeira vez em H. goianum.

O periodo de fevereiro/2018 apresentou a maior variabilidade de compostos
identificados no perfil quimico, enquanto que em outubro/2017 foi observado a menor
variabilidade de alcaloides. Entretanto a analise multivariada sugere que a sazonalidade nédo
apresentou influéncia significativa no perfil quimico apresentado pela espécie H. goianum.

Para a atividade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase a anélise de variancia mostrou
que a sazonalidade influenciou na atividade bioldgica, sendo que maio/2018 apresentou a
melhor atividade de inibicdo para os bulbos, enquanto que para as folhas o melhor periodo foi
em fevereiro/2018.

Esse é o primeiro relato da influéncia da sazonalidade na atividade de inibi¢&do da AChE
na espécie H. goianum em relacdo aos diferentes periodos de coleta e partes da planta
analisadas.

Esses achados podem contribuir para a preservacao da espécie que atualmente encontra-
se na lista de espeécies vegetais ameacadas de extin¢do, bem como a manutengéo e conservacgao

do espécimen em seu habitat natural.
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