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RESUMO

CHAGAS MELO, Ana Christina S. ESTUDO QUIMICO DE Zephyranthes irwiniana
(Ravenna) Nic. Garcia (AMARYLLIDACEAE). Brasilia, 2024. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2024.

Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia € uma espécie endémica do Cerrado,
pertencente a familia Amaryllidaceae, reconhecida por sua alta concentracdo de
alcaloides com diversas atividades farmacoldgicas, dos quais o mais proeminente € a
inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), relevantes no tratamento da Doenca de
Alzheimer. Apesar do potencial farmacologico dos alcaloides dessa familia, incluindo
a capacidade de inibir a AChE e atuar contra células tumorais, ha escassez de dados
especificos sobre o perfil quimico e biologico de Z. irwiniana. Este estudo teve como
objetivo caracterizar os compostos bioativos presentes em diferentes partes de Z.
irwiniana e avaliar sua eficacia biologica, fornecendo dados sobre sua composicao
guimica e atividades bioldgicas. Foram analisados extratos e fracdes de raizes, bulbos
e folhas de Z. irwiniana obtidos por micropropagacao. As amostras foram submetidas
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) resultando na
identificacéo de seis alcaloides, licorina, nerinina, hipeastrina, isoquinolina, neronina,
anidrolicorina, além de outros metabdlitos como [-sitosterol e esqualeno. Os
resultados indicaram que o extrato etandlico da raiz apresentou o maior potencial
inibitério sobre a AChE, com ICso proximo a 200 pg/mL. Embora a atividade tenha sido
inferior a da galantamina (0,48 pg/mL), é importante considerar que se trata de um
extrato bruto. Em contrapartida, os extratos hexanicos e aquosos nao exibiram
atividade significativa. A avaliacdo antioxidante revelou que o extrato etandlico da raiz
possui elevada capacidade redutora, sugerindo que 0s compostos responsaveis por
essa atividade estdo concentrados nesse extrato. Este estudo reforca a importancia
de Z. irwiniana como fonte promissora de compostos bioativos, especialmente

alcaloides como a licorina, considerada marcador da familia Amaryllidaceae.

Palavras-chave: Zephyranthes irwiniana; alcaloides; Acetilcolinesterase (AChE).



ABSTRACT

CHAGAS MELO, Ana Christina S. CHEMICAL STUDY OF Zephyranthes irwiniana
(Ravenna) Nic. Garcia (AMARYLLIDACEAE). Brasilia, 2024. Thesis (Master's Degree
in Pharmaceutical Sciences) — Faculty of Health Sciences, University of Brasilia,
Brasilia, 2024.

Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia, an endemic species of the Cerrado
biome, belonging to the Amaryllidaceae family, is recognized for its high alkaloid
content, which exhibits diverse pharmacological properties, including
acetylcholinesterase (AChE) inhibition. These activities are of particular relevance for
the treatment of Alzheimer’s disease. Despite the known potential of Amaryllidaceae
alkaloids, the chemical and biological profile of Z. irwiniana remains largely unexplored.
This study aimed to contribute to fill this knowledge gap by characterizing the bioactive
compounds in different parts of Z. irwiniana and assessing the extracts’ biological
efficacy. Extracts and fractions from roots, bulbs, and leaves of Z. irwiniana obtained
through micropropagation were assessed. The samples were subjected to gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), resulting in the identification of six
alkaloids - lycorine, nerinine, hippeastrine, isoquinoline, neronine, anhydrolycorine - as
well as other metabolites such as B-sitosterol and squalene. Among the samples
tested, the root ethanolic extract showed the highest AChE inhibitory potential with an
ICs0 value of approximately 200 pg/mL. Although this activity was lower than that of
galantamine, used as positive control (IC% 0,48 ug/mL), it is important to consider that
this effect refers to a complex mixture (crude extract). The antioxidant evaluation
revealed that the same ethanolic root extract presented a higher reducing capacity
than the other evaluated samples.This study underscores the importance of Z.
irwiniana as a promising source of bioactive compounds, particularly alkaloids such as
lycorine, considered a marker for Amaryllidaceae.

Keywords: Zephyranthes irwiniana; alkaloids; acetylcholinesterase (AChE).
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1. INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais e a biodiversidade dos biomas brasileiros

Nos ultimos anos, o interesse pelo uso de produtos naturais em tratamentos de
saude tem ganhado destaque. Esse movimento é impulsionado pela busca de
alternativas mais sustentaveis e pela eficacia demonstrada em estudos preliminares.
A Organizacao Mundial da Saude (OMS) incentiva o uso de medicamentos derivados
de plantas e sua integracdo aos servicos de saude (WHO, 2023b). Varios fatores
contribuem para o crescente uso de plantas medicinais, como 0 acesso limitado da
populacdo a assisténcia meédica, os efeitos colaterais dos medicamentos
convencionais, a resisténcia microbiana e a tendéncia global de buscar uma conexéo
com a natureza. Assim, as pesquisas com produtos naturais desempenham um papel
cada vez mais significativo e relevante (MACIEL et al., 2002; DAVID et al., 2015; JIN
et al., 2023, WHO, 2023b).

A descoberta de farmacos pode advir de estudos desenvolvidos a partir da
crenca e cultura popular, havendo, no Brasil, grande capacidade de empregar a
pesquisa cientifica na rica biodiversidade (BRASIL, 2020). O uso de produtos naturais,
especialmente oriundos de espécies vegetais, para fins terapéuticos é tdo antigo e
universal quanto a propria medicina. O aproveitamento dos recursos naturais por
nossos antepassados proporcionou condi¢cdes para o descobrimento de compostos
que constituem farmacos empregados pela sociedade moderna em diversas areas
terapéuticas (VIEGAS et al., 2006; ATANASOV et al. 2021, WHO, 2023b).

A biodiversidade brasileira oferece um potencial inexplorado para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Neste contexto, destacam-se os estudos
sobre as plantas da flora brasileira, suas propriedades farmacoldgicas e o0s
constituintes quimicos que promovem atividade biolégica. Essas pesquisas tém como
objetivo identificar novas substancias e principios ativos para fins terapéuticos, que
possam ser utilizados na sintese de compostos medicinais, reforgando o potencial do
Brasil nessa area. Vale ressaltar que cerca de 20% da biodiversidade de plantas do
mundo encontra-se no territério brasileiro, e aproximadamente 60% dos farmacos
clinicamente aprovados derivam de produtos naturais, destacando-os como uma fonte
crucial para a descoberta de novos medicamentos (GARCEZ et al., 2016; MACEDO
et al., 2018; MENEZES-BARRA et al., 2018; JIN et al., 2023).
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Esse contexto de rica biodiversidade no Brasil reflete a extenséo territorial e
ecologica do pais. O Brasil, quinto maior pais em territério, ocupa quase metade da
América do Sul e abrange varias zonas climaticas. Devido a diversidade de biomas,
flora e fauna, é considerado um dos paises com maior biodiversidade do planeta. Seu
territorio € subdividido em seis biomas principais: Amazonia, Cerrado, Caatinga, Mata
Atlantica, Pantanal e Pampa (GARCEZ et al., 2016; BARRA et al., 2021).

Dentre os biomas brasileiros, o Cerrado destaca-se por sua relevancia
ecoldgica e pelos desafios enfrentados. Esse vasto bioma, caracterizado por savanas
tropicais, ocupa cerca de 200 milhdes de hectares e desempenha um papel hidrico
crucial no Brasil (LEWIS et al., 2022; PEREIRA e FERNANDES, 2022). As condi¢c6es
sazonais de temperatura influenciam sua extensédo, e mudancas nesses padroes
podem impactar significativamente o potencial germinativo das espécies nativas,
prejudicando a regeneracdo da vegetacdo e causando perdas irreparaveis
(BORGHETTI et al., 2021). Embora o Cerrado seja um dos biomas mais diversos do
mundo, ele enfrenta desmatamento acelerado devido a expansdo agricola
(FRANCOSO et al., 2020).

Os impactos ambientais no Cerrado refletem um problema mais amplo que
afeta biomas em todo o mundo. As savanas tropicais, incluindo o Cerrado, estao entre
0os biomas mais afetados pela supressdo da vegetacdo nativa, tornando-se mais
quentes e secas devido a destruicao de habitat (HOFMANN et al., 2021).

Entre as plantas de interesse medicinal do Cerrado, destacam-se as da familia
Amaryllidaceae, valorizadas também por suas propriedades ornamentais devido as
suas belas flores (KA et al., 2020; KONG et al., 2021; AY et al., 2023). Como ilustrado
na Figura 1, essas espécies sdo predominantes na Ameérica do Sul andina, na bacia
do Mediterraneo e no sul da Africa. Entretanto, conforme Dewes Neto et al. (2024),
algumas espécies dessa familia possuem baixa representatividade, apresentam taxas
de multiplicagdo reduzidas e estdo em situacdo de vulnerabilidade ou risco de
extingao.

Uma dessas espécies, Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia,
endémica do Cerrado brasileiro, estd classificada como vulneravel & ameaga de
extincdo (BRASIL, 2022). Até o momento, poucos estudos avaliaram as propriedades
biologicas dessa espécie. Nao ha registros de seu uso tradicional ou medicinal no
Brasil, tampouco estudos sobre sua propagacdo em condicbes controladas ou

analises fitoquimicas.
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Os principais metabolitos secundarios sintetizados por Amaryllidaceae séo
alcaloides, que se acumulam, principalmente, nos seus bulbos (MASI et al., 2020).
Um exemplo notavel é a galantamina, extraida de Galanthus woronowii Losinsk,
conhecida por suas propriedades medicinais (HULCOVA et al., 2018; ZARAGOZA-
PUCHOL et al.,, 2021; KONG et al., 2021; GOMES-COPELAND et al., 2022). A
galantamina € prescrita para o controle da Doenca de Alzheimer (MAMBRO; SOUZA;
SILVA, 2022).

Figura 1: Representantes da familia de Amaryllidaceae: Crinum latifolium L. e

Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic.Garcia.

7 » y s Cus (P
Fonte: Fotografias cedidas pelo Prof. Dr. Christopher Fagg.

Os alcaloides devem ser avaliados de forma aprofundada para um melhor
entendimento de sua natureza e dos efeitos terapéuticos que esses componentes
organicos oferecem (PENG et al., 2023). Esses compostos organicos sao moléculas
ciclicas que contém nitrogénio, geralmente possuem carater basico e derivam de
aminoacidos em organismos vivos (BERKOV et al., 2022). Até o momento, foram
identificados mais de 650 tipos de alcaloides de Amaryllidaceae (AA), dos quais cerca
de 15% foram descobertos entre 2015 e 2020, o que evidencia o crescente interesse
por esses compostos (KA et al., 2020). Esse namero foi confirmado por estudos
recentes realizados por Hong et al. (2022) e Le et al. (2023).

Os AA possuem uma vasta gama de agdes farmacoldgicas, incluindo atividade
antitumoral, antiviral, antibacteriana, antifangica, antimalarica, inibicdo da

acetilcolinesterase (AChE), além de propriedades analgésicas, ansioliticas e
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neuroprotetoras (PAIVA, 2019). Esses fatores sustentam o foco cientifico no estudo

dessa significativa familia botanica.

1.2 Familia Amaryllidaceae e sua distribuicéo

A familia Amaryllidaceae J. St.-Hil. esta amplamente distribuida em regibes
subtropicais e tropicais (BARRA et al., 2021; CAHLIKOVA et al., 2021). Ela
compreende cerca de 85 géneros e 2.000 espécies, distribuidas globalmente
(NICHIO-AMARAL et al., 2020; KONG et al., 2021; GOMES et al., 2022; WFO, 2024).
E considerada uma das familias mais importantes de plantas herbaceas, perenes e
bulbosas, com algumas espécies apresentando rizomas em vez de bulbos.
Amaryllidaceae pertence a classe Liliopsida, da ordem Asparagales, no grupo das
monocotileddneas (KA et al., 2020; BARRA et al., 2021; KONG et al., 2021).

A classificacdo taxon6mica atual das Amaryllidaceae € estruturada em trés
subfamilias: Agapanthoideae Endl., Allioideae Herb. e Amaryllidoideae Burnett (JIN;
YAO, 2019).

No Brasil, a familia Amaryllidaceae compreende 19 géneros e 157 espécies
(alguns exemplos sdo apesentados na Figura 2). Essas espécies ocupam diversos
habitats, como ambientes aquéticos, epifiticos, rupicolas ou terrestres (REFLORA —
FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2024). Contudo, algumas apresentam distribuicédo
geografica restrita (Figura 3), com poucas populacdes, sendo consideradas
vulneraveis.

Espécies rupestres, associadas a diferentes tipos de rochas como graniticas,
areniticas, calcarias e canga hematitica, estdo particularmente ameacadas devido as
atividades mineradoras, pedreiras, drenagem de brejos e modificagcbes nas margens
de rios. Além disso, praticas como a criacdo de animais e outras intervencdes
humanas que alteram a cobertura do solo nas areas de ocorréncia natural dessas
plantas levaram a eliminacdo de varias populacdes brasileiras da familia
Amaryllidaceae (MARTINELLI & MORAES, 2013; ZARAGOZA-PUCHOL et al., 2021;
REFLORA — FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2024).

A Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameacadas de Extingdo (BRASIL,
2022) alerta para os danos dessa exploracdo predatéria. Entre os exemplos citados
estdo espécies como Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic.Garcia, Hippeastrum
brasilianum (Traub & J.L.Doran) Dutilh e Hippeastrum reginae (L.) Herb., atualmente

classificadas como em risco de extingdo. Portanto, a avaliagdo, conservagao e
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protecdo de plantas nativas e endémicas sdo essenciais para preservar a

biodiversidade e garantir o uso sustentavel desses recursos naturais.

Figura 2. Variedade de espécies de Amaryllidaceae: Hippeastrum stapfianum

(Kraenzl.) R.S.Oliveira & Dutilh, Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia,
Crinum americanum L.

Fonte: Fotografias cedidas pelo Prof. Dr. Christopher Fagg.

Figura 3. Distribuicdo de espécies de Amaryllidaceae ocorrentes no Brasil por dominio
fitogeografico.

Pantanal

Amazdnia
Pampa

Caatinga

Cerrado

Dominios Nomes
Fitogeograficos Aceitos
Amazobnia 8
Caatinga 14
Cerrado 29
Mata Atlantica 74
Mata Atlantica Pampa 31
Pantanal 2

Fonte: Reflora — Flora e Funga do Brasil, 2024.

No sentido de demonstrar o valor das Amaryllidaceae, é fundamental ressaltar
a contribuicdo da ciéncia e tecnologia para sua otimizacdo. Segundo Ay et al. (2023),

a genética das plantas, aliada a fatores como periodos de crescimento, condicées
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ambientais e técnicas de cultivo, influencia significativamente a composicdo e a
concentracdo de compostos bioativos. Nesse contexto, técnicas como melhoramento
genético, germinacdo in vitro e micropropagacao revelam-se essenciais para a
domesticacdo das Amaryllidaceae (ZARAGOZA-PUCHOL et al.,, 2021; GOMES-
COPELAND et al., 2022). Além disso, essas praticas podem ampliar a eficacia no
desenvolvimento vegetativo, aumentar a adaptacdo das espécies a diferentes
condi¢bes ambientais, melhorar a resisténcia a pragas e, crucialmente, intensificar a
producao de alcaloides (AY et al., 2023).

Espécies da familia Amaryllidaceae tém sido utilizadas na fitoterapia ha varios
séculos, enquanto os alcaloides presentes em seus extratos vém sendo investigados
quimicamente h& cerca de 200 anos (DEWES NETO et al.,, 2024). Assim, essas
plantas despertam grande interesse devido aos compostos estruturalmente Gnicos
gue demonstram significativa atividade biolégica, conforme evidenciado por pesquisas
anteriores (CAHLIKOVA et al., 2021).

1.3 Classificagdo dos alcaloides de Amaryllidaceae

O metabolismo vegetal compreende dois tipos principais de substancias: os
metabdlitos primarios e os metabolitos secundarios. Os metabdlitos primarios séo
essenciais para as funcdes basicas da vida celular, como crescimento,
desenvolvimento e reproducéo (SA FILHO et al., 2021). Eles incluem compostos como
acucares, proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos, sendo produzidos em todas as
células dos seres vivos (HERMES, 2022). Sua producao esta diretamente ligada as
atividades metabdlicas primarias que sustentam a vida e a saude das plantas,
destacando seu papel central no metabolismo vegetal (CORREIA et al., 2023).

Por outro lado, os metabdlitos secundéarios sao especificos de cada espécie,
desempenhando papéis cruciais na adaptacdo das plantas ao estresse ambiental e
na defesa contra predadores e patégenos (HERMES, 2022). Esses compostos
também participam de interagdes intra- e intercelulares, atuam no processo de
polinizacdo, atraem agentes polinizadores e contribuem para a resisténcia a pragas e
doencas (SA FILHO et al., 2021). Produzidos em diferentes partes das plantas, como
raizes, caules, folhas, sementes e flores, os metabdlitos secundarios apresentam uma
ampla diversidade de estruturas e fungdes. Eles séo foco de estudos devido aos seus
potenciais efeitos bioldgicos, além de valores nutricionais e farmacologicos (CORREIA

et al., 2023). A investigacdo desses compostos € essencial para compreender seu
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papel na ecologia das plantas e suas aplicacdes potenciais em areas como medicina
e agricultura (SA FILHO et al., 2021).

O quimico alemdo Meissner introduziu o termo "alcaloide” em 1819, com o
significado de “como alcalis”. Inicialmente, o termo foi utilizado para designar todos os
compostos organicos basicos provenientes de fontes animais e vegetais (FERREIRA
et al., 2022). Os alcaloides sdo um grupo amplo e variado de metabdlitos,
caracterizados pela presenca de pelo menos um atomo de nitrogénio, que pode estar
localizado em um anel heterociclico ou fora dele, dependendo do tipo especifico de
alcaloide. Geralmente, sdo sélidos cristalinos, incolores, de baixo peso molecular e
apresentam ponto de fuséo definido (RIBEIRO, 2022).

Do ponto de vista da fitoquimica, as espécies pertencentes a familia
Amaryllidaceae produzem um grupo exclusivo de alcaloides com arranjos de
esqueleto isoquinolinico especifico (DE ANDRADE et al., 2012; NAIR; VAN STADEN,
2021a). Dentre os grupos de alcaloides encontrados nas plantas, os alcaloides
isoquinolinicos se destacam como o maior grupo (NAIR; VAN STADEN, 2021a).

Segundo Simdes et al. (2017), os alcaloides com esqueleto isoquinolinico
formam um grupo extremamente diverso, geralmente originado da dopamina por meio
de uma reacdo de adicdo de base de Schiff com diferentes aldeidos. Atualmente,
cerca de 4.000 substancias dessa estrutura sdo conhecidas. Entre os alcaloides de
notavel aplicacdo médica encontrados nesse grupo destacam-se compostos como
morfina, codeina, papaverina, galantamina e emetina (Figura 4). Entre esses, a
galantamina destaca-se por sua aplicacdo no tratamento de condi¢c6es neurologicas

desafiadoras na medicina moderna.



23

Figura 4: Estrutura molecular de alguns alcaloides isoquinolinicos de interesse

terapéutico.
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Os alcaloides da familia Amaryllidaceae sao classificados com base em suas
caracteristicas quimicas especificas (NAIR; VAN STADEN, 2021; JIN; YAO, 2019).
Embora apresentem estruturas variadas, a ampla gama de AA é agrupada em uma
Gnica categoria por compartilharem uma via inicial comum de sintese. Segundo Jin e
Yao (2019), diversos AA foram classificados com base em seus esqueletos
moleculares e na estrutura de seus anéis.

Licorina (1), o primeiro alcaloide isolado de plantas da familia Amaryllidaceae,
tem sido extensivamente investigado por sua atividade citotdéxica, demonstrando
eficacia na reducéo do crescimento de diversos tipos de células tumorais, tanto in vitro
quanto in vivo. Seu mecanismo de acao envolve a formagdo de um complexo com o
tRNA, o que dificulta a sintese proteica ao bloquear a ligagdo dos aminoacidos ao
ribossomo (CASTANEDA et al., 2023).

Conforme Ka et al. (2020), centenas de estruturas de alcaloides da familia
Amaryllidaceae foram elucidadas desde o isolamento da licorina em 1877.
Inicialmente chamada de narcissina, a licorina (1) foi isolada a partir de Narcissus
pseudonarcissus e, posteriormente, em 1897, a partir de Lycoris radiata.

Na Figura 5, estdo representadas as nove estruturas quimicas dos principais

tipos de AA: licorina (1), narciclasina (2), crinina (3), galantamina (4), nerinina (5),
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homolicorina (6), montanina (7), norbeladina (8) e tazetina (9). KA et al. (2020)
propuseram a classificacdo dessas estruturas quimicas segundo sua origem
biossintética e o tipo de anel molecular. De acordo com Trujillo et al. (2023), além da
diversidade estrutural dos AA, existe um grupo ainda mais variado que se destaca por

sua origem bioquimica peculiar.

Figura 5. Esqueletos basicos de alcaloides de Amaryllidaceae.
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Fonte: Adaptado de Ka; Koirala; Mérindol; Desgagné-Penix (2020).

Montanina (7)

Dentre os alcaloides de Amaryllidaceae, varias moléculas tém se mostrado
potencialmente Uteis no tratamento de doencas neurodegenerativas, como Alzheimer,
Parkinson e esclerose mdltipla (HULCOVA et al., 2018). Esses alcaloides s&o
exclusivamente produzidos por plantas da familia Amaryllidaceae (BARRA et al.,
2021; NAIR; VAN STADEN, 2021; GOMES et al., 2022; CASTANEDA et al., 2023).

A galantamina (4), por exemplo, é amplamente utilizada no tratamento da
doenca de Alzheimer (BERKQV et al., 2021). Inicialmente descoberta em espécies do
género Galanthus e posteriormente em bulbos de narcisos e lirios, essa substancia

era tradicionalmente empregada na medicina popular do Sudeste da Europa e do
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Sudoeste da Asia para aliviar dores de cabeca. As pesquisas cientificas sobre a
galantamina tiveram inicio na década de 1950, na regido do Caucaso, onde foi
identificada como um eficaz inibidor da enzima acetilcolinesterase (KONG et al.,
2021). Na década de 1990, estudos adicionais confirmaram sua eficicia contra a
doenca de Alzheimer. Sua popularidade cresceu significativamente ap0s a sintese
total realizada por Ulrich Jordis, na Universidade de Viena, em 1994, consolidando-a
como um dos principais farmacos na terapia dessa enfermidade (SIMOES et al.,
2017).

Outros alcaloides da familia Amaryllidaceae, como pancratistatina,
narciclasina, licorina e hemantamina (Figura 6), exibem notaveis propriedades
anticancerigenas em linhagens celulares especificas. Alguns desses compostos
atuam em diversos estagios do processo de desenvolvimento tumoral e apresentam
grande potencial como futuros candidatos a farmacos clinicos. Ha perspectivas de que
um deles seja comercializado como medicamento na préxima década (HULCOVA et
al., 2018).

Recentemente, esses alcaloides foram isolados e testados como agentes
antiproliferativos em diferentes tipos de cancer, demonstrando alta eficacia em
modelos experimentais (TRUJILLO et al., 2023).

Figura 6. Estrutura molecular de alcaloides (Amaryllidaceae) com propriedades
anticancerigenas (HULCOVA et al., 2018).
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Na Tabela 1 estao listados exemplos mais relevantes dos AA considerando a
atividade farmacolégica (CORTES et al., 2017).

Tabela 1. Principais estruturas quimicas de alcaloides de Amaryllidaceae (AA) e suas

acOes. O numero em negrito na primeira coluna corresponde ao numero atribuido a

sua estrutura quimica correspondente representada na Figura 7.

Alcaloide Acao Referencias
Licorina (1) Citotoxico CASTANEDA et al., 2023
NAIR; VAN STADEN,
2021b
KA et al., 2020
Licorina (1) e Antifungicos NAIR; VAN STADEN,
Narciclasina (2) 2020
Narciclasina (2) Citotoxico HULCOVA et al., 2018
Licorina (1) e Neuroprotetor CORTES et al., 2017
Crinina (3)
Crinina (3) Anti-inflamatério CHEN et al., 2018

Citotoxico

KA et al., 2020

Galantamina (4)

Inibidor da acetilcolinesterase

BERKOV et al, 2021

Licorina (1) e
Galantamina (4)

Inibidor da acetilcolinesterase

CORTES et al., 2017

Nerinina (5)

Inibidor da acetilcolinesterase

KOHELOVA et al., 2021

Homolicorina (6)

Antiproliferativo

NAIR; VAN STADEN,
2021b

Montanina (7)

Antiparasitaria, antitumoral e
anticolinesterasica

KOUTOVA et al., 2020

Norbeladina (8)

Citotoxico

KA et al., 2020

Tazetina (9)

Hipotensivo

KOHELOVA et al., 2021
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Figura 7. Estruturas de alguns alcaloides de Amaryllidaceae.
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1.4 Biossintese dos alcaloides da familia Amaryllidaceae

Alcaloides de Amaryllidaceae sao bases fracas e contém um &atomo de
nitrogénio, que pode ser secundario, terciario ou quaternario. A estrutura ciclica basica
dos AA, composta pelo arranjo Ce—Ci1 e Cs—C2—N, € derivada dos aminoacidos L-
fenilalanina e L-tirosina, que sdo 0s compostos iniciais da biossintese. Inicialmente,
ocorre a preparacdo enzimatica dos precursores. A L-fenilalanina € modificada pela
enzima fenilalanina-liase (PAL), resultando em &cido trans-cinamico. Em seguida,
ocorrem dois passos de hidroxilacao, resultando na perda de dois atomos de carbono
e formando o 3,4-dihidroxibenzaldeido (3,4-DHBA). Simultaneamente, a L-tirosina é
descarboxilada pela tirosina-descarboxilase (TYDC) para formar tiramina. A partir da
tiramina e do 3,4-DHBA, forma-se o intermediario norbeladina (8), que da nome a essa
via biossintética. Quando o anel A (CsCi1) da norbeladina sofre metilagdo (O-
metilnorbeladina), pode ocorrer a ligacdo oxidativa intramolecular, permitindo a

formacao de diferentes tipos estruturais de alcaloides. Dependendo do tipo de ligacgéo,
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denominadas orto-para, para-para, para-orto resultando em dezesseis tipos de
estruturas basicas (BERKOV et al., 2020; KA et al., 2020; KOUTOVA et al., 2020;
CAHLIKOVA et al., 2021).

Figura 8. Esquema da biossintese e acoplamento oxidativo intramolecular dos

alcaloides da familia Amaryllidaceae.
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Figura adaptada de BERKOV et al., 2020 e CAHLIKOVA et al., 2021.
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O acoplamento orto-para resulta na formacéo das estruturas de alcaloides do
tipo licorina, homolicorina, galasina e galantindol. Esse processo envolve a reoxidacéo
do a&tomo de carbono no anel que contém o nitrogénio central, seguido pela abertura
do anel, rotacdo intramolecular e formacdo de hemiacetal. Em seguida, ocorre o
acoplamento para-orto resulta na formacdo do esqueleto do tipo galantamina. O
acoplamento para-para fendlico gera os esqueletos dos tipos crinina, haemantamina,
tazetina, narciclasina, montanina, cripowellina, plicamina, ismina, secoplicamina e
gracilina (Figura 8) (BERKOV et al., 2020).

1.5 Género Zephyranthes
Zephyranthes € um género pertencente a familia Amaryllidaceae, composto por

87 espécies reconhecidas (Tabela 2) (WFO, 2024), das quais 15 ocorrem no Brasil
(Tabela 3) (REFLORA — FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2024). Esse género esta
amplamente distribuido nas regiées Norte e Sul do continente americano, abrangendo
desde a Argentina até o Sudeste dos Estados Unidos (WFO, 2024). As espécies de
Zephyranthes s&o encontradas em habitats subtropicais e temperados, muitas vezes
em altitudes elevadas (MEEROW; SNIJMAN, 1998; AMARAL, 2007; AMARAL-
LOPES; CAVALCANTI, 2015; KATOCH; SINGH, 2015; GARCIA et al., 2019;
KOHELOVA et al., 2021).

As espécies de Zephyranthes sdo popularmente conhecidas como "lirios de
chuva", devido a sua florag&o coincidir com o inicio das chuvas (ALVES-ARAUJO et
al., 2012; KOHELOVA et al., 2021). Assim como outras Amaryllidaceae, o género
Zephyranthes possui relevancia econdmica por suas propriedades farmacologicas e
uso ornamental, dada a exuberancia de suas flores (AMARAL-LOPES; CAVALCANTI,
2015; ZARAGOZA-PUCHOL et al., 2021). As plantas do género apresentam bulbos,
flores e folhas com variacdes em tamanho e cor (WFO, 2024).

Zephyranthes possuem folhas anuais, lineares ou filiformes, podendo ser
canaliculadas ou planas, algumas vezes carnudas, variando em varios tons de verde.
O escapo é oco e cilindrico; a inflorescéncia pode apresentar de uma a cinco flores,
sendo as bracteas geralmente fundidas, formando um tubo com apice bifido ou Unico.
As flores, em forma de funil, podem ser eretas ou declinadas, infundibuliformes ou
crateriformes, e variam de zigomorfas a quase actinomorfas.

A coloracao das flores inclui tons de rosa, branco e amarelo, sendo possivel

encontrar variacdbes em vermelho e laranja. Algumas espécies apresentam flores
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perfumadas durante a floracdo. A presenca de uma corona com escamas pequenas
ou fimbrias € ocasional; as tépalas costumam ser elipticas, ovais ou espatuladas. Os
estames podem ser eretos ou declinado-ascendentes, com filetes filiformes em alturas
variadas, enquanto as anteras assumem formas oblongas ou semelhantes a meia-lua.

O estilete é filiforme, com estigma trifido ou trilobado, enquanto as sementes
sao achatadas. O bulbo, de formato globoso ou ovoide, possui uma superficie marrom
ou preta e € dotado de raizes contrateis. A altura das plantas varia de 4 a 50 cm, e
elas podem florescer diversas vezes por temporada (REFLORA — FLORA E FUNGA
DO BRASIL, 2024).

De acordo com Pereira et al. (2022), as espécies do género Zephyranthes séao
vulneraveis a exploracdo comercial realizada por meio da coleta extrativista direta na
natureza. Essa pratica antiecoldégica aumenta o risco de extincdo dessas plantas,

especialmente aquelas ja classificadas como em risco iminente.

Tabela 2. Distribuicdo das espécies de plantas do género Zephyranthes ocorrentes no

mundo.
Espécies Pais
. Coldmbia
Zephyranthes albiella Traub Equador
Zephyranthes albolilacinus Cardenas Bolivia
Argentina
Zephyranthes americana (Hoffmanns.) Ravenna Brasil
Uruguai
Zephyranthes amoena Ravenna Brasil
Argentina
Zephyranthes andina (R.E.Fr.) Traub Bolivia
Peru
Zephyranthes atamasco (L.) Herb. EUA

Zephyranthes bella T.M.Howard & S.Ogden México
Zephyranthes bifida (Herb.) Nic. Garcia & Meerow Brasil
Haiti

Zephyranthes bifolia (Aubl.) M.Roem.

Republica Dominicana

Zephyranthes blumenavia (K.Koch & C.D.Bouché ex Carriere)

Nic.Garcia & Dutilh Brasil
Zephyranthes botumirimensis (R.S.Oliveira) R.S.Oliveira & Dutilh Brasil
Zephyranthes brachyandra (Baker) Backer Brasil
Zephyranthes brevipes Standl. México
Zephyranthes breviscapa Ravenna Bolivia
Zephyranthes briguetii J.F.Macbr. Peru
Brasil
Zephyranthes candida (Lindl.) Herb. Paraguai
Uruguai
Zephyranthes capivarina Ravenna Brasil
Zephyranthes cardinalis C.H.Wright Bahamas
Colémbia
Costa Rica
. Guatemala
Zephyranthes carinata Herb. Honduras
México

Nicaragua




Zephyranthes cearensis Baker Brasil
Zephyranthes chlorosolen D.Dietr. EUA
México

EUA
Zephyranthes chrysantha Greenm. & C.H.Thomps. México

Zephyranthes ciceroana R.G.Garcia

Republica Dominicana

Cuba
Haiti
Zephyranthes citrina Baker Honduras
México
Panama
Zephyranthes clintiae Traub México
Zephyranthes comunelloi R.E.Bastian & Biineker Brasil
Zephyranthes concolor Benth. & Hook.f. México
Zephyranthes crociflora T.M.Howard & S.Ogden México
Zephyranthes cubensis Urb. Cuba
Zephyranthes depauperata Herb. Chile
Zephyranthes dichromantha T.M.Howard México
Zephyranthes diluta Ravenna Argentina
Zephyranthes drummondii D.Don ME,U.A
éxico
Zephyranthes elegans Ravenna Bolivia
Zephyranthes erubescens S.Watson México
Argentina
Zephyranthes filifolia Kraenzl. Paraguai
Uruguai
Zephyranthes flavissima Ravenna Argent!na
rasil
- Argentina
Zephyranthes fluvialis Ravenna Brasil
Zephyranthes fosteri Traub México
Zephyranthes gracilis Herb. Peru
Zephyranthes gratissima Ravenna Brasil
Zephyranthes guatemalensis L.B.Spencer Guatemala
Zephyranthes hondurensis Ravenna Guatemala
Honduras
Zephyranthes howardii Traub México
Zephyranthes insularum H.H.Hume ex Moldenke Cuba
Zephyranthes irwiniana (Ravena) Nic.Garcia Brasil
Zephyranthes jonesii (Cory) Traub EUA
Zephyranthes katheriniae L.B.Spencer México
Zephyranthes lagesiana Ravenna Brasil
Zephyranthes latissimifolia L.B.Spencer México
Zephyranthes leucantha T.M.Howard México
Belize
. Honduras
Zephyranthes lindleyana Herb. México
Nicaragua
Zephyranthes longistyla Pax Argentina
Zephyranthes longituba Flory ex Flagg & G.Lom.Sm. México
Zephyranthes macrosiphon Baker México
Argentina
Zephyranthes mesochloa Herb. Brasil .
Paraguai
Uruguai
Zephyranthes microstigma Ravenna Brasil
Argentina
Zephyranthes minima Herb. Brasil
Uruguai
. . Guatemala
Zephyranthes minuta (Kunth) D.Dietr. México
Zephyranthes miradorensis (Kraenzl.) Espejo & Lopez-Ferr. México
Zephyranthes moctezumae T.M.Howard México
Zephyranthes modesta Ravenna Argentina
Zephyranthes morrisclintii Traub & T.M.Howard México
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Zephyranthes nelsonii Greenm. México
Zephyranthes nervosa Herb. México
Zephyranthes nymphaea T.M.Howard & S.Ogden México
Zephyranthes orellanae Carnevali, Duno & J.L.Tapia México
Zephyranthes paranaensis Ravenna Brasil
Zephyranthes plumieri Hume ex Moldenke Republica Dominicana
Zephyranthes primulina T.M.Howard & S.Ogden México
Zephyranthes proctorii Acev.-Rodr. & M.T.Strong Porto Rico
Bahamas
Colédmbia
Jamaica
Panama
Zephyranthes puertoricensis Traub Porto Rico
Republica Dominicana
Suriname
Trindade e Tobago
Venezuela
EUA
Zephyranthes pulchella J.G.Sm. México
Zephyranthes purpurella Ravenna Brasil
Zephyranthes refugiensis F.B.Jones EUA
Zephyranthes reginae T.M.Howard & S.Ogden México
Zephyranthes rosalensis Ravenna Bolivia
. Colémbia
Zephyranthes rosea Lindl. Peru
Zephyranthes sessilis Herb. México
Zephyranthes simpsonii Chapm. EUA
Zephyranthes smallii (Alexander) Traub EUA
Argentina
Zephyranthes stellaris Ravenna Brasil
Paraguai
Zephyranthes stellatorosea G.Lom.Sm., Spurrier, Flagg & Espejo México
Zephyranthes subflava L.B.Spencer México
Zephyranthes susatana Fern.Alonso & Groenend. Colémbia
- EUA
Zephyranthes traubii (Hayward) Moldenke México
Zephyranthes treatiae S.Watson EUA
Zephyranthes tucumanensis Hunz. Argentina
Zephyranthes uruguaianica Ravenna Brasil
Zephyranthes versicolor G.Nicholson Uruguai
Zephyranthes wrightii Baker Cuba
Zephyranthes yaviensis Ravenna Argentina

Fonte: Reflora — Flora e Funga do Brasil, 2024; The World Flora Online, 2024.

O género Zephyranthes tem sido empregado na medicina tradicional de
diversas nacdes. No Peru, Z. parulla foi empregada no tratamento de cancer,
enquanto na China, Z. rosea foi utilizada na terapia de cancer de mama. Na Africa, os
nativos usavam folhas de Z. candida para tratar diabetes mellitus, e na india, extratos
dos bulbos de Z. rosea e Z. flava foram aplicados no tratamento de diabetes e
infeccdes virais (KATOCH; SINGH, 2015; KOHELOVA et al., 2021; YANG et al., 2022).

De acordo com Reyes-Chilpa et al. (2011) dez espécies de Zephyranthes foram
submetidas a estudos quimicos, incluindo Z. andersoniana, Z. candida (Lindl.) Herb.,
Z. carinata Herb., Z. citrina Baker, Z. flava (Herb.) Baker, Z. grandiflora Lindl., Z.
robusta (Herb. ex Sweet) Baker, Z. rosea Lindl., Z. sulphurea hort. e Z. tubispatha
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(L'Hér.) Herb. A maioria dos alcaloides isolados dessas espécies pertence ao tipo

licorina (1). Zephyranthes candida (Lindl.) Herb. e Z. grandiflora Lindl. destacaram-se

pela presenca de alcaloides como trans-diidronarciclasina e pancratistatina,

respectivamente, com propriedades antineoplasicas.

Tabela 3. Espécies do género Zephyranthes distribuidas no Brasil.

. ) Distribuigcéo ) )
Espécie Endémica - Sinonimia
Geografica
Haylockia americana (Hoffmanns.)
Zephyranthes americana . . Herter, .
N&o Rio Grande do Sul Haylockia pusilla Herb.,

(Hoffmanns.) Ravenna

Haylockia pusilla var. aurea Herter,
Haylockia pusilla var. cremea Herter

Zephyranthes amoena
Ravenna

Desconhecido

Parana

N&o ha

Zephyranthes bifida
(Herb.) Nic. Garcia &
Meerow

Nao

Rio Grande do Sul

Amaryllis bifida (Herb.) Spreng.
Amaryllis lorifolia (Herb.) Steud.
Habranthus angustus Herb.
Habranthus bifidus Herb.
Habranthus bifidus var. litoralis Herb.
Habranthus intermedius (Lind.) Herb.
Habranthus kermesinus (Lindl.) Herb.
Habranthus litoralis M.Roem.
Habranthus lorifolius Herb.
Habranthus nemoralis Herb.
Habranthus nobilis Herb.
Habranthus pulcher Herb.
Habranthus spathaceus Herb.
Habranthus spathaceus var.
angustus (Herb.) Herb.

Hippeastrum intermedium (Lindl.)
Herter

Hippeastrum kermesianum (Lindl.)
Herter

Hippeastrum multiflorum Buneker, K.
Soares & L.C. Assis

Hippeastrum nemorale (Herb.) Herter
Hippeastrum platense E.Holmb.
Hippeastrum platense var. angustum
(Herb.) E.Holmb.

Hippeastrum pulchrum (Herb.)
E.Holmb.

Myostemma bifida (Herb.) Ravenna
Phycella bonariensis (Kuntze) Traub
Phycella granatiflora (E.Holmb.)
Traub

Rhodophiala bifida (Herb.) Traub
Rhodophiala bifida subsp. aemantha
Ravenna

Rhodophiala bifida subsp.
granatiflora (E.Holmb.) Ravenna
Rhodophiala bifida subsp. purpurea
Ravenna

Rhodophiala bifida var. pulchra
(Herb.) Traub

Rhodophiala bifida var. spathacea
(Herb.) Traub

Rhodophiala spathacea (Herb.)
Traub
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Zephyranthes blumenavia

(K.Koch & C.D.Bouché ex Sim Parana Eithea blumenavia (Koch & Bouché)
Carriére) Nic.Garcia & Sao Paulo Ravenna
Dutilh
Zephyranthes
botumirimensis Sim Minas Gerais Habranthus botumirimensis
(R.S.Oliveira) R.S.Oliveira R.S.Oliveira
& Dutilh
Hippeastrum brachyandrum Baker
Zephyranthes .
brachyandra (Baker) N&o Rio Grande do Sul ﬁeghyraathes po;phyr(;)splla Hglmb'
Backer abranthus brachyandrus (Baker)
Sealy
Amarilis candida Lindl.
Parana Amaryllis nivea Schult.f.
Zephyranthes candida N0 Rio Grande do Sul Argyropsis candida M.Roem.

(Lindl.) Herb.

Santa Catarina

Atamosco candida (Lindl.) Sasaki

Séo Paulo Plectronema candida Raf.
Zephyranthes nivea D.Dietr.
Zephyranthes capivarina Desconhecido Parana Nao ha
Ravenna
Aéa;hoigs Aidema cearensis (Herb.) Ravenna
Ceara Aidema matogrossensis Ravenna
Goi4 Habranthus araguaiensis Ravenna
oias SR
Maranhso Habranthus bahlens[s Ravenna
Mato Grosso Habranthus cearensis Herb.
Zephyranthes cearenses Sim Minas Gerais Habranthus goianus Ravenna
(Herb.) Baker Paraiba Habranthus itaobinus Ravenna
Hippeastrum cearense (Herb.) Baker
Pernambuco - i
Piauf Hippeastrum franus_canum Baker
Rio Grande do Norte Zephyranthes fra_nmscana Herb.
Sergipe Ze_ph_yranthes_gmana (Ravenna) R.S.
. Oliveira & Dutilh
Tocantins
Amaryllis coerulea Griseb
Habranthus caeruleus (Griseb.)
Zephyranthes coerulea . Parana Traub. .
; N&o Rio Grande do Sul Habranthus coeruleus (Griseb.)
(Griseb.) Baker )
Santa Catarina Traub
Zephyranthes caerulea (Griseb.)
Baker
Zephyranthes comunelloi . . 1z
R.E Bastian & Biineker Sim Rio Grande do Sul N&o ha
Zephyranthes concinna Habranthus concinnus
(Ravenna) R.S.Oliveira & Sim Parana R
; avenna
Dutilh
Zephyranthes flavissima . . Parana o
Desconhecido Rio Grande do Sul N&o ha
Ravenna :
Santa Catarina
- Parana
Zephyranthes fluvialis N&o Rio Grande do Sul N&o ha
Ravenna :
Santa Catarina
Zephyranthes Minas Gerais
gameleirensis (Ravenna) Sim Goias Habranthus gameleirensis
R.S.Oliveira & Dutilh Tocantins Ravenna
Habranthus gracilifolius Herb.
Habranthus boothianus Herb.
Habranthus estensis Ravenna
Zephyranthes gracilifolia No Rio Grande do Sul Habranthus gracilifolius var.

(Herb.) G.Nicholson

boothianus

Herb.

Zephyranthes gracilifolia var. bijou
E.Holmb.

Zephyranthes gratissima
Ravenna

Desconhecido

Parana

N&o ha

Zephyranthes irwiniana
(Ravena) Nic.Garcia

Sim

Minas Gerais

Habranthus irwinianus Ravenna
Habranthus duarteanus Ravenna
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Zephyranthes lactea
S.Moore

Sim

Goias
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso
Minas Gerais

Habranthus datensis Ravenna
Habranthus lacteus (S.Moore)
Ravenna

Zephyranthes lagesiana
Ravenna

Desconhecido

Santa Catarina

N&o ha

Zephyranthes lagopaivae

Eithea lagopaivae Campos-Rocha &

(Campos-Rocha & Dutilh) Sim Sao Paulo Dutilh
Nic. Garcia & Dutilh
Zephyranthes lucida
(R.S.Oliveira) R.S.Oliveira Sim Bahia Habranthus lucidus R.S. Oliveira
& Dutilh
Amaryllis entreriana O.Hoffm.
Amaryllis hassleriana Chodat &
Lendn.
Amaryllis mesochloa (Herb. ex Lindl.)
Steud.
Haylockia mesochloa (Herb. ex
Lindl.) M.Roem.
Mesochloa canaliculata Raf.
Zephyranthes mesochloa No Rio Grande do Sul Zephyranthes acuminata Herb.

Herb.

Santa Catarina

Zephyranthes bakeriana Morong
Zephyranthes entreriana (O.Hoffm.)
Pax
Zephyranthes hassleriana (Chodat &
Lendn.) Traub
Zephyranthes kurtzii Hunz. & Cocucci
Zephyranthes oxitepala Speg.
Zephyranthes stenopetala Baker
Zephyranthes timida E.Holmb.

Zephyranthes microstigma

Ravenna Desconhecido Rio Grande do Sul N&o ha
Zephyranthes minima Nzo Rio Grande do Sul Amaryllis minima (H_erb.) Griseb.
Herb. Zephyranthes rositae Herter
Zephyranthes minor Sim Tocantins Habranthus minor Ravenna
(Ravenna) R.S. Oliveira
Zephyranthes .
pantanalensis (Ravenna) Sim Mato Grosso do Sul Habranth&n:vp;erl]:t:nalenss
R.S. Oliveira & Dutilh
Zephyranthes paranaensis Desconhecido Parana N&o ha
Ravenna
Habranthus pedunculosus Herb.
Habranthus concordiae Ravenna
Zephyranthes Habranthus paxii Traub
pedunculosa Nic.Garcia & Sim Rio Grande do Sul Hippeastrum tubispathum Pax
S.C.Arroyo Zephyranthella tubispatha Pax

Hippeastrum pedunculosum (Herb.)
E.Holmb.

Zephyranthes purpurella

Desconhecido Tocantins Néao ha
Ravenna
Habranthus robustus Herb. ex Sweet
Atamasco taubertiana (Harms)
Parana Greene

Zephyranthes robusta

Rio de Janeiro

Habranthus berteroi (Spreng.)

(Herb.ex Sweet) Baker N&o Rio Grande dc_J Sul M.Roem _
’ Santa Catarina Zephyranthes taubertiana Harms
Séo Paulo Zephyranthes taubertii Harms
Amaryllis robusta (Herb. ex Sweet)
Sweet ex Steud.
Zephyranthes rubra
(Ravenna) R.S.Oliveira & Sim Rio Grande do Sul Habranthus ruber Ravenna
Dutilh
. . Amaryllis parvula Seub.
Zephyranthes seubertii NZo Rio Grande do Sul Zephyranthes parvula (Seub.) Herter

(Seub.) H.H.Hume

Santa Catarina

Zephyranthes stellaris Ravenna
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Alagoas
Bahia Amaryllis sylvatica Mart. ex Schult. &
Ceara Schult.f.
Zephyranthes sylvatica Goias Habranthus conterminus Ravenna
. Maranhao Habranthus maranensis Ravenna
(Mart. ex Schult. & Sim Paraib Habranth ati Mart
Schult.f.) Baker araiba abranthus sylvaticus (Mart. ex
Pernambuco Schult. & Schult.f.) Herb.
Piaui Hippeastrum sylvaticum (Mart. ex

Rio Grande do Norte  Schult. & Schult.f.) Baker
Sergipe e Tocantins
Parana Amaryllis parvula Seub.
Desconhecido Santa Catarina Zephyranthes seubertii (Seub.)
Rio Grande do Sul H.H.Hume
Amaryllis tubispatha L'Hér.
Amaryllis andersonii (Herb. ex Lindl.)
Nao Rio Grande do Sul Griseb.

Amaryllis depauperata Poepp.
Atamasco texana (Herb.) Greene

Zephyranthes stellaris
Ravenna

Zephyranthes tubispatha
(L'Hér.) Herb

Zephyranthes
uruguaianica Ravenna
Fonte: Reflora — Flora e Funga do Brasil, 2024.

Desconhecido Rio Grande do Sul Nao ha

1.6 Espécies estudadas pertencentes ao género Zephyranthes

1.6.1 Zephyranthes candida (Lindl.) Herb.
Chamada de “lirio dos ventos”, Z. candida teve o contetdo das plantas secas

inteiras estudado por Ka et al. (2020). Dessa espécie foi isolado e caracterizado
zeficandidina A (10) o primeiro alcaloide de imidazol[1,2-f] fenantridina encontrado na
natureza. Do extrato etandlico de Z. candida, zeficandidinas I-lll (11 — 13), foram
isolados e suas estruturas foram elucidadas por métodos espectroscopicos, além de
galantamina (4), plicamina (14) e seco-plicamina (15).

Jin e Yao (2019) também apresentaram um estudo sobre Z. candida. A partir
de plantas inteiras coletadas em 2010 em Shiyan, Hubei, China, foram isolados
alcaloides como licorina (1) hemantamina (24), N-fenetilcrinasiadina e N-metil-
hemantidina, que demonstraram citotoxicidade significativa contra cinco linhagens de
células tumorais humanas, incluindo leucemia mieloide (HL-60 e K562), cancer de
pulméo (A549), carcinoma hepatocelular (HepG2) e cancer de colon (HT-29), além de
uma linhagem de células epiteliais brdnquicas humanas imortalizadas, Beas-2B, que
Nao apresentam caracteristicas cancerosas. Em uma nova coleta, em 2011, os
compostos isolados incluiram zeficandidina A (10), zeficandidinas I-111 (11 — 13).

Zeficandidina A (10) é um alcaloide dinitrogenado raro da familia
Amaryllidaceae. A via biossintética desse alcaloide em Z. candida comeca com

tiramina e isovanilina, formando um alcaloide benzilfenetilamina, seguido por



37

acoplamento oxidativo de fenois para gerar um alcaloide do tipo licorina (1) (JIN; YAO,
2019).

Da mesma forma, Mambro et al. (2022) descreveram a capacidade dos
alcaloides extraidos de Z. candida de inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE).
Estudos de acoplamento molecular dos compostos zeficandidinas I-Ill (11 — 13) e da
galantamina (4) com AChE indicaram que as interacbes com o0s residuos W286 e
Y337 sdo essenciais para a atividade inibitéria da enzima. Os alcaloides zeficandidina
[l (13) e galantamina (4) interagiram com Y337, indicando uma afinidade efetiva com
o sitio catalitico. Em contraste, zeficandidina | (11) e Il (12) ndo apresentaram tais
interacbes. Consequentemente, o alcaloide zeficandidina 1l (13) e galantamina (4),
apresentando valor de ICso de 8,82 uM e 1,02 uM, respectivamente, demonstrando
uma forte atividade inibitéria de AChE.

De acordo com Cahlikova et al. (2021) o alcaloide N-metilhemantidina
(NMHC) (16), isolado de Z. candida demonstrou um efeito inibitorio de crescimento
contra células tumorais. Estudos mostraram que o NMHC inibiu a viabilidade celular
das linhas de céancer pancreédtico AsPC-1, BxPC-3 e Mia PaCa-2 de maneira
dependente da dose. Células tratadas com NMHC foram paradas na fase G2/M
(producéao de células saudaveis com DNA completo e sem danos). O NMHC também
reduziu o fluxo glicolitico, regulando negativamente as proteinas GLUT1, PGK1, LDHA
e PKM2.
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Figura 9. Estruturas quimicas de alguns alcaloides de Amaryllidaceae (KA et al., 2020;

ZHAN et al., 2023).
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Na continua pesquisa por novos alcaloides inibidores de AChE para o
tratamento da DA, Zhan et al. (2023) publicaram o isolamento e a identificacdo de
alcaloides pertencentes a espécie Z. candida, denominados zefiranina A (17) e 6-O-
etilnerinina (18), além de dois produtos naturais ndo descritos anteriormente,
denominados zefirantina-6-ona (19) e 3-O-desacetilsternbergina (20). Esses
compostos, pertencentes a nove tipos estruturais diversos, foram isolados das plantas
inteiras de Z. candida. As zefiraninas A (17), G (21) e H (22) apresentaram atividade
inibitéria moderada de AChE com valores de ICsp iguais a 8,2 uM, 39,0 uM e 10,8 pM,
respectivamente. Zefiranina B (23), hemantamina (24), hemantidina (25), 11-
hidroxivittatina (26) e 8-desmetoxi-10-O-metilhostasina (27) exibiram potente
atividade anti-inflamatoria, reduzindo a producdo de Oxido nitrico induzida por
lipopolissacarideo (LPS) em macréfagos (RAW 264.7), com valores de ICso iguais a
21,3 UM, 4,6 uM, 12,2 uM, 5,6 uM e 17,4 uM, respectivamente. Este estudo também

marcou o primeiro relato da atividade anti-inflamatoria dos alcaloides do tipo gracilina
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(ZHAN et al., 2023). Além disso, estudos anteriores ja haviam revelado que AA de Z.

candida possuem atividade inibitoria de AChE e anti-inflamatoria (ZHAN et al., 2017).

1.6.2 Zephyranthes ajax Hort.
Nguyen et al. (2020) realizaram a primeira identificagéo de alcaloides isolados

na espécie Zephyranthes ajax Hort, uma planta perene cultivada no Vietna. O
conhecimento sobre seus constituintes quimicos ainda é limitado. Estudos
fitoquimicos revelaram que a espécie contém diversos alcaloides com atividade
citotdxica, antiviral e antibacteriana, além de inibicao da acetilcolinesterase. Entre os
compostos identificados, destaca-se um derivado de flavanol, o (2R, 3R)-3-acetoxi-7-
hidroxi-3',4'-metilenodioxiflavana e o alcaloide hemantamina (24). Ensaios de
toxicidade mostraram que o composto 24 apresenta atividade citotéxica significativa
contra diversas linhas celulares de cancer humano, incluindo carcinoma hepatocelular
(HepG2), carcinoma pulmonar (SK-LU-1), carcinoma de boca (KB), carcinoma de
célon (SW480) e adenocarcinoma gastrico (AGS), com valores de ICso variando entre
4,4 pM e 11,3 uM.

1.6.3 Zephyranthes grandiflora Lindl.
Esta espécie é wusada como medicinal e ornamental na China.

Tradicionalmente, ela €& usada para combater diversos males, como febre,
inflamacgdes, doencas respiratorias e exibe atividade citotdéxica (YANG et al., 2022).
Em estudos fitoquimicos do extrato etandlico de plantas inteiras da espécie Z.
grandiflora, Yang et al. (2022) descreveram trés novos alcaloides isolados:
zefirantinas (28-30), do tipo 4a-epi-plicamina (31). A elucidagéo estrutural de todos os
compostos foi realizada por métodos espectrométricos, e todos os alcaloides foram
avaliados in vitro quanto a atividade citotoxica contra seis linhagens de células de
glioma: CHG-5, SH-SY5Y, SHG-44, U251, U343 e GL15. Os alcaloides 29 e 30
exibiram atividade citotoxica significativa contra todas as linhagens testadas, com

valores de ICso inferiores a 20 pM.
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Figura 10. Estruturas quimicas de alguns alcaloides de Amaryllidaceae (ZHAN et al.,
2023; YANG et al., 2022).
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1.6.4 Zephyranthes citrina Baker.

Kohelova et al. (2021) conduziram uma investigacdo fitoquimica do extrato
alcaloidico de bulbos frescos de Z. citrina, que resultou no isolamento e identificacédo
de AA, incluindo narcieliina (32). Hemantamina (24) foi identificado como o alcaloide
predominante no extrato alcaloidico de Z. citrina. A elucidacao das estruturas quimicas
foi realizada por meio de técnicas espectroscéopicas e comparacdo com dados da
literatura. Os alcaloides isolados em quantidades adequadas foram avaliados quanto
a inibicao in vitro das enzimas AChE, BUChE e proliloligopeptidase (POP). Narcieliina
(32) demonstrou atividade inibitéria significativa sobre as enzimas AChE e BuChE
humanas, com ICso igual a 18,7 uM e 1,34 pM, respectivamente. Esses resultados
sugerem gue narcieliina (32) possui atividades biolégicas promissoras, destacando

seu potencial no tratamento de doengas neurodegenerativas.
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1.6.5 Zephyranthes carinata Herb

Foi relatado por Sierra et al. (2022) que Zephyranthes carinata, possui atividade
inibitéria sobre AChE. Os autores descreveram o isolamento de AA e sua capacidade
de inibir as enzimas AChE e BuChE, com a galantina (33), sendo o principal
componente identificado. Além da galantina (33), também foram identificados licorina
(1), vittatina/crinina (3), tazetina (9), hemantamina (24), hamaina (34), licoramina (35)
e trispaeridina (36). Os resultados mostraram que a galantina (33) tem uma atividade
inibitéria de AChE significativa, em baixas concentra¢gdes micromolares (ICso = 1,96
Mg/mL). Andlises de dinamica molecular sugeriram que galantina (33) possui um modo
de inibicdo diferente da galantamina (4), interagindo com o sitio de ligacdo anidnica
periférico da enzima, o que impede a entrada e saida de moléculas do sitio ativo.
Assim, a combinacédo de ensaios de triagem in vitro e desenvolvimento computacional
€ essencial na busca por novos inibidores da AChE, ajudando a identificar interacdes
bioativas desconhecidas.

Ka et al. (2020), relataram que estudos adicionais realizados em plantas inteiras
de Z. carinata resultaram no isolamento de licorina (1), plicamina (14), seco-plicamina
(15), 4a-epi-plicamina (31), 12-acetilplicamina (37) e N-desformil-seco-plicamina (38),
além de zeficarinatinas A (39), B (40) e G (41).

1.6.6 Zephyranthes minuta (Kunth) D.Dietr.

As pesquisas conduzidas por Katoch et al. (2019b) caracterizaram cinco AA em
extratos de Zephyranthes minuta. O estudo de citotoxicidade in vitro do extrato
etandlico, fracbes (n-hexano, cloroférmio e n-butanol) e compostos isolados contra
duas linhagens de células cancerigenas humanas (KB e SiHa) revelou a potencial
atividade citotoxica do extrato etandlico e da fragdo n-butandlica, atribuida a presenca
de alcaloides ativos como licorina (1), hemantamina (24), pancratistatina (42) e 1-O-
(3-hidroxibutiril)pancratistatina (43).

Além disso, Ka et al. (2020) relataram a descoberta de um glicosideo de
narciclasina, isolado da planta inteira de Z. minuta, denominado narciclasina-4-O-§3-

D-xilopiranosideo (44).

1.6.7 Zephyranthes fosteri Traub.
Conhecida pelos camponeses como ‘flor de maio’, a espécie Zephyranthes

fosteri € endémica do México e sua distribuicdo abrange a regido central do pais. A
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analise por CG/EM dos extratos dos bulbos e das partes aéreas revelou a presenca
de alcaloides, incluindo licorina (1), galantamina (4) e 3'-desmetoxi-6-epimesembranol
(45). O extrato metandlico, a fracdo alcaloidica e o composto 1 mostraram atividade
inibitéria sobre a acetilcolinesterase in vitro (CENTENO-BETANZOS et al., 2022).

Figura 11. Estruturas quimicas de alguns alcaloides de Amaryllidaceae (CAHLIKOVA
et al., 2021; KOHELOVA et al., 2021; SIERRA et al., 2022).

H3COQ

OH }\,H CHy
{ ,
VN
O e, 0
(o] = .
0 < ez N.;"."-_CH:‘
MeO < o] [ O
=N H CQ
NMe o :

Licoramina (35) Trispaeridina (36) 12-acetilplicamina (37) N-deformil-seco-plicamina (38)

OCH; OCH3 OCH;
H5CO, i 0, i H4CO, H
3 OH O/_ "‘-\I/\H 3 H
H3CO HaCO" "g
o] O _
= o e
tf B et
o N OH O

Zeficarinatina A (39) Zeficarinatina B (40 Zeficarinatina G (47) Pancratistatina (42)

~ -
o ( =
NT “OH
OH O Ne H
1-O-(3-hidroxibutiril) Narciclasina-4-O-B3-D-xilopiranosideo (44) 3'-demetoxi-B-epimesembranol (45)

pancratistatina (43)

1.6.8 Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic Garcia.
A espécie Zephyranthes irwiniana (Figura 12), objeto de estudo deste trabalho,

€ endémica do Brasil. Sua distribuicdo geografica concentra-se no Estado de Minas
Gerais, especialmente no sul da Cadeia do Espinhaco, préximo a Belo Horizonte, com
ocorréncias isoladas nas serras da Canastra e Ibitipoca. Aléem disso, a espécie
também é encontrada nos estados da Bahia, Goias, Pernambuco e Sao Paulo
(AMARAL-LOPES; CAVALCANTI, 2015), estando presente em dominios
fitogeograficos como a Savana Central Brasileira e a Mata Atlantica (FLORA E FUNGA
DO BRASIL, 2024).

Zephyranthes irwiniana cresce predominantemente em campos areno-

pedregosos, frequentemente associados a solos ferrosos, e em cerrado rupestre,
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especialmente em substratos pedregosos (AMARAL-LOPES; CAVALCANTI, 2015). A
espécie é valorizada pela beleza de suas flores, que possuem tépalas oblanceoladas
em tons de rosa a lil4s. Suas folhas, que estdo presentes durante a antese, séo verdes
com base vinacea e possuem formato filiforme. A planta apresenta bulbos globosos
(AMARAL, 2012). A floragcdo ocorre entre julho e fevereiro (AMARAL-LOPES;
CAVALCANTI, 2015).

Anteriormente, essa espécie era conhecida como Habranthus irwinianus
Ravenna, mas seu nome foi revisado e alterado por Garcia et al. (2019). Amaral-Lopes
e Cavalcanti (2015) j4 haviam destacado a dificuldade em separar morfologicamente
0s géneros Habranthus e Zephyranthes. Essa dificuldade deve-se a semelhanca
estrutural das flores, a ocorréncia simpatrica das espécies e a auséncia de caracteres
morfolégicos suficientemente diferenciadores para distinguir os dois géneros.

A espécie apresenta bulbos globosos, medindo entre 1,5 e 2,2 cm de diametro

e 1 e 2,5 cm de altura, com um colo de 7 a 25 mm de comprimento.

Figura 12. Fotografia de Zephyranthes irwiniana, realgando a flor e folhas.

Fonte: Préprio autor.

Uma busca sobre a espécie e suas sinonimias (H. irwinianus e Z. irwiniana) em
bancos de dados e motores de busca, como ELSEVIER, Comunidade Académica
Federada, Springer Link, Nature, MDPI e Google Académico, revelou uma caréncia
de relatos cientificos ou informacdes relacionadas ao perfil quimico e propriedades
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biologicas de seus extratos. No entanto, encontra-se no repositorio de pesquisa da
UnB uma dissertacdo de mestrado intitulada “Potencial de inibicdo de enzimas de
interesse farmacéutico por espécies de Amaryllidaceae”, que apresenta atividades
relevantes da fragdo aquosa do extrato etandlico de H. irwinianus na inibicdo da
enzima a-glicosidase, bem como resultados nao conclusivos na inibicdo
acetilcolinesterase (LOPEZ, 2018). Além disso, ha uma tese de doutorado com o titulo
“Estudo quimico biomonitorado de espécies de Amaryllidaceae: Crinum latifolium L. e
Hippeastrum psittacinum (Ker Gawl.) Herb.”, que apresenta resultados para os
extratos etandlicos e hexanicos dos bulbos de Hymenocallis litorallis, Hippeastrum sp.,
H. psittacinum, H. stapfianum, Crinum latifolium e Zephyranthes irwiniana, analisados
quanto ao perfil alcaloidico utilizando CG-EM. A analise do extrato etandlico de Z.
irwiniana revelou a presenca de um composto derivado de homolicorina (6) com baixa
abundancia relativa, além de um composto desconhecido com IR = 2602. No extrato
hexanico, foi identificado um derivado de esteroide com IR = 3472,4. Os extratos de
Hymenocallis litorallis, Hippeastrum stapfianum e Zephyranthes irwiniana mostraram-
se 0s mais citotéxicos no modelo celular de macréfagos murinos (SILVA, 2019).

A revisdo de literatura revelou uma escassez de estudos quimicos sobre
Zephyranthes irwiniana, sendo identificado apenas o trabalho de Dewes Neto et al.
(2024). Esse estudo constatou que, até entdo, poucos trabalhos haviam sido
realizados para avaliar as propriedades bioldgicas dessa espécie. Além disso, ndo
existem registros de seu uso tradicional ou medicinal no Brasil, tampouco
investigacdes sobre sua propagacao ou analise fitoquimica em condicdes controladas.

O estudo de Dewes Neto et al. (2024) representou o primeiro avanco
significativo ao caracterizar o perfil quimico de Z. irwiniana, identificando 15
compostos bioativos. Entre estas substancias, os compostos a-terpinil-acetato (45),
linoleato de etila (46) e clionasterol (47) foram detectados em pelo menos 80% dos
extratos analisados. O alcaloide licorina (1), embora presente em menor frequéncia,
também foi selecionado para analise devido ao seu amplo espectro de atividades
bioldgicas relatadas na literatura cientifica, incluindo propriedades medicinais
destacadas.

Apesar das contribuicdes iniciais desse estudo, ainda existem lacunas
importantes na literatura, como a auséncia de investigacdes detalhadas sobre mais
compostos que podem ser identificados bem como suas eficacias bioldgicas, e a falta

de estudos relacionados ao desenvolvimento sustentavel e a conservacao da espécie.
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Essas limitacdes evidenciam um potencial inexplorado, cujo aprofundamento pode
gerar contribuicdes significativas tanto para o avanco cientifico quanto para o
aproveitamento econémico de espécies brasileiras da familia Amaryllidaceae. Para
preencher essas lacunas, sdo necessarias pesquisas adicionais que ampliem o

entendimento sobre as propriedades bioldgicas e farmacologicas de Z. irwiniana.
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1.7 A Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa progressiva,
caracterizada por deterioracdo cognitiva, incluindo perda de memodria,
comprometimento das habilidades linguisticas e alteracbes comportamentais e de
personalidade. O envelhecimento, fatores ambientais, genéticos e o estilo de vida sédo
considerados os principais fatores de risco para o desenvolvimento da DA.

A DA corresponde a cerca de 65% dos casos de deméncia em todo o mundo.
Mais de 55 milhGes de pessoas vivem atualmente com deméncia (WHO, 2023a). A
cada ano, quase 10 milhées de novos casos sado diagnosticados, e projecdes sugerem
que esse numero podera alcancar 78 milhdes até 2030 (WHO, 2023a; ZHAN et al.,
2023). Os numeros demonstram uma complexidade multifatorial da DA destaca a
necessidade de abordagens de pesquisa mais abrangentes para desenvolver
medicamentos que possam interromper a progressdo da doenga em varias vias
patolégicas (CHOWDHURY e KUMAR, 2020). Nos Estados Unidos, € esperado que
0 numero de idosos com Alzheimer dobre até 2060 em relagdo aos niveis atuais
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021). No Brasil, entre 2010 e 2019, foi registrado
um aumento de 87,7% nas internacdes relacionadas a doenca.

A DA foi descrita pela primeira vez em 1907 pelo psiquiatra aleméao Alois
Alzheimer (SILVA et al., 2023). Apesar de sua causa exata ainda ser desconhecida,
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suas caracteristicas patologicas incluem alteracBes cerebrais distintas, como o
acumulo de fragmentos da proteina (3-amiloide (AB), que formam placas B-amiloide
localizadas ao redor dos neurbénios (BESHIR et al., 2022). Além disso, a teoria do
déficit colinérgico sugere uma reducdo nos niveis de acetilcolina (ACh), associada a
uma disfuncdo na enzima colina acetiltransferase (ChAT) (BREIJYEH; KARAMAN,
2020).

Embora avancgos significativos tenham sido alcangcados na pesquisa, a cura
para a DA ainda ndo foi encontrada. Atualmente, o tratamento é baseado
principalmente no uso de inibidores da acetilcolinesterase (AChE), que tém como
objetivo retardar a progressdo da doenca (SILVA et al., 2023). Donepezila,
rivastigmina e galantamina (Figura 13) sdo os farmacos aprovados para esse
propoésito pela Food and Drug Administration (FDA), pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e outras agéncias reguladoras (KOHELOVA et al., 2021;
BESHIR et al., 2022).

No entanto, as limitagcbes dos tratamentos atuais para a DA, como a
rivastigmina, podem ser discutidas em termos de eficacia limitada, efeitos colaterais e
incapacidade de alterar a progressdo da doenca. Apesar de ser uma molécula de
sintese simples, sua acdo € apenas paliativa, melhorando temporariamente os
sintomas cognitivos ao inibir a AChE. No entanto, estudos apontam que a rivastigmina
e outros inibidores de AChE apresentam baixa especificidade, podendo interferir em
outras enzimas, o que leva a efeitos adversos como nauseas, vomitos e disturbios
gastrointestinais (MOTEBENNUR et al., 2023; CACABELOS et al., 2024).

Além disso, o curto tempo de acdo desses farmacos exige multiplas doses
diarias, o que compromete a adesédo ao tratamento (MOSS, 2020). Outra limitacédo é
sua eficécia restrita aos estagios iniciais da doenca, pois ndo conseguem prevenir a
morte neuronal ou tratar os aspectos multifatoriais da DA. Nesse sentido, a busca por
compostos naturais, como os alcaloides da familia Amaryllidaceae, tem ganhado
destaque devido a sua capacidade de atuar em multiplos alvos terapéuticos, incluindo
propriedades antioxidantes e efeitos neuroprotetores (ARYA et al., 2021).

Entre os tratamentos disponiveis, a galantamina se destaca por ser o Unico
derivado de uma fonte natural (KOHELOVA et al., 2021; BESHIR et al., 2022). Esse
composto € um inibidor seletivo, competitivo e reversivel da AChE, que aumenta os
niveis de ACh no coértex cerebral ao retardar sua degradacédo. Além disso, modula

alostericamente 0s receptores nicotinicos da ACh, resultando em um aumento
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adicional da ACh nos terminais nervosos pré-sinapticos. Essa substancia também
eleva os niveis de outros neurotransmissores, como glutamato e serotonina. A
galantamina esta disponivel em diversas formula¢des orais, com doses variando de 4
a 24 mg (MARUCCI et al., 2021).

O mercado global de bromidrato de galantamina reflete sua relevancia
terapéutica crescente. Em 2023, o valor de mercado foi estimado em USD 1 bilhao,
com projecdo de atingir USD 2,1 bilhdes até 2030. A taxa de crescimento anual
composta (CAGR) de 11,2% entre 2023 e 2030 destaca o significativo interesse global
em seu uso terapéutico, especialmente no tratamento de distlrbios cognitivos. E um
dos fatores de crescimento do mercado é devido ao envelhecimento da populacéo

global e aumento de doengas neurodegenerativas (VMR, 2024).

Figura 13. Estrutura quimica dos farmacos donepezila, rivastigmina e galantamina.
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1.8 Inibidores da Acetilcolinesterase

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, a
AChE é classificada dentro do grupo das hidrolases, que sdo enzimas que atuam
sobre as ligacOes éster de ésteres de acidos carboxilicos (WALCZAK-NOWICKA;
HERBET, 2021). A enzima AChE, localizada na membrana pds-sinaptica, tem a
funcdo de hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina (Ch) (SILVA et

al., 2023). Este processo bloqueia a transmissdo do impulso nervoso nos
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interneurdnios do sistema nervoso central. Aléem disso, a AChE também atua nas vias
simpatica e parassimpatica pré-ganglionar dos neurbnios do sistema nervoso
autdbnomo, bem como na jun¢ao neuromuscular, que é a conexao entre o nervo motor
e 0 musculo esquelético no sistema nervoso periférico. Este mecanismo € essencial
para regular a atividade neuromuscular e a comunicacédo auténoma (BERKOV; et al,
2022).

A neurotransmissdo colinérgica desempenha um papel crucial na funcao
cognitiva, que é prejudicada na DA e em outros transtornos demenciais que surgem
na idade adulta. Foram propostos tratamentos direcionados para combater o acumulo
de B-amiloide, a hiperfosforilacdo da proteina tau e por meio de imunoterapia, mas
esses métodos nao mostraram efeitos significativos e, foram descontinuados durante
0s ensaios clinicos de fase Il ou Il (MADAV; et al., 2019; CASTILLO-ORDONEZ e
CAJAS-SALAZAR, 2020). Atualmente, elevar a neurotransmissdo colinérgica
continua sendo uma principal estratégia para o tratamento dos sintomas cognitivos e
comportamentais da DA. Isso se deve ao fato de que a neurotransmissao colinérgica
esta envolvida nos processos de consolidacdo e aprendizagem da memoria.
(POURSHOJAEI; et al, 2019).

Em outro estudo, destacaram a importancia das enzimas AChE e BuUChE na
fisiopatologia da DA e solidificaram o interesse terapéutico na inibicdo dessas enzimas
(BERKOQV; et al, 2022). Além disso, os inibidores das colinesterases (ChE-Is) agem
prevenindo a degradacao do neurotransmissor ACh, resultando em um aumento dos
niveis de ACh no cérebro e, consequentemente, potencializando a neurotransmissao
colinérgica cerebral, que é deficiente em pacientes com DA. Os ChE-Is foram os
primeiros farmacos a serem oficialmente aprovados nos Estados Unidos e na Europa
para o tratamento sintomatico especifico da DA (MARUCCI; et al, 2021).

Em alinhamento com esta abordagem terapéutica, um estudo utilizando o
derivado de tetrahidroacridina, tacrina (Figura 14), obteve atividade inibitéria reversivel
das enzimas AChE e BUChE. Esse composto foi a primeira molécula a ser testada em
ensaios clinicos para o tratamento da DA. A pesquisa com tacrina iniciou-se em 1984,
e o farmaco recebeu aprovagédo da FDA dos EUA em 1993. No entanto, a tacrina foi
retirada do mercado em 2013 devido a necessidade de altas doses diarias, 0 que
resultava em hepatotoxicidade. Essa toxicidade ao figado exige um monitoramento
constante dos niveis de enzimas hepaticas (CASTILLO-ORDONEZ e CAJAS-
SALAZAR, 2020).
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Figura 14. Estrutura da tacrina.
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A donepezila (Figura 13) foi o segundo farmaco aprovado pela FDA, em 1996,
para tratar a DA de ocorréncia leve a moderada, e recebeu aprovacdo em 2010 para
tratar a DA moderada a grave. E um inibidor ndo competitivo e reversivel da AChE, e
difere quimicamente de outros inibidores da AChE. A donepezila é altamente seletiva
para AChE, tendo menor afinidade pela BuChE. Além disso, destaca-se por
apresentar uma atividade antioxidante significativa (MARUCCI et al, 2021).

A rivastigmina € classificada como um inibidor de carbamato e atua
temporariamente inibindo tanto a AChE quanto a BUChE. Ela forma um complexo por
meio de uma ligagdo covalente nos sitios aniénicos e esteraticos do sitio ativo, como
descrevem CASTILLO-ORDONEZ e CAJAS-SALAZAR, 2020.

A galantamina é um alcaloide derivado de plantas da familia Amaryllidaceae e
atua como um inibidor seletivo da AChE. Recomendada para pacientes com doenca
de Alzheimer em estagios leves a moderados, este farmaco demonstrou eficacia em
retardar o declinio cognitivo e em reduzir significativamente a mortalidade nesses
pacientes. Além disso, a galantamina aumenta os niveis de ACh nas sinapses,
melhorando assim o ténus colinérgico (LIN et al., 2019; MARUCCI et al, 2021).

A memantina, um antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA, protege
contra a excitotoxicidade mediada pelo glutamato e € indicada para o tratamento da
DA em estagios moderados a graves. Em 2014, o FDA aprovou a combinacéo fixa de
memantina e donepezila para pacientes com DA nessas fases da doenca. Em 2021,
a FDA aprovou o aducanumabe, uma nova imunoterapia composta por um anticorpo
monoclonal humano direcionado contra o epitopo AB, que atua na reducdo do
depdsito de placas de AB no tecido neuronal. Outro avancgo significativo na terapia da

DA foi a aprovagao do lecanemabe, um anticorpo monoclonal IgG1 que diminui 0s
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depdsitos de amiloide, com uma preferéncia particular por protofibrilas. O lecanemabe
foi aprovado pela FDA e atualmente estd em processo de avaliacdo regulatoria pela
EMA (BEHL et al., 2022; RINAURO et al., 2024).

Figura 15. A cronologia das aprovacbes de medicamentos contra a Doenca de

Alzheimer pelo FDA.
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1.9 Justificativa para o estudo quimico e bioldgico dos extratos de Zephyranthes
irwiniana

O estudo de produtos naturais, nas ultimas décadas, tem sido uma estratégia
eficaz para a descoberta de novos medicamentos (WHO, 2023b). Uma estratégia em
voga envolve o desenvolvimento de novos agentes anti-Alzheimer que operem em
multiplas frentes, e a familia Amaryllidaceae, notéria por sua rica concentracdo de
alcaloides, foi selecionada como o foco principal deste estudo devido as suas
estruturas quimicas Unicas e ampla variedade de atividades biologicas (JIN e YAO,
2019). Atualmente, identificaram-se mais de 600 alcaloides de Amaryllidaceae,
abrangendo 22 tipos de esqueletos diferentes. A aprovacdo da galantamina, um
alcaloide dessa familia, pela FDA, em 2001, para o tratamento da DA motivou a busca
por inibidores mais eficazes da acetilcolinesterase (AChE) nas plantas desta familia
(ZHAN et al, 2023).

A espécie Z. irwiniana esta incluida na Lista de Nacional de Espécies
Ameacadas de Extin¢ao, classificada com vulneravel (VU), conforme a Portaria MMA
n® 148, de 7 de junho de 2022 (BRASIL, 2022). Dessa forma, é essencial buscar
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alternativas capazes de promover o aumento da producdo e reproducdo dessa
espécie. Neste contexto, a micropropagacdo de plantas com potenciais medicinais
surge como uma solucéo viavel, permitindo a producdo em larga escala para uso na
industria farmacéutica (PEREIRA et al., 2022).

De acordo com Rojas e Malosso (2022) a micropropagacdo de espécies
vegetais € uma técnica biotecnoldgica que permite a propagacéo de plantas em tubos
de ensaio de forma rapida, livre de virus e doencas. Essa técnica tem sido
amplamente utilizada por diversos setores, como comercial, agricola, farmacéutico,
cosmeético e alimenticio. Laboratorios tém direcionado seus esforcos para o
desenvolvimento e aprimoramento dessa técnica de multiplicacdo vegetal, pois essa
abordagem possibilita a obtencdo de beneficios econdmicos, a0 mesmo tempo em
que evita a extincdo das espécies vegetais na natureza.

Estudos anteriores revelaram que, dentre os alcaloides extraidos desta familia,
0s pertencentes aos grupos da galantamina e da licorina demonstraram um potencial
inibitério da AChE superior em comparacao aos demais grupos de alcaloides (DEWES
NETO et al, 2024).

O presente trabalho tem como finalidade avaliar o perfil quimico e biologico de
Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia. (Amaryllidaceae), a partir de material
obtido de micropropagacéo, utilizando-se sementes de individuos cultivados no
Distrito Federal. Para isso, obteve-se o perfil cromatogréafico e identificaram-se as
estruturas quimicas dos alcaloides utilizando métodos como a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Além disso, detalhou-se a atividade
bioldégica, com foco no potencial de inibicdo da acetilcolinesterase e nos testes
antioxidantes. Este estudo visou contribuir para pesquisas futuras, fornecendo
evidéncias de atividades desta espécie. Visou também conhecer melhor a biossintese
de compostos de interesse de Z. irwiniana para o tratamento da doenca de Alzheimer
(DA).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Caracterizar o perfil quimico e avaliar a atividade biolégica de extratos e
fracOes de espécimens de Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia

obtidos por micropropagacéao.

Objetivos especificos
Determinar o perfil cromatogréfico dos extratos e fragdes de raiz, bulbo e folhas
de Zephyranthes irwiniana, visando caracterizar os metabolitos secundarios
presentes;
investigar in vitro a atividade antioxidante dos extratos e fracoes;
avaliar in vitro a atividade dos extratos e respectivas frac6es obtidos quanto a

inibicdo da enzima acetilcolinesterase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo da amostra vegetal

Os exemplares cultivados de Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia
(Figura 16) foram oriundos de micropropagacédo, a partir de sementes obtidas de
espécimens desenvolvidas de bulbos doados pela Embrapa Cenargen (codigo
Embrapa ACA 62) ao Professor Doutor Christopher William Fagg. A exsicata utilizada
para a identificagdo botanica foi depositada no Herbario da Universidade de Brasilia
(UB), sob o registro Fagg CW 2556. Os experimentos de micropropagacdo foram
realizados no Laboratorio de Produtos Naturais (LAProNat) da Universidade de
Brasilia (UnB) (Figura 17).

Para o preparo dos meios de cultura, foi utilizado o meio MS (Sigma-Aldrich
M5519), suplementado com 3% de sacarose e 0,15% de Phytagel®, com o pH
ajustado para 5,8. Apés a preparacao, 20 mL do meio foram distribuidos em tubos de
ensaio de 25 x 150 mm, os quais foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1,5 atm
por 20 minutos. As sementes inoculadas foram mantidas em sala de crescimento com
iluminacdo controlada, e a germinacdo foi monitorada a partir da emergéncia das
raizes. Os bulbilhos obtidos apds 2 meses foram transplantados diretamente para
vasos e cultivados a pleno sol.

A logistica de cultivo (Figura 17) abrangeu etapas sistematizadas para o
desenvolvimento de Zephyranthes irwiniana. Primeiro ocorreu a coleta e preparacao
do material inicial, que utilizou sementes provenientes de bulbos previamente doados
e devidamente identificados. Em seguida, foi realizada a micropropagacdo em
condicdes estéreis, aplicando técnicas biotecnoldgicas para o cultivo in vitro,
assegurando um ambiente controlado e livre de patégenos. A etapa subsequente
envolveu o crescimento e desenvolvimento das plantas, mantidas em meios de cultura
especificos com controle rigoroso de pH, nutrientes e fotoperiodo, favorecendo a
formacdo de raizes, bulbos e folhas. Por fim, ocorreu a transferéncia direta das
plantulas para vasos contendo terra vegetal, sem necessidade da etapa de
aclimatacao, processo em que as plantas sdo gradualmente adaptadas as condicfes

externas, preparando-as para o cultivo fora do laboratério.
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Figura 16. Micropropagacéo da espécie vegetal Zephyranthes irwiniana. A direita, um

exemplar fresco apos coleta.

ApoOs seis meses, foram coletados folhas, bulbos e raizes, que foram
separadamente cortadas ou fragmentadas em pedacos menores com o auxilio de uma
faca previamente higienizada. O material vegetal foi secado em estufa com circulagéo
e renovacdo de ar (Solab® SL 102), até atingir peso constante, com temperatura

controlada entre 38 e 40 °C.

Figura 17. Esquema ilustrativo da micropropagacdo com a logistica de cultivo de
Zephyranthes irwiniana em Brasilia, Distrito Federal.

3.2 Preparo dos extratos e fracfes

Para o preparo dos extratos de raizes, bulbos e folhas foi utilizado o método de
maceracao em temperatura ambiente. O material vegetal rasurado foi submetido a
extracao por maceracado em percoladores de aco inox, utilizando uma proporcéo de
1:10 (massa:volume) entre o material botanico e os solventes.

O material vegetal (Tabela 4) foi, separadamente, extraido por hexano P.A e
permaneceu em repouso. ApGs esse periodo, a solucdo extrativa foi esgotada, e o
processo foi repetido trés vezes. Em seguida, o material vegetal remanescente foi
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submetido ao mesmo procedimento, utilizando etanol P.A. como solvente. As
solucdes extrativas foram obtidas por meio de filtracdo e submetidas a evaporacéo
rotativa sob vacuo, com presséo reduzida e banho com temperatura inferior a 40 °C,
utilizando o rotaevaporador Hei-VAP Advantage, ML, G1, 115v — Heidolph, para a

eliminacao dos solventes.

Tabela 4. Material vegetal utilizado nos procedimentos.

Material vegetal Massa do material seco (g)
Folha 28,49
Bulbo 74,76
Raiz 13,43

O material vegetal remanescente (torta) foi entdo submetido a uma extracao
aguosa acida. Para isso, foi adicionado aproximadamente 120,00 mL de acido
cloridrico 0,01 mol/L (v/v) ao material vegetal, e a mistura foi aquecida até a ebuli¢éo,
obtendo-se uma solucdo aquosa acida. A mistura foi agitada e, em seguida, filtrada.
Apos afiltracdo, o extrato aquoso acido foi neutralizado com uma solucéo de hidréxido
de ambnio a 25% (v/v) até atingir pH 8,0. Posteriormente, realizou-se a particdo
liquido-liquido com acetato de etila (3 x 60 mL), efetuando trés extracdes sucessivas.

Em seguida, a fracdo orgéanica foi lavada com agua destilada para eliminar o
residuo de NH4OH, secada com sulfato de sddio anidro e filtrada. O solvente foi
eliminado através da evaporacao rotativa com presséo reduzida e banho com uma
temperatura inferior a 40 °C, sob vacuo. A fracdo aquosa neutralizada foi congelada e
submetida a liofilizacdo (remoc¢éo de agua) utilizando o Liofilizador Advantage Plus
XL-70, da SP Scientific. Todas as fracbes e extratos obtidos foram devidamente
depositados em recipientes apropriados e armazenados em freezer a -20 °C até sua
utilizacdo nos ensaios subsequentes. A Figura 18 apresenta o esquema de obtencao

dos extratos e fragdes de raiz, bulbo e folha de Zephyranthes irwiniana.
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Figura 18. Esquema de extracdo de material vegetal obtido de Zephyranthes irwiniana.
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[ FRACAO AQUOSA (FA) ] [ FRAGAO ACETATO DE ETILA (FAE) ]

Dessa maneira, os extratos hexanico (EH), etandlico (EE), fracdo aquosa (FA)
e fracdo acetato de etila (FAE) foram obtidos conforme ilustrado na Figura 18. Esses
extratos e fracbes foram armazenados sob refrigeracdo até serem utilizados nos
ensaios bioldégicos e na andlise do perfil quimico.

O rendimento dos extratos e das fragOes foi determinado utilizando a Equacao
01.

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

Equacédo 01

A Figura 19 apresenta o esquema dos ensaios realizados na analise do perfil
quimico e nos testes bioldgicos. E importante destacar que os extratos hexanicos
obtidos ndo foram utilizados nos ensaios bioldgicos devido a baixa solubilidade nos

solventes utilizados nos testes.
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Figura 19. Esquema representando os ensaios bioldgicos e quimicos em amostras de
Zephyranthes irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia.

[ EXTRATOS ETANOLICOS (EE) ] [ EXTRATOS HEXANICOS (EE) ]
| l
| | | |
[ TESTES ] PROSPECCAO TESTES [ PROSPECCAO ]
BIOLOGICOS FITOQUIMICA BIOLOGICOS FITOQUIMICA
DPPH; EXTRATOS E FRAGOES; [ _ ] [ EXTRATO; ]
FRAP; EXTRACAO SELETIVA CG-EM.
INIBIGAO AChE. DE ALCALOIDES;
CCD;
CG-EM.

3.3 Extracao seletiva de alcaloides a partir dos extratos organicos obtidos

O método descrito por De Andrade et al. (2014) foi utilizado na extracao seletiva
de alcaloides. Uma porc¢éo de 5 g de EE de folhas, bulbos e 500 mg de raizes foram
pesados, separadamente, e solubilizados em 90 mL de solu¢céo de acido sulfarico 2
% (v/v). Em seguida, em um funil de separacgédo, foram combinados a solugéo acida e
(3 x 30 mL) éter etilico. A fracdo etérea foi reunida e concentradas por rota-
evaporacao. O mesmo procedimento foi repetido utilizando acetato de etila.

A fracdo aquosa acida restante foi basificada com solucdo aquosa de hidréxido
de aménio (NH4sOH) 25% (v/v) até pH 10. A solucdo aquosa bésica foi particionada
com hexano (5 x 30 mL), seguido de extracbes com acetato de etila (6 x 30 mL) e,
finalmente, uma mistura de acetato de etila e metanol (3:1, v/v) (6 x 30 mL). As fracGes
foram evaporadas com auxilio de evaporador rotatério, dando origem a trés fracoes:
fracdo hexanica (FAH), fracdo acetato de etila (FAAE) e fracdo acetato de etila-
metanol (FAAEM). Todas as fracdes obtidas foram refrigeradas até sua utilizacao nos
ensaios subsequentes. A Figura 20 apresenta o procedimento de extracdo seletiva

descrito acima.
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Figura 20. Esquema representando a extracao seletiva de alcaloides de Zephyranthes

irwiniana.
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3.4 Cromatografia em Camada Delgada CCD

Os extratos etandlicos e hexanicos de folhas, bulbos e raizes foram analisados
por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel 60 para obter informacfes
sobre o perfil quimico das amostras. As amostras, separadamente, foram dissolvidas
em metanol na concentracdo de 1 mg/mL e aplicadas nas cromatoplacas com auxilio
de um capilar, a uma distancia de 1 cm da base inferior da placa e cerca de 1 cm de
separacao entre as amostras de folhas, bulbo e raizes.

Foram utilizadas cromatofolhas analiticas de aluminio recobertas com silica gel
(Kieselgel 60 Alugram Sil G, MACHEREY-NAGEL) espessura de 0,2 mm pré-ativadas
como fase estacionaria e diferentes solventes em diversas proporcdes foram usados
na fase movel. Os eluentes utilizados foram: hexano:acetato de etila (9:1, v/v), (8:2,
v/v), cloroférmio:acetato de etila:metanol (45:40:15, v/v/v), acetato de etila:zmetanol
(8:2, vlv), cloroformio:acetona:diclorometano (5:4:1, v/v/v), diclorometano:metanol
(8:2, viv).

Apbs a eluicdo os cromatogramas foram observados sob luz UV (254 nm e 365
nm) e posteriormente revelados utilizando reveladores quimicos. Os reveladores

foram preparados seguindo a metodologia proposta por Wagner; Bladt (2001). Os
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principais reveladores quimicos utilizados na deteccdo de classes de metabdlitos
secundarios foram:

e Reagente de Dragendorff: € um reagente para deteccdo de alcaloides e
compostos nitrogenados, cuja presenca € detectada pelo aparecimento de
coloracéo alaranjada. E constituido de duas solucées: a solugdo A composta
por subnitrato de bismuto em acido acético: 4gua (1:4); e a solugcdo B composta
por uma solucao de iodeto de potassio 40%. A placa cromatogréfica é borrifada
com uma mistura em partes iguais das solucdes A e B.

e Reagente de Liebermann-Burchard: € um reagente usado para identificar
esteroides, triterpenos e saponinas, pelo aparecimento de manchas de
diversas cores, principalmente azuladas ou arroxeadas. A placa cromatogréafica
€ borrifada com a solugédo de 0,1 mL acido sulfarico concentrado e 5 mL de
anidrido acético e aquecida com um secador serigrafico.

¢ Reagente anisaldeido sulfurico: € um reagente para deteccdo de esteroides,
saponinas e compostos fendlicos, detectados pela formacdo de manchas de
cor réseas ou roxas. E constituido de duas solugées: a solugdo A composta por
anisaldeido em &cido acético 2%; e solucdo B, composta por solucdo etandlica
de acido sulfarico 20%. A placa cromatogréfica € borrifada com as solu¢cées A
e B e em seguida aquecida, com auxilio de secador serigrafico, até o
surgimento das bandas.

3.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Os extratos hexanicos e as fracfes alcaloidicas acetato de etila, fracbes
alcaloidicas acetato de etila/metanol e as fragBes alcaloidicas hexanica (3:1) de
folhas, bulbos e raizes foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) para obtencdo do perfil cromatografico (as
fracOes foram diluidas em metanol na concentracdo de 3 mg/mL. A analise da CG-EM
foi realizada no Laboratorio de Controle da Qualidade da Universidade de Brasilia
(LCQ-UnB) em um cromatégrafo gasoso modelo Perkin ElImer Clarus® SQ 8, marca
Perkin Elmer, acoplado com espectrobmetro de massas quadrupolo modelo Clarus
SQ8 MS, marca Perkin Elmer, Singapore.

As corridas cromatograficas foram efetuadas em colunas capilar Elite-5MS (30
m x 0,25 mm x espessura do filme 0,25 um); o gradiente de temperatura foi de 100 °C

durante 12 minutos, com um aumento de 15 °C por minuto até 180 °C, seguida de
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180-300 °C a 5 °C por minuto e temperatura final de 300 °C por 10 minutos. O gas
transportador foi hélio, com uma velocidade de fluxo constante de 1 mL/min. A faixa
espectros de massa do detector foi 30-450 m/z.

Os espectros de massas foram analisados utilizando o software AMDIS 2.73
(NIST) (WA, USA) e indices de retencdo de Kovats (IR) foram analisados utilizando
uma mistura de padrdes alcanos lineares (Co-C3s) injetadas no aparelho nas mesmas
condi¢cBes cromatograficas jA mencionadas (DEWES NETO, et al. 2024). A proporc¢ao
de cada componente presente no extrato e fracdes analisados (CG-EM) foi expressa
como porcentagem relativa (%TIC, do inglés total ion current).

Os compostos foram identificados comparando-se 0s seus espectros de massa
referentes a cada pico do cromatograma e os indices de retencdo (IR, de Kovats),
ambos comparados aqueles da biblioteca National Institute of Standards and
Tecnology (NIST MS® SEARCH) e dados da literatura atualizados.

3.6 Avaliacado da atividade de inibicdo da acetilcolinesterase

A atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi determinada por
meio de reacdo colorimétrica, segundo Ellman et al. (1961), com algumas
modificacdes, segundo Lépez et al. (2002) (GOMES et al., 2022). Neste método, a
enzima acetilcolinesterase hidrolisa a acetiltiocolina em acetato e tiocolina, que reage
com o acido 5,5-ditiobis-2-benzoico (DTNB), produzindo 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e &nion acido 5-tio-2-nitrobenzoico, cuja formacdo pode ser
monitorada a 405 nm (Figura 21), (ELLMAN et al., 1961; LOPEZ et al., 2002; GOMES
et al., 2022).
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Figura 21. Esquema de reacdes do ensaio acetilcolinesterase pelo método de Ellman.
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A enzima acetilcolinesterase realiza a hidrélise da acetiltiocolina em dois grupos, acetato e tiocolina;
onde a tiocolina reduz o &cido 5,5-ditiobis-2-benzoico e produz o 2-nitrobednzoato-5-mercaptotiocolina
e 0 anion 5-tio-2-nitrobenzoico.
Fonte: GOMES, J.V.D. (2020).

Inicialmente foi preparada uma solucédo tampao fosfato salina (PBS), pH 7,5,
composta por K2HPO4 8 mM (Vetec®, 98 %), NaH2PO4 2,3 mmol/L (Sinth®, 98 %),
NaCl 0,15 mmol/L (Vetec®, 99 %), diluidas em 1000 mL de agua destilada.

A solucéo de acetilcolinesterase (solucao estoque) foi preparada dissolvendo-
se 1 mg de acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (137,0 U/mg sélido em 217
U/mg de proteina, Sigma Aldrich®) em 1 mL de tampé&o fosfato salina (PBS), sendo
entdo armazenada em freezer a uma temperatura de -20°C. Para o ensaio, uma
solucéao foi preparada com uma concentracgéao final de 0,25 U/mL em PBS.

A solucéo de substrato foi preparada com iodeto de acetiltiocolina 0,24 mmol/L
(Sigma Aldrich®, 98 %), Na2HPO4 0,04 mmol/L (Merck®, 99 %) e DTNB 0,2 mmol/L
(Sigma Aldrich®, 99 %) dissolvidos em 20 mL de agua destilada. Posteriormente, foi

preparada uma solucéo estoque de bromidrato de galantamina, gentilmente cedido
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por Libbs Farmacéutica (inibidor padréo da enzima acetilcolinesterase usado como
controle positivo de inibicao) diluido em metanol 1 mg/mL e armazenado a -20 °C.

Os extratos e as fracdes aquosas foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO), metanol (MeOH) ou PBS na concentragdo de 50 mg/mL. Neste ensaio, a
concentracéo final de DMSO e MeOH foi 0,5% (v/v), e 0 controle de solvente foi
avaliado na mesma concentracao.

O teste foi realizado em placa contendo 96 pocos, onde foram adicionados em
cada poco 50 pL de tampéo, 50 pL da amostra (extratos e fragdes) e 50 uL de solucéo
enzimatica. Esta mistura foi incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Logo em seguida, foram adicionados 100 pL da solucdo do substrato e
a mistura incubada por mais 10 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A
absorbancia foi medida a 405 nm em leitor de microplaca Multimode Plate Reader
EnSpire, modelo Perkin-Elmer, Singapore. As amostras foram analisadas em
triplicata, conforme ilustrado na Figura 22.

Foi considerada a absorbéancia da mistura sem inibidor com 50 pL de enzima,
100 pL de PBS e 100 pL de substrato, descontado do valor da absorcéo sem a enzima
com 150 pL de tampéo e 100 pL de substrato, como controle de atividade enziméatica
maxima. Foram também utilizados brancos com 50 pL de amostra, 100 puL de
substrato e 100 yuL de PBS para cada concentracdo. A porcentagem de inibicdo da

acetilcolinesterase foi calculada por meio da Equagéo 02:

% de inibicao = [%] x 100
Equacéo 02

onde C representa a absorbancia do controle de atividade enzimética maxima e A a

absorbancia da amostra (subtraidos dos seus brancos).
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Figura 22. Esquema ilustrativo do ensaio de inibicdo de acetilcolinesterase (AChE)

pelo método de Ellman.
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As concentragfes dos extratos e fracdes foram estabelecidas na proporcéo de
1:3, variando entre 7,81-1000 pg/mL, nos pocos. A curva dose-resposta do bromidrato
de galantamina foi elaborada com concentra¢cfes que variaram de 0,3125-15 pg/mL.
A curva de inibicdo enzimatica foi obtida por meio da porcentagem de inibicdo
enzimatica e o logaritmo da concentracdo do inibidor. O resultado do calculo de
concentracdo necesséaria de uma inibicdo de 50% da atividade enzimética maxima
(Clso), foi realizado por meio de andlise de curva de regressédo ndo-linear utilizando o
software estatistico GraphPad Prism®.

3.7 Determinacao da atividade antioxidante pela captura do radical DPPH*

A atividade antioxidante foi determinada segundo Blois (1958). Esse método in
vitro baseia-se no sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH"). Para este
ensaio foram preparadas solugdes dos extratos e fragcdes, solugéo do radical DPPH",
tampdao acetato e padrao (acido ascérbico).

Para preparar uma solucéo de 100 uM do radical DPPHe-, 10,24 mg do radical
foram pesados e solubilizados em 130 mL de alcool etilico 95% (v/v) em um frasco
ambar. O frasco foi entdo envolto em papel aluminio para proteger da luz e colocado

em um banho ultrassom por 20 minutos para garantir completa dissolugao.
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Simultaneamente, uma solu¢cdo em branco foi preparada combinando 25 L de
agua com 475 pL de etanol, resultando em uma concentracéo final de 5% de agua.
Esta solucéo foi utilizada para assegurar a mesma concentracdo de agua nos pogos
da amostra durante o ensaio.

Para as amostras, diluices seriadas de extrato e fracdo foram preparadas,
iniciando em 500,00 pg/mL, utilizando alcool etilico 95% (v/v) como solvente.
Paralelamente, uma solu¢do de &cido ascoérbico (AA) a 500 pug/mL foi preparada
dissolvendo 10,0 mg de AA em 20 mL de alcool etilico 95%.

O ensaio foi realizado em uma microplaca de 96 pocos, adicionando 100 pL de
alcool etilico 95%, 100 uL de cada amostra, 100 pL da solucdo de radical DPPH- (500
pmol/L) e 100 pyL da solugcdo em branco a cada poco. Para o controle (branco da
amostra), foram adicionados 100 pL de alcool etilico 95% e 100 pL de solucdo de
radical DPPH em cada poco correspondente.

A mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Apés a
incubagéo, a absorbéancia foi medida usando um espectrofotdmetro Multimode Plate
Reader (EnSpire, Perkin-Elmer, Singapore) a 517 nm. A atividade sequestradora de
radicais livres das amostras foi calculada usando a Equacdo 03, a qual nao foi
especificada no texto original, mas geralmente envolve a comparacédo da absorbancia

do controle com a das amostras tratadas.

% de atividade sequestradora = [ ] x100

Equagédo 03

onde C representa a absorbancia do controle negativo de atividade e A representa a
absorbancia da amostra ou do padrdo, ambos subtraidos dos seus respectivos
brancos.

A concentracdo eficaz para sequestro de 50% dos radicais DPPH (CEso)
disponivel no meio de reacao, foi determinada por meio da equacéo dareta (y = a.x +
b) obtida para cada uma das amostras (BLOIS, 1958; LOCATELLI et al., 2009).

3.8 Andlise da atividade antioxidante pelo método FRAP
O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi descrito por Benzie e
Strain (1996). O principio deste método é baseado na capacidade de componentes

redutores presentes na amostra reduzirem o ferro (Fe®*) para ferro (Fe?*), na presenca
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de 2,4,6-tripiridil-S-triazina (TPTZ), formando um complexo de cor azul intensa
(Fe?*/TPTZ) (Figura 23) e que pode ser medido a 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1996).

Figura 23. Reducédo do complexo férrico [Fe3*(TPTZ)2]3* a ferroso [Fe**(TPTZ)2]?",

pela acao do antioxidante.
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Fonte: CARBONERA, F. (2014).

Para realizar o experimento, o reagente FRAP foi preparado por meio da
diluicdo de uma solucdo aquosa de TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazina) a 10 mmol/L em
HCI 40 mmol/L, juntamente com cloreto férrico 20 mmol/L, em uma solugédo tampéao
de acetato de sédio 300 mmol/L (pH 3,6), seguindo a proporcédo de 1:1:10 (v/v/v).

As solucdes de trabalho FRAP foram preparadas conforme descrito a seguir:

e Solucado TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazina): 10 mmol/L TPTZ em 40 mmol/L
HCI. Inicialmente foi adicionado 0,156 g de TPTZ Merck a uma mistura
composta por 5 mL da solucdo de HCI 40 mmol/L e 45 mL de agua destilada.
A solucdo TPTZ 10 mmol/L obtida foi acondicionada em frasco ambar, sendo
armazenada em refrigeracdo, por um periodo de um més.

e Solucdo aquosa de Cloreto Férrico (ClsFeH1206) 20 mmol/L. Solucéo
preparada imediatamente antes de comecar o ensaio. Foram dissolvidos em
agua ultrapura g.s.p 50 mL, 0,2703 g de cloreto férrico Merck.

e Solucado tampéo de acetato de sdédio 300 mmol/L. A partir da dissolucdo, em
agua ultrapura, de 0,32 g de acetato de s6dio Merck e 3,2 mL de acido acético

glacial Merck, o pH foi ajustado para 3,6 com solu¢cdo de NaOH 10%.

As amostras utilizadas foram os extratos etandlicos das folhas, bulbo e raiz;
acido ascorbico foi utilizado como controle positivo. Um branco foi realizado com as

amostras controles para reduzir a contribuicdo da cor para a absorbancia. A curva
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padrao foi construida com cloreto férrico nas concentracées de 10, 50, 150, 250 e 350
HM.

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 20 pL de cada extrato
diluido, 20 pL de agua destilada e 150 pL de solucéo reagente FRAP. Apés isso, foi
tampado, protegido da luz com papel aluminio e incubado por 8 minutos em
temperatura ambiente. Apds 8 minutos de incubacao, foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro da marca Multimode Plate Reader (EnSpire,
Perkin-Elmer, Singapore) a 593 nm, utilizando o reagente FRAP como branco. As
amostras foram analisadas em triplicata. O resultado do ensaio de FRAP é expresso
em equivalentes de Fe?* e a atividade antioxidante foi determinada usando uma curva
analitica, obtida por meio da equacéo [(B1 + B2) — (B3 + B4)] / 2 (BENZIE & STRAIN,
1996), e apos o célculo de todas as concentracdes foi determinado o gréafico XY por

meio da equacédo da reta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos extratos e fracdes

A extracao € um processo usado para separar componentes ativos em produtos
naturais. Esta etapa envolve a aplicacdo de solventes organicos selecionados com
base na ordem crescente de polaridade. Além disso, a extracao adequada de produtos
naturais é extremamente importante para o estudo quimico e bioldgico, pois permite
a identificacdo e quantificacdo de diferentes substancias presentes (BELWAL et al.,
2018).

No preparo da amostra, o extrato hexanico foi escolhido com a finalidade de
retirar compostos com caracteristicas apolares (etapa de “desengorduramento”). Em
seguida, a utilizacéo de etanol permitiu que os compostos de alta e média polaridade
fossem extraidos.

A Tabela 5 apresenta os dados de rendimento dos extratos brutos e fracées. O
etanol obteve o maior rendimento para a extracdo das raizes e bulbos, e apresentou

boa extracdo das folhas, similar & agua.

Tabela 5. Rendimento dos extratos e fracdes.

Material Massa do material Extrato ou Massa obtida Rendimento
vegetal seco (g) Fracao de extrato (Q) (%)
F_EH 1,96 6,88

F_EE 11,77 41,31

Folha 28,49 F FAE 0,01 0,04
F_FA 12,9 45,28

B_EH 0,28 0,37

B_EE 13,16 17,60

Bulbo 74,76 B_FAE 0,01 0,01
B_FA 11,00 14,71

R_EH 0,31 2,31

. R_EE 0,82 6,11
Raiz 13,43 R_FAE 0,02 0,15
R_FA 0,45 3,35

F, B ou R sao respectivamente folha, bulbo ou de raiz; EH: extrato hexanico; EE: extrato etandlico;
FAE: fracdo acetato de etila; FA: fracdo aquosa.

A escolha desta técnica (solventes organicos por ordem crescente de
polaridade, seguido por extracdo aquosa &cida) (Figura 16) foi estabelecida para

permitir a extragdo de composto de alta, média e baixa polaridade, bem como possivel
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conteudo de alcaloides remanescentes na torta, que nao tivessem sido extraidos nos
processos anteriores (BELWAL et al., 2018; GOMES-COPELAND et al., 2022).

4.2 Obtencéo das fragdes alcaloidicas

A extracdo aquosa acida é um meétodo classico que permite extrair alcaloides
presentes, eliminando, no processo, outros compostos com caracteristicas fisico-
quimicas diferentes dos alcaloides. Em meio acido, as bases alcaloidicas séo
protonadas, facilitando sua solubilizagcdo em meio aquoso. A operacéo de elevacao
do pH do meio, por sua vez, permite o retorno do alcaloide a sua forma basica, menos
polar, que pode ser entdo extraida do meio aquoso pela utilizacdo de um solvente
organico, eliminando os compostos soluveis em agua (AMIRKIA e HEINRICH, 2014,
GOMES et al., 2022).

O método classico prevé a utilizacao, para a obtencao de fracdes alcaloidicas,
de solventes clorados, como cloroférmio ou diclorometano (LABRANA et al., 2002; DE
ANDRADE et al., 2016; CORTES et al., 2018; TRUJILLO-CHACON et al., 2019;
GOMES et al., 2022). No presente trabalho, a escolha de acetato de etila para o
processo extrativo teve como base trabalhos de outros pesquisadores (DE ANDRADE
et al., 2014; COLE et al., 2019). Considerando o aspecto ambiental e ocupacional
seguranca para o operador, solventes organoclorados tendem a ser substituidos por
solventes com menor potencial toxico (GRODOWSKA e PARCZEWSKI, 2010).
Considerando que acetato de etila mostrou-se eficiente para a obtencéao de fracdes
semipurificadas de alcaloides, este foi o solvente de escolha nesse trabalho.

A Tabela 6 apresenta os dados de rendimento das fracdes alcaloidicas obtidas
a partir dos extratos etandlicos. A fracéo alcaloidica acetato de etila (FAAE) das raizes,

bulbos e folhas indica um rendimento maior em comparacdo com as demais amostras.
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Tabela 6. Rendimento das fracdes alcaloidicas obtidas a partir dos extratos etanélicos

das folhas, bulbos e raizes de Zephyranthes irwiniana.

Extrato etandlico Fracéo Massa (mg) Rendimento (%)
F_FAH 53,0 1,06
Folha F_FAAE 124,7 2,49
F_FAAEM 11,49 0,23
B_FAH 52,0 1,04
Bulbo B_FAAE 113,4 2,27
B_FAAEM 35,36 0,71
R_FAH 49,0 0,98
Raiz R_FAAE 66,8 1,34
R_FAAEM 14,26 0,29

F, B ou R séo respectivamente folha, bulbo e raiz; FAH: fracao alcaloidica hexanica; FAAE: fracdo
alcaloidica acetato de etila; FAAAEM: fracéo alcaloidica acetato de etila-metanol. Os rendimentos (%)
na extracéo seletiva de alcaldides, foram calculados a partir dos extratos etandlicos utilizando como
peso base a quantidade de 5,0 g.

4.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A andlise do perfil fitoquimico foi realizada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) utilizando reveladores universais, segundo Wagner e Bladt (2001).

A andlise dos extratos etandlicos de raizes, bulbos e folhas apds revelacdo
por reagente anisaldeido/sulfarico, mostrou manchas de cores rosea e violeta,
caracteristicas de compostos terpénicos (Figura 24). A comparacao dos extratos com
padréo B-sitosterol confirmou a presencga desse composto nos trés extratos (Figura
25).

Figura 24. Cromatograma, por CCD, do extrato etandlico de folha (F), bulbo (B) e raiz
(R) de Zephyranthes irwiniana.
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Faixas cujo fundo esta com mancha cor violeta corresponde placa borrifada com solucdo reveladora
Anisaldeido. Eluente: Metanol/Acetato (8:2) e Diclorometano/Metanol (9:1)
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Figura 25. Cromatograma, por CCD, do extrato etandlico da raiz (R), folha (F), bulbo
(B), B-sitosterol (S) e ponto misto (PM) de Zephyranthes irwiniana.
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Faixas cujo fundo esta com mancha cor roxo corresponde placa borrifada com solugéo reveladora
Liebermann-Burchard. Eluente: Cloroférmio/Acetato de etila/Metanol (45:40:15)

Nas placas reveladas com Dragendorff, foram observadas bandas de coloracao
amarelo-alaranjada (Figura 26), indicativas da presenca de alcaloides. O reagente
Dragendorff € uma solugdo que contém iodeto de bismuto potassico, composta por
nitrato de bismuto bésico [Bi(NOs)s], acido tartérico e iodeto de potassio. Quando em
contato com alcaloides, essa solucéo forma um precipitado de cor laranja ou vermelho
alaranjado (RAAL et al., 2020).

Figura 26. Cromatograma, por CCD, do extrato etandlico da raiz (R), folha (F), bulbo
(B), B-sitosterol (S) e ponto misto (PM) de Zephyranthes irwiniana.

Faixas cujo fundo estda com mancha cor amarelo-alaranjada corresponde placa borrifada com solucao
reveladora Dragendorff. Eluente: Cloroférmio/Acetato de etila (45:40)
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4.4 Andlise por CG-EM

Para elucidar o perfil quimico, os extratos brutos hexanicos (EH) e fracdes
alcaloidicas hexanica (FAH), fracdo alcaloidica acetato de etila (FAAE) e fracdo
alcaloidica acetato de etila-metanol (FAAEM) obtidos a partir da raiz, bulbo e folha de
Z. irwiniana foram avaliados por CG-EM. O perfil quimico foi estabelecido mediante a
analise cromatografica, como ilustrado nas Figura 28 a 39, obtendo-se um
cromatograma para cada extrato e fragédo. A identificagéo foi realizada comparando o
indice de retencdo de Kovats e o0 espectro de massas dos compostos com os dados
disponiveis na base do National Institute of Standards and Technology (NIST), e com
informacdes da literatura, conforme listado na Tabela 8. Para facilitar a manipulacao
dos dados, os picos exibidos no cromatograma foram enumerados de acordo com a
ordem de eluigéo, incluindo aqueles de baixa intensidade.

Nas fracOes alcaloidicas foram identificadas 30 substancias ao todo. A
comparacao dos espectros de massas com a literatura e com a base de dados do
NIST permitiu a caracterizacao de 6 alcaloides. As estruturas quimicas dos alcaloides
de Z. irwiniana (Amaryllidaceae) estdo representadas na Figura 27. A identificacdo

destes alcaloides com os respectivos fragmentos esta descrita nas Tabelas 7 e 8.
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Figura 27: Estruturas quimicas dos alcaloides identificados de Zephyranthes irwiniana

(Amaryllidaceae).

Isoquinolina (49) Neronina (50) Anidrolicorina (57)

Os componentes do extrato hexanico bruto da raiz (EH_R) foram identificados
por meio da comparacéo de seus espectros de massas (Figura 28) com os disponiveis
no banco de dados do equipamento e na literatura, além da analise dos indices de
retencdo reportados em estudos anteriores. Os sinais desses compostos, exibidos no
cromatograma (Figura 28), foram numerados conforme a ordem de eluicéo.

O composto identificado pelo sinal 1 apresentou um espectro de massas com
pico do ion molecular em m/z 377 e indice de retencéo de 2732. O sinal 2, identificado
como acetato de B-sitosterol, apresentou um espectro de massas com pico do ion
molecular em m/z 457, indice de retencdo de 2871,1 e formula molecular do composto
proposto pela biblioteca do NIST como Cs1Hs202. Dessa forma, foi possivel identificar
0s constituintes do extrato, conforme mostra a Tabela 8, onde foi observado um
composto do tipo esteroidal no extrato. Ha relatos na literatura sobre as diversas
atividades biolégicas desses compostos esteroidais, incluindo atividades anti-
inflamatoria, antitumoral e antifingica, em testes in vitro e in vivo (SILVA, 2019). SILVA
(2019) relatou a presenca de um derivado de esteroide com indice de retencédo de
3472,4 no extrato hexanico da espécie Habranthus irwinianus (atualmente

reclassificada como Z. irwiniana).
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Figura 28. Cromatograma do extrato hexanico bruto da raiz de Z. irwiniana (EH_R).
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Dados de abundancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: Derivado de esteroide;
2: acetato de B-sitosterol.

Na fracdo alcaloidica hexanica proveniente da raiz (FAH_R), um pico
cromatografico foi identificado como o composto nerinina (5). A identificacdo baseou-
se na comparacdo dos espectros de massas com dados disponiveis na literatura,
classificando a substancia como um alcaloide do tipo homolicorina (6),
especificamente nerinina (5) (KOHELOVA et al., 2021). Desta forma, foi possivel a
identificacdo do composto nerinina (5), com base no pico do ion molecular com razao
de m/z 347 e tempo de retencéo de 31,74 minutos e, pela comparacéo dos indices de
retencdo de Kovats experimentalmente determinados 2555 com os descritos na
literatura (Tabela 7 e 8).

No estudo realizado por Berkov et al. (2020) os alcaloides do tipo homolicorina
(6) possuem um esqueleto de 15 carbonos, formado pela reconstru¢do do esqueleto
do tipo licorina (1) por meio da conversdo de norpluviina em licorenina. Existem
aproximadamente 80 compostos naturais desse grupo, divididos em duas séries
principais, baseadas na saturacao da ligacdo C3—C4. A maioria desses alcaloides,
incluindo a homolicorina (6), apresenta uma ligagdo dupla C3—-C4 e uma juncao de
anéis cis-B/C. Contudo, os alcaloides do tipo homolicorina (6) podem possuir uma
ligagdo C3—-C4 saturada, resultando em trés estereoisdmeros diferentes: clivonina
com juncéo trans-B/C e cis-C/D de anéis, cliviasina com juncéo cis-B/C e cis-C/D de
anéis, e nobilisina com juncao trans-B/C e trans-C/D de anéis.

A Figura 27 apresenta a estrutura da nerinina (5) presente na FAH da raiz e

formula molecular Ci9H25NOs. As informacdes espectrais estdo de acordo com 0s
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dados conhecidos na literatura, baseados em seus ions fragmentos descritos por
LEITE, 2023; KOHELOVA et al., 2021 e BESSA et al., 2017. O cromatograma esta
ilustrado na Figura 29.

Vicente (2016) relatou um estudo com uma espécie da familia Amaryllidaceae,
no qual isolou a nerinina (5) a partir de fracdes hexanicas de bulbos de Hippeastrum
canastrense (Amaryllidaceae), identificando-a por meio de RMN e CG-EM. No
entanto, MARTINEZ-PEINADO et al. (2022) descreveram que a nerinina apresenta
atividade antiprotozoaria fraca. Além disso, Kohelova et al. (2021) relataram que a
nerinina € inativa em testes de inibicdo de AChE/BUChE, com resultados superiores

a 100 uM, exibindo atividade apenas no ensaio POP, com um valor de 190 uM.

Figura 29. Cromatograma fracéo alcaloidica hexanica da raiz de Z. irwiniana (FAH_R).
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Dados de abundancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: Nerinina (5).

A substancia majoritaria identificada no extrato hexanico bruto do bulbo (EH_B)
foi o B-sitosterol (Tabela 8), comumente encontrado em plantas. O espectro de
massas apresentou um pico do ion molecular com razdo m/z 415, férmula molecular
C29Hs500. As informagOes espectrais estdo de acordo com os dados previamente
conhecidos na literatura com base em seus ions fragmentos, conforme descritos por
El-Feky e El-Rashedy, 2023 e Gomes et al.,, 2022. O cromatograma obtido esté
ilustrado na Figura 30. Em experimentos com animais, foi demonstrado que uma dieta
nutricional contendo fitoesterois, principalmente B-sitosterol, reduz a progressao e
disseminagdo de células cancerigenas, além de diminuir a incidéncia de cancer de
colon, mama e prostata em animais expostos a varios carcinogenos (KHAN et al.,
2022).
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Figura 30. Cromatograma do extrato hexanico do bulbo de Z. irwiniana (EH_B).

Abundincia (% TIC)
100

l
2\ \

6
5 ‘7
4| \
3 2 A \
1 | LA JETSUNES L Y W \V S

L — I AR N

50.59 5’."’2 s3 ‘iS 55.47 57.10 58.72 6035 6198 63.61 65.24

_ WML’

o T T T T T T
Tempo (min) 30 944 12118 1492 1766 2040 2315 2589 2863 3137 3411 3685 3959 42

33 4508 4782 | 50.56 5330 5603 SS7S 6152 632

Dados de abundéancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: Decanoato de etlla 2
ao 7 Composto néo identificado; 8: B-sitosterol.

Na fracdo alcaloidica hexanica proveniente do bulbo (FAH_B), também foi
identificado o alcaloide Nerinina (5), do tipo homolicorina (6) (KOHELOVA et al., 2021)
conforme ilustrado na Figura 27 e mencionado nesta secao.

Além disso, foram identificados 1-hexadecanol, para o qual o espectro de
massas apresentou um pico do ion molecular com razdo m/z 242, acido n-
hexadecanoico (pico do ion molecular de m/z 256) e esqualeno, com pico do ion
molecular m/z 410 (Tabela 8). A identificagcéo foi realizada por meio da comparacao
dos padrdes de fragmentacao dos ions com os dados descritos por Han et al., 2024;
El-Feky e El-Rashedy, 2023; Bessa et al., 2017; Chowdhury e Kumar, 2020; Truijillo-

Chacén et al., 2019. O cromatograma correspondente esta ilustrado na Figura 31.

Figura 31. Cromatograma fracao alcaloidica hexanica bulbo de Z. irwiniana (FAH_B).
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Dados de abundancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: 1-hexadecanol; 2: Acido
n-hexadecanoico; 3: Nerinina (5) e 4: Esqualeno.

A amostra referente ao extrato hexanico bruto da folha (EH_F) ndo apresentou

compostos pertinentes, nos quais nao foi possivel observar um fragmento
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representativo. Assim, impossibilitando a apresentacdo de seus resultados quanto ao

perfil fitoquimico.

Tabela 7: Composicdo quimica das fracbes alcaloidicas nas partes aéreas de

espécies de Zephyranthes irwiniana, apos analise de CG-EM.

Compostos M+ Compostos identificados (% TIC)
Raiz Bulbo Folha

A B C A B C A B C
Licorina (1) 287 - 43,7 - - 134 - - 2,91 -
Nerinina (5) 347 11,6 17,7 - 152 9,63 - - - -
Hipeastrina (48) | 315 - - 126 - - - - - 16,2
Isoquinolina (49) | 297 - - - - 6,01 - - - -
Neronina (50) 345 - - - - - 273 - - -
Anidrolicorina 251 - - - - 11,4 - - - -
(51)

A: Fracdo alcaloidica hexanica (FAH); B: Fracdo alcaloidica acetato de etila (FAAE); C: Fragéo
alcaloidica acetato de etila-metanol (FAAEM). TR: tempo de retencdo em minutos (min.). O percentual
do total ion current (do inglés, TIC) de cada metabdlito foi indicado para cada fracdo. A auséncia de
valores indica que o composto nao foi identificado nas condi¢des de analise.

Na fracdo alcaloidica hexanica proveniente da folha (FAH_F), identificou-se o
acido palmitico (acido n-hexadecanoico) com espectro de fragmentacéo
apresentando pico do ion base em 256 m/z (Tabela 8).

Silva (2016) apresentou o perfil do extrato metandlico dos bulbos de C.
americanum (Amaryllidaceae), que exibiu picos correspondentes a substancias como
acido palmitico (acido n-hexadecanoico), também identificados por meio de métodos
como o CG-EM. Além disso, identificou &-tocoferol (vitamina E), cujo espectro de
massas apresentou um pico do ion molecular com razdo m/z de 402. A familia da
vitamina E, que inclui tocoferois (a-, B-, y-, 6-) e tocotrienois (a-, B-, y-, 8-), € um grupo
significativo de compostos fendlicos, conhecidos por suas fortes propriedades
antioxidantes e anticancerigenas (FATIMA et al.,, 2021). O cromatograma esta

ilustrado na Figura 32.
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Figura 32. Cromatograma da fracdo alcaloidica hexéanica folha de Z. irwiniana
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Na fracdo alcaloidica acetato de etila raiz (FAAE_R), foi identificado o alcaloide
nerinina (5), do tipo homolicorina (6) (KOHELOVA et al., 2021), no tempo de retencéo
de 31,09 minutos, conforme ilustrado na Figura 27. O espectro de massas apresentou
um pico do ion molecular com razdo m/z 347, conforme mencionado na Tabela 8 e
citado nesta secéao.

Além disso, foi identificado um composto proposto como licorina (1), tempo de
retencdo de 35,15 minutos, com espectro de massas apresentando pico do ion
molecular com razdo m/z 287 pela comparacdo dos indices de retencdo de Kovats
experimentalmente determinados 2263 com o0s descritos na literatura (Tabela 8) e
férmula molecular Ci6H17NO4. O esqueleto do tipo licorina (1), composto por 15
carbonos, é formado a partir de um acoplamento oxidativo orto-para’ de fenol de
norbeladina (8) (BERKQV et al., 2020). Segundo Berkov et al. (2020), sdo conhecidos
aproximadamente 119 alcaloides do tipo licorina (1), dos quais 74% podem ser
analisados por CG-EM.

A Figura 27 apresenta a estrutura da licorina (1), a qual esta presente na FAAE
da raiz enquanto o cromatograma proposto esta ilustrado na Figura 33. As
informacgdes espectrais correspondem aos dados disponiveis na literatura, baseados
em seus ions fragmentos descritos por Leite (2023); Gomes et al., (2022); Kohelova
et al., (2021); Gasca et al., (2020); Novakova, 2015; Trujillo-Chacoén et al., 2019, além
do padréo de fragmentacgdo de licorina (1) disponivel na biblioteca NIST.

Nesse contexto, os alcaloides do tipo licorina (1) possuem caracteristicas
determinantes para sua identificacdo. O pico do ion molecular aparece com uma
intensidade apreciavel de m/z 287, correspondente a sua férmula molecular

C16H17NO4 e apresenta dois picos de ions fragmentos diagndsticos de alcaloides do
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tipo licorina (1) em m/z 227 e 226, correspondentes a C14H13NO2 e C14H12NOz2, devido
a perda de C2H402 e C2Hs02, respectivamente (KHALIFA et al., 2018). Um exemplo é
a presenca de um ion [M+ - 18], resultante da perda de agua a partir do ion molecular
depende da estereoquimica do grupo hidroxila em C-2. Na licorina (1), observa-se um
fragmento com m/z 269 (Figura 34). O fragmento mais abundante e estavel para esse
tipo de molécula é indicado pela sua maior presenca, sendo atribuido a estruturas
ressonantes (CORREA OTERO, 2020).

De acordo com Jilec (2015), a licorina (1) possui diversos efeitos
farmacoldgicos, incluindo atividade antiviral, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antiparasitaria, antimalarica, antifingica e, principalmente, citotoxica. Entre os
alcaloides, os do tipo licorina sao considerados dos mais conhecidos e eficazes em
termos de citotoxicidade. A licorina induz apoptose em células tumorais, inibindo sua
proliferacdo, e apresenta atividade inibitoria significativa contra a topoisomerase de
DNA, essencial para o crescimento de células cancerigenas. Embora tenha uma
atividade inibitéria relativamente fraca contra a AChE, sua grande vantagem é a baixa
toxicidade e a ocorréncia reduzida de efeitos colaterais. Contudo, alguns derivados da
licorina também mostram potencial como medicamentos para a Doenca de Alzheimer
(DA).

Assim, desde o primeiro relato sobre a promissora atividade dos alcaloides de
licorina (1) em células tumorais, muitos artigos foram publicados detalhando os efeitos
citotéxicos desses alcaloides (NAIR et al., 2016). Este alcaloide demonstra potencial
como anticancerigeno, mostrando eficacia contra linhagens celulares de leucemia
promielocitica aguda, hepatocarcinoma e leucemia monocitica aguda, com valores de
ICs0 notavelmente baixos (RIBEIRO, 2022). Berkov et al. (2020) também relataram
que os alcaloides dos tipos licorina tém sido empregados como moléculas principais
em pesquisas focadas no combate ao cancer.

Gomes et al. (2022) isolaram o alcaloide licorina (1) de extratos e fragbes de
folnas e bulbos de C. americanum (Amaryllidaceae) identificando-o por meio de
métodos como ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas.

Além disso, todos os extratos e fragdes inibiram a atividade da AChE.
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Figura 33. Cromatograma fracdo alcaloidica acetato de etila da raiz de Zephyranthes
irwiniana (FAAE_R).
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Figura 34. Espectro de massas e fragmentacdo proposta para o alcaloide licorina.
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Espectro de massas e mecanismo fragmentagdo para os principais ions do espectro de massa,
justificando a proposta de identificacao para o composto licorina (1).

Na fracdo alcaloidica acetato de etila bulbo (FAAE_B), foram identificados os
fragmentos mais importantes, além do TIC, no espectro de massas (Figura 35). Os
compostos identificados incluem os alcaloides nerinina (5), licorina (1), anidrolicorina
(51) e isoquinolina (49). Os alcaloides nerinina (5), licorina (1), j& foram mencionados
anteriormente nesta secao.

O composto identificado como alcaloide anidrolicorina (51), € um alcaloide do

tipo licorina (1) (NOVAKOVA, 2015, TRUJILLO-CHACON et al., 2019). Apresenta um
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espectro de massas com pico do ion molecular em m/z 251, tempo de retencéo de
31,61 minutos e formula molecular CisH13NO2. A identificacdo foi realizada pela
comparacao dos espectros de massas com dados da literatura, baseados em seus
ions fragmentos descritos por Leite, 2016; Martinez-Peinado et al., 2022; Gasca et al.,
2020; De Andrade et al., 2014; Trujillo-Chacon et al., 2019 e padrdes de fragmentacéo
disponiveis na biblioteca NIST, conforme descrito na Tabela 7 e 8. O cromatograma
est4 ilustrado na Figura 35.

Segundo Novékova (2015), o alcaloide anidrolicorina (51) é um dos compostos
mais notaveis do ponto de vista biolégico. Alcaloides do tipo licorina (1) sdo os mais
conhecidos e eficazes em termos de citotoxicidade.

Além disso, o espectro de massas do acido n-hexadecanoico apresentou o pico
do ion molecular com razdo m/z 256 e o acido linoleico apresentou o pico do ion
molecular com razdo de m/z 280 conforme mencionado na Tabela 8. As informacdes
espectrais correspondem aos dados disponiveis na literatura, baseados em seus ions
fragmentos descritos por El-Feky e El-Rashedy, 2023; Pereira et al., 2005, além do
padrao de fragmentacao disponivel na biblioteca NIST. O cromatograma esté ilustrado
na Figura 35.

O composto identificado como alcaloide isoquinolina (49), apresentou tempo
de retencdo de 33,60 minutos, com espectro de massas com pico do ion molecular
com razéo m/z 297 e férmula molecular C1sH19NO3s (Al MAMUN, 2023) (Tabela 7). Os
alcaloides isoquinolinicos sdo considerados um dos tipos mais importantes de
alcaloides (QING, et al., 2020). A biossintese e acumulacdo dos alcaloides
isoquinolinicos estdo associadas ao mecanismo de defesa quimica contra predadores
e patdégenos, funcionando como uma estratégia de sobrevivéncia e adaptacéo. Essa
caracteristica ecoldgica pode estar diretamente relacionada as suas propriedades
farmacoldgicas e bioldgicas (PLAZAS et al., 2020). No entanto, investigacdes
sistematicas e abrangentes sobre os comportamentos de fragmentacdo desses

alcaloides raramente foram relatadas (QING, et al., 2020).
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Figura 35. Cromatograma fracdo alcaloidica acetato de etila bulbo de Zephyrantes
irwiniana (FAAE_B).
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Na fracéo alcaloidica acetato de etila da folha (FAAE_F) foram identificados o
alcaloide licorina (1) e o 4cido n-hexadecanoico, conforme descrito detalhadamente
na secao especifica deste trabalho e apresentado na Tabela 8. O cromatograma esta

ilustrado na Figura 36.

Figura 36. Cromatograma fracdo alcaloidica acetato de etila bulbo de Zephyranthes

irwiniana (FAAE_F).
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2: Licorina (1); *: Si-O (compostos da coluna).

Na fracéo alcaloidica acetato de etila metanol raiz (FAAEM_R) foi identificado
a presenca de trés compostos sendo eles: Acido n-hexadecanoico, B-carbolina e
hipeastrina (48).

O composto proposto identificado como alcaloide hipeastrina (48), € um
alcaloide do tipo homolicorina (6) (BERKOV et al., 2020; GASCA et al., 2020).

Apresenta um espectro de massa com pico do ion molecular com razdo m/z 315,
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tempo de retencao de 38,23 minutos e férmula molecular C17H17NOs. A identificacédo
foi realizada pela comparacdo dos espectros de massas com dados da literatura,
baseados em seus ions fragmentos descritos por El-Feky e ElI-Rashedy, 2023; Herraiz
et al, 2023; Pigni et al., 2012; Vicente, 2016, e padrbes de fragmentacado disponiveis
na biblioteca NIST, conforme descrito na Tabela 8. O cromatograma esté ilustrado na
Figura 37.

Cedrén et al. (2015), realizaram um estudo onde avaliaram sete alcaloides
naturais da familia Amaryllidaceae, incluindo a hippeastrina (48), contra quatro
linhagens de células tumorais humanas de ovéario A2780, pulmdo SW1573, mama
T47-D e c6lon WiDr. O obijetivo foi investigar a relagédo estrutura-atividade. Em relacdo
a hippeastrina, a modificacdo do grupo lactona e a introducdo de um atomo de
nitrogénio conferiram seletividade e maior atividade na molécula derivada para as
linhagens T47-D e WiDr.

Em outro estudo, Vicente (2016) isolou a hipeastrina (48) a partir de diferentes
fracbes hexanicas dos bulbos de Hippeastrum canastrense (Amaryllidaceae),
utilizando, para identificar essa substancia, métodos como RMN e espectrometria de
massas. Além disso, o estudo indicou que a hipeastrina (48) possui atividade
citotoxica contra células fibroblasticas ndo-tumorais, atuando como agente antiviral
contra o virus Herpes simplex tipo 1 e demonstrou consideravel eficAcia como agente

antifangico contra a Candida albicans.

Figura 37. Cromatograma fragdo alcaloidica acetato de etila metanol raiz de
Zephyranthes irwiniana (FAAEM_R).
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Dados de abundancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: Acido n-hexadecanoico;
2: B-carbolina; 3: Hipeastrina (48).

Na fracdo alcaloidica acetato de etila-metanol de bulbo (FAAEM_B) foi
identificada a presenca de trés compostos sendo eles: acido n-hexadecanoico, acido

octadecanoico e neronina (50).
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O composto proposto como neronina (50), € um alcaloide do tipo homolicorina
(6), com tempo de retencdo de 38,24 minutos (BRIGGS et al., 1956). Apresenta um
espectro de massas com ion molecular com razdo de m/z 345 e férmula molecular
C1sH19NOs. A Figura 27 apresenta a estrutura da neronina (50) presente na FAAEM
do bulbo. A identificacéo foi realizada pela comparacao dos espectros de massas com
dados da literatura, baseados em seus ions fragmentos descritos por El-Feky e
El-Rashedy, 2023; Herraiz et al., 2023; Berkov et al., 2023, e padrdes de fragmentacao
disponiveis na biblioteca NIST, conforme descrito na Tabela 8. O cromatograma esta
ilustrado na Figura 38.

De acordo com Bhowmick et al., 2023 o surto de Covid-19, causado pelo virus
SARS-CoV-2, continua a representar uma ameacga significativa a saude global,
exigindo novos tratamentos. Foi realizada uma triagem virtual de 1016 alcaloides de
Amaryllidaceae contra a protease principal do SARS-CoV-2 (M pro) e a protease
serina transmembrana 2 (TMPRSS2), utilizando o software AutoDock Vina e
simulagbes de dindmica molecular. Os compostos galantamina (4), licorenina e
neronina (50) mostraram forte afinidade de ligacdo com as proteinas virais e do
hospedeiro, sendo considerados potenciais agentes antivirais para o desenvolvimento
de medicamentos contra o SARS-CoV-2. Esses compostos precisam de avaliacdo
pré-clinica e clinica adicional para validacao.

Figura 38. Cromatograma fracdo alcaloidica acetato de etila metanol bulbo de Z.
irwiniana (FAAEM_B).
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Dados de abundancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: Acido n-hexadecanoico;
2: Acido octadecanoico; 3: Nenorina (50).

Na fracdo alcaloidica acetato de etila-metanol de folhas (FAAEM_F) foram
identificados quatro compostos sendo: acido n-hexadecanoico, aribina/ harmano, [3-
carbolina e hipeastrina (48). conforme detalhado na secdo deste trabalho e

apresentado na Tabela 8. As informacdes espectrais estao de acordo com os dados
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ja conhecidos na literatura (EL-FEKY e EL-RASHEDY, 2023; HERRAIZ et al., 2023,
BERKOQV et al., 2023). O cromatograma esta ilustrado na Figura 39.

Figura 39. Cromatograma fragdo alcaloidica acetato de etila metanol folha de Z.
irwiniana (FAAEM_F).
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Dados de abundancia expressos em porcentagem de total ion current (TIC). 1: Acido n-hexadecanoico;
2: Aribina/ harmano; 3: 3-carbolina (50); 4: Hipeastrina (48).

Conforme apresentado na Tabela 8, licorina foi detectada em todos FAAE,
enguanto a nerinina (5) foi identificada tanto na FAAE quanto na FAH do bulbo e da
raiz. As variagfes observadas nas amostras podem ser atribuidas a diversos fatores
variaveis, como diferencas nas épocas de colheita, nos locais especificos de coleta,
nas caracteristicas do solo, nas variedades botanicas ou nos quimiotipos distintos
relacionados as espécies analisadas (REIS et al., 2019). Como exemplo, Akram et al.
(2021) investigaram como a idade dos bulbos (1, 2 e 3 anos) e o local de cultivo
influenciam os teores de quatro alcaloides, incluindo galantamina, em Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton, utilizando CG-DIC (Cromatografia Gasosa com Detector
de lonizacdo de Chama). Os resultados mostraram que a idade dos bulbos afeta
significativamente os teores de trés dos quatro alcaloides, com maiores quantidades
de galantamina e licorenina em bulbos de 2 anos e maiores teores de homolicorina e
haemantamina em bulbos de 1 e 3 anos, respectivamente. Nao houve variacao
significativa nos teores de alcaloides entre os quatro locais de cultivo investigados
(Lisse e Noordwijk, na Holanda, e dois locais em Lincolnshire, no Reino Unido),
embora Lisse tenha apresentado o maior teor de galantamina, possivelmente devido
ao tipo de solo e a composicédo de nutrientes de cada regido. Portanto, a idade do
bulbo & um fator crucial para a producao industrial de alcaloides, podendo influenciar

os rendimentos em até 10-15%.



Tabela 8. Compostos identificados em extrato hexanico e fracbes de Zephyranthes irwiniana.
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Extrato TR Match M+ Kovats Composto NIST Formula Fragmentacao Referéncia
M e T
65,48 799 457 2871 Acetato de B-sitosterol C31Hs5202 ?(;:3 4)(128)(643; (1%105)'(25),(;&63)'(6?),%73 )('52?5 (66), 91 EL-RI,EALS-EIIEEII;\\((,eZOZS
FAH 31,74 751 347 2555 Nerinina C19H25NOs igi:;gogatzgfi?’(;;g ézgéj)z’i:gg()é;fl (42), BESSA et al., 2017.
Al A 31,09 723 347 2555 Nerinina C19H25NOs }129(;;;),09);1]&23)5973]?’(233 ((5899():’32)2,92:5_539(25)21 (42), BESSA et al., 2017.
e Carioos 220 100, 227 (79 268.09) 207 09, 250 09). 5 pccp o, 200,
23,35 872 256 1960  Acido n-hexadecanoico C16H3202 ij)(lgg)( 4?)? (7913)(55)0’ égg()s’ 41;712(53)('3;)29 (42), 57 EL-RI,EALS-EEE\\((,eZ 023
FAAEM 23,96 759 168 1633 B-Carbolina C11HsNz2 (116(3,(1?12)&1?;,%54)1’ (i;)(,zfg’(ii),(ll?é ](';4_](_)) (17), 70 HERRAIZ et al, 2023
38,23 751 315 2569 Hipeastrina C17H17NOs }155(:;0801)(?1? (22(?7)’(3,48(3)(’3;26 (9), 44 (7). 42 ), PIGNI et al., 2012.
. 49,86 764 200 1381 Decanoato de etila C12H2402 ?;7)(1(7)8)(22?1725232)2)427(‘81)5556(?1123) 69 (28), 67 SILVA, 2014.
22,20 898 242 1881 1-Hexadecanol Ci16H340 22 ((]5'2?’) '5679((51;’)'1‘1;_31((754]?;’911(?52())')82 (58), 70 (57), EL-RI,EALS-EIIEEEYY,EZOZS
CULeo . 23,40 895 256 1960 Acido n-hexadecanoico Ci6H3202 (73?8)(1(5)(5))(2‘513:)% (7616)(’42)(? é;o()35‘;18(; 2)3)1 29 (42), 57 EL-RI,EALS-EEII(D\\((,eZOZS
32,44 722 347 2555 Nerinina C19H25NOs élf),g éio(g))’, ;28(3(;:32'2 ]('i;), ii)’(s)so (5), 221 (9), 43 BESSA et al., 2017.
o1 o1 a0 29 Esaualeno Corbo (100, 81(40) 41 (12) 136 (12) 137 10} 21— CHOWDHURY e
. 23,35 872 256 1960 Acido n-hexadecanoico Ci6H3202 (752)(1(5)2)( 4‘(1):; (7913)(52)(’) égg()é 4‘;,12(153?)('3;)29 (42), 57 EL-Ri;EEgi,GZOZ&
2603 872 280 2134 Acido linoleico CiHs0,  OF(100).67(74).82(58), 95(53), 68 (51), 41 (49). e pa e al, 2005.

79 (31), 83 (28), 55 (28), 80 (28)
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109 (100), 108 (16), 110 (8), 81 (4), 82 (4), 207

MARTINEZ-PEINADO

31,07 762 347 2555 Nerinina C19H25NOs (3), 94 (3), 42 (3), 91 (2), 93 (2) etal,, 2022.
siet  Ti3 zL 281 Avdoloma  Cno, 20 000, 251 (0, 125 (0} 65 (17} 197 (15) OF ANDRADE e
w0 1% 297 2 oo Cuano, 2o 100,297 (50, 226 20) 235 (17) 133 19 m
35,36 889 287 2263 Licorina C16H17NO4 ggg 82)0)832,2(;)(5292)82(2)7 §_2437)(§)687$2(07)) 286 (13), GASCA et al., 2020.
23,35 844 256 1960  Acido n-hexadecanoico C16H3202 (7;6)(123)(32:)% 53853)(1,3;3)(’) ézo()gslg(: (();8)1 29 (41). 71 EL-RI,EAI:S-EEE\\((,eZOZS
FAAEM 26,44 754 284 2160 Acido octadecanoico C18H3602 g? %2?%23(;%?’7515 ((3530))” : 11 ((??5)) 60 (36), 44 (35), EL-RI,EALS-EEE\\((,eZ 023
38,24 772 345 2758 Neronina C18H19NOs }155(15;,01(1):;’(?3?, (8253;)(’:3:)]-,254(6(23 81 (4), 124 (4), 44 (3) BERKOQV et al., 2023.
. 23,35 857 256 1960  Acido n-hexadecanoico Ci6H3202 (133)(122)( 42? go? )(4f)1 5(32():;57),15(54 22)1 29 (45), 83 EL-RI,EALS-EIIEEII;\\((,eZOZS
ez wm 4z 2 oloweo  Comaor L300 209 176N 0G0 IBED a0
ane 23,15 872 256 1960  Acido n-hexadecanoico C16H3202 (7432)(122)( 44(')? (7913)(’396)? égg()é 44)'1 2(153? )(’3:13)2 9 (42), 57 EL-RI,EALS-EIIEEI;\\((,eZ 023
CoLbA 35,05 862 287 2263 Licorina C16H17NO4 ;:g ((;(()))(?),28262zl(GE;é)%72(5105)(,2]2’92(?.;)5295]?,(J‘.lg) (24), GASCA et al., 2020.
23,35 812 256 1960 Acido n-hexadecanoico Ci6H3202 (73?6)(1(5)(7))(3‘613:)% (5853)(556)(? é?();;,z‘;,lg(: ‘(22)1 29 (51), 71 EL-RI,EALS-EEII(D\\((,eZOZS
mm m m dw o om0 CLUSE0 SR TISSNIE TR
24,07 839 168 1633 B-Carbolina C11HsNz2 123 ((i'g)o)7;"(1](_)1§2?131?9]5(é'g)((;)l'l:s(gg) 84 (15), HERRAIZ et al, 2023
38,32 791 315 2569 Hipeastrina C17H17NOs 125 (100), 96 (28), 126 (6), 124 (3), 94 (3), 42 (3), PIGNI et al., 2012.

81 (2), 82 (2), 44 (2), 43 (2)

HEX: extrato hexanico; FAH: fracdo alcaloidica hexanica; FAAE: fracao alcaloidica acetato de etila; FAAEM: fracdo alcaloidica acetato de etila-metanol. TR: tempo de
retencdo em minutos (min.). M+: ion molecular. KOVATS: indice de Kovats experimental. Os dados de fragmentac&o estdo expressos em valor de relacdo massa-carga
(m/z) seguidos da porcentagem relativa entre parénteses.

(11 - https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/626628#section=Chemical-and-Physical-Properties
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As Figuras 40 a 44 mostram os espectros de massas do sinal com tempo de

retencao identificado nas fracfes alcaloidicas, obtidos por meio de CG-EM.

Figura 40. Espectros de massas do pico em 226 e 109 minutos da FAAE_R.
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azul, fragmentacéo disponivel na biblioteca do Software NIST MS® SEARCH. FAAE_R: fracao alcaloidica
acetato de etila da raiz.

Figura 41. Espectros de massas do pico da FAAE_B, em 109, 250, 296 e 226 minutos.

1004 a) 109

42 5056616671 8186 9499 120 128135142 150 157 164171 179186 193 207 214 222 229 236 244 251 258 265 273 280 287 295302309 317 327 339 355
42 4955 626772 8186 9499 L 120 128135142 150157164 171 179 189 205 21 237 330 347
1

30 40 50 60 70 €0 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 160 150 200 210 220 230 240 250 260 270 260 250 300 310 320 330 340 350 360
1] b) 250

35435057 69 81233 110 131143152 162173 192201210 220229 238 ‘l 263 273282 204303312 329 341 355 429
A0 435663 71 62685 111 b3 143 163 156 14y 204 220

1004 2!

30 40 50 60 70 BO S0 100 110 120 130 140 150 160 170 160 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 320 350 400 410 420 430 440

1004 c) 2%

3643505764 7583 85 11 133 143153167 180 195 207 221 235 248 2‘,55 280 789 || 318 327336 346355 _ 369 401 415 429
41 49566269 77835096 104113122 133" 152 165 180 195 208 222 238 254 215 282 I‘

[

256
30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 230 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330 400 410 420 430 440

00| d) 26

7
39 55765 7783 91 119 135 147156 165 174 183152 201 211 h 28 250 28,5 27000 310319329 31 38 408 429
f i

Lk T T T T T T
BNt & 77 s 02 Tqly 15 gk 87 192 201 211 Jﬂm 20 28 247

100

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 230 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330 400 410 420 430 440
a) nerinina (5) FAAE_B; b) anidrolicorina (51) FAAE_B; c) isoquinolina (49) FAAE_B; d) licorina (1)
FAAE_B. Em vermelho, fragmentacdo da amostra analisada. Em azul, fragmentacdo disponivel na
biblioteca do Software NIST MS® SEARCH. FAAE_B: fragéo alcaloidica acetato de etila do bulbo.



88

Figura 42. Espectros de massas do pico em 226 minutos da FAAE_F.
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a) licorina (1) FAAE_F. Em vermelho, fragmentacdo da amostra analisada. Em azul, fragmentagéo
disponivel na biblioteca do Software NIST MS® SEARCH. FAAE_F: fracdo alcaloidica acetato de etila da
folha.

Figura 43. Espectros de massas do pico em 125 minutos da FAAEM.
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Figura 44. Espectros de massas do pico em 109 minutos da FAH.
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4.5 Determinacao da atividade de inibicdo da acetilcolinesterase pelos extratos
e fracdes de Zephyranthes irwiniana

O interesse pelos alcaloides da familia Amaryllidaceae e sua aplicagdo na inibi¢cao
da acetilcolinesterase (AChE) tém raizes histéricas, datando dos anos 1960. Estudos
iniciais, como os conduzidos por Irwin e Smith 1ll, 1960; Irwin et al. (1961), destacaram o
potencial de inibicdo da colinesterase por alcaloides como a galantamina, inicialmente
observada a nivel muscular. Desde entdo, a galantamina e outros alcaloides da mesma
familia continuam a ser de grande interesse devido a sua diversidade e potentes
atividades bioldgicas (JIN; YAO, 2019).

Esse interesse foi reforcado apds a aprovacdo da galantamina pela FDA, em
2001, como tratamento para a DA. Segundo Berkov et al. (2022), até marco de 2021,
cerca de 2.296 artigos sobre "alcaloides Amaryllidaceae" foram listados no PubMed, com
mais de 1.800 deles surgindo apés a aprovacdo pela FDA, refletindo o crescente
interesse cientifico e terapéutico.

Neste estudo, foram avaliados extratos e fragdes das raizes, bulbos e folhas de
Z. irwiniana, utilizando o método de ensaio em microplaca descrito por Ellman et al.
(1961), com modificacbes de Lopez (2002), com o intuito de identificar compostos
naturais com potencial inibitério sobre a AChE. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 9.

Deve-se considerar que as variagdes no método de Ellman podem influenciar os
valores de ICso dos compostos avaliados, uma vez que a quantidade de tiocolina formada
pode variar de acordo com a fonte e a concentracdo da enzima (ELLMAN et al., 1961).
Por isso, 0 uso de um controle positivo, como a galantamina, é essencial nos ensaios de
inibicdo da AChE, especialmente em estudos com extratos de plantas Amaryllidaceae
(BERKOQV et al., 2022).

O presente estudo revelou que os extratos etandlicos obtidos a partir das raizes,
bulbos e folhas de Zephyranthes irwiniana, demonstraram eficicia na inibicdo da enzima
AChE, com os resultados detalhados na Figura 45. Esses resultados evidenciam o
potencial terapéutico dos extratos de Zephyranthes irwiniana e sugerem a importancia
de investigagOes futuras sobre suas aplica¢cdes medicinais.

E relevante destacar que, embora a raiz tenha mostrado atividade significativa, o
uso de raizes ou bulbos acarreta a destruicdo da planta. Nesse contexto, a

micropropagacao surge como uma estratégia essencial para a preservacao das plantas
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no ambiente natural, permitindo a continuidade dos estudos sem comprometer a

conservacao da espécie.

Figura 45. Inibicao da acetilcolinesterase por extrato etandlico de raizes, bulbos e folhas

de Zephyranthes irwiniana.

Raiz Folha

—y
=1
=

1

-y

=

(=]

1

=]
=]
1

80+

60+

-
L=
n

40+

[
=3
n

20+

inibigdo enzimatica (%)
2
inibicao enzimatica (%)

L=}
=

1 2 3 4 0 1 F 3 4

0

log[pg/mL x 100] log[pa/mL x 100]

Bulbo Ensaio de inibigdo da acetilcolinesterase
— 1001
£ 1500~
8 804
& -
-]
£ e0] E 1000-
g 5
o 404 =
ag‘ E
:é 204 o 5004
E
0 T r T ] r—‘[
0 1 2 3 4 0 T . .
log[pg/mL x 100] Folha Bulbo Raiz

Gréficos de curva resposta de inibicao enzimaticas. Os resultados sao de trés experimentos independentes
de extrato etandlico de raiz, folha e bulbo e o ICso foi expresso em pg/mL. Atividade inibitoria expressa em

% (minimo de 3 experimentos independentes, resultados expressos em média + desvio padrao).

A partir dos resultados observados na figura demonstrada acima, é possivel
concluir que o extrato etandlico obtido a partir da raiz, bulbo e folha de Zephyranthes
irwiniana foi capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase de maneira dependente da
concentracdo. O extrato etanolico somente alcancou valores de inibicdo enzimatica
acima de 70% nas maiores concentragcdes (500 e 1000 pug/mL). Galantamina (controle
positivo), para o0 mesmo perfil de atividade, foi ativa nas concentracdes 1,25; 2,5 e 5,0
ug/mL (Tabela 9). E importante ressaltar que foi testado um limite de concentrag&o
devido a solubilidade das fracdes, o que impediu a avaliacdo de concentracbes mais
elevadas.
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Os resultados indicaram que o extrato etandlico da raiz apresentou uma maior
capacidade de inibicdo, com um ICso proximo a 200 pg/mL, destacando-se entre as
amostras testadas. Por outro lado, os extratos hexanicos e as fracbes aquosas nao
apresentaram valores significativos de inibicdo enzimética, razdo pela qual ndo foram
mencionados seus resultados neste estudo. O extrato etandlico da folha n&do alcangou
50% de inibicho mesmo nas maiores concentracfes testadas (500 e 1000 pg/mL),

impossibilitando o célculo da ICso.

Tabela 9. Atividade inibitéria de acetilcolinesterase por extratos etandlicos de

Zephyranthes irwiniana.

Amostra ICs0 (ug/mL)
Folha > 1000
Extrato Etandlico Bulbo 412,8 + 67,9
Raiz 200,1+£29/4
Galantamina 0,48+0,1

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) de no minimo trés experimentos

independentes.

Apesar de o valor de ICso ser elevado, em comparagdo com o controle positivo,
diversos fatores justificam a continuidade dos estudos, sobretudo do extrato etandlico
obtido a partir da raiz de Zephyranthes irwiniana. Além disso, é importante reconhecer
gue extratos contém uma vasta gama de compostos bioativos que podem atuar
sinergicamente para oferecer uma inibigéo eficaz da acetilcolinesterase.

Os extratos vegetais geralmente sdo mais acessiveis e econbmicos para
produzir em larga escala, em compara¢do com compostos sintéticos complexos, o que
representa uma vantagem significativa em termos de viabilidade comercial e
acessibilidade, especialmente em regides com acesso limitado a medicamentos. O
estudo sobre esses extratos também promove a valorizacdo da biodiversidade e a
conservacao de espécies vegetais, acrescentando valor ao patriménio natural de uma
regiao.

O estudo realizado por Zhan et al. (2023) identificou alcaloides em plantas do
género Zephyranthes com atividade inibitoria de AChE, utilizando todos os compostos

isolados como base para essa avaliagao. De acordo com o autor, os resultados foram
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consistentes com os dados de AA relatados em uma revisao anterior de Cahlikova et al.
(2021).

Por fim, é relevante considerar que o valor de ICso pode ser melhorado com
métodos de fracionamento e isolamento, permitindo identificar e otimizar os
componentes ativos do extrato. A continuidade da pesquisa pode levar ao
desenvolvimento de inibidores mais potentes e especificos, oferecendo novas opc¢des
terapéuticas para o tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de

Alzheimer.

4.6 Caracterizacao da atividade antioxidante de Zephyranthes irwiniana

4.6.1 Método do sequestro do radical livre DPPH*

O DPPH' é um radical livre, estavel, capaz de alcancar estabilidade por meio da
ligacdo com atomos de nitrogénio e/ou por meio da ressonancia com os anéis aromaticos
presentes em sua estrutura. No método do sequestro do radical livre DPPH", a reacéo
pode ocorrer de duas maneiras distintas: através da transferéncia de elétrons ou de um
atomo de hidrogénio. Quando ocorre a transferéncia do elétron desemparelhado (Figura
46) a solucdo adquire uma coloracéo violeta e reage na presenca de uma substancia
antioxidante, gerando a formacao de hidrazina de coloracdo amarela (OLIVEIRA, 2015).

A reducao do radical DPPH' por compostos antioxidantes promove a diminui¢cao
da intensidade desta coloracédo, lido a 517 nm no espectrofotdbmetro. Este ensaio €
amplamente utilizado para analisar a capacidade antioxidante de compostos devido a
sua sensibilidade, precisao, rapidez e simplicidade. Uma das utilizac6es desse método
€ a triagem de compostos com potencial a um estudo mais minucioso sobre sua
capacidade antioxidante (DAWIDOWICZ et al., 2012; MISHRA et al., 2012).

O ensaio foi originalmente desenvolvido por Blois em 1958 e, posteriormente,
modificado por Brand-Williams et al. (1995). Esses pesquisadores introduziram o
conceito de concentragao eficaz ou CEso, que é a concentracao eficiente de uma amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais disponiveis no meio de reacao. O valor é
determinado usando uma regressao linear aplicada a curva de porcentagem do radical
DPPH* em relacdo a concentracdo do antioxidante.

Dessa forma, a capacidade antioxidante das amostras foi avaliada em
porcentagem de inibicao (%) (Figura 47) e os resultados obtidos de CEso de cada amostra

estdo apresentados na Figura 49 e Tabela 10. O acido ascoérbico foi usado como controle
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positivo no ensaio a 25 pug/mL (92,22% de capacidade de sequestro do DPPH). Nas
concentracfes analisadas as amostras de extrato etandlico, apresentaram uma atividade

antioxidante proximos ao controle positivo (4cido ascorbico).

Tabela 10: Avaliacédo da capacidade de extratos etandlicos de Zephyrantes irwiniana em

sequestrar o radical DPPH*

Concentracao eficaz em 50% -

Amostra
CEso (pg/mL)
Folha 41,57 + 32,2
Extrato Etandlico Bulbo 33,02 £ 28,4
Raiz 25,35+26,4
Acido ascorbico 0,56 +0,3

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) de no minimo trés experimentos

independentes.

Figura 46. Estabilizagdo do radical DPPH" pelo deslocamento do elétron

desemparelhado.

Figura adaptada de Oliveira, G.L.S. (2015).

Com base nos resultados, é possivel perceber potencial das amostras em
sequestrar o radical livre DPPH". Na Figura 47, observa-se, graficamente, os resultados

das analises. No entanto, os extratos hexanicos e as fragbes aquosas nao exibiram
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valores significativos de inibicdo nesta pesquisa, motivo pelo qual seus resultados néao
foram incluidos neste estudo.

Figura 47. Correlacao entre a porcentagem de inibigdo e a variacao de concentragéao do
extrato etandlico de Zephyranthes irwiniana (raiz, bulbo e folha).
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Figura 48. Efeito da atividade do &acido ascoérbico (controle positivo) em sequestrar o

radical livre DPPH* controle positivo: acido ascorbico.
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Cabe ressaltar a importancia de avaliar a atividade antioxidante com um segundo
ensaio. A utilizacdo de métodos distintos propicia uma maior confian¢ca na analise dos
mecanismos de defesa antioxidantes (SUZUMURA et al., 1999; CHOI et al., 2002). Os
resultados indicam que o aumento da polaridade do solvente eleva o potencial
antioxidante do extrato. O extrato etandlico, sendo mais polar, apresenta valores
elevados de CEso para a folha.
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4.6.2 Avaliacdo do poder de Reducédo do ion férrico (Ferric Reducing Antioxidant
Power, FRAP)

O ensaio FRAP foi empregado para avaliar o potencial redutor do extrato
etandlico, medido pelo seu poder de reduzir ions férrico (Fe3*) a ferroso (Fe?*). Para
guantificar a capacidade antioxidante por meio deste ensaio, € necessario construir uma
curva de calibracdo, a qual € apresentada na Figura 49, evidenciando uma boa
correlacao linear entre a absorbancia e a concentracado do padréo de referéncia, com

coeficiente de determinacdo (R? = 0,9843).

Figura 49. Curva de calibracdo da solucédo de sulfato ferroso no ensaio TPTZ (2,4,6-
tripiridil-S-triazina). Correlacdo entre a absorbancia do sulfato ferroso a 593 nm e a

variacdo da concentracdo em pM.
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O extrato etandlico da raiz, bulbo e folha foram avaliados pelo método FRAP
(Figura 50). Ap6s a conclusdo do teste, todas as amostras analisadas demonstraram
potencial antioxidante. No entanto, a amostra do extrato etandlico da raiz apresentou
uma capacidade redutora numericamente maior que os extratos etanélico de bulbo e
folha, proximo ao valor de concentracéo. Esses resultados sugerem que as substancias
responsaveis pela atividade antioxidante podem estar presentes no extrato etanélico da

raiz, bulbo e folha.
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Figura 50: Avaliacdo da atividade antioxidante das amostras extrato etanolico bulbo,

folha e raiz de Zephyranthes irwiniana pelo método FRAP.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo descreveu o perfil quimico e biologico de Zephyranthes
irwiniana (Ravenna) Nic. Garcia. (Amaryllidaceae). Ao todo, foram identificados seis
alcaloides nas folhas, bulbos e raizes, destacando a diversidade quimica da planta e
reforcando seu potencial farmacologico.

Por meio de cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM), foram
identificados licorina (1), nerinina (5), hipeastrina (48), isoquinolina (49), neronina (50),
anidrolicorina (51), bem como compostos como B-sitosterol, acetato de 3-sitosterol, acido
n-hexadecanoico, B-carbolina, decanoato de etila, 1-hexadecanol, esqualeno, acido
linoleico, acido octadecanoico, acetil tributila citrato, &-tocopherol e aribina/harmano.

Os extratos de Z. irwiniana exibiram atividade inibitéria sobre a enzima AChE, com
diferentes graus de poténcia, destacando o extrato etandlico da raiz, que demonstrou o
maior potencial de inibicdo. Na avaliacdo do potencial antioxidante, os resultados foram
moderados. O extrato etandlico da raiz que também apresentou uma capacidade
superior em comparacao aos extratos etanolico de bulbo e folha.

Este estudo confirma que Zephyranthes irwiniana é uma fonte promissora de
compostos bioativos e alcaloides de importancia farmacoldgica, especialmente a licorina
(1), que possui diversos efeitos farmacoldgicos, incluindo atividade anti-inflamatoria e,
principalmente, citotdéxico. Portanto, estudos adicionais s80 necessérios para
caracterizar e isolar os compostos alcaloidicos extraidos nas amostras, utilizando a
técnica da ressonancia magnética nuclear (RMN).

Esses achados podem contribuir para a preservacdo da espécie, atualmente
listada como ameacada de extingdo, bem como para manutencdo e conservacao do

espécimen em seu habitat natural.
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